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ANALISIS IMUNOGENISITAS PROTEIN GRA1 DARI HASIL KLONING
GEN GRA1 TAKIZOIT Toxoplasma gondii’
[Immunogenicity Analysis of GRA1 Protein Derived from Clone BearingGRA1 Genes
Collected from Toxoplasma gondii Tachyzoite]

Didik T Subekti**, WT ArtamaZ, SH Poerwantd, E Sulistyaningsitf dan Yulia Sari*
!Balai Besar Penelitian Veteriner, Bog&fakultas Kedokteran Hewan Universitas Gadjah Madgyakarta;
3Fakultas Biologi Universitas Gadjah Mada, Jogyak&Rrogram Studi Bioteknologi PAU Bioteknologi
Universitas Gadjah Mada, Jogyakaftamail: subekti.vmd@lycos.com

ABSTRACT

The study was aimed to analyze the immunogenaitGRAL protein derived from clone beari@®@RA1 genes from local isolate of
Toxoplasma gondii Analysis of GRAL protein translated from cDNA®RALis very essential in prior to expressed the génalysis of
GRAL protein derived from clone beari@RAlgenes was performed using several bioinformatisvare which are available as stand-
alone or online software such as CLC Bio Workbeseties, BioEdit, BESTORF, GENSCAN, FGENES, BepiPtedi CTL Epitope
Finder and SignalP. Translation coding sequent&RA1 gene into GRAL peptide sequences reveal@dah®ino acids with molecular
mass of GRA1 approximately 20.159 kD and isoelegtoint at 4.43. GRA1 protein also identified gaveantigenic domains with six
domains were known as epitopes for Clogtotoxic lymphocyte and seven domain as epitdpe8 lymphocyte. However, GRAL protein
was considered as good antigen but less immunagenic

Keywords: GRAL protein,Toxoplasma gondibioinformatics, antigenicity, immunogenicity.

ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis imumige protein GRA1 yang dikode oleh ggral (klon cDNA gral) dari Toxoplasma
gondii isolat lokal. Analisis protein GRA1 yang ditraasil dari cDNA gral sangat diperlukan sebelum diedsskan. Analisis protein
GRAL1 dilakukan menggunakan beberapa perangkat lyaidk CLC Bio Workbench series, BioEdit, BESTORFENSCAN, FGENES,
BepiPred 1.0, CTL Epitope Finder and SignalP. Haanslasi gergral menunjukkan bahwa protein GRA1 memiliki 190 asanina
dengan berat molekul 20,159 kD serta titik isoelkit,43. Protein GRA1 juga diketahui memilikidezapa tapak antigenik. Enam tapak
antigenik sebagai epitop untuk limfosit T sitotdks5iICD8+ dan tujuh tapak antigenik sebagai epitopdsit B. Protein GRAL merupakan
antigen yang baik tetapi memiliki imunogenitas léma

Kata kunci : protein GRA1,Toxoplasma gondibioinformatik, antigenitas, imunogenitas.

PENDAHULUAN peptida imunogenik yang berasal dari suatu runutan
Toksoplamosis merupakan penyakit zoonosis (sequence DNA sangat penting untuk menentukan
yang disebabkan oleh protozdaxoplasma gondii  imunogenitas dari suatu protein yang disandinya.

yang merupakan organisme eukaryota bersifat obli-Apabila suatu runutan peptida imunogenik dapat
gat intraseluler dari kelompok protozoa. Oleh ditemukan pada suatu gen maka kemungkinan pro-
karenanya sistem pertahanan tubuh spesifiktein tersebut akan bersifat imunogenik.
(imunitas spesifik) yang terbangkitkan oleh infeksi Studi melalui pendekatan molekuler telah
T.gondiiadalah sistem imun adaptif humoral maupun dilakukan dan berhasil melakukan kloning sejumlah
berperantara sel. Respon imun adaptif humoral akarcDNA (complementaryDNA) dari T.gondii koleksi
diperankan oleh antibodi yang dihasilkan limfosit B isolat lokal. Salah satu diantaranya adalah cDNA
Adapun respon imun adaptif berperantara sel akangral dari T. gondii yang diharapkan bersifat
diperankan oleh limfosit T (khususnya limfosit T imunogenik (Subektet al, 2008). Complementary
sitotoksik) beserta respon imun natural. DNA (cDNA) merupakan komplementer dari mRNA
Pada dasarnya baik IgG maupun sel T sitotok- sehingga dalam sekuen nukleotidanya tidak lagi
sik /CD8 dapat mengenali bahan asing karena ditemukan adanya intron. Hasil analisis awal
adanya peptida imunogenik dari suatu molekul menunjukkan bahwa klon tersebut merupakaih
protein. Oleh sebab itu determinasi awal dari gdan length sequencdari gengral milik T.gondii isolat

