SINTESIS DAN PENGKLONAAN FRAGMEN-FRAGMEN
DNA APOBEC3G KE DALAM VEKTOR pBluescript KS (-)

TESIS

Diajukan sebagai salah satu syarat untuk memperoleh gelar
MAGISTER ILMU BIOMEDIK (M. Biomedik)

ANGELA FUZAIRI
NPM: 610501202X

I
=
A

L

L .
4%

-= E=

UNIVERSITAS INDONESIA
FAKULTAS KEDOKTERAN
PROGRAM STUDI ILMU BIOMEDIK
JAKARTA
DESEMBER 2008

Sintesis dan pengklonan..., Angela Fuzairi, FK Ul, 2008



HALAMAN PERNYATAAN ORISINALITAS

Tesis ini adalab hasil karya saya sendiri,
dan semua sumber baik yang dikutip maupun dirujuk

telab saya nyatakan dengan benar

Nama : Angela Fuzairi
NPM : 610501202X
Tanda Tangan

Tanggal : 17 Desember 2008

Sintesis dan pengklonan..., Angela Fuzairi, FK Ul, 2008



HALAMAN PENGESAHAN

Tesis ini diajukan oleh

Nama

NPM
Program Studi
Judul Tesis

: Angela Fuzairi
: 610501202X
: IImu Biomedik

: Sintesis dan Pengklonaan Fragmen-fragmen DNA

APOBEC3G ke dalam

vektor pBluescript KS (-)

Telah berhasil dipertahankan di hadapan Dewan Penguji dan diterima sebagai
bagian persyaratan yang diperlukan untuk memperoleb gelar Magister

Biomedik pada Program Studi

Universitas Indonesia.

Pembimbing

Pembimbing

Penguji

Penguji

Penguji

Ditetapkan di
Tanggal

Ilmu Biomedik, Fakultas Kedokteran,

DEWAN PENGUJI

: dr. Budiman Bela, Sp.MK.

. dr. Fera Ibrahim, M.Sc., Ph.D, Sp.MK

: dr. T. Mirawati Soediro, Ph.D

: dr. Ahmad Aulia Jusuf, Ph.D

: Ahmad Ruslan Handoyo Utomo, Ph.D

. Jakarta
: 17 Desember 2008

Ketua Program Magister Ilmu Biomedik:
Dr. rer. physiol. dr. Septelia Inawati W.

=,
P LS

. .
..:WJV\/B-&\/A—\,\/\
( )

Sintesis dan pengklonan..., Angela Fuzairi, FK Ul, 2008 Universitas Indonesia



HALAMAN PERNYATAAN PERSETUJUAN PUBLIKASI
TUGAS AKHIR UNTUK KEPENTINGAN AKADEMIS

Sebagai sivitas akademik Universitas Indonesia, saya yang bertanda tangan di
bawah ini:

Nama : Angela Fuzair
NPM :610501202X
Program Studi : [lmu Biomedik
Departemen : Mikrobiologi
Fakultas : Kedokteran
Jenis Karya : Tesis

demi pengembangan ilmu pengetahuan, menyetujui untuk memberikan kepada
Universitas Indonesia Hak Bebas Royalti Noneksklusif (Non-exclusive Royalty-
Free Right) atas karya ilmiah saya yang berjudul:

Sintesis dan Pengklonaan Fragmen-fragmen DNA APOBEC3G ke dalam
vektor pBluescript KS (-).

beserta perangkat yang ada (jika diperlukan). Dengan Hak Bebas Royalti
Noneksklusif im Universitas Indonesia berhak menyimpan,
mengalihmedia/format-kan, mengelola dalam bentuk pangkalan data (darabase),
merawat, dan mempublikasikan tugas akhir saya tanpa meminta izin dari saya
selama tetap mencantumkan nama saya sebagai penulis. Adapun hak cipta karya
ilmiah ini dimiliki oleh Inmstitute of Human Virus and Cancer Biology of
University of Indonesia (IHVCB-UI)

Demikian permyataan ini saya buat dengan sebenarnya.

Dibuat di : Jakarta
Pada tanggal : 17 Desember 2008
Yang menyatakan

(Angela Fuzairi)

Sintesis dan pengklonan..., Angela Fuzairi, FK Ul, 2008



ABSTRAK

Nama : Angela Fuzairi
Program Studi : Ilmu Biomedik
Judul : Sintesis dan Pengklonaan Fragmen-fragmen DNA APOBEC3G

ke Dalam Vektor pBluescript KS (-)

Latar Belakang: APOBEC3G, apolipoprotein B mRNA-editing enzyme,
catalytic polypeptide-like 3G, merupakan protein manusia yang dapat
mengganggu replikasi HIV dengan memasukkan dirinya ke dalam partikel virus
dan merusak susunan materi genetik virus. Beberapa studi terbaru menunjukkan
bahwa APOBEC3G manusia mengatur infektivitas HIV-1 dengan mendeaminasi
dC menjadi dU pada rantai minus DNA yang baru dibentuk, menyebabkan
hipermutasi G menjadi A dari rantai plus DNA viral. Induksi hipermutasi oleh
APOBEC3G dapat menyebabkan pembentukan stop kodon pada ORF protein
virus dan memicu degradasi DNA virus oleh glikosilase DNA urasil yang
selanjutnya dapat menghambat replikasi HI'V. Protein imi layak untuk diteliti lebih
lanjut dalam rangka pengembangan anti retrovirus yang berbasis pada mekanisme
penghambatan replikasi HIV-1 melalui jalur APOBEC3G. Sebagai langkah awal,
diperlukan sistem ekspresi gen APOBEC3G yang akan diperoleh melalui sintesis
dan kloning gen APOBEC3G ke dalam vektor ekspresi DNA rekombinan.
Metode: Untuk mendapatkan mRNA APOBEC3G yang akan digunakan sebagat
pola cetak dalam sintesis cDNA APOBEC3G, dilakukan ekstraksi RNA dari sel
CEM-GFP menggunakan Rneasy Mini Kit. Agar DNA APOBEC3G lengkap
dapat diperoleh dengan lebih mudah, sintesis DNA serat ganda APOBEC3G
menggunakan reaksi RT-PCR dua tahap, dibagi atas tiga daerah pada gen
APOBEC3G dengan susunan nukleotida yang bertumpang tindih (overlapping)
pada bagian ujung segmen DNA yang akan berfungsi sebagai penyambung
fragmen-fragmen tersebut menjadi DNA APOBEC3G utuh,

Hasil: Hasil eksperimen menunjukkan ketiga fragmen APOBEC3G yang masing-
masing berukuran 452 pb, 458 pb,dan 433 pb berhasil dibentuk lewat reaksi PCR
dengan menggunakan enzim Pfx dan diklona ke dalam vektor plasmid.
Kesimpulan: DNA APOBEC3G yang dibagi menjadi 3 fragmen telah berhasil
didapat dan terklona ke dalam pBluescript KS (-). Pekerjaan lanjutan akan
dilakukan untuk verifikasi sekuen fragmen-fragmen terklona dan menyambung
ketiga fragmen tersebut menjadi DNA APOBEC3G yang utuh yang kemudian
akan diklona ke dalam vektor ekspresi.

Kata Kunci:
Kloning APOBEC3G, HIV, Vif
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ABSTRACT

Name : Angela Fuzairi
Study Program : [lmu Biomedik
Title : Synthesis and Cloning of fragments APOBEC3G DNA Into

pBluescript SK (-) Vector

Background: APOBEC3G, apolipoprotein B mRNA-editing enzyme, catalytic
polypeptide-like 3G,is a human protein that interferes with the replication of HIV
by incorporating itself into virus particles and damaging the genetic material of
the virus. Several recent studies revealed that human APOBEC3G regulates HIV-
1 infectivity by deaminating dC to dU in the newly synthesized minus strand
DNA, resulting in G to A hypermutation of the viral plus strand DNA.
Hypermutation induced by APOBEC3G may result in the introduction of stop
codons in viral protein open reading frame and degradation of viral DNA by
uracil-DNA glycosylase, therefore blocking HIV replication. This protein is
therefore suitable for further investigation for the development of ARV (Anti-
Retroviral) that is based on mechanism of blocking HIV-1 replication inhibition
by APOBEC3G through the pathway. In order to obtain the APOBEC3G protein,
an expression systerm of the APOBEC3G gene is required, which will be obtained
by synthesis and cloning of the APOBEC3G gene into an expression vector.
Method: To obtain the APOBEC3G mRNA that will be used as template for
synthesis of APOBEC3G cDNA by RT-PCR using Omniscript enzyme, we
performed RNA extraction from CEM-GFP cell line using the Rneasy Mini Kit.
In order to facilitate the synthesis of a complete APOBEC3G DNA, the
APOBEC3G DNA double stranded was divided into three regions with
overlapping nucleotide sequences at the DNA ends that function in the joining of
the fragments into a full length APOBEC3G DNA.,

Results: The result of the experiments showed that the three fragments of
APOBEC3G gene of 452 bp, 458 bp, and 433 bp, were successfully produced by
PCR reaction using Pfx enzyme, and cloned into plasmid vector.

Conclusions: APOBEC3G DNA that was divided into three fragments has been
obtained and cloned into pBluescript KS (-) vector. Further study, will be
performed to verify the cloned fragments, and to fuse the fragments into a
complete APOBEC3G DNA that will be cloned into an expression vector.

Key words:
Clone APOBEC3G, HIV, Vif
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BAB1
PENDAHULUAN

1. LATAR BELAKANG

Apolipoprotein B _mRNA-editing enzyme-catalytic polypeptide-like 3G
(APOBEC3G) merupakan suatu protein yang diekspresikan terutama pada limfosit
T manusia.?’ Beberapa studi terbaru menunjukkan bahwa APOBEC3G manusia
menghambat infektivitas HIV-1 dengan mendeaminasi dC menjadi dU pada rantai
minus DNA yang baru dibentuk, menyebabkan hipermutasi G menjadi A dari rantai
plus DNA viral. Induksi hipermutasi oleh APOBEC3G menyebabkan stop kodon
pada ORF protein virus atau pemicu degradasi DNA virus oleh glikosilase DNA
urasil yang selanjutnya dapat menghambat replikasi HIV. Gen APOBEC3G
manusia juga memiliki aktivitas antiretroviral pada lentivirus lainnya dan virus
leukemia murin (MLV) dengan mekanisme yang sama.*

Kabat (2003} menemukan bahwa HIV mengkode protein yang berperan
sebagai fakior infektifitas, yang disebut vif (Viral Infectivity Factor)."” Protein vif
dapat menghalangi perakitan APOBEC3G manusia ke dalam virion dengan cara
mendegradasi APOBEC3G melalui jalur ubikuitin yang difasilitasi oleh vif. Hal ini
memungkinkan HIV-1 dapat bereplikasi dalam sel yang memproduksi
APOBEC3G."®

Pengaruh vif dalam infektifitas virus telah dibuktikan melalui observasi
infektivitas virus yang tidak mengandung vif pada dua kelompok sel yaitu, sel
permissive dan sel non-permissive yang terdapat pada infeksi HIV. Pada sel
permissive seperti HeLa, COS, C8166, Jurkat, U937, SupT]1, atau 293T, vif tidak di
butuhkan untuk infeksi HIV. Untuk sel non-permissive seperti H9, CEM, Hut68, sel
darah tepi dan makrofag, Vif dibutuhkan untuk replikasi HIV. Telah diketahui
bahwa sel non-permissive mengekspresikan APOBEC3G untuk menginaktifasi

Universitas Indonesia
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HIV-1 jika tidak ada vif didalamnya. Selama vif berada dalam RNA binding
protein, vif melindungi genom HIV dari serangan APOBEC3G.*

Kekebalan terhadap semua jenis obat antiretrovirus yang digunakan dalam
terapi infeksi HIV-1 telah ditemukan. Kenyataan ini mendorong dilakukannya
usaha-usaha untuk menemukan obat antiretrovirus jenis baru yang diharapkan lebih
efektif dalam menghambat replikasi virus HIV-1. Selama ini penelitian yang telah
digunakan dengan kultur virus terasa kurang praktis untuk digunakan skrining
kandidat anti HIV-1 dalam jumlah banyak. Di samping itu juga dipertimbangkan
dari aspek fasilitas laboratorium yang diperlukan untuk kultur virus. Untuk
mempermudah skrining kandidat anti HIV dalam jumlah banyak, baik berupa bahan
alam atau sintetik, diperlukan sistem skrining yang cepat, aman, dan murah
dibandingkan dengan kultur virus. Salah satu alternatif sistem yang dikembangkan
untuk mencapai tujuan ini ialah dengan menggunakan interaksi antara protein
rekombinan APOBEC3G dan vif HIV-1.

Fakta menunjukkan bahwa gen APOBEC3G telah diklona, sehingga untuk
mempermudah proses pengembangan sistem yang diusulkan tersebut ialah dengan
meminta izin penggunaan gen APOBEC3G yang telah diklona untuk tujuan sistem
pengembangan tersebut. Namun di kemudian hari, pendekatan semacam ini
berpotensi menimbulkan masalah aplikasi paten. Dalam rangka meningkatkan
kemandirian Universitas Indonesia pada khususnya di Indonesia pada umumnya
dalam pengembangan penelitian eksplorasi bahan-bahan anti-HIV, perlu
diusahakan untuk mengembangkan sendiri sistem ekspresi protein rekombinan
APOBEC3G.

Dalam penelitian ini dilakukan sintesis dan pengkionaan fragmen gen
APOBEC3G, dimana pada tahap sintesis gen APOBEC3G ini digunakan PCR dua
tahap untuk mensintesis DNA serat ganda APOBEC3G, yang dibagi atas tiga
potongan gen APOBEC3G dengan susunan nukleotida yang saling bertumpang
tindih (overlapping) pada ujung-ujung fragmen yang berdampingan sehingga
memungkinkan penggabungan fragmen-fragmen tersebut menjadi DNA
APOBEC3G yang utuh oleh teknik overlap extention PCR. Penerapan teknik ini
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diharapkan akan mempermudah perolehan DNA APOBEC3G. Vektor yang dipakai
pada penelitian ini adalah pBluescript KS (-}, yaitu vektor kloning yang memiliki
situs ori yang berasal dari faga filamen sehingga mampu menghasilkan jumlah
kopian yang tinggi (high copy number). Kelebihan lain yang juga dimiliki oleh
fagamid pBluescript KS (-) yaitu dilengkapi dengan 21--22 situs pengenalan enzim
restriksi yang berada pada daerah Multiple Cloning Site (MCS) serta promotor LacZ

yang berfungsi dalam proses seleksi biru putih.****

2. RUMUSAN MASALAH

Berdasarkan uraian dalam latar belakang masalah di atas, dirumuskan masalah

penelitian sebagai berikut:

1. Apakah fragmen-fragmen gen APOBEC3G dapat diperoleh secara sintetik
dengan PCR?

2. Bila fragmen-fragmen gen APOBEC3G berhasil diperoleh secara sintetik,
apakah fragmen DNA tersebut dapat diklona ke dalam wvektor pengklona
(pBluescript KS -)?

3. Apakah fragmen-frapmen gen lengkap APOBEC3G dapat disintesis dengan

teknik overlap extention PCR?

3. HIPOTESIS

Berdasarkan rumusan masalah di atas, maka dapat dibuat hipotesis sebagai berikut:

1. Fragmen-fragmen gen APOBEC3G dapat diperoleh secara sintetik dengan
menggunakan PCR dua tahap untuk mensintesis DNA serat ganda APOBEC3G.

2. Pengklonaan fragmen-fragmen gen APOBEC3G sintetik dapat diklona ke
dalam vektor pengklona (pBluescript KS -)

3. Fragmen-fragmen gen lengkap APOBEC3G dapat disintesis dengan teknik overlap
extention PCR
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4. TUJUAN PENELITIAN

Tujuan umum dari penelitian ini adalah untuk memperoleh DNA
sintetik APOBEC3G sel CEM-GFP. Sedangkan tujuan khusus dari penelitian ini
adalah. untuk memperoleh fragmen-fragmen DNA sintetik APOBEC3G, dan
memperoleh kiona plasmid pembawa fragmen-fragmen DNA.

