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ABSTRACT

Tuberculosis (TB) continues to be a major health problem worldwide, affecting millions of
people each year. The only vaccine approved for the prevention of TB is Bacillus Calmette-
Guérin (BCG). However, one of the limitations of BCG is that its preventive effect against
pulmonary TB varies from person to person. Therefore, there arises a need for a new TB
vaccine to replace BCG. This study aims to obtain the Ag85B recombinant protein which has
characteristics similar to the native Ag85B antigen from Mycobacterium tuberculosis. In this
study, we cloned and expressed recombinant Ag85B in mammalian cell culture. In the initial
step, we cloned synthetic Ag85B into mammalian expression vector pFLAG-CMV4 and
expressed the gene in CHO-K1 cells. Interestingly, a specific band around 30 kDa was
observed in the culture media of transfected cells by Western blot analysis. The results from
our research showed the potency of mammalian expression system to produce recombinant
protein Ag85B for new TB vaccine candidate.
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ABSTRAK

Tuberkulosis (TB) terus menjadi salah satu masalah kesehatan dunia yang mempengaruhi
jutaan manusia setiap tahun. Satu-satunya vaksin untuk TB yang ada adalah Bacillus
Calmette-Guérin (BCG). Namun demikian, vaksin BCG ini memiliki kelemahan berupa terjadi
efek preventif yang bervariasi dari satu individu terhadap individu lainnya. Oleh sebab itu
diperlukan pengembangan vaksin TB yang dapat menggantikan vaksin BCG yang sudah ada.
Penelitian ini bertujuan memperoleh protein rekombinan Ag85B yang memiliki karakteristik
mirip dengan antigen Ag85B native dari Mycobacterium tuberculosis. Pada penelitian ini, telah
dilakukan kegiatan pengklonaan dan ekspresi gen Ag85B pada galur sel mamalia. Pada
tahap awal dilakukan pengklonaan gen sintesis Ag85B ke dalam plasmid pada sel mamalia
pFLAG-CMV4 dan diekspresikan gennya pada sel CHO-K1. Hasil analisis Western blot
menunjukan tersekresinya gen target berukuran 30 kDa pada media kultur dari sel mamalia
yang ditransfeksi. Hasil dari penelitian ini menunjukkan potensi dari sistem ekpresi untuk
protein rekombinan Ag85B pada galur sel mamalia sebagai kandidat vaksin TB yang baru.
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PENDAHULUAN

Tuberkulosis (TB) merupakan penyakit
infeksi yang ditularkan lewat partikel-partikel
(1-5 pm) di udara yang mengandung bakteri
Mycobacterium tuberculosis (Mtb). Penyakit
ini menyebabkan kematian tidak kurang
sekitar 1 miliar orang selama 2 abad terakhir
(Smith 2003; Lee 2016). Infeksi TB menjadi
penyebab utama kematian pada orang-orang
yang terinfeksi human immunodeficiency
virus [HIV] (Kwan dan Ernst 2011; Pawlowski
et al. 2012). Pada tahun 2015, diperkirakan
sebanyak 10,4 juta orang terinfeksi TB
dengan lebih dari 1,8 juta kasus kematian
(Centis et al. 2017). Penyebab resiko utama
dari infeksi TB adalah kemiskinan, kepadatan
penduduk, kelaparan, dan ko-infeksi dengan
HIV (Duarte et al. 2018).

Pengobatan yang umum digunakan
pada pasien TB adalah kombinasi antibiotik
isonisida dan rifamisin. Namun kedua jenis
obat tersebut tidak efektif untuk pengobatan
pada kasus multi-drug resistant tuberculosis
(MDR-TB) (Seung et al. 2015). Beberapa
jenis obat baru anti-TB seperti bedaquiline
(Sirturo®; Janssen Therapeutics, Titusville,
NJ, USA) dan delamanid (Deltyba®; Otsuka
Pharmaceutical Co., Ltd., Tokushima, Japan)
saat ini sedang dikembangkan untuk
penanggulangan kasus MDR-TB (Rustomjee
dan Zumla 2015). Selain itu, beberapa
senyawa yang telah dikenal seperti linezolid,
imatinib, dan metformin juga sedang dikaji
sebagai alternatif untuk pengobatan MDR-TB
(Kwon et al. 2018).