"Diterima: 19 Agustus 2011 - Disetujui: 14 Janua®il2
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lokal (Subekti et al, 2008). Analisis terhadap M kalium asetat, asam asetat), dihomogenisasi dan
beberapa karakter fisik, biokimia dan potensi diinkubasi selama 5 menit daldaoge bathdilanjutkan
imunogenitas—antigenitas dari protein GRAL1 perlu dengan sentrifus pada 12.000 rpm selama 5 menit.
dilakukan mengingat protein tersebut sangat edensia Bagian atas (supernatan) dipindahkan ke
untuk kehidupafT. gondiisecara intraseluler. dalam tabung ependorf baru dan ditambahkan
Protein GRA1 merupakan salah satu protein fenol:kloroform:isoamil alkohol (25:24:1) dengan
yang diperlukan olehrl. gondii untuk melakukan  perbandingan volume yang sama. Campuran larutan
modifikasi Vakuola Parasitoforus (VP). Modifikasi tersebut disentrifus kembali dengan kecepatan
ini sangat bermanfaat bagi kehidupan intraselukerny 12.000 rpm selama 2 menit. Fase atas yang bening
sekaligus untuk menghindarkan dari respon imun dipindahkan ke tabung baru dan ditambahkan etanol
(evasi respon imun) sehingga tidak dikenali oleh absolut dingin (2:1= sepernatan : etanol absolut).
sistem imun tubuh. Apabila modifikasi tersebut Presipitasi dilakukan pada suhu *CGselama 1 jam,
dapat dihambat, maka diharapkan prosesdiikuti dengan sentrifus pada 12.000 rpm selama 5
pembentukan VP tidak akan berlangsung denganmenit. Pelet dibilas dengan etanol 70%,
baik sehingga dapat mengganggu atau juga dapatlikeringanginkan dan diresuspensi dengan TE.
dikenali oleh sistem imun. Oleh sebab itu penglitia Plasmid yang diperoleh kemudian dikirim ke BPPT
ini dimaksudkan untuk menganalisis protein GRA1 (Badan Pengkajian dan Penerapan Teknologi,
yang dikode oleh gegral (klon cDNA gral) agar Jakarta) untuk dilakukan sekuensing menggunakan
diketahui potensinya sebagai kandidat imunogen BigDye Terminator ABlI PRISM 373 DNA Sequencer
yang kelak diharapkan dapat digunakan untuk
menginduksi respon imun adaptif humoral dan Analisis Sekuen Nukleotida
seluler. Dengan demikian diharapkan kelak dapat Hasil sekuensing dianalisis untuk beberapa
dipergunakan untuk kepentingan berbagai intervensimaodifikasi dan diuji homologinya dengan d&@&A1
imunologis sebelum dilakukan ekspresi gen tersebut. di gene banksekaligus ditentukan juga lokasi ORF
(open reading frame nya menggunakan program
BAHAN DAN METODA CLC Bio Workbench Series (CLC Bio Free 3.0, dan
Isolasi Plasmid dan Sekuensing cDNA GRA1 CLC Bio Gene 1.5), BioEdit, BESTORF, FGENES-
Klon cDNA GRA1 yang telah diperoleh M dan GENSCAN. Analisis selanjutnya adalah
sebelumnya telah disisipkan ke dalam plasmid translasi hasil sekuensing kedalam sekuen nukkeotid
pGEM-T Easy Vectodan telah ditransformasi ke protein dilakukan dengan menggunakan beberapa
dalam bakteri kompeteR.coli XL-1 Blue Sebelum program bioinformatika yaitu CLC Bio Workbench
dilakukan sekuensing dan analisis sekuen nukleotida Series (CLC Bio Free 3.0, dan CLC Bio Protein 1.5),
plasmid rekombinan terlebih dahulu diisolasi dari PredictProtein, PHDTopology, SignalP 3.0, TargetP
bakteri kompeterk.coli XL-1 Blueyang dibiakkan 1.1, BepiPred 1.0, dan CTL Epitope Finder 1.1.
dalam media LBl(uria Broth Agal. Masing masing hasil analisis digunakan untuk
Media LB yang mengandung koloni bakteri pengujian silang sehingga dapat diperoleh
dengan plasmid rekombinan hasil biakan tersebutkesepakatan hasil yang konsisten dari berbagai
dipindahkan ke tabung ependorf dan disentrifugasi macam program yang dipergunakan.
pada 12.000 rpm selama 30 detik. Pelet dikoleksi da
diresuspensi dengan 100 lyking solution I(Tris- HASIL
EDTA-GlucosgTEG): 1 M Tris-0,5 M EDTA-2 M Deskripsi Hasil Translasi Protein GRA1L, Titik
glukosa) kemudian ditambahkan 200 |ysing  Isoelektrik dan Peptida Sinyal
soluion Il (0,2 N NaOH dan 1% SDS), - Determinasi open reading frame (ORF)
dihomogenkan dan diinkubasi ke daldoe bath diperlukan “”“_“‘ menentuka_n_ CDS_codmg
Berikutnya ditambahkan 150 jylsing solution 11i(5 sequences protein GRA1. Analisis hasil sekuen
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dengan berbagai perangkat lunadoffwarg yang TargetP (Tabel 2). Fungsi dari peptida sinyal temse
digunakan, menunjukkan hasil yang sama dalamdiperkirakan adalah sinyal untuk sekresi. Adapun
penetapan ORF dan CDS. Selanjutnya sekuen kodorberdasarkan jenis asam amino penyusunnya, maka
dari gengralditranslasi menjadi protein GRA1 dan dapat ditentukan berat molekul dan titik isoeldktri
dianalisis lokasi peptida sinyalnya sebagaimanadari protein GRAL (Gambar 2). Titik isolektrik dari