5. MANFAAT PENELITIAN

Manfaat yang bisa didapatkan dari penelitian ini adalah :

Fragmen-fragmen DNA sintetik APOBEC3G yang didapat, kemudian akan
disambung menjadi DNA APOBEC3G yang utuh, dan akan dipakai untuk ekspresi
protein rekombinan APOBEC3G, dalam rangka studi interaksi protein Vif HIV-1 dan
APOBEC3G serta molekul-molekul penghambat interaksi tersebut.
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BAB II
TINJAUAN PUSTAKA

1. Apolipoprotein B mRNA-editing enzyme-catalytic polypeptide-like 3G
(APOBEC3G)

Lentivirus primata, kecuvali Eguine Infectious Anemia Virus (EIAV),
mengkode protein Viral Infectivity Factor (Vif). Vif HIV-1 adalah fosfoprotein yang
berukuran 23 kDa yang berperan penting di dalam siklus hidup virus. Mekanisme
fungsional ini masih belum jelas hingga APOBEC3G diidentifikasi sebagai faktor
antivirus. Protein APOBEC3G dikelompokkan ke dalam famili enzim deaminase
sitidin APOBEC, dimana termasuk juga APOBEC1, APOBEC2, APOBEC3 (A
sampai F, H), dan AID (Activation-Induced cytidine Deaminase).®

Protein APOBEC3G mendeaminasi dC menjadi dU pada DNA virus yang
baru terbentuk selama proses transkripsi balik, sehingga menghasilkan kerusakan
DNA virus dan hipermutasi G menjadi A pada DNA serat positif. Hal ini
mengakibatkan replikasi virus terhambai. Beberapa studi menunjukkan bahwa
anggota famili APOBEC lain juga memiliki aktivitas antivirus terhadap HIV-1,
walaupun sensitivitas terhadap protein vif bervariasi satu dengan yang lain. Spektrum
fungsi antivirus famili APOBEC juga terjadi pada retrovirus yang lain, termasuk
lentivirus yang lain, Human T-cell Leukemia Virus type | (HTLV-1) , Murine
Leukemia Virus (MLV), dan foamy viruses, bahkan juga virus hepatitis B dan

retrotransposon.*
1.1. Kelompok Protein APOBEC3G
Kelompok APOBEC3G terdiri dari APOBECI, APOBEC2, APOBEC3 (A

sampai F, H), dan AID. Protein APOBEC|1 adalah enzim prototipik dan merupakan

komponen utama dalam kompleks editosom RNA yang mendeaminasi sitosin 6666
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dalam mRNA apolipoprotein B mamalia. Protein AID berperan dalam hipermutasi
somatik. Baik APOBEC! dan AID, berperan juga dalam mengkatalisis deaminasi
residu dC pada DNA untaj tunggal secara in vitro.’

Protein APOBEC3G adalah salah satu kelompok gen yang terdapat di dalam
kromosom 22, Semua gen APOBEC3 (A-H) disusun didalam orientasi yang sama
dan pola ekspresinya dalam jaringan secara spesifik. Protein APOBEC3G,
APOBEC3F, dan APOBEC3C terekspresi di dalam limfa, limfosit darah tepi,
ovarium, dan testis. Protein APOBEC3A dan APOBEC3B sering ditemukan pada
berbagai cancer cell line. Gen APOBEC3 dapat aktif dalam bentuk homodimer.’

1.2. Aktivitas Famili Protein APOBEC3

Laporan awal dari laboratorium Landau memperlihatkan bahwa APOBEC3B,
APOBEC3C, dan APOBEC3F tidak menunjukkan adanya fungsi anti HIV-1.
Beberapa studi yang dilakukan oleh laboratorium lain melaporkan bahwa
APOBEC3F menunjukkan aktivitas antivirus terhadap HIV-1. APOBEC3B juga
menunjukkan aktivitas antivirus terthadap HIV-1, walau aktivitasnya tidak begitu
tinggi. Sebaliknya, APOBEC3A dan APOBEC3C tidak mempunyai kemampuan
aktivitas anti HIV-1. APOBECI, dan AID tidak dapat menghambat HIV-1, sekalipun
terakit ke dalam virus.*®

Pada spesies lain, seperti APOBEC3 murine mempunyai kemampuan
aktivitas anti HIV-1. APOBEC] pada tikus mampu menghambat HIV-1 melalui
hipermutasi C menjadi T.%

Protein APOBEC3G dibanding dengan protein APOBEC3 yang lain, terlebih
dahulu telah diketahui dapat menghambat replikasi HIV-1 yang mengandung delesi
pada gen yang menyandi faktor infektivitas virus (HIV-1 Avif).*?

Pengaruh Vif dalam infektifitas virus telah dibuktikan melalui observasi
infektivitas virus yang tidak mengandung Vif pada dua kelompok sel yaitu, sel
permissive dan sel non-permissive yang terdapat pada infeksi HIV. Pada sel
permissive dikelompokkan seperti HeLa, COS, C8166, Jurkat, U937, SupT1, atau
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293T, Vif tidak di butuhkan untuk infeksi HIV. Untuk sel non-permissive seperti H9,
CEM, Huté68, sel darah tepi dan makrofag, Vif dibutuhkan untuk replikasi HIV. Telah
diketahui bahwa sel non-permissive mengekspresikan APOBEC3G untuk
menginaktifasi HIV-1 jika tidak ada vif didalamnya."®

Salah satu bukti bahwa APOBEC3G merupakan faktor penghambat replikasi
HIV-1 ialah ekspresi APOBEC3G hanya terjadi pada sel yang non permisif terhadap
infeksi HIV-1 Avif, dan bahwa ekspresi APOBEC3G pada sel yang permissive

mengubah sel ini menjadi non permissive

1.3. Penghambatan Replikasi HIV-1 melalui jalur APOBEC3G
1.3.1. Struktur dan genom virus

Virion memiliki bentuk spherical, berdiameter sekitar 110 nm berupa
membran /ipid bilayer dan memiliki envelope yang mengelilingi nukleokapsid. Setiap
nukleokapsid memiliki panjang 100 nm (Luciw, 1996). Terdapat pula bentuk seperti
paku (spike) pada membran terluar yang merupakan protein Env (gpl120 dan gp41)
Membran (atau envelope) HIV ekstraseluler dan partikel SIV terdiri dari sekitar 72
knob (atau spike)."

Ketika virus meninggalkan sel, maka virus tersebut tidak infeksius dan bagian
dalam dari partikel virus terdiri dari inti yang bulat (spherical). Virus ini masih dalam
bentuk tidak matang. Bentuk matang virus terjadi ketika enzim protease virus telah
memecah protein-protein Gag. Pada saat ini, bagian inti {(core) akan berbentuk
kerucut (truncafed core). Bentuk khas inti ini membuat HI'V mudah dikenali. Protein
gp120 dan gp41 terlihat lebih jarang."
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Gambar 1. Struktur dan genom HIV-1.”

Virion infeksius HIV mengandung 2 kopi RNA untai tungpgal yang identik
dengan panjang 9,2 kb. Pada tahap awal infeksi, genom virion yang berupa RNA
diubah menjadi DNA linier untai ganda melalui proses transkripsi balik [dengan
enzim reverse transcriptase (RT)]. HIV memiliki 2 bentuk genom, yaitu RNA untai
tunggal saat berada di luar sel (virion) dan DNA untai ganda (provirus).'

Organisasi genom HIV terdiri 3 gen utama, yaitu gag, pol dan env, yang
mengkode protein kapsid (Gag), enzim virus yang digunakan dalam replikasi (Pol)
dan glikoprotein ekstemnal (Env) yang terdapat pada bagian luar envelope virus serta
bertanggung jawab terhadap infektivitas partikel virus melalui ikatan dengan reseptor
sel spesifik.?®

Produk gen gag adalah protein matriks (MA) yang terdapat di antara membran
{envelope) virus dengan nukleokapsid; juga protein kapsid (CA) yang membentuk
perisai kapsid serta protein nukleokapstd (NC) yang berikatan dengan dengan RNA
virus. Enzim yang dikode oleh pol! adalah protease, reverse transcriptase dan

integras.”® Gen env merupakan gen yang mengkode emvelope HIV. Protein yang
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dihasilkan adalah protein surface [SU (gpl120)] dan protein transmembran [TM
(gp41)]. Protein ini terdapat di bagian terluar dari partikel virus, menyebabkan virus
dapat berikatan dan berfusi dengan sel target untuk memuiai siklus infeksiusnya.
Protein ini memiliki struktur seperti tombol (krob).'

Molekul DNA HIV memiliki satu promoter dan polyadenilation site dalam
Long Terminal Repeaf (LTR). Daerah U3 dan U5 dari LTR berperan dalam
poliadenilasi pada ujung 3° LTR. Beberapa protein tambahan yang diekspresikan
HIV-1 merupakan protein-protein yang menjadi bagian dari partike! virus (vif dan
vpr), mengatur secara langsung ekspresi gen virus {tat dan rev), atau berinteraksi
dengan mesin seluler untuk meningkatkan propagasi virus (vpu dan nef). Protein-

protein tambahan ini meningkatkan kompleksitas organisasi dan ekspresi gen HIV.2°

1.3.2. Sifat-sifat khusus dau siklus hidup HIV
Sifat-sifat khusus HIV dapat dibahas sebagai berikut:*'

I. Morfologi: membentuk tonjolan pada permukaan sel; partikel virus dewasa
(mature) mempunyai inti eksentrik berbentuk batang

2. Densitas: 1.16 — 1.17 dalam gradien sukrosa

3. Struktur Antigenik: ada dua, yaitu HIV-I dan HIV-II yang mempunyai
persamaan dalam tropismanya terhadap limfosit T, efek sitopatiknya, tetapi
berbeda secara biologik molekul dantropisnya pada golongan kera (HIV-I
menginfeksi Chimpanse dan HIV-II golongan Macacus)

4. Asam nukleat: mempunyai RNA yang terdiri atas dua subunit identik (9200 base
pair) dengan tiga gen utama (gag, pol, env) serta beberapa gen tambahan
(LTRtat, rev, vif, vpr, vpu, dan nef)

5. Enzim reverse trancriptase (RT): bekerja dengan menggunakan primer lysin
transferRNA dan bantuan Mg"".

6. Prekursor gag: p 53, prekursor env: gp 160

7. Glycoprotein peplos: terdiri atas gp 12120, gp 4]
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8. Tropisma: spesifik, selektif tinggi terhadap sel limfosit T-helper yang memegang
peranan penting pada sistem imunitas seluler.

9. Sitopatologi: HIV pada biakan sel limfosit menimbulkan efek sitopatik yang
khas, berupa sel raksasa yang berinti banyak (multinucleated giant cell). Pada
permukaan sel dari biakan sel leukemik secara in vitro akan terlihat adanya
tonjolan-tonjolan (budding) dari virion HIV

10. Virus dapat diadaptasikan untuk mengadakan replikasi dalam stable cell lines
seperti sel limfoblastoid B yang ditransformasikan oleh virus Epstein Barr (EBV),
biakan sel leukemik strain Ho.
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Siklus hidup HIV dan infeksi sel hospes oleh HIV secara skematik dapat dilihat pada
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Gambar 2. Siklus Hidup HIV (atas) dan Infeksi HIV pada sel hospes (bawah).**
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1.3.3. Interaksi Protein APOBEC3G dan Virus HIV

Saiah satu mekanisme yang dapat menjelaskan penghambatan replikasi HIV-
1 oleh APOBEC3G ialah kemampuan enzim ini mendeaminasi residu sitidin pada
saat sintesis serat negatif DNA HIV-1, sehingga menyebabkan hipermutasi G>A
pada genom RNA HIV-1." Hipermutast yang diinduksi oleh APOBEC3G dapat
menyebabkan pembentukan kodon terminasi pada “open reading frame” penyandi
protein virus maupun memicu degradasi DNA virus oleh glikosilase DNA urasil,
sehingga menghambat replikasi HIV."? Mekanisme hipermutasi G->A bukan
merupakan satu-satunya mekanisme kerja APOBEC3G dalam penghambatan
replikasi virus. Studi yang dilakukan oleh beberapa peneliti mengindikasikan adanya
mekanisme lain yang menyebabkan penghambatan APOBEC3G terhadap replikasi
HIV-1 disamping melalui proses deaminasi deoksi sitidin” Suatu studi yang
mempelajari bagian terminal amino (N) dan karboksil (C) APOBEC3G secara
terpisah memperlihatkan bahwa bila diekspresikan secara terpisah masing-masing
bagian tersebut tidak dapat berfungsi sebagai agen pemutasi DNA, tetapi fungsi
penghambatan replikasi HIV-1 masih dapat ditemukan pada kedua bagian
APOBEC3G tersebut.”

Interaksi APOBEC3G dengan RNA virus merupakan salah satu mekanisme
yang berperan penting dalam fungsinya sebagai penghambat replikasi HIV-1.
APOBEC3G menghambat replikasi HIV-1 akibat perakitan protein ini ke dalam
partike! virus pada sel penghasil virus. Perakitan APOBEC3G ke dalam partikel
virus terjadi akibat interaksi protein ini dengan poliprotein GAG HIV-1.7%
Mekanisme lain yang mungkin berperan dalam perakitan APOBEC3G ke dalam
partikel virus ialah interaksinya dengan RNA virus, dimana RNA virus yang terakit
ke dalam partikel virus telah terbukti meningkatkan jumiah APOBEC3G yang terakit
ke dalam partikel virus secara signifikan.!’

Studi fungsi APOBEC3G pada sel-sel T CD4+ yang tidak aktif membelah
memperlihatkan bahwa APOBEC3G pada sel-sel tersebut berat molekulnya lebih
rendah atau berada dalam bentuk LMM (Low Molecular Mass). APOBEC3G LMM
tersebut memiliki daya hambat replikasi HIV-1 {ebih tinggi dibanding APOBEC3G
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pada sel-se! T CD4+ teraktivasi, dimana dalam sel-sel teraktivasi tersebut
APOBEC3G ditemukan dalam kompleks ribonucleoprotein bermassa molekul besar
atau HMM (High Molecular Mass). Bila kompleks APOBEC3G HMM tersebut
dipaparkan dengan enzim Rnase, APOBEC3G kembali dalam bentuk LMM yang
fungsional.”

Fungsi penghambatan replikasi HIV-1 oleh APOBEC3G dapat dihambat oleh
protein Vif HIV-1.2' Interaksi protein Vif dengan APOBEC menyebabkan terjadinya
ubiquitinasi APOBEC3G yang mengakibatkan terbawanya APOBEC3G ke
proteasom untuk didegradasi sehingga APOBEC3G tidak dapat terakit ke dalam virus
HIV-1 2 dan melaksanakan fungsinya sebagai penghambat replikasi pada saat virus
mengalami proses transkripsi terbalik.2%° Bila protein Vif diekspresikan pada sel
non permisif yang yang memproduksi partikel virus HiV-1 Avif, defek pada virus
dapat dikoreksi, tetapi hal ini tidak terjadi bila partikel virus HIV-1 Avif diinfeksikan
pada sel non permisif yang memproduksi protein Vif?

Mengingat dalam sel-sel yang teraktivasi terjadi peningkatan sintesis mRNA
untuk produksi sitokin dan kimokin maupun untuk pembentukan sel-sel baru, maka
dapat dibayangkan bahwa akibat adanya interaksi APOBEC3G dengan RNA,
APOBEC3G yang ada dalam sel akan direkrut ke dalam kompleks ribonucleoprotein
selular, sehingga mengurangi jumiah APOBEC3G yang terakit ke dalam virus
mencapai jumlah yang tidak dapat terdeteksi.'’
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Aktivitas antivirus APOBEC3G sangat tinggi diantara spesies yang bervariasi,
sedangkan pemblokiran APOBEC3G oleh vif secara spesifik juga tinggi untuk HIV.
Ketiadaan vif, APOBEC3G bergabung kedalam bentuk partikel virus baru dan
kemudian menginfeksi sel target, sintesis DNA proviral terblokir (gambar 3b).
Sebaliknya, adanya vif. APOBEC3G menjadi kompleks, terdegradasi dan tidak
bergabung dalam bentuk virion yang baru.
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2, Sintesis Fragmen DNA dengan Teknik PCR

Sejak pertama kali diperkenalkan, teknik PCR telah berkembang sangat pesat
dan diaplikasikan untuk bermacam-macam tujuan, baik untuk riset dasar maupun
aplikasi praktis. Pada aspek metodologinya, teknik PCR yang pertama kali
diperkenalkan memerlukan banyak kondisi khusus untuk menjamin keberhasilannya.
Sebagai contoh, pada awalnya teknik PCR hanya digunakan untuk mengamplifikasi
molekul DNA dengan menggunakan DNA sebagai bahan awal (siarting material)
yang akan digunakan sebagai cetakan. Dalam hal ini molekul DNA yang akan
diamplifikasi harus diisolasi terlebith dahulu dari sel atau jaringan. Perkembangan
lebih lanjut teknik ini memungkinkan para peneliti menggunakan molekul RNA
sebagai bahan awal, yaitu dengan berkembangnya teknik Reverse Transcriptase PCR
(RT-PCR).* Selain itu juga terdapat berbagai teknik lainnya seperti yang dijelaskan

pada uraian berikut:

2.1. Reverse Transcriptase PCR (RT-PCR)

Teknik RT-PCR dikembangkan untuk melakukan analisis terhadap molekul
RNA hasil transkripsi yang terdapat dalam jumlah sangat sedikit di dalam sel.