Vaksin yang telah terlisensi terhadap
infeksi TB adalah Bacillus Calmette-Guérin
(BCG) (Luca dan Mihaescu 2013). Vaksin
tersebut dibuat dengan cara melemahkan M.
bovis (Matsuo dan Yasutomi 2011; Palmer
dan Thacker 2018). Penelitian sebelumnya
telah menunjukkan bahwa vaksin BCG dapat
mencegah TB meningitis dan TB pada anak,
namun vaksin tersebut tidak dapat
memberikan perlindungan pada infeksi
primer TB (Dockrell dan Smith 2017). Selain
itu, vaksin BCG juga tidak dapat mencegah
terjadinya infeksi paru laten (Sathkumara et
al. 2019). Efikasi dari jenis vaksin ini terhadap
infeksi TB paru juga sangat bervariasi, yaitu
di bawah 80% (Favorov et al. 2012; Kwon et
al. 2018).

Bakteri M. tuberculosis telah diketahui
mensekresikan ratusan protein dalam siklus
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hidupnya. Sebagian besar dari protein-
protein tersebut menimbulkan respons imun
spesifik pada inangnya dan potensial sebagai
biomarker untuk digunakan dalam
pengembangan sistem deteksi maupun
vaksin generasi baru terhadap infeksi TB
(Zhang et al. 2015). Salah satu biomarker
yang banyak dipelajari adalah kompleks
antigen 85 (Ag85) (Kruh-Garcia et al. 2014).
Kompleks antigen 85 terdiri atas antigen 85A,
B dan C. Antigen 85A (Ag85A) dan antigen
85B (Ag85B) memiliki kemampuan untuk
menginduksi respons imun sel T limfosit CD4
dan CD8. Oleh sebab itu, kedua antigen
tersebut saat ini paling banyak diteliti sebagai
kandidat vaksin TB generasi baru berbasis
protein rekombinan yang diharapkan dapat
menggantikan vaksin BCG yang selama ini
digunakan (Ernst et al. 2019).

Belum tersedianya vaksin TB generasi
baru yang lebih efektif dan efisien mendorong
dilakukannya usaha-usaha pengembangan
vaksin TB berbasis protein rekombinan. Pada
penelitian ini, telah dilakukan kloning dan
ekspresi protein rekombinan Ag85B dari M.
tuberculosis pada sel mamalia. Tujuan dari
penelitian ini adalah diperolehnya protein
rekombinan Ag85B yang memiliki
karakteristik yang mirip dengan antigen
Ag85B native dari M. tuberculosis.
Diharapkan dengan dilakukannya penelitian
ini dapat mempercepat penyediaan vaksin TB
generasi baru yang secara efektif dapat
mencegah kasus infeksi TB di Indonesia.

BAHAN DAN METODE

Tempat dan waktu penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium
Biologi Molekular Kesehatan dan
Laboratorium Kultur Sel, Pusat Teknologi
Farmasi Medika, LAPTIAB, BPPT Kawasan
Puspiptek, Serpong, Tangerang Selatan.
Waktu penelitian dilakukan pada Mei hingga
Oktober 2019.

Bahan

Gen sintetik pUC57-Ag85B (GenScript,
USA) didesain berdasarkan sekuen referensi
M. tuberculosis strain BJ10 strain Beijing
(GQ150316.1) yang mengkode gene fbpB
(Ag85B). Vektor ekspresi pFLAG-CMV4-HA
diperoleh dari Dr. Takeshi Kurosu (Osaka
University, Jepang). Sel Escherichia coli
Topl0 (Invitrogen) dan sel mamalia CHO-K1
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(Mikrobiologi FKUI) digunakan dalam proses
kloning dan ekspresi gen Ag85B.

