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ABSTRAK

Region transmembran merupakan bagian protein yang terletak
pada keseluruhan membran sel. Region transmembran ini dapat
ditemukan pada protein L1, yang merupakan protein penyusun
kapsid ikosahedral Human Papillomavirus (HPV). HPV merupakan
virus yang menyebabkan banyaknya kasus kanker serviks baik di
Indonesia maupun di dunia. Kanker serviks menempati urutan
ketiga sebagai penyebab utama kanker wanita di dunia dan
menempati urutan pertama di Indonesia. Salah satu tipe HPV
yang paling banyak menyebabkan kanker serviks di Indonesia
adalah HPV tipe 52, dengan prevalensi tertinggi sekitar 23.2%.
Oleh karena itu, dalam penelitian ini perlu dilakukan
pengembangan vaksin berbasis VLP dengan menggunakan
template HPV 52 isolat Indonesia. VLP diperoleh dari hasil
perakitan protein kapsid L1 yang kemungkinan besar akan
menyebabkan terjadinya agregat jika masih memiliki region
transmembran. Oleh karena itu, pada penelitian ini dilakukan
analisis region transmembran pada protein L1 HPV tipe 52 yang
sudah mengalami pemotongan beberapa basa pada bagian N-
terminal dan C-terminal. Protein L1 HPV 52 yang sudah
disimulasi-lligasikan pada pET32b(+), dianalisis termasuk protein
fusi atau tidak. Setelah itu, dilakukan analisis region
transmembrane yang dibandingkan dengan full length L1 HPV
52. Software yang digunakan adalah tmdas.bioinfo.se/DAS dan
dikonfirmasi dengan wlab.ethz.ch/protter/#. Hasill
menunjukkan bahwa protein rekombinan L1 HPV 52 yang
merupakan truncated segment tidak memiliki region
transmembran jika dibandingkan dengan protein L1 HPV 52
native.

Kata Kunci: Hidrofobik, L1 HPV 52, dan Region transmembran

ABSTRACT

The transmembrane region is the region of a protein that is inserted
into the cell and has a hydrophobic tendency. One of these regions
can be found in the L1 protein, which is a protein that makes up the
human papillomavirus (HPV) icosahedral capsid. HPV is a virus
causing cervical cancer both nationally and globally. Cervical
cancer is the third main cause of cancer in women globally and the
first main cause in Indonesia. One of the most common types of HPY
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causing cervical cancer in Indonesia is HPV type 52, with the highest
prevalence of around 23.2%. Development of a VLP-based vaccine
using L1 HPV type 52 isolated from Indonesia is needed. VLP was the
result of L1 protein assembly. However, L1 protein has a
transmembrane region that is mostly hydrophobic and will usually
form an aggregate. It will cause the targeted protein to settle in the
water. Therefore, in this study, an analysis of the transmembrane
region of the L1 HPV type 52 protein was carried out which had
undergone cleavage of several bases at the N-terminal and C-
terminal. The simulated-ligated HPV 52 L1 protein on pET32b(+)
was analyzed whether it included fusion protein or not. After that,
transmembrane region analysis was performed compared to full
length L1 HPV 52. The software used was tmdas.bioinfo.se/DAS and
confirmed with wlab.ethz.ch/protter/#. The results showed that the
recombinant L1 HPV type 52 protein, which is a truncated segment,
didnot have a transmembrane region when compared to the native
L1 HPV type 52 protein.

Keywords: Hydrophobic, L1 HPV 52, and Transmembrane
region

1.

PENDAHULUAN

569.847 kasus kanker serviks yang

Region transmembran merupakan terdiagnosis setiap tahunnya di dunia

bagian protein yang  terletak pada
keseluruhan membran sel (Manor et al.,
2012). Region transmembran salah
satunya dapat ditemukan pada protein L1.
Protein L1 merupakan salah satu protein
yang menyusun HPV (Human
Papillomavirus). Protein ini dapat merakit
dengan sendirinya untuk membentuk
kapsid icosahedral (Zhang et all., 2017).
Kapsid tersebut akan mengarahkan
endositosis pada virus dan menyebabkan
HPV keluar dari sel yang terinfeksi dan akan
menginfeksi sel yang lainnya. HPV (Human
Papillomavirus) merupakan virus yang
menyebabkan banyaknya kasus kanker
serviks baik di Indonesia maupun di dunia
(Hansen, 2002; Evriarti dan Yasmon, 2019).