terlihat pada Gambar 1. protein GRA1 diperkirakan 4,43.
Umumnya protein pada organisme tersusun
atas rangkaian asam amino berulaegértoire dari Determinasi Area Hidrofillk dan Tapak
20 jenis asam amino yang telah diketahui (Stryer, Antigenik Protein GRA1
1998). Protein GRA1 yang dianalisis dengan CLC Berdasarakan hasil analisis dengan berbagai

Bio Protein Workbench (CBPW), terdiri atas 18 jenis perangkat lunak, dapat diperkirakan bahwa protein
asam amino (Tabel 1) dan memiliki panjang runutan GRA1 memiliki sekitar 9 tapak antigenik, lihat
peptida 190 asam amino seperti dideskripsikan padaGambar 3. Sementara hasil analisis antigenisitas da

Gambar 1. hidrofobisitas dengan CBPW 3.0, ditampilkan pada
Determinasi fungsi dari peptida sinyal Gambar 4.
dianalisis lebih lanjut menggunakan program Analisis lebih lanjut dilakukan untuk
) i

1
MYRVEAIVGAAASYFVCLSAGAY AAEGGDNOSSAVEDRASLFGLLSGGTGAGLG | GESY

Rl HH 101
I | |
DLEMMGNTYRVERPTGNPDLLK | A | KASDGSYSEVGHNVYVHNYEEY IDTMESMORDEDIFLR

12 140 [ECH]
|

ALNKGETVEEA | EDVAQAEGLNSEQTLALEDAVSAVASYVVODEMKY I DDVAQLEKDKG

]
|
LKODD IGFLTGERE®

Gambar 1. Hasil Translasi dan Determinasi Peptida SinyalapBrotein GRAL. Translasi ggnal menjadi
sekuen peptidaprotein GRA1 menggunakan Program Bib®rotein Workbench. Panah warna
biru menunjukkan lokasi Peptida Sinyal yang dideteasi dengan Program SignalP.

Tabel 1. Deskripsi Jenis Asam Amino pada Protein GRAL

Asam Amino )y Frekuensi Asam Amino h) Frekuensi
Alanin (A) 19 0,100 Metionin (M) 6 0,032
Sistein (C) 1 0,005 Asparagin (N) 7 0,037

Asam Aspartat (D) 16 0,084 Prolin (P) 2 0,011
Asam Glutamat (E) 19 0,100 Glutamin (Q) 11 0,058

Fenilalanin (F) 4 0,021 Arginin (R) 7 0,037
Glisin (G) 19 0,100 Serin (S) 16 0,084
Histidin (H) 0 0,000 Treonin (T) 7 0,037
Isoleusin (1) 9 0,047 Valin (V) 20 0,105

Lisin (K) 8 0,042 Triptofan (W) 0 0,000
Leusin (L) 16 0,084 Tirosin (Y) 3 0,016
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Tabel 2. Determinasi Sekuen dan Fungsi Peptida Sinyal Pad&in GRA 1T.gondii

SignalP TargetP
Protein Runutan peptida
NN HMM Loc RC
GRA1 Ya 0,999 S 2 MVRVSAIVGAAASVFVCLSAGAYA
Keterangan :

NN: analisis peptida sinyal berdasarkawortima Neural Network; HMM: analisis peptida sinyal
berdasarkan algoritma Hidden Markindel (angka menunjukkan probabilitas, 1 = semakin
kuat prediksinya); * menunjukkaraagia suatu sekuen sinyal tetapi mengarah pigdal
anchodengan probabilitas 0,919.

Loc: prediksi lokasi, misalnya; M = transisi menuju mitokondria, S = sekretorik, O = lokasi
lainnya, C = kloroplas, * = tiddiketahui tujuan translokasinya.

RC Klas reliabilitas (skor 1 —5), 1 = indikasi presiikya sangat kuat; 5 = indikasi prediksinya
sangat lemah.

20
g 0
E B
2 1
o og =
] —— GRA
-40 LI [ | I | I L L I LI | I L L] I L I
] 2 4 6 B 10 12 14

pH

Gambar 2. Grafik Perubahan Muatan Listrik dari Protein GRg#elda berbagai pH Garis biru: dinamika muatan
listrik dari protein GRAL Garis hijau: garis linidimana muatan listrik bernilai nol.