Isolasi gen Ag85B

Gen Ag85B yang berukuran 1008 pb
diisolasi dari  plasmid pUC57-Ag85B
(GenScript, USA) dengan digesti enzim
restriksi Hindlll (FastDigest,
ThermoScientific) dan Xbal (FastDigest,
ThermoScientific). Sebanyak 2 pg plasmid
pUC57-Ag85B dipotong dengan 1,5 L enzim
Hindlll dan Xbal, 2 pL buffer (10x) dan air
bebas nuklease hingga total volum menjadi
20 pL, serta diinkubasi pada suhu 37°C
selama 3 jam. Reaksi digesti divisualisasi
pada gen agarosa 1% dan DNA gen Ag85B
diisolasi dari gel dan diekstraksi dengan
menggunakan kit Wizard® SV Gel dan PCR
Clean-Up System (Promega). Gen Ag85B
yang telah diisolasi di simpan pada suhu
—20°C hingga digunakan pada tahap
selanjutnya.

Kloning gen Ag85B

Sebanyak 2 pg plasmid pFLAG-CMV4-
HA dilinearisasi dengan 1,5 pL enzim Hindlll
dan Xbal, 2 pL buffer (10x) dan air bebas
nuklease hingga total volum menjadi 20 pL.
Reaksi linearisasi dilakukan pada suhu 37°C
selama 3 jam. Plasmid pFLAG-CMV4-HA
yang telah dilinearisasi dipurifikasi dengan
menggunakan kit Wizard® SV Gel dan PCR
Clean-Up System. Ligasi dilakukan antara
plasmid yang telah dilinearisasi dengan gen
Ag85B yang telah didigesti sebelumnya.
Rasio ligasi antara plasmid dengan gen
Ag85B adalah 1:5 yang direaksikan dengan
enzim Anza T4 DNA Ligase Master Mix
(ThermoScientific) dan diinkubasi pada suhu
22-24°C selama 1 jam.

Tahap selanjutnya adalah transformasi
hasil reaksi ligasi ke dalam sel kompeten E.
coli TOP10 (Invitrogen) dengan
menggunakan modifikasi metode CaCl,-heat-
shock (Hanahan et al. 1991). Sebanyak 3 mL
dari kultur E. coli TOP10 dikultivasi pada suhu
37°C, dengan kecepatan 180 rpm hingga
ODeoo mencapai nilai antara 0,6—1. Kemudian
kultur E. coli TOP10 dipeletkan dan
dikompetenkan dengan pencucian sebanyak
2 kali dengan menggunakan larutan dapar
0,5 M CacCl,. Ke dalam 100 pL sel kompeten
dimasukkan 10 pL larutan ligasi dan
diinkubasi di dalam es selama 30 menit. Sel
kompeten yang mengandung hasil ligasi
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diberikan kejutan panas (heat-shock) pada
suhu 42°C selama 90 detik dan disebar pada
media seleksi LB agar ampisilin (75 pug mL™).
Sel transforman yang muncul pada media
seleksi dipilih secara acak dan diisolasi
plasmid rekombinannya dengan kit Wizard®
Plus SV Minipreps DNA Purification System
(Promega). Plasmid yang diperoleh didigesti
dengan menggunakan enzim Hindlll dan
Xbal dan divisualisasi pada gel agarosa 1%.