Kanker serviks menempati urutan
ketiga sebagai penyebab utama kanker
wanita di dunia dan menempati urutan
pertama di Indonesia. Berdasarkan
estimasi tahun 2018, terdapat sekitar

(ICO/IARC (HPV information center), 2019).
Sedangkan di Indonesia, kanker serviks
memiliki prevalensi tertinggi yaitu 0,8%o
(sekitar 98.692 jiwa penduduk Indonesia)
(Pusat Data dan Informasi Kemenkes RI,
2015).

Salah satu tipe HPV yang paling
banyak menyebabkan kanker serviks di
Indonesia adalah HPV tipe 52 (Vet dkk.,
2008). Vet dkk. (2008) mengumpulkan
spesimen tumor sebanyak 2686 sampel dari
wanita Indonesia usia 15-70 tahun. Sampel
tersebut diambil dari tiga wilayah di Indonesia
yaitu Jakarta, Tasikmalaya, dan Bali. Hasil
penelitian tersebut ditemukan bahwa DNA
HPV tipe 52 memiliki prevalensi tertinggi
yaitu 23.2%, dan baru diikuti oleh tipe 16
sebanyak 18%, tipe 18 sebanyak 16.1%, dan
tipe 39 sebanyak 11.8%. Oleh karena itu
perlu dikembangkan vaksin, salah satunya
adalah vaksin berbasis VLP dengan
menggunakan template HPV 52 isolat
Indonesia. VLP diperoleh dari hasil
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perakitan protein kapsid L1 dan hasil
perakitannya memiliki struktur morfologis
mirip dengan kapsid virus namun tidak
memiliki materi genetik sehingga bersifat
non-infeksius (Kirnbauer et al., 1992).
Namun, protein L1 ini memiliki
Region
transmembran sebagian besar memiliki
sifat hidrofobik dan
membentuk suatu agregat jika dilakukan

region transmembran.

biasanya akan
tahap purifikasi protein. Agregat tersebut

target
mengendap dalam air (Manor et al., 2012).

akan  menyebabkan protein
Oleh karena itu, pada penelitian ini
dilakukan analisis region transmembran
pada protein L1 HPV tipe 52 yang sudah
mengalami pemotongan beberapa basa
pada bagian N-terminal dan C-terminal.
Hal ini bertujuan untuk mengetahui
apakah protein tersebut masih memiliki
region transmembran atau tidak, yang
nantinya akan memberikan dampak pada
penelitian tahap selanjutnya.

2. METODE PENELITIAN

Bahan yang digunakan adalah gen
LT HPV 52 isolat Indonesia yang yang
awalnya telah diinsersikan pada plasm id
pPICZA oleh Hanifa (2018).Selain itujuga
dibutuhkan enzim restriksi dan ligase
yang sesuai, dan kit purifikasi. Gen L1
HPV 52 tersebut diperoleh dari hasil
isolasipasien penderita kankerserviks di
Rumah Sakit Hasan Sadikin (RSHS) pada
tahun 2011, Gen L1 tersebut direstriksi
dan diligasikan pada plasmid pET3b(+)
(Invitrogen) yang  diperoleh  dari
Laboratorium GBM (Genetika dan
BioteknologiMolekuler)SITH ITB.

Gen tersebut merupakan truncated
fragment. Oleh karena itu, sebelum
dilakukan tahapan lebih lanjut, dilakukan

HPV 52 (truncated
fragment) menjadi protein L1 HPV 52 yang

konversi gen L1

kemudian disejajarkan dengan protein L1

yang masih memiliki region
transmembrane dan protein L1 yang
sudah tidak

transmembrane namun sekuens asam

memiliki region
amino lengkap dimulai dari metionin
hingga stop kodon. Pensejajaran dilakukan
menggunakan EMBOSS Needle. Tahap ini
digunakan untuk mengetahui apakah
asam amino region transmembrane
merupakan bagian dari protein L1 HPV 52
dan untuk mengetahui apakah berada
sebelum atau sesudah metionin protein L1
HPV 52. Selain itu, juga untuk mengetahui
bahwa protein L1 HPV 52 yang digunakan
dalam penelitian dimulai dan diakhiri pada
asam amino keberapa.

Selain itu, protein L1 HPV 52 yang
sudah disimulasi-lligasikan pada
pET32b(+), akan dianalisis termasuk
protein fusi atau tidak. Setelah itu,
dilakukan analisis region transmembrane
yang dibandingkan dengan full length L1
HPV 52. Software yang digunakan adalah
tmdas.bioinfo.se/DAS (Cserzo et.al, 1997),
dan_dikonfirmasi _dengan menggunakan
wlab.ethz.ch/protter/# (Wollscheid et al,

2019).

