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ABSTRACT

Sugarcane resistant to sugarcane mosaic virus (SCMV) was developed by overexpression of
gene for coat protein (CP). Therefore, this study aimed at investigating the potential
allergenicity of CP-SCMV in transgenic sugarcane. Allergenicity was assessed by analysis in
silico and in vitro. In silico analysis using AllergenOnline FASTA alignment of full-length CP-
SCMV amino acid showed that the protein had no similarity with allergen protein. However,
the alignment using 80 mer CP-SCMV showed over 35% similarity, but this result was
considered as false positive. In silico analysis on digestion capability of protease found the
cutting sites of CP-SCMV by pepsin, trypsin and chymotrypsin. This result was further
confirmed by in vitro gastrointestinal digestion in that CP-SCMV was digested by pepsin and
trypsin. Although CP-SCMV was less degraded by in vitro heat treatment and quantitatively
underwent slight decrease after 30-minute heating on 90 °C, the protein might lose its function.
These results indicated that CP-SCMV was considered having no potential allergen in
transgenic sugarcane resistant to SCMV.
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ABSTRAK

Tebu tahan sugarcane mosaic virus (SCMV) dirakit melalui overekspresi gen untuk coat
protein (CP). Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan menguiji alergenitas CP-SCMV pada tebu
transgenik. Pengujian alergenitas dilakukan melalui analisis in silico dan in vitro. Hasil analisis
in silico dengan pensejajaran AllergenOnline FASTA full-length asam amino CP-SCMV
menunjukkan tidak ada kesamaan dengan protein alergen. Namun demikian pada
pensejajaran 80 mer, CP-SCMV mempunyai kemiripan di atas 35% dengan alergen, tetapi
hasil ini memiliki kecenderungan positif palsu. Analisis in silico terhadap kemampuan cerna
protease ditemukan adanya sisi pemotongan CP-SCMV oleh enzim pensin, trypsin dan
chymotrypsin. Hasil ini dikonfirmasi lebih lanjut dengan analisis in vitro pencernaan
gastrointestinal yang menunjukkan bahwa CP-SCMV terdegradasi oleh pepsin dan trypsin.
Walaupun hasil analisis in vitro menunjukkan CP-SCMV kurang dipengaruhi oleh perlakuan
panas dan hanya sedikit berkurang pada pemanasan 90 °C selama 30 menit, tetapi mungkin
fungsi protein telah rusak. Hasil penelitian ini menyimpulkan bahwa CP-SCMV pada tanaman
tebu transgenik tahan virus tidak berpotensi sebagai alergen.

Kata Kunci: alergenitas, coat protein SCMV, in silico, in vitro, tebu transgenik
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PENDAHULUAN

Sugarcane mosaic virus (SCMV)
merupakan virus yang menginfeksi tanaman
tebu dengan gejala berupa bercak kuning
sampai klorosis terutama pada daun muda
serta menyebabkan produktivitas tebu
berkurang hingga 45% (Darsono et al. 2018,
Hidayati et al. 2021). SCMV pada tebu
menular melalui vektor serangga aphid dan
melalui akar tebu yang terinfeksi (Braidwood
et al. 2019). SCMV menginfeksi tanaman
tebu secara luas di beberapa negara,
termasuk Indonesia (Addy et al. 2017, Xu et
al. 2019). Penelitian terbaru menunjukkan
jumlah tanaman tebu yang terinfeksi SCMV di
Jawa Timur mencapai 78% dengan tingkat
keparahan penyakit sebesar 65% (Addy et al.
2017). Saat ini, upaya yang telah dilakukan
untuk mencegah infeksi SCMV adalah
menggunakan teknik  pathogen-derived
resistance (PDR) (Apriasti et al. 2018) dan
RNA Interference (Widyaningrum et al. 2021).
PDR merupakan teknik memasukkan gen
atau DNA virus dengan tujuan terekspesi dan
terinduksinya  sistem ketahanan pada
tanaman transgenik (Apriasti et al. 2018)
sedangkan RNA interference merupakan
suatu mekanisme ketahanan dengan
memblokade ekspresi dari virus pada tahap
transkripsi melalui siRNA sehingga materi
genetik virus terhambat terekspresi dan virus
terhambat bereplikasi (Widyanigrum et al.
2021).

Tanaman tebu tahan SCMV vyang
dirakit melalui teknik PDR didapat melalui
overekpresi gen untuk coat protein SCMV
(CP-SCMV) (Yao et al. 2017, Apriasti et al.
2018). Ekspresi CP-SCMV pada tebu
transgenik PDR dapat memblokir proses
replikasi SCMV sehingga proses infeksi
terhambat (Lindbo dan Falk 2017). Tebu
transgenik PDR menggunakan CP-SCMV
terbukti memiliki resistensi terhadap infeksi
SCMV hingga 100% (Apriasti et al. 2018) dan
memiliki produktivitas agronomi yang lebih
tinggi dibanding dengan galur murni/non
transgenik (Yao et al. 2017).

