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PRIMER-PRIMER BARU UNTUK MENGAMPLIFIKASI GEN PENGKODE
PROTEIN AMPLOP VIRUS DENGUE STRAIN CH534891

[Novel Primers to Amplify The Gene Coding for Envelope
Protein of Dengue Virus Strain CH53489]

Ira Djajanegara
Pusat Teknologi Bioindustri - BPPT

Gedung BPPT 2 Lantai 15, Jl. M.H. Thamrin 8, Jakarta-10340

ABSTRACT
Restriction site of BamHI and Sail must be added in order to express the gene encoding envelope protein of dengue virus strain
CH53489 (gene E) into expression vector pMAL-p2x. This approach required the PCR technique for amplification as well as
restriction sites addition. However, PCR amplification is prone to error due to the process of misincorporation eventhough using
Platinum taq polymerase. Therefore, it is important to be concern that there will be no alteration of the gene especially for
biopharmaceutical purposes such as recombinant vaccine. This experiment was aimed to design several primers of DenV-M F, D3-
1715s, D3-2117s, D3-1911c and DenV-M R for full length sequencing of the amplified products. Primers were designed in silico
using Oligo Explorer and tried in vitro to check the ability of the primers to produce fragments. The sequencing results showed that
the amplified product suffered from misincorporation during amplification (98.9% homology). However, the 3-D protein structure
prediction did not show any major changes in the protein structure. Further analysis of the expressed protein is required to be used
for biopharmaceutical purposes.

Kata kunci: Protein amplop, virus dengue strain CH53489, PCR, misinkorporasi, sekuens penuh

PENDAHULUAN

Penyakit demam berdarah Dengue adalah salah
satu penyakit tropis yang berbahaya di dunia terutama
di negara tropis seperti Indonesia. Menurut Guirakhoo
et al. (2004), paling tidak 40% dari populasi dunia
terkena resiko terserang virus dengue. Terdapat 4
serotipe virus dengue yang umumnya dijumpai di
Indonesia yaitu serotipe 1, 2, 3 dan 4 dimana yang
paling sering dijumpai adalah serotipe 2 dan 3. Adapun
salah satu jenis strain virus dengue serotipe 3 adalah
CH53489 dimana strain ini telah dibuktikan positif untuk
digunakan dalam bidang kesehatan baik untuk
keperluan diagnostik maupun therapeutik.

Virus dengue serotipe 3 strain CH53489 dapat
digunakan sebagai model untuk mendesain vaksin atau
kit deteksi dalam rangka menanggulangi wabah
penyakit demam berdarah dengue di Indonesia, karena
strain ini adalah jenis yang paling banyak ditemui untuk
serotipe 3. Alasan lain adalah meskipun serotipe 2 dan
3 umum dijumpai di Indonesia, namun serotipe 3
menimbulkan gejala lebih parah. Gejala yang timbul
akibat infeksi virus dengue sangat bervariasi mulai dari
gejala virus nonspesifik sampai kematian. Menurut
Chaturvedi dan Shrivastava (2004), beberapa faktor
yang mempengaruhi derajat keganasan dari demam
berdarah dengue adalah jenis serotipe dan strain dari

virus tersebut, usia, status imun dan faktor genetis si
pasien. Oleh karena itu, penting bagi penduduk yang
tinggal di daerah endemik demam berdarah seperti
Indonesia untuk divaksinasi dengan serotipe yang
paling ganas seperti misalnya serotipe 3.

Di antara semua komponen dari tubuh virus,
protein amplop memegang peranan penting dalam
interaksi antara virus dan inangnya. Protein amplop
terlibat dalam pengenalan dan penempelan di reseptor
pada inangnya selain respons imun (Chang et al., 1995).
Dapat disimpulkan bahwa protein amplop merupakan
aspek penting dalam vaksinasi. Studi secara lebih
mendalam terhadap protein amplop dari virus dengue
strain CH53489 di mana gen pengkode protein amplop
ini dikenal dengan nama gen E. Ini akan sangat
membantu pembuatan vaksin maupun kit diagnostik
untuk menanggulangi wabah penyakit berbahaya ini.
Gen E relatif terkonservasi dan terbukti tidak mengalami
mutasi sehingga layak dipakai dalam pembuatan vaksin
dan kit diagnostik.

