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RINGKASAN DAN SUMMARY

Antigen 78, protein dari Mycobacterium tuberculosis merupakan antigen yang
dengan berat molekul 38kDa yang memiliki spesifisitas tinggi (95%). Untuk
memproduksinya dalam jumlah yang besar secara konvensional, beberapa kendala yang
harus dihadapi: fasilitas laboratorium dengan kriteria BSL3 yang sangat mahal,
menurunnya aktivitas setelah purifikasi. Untuk itulah tim kami melakukan studi
kemungkinan menghasilkan antigen secara rekombinan.

Dalam penelitian ini dilakukan kloning gen pab yang mengkode antigen 38 dari
M. tuberculosis dan diekspresikan secara sistem heterolog di Escherhia coli. Segmen
DNA antigen 38 diperoleh dengan cara mengamplifikasi DNA genom M. tuberculosis
meenggunakan polymerase chain reaction (PCR). Bakteri yang dipergunakan merupakan
isolat liar, hasil biakan pasien TBC di Batu-Malang. Sebuah pita dengan besar 900bp
dipurifikasi dan diligasikan ke vektor pGmT. pGemT kemudian ditransformasikan ke E.
coli DH50. untuk mengecek sequensenya. Seleksi koloni-koloni yang berwarna putih
dilakukan dimedia selektiv dengan X-gal. Sequensing segmen pab dilakukan dengan
3130x] Genetic Analyzer (Applied Biosystem). Analisa rangkaian DNA  klon
memperlihatkan homologi sebesar 95% dengan sequens M. tuberculosis H37Rv yang
telah dipublikasikan. Klon ini kemudian digunakan untuk membuat konstruk ekspresi pab
dengan system ekspresi pRoOEXHT dan selanjutnya ditransformasikan ke into E. coli

DHSa. Klon-klon yang dihasilkan dicek dengan PCR dan sequensing.
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BAB I
PENDAHULUAN

Salah satu penyebab tingginya angka kematian pasien penyakit TBC di negara
berkembang adalah lambatnya diagnosa dan kurang akuratnya hasil diagnosa (Cheng ef
al., 2005). Sampai saat ini uji laboratorium standar untuk menegakkan diagnosa definitif
TBC dilakukan melalui pengecatan BTA. Namun metoda ini sensitifitas serta
specifisitasnya rendah, sehingga sering terjadi false positif. Oleh karena itu berbagai tes
serulogis seperti deteksi antigen atau antibodi mulai dijadikan alternativ. Beberapa
pengembangan tes serodiagnostik menggunakan bahan ekstrak antigen langsung dari
Mycobacterium tuberculosis seperti PPD, filtrat kultur dan hasil sonikasi untuk ELISA.
Namun, timbul masalah karena antigen hasil sekresi M. ruberculosis sering kehilangan
sensitivitas dan spesifisitas selama dalam proses pemurnian (Devi et al., 2001).

Protein 78 atau nama lainnya antigen 38 atau Ag38 merupakan antigen yang
potensiil untuk dikembangkan sebagai agen diagnostik karena spesifisitasnya tinggi
(95%). Akan tetapi, terutama di negara berkembang, untuk memproduksinya, ada
beberapa: dibutuhkan fasilitas ekstra untuk keamanan laboratorium, sulitnya identifikasi
dan purifikasi konstituen sel serta menurunnya aktifitas antigen setelah dipurifikasi.

Berdasar permasalahan diatas, dalam penelitian ini dipelajari pengembangan
antigen rekombinan dengan cara mengklon gen pab, mengkode protein 78 dari M.
tuberculosis dan mengekspresikannya secara heterolog pada Escherichia coli.

Tahun pertama penelitian difokuskan pada konstruksi plasmid rekombinan
pembawa gen pab. Gen ini diamplifikasi dari genom M. tuberculosis melalui PCR,
kemudian diklonkan pada vektor plasmid pGemTeasy dan diekspresikan di dalam system
E. coli. Koloni yang membawa gen penyandi antigen diseleksi pada medium selektiv.
Untuk memastikan bahwa plasmid pada E. colimembawa gen pab dilakukan pengecekan
panjang gen serta arah transkripsi gen melalui PCR dan tes restriksi. Koloni yang
berwarna putih yang didapatkan kemudian dikulturkan dan plasmidnya diisolasi.
Selanjutnya gen pab akan di”rekonstruksi” pada plasmid lain yang membawa sistem
ekspresi untuk diekspresikan.



BABII
TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Tuberculosis dan sistim penanganan di negara berkembang

Tuberkulosis merupakan penyakit yang disebabkan oleh M. tuberculosis yang
masuk dan kemudian menyebar dalam tubuh manusia melalui saluran getah bening,
pembuluh darah, pemapasan dan pencernaan serta secara langsung menyerang organ dan
jaringan tubuh. Setiap tahun lebih dari 3 juta orang dari seluruh dunia meninggal karena
penyakit TBC. Penyakit ini mempunyai tingkat infeksi yang sangat tinggi. Efek timbal
balik antara inang dalam hal ini manusia dan M. tuberculosis sangat kompleks, sebagian
berasal dari virulensi strain bakteri, tapi juga dari resistensi spesifik dan tidak spesifik
inang (Madigan ef a/., 2000).