Proses pemanfaatan tanaman
transgenik sebagai bahan pangan diperlukan
pengujian keamanan lingkungan, serta
keamanan terhadap kesehatan manusia dan
hewan (Liu et al. 2014). Salah satu pengujian
terkait keamanan dan kesehatan manusia
yaitu pengujian protein baru atau substansi
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baru dari tanaman transgenik yang
dikhawatirkan dapat bersifat alergen (Pandey
et al. 2010). Organisasi keamanan pangan
internasional seperti Codex Alimentarius
Commission (CAC) yang dibentuk oleh
organisasi kesehatan dunia (WHO) bersama
organisasi pertanian dunia (FAO) melakukan
kesepakatan yang bertujuan menstandarisasi
uji keamanan pangan produk rekayasa
genetik (Alonso 2013, Goodman 2014) dan
telah diratifikasi oleh pemerintah Indonesia
dalam Peraturan Pemerintah Nomer 21
Tahun 2005. Pengujian keamanan pangan
bertujuan untuk menjamin dan melindungi
kesehatan manusia (Giraldo et al. 2019).

Salah satu uji keamanan pangan
tanaman transgenik menurut CAC adalah uji
alergenitas. Pengujian potensi alergenitas
protein baru yang diekspresikan pada
tanaman transgenik mencakup prediksi in
silico potensi terjadinya reaksi silang antara
protein baru terhadap protein alergen yang
telah tercantum dalam database online,
analisis stabilitas panas dan analisis stabilitas
cerna secara in vitro serta analisis in vivo
pada hewan coba untuk validasi dan evaluasi
potensi alergi (Privalle et al. 2011, Ladics
2018).

Studi potensi alergenitas CP-SCMV
pada tanaman tebu transgenik PDR belum
pernah dilakukan sebelumnya. Penelitian ini
bertujuan untuk menguji potensi alergenitas
CP-SCMV secara in silico dan in vitro melalui
pengujian stabilitas cerna dan stabilitas
panas. CP-SCMV yang digunakan pada
penelitan ini adalah  protein  murni
rekombinan yang diekspresikan pada bakteri
Escherichia coli (Darsono et al. 2018) dan
CP-SCMV vyang diekspresikan pada tebu
transgenik (Apriasti et al. 2018).

BAHAN DAN METODE

Tempat dan waktu penelitian

Penelitian dilakukan di laboratorium
Biologi Molekul dan Bioteknologi, UPT
Laboratorium Terpadu dan Sentra Inovasi
Teknologi, Universitas Jember. Penelitian
dilaksanakan pada bulan Mei hingga
Desember 2020.

Bahan

Bahan yang digunakan pada penelitian
ini yaitu bakteri rekombinan E. coli strain
BL21 mengandung plasmid pET28a-CP
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(Darsono et al. 2018), tanaman tebu
transgenik (Apriasti et al. 2018) yang
mengekspresikan CP-SCMV dan tanaman
tebu kontrol non transgenik yang terinfeksi
virus SCMV berumur 6 bulan.

Pengujian in silico alergenitas CP-SCMV

Gen pengkode CP-SCMV isolat PS-
881 (Accession number NCBI MH393888.1)
ditranslasi menggunakan Expasy
(https://web.expasy.org/translate/).  Analisis
urutan asam amino CP-SCMV dilakukan
menggunakan website AllergenOnline
database (http://wvww.alergenonline.org/)
versi 21 yang diakses pada Mei 2020.
Prediksi potensi alergenitas dilakukan
dengan pensejajaran sekuen full-length dan
80 mer asam amino untuk menentukan
prediksi alergi berdasarkan kemiripan urutan
asam amino CP-SCMV dengan protein
allergen database.

Urutan asam amino CP-SCMV juga
dianalisis in silico menggunakan EXPASy
(https:/iweb.expasy.org/peptide_cutter/)  untuk
memprediksi kemungkinan sisi pemotongan
protein oleh protease. Enzim pepsin, trypsin
dan chymotrypsin digunakan pada analisis ini
untuk  memprediksikan  kemampuannya
mencerna CP-SCMV (Rathinam et al. 2017).

Isolasi DNA

Isolasi DNA plasmid pET28a-CP dari
bakteri transforman CP-SCMV diawali
dengan menumbuhkan koloni tunggal E. coli
transforman pada 5 mL media LB
mengandung antibiotik kanamisin 50 ppm
selama 16 jam. Sel bakteri diperoleh dengan
sentrifugasi kultur bakteri pada kecepatan
6000 rpm, 4 °C selama 10 menit. Plasmid
diisolasi dari pelet bakteri menggunakan kit
isolasi plasmid (Tiangen, Beijing China) dan
dikonfirmasi keberadaan gen CP-SCMV
menggunakan PCR (Biorad, USA).