Hrps & Ve, v xe Hean Baim ety Frrtle
Bl 4 = T

|

|

| |

T d VAT L
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|
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Gambar 3. Hasil Analisis Hidrofobisitas — Hidrofilisitas dgan Program BioEdit Berdasarkan Skala Hoop-Wooda pad
Window size of .7Nilai skala negatif menunjukkan regio yang betsifrofilik dan antigenik. Nilai skala
positif menunjukkan regio yang bersifat hidrofobtinda berupa garis hitam menunjukkan lokasi tapak
antigeniknya.
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menetapkan lokasi dan runutan peptida yangsecara hati-hati mengingat beberapa jenis protein
diperkirakan imunogenik. Hasil analisis penentuan yang berbeda seringkali memiliki berat molekul yang
epitop untuk sel B menggunakan BepiPred 1.0 sama sehingga akan tervisualisasi sebagai satu pita
diketahui bahwa dalam urutan peptida GRAL secaraprotein pada gel poliakrilamid. Beberapa contoh
linier memiliki 7 tapak yang imunogenik seperti-ter protein yang memiliki berat molekul sama adalah
cantum pada Tabel 3. Sebaliknya analisis protein GRA3 dan SAG1l ataupun GRA1l dengan
menggunakan CTL Epitope Finder 1.1 ternyata SAG2 yang memiliki berat molekul (BM) sangat
diperoleh 6 tapak antigenik-imunogenik yang dekat atau hampir sama (Cesbron-Delaeival,
diperkirakan dapat dikenali sebagai epitop oleh 1996; Tomavo, 1996). Oleh sebab itu, elektroforesis
Cytotoxic lymphocytg CTL/Limfosit T sitotoksik/ yang paling akurat dan direkomendasi adalah
CD8'). Epitop adalah struktur atau bagian yang menggunakan elektroforesis dimensi gandzD (
imunogenik dari suatu molekul protein atau antigen. electrophoresisatau IEF, isoelectrofocusing Hal

ini disebabkan karena teknik elektroforesis dimensi
PEMBAHASAN ganda mampu memisahkan suatu protein dalam

Setiap protein memiliki susunan asam amino poliakrilamid gel berdasarkan BM dan titik

yang unik dan khas. Susunan asam amino dalanisoelektriknya.
suatu protein tidak hanya akan menentukan struktur Setiap asam amino memiliki massa dan
tiga dimensi dan fungsionalitasnya dalam sistem muatan listrik tertentu. Asam amino pada dasarnya
biologis tetapi juga menentukan karakter fisika dan tersusun atas atom C,H,0 dan N yang memiliki masa
kimiawi dari masing masing protein. Salah satu atom dan memiliki muatan elektron. Secara umum,
karakter fisikokimia dari protein adalah berat dalam larutan dengan pH netral, asam amino
molekul dan titik isoelektrik yang sangat bermanhfaa memiliki bentukzwitterion atau bentuk ion dipolar.
untuk identifikasi protein pada elektroforesis divse =~ Pada bentuk ion dipolar tersebut gugus amino dari
tunggal ataupun ganda (IEF). Hal ini perlu dipaham asam amino mengalami protonasi (-N)-Hdan gugus
sebab identifikasi proteifioxoplasma gondilengan karboksilnya mengalami disosiasi (-CQO Apabila
elektroforesis dimensi tunggal harus diterjemahkanasam amino tersebut berada dalam larutan yang

RE 'l||| b ” !_Jr. I B
w6 i || I | 1_1
B 1 1 I II | | 5
52 l|| J il |'!’l r l||J-| H'r' %' :|—i
g we gy 1 r " i ! ljr J ||L | ][L :-L ? 7 1 Methods
] | wl o £ a1 Crgabnan
3 |r||' | { q | | E" ] :::nﬂ-
of © | Y
P | | Methods -+ =] __ Hopp-
I 'J ‘ i | o
a0 — 1| Terregmenkar -5 ] Erseribusy
Walling ] | o e
O 20 40 S B8 180 VR0 143 145 HHO = ooty
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Gambar 4. Hasil analisis antigenisitas dan hidrofobisitasgén CBPW 3.0:A. Analisis antigenisitas