Tingginya angka kematian pasien penyakit TBC di negara berkembang merupakan
gabungan akibat buruknya sanitasi tempat tinggal serta penanganan pasien yang kurang
mendukung vyaitu lambatnya diagnosa dan kurang akuratnya diagnosa sehingga
penanganan menjadi terlambat ataupun kurang tepat (Cheng er al, 2005). Metoda
laboratorium yang biasa digunakan untuk diagnosis definitif TBC adalah pengamatan
mikroskopis pada sputum pasien TBC dengan metoda smear Ziehl-Neelsen atau uji
mikrobiologis dengen pembiakan M. ruberculosis. Walaupun demikian, metoda smear
secara langsung kurang sensitif dan bahkan hasilnya sering negatif. Sedangkan metoda
kultur membutuhkan waktu yang lama (8 hari). Tes cepat seperti polymerase chain
reaction (PCR), walaupun sensitif, tapi biayanya sangat mahal sehingga tidak terjangkau
oleh masyarakat dan tidak tersedia pada kebanyakan rumahsakit. Oleh karena itu
berbagai tes serulogis seperti deteksi antigen atau antibodi dalam sampel telah banyak
dikembangkan. Beberapa antigen telah dievaluasi untuk dikembangkan lebih lanjut
sebagai agen diagnostik yang digunakan untuk mendeteksi antibodi yang terbentuk
(Woods, 2001 and Anonyme, 1997).

2.2. Pengembangan antigen
Mycobacterium tuberculosis mengandung sejumlah komponen yang secara kimia

berbeda yang mempunyai peran dalam interaksi antara mycobacteria pathogen dan



komponen dari system imunitas tubuh inang. Pemilihan terhadap antigen dan penelitian
untuk pengembangannya harus dibuat berdasar pada kapasitas mereka dalam berinteraksi
dengan suatu komponen yang dihasilkan oleh respon imunitas selama infeksi baik secara
alamiah ataupun imunisasi (proteksi aktiv atau patogenitas). Meningkatnya resistensi
terhadap strain M. tuberculosis diperoleh secara percobaan setelah sebelumnya dilakukan
imunisasi dengan Mycobacteria hidup yang sudah dilemahkan. Sebaliknya jika yang
diberikan bakteri yang sudah mati, maka hanya diperoleh proteksi yang sangat rendah.
Dari sinilah timbul konsep adanya peran antigen yang disekresikan secara aktiv dalam
imunitas protektiv dan beberapa artikel menyebutkan suatu peningkatan proteksi sampai
batas tertentu setelah dilakukan imunisasi dengan antigen yang disekresikan ( Laquererie
et al, 1995).

Beberapa usaha telah dilakukan untuk membuat tes serodiagnostik menggunakan
bahan ekstrak antigen langsung dari Mycobacterium tuberculosis seperti PPD, filtrat
kultur dan hasil sonikasi untuk ELISA. Namun, metode demikian mempunyai beberapa
kelemahan antara lain dalam spesifisitas dan sensitivitas. Antigen yang diperoleh dari
kultur M. tuberculosis langsung umumnya sulit dijamin keseragaman mutunya terutama
dalam hal kemurnian, jumlah kandungan antigen per ml filtrat dan sensitivitasnya. Hasil
purifikasi dari kultur M. ruberculosis seringkali kehilangan sensitivitas dan spesifisitas
selama dalam proses pemurnian (Devi et al., 2001). Perkembangan selanjutnya, dalam
rangka mengembangkan tes diagnostic dan vaksin, beberapa antigen permukaan
mycobacteria banyak ditemukan (Young ef al., 1990). Dari beberapa antigen tersebut,
suatu lipoprotein yang dikenal sebagai protein 38 kDa banyak mendapat perhatian
(Harboe and Wiker, 1992). Protein 38 kDa ini dideteksi hanya pada M tuberculosis
(Kadival ef al, 1987) dan mempunyai immunogenisitas yang kuat (Haslov et al., 1992).
Hasil cloning dan sekuensing menunjukkan adanya kesamaan sekuens 30% dengan
protein pengikat fosfat dari Escherichia coli (Andersen dan Hansen, 1989) dan mungkin
berperan dalam metabolisme fosfat (Chang et a/., 1994; Andersen er al., 1990). Protein
ini dikembangkan oleh banyak peneliti untuk pembuatan vaksin dan alat
imunodiagnostik, dan beberapa sudah dijual komersial untuk pemakaian di klinik, namun
harganya relatif mahal (Sugiri, 2004).



5.3.Studi Pendahuluan

Penelitian terhadap hasil sekresi M. rtuberculosis pada pasien yang sedang sakit
menunjukkan beberapa protein antigen yang mempunyai sifat imuno protektiv. Analisa
lebih teliti berhasil mengidentifikasi interaksi spesifik antara protein tersebut dengan
system imunitas inang yang mempelihatkan sejumlah protein dengan berbagai berat
molekul dan sifat biokimia yang berbeda: protein 71, 65 and 12 kilodaltons (kDa)
merupakan keluarga heat shock. Protein 30 kDa merupakan antigen yang paling banyak
disekresikan yang terikat pada fibronektin. Antigen dengan berat molekul 38 kD and 19
kD mungkin merupakan lipoprotein yang mempunyai peran dalam transport nutrient
(Chang et al., 1994), sementara antigen 23 kDa adalah enzyme superoxide dismutase
(Young et al, 1991).