Isolasi DNA tebu transgenik CP-SCMV
dilakukan menggunakan metode SDS seperti
yang dilakukan Apriasti et al (2018).
Sebanyak 0,5 g daun tebu digerus dengan
menggunakan nitrogen cair dan ditambahkan
1 mL buffer ekstraksi (100 mM Tris-HCI pH
8,0, 50 mM EDTA, 500 mM NacCl, 1% SDS
dan 5 mM 2-mercaptoethanol). Sampel
disentrifuse 12.000 rpm, 4 °C selama 10
menit. Pada supernatan ditambahkan PCI
(phenol:chloroform:isoamil-alkhohol dengan
perbandingan 25:24:1) sebanyak 500 uL dan
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divortek. Sampel disentifugasi 12.000 rpm,
pada suhu kamar selama 10 menit.
Supernatan ditransfer ke mikrotube baru dan
DNA dipresipitasi dengan isopropanol.
Sampel disentrifugasi pada 12.000 rpm, 4 °C
selama 10 menit. DNA dilarutkan
menggunakan 20 pL buffer TE (10 mM Tris-
HCI pH 8,0 1 mM EDTA) dan ditambahkan 2
uL RNAse 10 mg mL™ dan diinkubasi pada
37 °C.

PCR DNA

PCR dilakukan dengan menambahkan
masing-masing DNA plasmid dan DNA
tanaman pada reaksi mix (2x) PCR
(Promega, USA) yang telah ditambahkan

primer  spesifik CP  (Forward: 5'-
CCCCATATGACAGTCGATGCAGGTGCTC-3;
Reverse: 5-

ATGGATCCTAGTGGTGCTGCTGCACTCCC-3’)

dengan hasil amplifikasi berukuran 950 bp.
Reaksi PCR dilakukan dengan program pre-
denaturation 95 °C, 5 menit; diikuti dengan
denaturation 95 °C, 30 detik; anealling 58 °C,
30 detik; extension 72 °C, 1 menit sebanyak
40x siklus dan diakhiri dengan final extension
72 °C, 10 menit. Produk PCR divisualisasi
dengan elektroforesis menggunakan 1% gel
agarose dan ethidium bromide. Pita DNA
dilihat menggunakan sinar UV dan
didokumentasikan menggunakan gel
documentation system (Major Science, USA).

Produksi dan purifikasi CP-SCMV

Untuk produksi protein rekombinan CP-
SCMV, bakteri transforman E. coli strain
BL21 dikultur pada media LB sebanyak 500
mL mengandung antibiotik kanamisin 50 pg
mL™ selama 8 jam pada shaker inkubator
suhu 37 °C 150 rpm. Sel bakteri dipanen
dengan sentrifugasi 6.000 rpm, 4 °C selama
10 menit. Produksi dan ekstraksi protein CP-
SCMV dilakukan sesuai prosedur pada
penelitian sebelumnya (Darsono et al. 2018).
Pelet bakteri dilarutkan dengan buffer
sonikasi (50 mM NaH:PO4 pH 8,0 300 mM
NaCl) dan sel bakteri dipecahkan dengan
menggunakan sonikator (Branson, USA).
Protein terlarut (soluble) dan bagian tidak
terlarut  (insoluble) dipisahkan dengan
sentrifugasi 12.000 rpm, 4 °C selama 10
menit. Pelet insoluble dilarutkan dengan
buffer solubilisasi (50 mM NaH,PO4 pH 8,0
300 mM NaCl, 8 M urea) dan disentrifugasi
12.000 rpm pada suhu kamar selama 10
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menit.  Protein rekombinan CP-SCMV
diperoleh dari ekstrak protein insoluble dan
dimurnikan menggunakan resin afinitas Ni-
NTA (Roche, USA).

Protein yang telah dilarutkan kemudian
dimurnikan menggunakan kolom afinitas
kromatografi resin Ni-NTA. Resin disesuaikan
kondisinya dengan memasukkan buffer
solubilisasi ke dalam kolom. Sampel protein
dimasukkan ke dalam kolom dengan
perbandingan resin dan protein (1:1). Larutan
yang keluar dari kolom (flow-through)
ditampung dalam microtube untuk dianalisis.
Selanjutnya dilakukan pencucian dengan
menambahkan buffer buffer solubilisasi yang
telah ditambahkan dengan masing masing 5,
10 dan 15 mM imidazole. Protein CP-SCMV
kemudian dielusi dengan buffer solubilisasi
mengandung 250 mM imidazole. Hasil
pemurnian dianalisis menggunakan SDS-
PAGE pada konsentrasi akrilamid 12,5%.

Protein CP-SCMV diekstraksi dari tebu
transgenik tahan SCMV dan tebu tetua yang
terinfeksi virus SCMV sesuai prosedur pada
penelitian sebelumnya (Apriasti et al., 2018).
Sebanyak 5 g daun digerus menggunakan
nitrogen cair dan proteinnya diekstrak
menggunakan buffer ekstraksi (50 mM Tris-
HCI pH 7,5, 25 mM EDTA, 1 mM
phenylmethylsulfonyl floride, 10 mM 2-
mercaptoethanol, 2%
polyvinylpolypyrrolidone). Ekstrak protein
soluble diperoleh dari sentrifugasi pada
14.000 rpm, 4 °C selama 10 menit. Fraksi
protein insoluble yang mengandung CP-
SCMV diperoleh dengan melarutkan pelet
dengan buffer yang mengandung 50 mM Tris-
HCI pH 8,5, 1 mM EDTA, 2% SDS dan 50%
sukrosa. Sampel protein insoluble diperoleh
dengan sentrifugasi pada 12.000 rpm, suhu
kamar selama 10 menit.