Teknik int memerlukan enzim transcriptase balik (reverse franscriptase).
Enzim transcriptase balik adalah enzim DNA polimerase yang menggunalan molekul
RNA sebagai cetakan untuk menyintesis molekul DNA (cDNA) yang komplementer
dengan molekul RNA tersebut. Beberapa enzim transkriptase balik yang dapat
digunakan antara lain mesophilic viral reverse transcriptase (RTase) yang dikode
oleh virus avian myoblastosis (AMYV) maupun oleh virus Maloney nurine meukimia
(M-MuLV), dan Tth DNA polimerase. RTase yang dikode oleh AMV maupun M-
MuLV} bersifat sangat prosesif dan mampu mensintesis cDna sampai sepanjang 10
kb, scdangkan 7741 DNA polimerase mampu mensintesis cDNA sampai sepanjang 1-2
kb. Setelah terbentuk DNA, maka DNA itu dapat diamplifikasi seperti umumnya
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PCR. Teknik RT-PCR digunakan untuk mengamplifikasi RNA (mRNA, tRNA dan
rRNA) perlu ditekankan disini bahwa kestabilan RNA jauh lebih rendah
dibandingkan dengan DNA.*’
Reaksi transkripsi balik dapat dilakukan dengan menggunakan beberapa
macam primer yaitu:*’
1. Oligo(dT) sepanjang 12 — 18 nukleotida yang akan melekat pada ekor
poli (A) pada ujung 3° mRNA mamalia. Primer semacam ini pada

umumnya akan menghasilkan cDNA yang tidak lengkap.

2. Heksanukleotida acak yang akan melekat pada cetakan mRNA yang
komplementer pada bagian manapun. Primer semacam ini akan

menghasilkan cDNA yang tidak lengkap (parsial).

3. Urutan nukleotida spesifik yang dapat digunakan secara selektif untuk

menyalin mRNA tertentu.

22. Nested PCR

Modifikasi PCR yang popular adalah nested-PCR. Metode ini melibatkan dua
siklus amplifikasi menggunakan dua pasang primer. Pada amplifikasi pertama
menggunakan sepasang primer dan menghasilkan produk PCR yang relative panjang,
yang kemudian dipindahkan ke tabung kedua. Produk PCR ini diamplifikasi dengan
menggunakan primer intemnal sehingga menghasilkan produk yag lebih pendek.’’

Metode ini memiliki keunggulan dan kelemahan. Metode ini sangat peka dan
slektif. Amplifikasi ulang dengan primer internal menaikkan jumlah produk PCR
yang pada amplifikasi produknya belum dapat dilihat. Selain itu, amplifikasi kedua
ini juga untuk menegaskan spesifitas produk PCR pertama. Pemindahan produk
amplifikasi ke tabung dapat menyebabkan kontaminasi.*’
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23. RT-Q-PCR (Real-Time-Quantinative PCR)

Metode RT-Q-PCR merupakan pengembangan metode PCR, bahwa hasil
amplifikasi dianalisis selama proses amplifikasi dengan menggunakan pewama DNA
atau pelacak berfluoresensi. Analisis data dilakukan dalam instrument yang sama,
tanpa pemindahan sampel, tanpa penambahan sampel, dan tanpa pemisahan dengan
elektroforesis. Metode ini dapat digunakan untuk analisis secara kuantitatif jumlah
DNA awal sehingga dapat digunakan pengukuran secara kuantitatif. Ada beberapa
format deteksi, yakni: *’

1. Senyawa SYBR Green 1. Senyawa ini berikatan dengan DNA untai ganda dan
menyebabkan fluoresensi. Intensitas fluoresensi tergantung pada jumlah DNA
untai ganda hasil amplifikasi.

2} Hibridisasi pelacak. Ada dua pelacak, yang satu membawa molekul donor
fluoresen, sedangkan yang lainnya membawa molekul reseptor fluoresen. Apabila
kedua pelacak itu menempel pada produk PCR sedemikian rupa sehingga molekul
donor dan reseptor fluoresen sedemikian dekat, maka terjadi fluoresensi.
Intensitas fluoresensi tergantung pasa jumlah produk PCR.

£, Hidrolisis pelacak. Metode ini menggunakan aktifitas membawa molekul
reporter fluoresen dan moiekul pemadam yang jika molekui itu dalam keadaan
utuh tidak terjadi fluoresensi. Jika pelacak menempel pada hasil PCR dan
polimerase DNA pada waktu sintesis DNA mempunyai pelacak yang menempel
didepannya, maka aktifitas eksonuklease 5° — 3’ menghidrolisis pelacak itu
sehingga reporter berfluoresensi.

4, Pelacak sederhana. Pelacak ini membawa molekul fluorokrom dan pemadam.
Dalam keadaan biasa molekul ini melipat sedemikian rupa sehingga molekul
fluorokrom dan pemadam sedemikian dekat sehingga tidak terjadi fluoresensi.
Jika pelacak ini menempel pada DNA target sehingga jarak kedua molekul

fluorokrom dan pemadam berjauhan, maka terjadi fluoresensi.
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Fragmen DNA yang telah didapatkan melalui reaksi amplikasi PCR
digunakan untuk mengkonstruksi vektor rekombinan dengan cara menginsersikannya
ke dalam suatu vektor. Penggunaan vektor dalam pembuatan vektor rekombinan
disesuaikan dengan tujuan dari penelitian yang akan dilakukan. Beberapa faktor yang
mempengaruhi dalam pemilihan vektor rekombinan diantaranya yaitu ukuran vektor,
kemampuan untuk bereplikasi, gen penyandi resistensi antibiotik yang dimilikinya,

dan situs restriksi yang terdapat pada vektor.''

3. PENGKLONAAN

Kata pengklonaan mengacu pada produksi sel-sel anak dengan cara
pembelahan atau mitosis. Selama proses ini berlangsung, DNA dari sel induk
bereplikasi dan satu set informasi genetik yang identik kemudian diberikan ke sel-sel
anak. Regenerasi sel yang terus menerus akan menghasitkan populasi sel yang secara

genetik merupakan klon yang identik, semua berasal dari satu sel induk.?

3.1. Teknologi DNA Rekombinan

Teknologi DNA rekombinan telah mungkinkan bagi kita untuk: mengisolasi
DNA dari berbagai organisme, menggabungkan DNA yang berasal dari organisme
yang berbeda sehingga terbentuk DNA rekombinan, memasukkan DNA rekombinan
ke dalam sel organisme prokariot maupun eukariot hingga DNA rekombinan dapat
berepilkasi dan bahkan dapat diekspresikan. Jadi, Teknologi DNA Rekombinan
merupakan kumpulan teknik atau metoda yang digunakan untuk mengkombinasikan
gen-gen di dalam tabung reaksi.*' Teknik-teknik tersebut meliputi:

Universitas Indonesia

Sintesis dan pengklonan..., Angela Fuzairi, FK Ul, 2008



19

1. Teknik untuk mengisolasi DNA.

2. Teknik untuk memotong DNA.

3. Teknik untuk menggabung atau menyambung DNA.
4. Teknik untuk memasukkan DNA ke dalam sel hidup.

Teknologi DNA rekombinan berdasarkan pada mekanisme yang terdapat pada
bakteri. Hasil percobaan Lederberg dan Tatum (1946) menunjukkan bahwa bakteri
mempunyai mekanisme seksual. Mekanisme seksual pada bakteri ini menyebabkan
terbentuknya kombinasi gen-gen yang berasal dari dua sel yang berbeda. Mekanisme
seksual pada bakteri ini merupakan pertukaran DNA atau gen dari satu sel ke sel

lainnya. Jadi mekanisme seksual pada bakteri ini tidak bersifat reproduktif.*'

Transfer DNA atau perpindahan DNA ke dalam bakteri dapat melalui tiga cara yaitu
konjugasi, transformasi, dan transduksi.*'

I. Konjugasi merupakan perpindahan DNA dari satu sel (sel donor) ke dalam

sel bakteri lainnya (sel resipien) melalui kontak fisik antara kedua sel.

2. Transformasi merupakan pengambilan DNA oleh bakteri dari lingkungan di
sekelilingnya.

3. Transduksi adalah cara pemindahan DNA dari satu sel ke dalam sel lainnya

melalui perantaraan fage.

Perangkat yang digunakan dalam teknologi DNA rekombinan adalah
perangkat-perangkat yang ada pada bakteri. Perangkat tersebut antara lain adaiah:*

1. Enzim restriksi digunakan untuk memotong DNA

2. Enzim DNA ligase digunakan untuk menyambung DNA
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3. Plasmid digunakan sebagai vektor untuk mengklonkan gen atau
mengklonkan fragmen DNA atau mengubah sifat bakteri.

4. Transposon digunakan sebagai alat untuk melakukan mutagenesis dan

untuk menyisipkan penanda.

5. Pustaka Genom digunakan untuk menyimpan gen atau fragmen DNA yang
telah diklonkan.

6. Enzim trasnkripsi balik digunakan untuk membuat DNA berdasarkan
RNA.

7. Pelacak DNA / RNA digunakan untuk mendeteksi gen atau fragmen DNA
yang diinginkan atau untuk mendeteksi kion yang benar.

Berdasarkan mekanisme bakteri, perangkat bakteri, dan beberapa
teknik diatas, DNA rekombinan dapat dibuat paling tidak melalui tiga
pendekatan:*’

1. Mengekstraksi DNA total suatu organisme, memotong DNA total menjadi
fragmen-fragmen, memilih fragmen yang dikendaki, mengklonkan
fragmen yang telah terpilih,

2. Mengekstraksi DNA total suatu organisme, memotong DNA total menjadi
fragmen-fragmen, mengklonkan semua fragmen DNA pada vektor yang

sesuai, menguji setiap klon untuk mendapatkan gen yang diinginkan,

3. Sintesis gen atau fragmen DNA yang diinginkan secara langsung dan
mengklonkan gen atau fragmen DNA hasil sintesis.

Universitas Indonesia

Sintesis dan pengklonan..., Angela Fuzairi, FK Ul, 2008



21

3.2. Vektor DNA Rekombinan

Pengklonaan gen menggunakan kemampuan alami sel dalam mengisolasi dan
menduplikasi gen. Pertama, gen yang diinginkan dimasukkan ke dalam molekul DNA
{carrier) yang disebut vektor. Kemudian vektor yang telah memiliki sisipan gen
ditransformasikan ke sel inang (host cell) yanp sesuai. Mitosis dari sel inang akan
menghasilkan suatu populasi klon dimana tiap-tiap klon mengandung gen yang
diinginkan,?

Fragmen-fragmen DNA yang digunakan untuk molekul rekombinan
dihasilkan dari digesti denpan enzim restriksi (resfriction endonuclease). Enzim-
enzim restriksi memotong DNA pada daerah-dacrah pengenalan tertentu (recognition
site). Digesti ini menghasilkan ujung-ujung DNA yang menggantung (over-hanging)
atau cohesive single-stranded, dan dapat saling bergabung satu sama lain pada sekuen
yang komplemen. Proses penggabungan ini dapat dilakukan dengan menggunakan
enzim DNA ligase.®

Ada beberapa tipe vektor kloning dapat digunakan untuk membentuk molekul
rekombinan. Vektor plasmid digunakan untuk manipulasi sekuen DNA yang lebih
mudah dibandingkan dengan vektor faga. Plasmid merupakan molekul DNA sirkuler
yang berukuran kecil dan dapat bereplikasi secara mandiri dalam sel bakteri. Hal ini
disebabkan karena plasmid memiliki origin of replication. Vektor plasmid juga
memiliki gen yang mengkode resistensi terhadap antibiotik (contohnya resistensi
terhadap ampisilin), sehingga bakteri yang mengandung plasmid dapat diseleksi.®

Vektor plasmid umumnya terdiri dari 2-4 kb sekuen DNA. Agar fragmen
DNA sisipan dapat diklon ke dalam suatu plasmid, maka fragmen ini diligasikan pada
situs restriksi yang sesuai pada vektor. Kemudian moleku!l rekombinan yang
dihasilkan ditransformasikan ke £. coli. Bakteri yang memiliki plasmid kemudian
dapat ditumbuhkan dalam jumlah besar dan dilakukan ekstraksi DNA. Molekul
plasmid DNA sirkuler dapat dipisahkan dari DNA kromosom bakteri schingga akan
dihasilkan DNA plasmid mumi yang dapat digunakan untuk analisa sisipan klon.®
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Vektor cosmid dapat digunakan untuk sisipan dengan panjang DNA 45 kb.
Vektor ini memiliki sekuen bakteriofaga A yang dapat menghasilkan penempatan
klon DNA yang efisien ke dalam partikel faga. Cosmid memiliki origin of replication
dan gen yang mengkode resistensi terhadap antibiotik, sechingga vektor ini dapat
bereplikasi sendiri seperti plasmid pada sel-sel bakteri. Untuk fragmen DNA yang
berukuran hingga ratusan kilobasa, maka dapat dilakukan klon pada vektor Yeass
Artificial Chromosome (YAC). Vektor ini dapat bereplikasi sebagai kromosom dalam
sel-sel yeast dan dapat digunakan dalam studi pemetaan kromosom.®

Penggunaan vektor dalam pembuatan vektor rekombinan disesuaikan dengan
tujuan dari penelitian yang akan dilakukan. Beberapa faktor yang mempengaruhi
dalam pemilihan vektor rekombinan diantaranya yaitu ukuran vektor, kemampuan
untuk bereplikasi, gen penyandi resistensi antibiotik yang dimilikinya, dan situs
restriksi yang terdapat pada vektor.!! Vektor yang umum digunakan dalam proses
konstruksi vektor rekombinan adalah plasmid dan fagamid.’

Fagamid adalah vektor yang berasal dari turunan plasmid dan dilengkapi oleh
satu atau dua ori yang berasal dari faga berfilamen. Fagamid dapat dijadian sebagai
vektor rekombinan jika memiliki beberapa syarat tertentu. Syarat-syarat fagamid
yang baik di antaranya adalah bersifat high copy number, memiliki situs pengenalan
enzim restriksi, dan marka genetik berupa gen resistensi terhadap antibiotik.>°
Beberapa contoh fagemid yang digunakan dalam pengklonaan adalah pTZ118R,
pBluescript [f KS (+/-) dan pBluescript I SK (+/-).>*

Fagamid pBluescript KS (-) dapat digunakan dalam konstruksi vektor
rekombinan karena vektor tersebut memiliki situs ori yang berasal dari faga filamen
sehingga mampu menghasilkan jumlah kopian yang tinggi (high copy number).
Kelebihan lain yang juga dimiliki oleh fagamid pBluescript KS (-) yaitu dilengkapi
dengan 21--22 situs pengenalan enzim restriksi yang berada pada daerah Muitiple
Cloning Site (MCS) serta promotor LacZ yang berfungsi dalam proses biue white

screening (seleksi biru putih) (Gambar 4).>%
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Gambar 4. Plasmid pBluescript Il KS (+/-).%

Vektor yang telah dipilih dalam Konstruksi vektor rckombinan hanya dapat
menerima DNA sisipan jika vektor yang digunakan telah berada dalam bentuk linear.
Vektor dapat dibuat dalam bentuk linear melalui proses digesti dengan bantuan enzim

Universitas indonesia

Sintesis dan pengklonan..., Angela Fuzairi, FK Ul, 2008



24

restriksi endonuklease.’ Proses digesti tersebut dapat menghasilkan vektor dalam
bentuk linear dengan ujung sticky end atau blunt end >

Vektor yang telah berbentuk linear menunjukkan bahwa vektor tersebut telah
siap menerima DNA sisipan. Pengabungan DNA sisipan dengan vektor dilakukan
melalui reaksi ligasi, sehingga didapatkan vektor rekombinan. Proses penyambungan
DNA sisipan dengan vektor pengklonaan dapat dilakukan dengan bantuan enzim
ligase.