B. Analisis hidrofobisitasNilai skala negatif menunjukkan regio yang berdifarofilik dan antigenik.
Nilai skala positif menunjukkeegio yang bersifat hidrofobik.
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bersifat asam, maka gugus karboksilnya tetap tidakair (polaritas). Beberapa asam amino memilikitsifa
terionisasi (-COOH). Sementara gugus aminonyanon polar (hidrofobik) seperti alanin, fenilalanin,
akan mengalami ionisasi menjadi “-MH sehingga  glisin dan lainnya, sebagian lainnya memiliki sifat
asam amino tersebut bermuatan positif (Stryer, polar (hidrofilik) seperti misalnya sistein, serin,
1998). Demikian pula sebaliknya jika asam amino treonin dan lain lain. Derajat polaritas masing
tersebut berada pada larutan yang bersifat alkalis. masing asam amino sangat berbeda beda.
Berdasarkan sifat dan prinsip tersebut, protein Berdasarkan analisis terhadap hidrofobisitas —
yang tersusun atas berbagai jenis asam amino dengahidrofilisitas susunan asam amino dari suatu pmotei
muatan listrik yang berbeda dapat diidentifikagsigpa dapat diperkirakan domain transmembran dan tapak
titik isoelektriknya. Titik isoelektrik merupakan antigeniknya. Tapak antigenik sangat bermanfaat
suatu keadaan dimana protein memiliki muatan untuk mengetahui apakah klon protein yang
Isitrik sama dengan atau mendekati nol pada pHdiperoleh memiliki potensi sebagai antigen maupun
tertentu (Stryer, 1998). Hal demikian dapat imunogen.
dipahami karena dengan berubahnya pH, maka Penentuan antigenitas suatu molekul dapat
muatan listrik masing-masing asam amino penyusundilakukan dengan dua pendekatan, pertama secara
protein (dalam hal ini GRA1l) akan berubah. konseptual dari sisi imunologi dan kedua, dari sisi
Perubahan akan terus berlangsung sampai pada pHnalisis bioinformatik. Pada pendekatan imunologis
tertentu akan terjadi keseimbangan muatan diantarasuatu molekul akan memiliki potensi antigenik jika
asam amino penyusun protein tersebut sehingga totamemiliki sifat asing foreignesy bagi tubuh,
muatan listriknya menjadi nol atau mendekati nol. memiliki berat molekul diatas 1 kD, memiliki
Pada analisis dengan menggunakan CLC Bio struktur kompleks (bukan urutan berulang seperti
Protein, diketahui bahwa protein GRA1 memiliki polisakarida) dan memiliki stabilitas molekul
BM 20,159kD dengan titik isoelektrik 4,43 (Gambar (Tizard, 2000). Berdasarkan kriteria ini dan asiali
2). Kalkulasi mengenai berat molekul dilakukan yang telah diuraikan sebelumnya, maka diketahui
dengan menghitung total masa atom penyusunbahwa GRAL adalah molekul asing atau antigenik
polipeptida dari protein GRAL yang didasarkan pada berdasarkan fakta karena berasal dargondii
sekuen peptida seperti terdeskripsi dalam Gambar 1(bukan bagian dari tubuh suatu makhluk itu sendiri)
dan Tabel 1. Berdasar pada berat molekulnya, makadengan struktur komplek (terdiri atas 18 asam amino
diketahui bahwa protein GRA1 diperkirakan Lihat Tabel 1) serta memiliki berat molekul 20,16
memiliki antigenitas yang baik tetapi kurang kD.
imunogenik. Tizard (2000) menyatakan bahwa suatu Adapun analisis antigenitas dari sudut
protein dengan berat 670 kD (misalnya hemocyanin) pandang kedua, yaitu dengan pendekatan
merupakan antigen yang poten dan menginduksibioinformatik untuk menentukan lokasi
respon imun dengan baik (imunogenik). Diketahui hidrofobisitas dan hidrofilisitas dari urutan asam
bahwa protein dengan berat 69 kD (misalnya amino. Hal ini diperlukan karena suatu bagian
albumin) merupakan antigen yang cukup baik tetapi antigenik yang diduga dapat memicu respon imun
juga dapat menginduksi toleransi respon imun. haruslah berada pada bagian permukaan molekul
Sebaliknya protein dengan berat molekul diatas 1 kDyang dapat terekspos oleh komponen sistem imun
(misalnya angiotensin, 1 kD) merupakan antigen yang larut dalam plasma darah atau cairan jaringan.
yang lemah, sedangkan kurang dari 1 kD Apabila suatu bagian dari molekul dapat terekspos

diperkirakan tidak antigenik. dipermukaan, maka komponen sistem imun
Hidrofilisitas, Tapak Antigenik dan Imonogenik diharapkan dapat mengenali bahan atau molekul
Protein GRA1 asing tersebut.Bagian dari suatu molekul yang

Asam amino, selain memiliki masa dan bersifat hidrofilik menunjukkan bahwa bagian
muatan listrik juga memiliki sifat kelarutan tertagd  tersebut merupakan domain permukaan yang dapat
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Tabel 3. Lokasi dan Runutan Peptida dari Epitop yang Dikeokeh Limfosit B maupun Limfosit T

Sitotoksik/CD8
I\Flch aijI al?r?ir Sjrl:tL:JinCEng P ajvill aiﬁir Sekuen Epitop untuk Limfosit B
1 18 26 LSAGAYAAE 23 37 YAAEGGDNQSSAVSD
2 23 31 YAAEGGDNQ 47 56 GGTGQGLGIG
3 52 60 GLGIGESVD 68 78 YRVERPTGNPD
4 94 102 VGNVNVEEV 86 97 ASDGSYSEVGNV
5 109 117 MQRDEDIFL 108 111 SMQR
6 152 160 SAVASVVQD 123 142 GETVEEAIEDVAQAEGLNSE
7 170 179 QLEKDKQQLK