Protein insoluble diendapkan
menggunakan aseton untuk menghilangkan
SDS. Satu mL protein insoluble dipresipitasi
dengan 100% aseton dingin dengan
perbandingan 1:3 dan disimpan selama 4-16
jam pada suhu -20 °C. Protein yang
terpresipitasi dipisahkan dengan buffer yang
mengandung SDS menggunakan sentrifugasi
12.000 rpm, 4 °C selama 10 menit. Pelet
protein  dicuci sebanyak dua @ Kali
menggunakan 80% aceton dan disentrifugasi
kembali 12.000 rpm, 4 °C selama 10 menit.
Pelet protein dikeringkan menggunakan
evaporator (Genevac, UK) dan diresuspensi
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menggunakan 200 pL buffer resuspensi yang
mengandung 9M urea dan 2% triton untuk
melarutkan protein.

Pengujian stabilitas panas CP-SCMV

CP-SCMV dari E. coli, tanaman tebu
transgenik SCMV dan tebu wild-type
terinfeksi SCMV masing masing sebanyak 30
Mg dianalisis stabilitas panas dengan
menginkubasi protein pada suhu 28, 60, dan
90 °C selama 5, 10, dan 30 menit. Perlakuan
panas diakhiri dengan memasukkan sampel
protein ke dalam es seperti metode yang
disebutkan sebelumnya (Neliana et al. 2019).
Protein yang telah diperlakukan ditambahkan
2x Laemmli buffer (40% glycerol, 10% SDS,
0,33 M Tris pH 6,8, 5% 2-mercapto-ethanol,
0,05% bromophenol blue) dengan
perbandingan (1:1) dan dianalisis dengan
SDS-PAGE dan immunoblot.

Pengujian stabilitas cerna CP-SCMV

CP-SCMV  diuji  stabilitas  cerna
menggunakan enzim pepsin dan trypsin untuk
mensimulasi kemampuan cerna di lambung
dan usus halus secara in vitro. Simulasi
kemampuan cerna di lambung (simulated
gratic  fluid-SGF)  dilakukan  dengan
mereaksikan 250 ug CP-SCMV dalam 250 pL
buffer SGF mengandung 0,32% (w/v) enzim
pepsin (Nacalai tesque, Kyoto, Japan) dalam
0,03 M NaCl pH 1,2 yang telah dipre-inkubasi
pada suhu 37 °C selama 3 menit dengan
perbandingan 1:1. CP-SCMV direaksikan
dengan pepsin selama 0,5, 1, 3, 5, 10 dan 30
menit pada suhu 37 °C. Setiap waktu reaksi
yang ditentukan, diambil sebanyak 60 uL dari
reaksi mix dan ditambahkan sebanyak 25 pL
Na,COz 160 mM untuk mengakhiri reaksi
enzimatik (Neliana et al. 2019). Protein kontrol
diperlakukan dengan reaksi yang sama, tetapi
reaksi diakhiri terlebih dahulu dengan
penambahan 25 pL Na,COs 160 mM sebelum
penambahan sampel protein dilakukan.
Sampel perlakuan kemudian ditambahkan 4x
Laemmli buffer (3:1) dan dianalisis dengan
SDS-PAGE dan immunobilot.

Pengujian kemampuan cerna di usus
halus (simulated intestinal fluid—SIF) secara
in vitro dilakukan dengan mereaksikan 250 g
CP-SCMV dalam 250 pL buffer SIF
mengandung 10 mg mL™? enzim trypsin
(Nacalai tesque, Kyoto, Japan) dalam 50 mM
KH.PO, pH 7,5 yang telah dipre-inkubasi
pada suhu 37 °C selama 3 menit dengan
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perbandingan 1:1. CP-SCMV direaksikan
dengan trypsin selama 0,5, 1, 3, 5, 10 dan 30
menit pada suhu 37 °C (Gan et al. 2016,
Neliana et al. 2019). Setiap waktu reaksi yang
ditentukan, diambil sebanyak 60 pL dari
reaksi mix kemudian reaksi diakhiri dengan
menambahkan 4x Laemmli buffer (3:1) dan
segera diinkubasi pada suhu 100 °C selama
3 menit. Protein yang telah diperlakukan,
kemudian dianalisis menggunakan SDS-
PAGE dan immunoblot.

Analisis SDS-PAGE dan immunoblot
Sebanyak 30 pg protein dari tiap
perlakuan dipisahkan dengan SDS-PAGE.
Sampel protein dipisahkan dengan SDS-
PAGE menggunakan gel akrilamid dengan

konsentrasi  12,5% dan  divisualisasi
menggunakan coomassie brilliant blue
(CBB).