Salah satu faktor yang dapat mempengaruhi proses ligasi diantaranya adalah
hasil potongan DNA yang harus saling bersesuaian (sticky end atau biunt end) antara

36

ujung-ujung molekul vektor dan DNA sisipan.™ Vektor rekombinan yang telah

dihasilkan melalui proses digesti dan ligasi dapat segera dimasukan ke dalam sel

inang untuk diperbanyak secara in vivo.'°
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BAB III
BAHAN DAN CARA KERJA

1. BAHAN

1. 1. Galur bakteri

Bakteri yang digunakan dalam penelitian ini adalah Escherichia coli gelur
T10. Eschericia coli galur T10 digunakan dalam proses propagasi plasmid karena
sifat efisiensi tranformasinya yang tinggi. galur E.coli ini ditumbuhkan pada
media Luria Bertani (LB) agar dan cair. Medium LB agar mengandung ampisilin
dengan konsentrasi 50 pg/ml, sedangkan media LB cair mengandung ampisilin

dengan konsentrasi 100 pg/ml.
1.2, SEL CEM-GFP

Gen DNA APOBEC3G yang digunakan berasal dari kultur sel CEM-GFP
yang merupakan suatu galur sel limfosit T, yang merupakan sel non permissive
terhadap infeksi HIV-1/Avif. Sel ini akan digunakan dalam ckstraksi mRNA
APOBEC3G untuk mendapatkan cetakan.

1. 3. Plasmid

Vektor plasmid yang digunakan dalam penelitian ini adalah pBluescript 11
KS(-) (Stratagene, 1999) sebagai vektor kloning.
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Penentuan primer untuk DNA APOBEC3G full length. Pasangan primer

yang digunakan merupakan pasangan primer sense dan antisense yang
spesifik terhadap ORF (Open Reading Frame) mRNA APOBEC3G.

Penentuan primer untuk tiga fragmen APOBEC3G. Penentuan sekuen

primer dilakukan dengan menggunakan piranti lunak primer designer
berdasarkan sekuen mRNA yang mengkode APOBEC3G (Accession
Number: NM_021822) yang dibagi menjadi tiga daerah dengan susunan

nukleotida yang bertumpang tindih (overiapping) dan pada bagian ujung

segmen DNA vang akan berfungsi sebagai penyambung fragmen-fragmen
tersebut menjadi DNA APOBEC3G utuh. Sekuen primer yang digunakan

adalah:
Nama | Sekuen (5’ 2 3°)
IF CCTGCGGTACCAT GTTATGAAGCCTCACTTCAG
684R GATCTTCATGGTGGCACG
594F CCGCCTCTACTACTTCTG
1052R | TCCAGGTCCAGCTTCCAA
953F TTCTATGCAACCAGGCTC
1155R | GGCCCGAATTCGTTTTCCTGATTCTGGAG
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2. ALUR PENELITIAN

Pada penelitian ini dilakukan beberapa tahap penelitian, yaitu
kultur sel CEM-GFP

}

panen sel CEM-GFP

|

ekstraksi RNA sel

|

transkriptase balik menjadi cDNA APOBEC3G

— T \

-sintesis gen APOBEC3G full length - sintesis tiga fragmen gen APOBEC3G
menggunakan sepasang primer

(berdasarkan sekuens mRNA)
l sulit l
konstruksi plasmid —» ligasi
Gen APOBEC3G Full Length !

seleksi blue-white screening

isolasi plasmid

analisis sisipan':» Enzim restriksi
l PCR

sisipan sesuai yang diharapkan

}

sintesis ketiga fragmen dengan teknik overlap extension PCR
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2.1. Kultur Sel CEM-GFP

Sel CEM-GFP diambil dari tabung nitrogen cair, kemudian ditempatkan di
atas penangas air dengan suhu 37°C sekitar 2-3 menit sampai setengah cair.
Kemudian ditambah media RPMI 2 ml dan disentrifugast dengan kecepatan 1200
rpm 10 menit dengan suhu 4°C. setelah itu dibuang supernatan sedangkan pelet sel
diberi media RPMI + 5 mli, disuspensi, dan dimasukkan ke dalam flask culture
untuk diinkubasi ke dalam inkubator CO;. Diamati setiap hari pertumbuhan sel
tersebut dan media lama diganti yang baru, jika wama tampak keruh dari media
awal. Media yang dipakai untuk pertumbuhan kultur sel CEM-GFP ini adalah
medium RPMI 1640 yang ditambahkan dengan 10% FBS, 1% antibiotik penisilin
streptomisin, dan 2mM glutamine {Cerboni et al, 2007). Selama pengamatan
tersebut juga dilakukan penghitungan jumlah sel tersebut. Panen sel dilakukan jika
jumlah sel telah mencapai maksimal 3 x 10° sel/ml. Setelah didapat panen sel,
kemudian dilakukan ekstraksi RNA sel.

2.2. Ekstraksi RNA sel

Ekstraksi RNA sel dilakukan dengan menggunakan RNeasy MiniKit
(Qiagen, 2006). Panen sel dilakukan dengan cara: suspensi sel disentrifugasi 300
X g ( 5 menit). Lalu dibuang supernatan lewat aspirasi. Ditambahkan buffer RLT
350 pl lalu lisat tersebut dipindahkan ke kolom QIA shredder yang ditempatkan
dalam tabung koleksi 2ml. Setelah itu disentrifugasi selama 2 menit pada
kecepatan maksimum. Lalu ditambah etanol 70% 350 pl dengan tujuan agar lisat
dapat homogen, dicampur dengan cara dipipet. Kemudian dipindahkan ke kolom
mini RNy, yang ditempatkan ke dalam tabung koleksi 2ml dan disentrifugasi
dengan kecepatan 12000 rpm selama 1 menit. Dibuang aimya lalu ditambahkan
700 pl buffer RW1 ke kolom RNy, dan disentrifugasi dengan kecepatan 12000
rpm selama | menit. Selanjutnya dipindahkan kolom RN, ke tabung koleksi 2
mi yang baru. Lalu ditambahkan 500 pl buffer RPE ke kolom RNgs dan
disentrifugasi dengan kecepatan 12000 rpm selama 1 menit. Dibuang airnya lalu
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ditambahkan kembali 500 pl buffer RPE ke kolom RN, disentrifugasi dengan
kecepatan 12000 rpm selama 2 menit. Kemudian kolom RNc, ditempatkan ke
dalam tabung koleksi yang baru dan disentrifugasi dengan kecepatan 12000 rpm
selama 1 menit, Untuk elusi RNA, dipindahkan kolom RNy, ke tabung koleksi
1,5 ml yang baru, lalu diambil 50 pl RNase-free water, dan disentrifugasi dengan
kecepatan 12000 rmpm selama 1 menit. RNA yang diperoleh disimpan di -80°C.
Untuk menguji adanya RNA yang telah diekstraksi, dilakukan elektroforesis di gel

agarosa 1%.

2.3, Sintesis cDNA fragmen-fragmen gen APOBEC3G

Sintesis cDNA fragmen-fragmen gen APOBEC3G dilakukan dengan
menggunakan RNA hasil ekstraksi dari sel CEM_GFP. Campuran reaksi yang
digunakan adalah 10 x Buffer RT, 5 mM campuran dNTP, primer reverse, Rnase
OUT, Destilled Water , cetakan {RNA), Enzim RT Omniscript (Qiagen).
Campuran tersebut diinkubasi pada suhu 37°C selam 60 menit, dan 95°C selama 5
menit untuk inaktivasi enzim. Proses sintesis ini dilakukan pada Gradient cycler.
c¢DNA yang dihasilkan kemudian dijadikan cetakan untuk proses PCR.

2.4. Amplifikasi fragmen-fragmen gen APOBEC3G

Amplifikasi fragmen-fragmen gen APOBEC3G dengan teknik Polymerase
Chain Reaction (PCR) dilakukan dengan pasangan primer yang telah disebutkan
di atas, yaitu: Campuran reaksi yang digunakan adalah 10 x Buffer Pfx, Enhancer
Pfx, 10 mM campuran dNTP, campuran primer, cetakan (cDNA), enzim Pfx
(Invitrogen) dan 50 mM MgSO,. Siklus suhu yang digunakan adalah Initial
Denaturation pada 95°C selama 4 menit, Denaturation pada suhu 94°C selama 1
menit, Annealing pada gradien suhu selama 30 detik, Extension pada suhu 72°C
selama | menit dan Final Extension pada suhu 72°C seiama 10 menit. Proses
amplifikasi dilakukan pada Gradient cycler.
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Hasil amplifikasi (DNA protease sintetik) kemudian dianalisis dengan
elektroforesis gel agarose 1,5%. DNA protease sintetik selanjutnya dipurifikasi
dengan metode PCR Purification kit dengan QiaQuick (Qiagen).

2.5. Konstruksi plasmid rekombinan

2.5.1. Isolasi plasmid pBluescript

Plasmid pbluescript diisolasi dari bakteni . coli galur T10 menggunakan
metode Miniprep Plasmid purification (Qiagen ).

Bakteri E. coli pembawa plasmid ditumbuhkan dalam medium LB cair
yang telah mengandung ampisilin 100 pg/ml selama 16 jam. Pada masa ini bakteri
akan mencapai puncak pertumbuban fase /og. Kemudian bakteri pada tabung
microtube dipanen dengan cara sentrifugasi dengan kecepatan 12.000 rpm selama
2 menit. Supemnatan yang dihasilkan dibuang. Larutan P1 (25 mM Tris, 10 mM
EDTA dan 100 ng/ml RNase) ditambahkan ke dalam pelet, kemudian dilakukan
resuspensi pelet dengan larutan ini. Setelah itu larutan P2 (200 mM NaOH dan 1%
SDS) ditambahkan, dan dilakukan pembolak-balikan tabung micotube sebanyak 7
kali. Larutan N3 (3 M Potasium Asctat) ditambahkan kemudian, dan dilakukan
juga proses pembolak-balikan tabung sebanyak 8 kali. Semua proses pembolak-
balikan tabung ini tidak boleh dari 5 menit untuk menghindari kerusakan DNA.
Setelah itu campuran larutan ini dilakukan sentrifugasi larutan pada suhu dengan
kecepatan 12.000 rpm selama 10 menit,

Supematan yang terbentuk kemudian diambil dan ditempatkan pada kolom
miniprep plasmid purification, sedangkan pelet dibuang. Lalu supematan
ditambahkan larutan PB dan dilakukan sentrifugasi pada kecepatan 12.000 rpm
selama 1 menit. Air yang ada di tabung koleksi dibuang, lalu ditambahkan larutan
PE yang telah bercampur dengan etanol ke dalam kolom miniprep, dan dilakukan
sentrifugasi dengan kecepatan 12000 rpm selama 1 menit. Air yang ada di tabung
koleksi dibuang, lalu dilakukan sentrifugasi kembali dengan kecepatan 12000 rpm
selama 1 menit. Hal ini dilakukan untuk membuang sisa etanol yang ada pada

DNA plasmid. Tabung koleksi dibuang dan kolom miniprep dipindahkan
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bersama microtube yang baru. Setelah itu ditambahkan 1/3 Elution Buffer.
Dibiarkan selama 1 menit pada suhu ruang. Setelah itu dilakukan sentrifugasi
dengan kecepatan 12000 rpm selama 1 menit. Hasil dari isolasi plasmid ini

kemudian dianalisis dengan elektroforesis gel agarose 0,8%.
2.5.2. Purifikasi Hasil Amplifikasi Fragmen-fragmen DNA APOBEC3G

Purifikasi fragmen-frapmen DNA APOBEC3G sintetik dilakukan dengan
PCR purification kit dengan QiaQuick (Qiagen). Hasil purifikasi ini dianalisis
dengan elektroforesis gel poliakrilamid 10%.

2.53. Pemotongan Plasmid Dengan Enzim Restriksi

Plasmid pBluescript dipotong dengan enzim restriksi endonuklease Sma 1
(Research Biolabs). Fragmen-fragmen DNA APOBEC3G sintetik kemudian
dinamakan secbagai sisipan fragmen APOBEC3(G, akan disisipkan ke dalam
multiple cloning site dari pBluescript, pada daerah pemotongan Smal. Reaksi
pemotongan dilakukan dengan campuran reaksi 10 x BSA, 10 x NEBuffer 2,
enzim Smal, plasmid pBluescript dan destilled water. Campuran reaksi ini
kemudian diinkubasi selama 16 jam pada suhu 37°C. Plasmid yang telah dipotong
dipurifikasi dengan Qldquick Gel Extraction Kit (Qiagen).

2.5.4. Ligasi Sisipan dan Plasmid

Prosedur ligasi dilakukan sesuvai dengan prosedur Sambrook, er al. (2001).
Perbandingan sisipan : plasmid adalah 3 : 1. Reaksi ligasi dilakukan dengan
campuran 10 x T4 DNA ligase buffer, enzim T4 DNA Ligase (Research Biolabs)
dan destilled water. Campuran reaksi diinkubasi pada subu 16°C selama 16 jam.
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2.6. Transformasi hasil ligasi

Hasil ligasi kemudian ditransformasikan ke dalam E. cofi T10 untuk
perbanyakan plasmid rekombinan. Prosedur transformasi dilakukan sesuai dengan
petunjuk dari Sambrook, e al. (1989). Transformasi dilakukan dengan metode
Heat Shock CaCl,. Pada prosedur ini akan dilakukan penarnbahan MgCl: dan
CaCl; serta perlakuan kejut panas pada suhu 42°C terhadap sel E. coli sehingga
akan bersifat kompeten dan plasmid rekombinan dapat masuk ke dalam sel.

Pembuatan sel kompeten, sel-sel E. coli terlebih dahulu ditumbuhkan
selama 4 jam pada medium cair Luria-Bertani (LB). Setelah 4 jam, bakteri
kemudian diinkubasi dengan suhu dingin selama 1 jam. Kemudian sel dipanen
dengan proses sentrifugasi pada kecepatan 12.000 rpm selama 2 menit dengan
kondisi dingin (4°C). Larutan 0,1 M MgCl, scbanyak % volume total medium LB
sebelumnya, ditambahkan dan dilakukan resuspensi sel. Dilakukan kembali
sentrifugasi 12.000 rpm selama 2 menit pada suhu dmgin dan supernatan yang
terbentuk dibuang. Larutan 0,1 M CaCl; sebanyak % volume total medium LB
sebelumnya, ditambahkan pada pelet dan dilakukan resuspensi sel. Sel kemudian
dibiarkan dalam keadaan dingin selama 30 menit. Setelah itu dilakukan kembali
sentrifugasi 12.000 rpm selama 2 menit. Langkah terakhir adalah penarbahan
larutan 0,1 M CaCl, kembali dengan volume sesuai dengan kebutuhan dan
dilakukan resuspensi sel.