Keterangan: FR No = Fragmen peptida nomor ke -. aa = asama@@D8 adalah limfosit T sitotoksik (CTLgytotoxic lymphocite
aa awal ataupun aa akhirnumgukkan posisi awal dan akhir asam amino tersehlaim sekuen protein GRA1L.

terekspos urface-exposed domain sehingga  analisis antigenisitas dengan metoda Kolaskar-
diperkirakan memiliki potensi antigenik. Potensi Tongaonkar maupun metoda Welling (Gambar 4A)
tersebut didasarkan pada pemikiran bahwa wilayahlebih bersesuaian dengan hasil analisis hidrdfksi
tersebut mudah diakses oleh komponen sitem imun. hidrofobisitas menggunakan 5 metoda algoritma
Berdasarkan analisis dengan BioEdit lainnya yaitu metoda Engelman, Kyte-Doolitle,
menggunakan skala Hoop-Woods, diperkirakan Janin, Eisenberg dan Cornette (Gambar 4B).
protein GRA1 memiliki sekitar 9 tapak antigenik Namun demikian analisis tersebut hanya
(Gambar 3). Skala Hoop-Wood#Hdop-Woods  menunjukkan lokasi runutan asam amino yang
scald sesuai untuk determinasi tapak atau lokasi hidrofilik dan berpotensi antigenik karena mudah
antigenik pada suatu protein (Hoop dan Woods, terekspos sehingga dapat dikenali sistem imun.
1983). Sebaliknya dengan program CBPW 3.0 Suatu molekul protein yang memiliki bagian atau
menggunakan metoda Kolaskar-Tongaonkar maupunfragmen  antigenik  belum tentu imunogenik.
metoda Welling diperkirakan terdapat 6 — 7 tapak Antigenik mengacu pada keasingan suatu molekul
antigenik (Gambar 4A). Analisis antigenisitas dan tapak antigenik mengacu pada fragmen / bagian
menggunakan metoda Welling yang memiliki yang dikenali dan terekspos sistem imun. Adapun
akurasi lebih baik dibanding skala Hoop-Woods Imunogenik mengacu pada kemampuan molekul itu
(Welling et al, 1985). Sebaliknya metoda Kolaskar- sendiri dalam menginduksi/menstimulasi sistem
Tongaonkar bersifat semi empiris dan dilaporkan imun untuk membangkitkan tanggap kebal / respon
memiliki akurasi 75% (Kolaskar dan Tongaonkar, imun. Oleh sebab itu perlu diprediksi bagian
1990). manakah yang imunogenik (mampu menginduksi
Hasil analisis dengan skala Hoop-Woods pada sistem imun), baik yang terkait dengan pengenalan
CPBW 3.0 (Gambar 4B) ternyata memiliki hasil oleh limfosit T ataupun limfosit B.
yang agak berbeda dengan analisis skala Hoop- Hal yang perlu dipahami bahwa
Woods pada BioEdit (Gambar 3) maupun dengan 5imunogenisitas tidak selalu harus bersifat hiditfil
metoda algoritma lainnya (Gambar 4B). Perbedaantetapi juga bagian yang bersifat hidrofobik.
tersebut kemungkinan terkait dengan perbedaanimunogen yang hidrofilik umumnya cenderung
window sizeyang digunakan. Sebaliknya hasil terkait dengan sel fagositik maupun limfosit B yang
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menghasilkan antibodi. Hal ini disebabkan karena pada daerah permukaan yang mudah terakses oleh
lokasinya yang berada pada permukaan molekulsistem imun fon surface exposed domhin
(surface exposed domainSel fagositik dan limfosit ~ Penentuan hidrofobisitas fragmen nomor 4 dan 5
B memerlukan petanda antigenik berupa determinandilakukan dengan mencocokkannya dengan hasil
konformasi dipermukaan dari suatu molekul untuk analisis hidrofobisitas seperti diperlihatkan pada
dapat dikenali dan difagositosis. Demikian pula Gambar 4B. Fenomena tersebut dapat dipahami
halnya dengan antibodi yang disekresikan oleh karena stimulasi limfosit T dilakukan oleh sel

limfosit B. penyaji antigen yang mempresentasikan fragmen
Selanjutnya sel fagositik yang telah peptida di permukaan selnya melalui molekul MHC |
melakukan fagositosis akan mendegradasi molekulataupun MHC Il.  Fragmen peptida tersebut hasil

antigenik tersebut menjadi beberapa fragmen fagositosis dan pengolahan (degradasi) dari suatu
peptida. Fragmen-fragmen peptida tersebut akanmolekul protein ataupun berbagai struktur penyusun
dipresentasikan dipermukaan sel fagositik melalui mikroorganisme yang tidak dipengaruhi
molekul MHC. Sel fagositik demikian ini disebut hidrofobisitas maupun hidrofilisitas.

