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Abstrak

Variasi nukleotida gen L1 terhadap data terkait di Gene Bank dilakukan dengan menggunakan 5
isolat DNA tipe 16 asal sumbar dimana setelah diamplifikasi hanya 2 yang berhasil di amplifikasi
dan dilanjutkan dengan tahap sekuensing yakni sampel 3 dan sampel 4. Analisis dilakukan
menggunakan data sekuensing untuk kemudian dilakukan blast, konstruksi pohon filogenetik.
Hasil analisis data sekuensing menunjukkan sampel 3 memiliki kekerabatan dengan sekuen L1
di Gene Bank KU.9551191.1 dan sampel 4 memiliki kekerabatan dengan sekuen L1 JX313706.1.
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Abstract

The nucleotide variation of the L1 gene with respect to the related data in Gene Bank was
carried out using 5 type 16 DNA isolates from the source where after amplification only 2 were
successfully amplified and followed by sequencing stages namely sample 3 and sample 4. The
analysis was carried out using sequencing data to be blasted, the construction of phylogenetic
trees. The results of the sequencing data analysis showed that sample 3 had a relationship with
the L1 sequence in Gene Bank KU. 951191.1 and sample 4 had a relationship with the sequence
L1JX313706.1.
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PENDAHULUAN

Infeksi terus menerus dan berkelanjutan yang menyebabkan sejumlah 5% terjadi secara global
yang diakibatkan oeh Human Papillomavirus (HPV) [10]. Penyebab kanker urutan ke empat
terbesar pada wanita ini menimbulkan kanker serviks sebanyak setengah juta pada 2006 [8],
dimana penyakit ini menyebabkan sejumlah kematian 266.000 dan peningkatan kasus baru
sebanyak 528.000 pada tahun 2012 dan lebih dari 80% terjadi di Negara berkembang yang
menyumbangkan 12% kanker segala usia pada wanita [18].

a-Papillomavirus mengakibatkan kanker serviks yang berkelanjutan dimana dua puluh tipe
tergolong sebagai onkogenik dari 120 tipe yang teridentifikasi diantaranya HPV 16, 18, 31, 33,
45, 52, dan 58 banyak ditularkan melalui sentuhan pada kulit dan hubungan seksual [16].
Secara filogenetik, HPV penyebab kanker serviks dikelompokkan dalam Human papillomavirus
16 (Alpha-9) atau Human Papillomavirus 18 (Alpha-7) yang merupakan termasuk tipe
onkogenik atau beresiko tinggi [5].
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HPV terdiri dari DNA untai ganda yeang melingkar memiliki panjang 7900-8000 pasangan basa
atau nukleotida dan tersusun atas tiga bagian yakni Upstream Regulatory Region yang
mengontrol replikasi dan transkripsi virus, bagian early gene vyang terdiri dari enam open
reading frame (ORF) yang meliputi E1, E2, E4, E5, E6, dan E7 yang berfungsi dalam
penggandaan dan proses intra seluler virus di sel inang meliputi transkripsi, transformasi,
replikasi dan penyesuaian virus di lingkungan sel host serta bagian ke tiga dalah late gene yang
terdiri dari gen L1 dan L2 yang berfungsi sebagai pembentuk protein struktur virus serta
sebagai fasilitator pematangan bungkus virus. Kestabilan gen L1 dalam genomik virus dijadikan
dasar untuk klasifikasi HPV pada pertemuan ‘Nomenclature of Papillomaviruses’ yang diadakan
pada konferensi internasional papillomavirus ke 14 di Quebec pada Juli 1995 [3].

Perbedaan antara subtipe dan varian tipe HPV didasarkan pada titik pemotongan enzim restriksi
metode lainnya dengan analisis penentuan pecahan sekuens DNA virus [4]. HPV 16 adalah tipe
HPV yang paling banyak melibatkan menyebabkan karsinoma skuamosa serviks (>50% positif)
[16] dimana HPV 16 dan 18 mayoritas terlibat pada pertumbuhan adenokarsinoma serviks yakni
50% dan 20% kasus kanker serviks di seluruh dunia berturut-turut [3]. Tipe HPV dapat
dinyatakan berbeda apabila sekuens L1 memiliki perbedaan sekurang-kurangnya 10 %,
sehingga dapat dinyatakan klasifikasi HPV didasarkan pada perbedaan nukleotida gen L1. [3,4].
Alpha papillomavirus yang menyerang manusia dpat dikelompokkan menjadi beberapa spesies
diantaranya alfa-3 (HPV61), alfa-5 (HPV 26, 51, 69 dan 82), alfa-6 (HPV30, 53, 56, 66), alfa-7
(HPV18, 39, 45, 59, 68, 70, 85 dan 97), alfa-9 (HPV16, 31, 33, 35, 52, 58 dan 67), alpha-10
(HPV6 dan 11), alfa-11 (HPV34 dan 73) dan alfa-13 (HPV54) [4].