Prosedur transformasi plasmid kemudian dilanjutkan dengan memasukkan
plasmid rekombinan ke dalam sel kompeten. Hasil ligasi dicampurkan dengan sel
kompeten. Perlakuan ini dilakukan pada suhu dingin. Transforman kemudian
diinkubasi pada subu dingin selama 60 menit. Setelah itu dilakukan kejut panas
(hear shock) dengan suhu 42°C selama 90 detik terhadap sel transforman. Proses
kejut panas iri dilakukan selama 90 detik. Setelah itu sel transforman dengan
cepat dimasukkan kembali ke dalam es dan didiamkan selama 60 detik. Sel
transforman kemudian dikeluarkan dari es dan dilakukan penambahan medium
SOC sebanyak 2 x volume larutan campuran. Kemudian sel diinkubasi pada suhu
37°C selama 60 menit. Inkubasi dilakukan pada Shaker dengan kecepatan 120
rpm. Setelah itu sel ditanam pada medium agar LB yang mengandung ampisilin
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50 pg/ml dan diinkubasi selama 16 jam pada suhu 37°C. Setelah 16 jam terlihat
bahwa sel E. coli yang membawa plasmid rekombinan (kion) tumbuh pada
medium ini. Untuk analisis klon, maka koloni E. coli yang tumbuh dipilih secara
acak untuk kemudian dilakukan prosedur isolasi plasmid. Hasil dari isolasi ini
dianalisis dengan elektroforesis gel agarose 0,8%. Dari analisis ini diketahui
adanya plasmid rekombinan dengan melthat perbedaan pola migrasi antara

plasmid rekombinan dengan plasmid pKS tanpa sisipan

2.7. 1dentifikasi Klon

Identifikasi klon yang memiliki plasmid rekombinan dilakukan dengan enzim
restriksi dan PCR. Pada proses identifikasi kion dengan enzim restriksi,dimana
enzim restriksi EcoRl yang memotong plasmid dan tidak memotong fragmen gen
APOBEC3G. Jadi apabila hasil pemotongan plasmid rekombinan memperlihatkan
adanya pita DNA yang letaknya mengalami shifting dengan plasmid wild type
{plasmid tanpa sisipan gen APOBEC3G), maka plasmid tersebut kemungkinan
memiliki sisipan fragmen gen APOBEC3G. Selain itu, dilakukan pula identifikasi
melalui PCR dengan menggunakan primer sisipan untuk mengetahui keberadaan
DNA sisipan.
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN
1. HASIL

1. 1. Analisis Hasil Ekstraksi RNA

Hasil analisis RNA pada gel agarose 1% memperlihatkan bahwa RNA sel
CEM-GFP dapat terlihat cukup jelas.
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300 pb

200 pb
100 ph
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Gambar 5. Analisis hasil ekstraksi RNA melalui clektroforesis dengan gel agarosa 1%.
Lajur 1: M: Marka 2 log-ladder; Lajur 2. RNA sel di agarose 0,8%
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1.2. Sintesis DNA APOBEC3G
1.2.1. Sintesis DNA APOBEC3G full length

DNA APOBEC3G full length disintesis melalui reaksi PCR 2 tahap. PCR
tahap I adalah pembuatan ¢cDNA, dimana cDNA APOBEC3G tersebut diperoleh
melalui reaksi reverse transcriptase PCR dengan menggunakan enzim omniscript.
PCR tahap Il adalah sintesis dSDNA APOBEC3G dengan menggunakan enzim
Hotstar Tag DNA Polymerase. Gambar 6 memperlihatkan hasil reaksi amplifikasi
DNA APOBEC3G full length dengan kondisi suhu annealing 52°C dan
konsentrasi akhir primer 0,5 pM. Ukuran pita yang berukuran 1150 pb tidak
diperoleh dalam kondisi reaksi tersebut.
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Gambar 6. Analists hasil amplifikasi DNA APOBEC3G full {ength (konsentrasi akhir primer

0,5uM; suhu annealing 52°C). Lajur 1: DNA APOBEC3G fuil fength; lajur 2: M= Marka 2
log ladder,
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Gambar 7 memperlihatkan hasil amplifikasi DNA APOBEC3G full length
dengan kondisi berbagai suhu annealing dengan gradien 52-64°C dan konsentrasi
akhir primer 0,5 pM. Hasil yang diperoleh menunjukkan tidak adanya pita DNA
sesual yang diharapkan yaitu sebesar 1150 pb pada setiap kondisi suhu annealing
yang digunakan. Berdasarkan hasil tersebut, dapat diasumsikan bahwa konsentrasi
akhir primer 0,5 uM belum optimal. Oleh karena itu, dilakukan optimasi PCR
dengan kondisi konsentrasi akhir primer yang lebih besar
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400 pb
300 pb

200 pb
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Gambar 7. Analisis hasil amplifikasi DNA APOBEC3G full length “dengan kondisi berbagai
suhu annealing dengan gradien 52-64°C dan konsentrasi akhir primer 0,5 pM. Lajur 1:
suhu 53,1°C; lajur 2: 54°C; lajur 3: Marka 100 bp: lajur 4: 55,4°C; lajur 5: 57,2°C;:
lajur 6: 59,2°C; lajur 7: 60,9°C; lajur 8: 62,2°C; lajur 9: 64°C; Iajur 10: kontrol negatif

Hasil amplifikasi DNA APOBEC3G jfull length dengan kondisi berbagai
suhu annealing dengan gradien 52-64°C dan konsentrasi akhir primer 5 uM
diperlihatkan pada gambar 8. Hasil yang diperoleh menunjukkan adanya pita
DNA non spesifik yang terletak di bawah marka, tetapi tidak diperoleh pita DNA
sesual yang diharapkan yaitu sebesar 1150 pb pada setiap kondisi suhu annealing
yang digunakan, Berdasarkan hasil tersebut, dapat diasumsikan kembali bahwa
konsentrasi akhir primer 5 pM masih belum optimal, sehingga perlu dilakukan
optimasi PCR dengan kondisi konsentrasi akhir primer yang lebih besar.
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400 pb
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Gambar 8. Analisis hasil amplifikasi DNA APOBEC3G fuil lengith "dengan kondisi berbagai
subu anmealing dengan gradien 52-64°C dan Komsentrasi akhir primer 5 pM. Lajur

I:kontrol negatil. Lajur2: 52°C; lajur 3: 54°C; lajur 4: 57.2°C; lajur 5: 59,2°C; lajur 6:
62,2°C;  lajur 7: 64°C; lajur 8: Marka 100 pb

Hasil amplifikasi DNA APOBEC3G full length dengan kondisi berbagai
suhu annealing dengan gradien 52-64°C dan konsentrasi akhir pnmer 25 pM
ditunjukkan pada gambar 9. Hasil yang diperoleh menunjukkan pada lajur 2,3,
dan 4, diduga terdapat pita DNA sesuai yang dtharapkan yaitu sebesar 1150 pb,
tetapi disertai juga dengan pita DNA non-spesifik. Oleh karena itu dilakukan

isolasi gel untuk mendapatkan DNA yang spesifik..
| . 27 3 4 5 6
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Gambar 9. Analisis hasil amplifikasi DNA APOBEC3G full fengith “dengan konrdisi berbagai
suhu arnealing dengan gradien 52-64°C dan konsentrasi akhir primer 25 pM. lajur I:
Marka 100 bp Lajur 2:kontrol negatif; Lajur3: 52°C; lajur 4: 54°C; lajur 5: 57,2°C; lajur 6:
59,2°C.
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Gambar 10 menunjukkan hasil isolasi pita DNA pada gel agarosa 1150 pb.
Hasil yang diperoleh menunjukkan tidak adanya pita DNA hasil isolasi gel. Hal
tersebut diduga disebabkan pita DNA yang diisolasi sangat tipis, sehingga saat
dilakukan purifikasi, pita DNA yang diperoleh menjadi tidak terlihat. Selanjutnya,
hasil isolasi gel tersebut dijadikan cetakan untuk memperoich DNA APOBEC3G
yang berukuran 1150 pb.

1000 pb
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400 pb

300 pb
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Gambar 10. Analisis hasil purifikasi isolasi ge] DNA APOBEC3G (1155 pb). Lajurl: 52°C;
lajur 2: 54°C; lajur 3: 57,2°C

Hasil amplifikasi DNA APOBEC3G full length dengan kondisi berbagai
suhu annealing dengan gradien 52-64°C dan konsentrasi akhir primer dalam
campuran reaksi 25 pM dengan menggunakan hasil punfikasi isolasi gel sebagai
cetakan DNA, ditunjukkan pada gambar 11. Hasil yang diperoleh menunjukkan
adanya pita DNA Namun tidak spesifik untuk DNA APOBEC3G berukuran 1150
pb. Berdasarkan hasil tersebut, dapat diasumsikan bahwa cetakan DNA yang
digunakan tidak mengandung DNA APOBEC3G.
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Gambar 11. Analisis hasil sintesis DNA APOBEC3G full length “dengan kondisi berbagai
suhu annealing dengan gradien 52-64°C dan konsentrasi akhir primer 25 uM. lajur 1:

kontrol negatil; Lajur 2:Marka 2 log ladder; Lajur 3: 52°C; lajur 4: 54°C; lajur 5: 57,2°C;
lajur 6: 59,2°C; lajur 7: 62,2°C; lajur 8: 64°C;

DNA APOBEC3G full length sulit diperoleh sehingga dibuat strategi
untuk memudahkan sintesis, yaitu: membagi sekuens mRNA APOBEC3G
menjadi tiga fragmen yang saling overlap. Tiga fragmen DNA APOBEC3G
disintesis dari sekuens mRNA APOBEC3G menggunakan pasangan primer 1F +
684R, 594F + 1052R, dan 953F + 1155R. Ukuran yang diharapkan dari masing-

masing fragmen adalah 452 pb, 458 pb, dan 433 pb.

1.2.2. Sintesis tiga fragmen DNA APOBEC3G (berdasarkan sekuen mRNA)

Fragmen-fragmen APOBEC3G yang dibagi menjadi fragmen [, II, dan HI,
berhasil diperoleh dengan menggunakan cetakan cDNA APOBEC3G (yang
berasal dari RNA CEM-GFP cell line). Hasil analisis pada gel agarosa 1%
menunjukkan bahwa pita DNA fragmen APOBEC3G I (gambar 12}, II, dan III
(gambar 13), yang masing-masing berukuran 452 pb, 458 pb, dan 433 pb dapat
dihasilkan walau disertai dengan pita DNA non-spesifik. Fragmen-fragmen DNA
APOBEC3G yang didapat juga disertai dengan pita DNA non spesifik, maka
dilakukan isolasi gel untuk mendapatkan fragmen-fragmen DNA APOBEC3G
yang spesifik.

Sintesis dan pengklonan..., Angela Fuzairi, FK Ul, 2008

Universitas Indonesia



40

400 pb
300 pb

200 pb

100 pb

Gambar 12. Analisis hasil: fragpmen [ DNA APOBEC3G; Lajur 1: fragmen 1; Lajur 2: M=
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Marka 2 Log ladder

458 pb
433 pb

Gambar 13. Analisis hasil fragmen Il dan fragmen Il DNA APOBEC3G;lajur 1-3, 5-6:

fragmen Ii; Iajur 7-10: fragmen II1; lajur 4: Marka 2 log ladder
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Selanjutnya fragmen-fragmen tersebut dipurifikasi menggunakan PCR
purification kit dengan Qieac II(Qiagen). Pada gambar 14 dan 15, dari hasil
purifikasi terlihat pita DNA spesifik APOBEC3G dengan ukuran amplikon sesuai
dengan yang diharapkan, kecuali pada fragmen III APOBEC3G, masih terdapat

pita non-spesifik.

M I M I I
458 pb
400 pb 433 pb
300 pb
240 pb
108 pb
Gambar 14. Analisis hasil purifikasi Gambar 15. Analisis hasil purifikasi
fragmen ! DNA APOBEC3G fragmen 11 dan I11 DNA APOBEC3G
dengan PCR purification kit (Qiagen) dengan PCR purification kit (Qiagen)
(M: Marka 2 log ladder) (M: Marka 2 log ladder)

1.3 Konstruksi plasmid rekombinan

Fragmen DNA APOBEC3G [, II, dan III disisipkan ke dalam dengan
vektor pBluescript KS (-) yang dipotong dengan enzim resiriksi Smal. Konsentrasi
fragmen-fragmen DNA APOBEC3G yang diperoleh, diukur dengan
menggunakan spektrofotometer (OD fragmen I; 20 ng/ul, fragmen II; 60 ng/pl,
fragmen III; 40 ng/pt) . Hal ini dilakukan agar proses ligasi dapat menghasilkan

plasmid rekombinan yang diharapkan.
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1.4 Transformasi hasil ligasi

Transformasi dilakukan pada sel hospes E. coli Top 10 yang telah dibuat
kompeten dengan larutan CaCl; dingin dengan metode heat shock pada suhu
38°C. Pada proses transformasi, sebagai kontrol transformasi digunakan E. coli
yang ditransformasi dengan vektor pBluescript KS (-) tanpa sisipan. Kontrol
negatif untuk melihat kontaminasi selama proses transformasi dan untuk melihat
efektifitas kerja antibiotik digunakan E. coli kompeten yang tidak ditransformasi
dengan plasmid. Sedangkan untuk melihat kompetensi sel E. coli Top 10,
digunakan kontrol positif dimana E. coli ditransformasi dengan plasmid yang
sudah diketahui memiliki kemampuan untuk mentransformasi sel E. coli Top 10.
Setelah proses transformasi selama 16 jam diperoleh: 4 koloni putih E. coli
transforman yang mengandung plasmid rekombinan pKS-fragmen [ DNA
APOBEC3G; 5 koloni putih E. coli transforman yang mengandung plasmid
rekombinan pSK-fragmen II DNA APOBEC3G; dan 5 koloni putih E. coli
transforman yang miengandung plasmid rekombinan pKS-fragmen III DNA
APOBEC3G. Koloni-koloni putih tersebut selanjutnya dibiakkan pada media LB

cair mengandung antibiotik, untuk diisolasi dan dipurifikasi.

1.5 Hasil Isolasi Plasmid

Hasil Isolasi plasmid menunjukkan fragmen I dan fragmen II DNA
APOBEC3G tidak memperlihatkan adanya shiffing saat dibandingkan dengan
plasmid wild type. Hal ini dapat dilihat pada gambar 18 dimana pada lajur 1-7
adalah klon untuk fragmen I DNA APOBEC3G menunjukkan tidak ada shifting
saat dibandingkan dengan plasmid wild type; lajur 8-9, 11-18 adalah klon untuk
fragmen II DNA APOBEC3G; menunjukkan tidak ada shifting saat dibandingkan
dengan plasmid wild type; lajur 10 adalah plasmid wild fype; Sedangkan untuk
fragmen III DNA APOBEC3G, lajur 19-20 memperlihatkan shifting saat
dibandingkan dengan plasmid wild fype. Pada gambar 19, lajur 1-2 merupakan
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kion untuk fragmen III DNA APOBEC3G menunjukkan adanya shifting saat
dibandingkan dengan plasmid wild type

I I 11 IlI

1 2 3 45 6 7 8 9 10 111213141516 17 18 19 20

Gambar 16. Analisis hasil isolasi plasmid: lajur 1-7: klon untuk fragmen 1 DNA
APOBEC3G; : lajur 8-9, 11-18: klon untuk fragmen II DNA APOBEC3G; lajur 10: plasmid
wild type; 1ajur 19-20: klon untuk fragmen 111 DNA APOBEC3G

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

12 13 14 15

Gambar 17. Analisis hasil isolasi plasmid: [lajur 1-2: klon untuk fragmen III DNA
APOBEC3G; Iajur 12: plasmid wild type.
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1.5.1. Identifikasi klona dengan PCR

Konfirmasi bahwa plasmid mengandung gen APOBEC3(, yaitu dengan
melakukan proses PCR dengan primer insert (fragmen APOBEC3G). Hasil yang
diperoleh melalui elektoforesis di agarosa 1%, yaitu koloni-koloni putih yang
tumbuh, yang diharapkan mengandung Fragmen I (lajur 1-4) dan I (lajur 6-8),
tidak ada. Seharusnya pada gel agarosa tersebut, terdapat ukuran fragmen I dan I1
yang masing-masing besamya 452 pb dan 458 pb. Sedangkan untuk koloni-koloni
putih yang mengandung fragmen III, dengan lajur 9-13, hanya lajur 11-13,
terdapat pita fragmen III DNA APOBEC3G yang berukuran 433 pb(-), seperti
yang tampak pada gambar 20. Selanjutnya fragmen Il DNA APOBEC3G
dilakukan sekuensing untuk menguji kebenaran klona. Jadi klona yang diambil

untuk sekuensing adalah lajur 12 (koloni plasmid no.10).