Analisis immunoblot dilakukan dengan
memisahkan protein menggunakan SDS-
PAGE (12,5% gel akrilamid) dan ditransfer
pada membran PVDF (Merck, Jerman)
menggunakan semi-dry trans-blotter (Bio-rad,
USA). Protein yang telah tertransfer pada
membran dicuci dengan buffer TBS (50 mM
Tris-HCI, 150 mM NacCl, pH 7,6) sebanyak 3
kali, dan dibloking menggunakan TBS
mengandung 0,5% skim-milk selama 30
menit. Selanjutnya membran diinkubasi
dengan antibodi CP-SCMV (Darsono et al.
2018) dalam TBS mengandung 0,5% skim-
milk dengan perbandingan (1:3000) selama
16 jam. Membran dicuci menggunakan TBS
sebanyak 3 kali dan diinkubasi menggunakan
second antibody goat-anti-rabbit IgG alkaline
phosphatase (AP) conjugate (Roche,
Germany) dalam TBS dengan perbandingan
1:1500 selama 60 menit. Membran dicuci
dengan TBS sebanyak 3 kali dan dideteksi
keberadaan CP-SCMV dengan mereaksikan
substrat alkaline phosphatase, BCIP (5-
bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate) dan
NBT (nitro blue tetrazolium) pada membran
sampai terbentuk pita protein (Apriasti et al.
2018, Darsono et al. 2018).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Prediksi potensi alergen coat protein
Pengujian berbasis database online
dilakukan untuk mengetahui apakah CP-
SCMV memiliki kesamaan dengan protein
alergen, yang memiliki pengikatan terhadap
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Immunoglobin E (IgE) (Ladics et al. 2011). Uji
bioinformatika menggunakan website
Allergenonline versi 21 sebagai sumber
database online protein alergen yang
dilengkapi dengan 2233 protein alergen.

Analisis bioinformatika pada sekuen
asam amino CP-SCMV menggunakan
FASTA pensejajaran full-length
menunjukkan bahwa persentasi kemiripan
asam amino CP-SCMV terhadap protein
alergen dalam database kurang dari 50%
(Tabel 1). Hasil analisis menunjukkan
persentasi kemiripan tertinggi yaitu sebesar
46,7% terhadap protein defensin (Par H 1)
dari polen Parthenium hysterophorus.
Berdasarkan penelitian sebelumnya, jika
pensejajaran full-length mempunyai
kemiripan protein lebih dari 70% maka
mempresentasikan protein putatif alergen,
tetapi jika kemiripan antara 50-70%
menunjukkan protein beresiko terjadinya
reaksi silang terhadap IgE dan jika
kemiripan kurang dari 50% protein bersifat
tidak alergen (Goodman dan Tetteh 2011,
Ladics 2018). Berdasarkan Kkriteria yang
ditetapkan  tersebut hasil penelitian
menunjukkan bahwa CP-SCMV tidak
berpotensi menimbulkan reaksi silang yang
memungkinkan terjadinya alergi karena
nilai kemiripannya kurang dari 50%
terhadap protein alergen. Penelitian
sebelumnya menyatakan bahwa jarang
ditemui adanya reaksi silang pada protein
baru yang memiliki kemiripan kurang dari
50% terhadap protein alergen (Aalberse
2000).

Prediksi alergenitas menggunakan
FASTA pensejajaran 80 asam amino
menunjukkan kemiripan CP-SCMV terhadap
database protein alergen lebih dari 35%,
yaitu kemiripan tertinggi 41% dengan protein
collagen alpha-2(l) chain isoform X1 (Tabel
1). Hasil analisis 80 mers menunjukkan
adanya peluang respon alergi atau reaksi-
silang protein baru dengan IgE karena
kemiripan lebih dari 35% (Ladics 2018).
Akan tetapi, hasil penelitian dari Cressman
dan Ladics (2009), menunjukkan bahwa
ambang batas 35% dari FASTA
pensejajaran 80 mers menggunakan
AllergenOnline lebih banyak menghasilkan
hasil analisis yang bernilai positif palsu
dibandingkan analisis FASTA konvensional.
Namun jika ambang batas dinaikkan sebesar
50% dengan menggunakan pensejajaran full
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Tabel 1. Analisis in silico CP-SCMV menggunakan alergen online V21

Pensejajaran Full-Length

Pensejajaran 80 Mer

4670 he o 1026259961 “JETENS 4100 oo ehain 1079717942 i SEE
aa00  RelOSley 1026250965 | GICHUES. 3880 0PN ., o2opaadss AP
4440 e e 1030320951 anmua. 3876 apnai(iehain 990072511  salar
4440 Rl ot 1026250950  AUTISR 3810 aphao()ehain 929812453 Y
4480 ol e, 27818335 JUOMSR 8750 oo 1070717864 SR
42,20 ﬁé%‘f;{‘g;l 573005056  fiemisia 36,60  Gluteninsubunit 288860106 UM
4220 peloeie 573005054 (AESMOR 3580 00l A eor 27806257 Bon
42,20 ”ﬁ’(gfg‘fcj?e% 1026259957 ’égg{l‘f;fiis 35,40 Glutenin 736319 iueum