Di fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya telah dilakukan penelitian terhadap
sekresi M. tuberculosis dari isolat lokal. Sugiri (2004) memperlihatkan beberapa protein
dengan kisaran berat molekul dari 35 kDa — 70 kDa dari kultur filtrat M. tuberculosis.
Dari uji serulogis yang dilakukan dengan ELISA, diketahui bahwa antigen 52 kDa yang
merupakan polimer dari antigen 35 kDa memberikan sensitifitas cukup tinggi (95%)
namun dengan spesifitas yang rendah (27%).

Dari beberapa protein ekstraselluler tersebut diatas, antigen 38 kDa M. tuberculosis
merupakan protein yang memperlihatkan reaksi imunitas paling tinggi dengan spesifisitas
95% (Chang et al., 1994, Haslov et al., 1992). Kloning dan sequence dari gen penyandi
protein 78 menemukan bahwa 30% dari rangkaian DNAnya identik dengan protein
pengikat phospat (PBP atau sering disebut dengan PstS atau PhoS) dari £. coli (Andersen
dan Hansen, 1989). Berdasarkan spesifisitas yang tinggi, maka protein ini kemudian
diproduksi menjadi antigen yang dikenal dengan nama protein antigen B (Pab), antigen 5,
antigen 78 dan protein 38-kDa (Laquererie er al., 1994).

Penelitian mengenai protein 78 yang berasal dari isolat lokal masih tetap terbuka,
karena kebanyakan meneliti dari sisi imunologinya. Hasil studi menggunakan Western
Blot isolat M. ruberculosis dari pasien di Indonesia (Malang dan sekitarnya)
menunjukkan adanya ekspresi protein 38 kDa ini (Tandya, 2005). Beberapa peneliti lain

dengan menggunakan M. tuberculosis strain laboratorium atau dan daerah selain



Indonesia (Dasgupta et al., 2003; Devi et al., 2001; de Franseca er al.,, 2001) yang
mungkin berbeda dengan isolat M. uberculosis yang ada di pasien di Indonesia.

Sejauh ini sudah ada beberapa antigen mikobakterium baik dalam bentuk murni
maupun murni yang dijual di pasaran seperti antigen-60 (Anda-TB), 38 kDa (Pathozyme
Myco, Omega Diagnostic UK) dan 16 kDA Recombinant antigen (Pathozyme TB
complexplus). Semuanya merupakan antigen impor, sehingga harga yang menjadi tidak
terjangkau oleh pasien TBC yang kebanyakan berasal dari masyarakat lapisan bawah.
Akibatnya sampai saat imunisasi yang digunakan di Indonesia juga masih tetap dengan
BCG, yang diketahui paling sedikit memproduksi protein ekstraselluler. Dengan
demikian juga memberikan proteksi tubuh sangat rendah.



BAB 111
TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN

Pengembangan antigen di negara berkembang selama ini menghadapi
berbagai kendala: Mycobacterium tuberculosis mempunyai tingkat infeksi sangat
tinggi dan mudah menular, sehingga dibutuhkan fasilitas ekstra untuk melindungi
pekerja serta pencegahan keluarnya bakteri dari lokasi pembiakan (Madigan er al,
2000), Masalah lain adalah sulitnya identifikasi dan purifikasi konstituen sel secara
langsung karena kompleksitas struktur sel M. ruberculosis. Lebih lanjut, seringkali
terjadi penurunan aktifitas antigen setelah dipurifikasi, bisa jadi disebabkan karena
antigen target telah terkontaminasi dengan protein lain pada saat pemurnian ataupun
karena proses pemurnian yang terlalu panjang sehingga sebagian antigen sudah
terdenaturasi (Cohen er al, 1987)

Penelitian yang akan dilakukan oleh tim peneliti dari Laboratorium
Biomedik, Fakultas Kedokteran berkenaan dengan studi kemungkinan memproduksi
antigen rekombinan. Dalam hal ini dari keseluruhan komponen sel M. tuberculosis
hanya gen penyandi antigen 38 kDa yang akan dijadikan focus penelitian. Gen ini
akan diisolasi dan kemudian diekspresikan pada /. coli. Keberhasilan penelitian ini
akan menawarkan beberapa solusi bagi masalah di atas:
|. Dengan mengklon gen pengkode antigen target, diharapkan akan lebih mudah
dalam melakukan isolasi satu protein saja, dibanding bila isolasi dilakukan langsung
dengan mengekstrak satu protein dari ratusan protein dan komponen lain hasil sekresi
M. tuberculosis dalam filtrat kultur.