sebagai (APC,antigen presenting cell atau sel Aktivasi limfosit B diperantarai oleh ikatan
penyaji antigen (Abbast al, 2010). Fragmen petida antigen — IgM terikat membran selgil bearing
yang ditampilkan dipermukaan sel oleh molekul membrangpada permukaan limfosit B (Abbasal,
MHC tersebut akan disajikan pada limfosit T untuk 2010). Berikutnya dinyatakan bahwa setelah terakti-
direspon, baik limfosit T pembantu/Cb4naupun vasi, limfosit B akan berdeferensiasi menjadi sel
sel T sitotoksik/CD8CTL. Fragmen petida tersebut plasma dan mensekresikan antibodi, baik berupa IgM
tidak harus selalu bagian yang hidrofilik dari suat yang tersekresi, IgG maupun IgA. Semua klas anti-
molekul, tetapi juga dapat berasal dari bagian yangbodi yang dihasilkan tersebut (IgM, IgG atau IgA)
hidrofobik. Oleh sebab itu bagian yang hidrofobik juga akan mengenali epitop yang sama dengan epitop
juga dapat menginduksi respon imun berperantara seyang menginduksi aktivasi limfosit B.  Epitop
yang diperankan limfosit T. tersebut adalah bagian hidrofilik yang merupakan

Penentuan epitop yang dapat dikenali CTL surface exposed domain
umumnya memiliki panjang peptida terbatas yaitu Protein GRA1 diketahui bersifat antigenik
sekitar 9 peptida. CTL/sel T sitotoksik/Clo@lam dan memiliki tapak antigenik yang hidrofilik
imunologi dikenal sebagai sel yang berperanansehingga dapat dikenali oleh IgM terikat membran
dalam respon imun berperantara saellglar pada permukaan limfosit B. Apabila bagian yang
mediated immunity= CMI). Hal tersebut sangat dikenali tersebut mengaktivasi limfosit B untuk
krusial pada organisme obligat intraseluler seperti menghasilkan antibodi, maka antibodi juga akan
halnya T.gondii CD8 berperanan dominan mengenali bagian imunogenik (epitop) yang sama
disamping respon imun humoral yang mengarah dari protein GRALl. Terdapat 7 epitop dari protein
pada proinflamatorik (Denkers dan Gazinelli, 1998; GRA1 untuk pengenalan limfosit B (Tabel 3). Selu-
Prigione et al, 2000; Subekti dan Arrasyid, 2006; ruh epitop untuk limfosit B tersebut bersifat hidro
Subektiet al, 2006). Adanya tapak antigenik dan filik sesuai dengan Gambar 4B dengan derajat hidro-
epitop untuk CD8 mengindikasikan bahwa protein filisitas yang berbeda. Perkiraan urutan hidrsifisis
GRAL tidak hanya antigenik tetapi juga imunogenik fragmen pada Tabel 3 adalah fragmen peptida homor
yang akan dapat menginduksi respon imun seluler. 1=5>3=6=7>2=4,