1 11 111
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Gambar 18. Analisis hasil identifikasi klona yang mengandung sisipan DNA APOBEC3G
dengan PCR. lajur 1-4: klona yang diduga mengandung fragmen | DNA APOBEC3G; lajur
6-8: kiona yang diduga mengandung fragmen 11 DNA APOBEC3G; lajur 9-13: klona yang
diduga mengandung fragmen 111 DNA APOBEC3G; Lajur 5: Marka 2 Log Ladder.
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1.6. Isolasi plasmid ulang Fragmen II1 DNA APOBEC3G

Hasil sekuensing fragmen IIl DNA AQPOBEC3G memperlihatkan bahwa
hasil sekuensing tidak dapat terbaca. Hal ini dapat terjadi karena kemungkinan
plasmid tersebut terkontaminasi DNA lain, dan diduga memiliki lebih dari 1 klon.
Oleh karena itu dilakukan transformasi kembali untuk plasmid yang mengandung
fragmen III DNA APOBEC3G, untuk melihat ada atau tidaknya kontaminasi.
Setelah ditransformasi kembali, hasil isolasi plasmid ditunjukkan dalam gambar
24, dimana lajur 1-10 adalah koloni plasmid no. 10, lajur 12,13,15-18 dan lajur 20
adalah koloni plasmid no.l11 memperlihatkan ada shifiing saat dibandingkan
dengan plasmid wild type. Pada lajur 14, lajur 19 (koloni plasmid no. 11}
menunjukkan tidak ada shifting saat dibandingkan dengan plasmid wild type.
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Gambar 19. Analisis hasil isolasi plasmid ulang fragmen II1 DNA APOBEC3G: lajur 1-10:
koloni ptasmid no. 10; lajur 12-20: koleri plasmid no.11; lajur 11: plasmid wild fype
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Gambar 20. Analisis hasil isolasi plasmid ulang fragmen III DNA APOBEC3G: lajur 1-7;
koloni plasmid no. 11; lajur 8-17; koloni plasmid no. 12; lajur 18: plasmid wild type
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1.6.1. Identifikasi sisipan dengan enzim restriksi

Koloni no 10 dan 11 yang memiliki shiffing, selanjutnya dianalisis
dengan restriksi enzimatik untuk identifikasi adanya sisipan di dalam plasmid,
sepertt yang terlihat pada gambar 26. dapat dilihat bahwa pada plasmid dengan
plasmid koloni no. 10 yang ditransformasi ulang yang kemudian diambil 10 klon,
identifikasi sisipan dengan enzim restriksi EcoRI menunjukkan bahwa pada lajur
1-10 terlihat plasmid dan sisipan yang diduga merupakan fragmen III DNA
APOBEC3G, Walau terlihat adanya plasmid dan sisipan DNA, tetapi pola cetak
pita DNA kelihatan berbeda. Terdapat 2 macam pola cetak pita DNA; lajur 1-4, 6,
8-10 memiliki pola cetak pita DNA yang sama sedangkan lajur 5 dan lajur 7
mempunyai pola cetak pita DNA yang sama, Pada Gambar 20 merupakan lanjutan
hasil identifikasi sisipan dengan enzim restriksi EcoRl, dimana lajur 1-6, 7-9
adalah koloni plasmid no. 11 dan bagian klon-klon yang terletak pada jalur 13-15
(gambar 19), Iajur 2-5, lajur 8, lajur 9 (gambar 27) menunjukkan bahwa setelah
dipotong dengan Enzim EcoRI, plasmid rekombinan mengalami linierisasi, dan

memperlihatkan adanya shiffing saat dibandingkan dengan plasmid wild type yang

dipotong dengan EcoRI.
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Gambar 21. Analisis hasil identifikasi plasmid rekombinan dengan enzim restriksi. Lajur 1-
10: koloni plasmid no. 105 tajur 13-15: koloni plasmid ne. 11; Lajur 11: plasmid wild fype
yang dipotong dengan EcoRI; Lajur 12: Marka 2 log Ladder
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Gambar 22. Analisis hasil identifikasi plasmid rekombinan fragmen 11l DNA APOBEC3G
dengan enzim restriksi. Lajur 1-6, 7-9: koloni plasmid no. 11; Lajur 12: plasmid wild type
yang dipotong dengan EcoRI; Lajur 13: Marka 2 log Ladder

1.6.2. Identifikasi kembali klona fragmen IIl DNA APOBEC3G dengan PCR
Konfirmasi bahwa plasmid mengandung gen APOBEC3G, yaitu dengan
melakukan proses PCR dengan primer inserf fragmen 11l APOBEC3G. Hasil yang
diperoleh melalui elektoforesis di gel agarosa 0,8%, yaitu pada lajur 5, 7 dan 1ajur
17 memperlihatkan bahwa klona mengandung sisipan fragmen III DNA
APOBEC3G yang berukuran 433 pbseperti yang tampak pada gambar 28.

1 23 45 6 7 8 9101112 13141516 17 18 19 20

Gambar 23. Analisis hasil identifikasi klona yang mengandung sisipan fragmen 111 DNA
APOBEC3G dengan PCR. Lajur 1-10: koloni plasmid no. 105 lajur 11, 12, 15-20: koloni
plasmid no. }1; Lajur 13: kontrol negatif; Lajur ke-14: Marka 2 log Ladder.
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1.7. Isolasi Plasmid ulang untuk fragmen I1

Pada fragmen I DNA APOBEC3G, agar dapat terklon ke dalam vektor
kloning pKS, maka dilakukan ligasi dan transformasi kembali. Hasil transformasi
dapat dilihat pada gambar 21. dimana hasil isolasi plasmid menunjukkan bahwa
pada lajur 4 yaitu koloni plasmid no. 2.12, lajur 8 yaitu kolom plasmid no. 2.16,
lajur 13 yaitu koloni plasmid no. 2.20, dan lajur 15 yaitu koloni plasmid no. 2.28,
memperlihatkan adanya shiffing saat dibandingkan dengan plasmid wild type.

1 2 3 4 5 6 7 8 910 1112 1314 15 16 17 18 19 20

BE mﬂ!"’“‘"“’r"'r—“’"‘-‘ AT RN rrw- =Y

Gambar 24. Analisis hasil isolasi plasmid untuk fragmen II DNA APOBEC3G: [ajur 1-10,
12-18: koloni plasmid fragmen Il ; lajur 11: plasmid wild type

1.7.1. Identifikasi sisipan dengan enzim restriksi

Lajur 4, 8, 13 dan 15 yang memiliki shiffing, selanjutnya dianalisis dengan
restriksi enzimatik untuk identifikasi adanya sisipan di dalam plasmid, seperti
yang terlihat pada gambar 22. Hasil elektroforesis menunjukkan pada lajur 1-3
mengalami linierisasi setelah dipotong dengan Enzim EcoRl, tetapi tidak terdapat
shifting saat dibandingkan dengan plasmid wild type yang dipotong dengan Enzim
EcoRlI. Lajur 4 (koloni plasmid no. 2.28) menunjukkan linierisasi setelah dipotong
dengan Enzim EcoRI dan adanya shifting saat dibandingkan dengan plasmid wild
type type yang dipotong dengan Enzim EcoRI.
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Gambar 25. Analisis hasil identifikasi plasmid rekombinan dengan enzim EcoRI. Lajur 1:
koloni ptasmid no. 12; Lajur 2: koloni plasmid no. 16; Lajur 3: keloni plasmid no. 23; Lajur

4: koloni plasmid no. 28; lajur S: plasmid wild type type yang dipotong dengan Enzim EcoRlI;
lajur 6: Marka 2-log ladder

1.7.2. Identifikasi klona fragmen II DNA APOBEC3G dengan PCR

Konfirmasi bahwa plasmid mengandung gen APOBEC3G, yaitu dengan
melakukan proses PCR dengan primer insert fragmen 11 APOBEC3G. Hasil yang
diperoleh melalui elektoforesis di gel poliakrilamid 8%, yaitu no. koloni 28
terdapat pita fragmen IIl DNA APOBEC3G yang berukuran 458 pb, seperti yang
tampak pada gambar di bawah ini.

1

Gambar 26. Analisis hasil identifikasi klona dengan PCR. Lajur 1 adalah kontrol negatif;
lajur 2: Marka 2 log [adder; lajur 3 dan 4: koloni ptasmid no. 2,28
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1.8. Isolasi Plasmid ulang untuk fragmen I

Usaha untuk mendapatkan klon fragmen 1 DNA APOBEC3G, maka
dilakukan ligasi dan transformasi kembali. Hasil transformasi dapat dilihat pada
gambar 29, dimana pada lajur 1, 2, 4-3, 10-15, dan 18 menunjukkan bahwa koloni
plasmid tidak memperlihatkan shifting saat dibandingkan plasmid wild fype.
Sedangkan lajur 3, 16, dan 17 menunjukkan bahwa koloni plasmid
memperlihatkan adanya shifting saat dibandingkan dengan plasmid wild fype

1

2 3 4 5 6 7 8 91011121314151617 18
- G el LA IR & AL
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Gambar 27 . Analisis hasil isolasi plasmid ulang fragmen I DNA APOBEC3G. Lajur 1-8, 10-
18: koloni plasmid untuk fragmen I DNA APOBEC3G; lajur 9: plamid wifd ype.
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1.8.1. Identifikasi sisipan dengan enzim restriksi

Koloni yang memiliki shifting, selanjutnya dianalisis dengan restriksi
enzimatik untuk identifikasi adanya sisipan di dalam plasmid, seperti yang terlihat
pada gambar 30, dimana pada lajur! merupakan koloni plasmid no.3, dan lajur 2
merupakan koloni plasmid no. 15; memperlihatkan linierisasi setelah dipotong
dengan Enzim EcoRI.dan terdapat shifting saat dibandingkan dengan plasmid wild
type yang dipotong dengan Enzim EcoRI. Untuk lajur 3 yang merupakan koloni
plasmid no. 16 menunjukkan linierisasi setelah dipotong dengan Enzim EcoRI
tetapi tidak terdapat shifting saat dibandingkan dengan plasmid wild fype type
yang dipotong dengan Enzim EcoRI

3000 pb
2500 pb
1200 pb
1000 pb

500 pb

T

100 pb

Gambar 28. Analisis hasil identilikasi plasmid rekombinan dengan enzim restriksi. Lajurl:
koloni plasmid no3; lajur 2: koloni plasmid no. 15; lajur 3: koloni plasmid nro, 16; lajur 5:
plasmid wild type yang dipotong dengan Enzim EcoRI; Iajur 4: Marka 2 log ladder
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1.8.2. Identifikasi klona fragmen I DNA APOBEC3G dengan PCR

Konfirmasi bahwa plasmid mengandung gen APOBEC3G, yaitu dengan
melakukan proses PCR dengan primer insert fragmen I APOBEC3G. Hasil yang
diperoleh melalui elektoforesis di gel poliakrilamid 8%, yaitu koloni plasmid no
3, 15, vang diduga mengandung sisipan fragmen I, ternyata tidak tampak pita
fragmen I DNA APOBEC3G yang berukuran 452 pb tersebut, seperti yang
tampak pada gambar di bawah ini. Hal ini dapat terjadi karena pada saat PCR,
suhu annealing fragmen 1 DNA APOBEC3G dapat saja berbeda ketika sebelum
dan sesudah dimasukkan ke dalam vektor kloning, sehingga perlu dilakukan
optimasi suhu kembali.

500 pb
400 pb
300 pb

8
e
wad
Tt
" 200 pb
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Gambar 29. Analisis hasil identifikasi klona dengan PCR. Lajur 1: kontrol negatif; lajur 2-4:
koloni plasmid no. 3 dengan gradien suhu 58-62°C; lajur 5-7: koloni plasmid no. 15 dengan
gradien suhu 58-62°C; lajur 8: Marka 2 log ladder.

1.8.3. Identifikasi sisipan dengan dua enzim

Karena identifikasi melalui PCR, belum dapat diketahui dengan jelas
apakah plasmid rekombinan mengandung sisipan fragmen 1 DNA APOBEC3G,
maka dilakukan analisis restriksi dengan menggunakan dua enzim yang terletak di
antara tempat fragmen I DNA APOBEC3G disisipkan di plasmid. Kedua enzim
restriksi tersebut yaitu Pst I dan Xba I. Restriksi ini dilakukan dengan tujuan jika
plasmid rekombinan mengandung sisipan dengan ukuran sesuai yang diharapkan,

maka hasil elektroforesis akan menunjukkan dua pita DNA yaitu plasmid dan
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sisipan yang diinginkan. Gambar dibawah ini merupakan hasil dari analisis
restriksi dua enzim, yang menunjukkan bahwa adanya dua pita DNA yaitu
plasmid pKS dan sisipan yang diinginkan berukuran 452 pb.

500 pb
400 pb

300 pb
200 pb

106 pb

Gambar 30. Analisis hasil identifikasi sisipan fragmen I DNA APOBEC3G dengan dua
enzim retsriksi. Lajur I menunjukkan koloni plasmid no.3; Lajur 2 menunjukkan koloni
plasmid no. 15; lajur 3 adalah plasmid wild type fype yang dipotong dengan Enzim Pst I dan
Xba I; Iajur 4 adalah Marka 2 log ladder

1.9 Overlap Extension Fragmen-fragmen DNA APOBEC3G

Fragmen-fragmen DNA APOBEC3G yang telah diperoleh, selanjutnya
digunakan untuk pola cetak DNA untuk menghasilkan DNA APOBEC3G full
length. Fragmen-fragmen tersebut disambung satu dengan lainnya menggunakan
teknik overiap extension PCR. Primer-primer untuk masing-masing fragmen
dirancang memiliki daerah overigp sebesar + 100 pb pada ujung 3°. Daerah
overlap akan menyambung fragmen [. II. dan III sehingga menjadi DNA
APOBEC3G fidl length berukuran 1150 pb. Pada gambar 33, hasil yang diperoleh
menunjukkan bahwa pita sekitar 1150 pb berhasil disintesis, tetapi perlu optimasi
lebih lanjut.
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Gambar 31. Analisis hasil overlap extension [ragmen-fragmen APOBEC3G Iajur I: full
tength 64°C; lajur 2: full length 60°C; lajur 3: full length MgCl, 2mM (64°C); lajur 4: full
length MgCl, 2mM (60°C); lajur 5: marka 2 log-ladder.

2. PEMBAHASAN

Optimasi reaksi PCR untuk mendapatkan DNA APOBEC3G full length
telah dilakukan dengan menggunakan berbagai kondisi seperti suhu annealing,
konsentrasi primer, dan cetakan cDNA. Analisis hasil tidak menunjukkan adanya
pita DNA sesuai yang diharapkan yaitu sebesar 1155 pb. Hal tersebut
kemungkinan disebabkan kondisi reaksi amplifikasi yang digunakan belum
optimal. Oleh karena itu, dilakukan amplifikasi kembali dengan kondisi reaksi
PCR yang lainnya. Analisis hasil yang didapat setelah dilakukan amplifikasi
dengan berbagai kondisi, DNA APOBEC3G full length sulit diperoleh sehingga
dibuat strategi untuk memudahkan sintesis, yaitu: membagi sekuens mRNA
APOBEC3G menjadi tiga fragmen yang saling overiap.

Hasil sintesis fragmen-fragmen DNA APOBEC3G yang diperoleh melalui
PCR memperlihatkan selain didapatkan fragmen DNA APOBEC3G juga disertai
pita DNA non spesifik. Adanya pita DNA non-spesifik ini kemungkinan
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disebabkan pola cetak yang digunakan adalah cDNA APOBEC3G (yang berasal
dari RNA CEM-GFP cell line), dimana ada bermacam-macam RNA di cell line
tersebut, sehingga dapat terjadi kompetisi antar RNA, akibatnya kemungkinan
primer APOBEC3G dapat juga spesifik pada DNA lain. Fragmen-fragmen DNA
APOBEC3G tersebut diperoleh setelah melalui proses optimasi menggunakan
PCR.

Optimasi PCR perlu dilakukan untuk mendapatkan kondisi PCR yang tepat
sehingga dihasilkan produk PCR yang spesifik (Ahmed, 2006). Proses
amplifikasi yang optimal bergantung pada beberapa faktor yang meliputi profil
suhu, DNA cetakan, konsentrasi primer, enzim DNA polymerase, waktu
denaturasi, jumlah siklus, dan konsentrasi MgCl, dalam larutan buffer.>®

Optimasi suhu annealing primer dilakukan dengan metode gradien suhu.
Metode tersebut menggunakan variasi suhu annealing sehingga memiliki
kelebihan karena waktu yang dibutuhkan untuk proses optimasi menjadi lebih
efisien. Penentuan nilai gradien suhu yang digunakan berdasarkan nilai Tm
masing-masing pasangan primer. Nilai suhu terendah pada gradien suhu
annealing yang digunakan adalah 5° C di bawah Tm masing-masing primer.’