2. Pemilihan inang E. coli sebagai pengganti pembiakan M. (uberculosis
menghindarkan bahaya infeksi dari TBC, karena £. coli merupakan bakteri penghuni
usus pada tubuh manusia. Oleh karena itu resiko infeksi tidak ada, dengan demikian
biaya yang diperlukan untuk pembangunan fasilitas ekstra untuk pengkulturan dan
pembiakan bakteri juga bisa dikurangi.

3. Karena yang diklonkan hanya gen target, maka hasil ekspresi utama dari bakteri
adalah protein target. Dengan cara ini diharapkan bahwa ekploitasi produk bisa lebih
maksimal. Hal ini didasarkan pada beberapa penelitian sebelumnya yang



menunjukkan bahwa dengan system heterolog, protein yang diekspresikan dibawah
kontrol promoter yang kuat mampu menghasilkan 10% dari total protein yang
disekresikan (Singh et al., 1992).

4. Diproduksinya antigen rekombinan dari strain lokal, memungkinkan peningkatan
spesifikasi antigen terhadap antibodi pasien yang berasal dari lokal pula. Dengan
demikian manfaatnya bisa langsung dirasakan oleh masyarakat. Digunakannya isolat
M. tuberculosis dari pasien di Indonesia, dengan harapan agar hasilnya lebih sesuai
dan dapat diaplikasikan untuk diagnosis tuberkulosis pada pasien di Indonesia.

5. Hasil kloning dan ekspresi ini kemudian masih bisa dikembangkan lebih jauh
dengan teknik rekayasa DNA, misalnya dengan penggunaan promoter yang lebih baik
(Harth er al., 1997);, dan segera berespon poten terhadap stimulus ekspresi, atau
dengan melakukan site directed mutagenesis untuk memperoleh protein 38 kDa hasil
rekayasa dalam jumlah besar (produksi) dan sensitif serta spesifik untuk
serodiagnostik ELISA.



BAB 1V
METODA PENELITIAN

4.1.Desain penelitian
Desain penelitian adalah observasi laboratorium.

Pada tahun pertama, target penelitian adalah isolasi gen pab dari penderita TBC yang
dirawat di rumas sakit di Malang, amplifikasi segmen gen langsung dari kromosom
DNA dan pembuatan konstruk vektor plasmid pembawa gen pengkode protein
antigen 78. Pada tahun kedua diperoleh transforman E. co/i yang mengandung
plasmid rekombinan dan rekonstruksi plasmid vektor pembawa gen antigen 78
kepada plasmid yang mempunyai sistem eksprsi. Pada tahun ketiga dilakukan
ekspresi gen M. tuberculosis secara heterolog di E. coli, purifikasi protein
rekombinan, pembuatan antibodi monoklonal dan uji serulogis (sensitifitas dan

spesifisitas) antigen rekombinan melalui analisa ELISA.

4.2.Isolasi gen pab dari kromosom M. tuberculosis
Kromosom DNA berasal dari kultur M. ruberculosis merupakan hasil isolasi dari
sputum penderita TBC yang dirawat di rumah sakit Syaiful Anwar, Malang. Dua
oligonukleotida dipakai untuk perbanyakan gen struktural penyandi protein 78 dari
DNA genom M. tuberculosis dengan bantuan PCR (polynucleotide chain reaction).
Penetapan 2 macam oligonukleotida didasarkan dari penelitian sebelumnya.
Primer 1:  pabF224 (5’-GGCGGCCATGGGCTCGAAACCACCGAGCGG-3’)
mengandung sisi restriksi Ncol dan menempel pada nukleotida pada posisi 72 sampai
102 dimulai dari residu A dari kodon start methionin ATG.
Primer 2: pabl342 3’ (5’-CCAGCAGGATCCGCAAAGCAGCCCGATGGC-3")
terletak downstream dari kodon stop, mengandung sisi restriksi BamHIl dan
menempel pada nukleotida pada posisi +1.002 sampai +974 dihitung dari kodon start
ATG.



4.3.Konstruksi vektor plasmid pMB38

Produk hasil amplifikasi dari PCR kemudian dipurifikasi ligasi dengan pGemTeasy
yang sebelumnya sudah dipotong dengan enzym yang sama. Vektor dan gen yang
akan diklon dicampur jadi satu dalam buffer, ditambah dengan enzyme T4 DNA
ligase dan kemudian diinkubasikan pada 16°C. Hasil ligasi selanjutnya dinamai
pBM38 (Sambrook er al., 1989).

4.4.Skrening klon Escherichia coli/ pMB38

pBM38 ditransformasikan ke £. col/iH5a dengan metode heatshock (Sambrook ef al.,
1989) dan kemudian ditumbuhkan pada media LB (Luria broth) yang mengandung X-
gal dan IPTG (Ausubel e al., 1997). Klon positif dicirikan dengan warna putih
sedangkan koloni yang tidak membawa gen berwarna biru. Klon yang berwarna putih

kemudian dipindahkan ke media baru untuk dilakukan pemurnian.

4.5. Transformasi plasmid pMB38 pada E. coliDH5a
Klon E. coliDH50/pBM38 yang berwarna putih, dikulturkan kemudian dilakukan

sequensing pada gen pab.