Saat ini ada dua buah vaksin yang telah memiliki lisensi peredaran yakni Cervarix (GSK) dan
Gardasil (Merck) yang telah memberi perlindungan kekebalan terhadap HPV tipe 16 dan HPV
tipe 18 setidak nya selama 10 tahun, dimana vaksin ini dibuat dari gen L1 HPV dan diproduksi
secara masal dengan salah satu dari dua medium yakni sel serangga yakninya Baculovirus [1]
atau Schizosaccharomyces cerevisiae yang memungkinkan terbentuknya Virus Like Particle (VLP)
secara otomatis pasca produksi [10].

Penelitian terkait HPV yang sedang dilakukan saat ini adalah untuk mengidentifikasi
kemungkinan adanya varian atau jenis baru. Pada penelitiannya Chen et a/, 2011 [5] dalam
penelitiannya berhasil mengkarakterisasi secara komprehensif sekitar 150 HPV, dimana 60 tipe
terdeteksi di epitel dan termasuk dalam genus Alphapapillomavirus.

HPV tipe 16 termasuk tipe HPV yang menyebabkan kanker serviks pada masyarakat Indonesia.
Pada penelitian ini dilakukan analisis variasi genetik pada gen L1 HPV tipe 16 sehingga dapat
dianalisis untuk mengetahui profil virus HPV tipe 16 di Indonesia khususnya daerah Sumatera
barat dan sekitarnya.

METODE PENELITIAN
Pengumpulan sampel

Sampel yang digunakan diambil dari koleksi DNA HPV 16 laboratorium molekular bagian
mikrobiologi fakultas kedokteran Universitas Andalas yakni DNA HPV 16 sampel 53 (1), DNA
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HPV sampel 53 (2), DNA HPV 16 sampel 54, DNA HPV 16 sampel 58, dan DNA HPV 16 sampel
60.

Amplifikasi gen L1 HPV 16

Primer yang digunakan adalah primer forward 5" CTA GTG AGC CCA CTG TCT ACTT-3' dan
primer reverse 5" TCC CCA TGT CGT AGG TAC TCC TTA-3’, komposisi cocktail Polymerase Chain
Reaction mastermix 22,5 pl, primer Forward 0,5 pl, primer reverse 0,5 ul, DNA sampel 1,5 pl,
dan memiliki total 25 pl. program PCR yang digunakan memiliki pengaturan denaturasi awal
94 °C, denaturasi 95°C 30 detik, annealing 56 °C 45 detik, ekstensi 72 °C 1 menit dan ekstensi
akhir 72 °C 10 menit. Proses denaturasi, annealing, dan ekstensi dilakukan sebanyak 35 kali
siklus.

Elektroforesis dan visualisasi hasil amplifikasi PCR

Gel agarose 0,8 % yang telah diberi gel red diletakkan pada baki elektroforesis, TBE 1x
dituangkan hingga merendam agar, kolom pertama di isi dengan campuran DNA ladder 1kb,
kolom 2, 3, 4, 5, dan 6 di isi dengan campuran loading dye 6x dengan sampel DNA, lalu
dilakukan prosedur elektroforesis selama 30 menit dengan tegangan 100 volt. Hasil
elektroforesis dilihat dengan lampu uv dan didokumentasikan.

PCR untuk sekuensing

Proses sekuensing dilakukan prosedur PCR dengan prosedur yang sama dengan amplifikasi gen
L1 HPV 16 dengan konsentrasi sebanyak dua kali lipat dan dikirim ke 15t BASE.