3. HASIL DAN PEMBAHASAN

Gen yang digunakan
penelitian ini bukan merupakan full length
gene namun telah dihilangkan beberapa
basa baik pada ujung N maupun ujung C,
sehingga memiliki panjang sekitar 1446bp.
Pada penelitian ini dilakukan analisis
panjang asam amino protein L1 HPV 52
yang digunakan dalam penelitian ini
dibandingkan dengan L1 HPV 52 dari NCBI
dengan accession number JN874433.1

dalam
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yang mewakili L1 HPV 52 yang masih
memiliki region transmembrane dan L1
HPV 52 yang sudah dihilangkan region
transmembrannya dengan  accession
number DJ438947.1. Protein L1 HPV 52
dengan accession number JN874433.1
memiliki panjang 529aa dan protein L1
HPV 52 dengan accession number
DJ438947.1 memiliki panjang 503aa.
Protein tersebut dilakukan analisis letak
dari region tarnsmembran menggunakan
smart.embl-heidelberg.de dengan acuan
PDB. Berdasarkan hasil analisis, protein L1
HPV 52 dengan accession number
JN874433.1 terletak pada asam amino ke-
26 (metionin) hingga asam amino ke-529
sedangkan region transmembran terletak

pada asam amino ke-5 hingga ke-24.
Dengan demikian, dapat diketahui bahwa
region transmembrane berada sebelum
protein L1 HPV 52 dan masih berjarak 2aa
sebelum metionin L1 HPV 52. Sedangkan
hasil analisis protein dengan accession
number DJ438947.1 dinyatakan bahwa
protein kapsid L1 HPV 52 terletak pada
asam amino ke-1 (metionin) hingga asam
amino ke-503. Pada hasil ini dapat
diketahui bahwa region transmembrane
yang dihilangkan tidak mengganggu
urutan asam amino penyusun protein L1
HPV 52. Protein L1 HPV 52 yang digunakan
dalam penelitian ini (truncated fragment)
dimulai dari asam amino ke-8 hingga asam
amino ke-488.

Salah satu tujuan dihilangkannya
beberapa basa pada ujung N dan ujung C
adalah
pemurnian dan peningkatan yield protein
Hal ini dikarenakan oleh
asam amino ujung C dari protein L1 HPV

untuk mempermudah proses
rekombinan.

memusatkan tiga sifat yaitu pengikatan
DNA, pengemasan DNA, dan lokalisasi inti

Anjayati H

(Zhou dkk. 1991; Li dkk., 1997; Touze,
2000). Selain itu, hasil penelitian Pimienta
(2018) yang juga mengggunakan
truncated L1 HPV pada wujung C
menunjukkan peningkatan jumlah protein
L1 HPV pada analisis densitometrik.
Peningkatan tersebut sebanyak empat kali
lipat dibandingkan dengan wild-type.
Disisi lain, pertimbangan
pemotongan pada ujung N adalah untuk
menghilangkan region transmembrannya.
Region transmembran memiliki
kecenderungan hidrofobik dan melekat
(Manor, 2012).

Pemotongan asam amino pada ujung N

pada membrane sel

tersebut diharapkan dapat menjadikan
protein L1 HPV 52
kecenderungan hidrofilik dan berada pada

memiliki

fase  terlarut.  Dengan  demikian,
pemotongan asam amino pada ujung N
dan ujung C diharapkan akan didapatkan
protein L1 HPV 52 yang terlarut dalam
sitoplasma dengan yield yang tinggi.
Protein L1 HPV 52 yang sudah didelesi 7
basa pada ujung N dan didelesi 15 basa
pada ujung C tersebut mempengaruhi
pembentukan VLP menjadi small VLP.
Chen (2000) menyatakan bahwa Small VLP
tetap dapat menginduksi antibodi seperti
VLP namun konformasi proteinnya tidak
terlalu stabil seperti VLP. VLP akan tetap
terbentuk ketika delesi <10 asam amino
pada ujung N namun ketika dilakukan
delesi sebanyak 10 asam amino pada
ujung N maka hanya akan terbentuk small
VLP. Pembentukan VLP dan small VLP
hanya dapat terjadi dengan maksimal
delesi 13 asam amino pada ujung N
terminal. Delesi = 13 asam amino
menyebabkan pelipatan

protein.