Dalam proses optimasi PCR, juga dilakukan peningkatan konsentrasi akhir
primer menjadi 25 pM. kondisi konsentrasi akhir primer 0,5 uM yang biasa
dipakai dalam komponen PCR, selalu inemberikan hasil negatif saat produk PCR
dilakukan elektroforesis dan dibaca inelalui geldoc. Setelah dicoba dengan
menaiikan konsentrsi akhir primer, pada konsentrasi akhir primer 25 pM
memberikan respon yang bagus. Hal ini diduga disebabkan kualitas primer yang
kurang bagus.

Kondisi reaksi amplifikasi yang kurang optimal juga dapat mempengaruhi
produk PCR yang dihasilkan. Faktor yang dapat menyebabkan tidak terbentuknya
pita DNA spesifik adalah adanya penempelan antara pasangan-pasangan primer
vang saling berkomplemen pada daerah ujung 3°. Primer-primer tersebut dapat
menempel pada ujung 3 yang berkomplemen karena konsentrasi primer vang
tetlalu tinggi dalam reaksi.” Konsentrasi cetakan DNA cenderung menurun
sedangkan konsentrasi primer tetap dalam reaksi sehingga perbandingan antara
konsentrasi primer dan cetakan DNA menjadi berubah dalam reaksi. Konsentrasi

Sintesis dan pengklonan..., Angela Fuzairi, FK Ul, 2008
Universitas Indonesia



56

primer dalam reaksi dapat menjadi lebih tinggi dibandingkan konsentrasi cetakan
DNA.

Selama proses optimasi, hasil produk PCR sering menunjukkan primer
dimer. Produk dimer dapat terjadi karena konsentrasi primer yang terlalu tinggi.
Konsentrasi primer yang tinggi dapat meningkatkan mispriming, akumulasi
produk amplifikasi yang tidak spesifik, dan meningkatkan kemungkinan
tejadinya reaksi amplifikasi antar primer yang akan menghasilkan produk
dimer.'®
Fragmen-fragmen DNA APOBEC3G sintetik yang telah berhasil diperoleh
kemudian dipurifikasi dengan tujuan untuk menghilangkan gram-garam yang
berasal dari campuran bahan untuk teknik PCR sebelumnya. Garam-garam ini
dapat mengganggu proses pemotongan DNA sintetik dengan enzim restriksi.
Sehingga, dengan proses purifikasi ini diharapkan DNA protease sintetik nantinya
dapat dipotong oleh enzim restriksi secara efisien

Pada proses transformasi, koloni E. coli dengan plasmid pBluescript wild
{ype yang digunakan sebagai kontrol transformasi, dapat tumbuh pada medium
agar. Pertumbuhan koloni ini menandakan bahwa proses transformasi berhasil
dilakukan. Untuk mengetahui bahwa bakteri yang dapat tumbuh pada proses
transformasi bukanlah bakteri kontaminan, serta untuk mengetahui efektivitas
kerja antibiottk pada medium pertumbuhan bakteri, maka digunakan kontrol
kontaminasi yang merupakan £. coli T10 wild type. Bakteri ini tidak akan tumbuh
jika antibiotik telah ditambahkan pada medium pertumbuhan serta tidak
mengalami kerusakan. Hal im disebabkan E. cofi T10 wild type memiliki sifat
sensitif terhadap antibiotik karena tidak memiliki plasmid yang mengandung gen
resistensi terhadap antibiotik.

Pada proses transformasi yang dilakukan, E. coli T10 wild type tidak
tumbuh sedangkan E£. coli yang membawa plasmid pBluescript KS dan £. coli
yang membawa plasmid pBluescript fragmen gen APOBEC3G dapat tumbuh. Hal
ini berarti bahwa koloni Z. coli yang terlihat tumbuh merupakan E. coli yang
memiliki plasmid yang mengkode resistensi terhadap antibiotik. Selain itu, dari
hasil ini dapat diketahui bahwa antibiotik yang ditambahkan pada medium
pertumbuhan bakteri belum mengalami kerusakan, karena dapat menghambat
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pertumbuhan bakteri yang sensitif terhadap antibiotik. Namun, koloni E. coli
transforman yang dihasilkan hanya 5 koloni. Hasil transformasi yang tidak banyak
bisa disebabkan karena kondisi sel yang kurang kompeten untuk proses
transformasi DNA ke dalam sel. Hal ini bisa dimungkinkan karena pada saat
dilakukan proses transformasi tidak dilakukan optimasi sel kompeten. Sel E.coli
yang tidak kompeten tidak akan dapat digunakan untuk proses transformasi DNA
ke dalam sel, karena membran sel tidak dapat dibuat sensitif (render) untuk proses
memasukkan DNA ke dalam sel.

Selain itu, hasil transformasi dengan jumlah sedikit bisa terjadi karena
konsentrasi DNA hasil ligasi juga sedikit, tidak banyak klon hasil ligasi yang
dihasilkan. Apabila tidak berhasil dilakukan proses ligasi antara plasmid dengan
DNA sisipan, maka plasmid dan DNA sisipan memiliki bentuk linier. Sedangkan
hasil ligasi akan menghasilkan DNA rekombinan berbentuk sirkuler. Molekul
DNA rekombinan dalam bentuk sirkuler akan lebih mudah ditransformasikan ke
dalam sel E.coli dibandingkan dengan DNA dalam bentuk linier. Sehingga,
apabila DNA hasil ligasi tidak banyak terbentuk, maka koloni klon yang
dihasilkan pun juga tidak akan banyak.
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BABYV

KESIMPULAN DAN SARAN

1. KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian ini dapat disimpulkan:

1. Sintesis DNA APOBEC3G yang dibagi menjadi 3 fragmen telah berhasil
diperoleh.

2. Fragmen gen I, II dan III APOBEC3G telah terklona ke dalam plasmid
pBluescript KS (-)

3. Teknik overiap extension PCR menggunakan 3 fragmen gen APOBEC3G
menghasilkan pita yang sesuai dengan ukuran gen APOBEC3G (1150 pb).

2,SARAN

Berdasarkan hasil penelitian ini, maka perlu dilakukan penelitian lanjutan
untuk penyempumaan penelitian ini. Saran yang dapat digunakan untuk penelitian
lanjutan adalah:

1. Perlu dilakukan verifikasi sekuen fragmen-fragmen terklona.
2. Periu dilakukan optimasi PCR untuk mendapatkan gen APOBEC3G full length
menggunakan fragmen I, {I, dan III.
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Rancangan Primer pada mRNA APOBEC3G untuk Fragmen-fragmen APOBEC3G

Sequence 1717 BP;

ctgccagggg
gcgtcccagg

ggccectggga

gaaaccctgg

cacttcag

cacttcagaa
agacccatcc
ccchtcaagge
taccacccag
caggagtatg

atggccacgt

tactacttct
tactacttct

cgtg
ggtccgegtg
tkcgtgtaca
ttactgcaca
tEcaacttta

gtggagcgca

aaccaggctc
aaccaggctce

gacgtgattc
tceckggageco
cacgtgagcc
gggctgocgea
aagcactget

ctagatgagc

aac
aactgaagga
aaagatctte
acaccagcaa
cttkgaatca
cagaaaagtt
ataaaatgaa

493

gagggccecea
gcckectaca
ggtcacttta

tgctccagac

{1F)

acacagktgga
tttctegteg
cccctttgga
agatgagatt
aggtcacctg

tcctggeega

g {594F)
gggacccaga

ccaccatgaa
ccaccatgaa
gccaaagaga
tcatgcktggyg
acaatgaacc

tgcacaatga

{953F)
cacataaaca

ttggaa
ccttttggaa
cctgecttecag
tgtgcatctt
ccctggccga
gggacacctt

acagccaaga

{1155R}

tgggecctcag
ttccaagaaa
agcaatgcac
aaaatttatt
tcaaacctac
atacrtaaatc

LAMPIRAN 1

AR; 419 C;

gagaaaacca
ccagcgectyg
gggagggctg

aaagatctta

gcgaatgtat
gaataccgte
cgcaaagatc
cttccactgg
gtacatatce

ggacccgaag

ttaccaggag

gatc
gaktcaktgaat
gctatttgag
ggagakttcke
ttgggktcaga

cacctgggte

cggtbtcckt

gctggacctyg
gctggaccty
ctgrgcccag
cactgcecogo
ggctggggcee
tgtggaccac

cctgagtgag

tctctaagga
tgcaaacagg
tcecbgaccaa
tatatttcaa
taatccageg
tttetgtaaa

Sumber: Genbank NM_021822
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426 G;

gaaagagggt
agcaggaagce
tcctaaaacc

gtcgggacta

cgagacacat
tggctgtgct
tttegaggee
ttcagcaagt
tggagcccck

gttaccctga

gcgcttogeca

(684R)

tatgacgaat
ccktggaata
agacactcga

ggacggeakg

ctgctgaacco

gaaggccgcc

g (1052R)

gaccaggact
gaaatggcta
atctatgatg
aaaaktttcaa
cagggatgtc

aggctgeggyg

aggcagagac
ctgttcacca
gtagattctt
gaataaagta
acaattktgaa
aaaaaaa

379 T; 0 other;

gagagactga
g9gaggggcc
agaagcttgg

gceggocaag

tctcctacaa
acgaagtgaa
aggtgtattc
g9gaggaagct
gcacaaagtg

ccatcttcgt

gcctgtgtca

ttcagcactg
atctgcctaa
tggatccace
agacttacct

agcgeagggg

atgcagagcetk

acagggttac
aaktcattrtc
atcaaggaag
taatgacata
ccttccagoe

ctcea
ccattctcca

ctgggttgag
ccatctccag
ttaaaaatta
ctaagattgt
teggtkbtgk

ggaagataaa
atgactacga
agcagaaagt

atgaagcct
gatgaagcct

cbbkbbataat
aacaaagggt
cgaacttaag
gcatcgkbgac
tacaagggat

ccgecte
tgeccgectce

gaaaagagac

ttggagcaag
atattatata
cacattcact
gtgttatgag

ttctatge
ctttectatge

gtgcttectg

ctgcttcaco
23daaaacaaa
atgtcaggag
cagtgaaktt
ctgggatgga

gaatcaggaa
gaatcaggaa

cctcagaata
ctgatcacag
gagtgcatta
gctcaataca
aggtagagga

60
120
180

240

300
360
420
480
540

600

660

720
780
840
200

960

1020

1080
11480
1200
1260
1320

1380

1440
1500
1560
1620
1680
1717

63



LAMPIRAN 2

Posisi relatif primer full length gen APOBEC3G

—» F mRNA APOBEC3G

232 pb
1386 pb

Keterangan:
F: Forward

R: Reverse

Referensi: GenBank Accession Number NM_021822
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LAMPIRAN 3

Posisi relatif primer pada DNA APOBEC3G untuk menghasilkan fragmen-fragmen

overlap gen APOBEC3G
El ez 12 E3 i3 E4 14 ES 13 E6 16 E7 17 8 18
I-. nﬂ_r-mmw__ﬁ‘:‘}\‘man ' [ 1 v ' :‘:u e - F\ ¥ '_-l
' Y il R Yo i Y '\ DNA APOBEC3G
1 L3 (Y 1 L] 1 b L] * [ 1 11 1 i
1 L [ ] 1 1 “ 1 “ (Y 1 1 ' '
1 & 1 L] 1 ] i y ! q LI | 1 1) [ ]
' S o Yo v ! A T R Vo '
' Lt L L1 . ! N [ '
b s o ] vt vy oy ]
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1 = pb | 1 |
5 Fregmen [ =5 —3; = =~ = = —»Overfapp region mRNA APOBEC3G
Tt 1 ) F Y
i
232 pb 45|2 b IBIBS pogreny L
| 5 = { 1 3
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Referensi: GenBank Accession Number NM_021822
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SINTESIS DAN PENGKLONAAN FRAGMEN-FRAGMEN DNA

APOBEC3G KE DALAM VEKTOR pBluescript KS (-}
Angela Fuzairi, Lamtorogung Prayitno, Budiman Bela

Departemen Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas Indonesia, Institute of
Human Virology and Cancer Biology the University of Indonesia (IHVCB-U1)

APQOBEC3G, apelipoprotein B mRNA-editing enzyme, catalytic polypeptide-iike 3G,
merupakan protein manusia yang dapat mengganggu replikasi HIV dengan memasnkkan dirinya ke
dalam partikel virus dan merusak susunan materi genetik virus. Beberapa studi terbaru menunjukkan
bazhwa APOBEC3G manusia mengatur infektivitas HIV-1 dengan mendeaminasi dC menjadi dU pada
rantai minus DNA yang baru dibentuk, menyebabkan hipermutasi G menjadi A dari rantai plus DNA
viral. Induksi hipermutasi oleh APOBEC3G dapat menyebabkan pembentukan stop kodon pada ORF
protein virus dan memicu degradasi DNA virus oleh glikosilase DNA urasil yang selanjumya dapat
menghambat replikasi HIV. Protein ini layak untuk diteliti lebih lanjut dalam rangka pengembangan
anti retrovirus yang berbasis pada mekanisme penghambatan replikasi HIV-1 melalui jalur
APOBEC3G. Sebagai langkah awal, diperlukan sistem ekspresi gen APOBEC3G yang akan diperoleh
melalui sintesis dan kloning gen APOBEC3G ke dalam vekior ekspresi DNA rekombinan. Untuk
mendapatkan mRNA APOBEC3G yang akan digunaken sebagai pola cetak dalam sintesis cDNA
APOBEC3G, dilakukan ekstraksi RNA dari sel CEM-GFP menggunakan Rneasy Mini Kit. Agar DNA
APOBEC3G lengkap dapat diperoleh dengan lebih mudah, sintesis DNA serat ganda APOBEC3G
menggunakan reaksi RT-PCR dua lahap, dibagi atas tiga daerah pada gen APOBEC3G dengan
susunan nukleotida yang bertumpang tindih (over/apping) pada bagian ujung segmen DNA yang akan
berfungsi sebagai penyambung fragmen-fragmen tersebut menjedi DNA APOBEC3G utuh. Hasil
eksperimen menunjukkan ketiga fragmen APOBEC3G yang masing-masing berukuran 452 pb, 458
pb,dan 433 pb berhasil dibentuk Iewat reaksi PCR dengan menggunakan enzim Pfx dan diklona ke
dalam vektor plasmid. DNA APOBEC3G yang dibagi menjadi 3 fragmen telah berhasil didapat,
seperti yang diharapkan. Pekerjaan lanjutan akan dilakukan untuk verifikasi sekuen fragmen-fragmen
terklona dan menyambung ketiga fragmen tersebut menjadi DNA APOBEC3G yang utuh yang
kemudian akan diklona ke dalam vekior ekspresi.

Kata Kunci;
Kloning APOBEC3G, HIV, Vif

1. PENDAHULUAN

APOBEC3G merupakan suatu protein yang diekspresikan terutama pada
limfosit T manusia.”® Beberapa studi terbaru menunjukkan bahwa APOBEC3G
manusia menghambat infektivitas HIV-1 dengan mendeaminasi dC menjadi dU
pada rantai minus DNA yang baru dibentuk, menyebabkan hipermutasi G menjadi
A dari rantai plus DNA viral. Induksi hipermutasi oleh APOBEC3G menyebabkan
stop kodon pada ORF protein virus atau pemicu degradasi DNA virus oleh
glikosilase DNA urasil yang selanjutnya dapat menghambat replikasi HIV.
APOBEC3G manusia juga memiliki aktivilas antireiroviral pada lentivirus lainnya
dan virus leukemia murin (MLV) dengan mekanisme yang sama.!
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Virus HIV mengkode protein yang berperan sebagai faktor infektifitas,
yang disebut vif (Viral Infectivity Factor).” Protein vif dapat menghalangi
perakitan APOBEC3G manusia ke dalam virion dengan cara mendegradasi
APOBEC3G melalui jalur ubikuitin yang difasilitasi oleh vif. Hal ini
memungkinkan HIV-1 dapat bereplikasi dalam sel yang memproduksi
APOBEC3G.