Transfeksi plasmid rekombinan

Sel CHO-K1 ditumbuhkan pada plate
96 dengan densitas 3x10* sel mL™ sehingga
diperoleh konfluensi sel sekitar 60-70%
setelah diinkubasi selama 16-18 jam pada
suhu 37°C dan 5% CO.. Setiap 200 ng
plasmid rekombinan dilarutkan dalam 10 pL
OPTI MEM (Gibco) dan 0,2 pL reagen
TurboFect  (ThermoScientific). Setelah
diinkubasi selama 20 menit, larutan transfeksi
tersebut diteteskan ke atas sumur plate 96
yang telah ditumbuhkan sel CHO-K1 pada
hari sebelumnya. Setelah diinkubasi selama
48 jam, sel dicuci dengan PBS 1x dan
difiksasi selama 30 menit dengan 3,7%
formaldehid dalam PBS 1x dan dilanjutkan
dengan permebialisasi menggunakan 1%
Triton-X100 dalam PBS 1x selama 10 menit.
Sel kemudian dicuci sebanyak 3x dengan
PBS 1x dan di blocking dengan 1% Bovine
Serum Albumin (BSA) dalam PBS 1x selama
1 jam. Sel dicuci dengan PBS 1x dan
direaksikan dengan antibodi pertama, yaitu
antibodi anti-HA 1:500. Sel diinkubasi dengan
antibodi pertama pada suhu 4°C selama 16—
24 jam. Setelah itu sel dicuci dengan PBS 1x
sebanyak 5 kali dan dilanjutkan dengan
inkubasi dengan antibodi kedua yaitu Alexa
Fluor 488 anti-mouse IgG (ThermoScientific)
1:1000 selama 1 jam pada suhu 37°C. Sel
dicuci dengan PBS 1x sebanyak 3x lalu
diamati fluoresensinya dengan menggunakan
mikroskop fluorosens.

Analisa protein Ag85B rekombinan

Sel CHO-K1 ditumbuhkan pada plate
12 dengan densitas 2x10* sel mL-! sehingga
diperoleh konfluensi sel sekitar 60-70%
setelah diinkubasi selama 16-18 jam pada
suhu 37°C dan 5% CO,. Setiap 1 pg plasmid
rekombinan dilarutkan dalam 200 pL OPTI
MEM (Gibco) dan 3 pL reagen TurboFect
(ThermoScientific). Setelah diinkubasi
selama 20 menit, larutan transfeksi tersebut



diteteskan ke atas sumur plate 12 yang telah
ditumbuhkan sel CHO-K1 pada hari
sebelumnya. Setelah diinkubasi selama 48
jam, media tumbuh dan sel dikoleksi secara
terpisah dan ditambahkan dapar loading dye
6x SDS-PAGE. Protein total dari media
tumbuh dan sel CHO-K1 vyang telah
ditransfeksi diseparasi dengan menggunakan
gel akrilamid SDS PAGE 12% dan ditransfer
ke membran PVDF untuk analisa Western
blot. Membran PVDF yang telah ditransfer
kemudian dibloking dengan 5% skim milk
dalam PBS 1x Tween 0,1% (PBST) selama 2
jam pada suhu 37°C. Setelah dibloking,
membran direndam dengan antibodi pertama
yaitu antibodi anti-HA 1:1,000 dan diinkubasi
pada suhu 4°C selama 16-24 jam. Membran
dicuci dengan PBST sebanyak 5x dan
dilanjutkan dengan inkubasi dengan antibodi
kedua yaitu antibodi anti-mouse IgG HRP
1:10,000 selama 1 jam pada suhu 37°C.
Setelah dicuci dengan PBST sebanyak 5x,
membran  diinkubasi dengan  substrat
SuperSignal™ West Femto
(ThermoScientific) dan ditangkap signalnya
dengan film Hyperfilm ECL (Amersham).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Protein yang tersekresi pada darah
pasien pengindap infeksi TB dapat berfungsi
sebagai target antigen yang potensial dalam
pengembangan vaksin generasi baru. salah
satu biomarker yang potensial adalah

(A)

Xbal (a5

HindIII (1427)
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kompleks antigen Ag85
(Rv3804c/FbpA/Ag85A, Rv1886¢/FbpB/Ag85B
dan Rv0129c¢c/FbpC/Ag85C) (Kruh-Garcia et
al. 2014). Ketiga protein dari kompleks
antigen Ag85 tersebut memiliki aktivitas
enzim mycolyltransferase yang penting
dalam produksi trehalose dimycolate (TDM).
Fungsi dari kompleks antigen yang penting
tersebut menjadikan Ag85 sebagai target
pengembangan obat yang potensial untuk
pengobatan TB (Viljoen et al. 2018). Pada
antigen  Ag85B  khususnya, trehalose
dimycolate (TDM) dapat berfungsi sebagai
mediator proinflammatory ketika terjadinya
infeksi TB (Ernst et al. 2019).