4.6. Transformasi plasmid pada E. coliDH5a

Fragmen DNA yang sudah diseqeunsing kemudian diligasi dengan vektor yang
membawa sistem ekspresi pRoExHTc. Seleksi klon dilakukan pada media LB yang
ditambah dengan antibiotik dan IPTG.



BAB V ubyl4&76
HASIL DAN PEMBAHASAN

Pada penelitian kali ini, secara umum bisa dikatakan bahwa tidak ada hambatan
teknis yang menyebabkan gagalnya penelitian. Bahkan sebaliknya, karena beberapa
penelitian untuk tahap selanjutnya sudah sebagian dikerjakan. Hal ini disebabkan
pengerjaan eksperimen dilakukan di Lembaga Penelitian Eijkman, yang mempunyai
fasilitas untuk bidang molekuler, Selain itu kita bisa membeli dari mereka dalam

jumlah kecil sehingga bisa mengirit biaya penelitian.

5.1.Isolasi gen pengkode protein antigen 78 dari kromosom M. tuberculosis
dengan menggunakan PCR

Amplifikasi segmen gen pab dilakukan langsung dari khromosom M. tuberculosis
dengan metoda Polymerase Chain Reaction (PCR). Walaupun pada awalnya
mengalami kesulitan karena terkadang didapatkan beberapa pita yang nonspecific,
tetapi dengan perubahan temperatur kemudian pita yang dimaksud tidak ada sama
sekali. Akan tetapi melakukan optimasi maka akhirnya diperoleh 1 pita sesuai dengan
yang diharapkan yaitu 900 bp (gambar 1). Segmen DNA yang selanjutnya diberi
nama tb1l ini memang lebih pendek dari gen pab M. tuberculosis 37Rv, hal ini
disebabkan karena primer 1 tidak menempel pada kodon 1 gen pab, tetapi dimulai
dari kodon 72. Hal ini dikarenakan Cys' sampai Ala®® mengkode sisi dari
penempelan lipolyl bagi protein yang ditransportasi ke periplasm( Young and Garbe,
1990). Sedangkan konstruk ini didesign dengan tujuan agar protein tidak ditransport
ke periplasma ataupun menempel pada membran luar sel melalui rangkaian beberapa

asam amino lipolil .
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Gambar. 1. Hasil amplifikasi segmen pab dari chromosome M. tuberculosis

5.2.Pembuatan konstruk vektor plasmid pMB38

Ada dua macam vektor plasmid yang dipergunakan dalam penelitian ini. Sebagai
perantara untuk bisa mengecek benar tidaknya sequence digunakan pGemTeasy. Plasmid
ini sangat tepat bagi tujuan cloning dan kemudian screening hasil klon dengan perubahan
warna koloni apabila ditumbuhkan dalam media yang ditambahkan X-gal didalamnya.
Ekspresi gen berada dibawah kontrol promoter T7. Sedangkan untuk system ekspresi
dipergunakan pRoExHTc. Hasil ligasi antara tb1 dan pGemTeasy menghasilkan plasmid
yang sekanjutnya disebut dengan pMB38. Transformasi pMB38 pada E. coliH5a/pBM38
menghasilkan 120 klon. Setelah ditunggu beberapa jam untuk meyakinkan bahwa koloni
yang putih memang putih, maka didapatkan 100 koloni berwarna putih, sedangkan
sisanya berwarna biru (gambar 2).

Gambar 2. Hasil transformasi

pGEmTeasy/tb] dengan /.. coli DHS5a
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Tujuh koloni putih kemudian di cek dengan PCR dan empat koloni membawa gen 751.
(gambar 3). Empat koloni dinyatakan positip membawa gen rb/. Klon 5 dipilih untuk
diperbanyak dan disequensing. Hasil sequencing pertama tidak begitu bagus karena peak
dari masing2 nucleotida terlalu rapat sehingga tidak bisa dibaca (data tidak
diperlihatkan). Kemudian dilakukan pengulangan. Pada kesempatan kali ini sequencing
dilakukan dari dua arah yaitu 5°-3’ dan dari 3’-5°, hasil sequensing memperlihatkan
homologi dengan gen pab M. tuberculosis yang sudah dipublikasikan sebesar 99%

(gambar 4). Radiogram dari Sequensing bisa dilihat di Lampiran 1.

Blank 7 6 5 4 3 2 I purTB#1

1 2 3 4 & & v 8 9

Gambar 3. Test PCR dari beberapa koloni (1-7). Koloni 3,5,6 dan 7 positip menmbawa
gen th]. Kolom 1. kontrol negatif, 2-8 koloni 1-7 yang dites. 9. tb1.

5.3.Rekonstruksi vektor plasmid pMB38 menjadi pMBhis

Fragmen DNA dari klon 5 yang sudah diseqensing kemudian diligasi dengan vektor
pRoExHTc. Plasmid ini berada dibawah kontrol promotor yang kuat sehingga diharapkan
mampu mengekspresikan protein dan sangat kuat. Plasmid juga dilengkapi dengan
rangkaian 6x histidin yang memudahkan pada proses purifikasi protein yaitu dengan
kolom Ni-NTA. Hasil ligasi selanjutnya disebut dengan pMBhis dan ditransformasikan
ke E. coliDHSo. Sebanyak 50 transforman berwarna putih dihasilkan (Gambar 4).
Setelah dilakukan mengecekan melalui PCR, ada beberapa klon yang positip membawa
gen tbl.