kesalahan
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Setelah dilakukan analisis letak
region tarnsmembran  menggunakan
smart.embl-heidelberg.de, gen L1 HPV 52
direstriksi dari gen pPICZA kemudian
disimulasi-ligasikan  pada  pET32b(+).
PET32b(+) memiliki ukuran 5899 bp dan
ketika direstriksi menggunakan Ncol dan

Ecorl menghasilkan pita linier berukuran
5800bp. Hasil restriksi gen L1 HPV 52
dengan ukuran 1448 bp yang diinsersikan
ke dalam plasmid pET32b(+) yang sudah

Trombin site
16278080 Enterckinase site
v 5 [(BDE.5DR)

linier akan  menghasilkan  produk
berukuran 7328 bp. Protein rekombinan
yang dihasilkan nantinya merupakan
protein fusi.

Protein yang ditranslasikan dimulai
setelah adanya sekuens RBS dengan
urutan sebagai berikut, Trx-tag, His-tag,
trombin site enterokinase site, dan gen L1
HPV 52. llustrasi urutan protein yang akan
diekspresikan pada protein rekombinan

dapat dilihat pada gambar di bawah ini.

Kodon

e ExHis
ﬁﬁﬁﬁﬁ 8400
(113kDa) | Da)

[1’.5‘.:"&?5]

L1 HPV 52 L]
53.78312kDa Ti¥

Gambar 1. Urutan protein rekombinan yang akan diekspresikan

Analisis  region  transmembran
dilakukan dengan menggunakan
tmdas.bioinfo.se/DAS yang dikonfirmasi
dengan menggunakan
wlab.ethz.ch/protter/#.  Hasil __ analisi
menggunakan tmdas.bioinfo.se/DAS
didapatkan hasil bahwa  protein

"DAS" TM-segment prediction

wS¥du

21008 or130ad

T T T T
0 100 200 300 400 500 600

Query sequence

A

rekombinan  tidak memiliki  region
transmembran jika dibandingkan dengan
protein L1 HPV 52 yang masih lengkap. Ini
merupakan akibat dari pemotongan
beberapa basa pada ujung N. Berikut
merupakan merupakan hasil analisis

region transmembran.

"DAS" TM-segment prediction
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Gambar 2. Hasil analisis protein L1 HPV 52 dari NCBI yang masih memiki region transmembran (A) dan
protein rekombinan L1 HPV 52 yang akan dihasilkan pada penelitian (B). Hasil analisis transmembran
menggunakan tmdas.bioinfo.se/DAS.

Hasil analisis transmembran pada
protein rekombinan dengan
tmdas.bioinfo.se/DAS,

tidak menunjukkan adanya peak di atas

menggunakan

streak cut-off. Hal ini berbeda dengan
native protein dengan accession number
JN874433.1 yang masih lengkap dengan
region transmembrannya. Native protein
tersebut menunjukkan adanya peak di atas
streak cut-off. Peak tersebut terletak pada
asam amino ke-6 hingga asam amino ke-
24. Peak tersebut mengindikasikan adanya

Hasil juga menunjukkan bahwa protein
rekombinan  tidak
transmembran. Semua protein terletak
pada
membran. Hal ini berbeda dengan native
rotein  dengan

JN874433.1, yang
keberadaan region transmembran pada

memiliki  region

sitoplasma yang tidak terikat
number

accession
mengindikasikan

asam amino ke-6 hingga asam amino ke-
25. Hasil analisis ini memastikan bahwa
protein HPV 52 vyang
merupakan truncated segment sudah tidak

rekombinan L1

region transmembran. memiliki region transmembran. Hasil
Keberadaan region transmembran konfirmasi menggunakan
tersebut dikonfirmasi dnegan wlab.ethz.ch/protter/# dapat dilihat pada
menggunakan wlab.ethz.ch/protter/#. gambar berikut.
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Gambar 3. Hasil analisis protein L1 HPV 52 dari NCBI yang masih memiki region transmembran (A) dan
protein rekombinan L1 HPV 52 yang akan dihasilkan pada penelitian (B). Hasil analisis transmembran

menggunakan wlab.ethz.ch/protter/#.

KESIMPULAN

Protein rekombinan L1 HPV 52 yang
merupakan truncated segment tidak
memiliki region transmembran jika
dibandingkan dengan protein L1 HPV 52
native  dengan  accession  number
JN874433.1.
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