Antigen Ag85B merupakan salah satu
imunodominan protein sekresi dari Mtb yang
telah banyak dipelajari sebagai kandidat
vaksin generasi baru untuk infeksi TB
(Ahmad et al. 2017). Telah dilaporkan pada
penelitian sebelumnya bahwa mencit yang
diimunisasi dengan bakteri BCG yang
kandungan antigen rekombinan Ag85B yang
tinggi (15,5 kali lebih tinggi dibandingkan
bakteri BCG original) memberikan efek
proteksi yang signifikan terhadap infeksi M.
leprae dibandingkan dengan mencit yang
diimunisasi dengan bakteri BCG original
(Gillis et al. 2014).

Pada penelitian ini, telah dilakukan
kloning dan ekspresi protein Ag85B dari Mtb
dengan menggunakan sistem ekspresi sel
mamalia. Isolasi gen Ag85B dilakukan
dengan digesti enzim restriksi. Digesti

HindIII (o66)

Xbal (1968)

Gambar 1. Konstruksi plasmid rekombinan. (A) Gen sintetik Ag85B pada plasmid pUC57-Ag85B berada di antara 2
situs pemotongan enzim restriksi yaitu Hindlll dan Xbal. (B) Gen Ag85B diinsersikan pada plasmid pFLAG-
CMV4-HA dan menjadi plasmid rekombinan pFLAG-CMV-HA-Ag85B
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dilakukan dengan menggunakan enzim
restriksi Hindlll dan Xbal untuk mengisolasi
gen Ag85B dari plasmid pUC57-Ag85B
(Gambar 1A). Digesti dengan enzim restriksi
Hindlll dan Xbal menghasilkan 2 fragmen
yaitu 2,7 kb yang merupakan ukuran dari
plasmid pUC57 dan fragmen yang berukuran

1kb

Gambar 2. Isolasi gen Ag85B dari plasmid pUC57-Ag85B
dengan digesti enzim restriksi (M: Marker
DNA 1 kb ladder; 1: plasmid pUC57-Ag85B
sebelum didigesti; 2: plasmid pUC-Ag85B
didigesti Hindlll/BamHI; 3: pasmid pUC-
Ag85B didigesti Hindlll/Xbal)

6 kb —

3 kb —

1 kb —

1 kb yang merupakan ukuran gen Ag85B
(Gambar 2). Setelah itu fragmen gen Ag85B
diisolasi dan digunakan dalam kloning ke
dalam plasmid pFLAG-CMV4-HA vyang
merupakan vektor ekspresi pada sel mamalia
sehingga akan diperoleh plasmid rekombinan
pFLAG-CMV4-HA-Ag85B (Gambar 1B).

Beberapa koloni transforman yang
tumbuh pada media seleksi LB agar ampisilin
telah dipilih dan diseleksi lebih lanjut untuk
dikonfirmasi keberadaan plasmid rekombinan
pFLAG-CMV4-HA-Ag85B. Sebanyak 9 koloni
dikultivasi dalam media cair LB ampisilin dan
diisolasi plasmidnya dan didigesti dengan
enzim restriksi Hindlll dan Xbal. Hasil digesti
menunjukkan bahwa 8 dari 9 Kklon
terkonfirmasi membawa fragmen gen Ag85B
pada plasmid pFLAG-CMV4-HA (Gambar 3).
Urutan basa nitrogen dari klon plasmid
rekombinan pFLAG-CMV4-HA-Ag85B telah
dikonfirmasi identik dengan sekuen referensi
gen Ag85B strain Beijing yang dominan
ditemukan di Indonesia (Gambar 4). Hasil
sekuensing menunjukkan kemiripan 100%
dengan sekuen referensi kecuali pada bagian
stop kodon dari gen rekombinan Ag85B yang
telah dimodifikasi sehingga keberadaan stop
kodon tepat setelah protein Tag HA pada
bagian ujung 3’.