Gambar 4. Hasil transformasi

pRoExHtc/tb] dengan Z. col/iDHSax

Menggunakan NCBI “Blast program™ hasil sequencing DNA dari gen tb] di”aligned”
dengan sequence gen pab Mtb yang sudah dipublikasikan .

Seperti terlihat dibawah sequens klon tb] menunjukkan homoholgi yang tinggi, bahkan
setelah dikoreksi dengan mengacu pada electropherogram sequences menjadi 100%
sama.

Forward sequence:
v
>

cds
Length=1993

gh|M30046. | IMSGPABA M.tuberculosis protein antigen b (Pak) gene, complete

Score = 1072 bits (580), Expect = 0.0
Identities = 586/592 (9B%), Gaps = 0/592 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 2 TGTCGCGNNTACCCCCGCGTCGTCGCCGGTGACGT TGNNGGANACCGGTAGCACGCTIGET 61

L L L e e N N RN
Sbjct 274 TGICGCGACTACCCCCGCGTCGTCGCCGGTGACGTTGGCGGAGACCGGTAGCACGCTGCT 333

Query 62 CTACCCGCTGTTCAACCTGTGGGGTCCGGCCTTTCACGAGAGGTATCCGAACGTCACGAT 121
010 01O 0 0 O O 0 O O D
Sbijct 334 CTACCCGCTGTTCAACCTGTGGGGTCCGGCCTTTCACGAGAGGTATCCGAACGTCACGAT 393

Query 122 CACCGCTCAGGGCACCGGTTCTGGTGCCGGGATCGCGCAGGCCGCCGCCGEGACGGTCRA 181

FEEECEEREREE et et e e e et bbb rsnt
Sbjct 394 CACCGCTCAGGGCACCGGTTCTGGTGCCGGGATCGCGCAGGCCGCCGCCGGGACGGTCAA 453

Query 182 CATTGGGGCCTCCGACGCCTATCTGTCGGAAGGTGATATGGCCGCGCACAAGGGGCTGAT 241

00 I3 0 O O A 0 T 1 00 0 O
Sbict 454 CATTGGGGCCTCCGACGCCTATCTGTCGGAAGGTGATATGGCCGCGCACAAGGGGCTGAT 513

Query 242 GAACATCGCGCTAGCCATCTCCGCTCAGCAGGTCAACTACARCCTGCCCGGAGTGAGCGA 301
191 0 O N O 0 5 8 6 O O O
Sbijct 514 GAACATCGCGCTAGCCATCTCCGCTCAGCAGGTCAACTACAACCTGCCCGGAGTGAGCGA 573

Query 302 GCACCTCAAGCTGAACGGRAARGTCCTGGCGGCCATGTACCAGGGCACCATCARAARACCTG 361
I 0 U A A O A A A O O o 9
Sbjct 574 GCACCTCAAGCTGAACGGAAAAGTCCTGGCGGCCATGTACCAGGGCACCATCARAACCTG 633

Query 362 GGACGACCCGCAGATCGCTGCGCTCAACCCCGGCGTGAACCTGCCCGGCACCGCGGTAGT 421

0 40 N A O O 0 O A A 0 1 0 1 0 A o O S O s
Sbijct 634 GGACGACCCGCAGATCGCTGCGCTCAACCCCGGCGTGAACCTGCCCGGCACCGCGGTAGT 693
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Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

sbjct

422

694

482

754

542

814

TCCGCTGCACCGCTCCGACGGGTCCGGTGACACCTTCTTGTTCACCCAGTACCTGTCCAA

FERETRLLRE Rt et e bt et b e e eyt
TCCGCTGCACCGCTCCGACGEGTCCGETGACACCTTCTTGTTCACCCAGTACCTGTCCAR

GCAAGATCCCGAGGGCTGGGGCAAGTCGCCCGGCTTCGGCACCACCGTCGACTTCCCGET

RN R N R AR RN RN A
GCAAGATCCCGAGGGCTGGGGCARGTCGCCCGGCTTCGGCACCACCGTCGACTTCCTGGE

GGTGCCGGGTGCGCTGGGTGAGAACGGCARCGGCGGCNTGGTGACCGGTTGC 5383

FRELEER R bt e e bbb e vt
GGTGCCGGGTGCGCTGGGTGAGAACGGCAACGGCGGCATGGTGACCGGTTGC B6S

481

753

541

813
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Reverse sequence:

-
> gbIM30046. 1 IMSGPABA M. tuberculosis protein antigen b (Pab) gene, complete

cds

Length=1993

Score = 1077 bits (583), Expect = 0.0
Identities = 591/597 (98%), Gaps = 1/597 (0%)