Salah satu cara untuk memproduksi protein
amplop suatu virus yang akan dipakai sebagai vaksin
maupun alat diagnostik dalam jumlah yang tidak
terbatas adalah dengan cara mengekspresikan gen
pengkode protein tersebut pada organisme lain
sehingga proses produksi dapat ditingkatkan jumlah
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dan kecepatannya. Beberapa sistem ekspresi heterolog
yang telah banyak dipakai antara lain adalah ekspresi
di bakteri (Escherichia coli), khamir (Pichiapastoris)

dan tembakau (Nicotiana tabaccum) (Julian et al.,

2005). Dalam penelitian ini, gen pengkode protein
amplop dari virus dengue strain CH53489 dicoba
diekspresikan di E. coli dengan menggunakan vektor
ekspresi pMAL-p2x. Akan tetapi, dalam upaya
memasukkan gen tersebut ke dalam vektor ekspresi,
dua situs restriksi perlu ditambahkan. Salah satu cara
penambahan situs restriksi adalah dengan proses
Polymerase Chain Reaction (PCR). Situs restriksi
BamHI ditambahkan pada posisi 5' dari primer DenVM-
F sedangkan situs restriksi Sail ditambahkan pada
posisi 3' dari primer DenVM-R. Namun demikian,
penambahan ini membutuhkan proses PCR yang dikenal
kurang akurat dalam menginkorporasikan nukleotida
sehingga dapat menimbulkan terjadinya mutasi.

Replikasi DNA bukanlah suatu proses yang
sempurna dimana DNA polymerase sering melakukan
beberapa kesalahan atau mutasi seperti penambahan,
pengurangan atau salah menginkorporasikan
nukleotida-nukleotida. Laju kesalahan selama proses
replikasi adalah 1 per 109 nukleotida. Kesalahan ini
dapat dihindari jika proses replikasi dilakukan secara
in vivo karena DNA polymerase yang ada di dalam sel
mempunyai kemampuan untuk memeriksa dan
megganti nukleotida-nukleotida yang menyimpang.
Masalahnya Taq Polymerase yang dipakai untuk
mereplikasi DNA secara in vitro dalam proses PCR tidak
memiliki kemampuan tersebut. Walaupun menggunakan
beberapa Taq Polymerase khusus yang mempunyai
keakuratan tinggi seperti Platinum Taq Polymerase,
masih terjadi kemungkinan kesalahan inkorporasi yaitu
sebesar ll%-57% (Invitrogen, 2005). Mengingat
adanya resiko terjadinya mutasi dalam proses
perbanyakan DNA, terutama yang akan dipakai sebagai
bahan pengobatan baik secara therapeutik maupun
diagnostik, maka sekuensing secara menyeluruh dari
fragmen DNA hasil perbanyakan melalui proses PCR
perlu dilakukan.

Berdasarkan permasalahan di atas, maka
penelitian ini dimaksudkan untuk memverifikasi
kemungkinan terjadinya misinkorporasi pada gen
pengkode protein amplop dari virus dengue strain

CH53489 (gene E ) yang telah diperbanyak melalui
proses PCR. Hal ini sebagai upaya memasukkan 2 situs
restriksi khusus sehingga dapat dimasukkan ke dalam
vektor ekspresi pMAL-p2x. Dampak dari terjadinya
misinkoroporasi selama proses PCR, akan dikaji untuk
menentukan seberapa jauh mutasi tersebut
mempegaruhi pemakaian gen hasil amplifikasi PCR
tersebut yang nantinya digunakan sebagai bahan
vaksin atau bahan diagnostik. Proses verifikasi
dilakukan dengan mendesain beberapa primer spesifik
yang dapat dipakai untuk mensekuens secara penuh
gen E. Proses desain primer akan dioptimalkan dengan
menggunakan beberapa program komputer seperti
Oligo Explorer dan Genetyx. Sedangkan analisa
sekuens untuk melihat persamaan dan perbedaannya
dengan sekuen gene E yang ada di GenBank dengan
menggunakan program BlastN (www.ncbi.nih.gov)
(Robinson, 2005). Hasil dari penelitian ini diharapkan
dapat menjadi penunjang program pengekspresian gen
pengkode protein amplop dari virus dengue strain
CH53489 (gene E)di E. coli. Protein amplop dari virus
dengue strain CH53489 yang diproduksi secara massal
tersebut dapat dipakai sebagai bahan vaksin ataupun
bahan diagnostik untuk menanggulangi penyakit
demam berdarah dengue.