— 6,3 kb

—1kb

Gambar 3. Konfirmasi plasmid rekombinan pFLAG-CMV4-HA-Ag85B dengan digesti enzim restriksi (M: Marker DNA
1 kb ladder; 1: plasmid pFLAG-CMV4-HA didigesti Hindlll/Xbal (kontrol negatif); 2-10: plasmid rekombinan

didigesti Hindlll/Xbal)
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10 20 30 40 50 60 70
T T T T S o e I
Ag85B MTb Beijing strain ATGACAGACGTGAGCCGAAAGATTCGAGCTTGGGGACGCCGATTGATGAT
pFLAG-CMV4-Ag85B AGCTTGGTACCGCCATGGCG. . o &ttt ittt e e ettt e e e e e e et et ae e eeeeeeeeeeaneeans
80 90 100 110 120 130 140

T T T T T T
Ag85B MTb Beijing strain CGGCACGGCAGCGGCTGTAGTCCTTCCGGGCCTGGTGGGGCTTGCCGGCGGAGCGGCAACCGCGGGCGCG
PFLAG=CMVA-AGE5B ottt et e e e e e e e

Ag85B MTb Beijing strain TTCTCCCGGCCGGGGCTGCCGGTCGAGTACCTGCAGGTGCCGTCGCCGTCGATGGGCCGCGACATCAAGG
DPEFLAG-=CMVA=AGS5B ettt et e e e e e e e e e e e e

220 230 240 250 260 270 280
F T T N I FE T L U IR I IR RO IO
Ag85B MTb Beijing strain TTCAGTTCCAGAGCGGTGGGAACAACTCACCTGCGGTTTATCTGCTCGACGGCCTGCGCGCCCAAGAC
PELAG=CMVA=AGS5B ettt et e e e e e e e

Ag85B MTb Beijing strain CTACAACGGCTGGGATATCAACACCCCGGCGTTCGAGTGGTACTACCAGTCGGGACTGTCGATAGTCATG
DPFLAG=CMVA=AGSB5B ettt et e e e e e e e e e e e e e

360 370 380 390 400 410 420

B T [ N S RO EU AU (U IR IR EPRPRPREN EUSUEURN PPN
Ag85B MTb Beijing strain CCGGTCGGCGGGCAGTCCAGCTTCTACAGCGACTGGTACAGCCCGGCCTGCGGTAAGGCTGGCTGC
PELAG=CMVA=AGS5B ettt et e e e e e e e e e e

Ag85B MTb Beijing strain CTTACAAGTGGGAAACCTTCCTGACCAGCGAGCTGCCGCAATGGTTGTCCGCCAACAGGGCCGTGARAGCC
DPEFLAG=CMVA=AGB5B ettt et e e e e e e e e e e e e e

500 510 520 530 540 550 560
FE O T U IR L IR IR IR R T TR P IR
Ag85B MTb Beijing strain CACCGGCAGCGCTGCAATCGGCTTGTCGATGGCCGGCTCGTCGGCAATGATCTTGGCCGCCTACCACCCC
PELAG=CMVA=AGB5B ottt et e e e e e e e

570 580 590 600 610 620 630

T T T P I F R e

Ag85B MTb Beijing strain GCAGTTCATCTACGCCGGCTCGCTGTCGGCCCTGCTGGACCCCTCTCAGGGGATGGGGCCTAGCCTGA
PFLAG-CMVA-AGB5B ottt tee ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

640 650 660 670 680 690 700

FO T U I S IR IS URR I IO IR PUPRPS I IPUU
Ag85B MTb Beijing strain TCGGCCTCGCGATGGGTGACGCCGGCGGTTACAAGGCCGCAGACATGTGGGGTCCCTCGAGTGACCCGGC
PELAG=CMVA=AGS85B ettt e e et e e e e e