Strand=Plus/Minus
Query 7 GGTC-ACGAGGCTAGCTGGARATCGTCGCGATCAACGCGTCANACAACTTCACCACCGCG
00 O [ R 0 1 0 1 1 G 0 10 o T e T 1 O
Sbjct 1287 GGTCAACGAGGCTAGCTGGAARATCGTCGCGATCAACGCGTCAGACAACTTCACCACCGCG
Query 66 GGCGGCAGCGGCTGGAAATGAACCTGGTCGAGGRACGAGGCCTTGTTGCCGTCGGTGATC
L R S N NN RN
Sojct 1227 GGCGGCAGCGGCTGGAAATGAACCTGEGTCGAGGAACGAGGCCTTGTTGCCGTCGGTGATC
Query 126 GCCCAGTGCANAAATGCCTGCAAGGTCTGCGOGGTGGCGGCGTCCT I TTGCCGGTTGTTG
0 1 0 A T O O O 0 1 0
Sbjct 1167 GCCCAGTGCAGAAATGCCTGCAAGGTCTGCGCGETGGLGGCETCCTTITGCCGETTGTTG
Query 186 ACGATGGCGTACTCGTAGTTGATGATCGGGTAGCCGTCCGGEGCGEECCCGTCGATCATC
FERELETER e e et ey et
Sbjct 1107 ACGATGGCGTACTCGTAGTTGATGATCGGGTAGCCGTCCGGGGCGEGCCCGTCGATCATC
Query 24p GAAATCGCCTGGTTCGCCGGGETTT TCGATGCGAAGCCAGCCGCCGCGGOC TGAATGCTT
O B N R R N R NN RN
Sbjct 1047 GAAATCGCCTGGTTCGCCGGGGTTTTCGATGCGAAGCCAGCCGCCGCGGCCTGARATGETT
Query 306 TGCGCGTCGGGCAACAAGAAATTGCCAGAGCTAT TGCCTAGT TGGGCCTCGCCGAGTCCT
5 1 0 1 A O I e A N R N N R R
Skjct 987 TGCGCGTCGGGCARCAAGARAT IGCCAGAGCTATTGCCTAGTTGGGCCTCGLCGAGTCCT
Query 366 CGTTGACTGGCCTGNTCNAGGAAGCTGATGCCGATATAGGCCACGCAGLCCGGTGTCTCG
LR O T O A 0 0 1 O 0 T R O
Sbjct 927 CGTTGACTGGCCTGGTCGAGGAAGCTGATGCCGATATAGGCCACGCAGCCCGGTGTCTCS
Query 42¢ GCGCAACCGGTCACCATGCCGLCGTTECCGTTCTCACCCAGEGCACCCGECACCGECEGS
R RN
Sbjet 867 GCGCRACCGGTCACCATGCCGCCGT TGCCGTTCTCACCCAGCGCACCCGGCACCGLCGGE
Query 486 AAGTCGACGGTGGTGCCGAAGCUGGGCGACTTGCCCCAGCCCTCGGGATCTTGCTTGGAC
R0 L 4 0 1 I T e T 6 0 O T T O o O T A
Sbjct BO7 AAGTCGACGGTGGTGCCGAAGCCGEGCGACTTGCCCCAGCCCTCGGGATCTTGCTTGGAC
Query 546 AGGTACTGGGTGAACAAGAAGGTGTCACCGGACCCGTCGGaNCGGTGCAGCGGAACT 602
PEATEETRNR R e b et ity bt vertrerrbetene
Sbhijct 747 AGGTACTGGGTGAACAAGAAGGTGTCACCGGACCCGTCGGAGCGGTGCAGCGGAACT 681

65
1228
125
1le8
185
1108
245
1048
305
a8s
365
928
425
B6B
485
808
545

748
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BAB VI
KESIMPULAN DAN SARAN

Dari penelitian pendahulan mengenai kloning and ekspresi gen pab pengkode antigen

78 ini diperoleh beberapa kesimpulan:

|. Berhasilnya kloning dan ekpresi gen pab dari M. tuberculosis pada E. coli DH5a
dengan sistem heterolog.

2. Rangkaian DNA M. tubercolosis yang disiolasi dari pasien TBC di Malang
menunjukkan homologi yang sangat tinggi dengan M. ruberculosis yang sudah
dipublikasikan. Ada harapan yang tinggi bahwa protein yang dihasilkan juga
mempunyai karakter yang sama pula dengan antigen 78.

UBUU&TO

SARAN
Penelitian ini merupakan studi awal dan merupakan peneltian pertama yang

dilakukan di Indonesia untuk memproduksi antigen rekombinan. Namun demikian

karena studi berbasis molekuler sangat mahal biayanya. Kalau pada penelitian kali ini
baiay bisa ditekan, itu karena kita mengerjakannya di Lambaga Penelitian Eikjman
yang sudah memeliki fasilitas lengkap termasuk bahan kimia. Dengan demikian kita
tidak harus membeli dalam jumlah banyak. Namun dekimian, yang kita butuhkan
juga agar bagaimana penelitian yang berkualias bisa dilakukan di institusi sendiri.