Tabel 2. Analisis in silico sisi pemotongan enzim pencernaan terhadap CP-SCMV

: Jumlah Sisi . .
Enzim Pemotongan Posisi Situs Pemotongan Pada Asam Amino ke-
Pebsin 29 396105114 115116 118 119 120 139 151 152 163 164 193 205 211 235
P 238 243 244 249 250 251 281 283 284 309 311
Trvosin 31 279909597101 102 104 107 109 111 133 136 141 147 148 190 206 223
yp 228 232 237 246 257 261 263 270 275 280 297 305
696 99 103 114 115116 118 119 120 122 139 142 143 150 152 157 161
Chymotrypsin 55 164 165 167 181 183 184 194 205 209 210 211 212 219 222 229 233 235

311 316 317

239 242 244 247 249 251 252 254 267 269 281 282 284 298 307 308 310

length akan menurunkan hasil analisis yang
bernilai positif palsu (Ladics et al. 2007).
Hasil analisis CP-SCMV berdasarkan
FASTA pensejajaran full length dan FASTA
pensejajaran 80 mers menunjukkan hasil
yang berbeda. Hasil analisis FASTA
pensejajaran full-length menunjukkan CP-
SCMV tidak berpotensi reaksi silang,
sedangkan FASTA pensejajaran 80 mers
menunjukkan  adanya potensi  silang
walaupun ambang batas 35% masih
diperdebatkan menghasilkan positif palsu.
Oleh karena itu, hasil analisis in silico tidak
dapat dijadikan sebagai tolak  ukur
sepenuhnya untuk menentukan potensi suatu
protein bersifat alergen atau tidak. Oleh
karena itu, diperlukan pengujian lebih lanjut

secara in vitro untuk menyimpulkan hasil
yang akurat.

Salah satu karakter protein alergen
ditandai dengan kemampuan protein yang
stabil terhadap enzim pencernaan (Pali-
Scholl et al. 2018). Analisis in silico dilakukan
untuk mengetahui sisi pemotongan protease
pepsin, trypsin dan chymotrypsin pada CP-
SCMV. Hasil analisis menunjukkan CP-
SCMV terbagi menjadi beberapa bagian
sesuai dengan sisi pemotongan. Jumlah sisi
pemotongan pada enzim pepsin sebanyak 29
situs, enzim trypsin sebanyak 31 situs dan
enzim chymotrypsin sebanyak 55 situs (Tabel
2). Hasil analisis in silico menyatakan bahwa
enzim pepsin, trypsin dan chymotrypsin
mampu memotong atau mencerna CP-
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SCMV, sehingga dapat dinyatakan tidak
bersifat alergen. Hal ini sesuai dengan
pendapat Rathinam et al. (2017) yang
menyatakan bahwa keberhasilan enzim
pepsin (enzim pencernaan) dalam mencerna
protein menunjukkan bahwa protein tersebut

A m K+ K1 K2

+950 bp

1950 bp

Pencucian Elusi

wa M CE FT W1 W2 W3 E1 E2
130

FEE

- “4— +40 kDa

Gambar 1. Analisis PCR dan purifikasi CP-SCMV pada
E.coli transforman. A). Konfirmasi bakteri
E. coli transforman pET28a-CP
menggunakan PCR, (K+) plasmid pET28a-
CP; (K1) koloni bakteri transforman ke-1;
(K2) koloni bakteri transforman ke-2; (M)
marker 1 kb DNA leader (thermo Scientific).
B). PCR plasmid bakteri transforman
pET28a-CP, (K-) Kontrol negatif; (1)
plasmid dari E. coli ke-1; (2) plasmid dari E.
coli ke-2; (M) marker 1 kb DNA leader
(thermo Scientific). C). Purifikasi CP-SCMV
dari crude ekstrak bakteri transforman, (M)
marker protein ladder; (CE) crude ekstrak;
(FT) flowthrough; (W1) washing 5 mM
Imidazole; (W2) washing 10 mM Imidazole;
(W3) washing 15 mM Imidazole; (E1,E2)
Elusi 250 mM Imidazole
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adalah protein nonalergenik. Selain itu, sisi
pemotongan dari masing masing enzim
pencernaan yang banyak dan berbeda
membuat CP-SCMV lebih terfragmentasi
menjadi ukuran yang lebih kecil sehingga
memperkecil adanya potensi alergen. Enzim
pepsin merupakan protease yang memotong
residu asam amino hidrofobik dan
memotong residu asam amino setelah
phenylalanine, leucine, histidine dan lysine
(Ahn et al. 2013). Situs pemotongan pada
enzim tripsin yaitu setelah residu asam
amino yang rantai sampingnya bermuatan
positif, sedangkan sisi pemotongan pada
chymotrypsin setelah residu asam amino
aromatik (Fu et al. 2021).