Kekebalan terhadap semua jenis obat antiretrovirus yang digunakan dalam
terapi infeksi HIV-1 telah ditemukan. Kenyataan ini mendorong dilakukannya usaha-
usaha untuk menemukan obat antiretrovirus jenis baru yang diharapkan lebih efektif
dalam menghambat replikasi virus HIV-1. Selama ini penelitian yang telah digunakan
dengan kultur virus terasa kurang praktis untuk digunakan skrining kandidat anti
HIV-1 dalam jumlah banyak. Di samping itu juga dipertimbangkan dari aspek
fasilitas laboratorium yang diperlukan untuk kultur virus. Untuk mempermudah
skrining kandidat anti HIV dalam jumlah banyak, baik berupa bahan alam atau
sintetik, diperlukan sistem skrining yang cepat, aman, dan murah dibandingkan
dengan kultur virus. Salah satu altemnatif sistem yang dikembangkan untuk mencapai
tujuan ini ialah dengan menggunakan interaksi antara protein rekombinan
APOBEC3G dan vif HIV-1.

2. TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN

Tujuan umum dart penelitian ini adalah untuk memperoleh DNA
sintetik APOBEC3G sel CEM-GFP. Sedangkan tujuan khusus dari penelitian ini
adalah untuk memperoleh fragmen-fragmen DNA sintetik APOBEC3G, dan
memperoleh klona plasmid pembawa fragmen-fragmen DNA.

Manfaat yang bisa didapatkan dari penelitian ini antara lain :
frapmen-fragmen DNA sintetik APOBEC3G yang didapat, kemudian akan
disambung menjadi DNA APOBEC3G yang utubh, dan akan dipakai untuk ekspresi
protein rekombinan APOBEC3G, dalam rangka studi interaksi protein Vif HIV-1 dan
APOBEC3G serta molekul-molekul penghambat interaksi tersebut.

3. BAHAN DAN CARA KERJA
3.1. Galur bakteri

Bakteri yang digunakan dalam penelitian ini adalah Escherichia coli galur T10.
Eschericia coli galur T10 digunakan dalam proses propagasi plasmid karena sifat

efisiensi tranformasinya yang tinggi. galur E.coli ini ditumbuhkan pada media Luria
Bertani {LB) agar dan cair.
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3.2. SEL CEM-GFP

DNA APOBEC3G yang digunakan berasal dari kuiltur sel CEM-GFP yang
merupakan suatu galur sel limfosit T, yang merupakan sel non permissive terhadap
infeksi HIV-1/Avif. Sel ini akan digunakan dalam ekstraksi mRNA APOBEC3G
yang kemudian diekstraksi RNA.

3.3. Plasmid

Vektor plasmid yang digunakan dalam penelitian ini adalah pBluescript II
KS(-) (Stratagene, 1999) sebagai vektor kloning.

3.4. Primer

Pasangan primer yang digunakan merupakan pasangan primer sense dan
antisense yang spesifik terhadap ORF (Open Reading Frame) mRNA APOBEC3G.
Penentuan sekuen primer dilakukan berdasarkan sekuen mRNA yang mengkode
APOBEC3G yang dibagi menjadi tiga daerah dengan susunan nukleotida yang
bertumpang tindih (overlapping) pada bagian ujung segmen DNA yang akan
berfungsi sebagai penyambung fragmen-fragmen tersebut menjadi DNA APOBEC3G
utubh. Sekuen primer yang digunakan adalah:

Nama Sekuen (5° 2 37)

1F CCTGCGGTACCAT GTTATGAAGCCTCACTTCAG
684R GATCTTCATGGTGGCACG

594F CCGCCTCTACTACTTCTG

1052R TCCAGGTCCAGCTTCCAA

953F TTCTATGCAACCAGGCTC

1155R GGCCCGAATTCGTTTTCCTGATTCTGGAG

3.5. ALUR PENELITIAN

Pada penelitian ini dilakukan beberapa tahap penelitian, yaitu kultur sel CEM-
GFP, panen sel CEM-GFP, ekstraksi RNA sel, proses transkriptase balik menjadi
cDNA APOBEC3G, amplifikasi ketiga fragmen gen APOBEC3G, konstruksi
plasmid pembawa fragmen-fragmen DNA APOBEC3G’, ligasi fragmen-fragmen
DNA APOBEC3G ke plasmidg, seleksi blue-white screeningg, isolasi plasmid,
analisis sisipan dengan enzim restriksi, analisis sisipan dengan PCR
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4. HASIL DAN PEMBAHASAN
Analisis Hasil Ekstraksi RNA

Hasil analisis RNA pada gel agarose 1% memperlihatkan bahwa RNA sel
CEM-GFP dapat terlihat dengan jelas.

1 2

1500 pb

1200 pb
1000 pb

500 pb
400 pb
3 ph
200 ph
100 pb

Gambar 1. Analisis hasil ekstraksi RNA melalui elektroforesis dengan gel agarosa 1%.
Lajur 1: M: Marka 2 log-ladder; Lajur 2. RNA sel di agarose 0,8%

Sintesis Fragmen-fragmen APOBEC3G

Fragmen-fragmen APOBEC3G yang dibagi menjadi fragmen 1, 11, dan 1},
berhasil diperoleh dengan menggunakan cetakan cDNA APOBEC3G (yang berasal
dari RNA CEM-GFP cell line). Hasil analisis pada gel agarosa 1% menunjukkan
bahwa pita DNA fragmen APOBEC3G I, 11, dan III, yang masing-masing berukuran
452 pb, 458 pb, dan 433 pb dapat dihasilkan walau disertai dengan pita DNA non-
spesifik (gambar 2 dan 3). Karena Fragmen-fragmen DNA APOBEC3G yang
didapat juga disertai dengan pita DNA non spesifik, maka dilakukan isolasi gel untuk
mendapatkan fragmen-fragmen DNA APOBEC3G yang spesifik.
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452 pb
B 400 pb
300 pb
200 pb
100 pb

Gambar 2. Anpalisis hasil: fragmen I DNA APOBEC3G; Lajur 1: fragmen 1; Lajur 2: M=
Marka 2 Log ladder

500 ob 458 pb
p

300 pb

200 pb

100 pb

Gambar 3. Analisis hasil fragmen II dan fragmen III DNA APOBEC3G; M: Marka 2 log
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Selanjutnya fragmen-fragmen tersebut dipurifikasi menggunakan PCR purification
kit dengan Qieac II(Qiagen). Pada gambar 4 dan 5, dari hasil purifikasi terlihat pita
DNA spesifik APOBEC3G dengan ukuran amplikon sesuai dengan yang diharapkan,
kecuali pada fragmen IIl APOBEC3G, masih terdapat pita non-spesifik.

M I M II Il

500 pb
400 pb

300 pb

200 pb

100 pb

Gambar 4. Analisis hasil purifikasi
fragmen I DNA APOBEC3G

dengan PCR purification kit (Qiagen)
(M: Marka 2 log ladder)
Identifikasi klona dengan PCR

400 pb
300 pb
200 pb

100 pb

458 pb
433 pb

Gambar 5. Analisis hasil purifikasi
fragmen II dan Il DNA APOBEC3G
dengan PCR purification kit (Qiagen)
(M: Marka 2 log ladder)

Untuk konfirmasi bahwa plasmid mengandung gen APOBEC3G, yaitu
dengan melakukan proses PCR dengan primer insert (fragmen APOBEC3(G). Hasil
yang diperoleh melalui elektoforesis di apgarosa 1%, yaitu koloni-koloni putih yang
tumbuh, yang diharapkan mengandung Fragmen [ (lajur 1-4) dan II (lajur 6-8), tidak
ada. Seharusnya pada gel agarosa tersebut, terdapat ukuran fragmen 1 dan Il yang
masing-masing besamya 452 pb dan 458 pb. Sedangkan untuk koloni-koloni putih
yang mengandung fragmen IlI, dengan lajur 9-13, hanya lajur 11-13, terdapat pita
fragmen III DNA APOBEC3G yang berukuran 433 pb(-), seperti yang tampak pada
gambar 6. Selanjutnya fragmen III DNA APOBEC3G dilakukan sekuensing untuk

menguji kebenaran klona,
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12 13

9
n-mmmm@mm

Gambar 6. Analisis hasil identifikasi klona yang mengandung sisipan DNA APOBEC3G dengan
PCR. 1ajur 1-4: klona yang diduga mengandung fragmen I DNA APOBEC3G; lajur 6-8: klona
yang diduga mengandung fragmen Il DNA APOBEC3G; lajur 9-13: klopa yang diduga
mengandung fragmen III DNA APOBEC3G; Lajur 5: Marker 2 Log Ladder.

Identifikasi klona fragmen Il DNA APOBEC3G dengan PCR

Untuk konfirmasi bahwa plasmid mengandung gen APOBEC3G, yaitu
dengan melakukan proses PCR dengan primer insert fragmen II APOBEC3G. Hasil
yang diperoleh melalui elektoforesis di gel poliakrilamid 8%, yaitu no. koloni 28
terdapat pita fragmen IIIl DNA APOBEC3G yang berukuran 458 pb seperti yang
tampak pada gambar berikut:

500 pb 458 pb

400 pb
300 pb

200 pb

100 pb

Gambar 7. Analisis hasil identifikasi klona dengan PCR. Lajur 1 adalah kontrol negatif; lajur 2:
Marker 2 log ladder; Iajur 3 dan 4: Koloni plasmid no. 2.2
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Identifikasi klona fragmen I DNA APOBEC3G dengan PCR

Untuk konfirmasi bahwa plasmid mengandung gen APOBEC3G, yaitu
dengan melakukan proses PCR dengan primer insert fragmen 1 APOBEC3G. Hasil
yang diperoleh melalui elektoforesis di gel poliakrilamid 8%, yaitu koloni plasmid
no 3, 15, yang diduga mengandung sisipan fragmen I, ternyata tidak tampak pita
fragmen I DNA APOBEC3G yang berukuran 452 pb tersebut, seperti yang tampak
pada gambar di bawah ini. Hal ini perlu dilakukan optimasi suhu kembali.

I 2 3 4 5 6 7 8

500 pbh
400 pb
300 pb

200 pb

160 pb

Gambar 8, Analisis hasil identifikasi klona dengan PCR. Lajur 1: kontrol nepatif; lajur 2-4:
koloni plasmid no. 3 dengan gradien subhu 58-62°C; lajur 5-7: koloni plasmid no. 15 dengan
gradien suhu 58-62°C; lajur 8: Marker 2 log ladder.

1.8.3. Identifikasi sisipan dengan dua enzim

Karena identifikasi melalui PCR, belum dapat diketahui dengan jelas apakah
plasmid rekombinan mengandung sisipan fragmen I DNA APOBEC3(G, maka
dilakukan analisis restriksi dengan menggunakan dua enzim yang terietak di antara
tempat fragmen I DNA APOBEC3G disisipkan di plasmid. Kedua enzim restriksi
tersebut yaitu Pst I dan Xba 1. Gambar 9 merupakan hasil dari analisis restriksi dua
enzim, yang menunjukkan bahwa adanya dua pita DNA yaitu plasmid pKS dan
sisipan yang diinginkan berukuran 452 pb.

Sintesis dan pengklonan..., Angela Fuzairi, FK Ul, 2008



Majalah Kedokteran Indonesia

500 pb
400 pb

300 pb
200 ph
100 pb

AT

=

Geambar 2. Analisis hasil identifikasi sisipan fragmen I DNA APOBEC3G dengan dus enzim
retsriksi. Lajur } menumjikkan koloni plasmid no.3; Lajur 2 menunjukkan koloni plasmid no.
13; lajur 3 adalah plasmid wild fype fype yang dipotong dengan Enzim Pst I dan Xba I ; lajur 4
adalah Marker 2 log Iadder

1.9 Overiap Extension Fragmen-fragmen DNA APOBEC3G

Dengan didapatnya fragmen-fragmen DNA APOBEC3G, selanjutnya
dilakukan overlap extension untuk menyambung fragmen-fragmen DNA
APOBEC3G menjadi DNA APOBEC3G yang lengkap (1150 pb). Pada gambar 10,
hasil yang diperoleh menunjukkan bahwa pita sekitar 1150 pb berhasil disintesis,
tetapi perlu optimasi lebih lanjut.
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1200 pb
4000 pb
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400 pb
2300 pb
200 pb

100 pb

Gambar 10. Analisis hasil overlap extension fragmen-fragmen APOBEC3G lajur 1: full length
64°C; lajur 2: full length 60°C; lajur 3: full length MgCl; 2ZmM (64" 3 1ajur 4: fuil length MgCl,
2mM (60°C); lajur 5: marker 2 log-ladder.

PEMBAHASAN

Hasil sintesis fragmen-fragmen DNA APOBEC3G yang diperoleh melalui
PCR memperlihatkan selain didapatkan fragmen DNA APOBEC3G juga disertai pita
DNA non spesifik. Adanya pita DNA non-spesifik ini kemungkinan disebabkan pola
cetak yang digunakan adalah cDNA APOBEC3G (yang berasal dari RNA CEM-GFP
cell line), dimana ada bermacam-macam RNA di cell line tersebut, sehingga dapat
terjadi kompetisi antar RNA, akibatnya kemungkinan primer APOBEC3G dapat juga
spesifik pada DNA lain. Fragmen-fragmen DNA APOBEC3G tersebut diperoleh
setelah melalui proses optimasi menggunakan PCR.

Dalam proses optimasi PCR, juga dilakukan peningkatan konsentrasi akhir
primer menjadi 25 pM. kondisi konsentrasi akhir primer 0,5 pM yang biasa dipakai
dalam komponen PCR, selalu memberikan hasil negatif saat produk PCR dilakukan
elektroforesis dan dibaca melalui geldoc. Setelah dicoba dengan menaiikan konsentrsi
akhir primer, pada konsentrasi akhir primer 25 pM memberikan respon yang bagus.
Hal ini diduga disebabkan kualitas primer vang kurang bagus. Selama proses
optimasi, hasil produk PCR sering menunjukkan primer dimer. Produk dimer dapat
terjadi karena konsentrasi primer yang terlalu tinggi. Konsentrasi primer yang tinggi
dapat meningkatkan mispriming, akumulasi produk amplifikasi yang tidak spesifik,
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dan meningkatkan kemungkinan terjadinya reaksi amplifikasi antar primer yang akan
menghasilkan produk dimer.?

Pada proses transformasi, koloni E. co/i dengan plasmid pBluescript wild type
yang digunakan sebagai kontrol transformasi, dapat tumbuh pada medium agar.
Pertumbuhan koloni ini menandakan bahwa proses transformasi berhasil dilakukan,
Untuk mengetahui bahwa bakteri yang dapat tumbuh pada proses transformasi
bukanlah bakteri kontaminan, serta untuk mengetahui efektivitas kerja antibiotik pada
medium pertumbuhan bakteri, maka digunakan kontro! kontaminasi yang merupakan
E. coli T10 wild type. Bakteri ini tidak akan tumbuh jika antibiotik telah ditambahkan
pada medium pertumbuhan serta tidak mengalami kerusakan. Hal ini disebabkan E.
coli T10 wild type memiliki sifat sensitif terhadap antibiotik karena tidak memiliki
plasmid yang mengandung gen resistensi terhadap antibiotik.

Selain itu, hasil transformasi dengan jumlah sedikit bisa terjadi karena
konsentrasi DNA hasil ligasi juga sedikit, tidak banyak klon hasil ligasi yang
dihasilkan. Apabila tidak berhasil dilakukan proses ligasi antara plasmid dengan
DNA sisipan, maka plasmid dan DNA sisipan memiliki bentuk linier. Sedangkan
hasil ligasi akan menghasilkan DNA rekombinan berbentuk sirkuler. Molekul DNA
rekombinan dalam bentuk sirkuler akan lebih mudah ditransformasikan ke dalam sel
E.coli dibandingkan dengan DNA dalam bentuk linier. Sehingga, apabila DNA hasil
ligasi tidak banyak terbentuk, maka koloni klon yang dihasilkan pun juga tidak akan
banyak.

5. KESIMPULAN DAN SARAN

Berdasarkan hasil penelitian ini dapat disimpulkan:

Sintesis DNA APOBEC3G yang dibagi menjadi 3 fragmen telah berhasil
diperoleh, fragmen gen [, If dan Il APOBEC3G telah terklona ke dalam piasmid
pBluescript KS (-), dan teknik overlap extension PCR menggunakan 3 fragmen gen
APOBEC3G menghasilkan pita yang sesuai dengan ukuran gen APOBEC3G (1150
pb). Saran yang dapat digunakan untuk penelitian lanjutan adalah perfu dilakukan
verifikasi sekuen fragmen-fragmen terklona.dan optimasi PCR untuk mendapatkan
gen APOBEC3G full length menggunakan fragmen I, Il, dan I1I.
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