BAHAN DAN METODE
Sepuluh 10 uL cDNA hasil proses transkripsi

terbalik dari RNA (RT-PCR) virus dengue strain
CH53489 didapat dari Departemen Mikrobiologi,
Fakultas Kedokteran Universitas Indonesia. cDNA
tersebut disimpan di dalam vektor plasmid pBS-SKII
(InVitrogen).

Reagen-reagen molekuler yang dipakai dalam
penelitian ini antara lain adalah reagen PCR (InVitrogen),
Platinum tag polymerase (InVitrogen) dan Qiagen Gel
Purification Kit (Qiagen). Metode dasar molekuler
seperti PCR, electrophoresis DNA dan Big Dye

sequencing dilakukan sesuai metode yang dipakai oleh
Sambrook dan Russel (2001).

Beberapa program komputer yang dipakai dalam
penelitian ini antara lain OligoExplorer (MedProbe),
Genetyx (Software Development), FastPCR (University
of Helsinki), ABI 3130 Genetic Analyzer and BLAST

(NCBI).
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Primer-primer didesain menggunakan program
komputer OligoExplorer dan Genetyx. Primer-primer
yang terpilih melalui kedua program tersebut
disimulasikan untuk proses PCR in silico menggunakan
program komputer FastPCR dalam rangka memeriksa
apakah primer-primer tersebut telah menempel di situs
yang spesifik pada cetakan DNA dan dapat
menghasilkan fragmen dengan ukuran sesuai prediksi.
Primer-primer terpilih kemudian dipakai dalam proses
PCR menggunakan thermal cycler pada kondisi: [94°C
- 4 menit, (94°C - 4 menit, 57°C - 30 detik, 72°C -1 menit)
X 25 siklus dan 72°C - 20 menit]. Produk PCR yang
didapat kemudian dianalisa dengan menggunakan
Agarose gel 1% (w/v), tegangan listrik sebesar 110
volt dan pewarnaan Etbr 20 ug/ul. Untuk mengetahui
ukuran fragmen, dipakai 1 Kb plus Ladder (InVitrogen)
sebagai marker.

cDNA diamplifikasi dengan pasangan primer
yang telah ditambahkan situs restriksi khusus pada
ujung-ujungnya. Hasil amplifikasi pada gel dipotong
dan dimurnikan menggunakan Qiagen Gel Purification
Kit (Qiagen). Amplikon kemudian disekuens dengan
primer-primer yang telah didesain sebelumnya. Hasil
sekuens yang didapat dibandingkan dengan sekuen
gen pengkode protein amplop dari virus Dengue strain
CH53489 sequences (gene E) yang ada di GenBank
menggunakan program BlastN (www.ncbi.nih.gov)
(Robinson, 2005). Sekuens dari amplikon yang didapat
dari proses PCR dan sekuens gene E dari GenBak
kemudian ditranslasikan menjadi asam amino dan
struktur 3 dimensi. Protein yang didapat disimulasikan
dan dibandingkan untuk melihat apakah perubahan
pada sekuen akibat proses PCR terjadi pada daerah

penting protein amplop virus tersebut. Keadaan ini
nantinya akan berpengaruh pada aplikasinya baik
sebagai vaksin maupun alat diagnostik.