Dari sini memang dibutuhkan suatu komitmen yang serius dari Lembaga terkait

seperti fakultas dan LEMLIT untuk membantu penelitian seperti ini sampai tuntas

sehingga hasilnyapun bisa dinikmati oleh masyarakat.
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Abstract

Antigen 38, a 38 kDa protein of Mycobacterium tuberculosis is a species-specific antigen
with high specificity (95%). Gaining a large amount of this protein through conventioral
method confront several obstacles: a high cost laboratories salety facilities, difficulties in
identification of the secreted proteins and the low activity after purification. In the present
study, we report the molecular cloning of pab gene encoding the antigen 38 from M.
tuberculosis and its overexpression in heterologous system in Escherichia coli. The DNA
segment corresponding to the antigen 38 was obtained by polymerase chain reaction
(PCR) amplification of the field strain of M. tuberculosis genomic DNA collected from
patient suffering pulmonary tuberculosis hospitalized in local hospital, Batu-Malang. A
single band corresponding to 900bp was purified and ligated into pGEmT vector. White
colonies were selected and checked for DNA sequence on 3130x] Genetic Analyzer
(Applied Biosystem). The DNA sequence analysis of the clone showed that it has 95%
homology to that of published sequence of M. twberculosis H37Rv. This clone was then
used to generate an expression construct using pRoExHT as the backbone and
subsequently transformed into E. coli DHS5a. The resulting clones were checked via PCR
and DNA sequencing. Expression studies including affinity purification of the
recombinant protein facilitated by the hexahistidines peptide of the vector pRoExXHT are
In progress.

Keywords : cloning, overexpression, pab, M. tuberculosis, heterologous system.

C. SINOPSIS PENELITIAN LANJUTAN

Untuk penelitian lanjutan dari proyek ini, maka akan terdiri dari ekspresi pMBhis,
purifikasi antigen 78 dan kemudian tes serulogis rekombinan protein.

Untuk penelitian itu semua diperlukan dana lebih dari 50 juta, oleh karena itu kami tidak
mengajukan lagi ke proyek hibah bersaing.
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Cloning, Sequencing and Expression of pab Gene of
Mpycobacterium tuberculosis Using Heterologous System

Tri Yudani Mardining Raras !, Diana Lyrawati 2, Soemarnos
' Laboratory of Biochemistry-Biomol, * Laboratory of Pharmacy, 3 Laboratory of Microbiclogy, 4
Laboratory of Biomedical Science, Faculty of Medicine, Brawijunya University, J.Veteran, Malang,
Indonesia.

Antigen 38, a 38 kDa protein of Mycobactertum tuberculosis is a species-specific antigen with
high specificity (95%). Gaining a large amount of this protein through conventional method
confront several obstacles: a high cost laboratories safety facilities, difficulties in identification of
the secreted proteins and the low activity after purification. In the present study, we report the
molecular cloning of pab gene encoding the antigen 38 from M. ftuberculosis and its
overexpression in heterologous system in Escherichia coli, The DNA segment corresponding to
the antigen 38 was obtained by polymerase chain reaction (PCR) amplification of the field strain
of M. tuberculosis genomic DNA collected from patient suffering pulmonary tuberculusis
hospitalized in local hospital, Batu-Malang. A single band corresponding to goobp was purified
and ligated into pGEmT vector. White colonies were selected and checked for DNA sequence on
3130x] Genetic Analyzer (Applied Biosystem). The DNA sequence analysis of the clone showed
that it has 95% homology to that of published sequence of M tuberculosis H37Rv. This clone was
then used to generate an expression construct using pRoExHT as the backbone and subsequently
transformed into E coli DH5. The resulting clones were checked via PCR and DNA sequencing.
Expression studies including affinity purification of the recombinant protein facilitated by the
hexahistidines peptide of the vector pRoOEXHT are in progress.

Keywords: cloning, overexpression, pab, M. tuberculosis, heterologous system.



	New Scan-20080408085736-00001.jpg
	New Scan-20080408085744-00002.jpg
	New Scan-20080408085751-00003.jpg
	New Scan-20080408085758-00004.jpg
	New Scan-20080408085805-00005.jpg
	New Scan-20080408085812-00006.jpg
	New Scan-20080408085819-00007.jpg
	New Scan-20080408085827-00008.jpg
	New Scan-20080408085834-00009.jpg
	New Scan-20080408085841-00010.jpg
	New Scan-20080408085848-00011.jpg
	New Scan-20080408085855-00012.jpg
	New Scan-20080408085902-00013.jpg
	New Scan-20080408085909-00014.jpg
	New Scan-20080408085917-00015.jpg
	New Scan-20080408085924-00016.jpg
	New Scan-20080408085931-00017.jpg
	New Scan-20080408085938-00018.jpg
	New Scan-20080408085945-00019.jpg
	New Scan-20080408085953-00020.jpg
	New Scan-20080408090000-00021.jpg
	New Scan-20080408090007-00022.jpg
	New Scan-20080408090014-00023.jpg
	New Scan-20080408090021-00024.jpg
	New Scan-20080408090029-00025.jpg
	New Scan-20080408090036-00026.jpg
	New Scan-20080408090043-00027.jpg
	New Scan-20080408090050-00028.jpg