Pengujian alergenitas CP-SCMV in vitro

Pengujian  alerginitas  CP-SCMV
secara in vitro dilakukan menggunakan
protein rekombinan yang diproduksi pada
bakteri E. coli. Sebelum digunakan untuk
produksi protein rekombinan CP-SCMV,
dilakukan konfirmasi keberadaan gen CP-
SCMV pada sel bakteri. Bakteri E. coli hasil
transformasi diisolasi plasmid pET28a-CP
dan dikonfirmasi kebenaran plasmidnya
menggunakan analisis PCR. Hasil PCR
koloni dan PCR plasmid menunjukkan
bahwa adanya pita DNA CP-SCMV hasil
amplifikasi berukuran 950 bp (Gambar la
dan 1b). Rekombinan CP-SCMV diproduksi
dengan menumbuhkan E. coli transforman
dan dipurifikasi menggunakan kolom afinitas
resin Ni-NTA. Hasil analisis dengan SDS-
PAGE menunjukkan bahwa pada tahap elusi
telah didapatkan protein murni CP-SCMV
(Gambar 1c), akan tetapi sebagian protein
rekombinan masih lolos tercuci sebelum
dielusi menggunakan imidazole (Gambar 1c
line W1-W3). Hal ini disebabkan oleh
konsentrasi imidazole yang digunakan pada
proses pencucian (washing) tergolong
terlalu  tinggi sehingga menyebabkan
terlepasnya CP-SCMV dari pengikatan
resin. Protein murni hasil produksi dan
purifikasi  digunakan sebagai bahan
pengujian alegenitas in vitro.

Konfirmasi keberadaan gen pengkode
CP-SCMV pada tanaman transgenik PDR
CP-SCMV dilakukan dengan analisis PCR.
Hasil analisis PCR menggunakan primer
untuk gen CP-SCMV menunjukkan bahwa
tanaman transgenik PDR CP-SCMV
mengandung fragmen gen CP-SCMV



berukuran 950 bp (Gambar 2). Namun
demikian, fragmen gen CP-SCMV tidak
ditemukan pada tanaman non-transgenik
yang digunakan sebagai kontrol. Konfirmasi
tanaman transgenik dapat menggunakan
selectable marker ataupun gen insert.
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P CP1 CP2

+950 bp

Gambar 2. Elektroforesis gel agarose untuk
pemisahan DNA hasil analisis PCR tebu
transgenik dan non-transgenik. (CP1, CP2)
adalah tanaman transgenik 1 dan 2; (P)
Plasmid pRION-CP; (K-) tanaman non
transgenik; (M) marker 1Kb DNA ladder
(Thermo Scientific)
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Gambar 3. Visualisasi CP-SCMV terhadap perlakuan
stabilitas panas protein CP dengan SDS-
PAGE dan immunoblot. A). SDS PAGE
rekombinan CP, B). SDS PAGE tanaman
tebu non-transgenik (wildtype) berpenyakit
SCMV, C). SDS PAGE tanaman
transgenik CP, dan D). Immunoblot CP
dari tanaman tebu transgenik (30 ug)
menggunakan poliklonal antibody CP-
SCMV. (M) marka protein ladder (Jena
Bioscience)
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Pengujian stabilitas panas CP-SCMV
Analisis stabilitas panas merupakan
salah satu parameter yang digunakan untuk
menentukan potensi alergen pada suatu
protein. Pengujian stabilitas panas CP-SCMV
dilakukan dengan inkubasi protein pada suhu
28, 60 dan 90 derajat Celsius selama 5, 10
dan 30 menit. Hasil analisis SDS-PAGE
menunjukkan bahwa CP-SCMV masih
terdeteksi pada inkubasi sampai dengan
suhu 90 °C (Gambar 3A). Namun demikian,
terlihat sedikit pengurangan intensitas pita
protein selama 30 menit waktu inkubasi. Hasil
SDS-PAGE menunjukkan bahwa pola pita
protein tetap sama pada protein crude
ekstrak tanaman non-transgenik bergejala
SCMV (Gambar 3B) dan tanaman transgenik
CP-SCMV (Gambar 3C). Untuk melihat
pengaruh pemanasan terhadap stabilitas CP-
SCMV pada tanaman transgenik dilakukan
analisis immunoblot menggunakan antibodi
spesifik untuk CP-SCMV. Hasil immunoblot
menunjukkan bahwa pada perlakuan suhu 90
°C keberadaan intensitas CP-SCMV mulai
berkurang pada inkubasi 10 menit dan
mengalami pengurangan lebih banyak pada
waktu inkubasi 30 menit (Gambar 3D).
Protein alergen identik dengan sifat resisten
terhadap perlakuan panas (Mishra et al.
2012, Farias et al. 2015). Protein yang
memiliki ketahanan terhadap perlakuan
panas, biasanya memiliki hubungan dengan
pengikatan IgE dan dapat berpotensi sebagai
protein alergen (Verhoeckx et al. 2015).
Berdasarkan hasil analisis stabilitas
panas menunjukkan bahwa CP-SCMV masih
terdeteksi pada 90 °C meskipun kandungan
protein sedikit berkurang. Hasil demikian
mempresentasikan bahwa meskipun protein
CP-SCMV tidak terdegradasi oleh panas,
namun kemungkinan fungsi protein sudah
hilang dan tidak berpotensi sebagai alergen.
(Privalle et al. 2011). Penelitian serupa
dilakukan  terhadap protein  sucrose—
phosphate synthase dan menghasilkan
protein tidak terdegradasi pada suhu tinggi,
akan tetapi protein tersebut kehilangan fungsi
katalitiknya dan tidak berpotesi sebagai
alergen (Neliana et al. 2019). Pengujian
deteksi aktivitas CP-SCMV tidak dapat
dilakukan  karena  merupakan  protein
struktural yang tidak memiliki aktivitas
katalitik. Hasil serupa juga ditemukan pada
protein phosphinothricin  acetyltransferase
(PAT) yang termasuk protein non alergen.
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Pada perlakuan panas 100 °C pita protein
PAT masih dapat terdeteksi (Privalle et al.
2011). Pengujian stabilitas panas tidak selalu
berkorelasi terhadap resiko alergi, sehingga
dianggap tidak memberikan pertimbangan
alergenitas pada pengujian keamanan
pangan tanaman transgenik (Ladics 2018).