HASIL

Berdasarkan hasil simulasi program-program
komputer yang digunakan, maka didapat 6 primer yang
paling memenuhi syarat untuk mendapatkan sekuens
dari gen pengkode protein selubung dari virus dengue
strain CH53489 sequences (gene E) secara penuh.
Keenam primer tersebut dianalisa dengan program PCR
FastPCR (University of Helsinki) terbukti mampu
menempel secara spesifik pada cetakan yang akan
digunakan sehingga mampu memproduksi satu
amplikon spesifik dengan ukuran sesuai prediksi. Tiga
pasang primer didesain dengan program OligoExplorer

(MedProbe) (DenVM F, d3-1288c & d3-1911c)
sedangkan sisanya(d3-1715s, d3-2117s & DenVM R)
dengan program Genetyx (Software Development).
Daerah target dari sekuensing gen E ini meliputi 1500
pasang basa. Keenam primer tersebut disajikan pada
Tabell.

Proses PCR secara In vitro yang dilakukan,
hasilnya dapat dilihat seperti pada Gambar 1. Pada
Gambar 1, terlihat bahwa pemakaian kombinasi keenam
primer tersebut dapat menghasilkan satu amplikon yang
mengindikasikan bahwa keenam primer tersebut dapat
menempel secara spesifik pada cetakan. Lebih lanjut,
ukuran dari amplikon yang dihasilkan telah sesuai
dengan prediksi hasil analisa dengan program
komputer FastPCR. Berdasarkan hasil tersebut, maka
keenam primer tersebut digunakan untuk mensekuens
gen target pengkode protein amplop dari virus dengue

Tabel 1. Enam macam primer DNA yang didesain dan berhasil mengamplifikasi fragmen gen pengkode protein
selubung dari virus dengue strain CH53489

No

1

2

3

4

Nama primer

DenVMF (Forward) & d3-1288c
(Reverse)
DenVMF (Forward) & d3-1911c
(Reverse)
d3-1715s (Forward) & DenVM R
(Reverse)

DenVM R (Reverse) &d3-2117s
(Forward)

Susunan basa

5 'TAGAGGATCCGCAATGAGATGCGTGGGAGTAGG-3'
(mengandung situs BamHT) & 5'-TTCGCGATGTCACCAAG-3'
5'TAGAGGATCCGCAATGAGATGCGTGGGAGTAGG-3'
(mengandung situs BamHI)& 5'CTTTGTACTCAACCTTAATGA-3'
5'-GCACTGACAGGAGCTACAGA 3' &
5' AAGCTTGTCGACGTCAGCTTGTACCACGGCTCC-3'
(mengandung situs Sail)
5'AAGCTTGTCGACGTCAGCTTGTACCACGGCTCC-3'
(mengandung situs Sail) & 5'-CGATTGGGAAGATGTTCGA-3'

Panjang fragmen
yang dihasilkan

370 bp

993 bp

715 bp

312 bp
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300 bp

Gambarl. Amplifikasi dengan proses PCR mengunakan pasangan primer terpilih (M: 1 Kb plus ladder marker; 1:
Kontrolnegatif; 2: DenVM F andd3-1288c, 3: DenVMF andd3-191 lc, 4: DenVM R andd3-2117s, 5:
DenVMRandd3-1715s)

LZ1

Gambar 2. Struktur 3-D protein hasil translasi DNA melalui proses PCR (a) dan DNA yang ada di GenBank (b)

strain CH53489 sequences (gene E).

Primer-primer terpilih tersebut mampu
digunakan untuk proses sekuensing dan menghasilkan
sekuens berkualitas yang dapat dibaca sampai 400
pasang basa.. Hasil sekuensing dengan proses Big

Dye sequencing yang dapat dibaca biasanya sekitar
300 pasang basa dimana maksimum pembacaan sekitar
400 pasang basa. Situs-situs restriksi BamHI dan Sail

yang diintroduksikan melalui proses PCR dalam rangka
mengakomodasi pengklonan ke dalam vektor ekspresi
pMAL-p2X telah tergabung ke dalam DNA hasil
amplifikasi melalui proses PCR (data tidak ditampilkan).
Secara keseluruhan terlihat adanya persamaan
(homology) sebesar 98.9% karena terdapat sedikit
pasangan basa yang berubah atau hilang. Hasil
pencocokan di tingkat asam amino mencapai 94% jika
dibandingkan dengan sekuens asam amino dari gen

tersebut yang tercatat di GenBank. Terdapat sekitar 6
asam amino yang tidak sesuai.