Pada protein GRAL, terdapat 6 epitop yang Epitop untuk limfosit B sangat tergantung dari
dapat dikenali oleh limfosit T sitotoksik (Tabel.3) hidrofilisitas fragmennya. Apabila suatu fragmen
Dua dari enam epitop tersebut merupakan fragmenpeptida bersifat hidrofilik, berarti fragmen terseb
peptida yang bersifat hidrofobik. Hal ini berada dibagian permukaan struktur molekul
menunjukkan bahwa area tersebut tidak berlokasi(surface exposed domainApabila fragmen tersebut
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berada dibagian dalam (bukan permukaan) strukturkelompok protein GRA bersama dengan protein MIC
suatu molekul, maka tidak dapat diakses oleh IgM dan ROP akan mengakibatkan VP tidak dikenali oleh
terikat membran pada permukaan limfosit B. Hal ini lisosom sehingga tidak dapat dihancurkan.
bermakna bahwa bagian tersebut tidak dapat dikenali Oleh karena protein GRA, khususnya GRAL
dan diakses oleh bagian variabel dari struktur-anti merupakan protein ekskretori-sekretori, maka
bodi (@ntigen binding sitedan tidak akan mengin- diperkirakan memiliki sinyal sekretori dalam strurkt
duksi ataupun mengaktivasi limfosit B. Hal tersebut polipeptidanya. Identifikasi posisi peptida sinyal
mengakibatkan tidak terjadiwitching menjadi IgM protein GRA1 tersebut dilakukan dengan program
tersekresi, IgG atau IgA yang sangat tergantuniy ole CBPW 3.0 dan SignalP 3.0. SignalP merupakan
pengenalan IgM terikat membran. Oleh sebab itu program yang digunakan untuk menganalisis ada
hidrofilisitas juga menjadi salah satu syarat untuk tidaknya suatu runutan peptida dalam suatu struktur
prediksi imunogenisitas fragmen peptida GRAL1 ter- primer protein yang berfungsi sebagai peptida $inya
kait dengan limfosit B. (Banerjee-Basu dan Baxevanis, 2001). Hasil anal-
Diantara tapak imunogenik dari fragmen isis menunjukkan bahwa peptida sinyal pada protein
peptida GRAL yang dikenali oleh limfosit T dan lim- GRAL dimulai dari asam amino ke-1 sampai ke-24
fosit B hasil prediksi menggunakan CTLEF 1.1 dan (Gambar 6).
BepiPred 1.0, terdapat hasil yang serupa ataugsalin Analisis menggunakan program TargetP 1.1
tumpang tindih gverlapping. Urutan tersebut adalah diketahui bahwa peptida sinyal pada protein GRA1
YAAEGGDNQ (tyr-ala-ala-glu-gly-gly-asp-asn-gin) lebih cenderung sebagai sinyal sekretori dibanding
yang berada pada posisi asam amino ke-23 sampasinyal translokasi menuju organel lainnya (Tabel 2)
ke-31. Lokasi tersebut tepat berada disampingsioka Hal ini memperlihatkan bahwa fragmen yang diduga
yang diperkirakan sebagai peptida sinyal. Fragmenpeptida sinyal pada protein GRAL ternyata bukan
peptida tersebut merupakan fragmen yang sangatuintuk translokasi menuju retikulum endoplasma atau
hidrofilik dengan nilai prediksi tertinggi. Hal iin  organel lainnya. TargetP merupakan program yang
juga terlihat dari Gambar 4A dimana metoda Welling didesain untuk menganalisis fungsi dari peptida sin
dan Kolaskar —Tongaonkar juga menyatakan wilayahyal yang umumnya berada pada ujung N-terminus
tersebut antigenik. Demikian pula dengan metodadari suatu sekuen peptida (Emanuelssn al,
Engelman, Kyte-Doolitle, Janin, Eisenberg dan 2000). Analisis terhadap pola sekuen dari berbagai
Cornette pada analisis hidrofobisitas (Gambar 4B) peptida sinyal beberapa protein GRA juga tidak
yang juga menunjukkan bahwa wilayah tersebut memperlihatkan adanya homologi sekuen dengan
hidrofilik. Dengan demikian secara umum, fragmen konsensus pola yang kuat dan tetaméervelidian-
dengan runutan peptida YAAEGGDNQ tersebut tara berbagai sinyal protein GRA maupun dibanding-
diperkirakan memiliki potensi antigenik dan imuno- kan dengan konsensus pola sekuen untuk sinyal
genik cenderung lebih kuat dibanding fragmen translokasi menuju organela tertentu (hasil arslisi

lainnya. tidak ditampilkan). Hal demikian secara tidak lang-
sung bertolak belakang dengan pendapat Cesbron-
Determinasi Peptida Sinyal dan Fungsinya Delauwet al (1996) yang menyatakan bahwa sinyal

Kelompok protein granula padat (GRA) yang terdapat pada sekuen peptida protein GRA
merupakan protein ekskretori-sekretori (ES) yang diduga berkaitan dengan translokasi protein dari ri
dilepaskan oleh organel granula pad#nse gran- bosom menuju granula padat ataupun translokasi
ule) dari takizoitT.gondiisetelah berada dalam suatu menuju retikulum endoplasma.
vakuola yang dibentuk dari hasil invaginasi mem-
bran sel inang terinfeksi untuk dimodifikasi menjad KESIMPULAN
vakuola parasitoforus (zZhoet al, 2005). Modifi- Berdasarkan hasil analisis dengan berbagai
kasi vakuola parasitoforus (VP) dengan berbagaiprogram bioinformatika diketahui bahwa protein
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GRAL1 yang dikloning dari takizoif.gondii isolat

lokal memiliki panjang sekuen peptida 190 aa
dengan berat molekul protein 20,159 kD serta

memiliki titik isoelektrik 4,43. Protein GRAL juga
diketahui memiliki sejumlah tapak antigenik-

Prigione |, P Facchetti, L Lecordier, D Deslee, S ldesa, M—-F
Cesbron-Delauw and V Pistoia. 2000T cell clones
raised from chronically infected healthy humans by
stimulation withToxoplasma gondixcretory — secretory
antigens cross — react with live tachyzoites: ottariza-
tion of the fine antigenic specificity of the cleanand
implications for vaccine developmerit. Immunol.164,
3741 - 3748.

imunogenik dan diantaranya merupakan epitop yangSubekii DT dan NK Arrasyid. 2006. Imunopatogenesis

dapat dikenali oleh sel B maupun sel T sitotoksik/

CD8'/CTL. Protein GRAL1 cenderung memiliki

antigenitas yang baik tetapi imunogenitasnya lemabh.
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