710 720 730 740 750 760 770

I [ B T T O [ AP

Ag85B MTb Beijing strain ATGGGAGCGCAACGACCCTACGCAGCAGATCCCAAAGCTGGTCGCAAACAACACCCGGCTATGGGTTTAT
PFLAG=CMVA=AGB5B ttteete et e et e e e e e e e e e e e e e e e

780 790 800 810 820 830 840

B T 1 O (A IR IR U S T A P I
Ag85B MTb Beijing strain TGCGGGAACGGCACCCCGAACGAGTTGGGCGGTGCCAACATACCCGCCGAGTTCTTGGAGAACTTCGTTC
PELAG=CMVA=AGS85B ettt e e et e e e e

850 860 870 880 890 900 910

[ T IR I P O P I B e |

Ag85B MTb Beijing strain GTAGCAGCAACCTGAAGTTCCAGGATGCGTACAACGCCGCGGGCGGGCACAACGCCGTGTTCAACTTCCC
DPFLAG=CMVA=AGS5B ettt ee ettt e et e et e e e e e e e e e e e e e

920 930 940 950 960 970 980

S 1 O A [P IR AR O R AP I I
Ag85B MTb Beijing strain GCCCAACGGCACGCACAGCTGGGAGTACTGGGGCGCTCAGCTCAACGCCATGAAGGGTGACCTGCAGAGT
PELAG=CMVA=RAGS85B ettt et e et e e e e e e

990 1000 1010 1020
B T N R R

Ag85B MTb Beijing strain TCGTTAGGCGCCGGCTGA
PFLAG-CMV4-Ag85B i, G. .TCCTCTAGAGGATCCCGGGTGA

Gambar 4. Konfirmasi basa nukleotida dari gen Ag85B pada plasmid rekombinan pFLAG-CMV4-HA-Ag85B
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Ekspresi protein rekombinan Ag85B
dievaluasi dengan metode
immunofluorescence assay (IFA) dan
Western blot. Ekpresi protein dilakukan pada
sel CHO-K1 yang merupakan turunan dari
sel CHO. Sel CHO banyak digunakan dalam
industri farmasi untuk menghasilkan protein-
protein rekombinan yang bernilai komersial
tinggi (Gupta et al. 2017). Beberapa
kelebihan utama penggunaan sel CHO
dibandingkan dengan sistem ekspresi
lainnya adalah kemampuannya untuk dapat
tumbuh dalam bentuk suspensi sehingga
dapat digunakan dalam volum skala
produksi yang besar, menghasilkan produk-
produk protein yang memiliki modifikasi
paska translasi yang mirip dengan protein
yang dihasilkan dari sel manusia. Selain itu,
sel CHO juga dapat beradaptasi pada
perubahan kondisi (pH, suhu, tekanan) yang
cukup ekstrim pada proses produksi di
Industri (Dumont et al. 2016). Berdasarkan
hal tersebut maka pada penelitian ini
digunakan sel CHO-K1 dalam
mengekspresikan protein rekombinan
Ag85B.

Pada Gambar 5 terlihat bahwa
ekpsresi protein Ag85B pada sel CHO-K1
yang telah ditransfeksi dengan plasmid
rekombinan pFLAG-CMV4-HA-Ag85B
menunjukkan intensitas cahaya fluoresens
tidak terlalu berbeda dengan kontrol negatif
berupa sel CHO-K1 yang tidak ditransfeksi

(A)

ketika diuji dengan metode IFA. Secara
umum, metode IFA hanya dapat digunakan
untuk mengevaluasi protein rekombinan
yang terekspresi di bagian intraseluler atau
di bagian trans-membran sel (Chapin et al.
2009). Oleh sebab itu, untuk menganalisa
lebih lanjut kemungkinan tersekresinya
protein rekombinan Ag85B ke media

pertumbuhan CHO-K1 yang telah
tertransfeksi, maka dilakukan analisa
Western blot.