Adapun prediksi struktur 3 dimensi dari DNA
hasil PCR dan DNA yang ada di GenBank yang
ditranslasikan secara simulasi dapat dilihat pada
Gambar 2.

Data pada Gambar 2 menunjukkan bahwa secara
menyeluruh tidak ada perubahan konformasi dari
struktur 3 dimensi dari protein selubung virus Dengue
strain CH53489. Namun terlihat adanya perubahan
minor pada daerah-daerah yang ditandai dengan
lingkaran berwarna (Gambar 2).

PEMBAHASAN

Primer-primer dirancang dengan memperhatikan
beberapa faktor antara lain jumlah nukleotida (18-30
pasang basa), suhu annealing yang idealnya berkisar
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antara 45°C - 70°C, kandungan GC pada primer yang
idealnya berkisar antara 40% - 65% dan nukleotida
terakhir yaitu G atau C (Sambrook and Russel, 2001).
Program komputer OligoExplorer dan Genetyx
(Software Development) memberikan output yang
cukup lengkap yaitu desain primer beserta semua
spesifikasinya antara lain, suhu leleh (Tm), persen GC,
stabilitas ujung 3 ' . Hal ini untuk menghindari
kemungkinan primer untuk menempel pada dirinya
sendiri (self annealing) dan terjadinya penempelan
internal yang mengakibatkan terbentuknya struktur
jepit rambut (hairpin loops). Berdasarkan analisa
dengan program komputer OligoExplorer (MedProbe)
dan Genetyx (Software Development), keenam primer
tersebut memenuhi persyaratan.

Penambahan situs restriksi adalah satu-satunya
cara untuk memungkinkan gen target dapat dimasukkan
ke dalam verktor ekspresi di Escherichia coli yaitu
pMAL-p2x (New England Biolabs). Hal ini dikarenakan
tidak ada vektor lain yang dapat dipakai untuk
mengambil kedua situs tersebut dengan posisi BamHI

pada ujung 5' and Sail pada ujung 3 ' . Kedua situs ini
dipilih karena keduanya berada pada situs multi kloning
dari vektor ekspresi pMAL-p2x. Dengan demikian,
menempatkan BamHI di ujung 5' dan Sail di ujung 3'
maka gen target dapat diekspresikan dengan orientasi
yang benar. Alasan lainya adalah kedua situs tersebut
tidak dijumpai pada gen target sehingga pemotongan
denga kedua situs tersebut tidak akan menganggu
keutuhan dari gen target. Adapun alasan terakhir adalah
penambahan ekstra nukleotida tidak akan
mempengaruhi proses annealing sebuah primer (Saiki,
1992).

Primer-primer yang telah didesain tersebut
dipasang-pasangkan. Kombinasi pasangan primer
tersebut dianalisa secara simulasi menggunakan
program komputer FastPCR untuk memprediksi besar
fragmen yang dihasilkan jika proses PCR dilakukan.
Berdasarkan analisa program komputer FastPCR,

pasangan primer DenVM F dengan d3-1288c akan
menghasilkan sebuah fragmen sebesar 370 bp,
pasangan primer DenVM F dengan d3-1911c akan
menghasilkan sebuah fragmen sebesar 993 bp,
pasangan primer DenVM R dengan d3-1715s akan
menghasilkan sebuah fragmen sebesar 715 bp dan

pasangan primer DenVM R dengan d3-2117s akan
menghasilkan sebuah fragmen sebesar 312 bp.
Kesemua kombinasi tersebut dapat mengakomodasi
sekuensing secara penuh dari gen target (Robinson,
2005).