Pengujian stabilitas cerna CP-SCMV
Pengujian stabilitas cerna secara in
vitro bertujuan mengetahui bahwa CP-SCMV
dapat tercerna secara enzimatik oleh
protease pada sistem pencernaan. Pengujian
stabilitas cerna merupakan uji lanjutan yang
dilakukan untuk menentukan suatu protein
berpotensi alergi atau tidak. Untuk melihat
stabilitas cerna dilakukan perlakuan enzim
pepsin dan trypsin pada CP-SCMV, serta
visualisasi protein dengan SDS-PAGE dan
immunoblot. Hasil analisis menunjukkan
bahwa CP-SCMV tercerna dalam waktu
kurang dari 0,5 menit (30 detik) dalam
simulasi cerna pepsin dan trypsin (Gambar
4). Pada analisis protein rekombinan CP-
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SCMV terlihat tidak ada sisa pita protein
sama sekali sesudah inkubasi 0,5 menit
(Gambar 4A). Bahkan hampir semua protein
daun tebu berpenyakit dan tebu transgenik
terdegradasi sesudah 0,5 menit. Pita protein
yang terlihat pada ukuran 43 dan 23,5 kDa
pada perlakuan tebu transgenik dan non-
transgenik berpenyakit (Gambar 4 B-C)
adalah protein pepsin dan trypsin. Konfirmasi
keberadaan CP-SCMV pada tanaman
transgenik dengan analisis immunoblot jelas
menunjukkan bahwa CP-SCMV tidak
ditemukan pada ekstrak daun setelah
inkubasi 0,5 menit (Gambar 4D).

Hasil analisis in vitro menunjukkan
bahwa CP-SCMV dapat terdegradasi, tidak
stabil dalam kondisi peptik, dan tercerna
secara enzimatik oleh enzim pepsin dan
trypsin. Protein yang bersifat alergen
sebagian besar stabil terhadap enzim
pencernaan seperti protein ovalbumin (Ladics
et al. 2007, Goodman dan Tetteh 2011).
Protein non alergen diketahui tidak stabil dan
terdegradasi kurang dari 15 detik dan tidak

Waktu inkubasi (menit)

10 30 M T K 05 1 3 §5 10 30

CP
rekombinan

CP tebu
berpenyakit

* 7 aney

CP tebu
transgenik
" Fk
——
CP tebu
- transgenik

Gambar 4. Visualisasi hasil analisis stabilitas cerna terhadap CP dengan SDS-PAGE dan immunoblot. A). pelakuan
simulasi cerna rekombinan CP; B). perlakuan simulasi cerna crude ekstrak tebu berpenyakit; C). perlakuan
simulasi cerna crude ekstrak tebu transgenik menggunakan enzim pepsin (P/*) dan enzim trypsin (T/**).
D). Western blot deteksi protein CP pada tebu transgenik setelah simulasi cerna
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menyisakan fragmen peptida yang stabil.
Hasil pengujian stabilitas cerna menyatakan
bahwa CP-SCMV mudah dicerna dan tidak
bersifat alergen. Stabilitas cerna masih
menjadi metode yang relevan untuk
menentukan potensi alergi dan non alergi
pada protein transgenik.

KESIMPULAN

Studi potensi alergenitas CP-SCMV
secara in silico menunjukkan bahwa CP-
SCMV diprediksi tidak berpotensi
menimbulkan reaksi silang dan dapat
tercerna oleh enzim pada sistem percernaan.
Analisis in silico dibuktikan kebenarannya
dengan analisis in vitro, yaitu CP-SCMV
mengalami degradasi pada simulasi cerna
gastrointestinal menggunakan enzim pepsin
dan trypsin. Berdasarkan kedua pengujian
tersebut dapat disimpulkan bahwa CP-SCMV
tidak berpotensi alergen.
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