Analisa  ukuran protein  Ag85B

berdasarkan hasil Western blot dari sampel
sel lisat maupun media tumbuh dari sel
CHO-K1 yang telah ditransfeksi terdapat
pada Gambar 6. Prediksi ukuran protein
Ag85B berdasarkan panjang fragmen gen
Ag85B yang dikloning adalah sekitar 37 kDa.
Pada sampel sel lisat, tidak tampak adanya
pita protein spesifik Ag85B yang muncul dari
hasil Western blot (Gambar 6A). Pada
sampel yang berasal dari media tumbuh
CHO-K1 yang telah tertransfeksi plasmid
rekombinan pFLAG-CMV4-HA-Ag85B
terlihat pita protein yang berukuran sekitar
30 kDa (Gambar 6B). Pada penelitian
sebelumnya dilaporkan bahwa ukuran
protein Ag85B yang diekspresikan pada
sistem ekspresi E. coli adalah sekitar 34 kDa
(Fihiruddin et al. 2019). Perbedaan ukuran
antara prediksi dengan hasil yang diperoleh
dalam analisa Western blot tersebut
dikarenakan adanya proses pemotongan 40

Gambar 5. Uji ekspresi protein Ag85B dengan metode Immunofluorescence Assay (IFA) (perbesaran mikroskop 40x%).
(A) Sel CHO-K1 yang tidak ditransfeksi (kontrol negatif). (B) Sel CHO-K1 yang telah ditransfeksi dengan
plasmid rekombinan pFLAG-CMV4-HA-Ag85B (beberapa sel CHO-K1 ditunjukkan dengan panah putih)

92



asam amino bagian ujung 5 yang terjadi
ketika protein Ag85B akan dilepaskan dari
sel kultur yang terinfeksi oleh M. tuberculosis
(Huygen 2014). Proses vyang sama
diperkirakan terjadi ketika protein Ag85B
diproses di dalam sel CHO-K1 sehingga
protein rekombinan tidak diperoleh pada sel
lisat karena protein tersekresikan pada
media kultur dari CHO-K1. Pada penelitian
ini, gen sintesis Ag85B digunakan
berdasarkan sekuen referensi M.
tuberculosis strain BJ10 strain Beijing
(GQ150316.1) tanpa dilakukan optimasi
kodon. Sehingga pada bagian konstruksi
plasmid pFLAG-CMV4-HA-Ag85B masih
memiliki  signal peptide otentik yang
diharapkan akan memudahkan proses
maturasi dari sekresi protein rekombinan
Ag85B dari sel mamalia CHO-K1.

(A) 1 2 3 4

72 kDa —

55 kDa —

43 kDa —

34 kDa —

26 kDa —

(B)
72 kDa — ;
55 kDa —

43 kDa —

34 kDa—

26 kDa —
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KESIMPULAN

Protein Ag85B dari M. tuberculosis
strain Beijing yang memiliki penyebaran
dominan di Indonesia telah berhasil
diekspresikan pada sistem galur sel
mamalia CHO-K1. Protein tersebut memiliki
karakter yang mirip dengan antigen Ag85B
pada kultur M. tuberculosis yang telah
dilaporkan pada penelitian sebelumnya,
yaitu tersekresikan ke media kultur dari sel
dan memiliki ukuran sekitar 30 kDa.
Penelitian selanjutnya perlu dilakukan untuk
mengetahui karakter lainnya seperti profil
paska modifikasi translasi serta
kemampuan protein rekombinan Ag85B
tersebut sebagai kandidat vaksin subunit
untuk TB dalam menginduksi respons imun
seluler dan humoral.

5 6 7 8 9 10

Gambar 6. Uji ekspresi protein Ag85B dengan Western blot. (A) Ekspresi protein Ag85B pada sel lisat sel CHO-K1
yang telah ditransfeksi maupun kontrol negatif. (B) Ekspresi protein Ag85B pada media kultur sel CHO-
K1 yang telah ditransfeksi maupun kontrol negative. (1-9: Klon sel CHO-K1 rekombinan; 10: Sel CHO-K1
tidak ditransfeksi (kontrol negatif); tanda panah putih: Ag85B tersekresi)
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