Gambar 1 menunjukkan bahwa kesemua primer
dapat menempel secara spesifik pada cetakan DNA
sehingga tidak dijumpai adanya pita-pta tambahan
sebagai indikasi ketidak-spesifikan primer tersebut.
Data pada Gambar 1 menunjukkan amplikon dengan
panjang sesuai prediksi yang mengkonfirmasikan hasil
simulasi dengan program komputer FastPCR. Secara
teoritis, maka primer-primer ini dapat dipakai untuk
mendapatkan sekuens secara penuh dan dapat pula
digunakan untuk menghasilkan sekuen dengan kualitas
baik yang dapat terbaca hingga 400 bp. Kombinasi
pasangan primer-primer internal ini nantinya juga akan
berguna untuk mengambil daerah di dalam gen target
yang bersifat immunogenik. Hal ini akan sangat
membantu penelitian lanjutan berupa pemetaan epitope
dari protein amplop virus Dengue serotipe 3 strain
CH53489.

Analisa kecocokan pada tingkat nukleotida
menunjukkan terjadinya peristiwa misinkoroporasi
nukleotida-nukleotida selama proses PCR berlangsung.
Hal ini agak mengejutkan karena walaupun
menggunakan Platinum Taq Polymerase yang
mempunyai akurasi tinggi masih saja terjadi mutasi.
Sebagai akibatnya kecocokan di tingkat nukleotida
hanya mencapai 98.9% dan di tingkat asam amino 94%.
Terdapat dua kemungkinan yang dapat menyebabkan
terjadinya fenomena ini. Pertama adalah telah terjadi
mutasi pada RNA virus Dengue yang dikoleksi di
lapang sebelum RNA tersebut diubah menjadi cDNA
melalui proses transkripsi terbalik. Laju mutasi pada
virus sangat tinggi terutama virus yang mempunyai
RNA sebagai materi genetik seperti virus Dengue
(Chang et. al, 1995). Kedua adalah kemungkinan
terjadi misinkorporasi walaupun menggunakan enzim
Taq Polymerase yang mempunyai keakuratan tinggi
seperti Platinum Taq Polymerase. Penggunakan enzim
Platinum Taq Polymerase meningkatkan akurasi
sebanyak 6 kali lipat jika dipakai untuk mengamplifikasi
DNA dengan ukuran 1.0-1.5 kb. Namun demikian,
polymerase ini masih mempunyai kemungkinan
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misinkorporasi sebesar 11-57% (Stratagene, 2004).
Gambar 2 menunjukkan bahwa secara

keseluruhan struktur 3 dimensi dari protein hasil
translasi dari gen yang diperbanyak melalui PCR hanya
mengalami perubahan minor. Sebagai tambahan,
Gambar 2 juga menunjukkan bahwa konformasi protein
tidak berubah. Menurut Klug and Cummings (1994),
perubahan asam amino akibat substitusi nukleotida
dapat ditolerir pada kondisi sebagai berikut 1)
Substitusi nukleotida tidak mengubah asam amino yang
dikodekan, 2) Apabila asam amino berubah, maka
perubahan yang terjadi tidak pada situs aktif protein
tersebut, dan 3) Apabila asam amino berubah, maka
perubahan yang terjadi tidak mempegaruhi fungsi
protein tersebut.

Berdasarkan hasil penelitian ini, protein hasil
translasi gen pengkode protein amplop dari virus
dengue strain CH53489 yang diperbanyak melalui
proses PCR hanya mengalami perubahan minor tanpa
mengubah konformasinya. Produk amplifikasi tersebut
dapat diekspresikan ke dalam vektor ekspresi pMAL-
p2x. Meskipun demikian masih dibutuhkan studi
lanjutan mengenai daerah-daerah immunogenik dari
gen tersebut secara lebih mendalam jika akan dipakai
dalam produksi vaksin.

KESEMPULAN
Enam primer hasil desain menggunakan program

komputer OligoExplorer (MedProbe) dan Genetyx

(Software Development) terbukti mampu
mengamplifikasi dan mensekuen gen pengkode Protein
amplop dari virus dengue strain CH53489 (gene E) yang
telah diperbanyak melalui proses PCR.
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