Membuat contig dan pohon filogenetik

Contig hasil sekuensing dibuat dengan aplikasi seq.man, edit.seq DNA star, kemudian
menggunakan program bio edit untuk melakukan proses trim dengan sampel pembanding
terlampir pada table 1. Sampel hasil contig dan sampel pembanding dari program bio edit
dibuat pohon filogenetiknya dengan program Mega 6 dan file disimpan dalam bentuk PDF.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Selama proses amplifikasi sampel isolat DNA dari 5 sampel yang di uji hanya dua sampel yang
berhasil diamplifikasi memberikan nilai positif yakni sampel 3 (tube 54) dan sampel 4 (tube 58)
(gambar 1) menggunakan primer forward 5° CTA GTG AGC CCA CTG TCT ACTT-3’ dan primer
reverse 5" TCC CCA TGT CGT AGG TAC TCC TTA-3'. Kedua sampel yang positif dilanjutkan
untuk prosedur sekuensing, hasil sekuensing menunjukkan bahwa kedua sampel memiliki
urutan sekuen (nukleotida) lebih dari 1000 basepair dan masih dibawah 1500 bp, sampel 3
1077 bp dan sampel 4 1103 bp di mana Gen L1 utuh memiliki total panjang nukleotida 1516 bp
(NCBI) sehingga kedua sampel yang berhasil diamplifikasi bersifat parsial atau tidak
mengamplifikasi gen L1 utuh. Pada penelitian Latief et.al [11] 2018 berhasil mengamplifikasi
gen L1 utuh dari dua tipe HPV yakni HPV tipe 16 dan HPV tipe 52 yang diisolasi dari sampel
DNA berasal dari isolat daerah bandung. Pada gambar hasil elektroforesis dari lima sampel yang
di amplifikasi hanya dua sampel yang memberikan nilai positif. Ada beberapa faktor yang
mempengaruhi keberhasilan amplifikasi PCR diantaranya primer forward dan primer reverse
yang tidak membentuk “dimers”, perbedaan melting temperature (Tm) antara tiap primer yang
menyulitkan mencari titik annealing yang sesuai [14], kehadiran "DNA predator” dimana jika
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DNA sampel yang hendak diamplifikasi berkonsentrasi lebih sedikit daripada DNA yang lebih
dominan (DNA genomik) pada sampel karena memiliki konsentrasi lebih banyak sehingga DNA
yang lebih dominan konsentrasinya ini disebut DNA predator. Solusinya adalah dengan
menggunakan primer khusus pemblokir predator DNA yang dimodifikasi [17], faktor lain adalah
rusaknya DNA target pada sampel atau konsentrasi DNA target terlalu sedikit [2].

Hasil analisis data filogenetik menggunakan program MEGA 6 menunjukkan bahwa kedua
sampel (sampel 3 dan sampel 4) merupakan identik dan yang paling mendekati kedua sampel
ini adalah JX313706.1 dan KU951191.1 (gambar 3). Gambar hasil filogenetik menunjukkan
kedekatan sampel dengan data pembanding dari 3 sekuens asia yakni KU 951191.1,
NC_001526.4 dan JX 313706.1 yang menunjukkan kedekatan pola sekuens sampel dengan
daerah asia, khususnya asia tengah. Pada penelitian Latief ef.a/ 2018 [11] dari bandung juga
memiliki isolat yang mengarah ke asia barat daya dan isolatnya dekat dengan KU951191.1.
menurut pendapat Chiesa et.a/ 2015 [6] cabang pohon filogenetik dari HPV 16 dibuat untuk
memperlihatkan keberadaan asal lokasi geografis dari virus tersebut. Data pembanding pohon
filogenetik dapat dilihat di (gambar 2).

Human papillomavirus yang ditemukan di manusia terdiri dari lima genera yakni genus alpha,
beta, gamma, Mu-papillomavirus, Nu-papillomavirus [7]. Doorbar et.a/ 2016 [7] juga
menyatakan bahwa satu-satunya pengobatan infeksi HPV adalah tindakan operasi total pada
jaringan yang terinfeksi. Beberapa penelitian yang menunjukkan kemiripan dengan hasil
penelitian ini adalah lestari et.a/ [12] 2018 menunjukkan kekerabatan yang tinggi dengan
sekuens dari cina (A4), Liu et.a/ 2017 [13] yang mengisolasi HPV tipe 16 dari pasien prekanker
dan kanker kanker serviks wanita cina berasal dari subgaris keturunan A4 (asia) secara umum.

Saat ini berdasarkan keanekaragaman sekuensnya, HPV 16 dibagi menjadi empat garis
keturunan filogenetik utama A,B,C,D serta garis keturunannya dirinci A1 (Eropa), A2 (Eropa),
A3 (Eropa), A4 (Asia), B1 (Afrika-1a), B2 (Afrika-1b), C (Afrika-2a), D1 (Amerika utara 1), D2
(Asia-Amerika 2), D3 (Asia-Amerika 1), sementara untuk varian utama genetic HPV 18
membentuk pengelompokan tertutup dengan tiga garis keturunan A, B, dan C mencakup garis
keturunan As/Ai (Asia-Amerika), E (Eropa), dan Af (Afrika) [9,15].

KESIMPULAN

Kedua sampel yakni sampel 3 dan sampel 4 mendekati populasi asal asia daerah Kunming,
provinsi Yunan, Negara China, dari keterangan di NCBI.
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TABLE
Tabel 1. Data genetik yang digunakan

No Data Genetik Asal

1 Sampel 3 (Sampel asal sumbar) Sumatera Barat/Pekanbaru Riau
2 Sampel 4 (Sampel asal sumbar) Sumatera Barat/Pekanbaru Riau
3  KU951191.1 Asia

4  JX313706.1 Asia

5 NC_001526.4 (4775-6292) Asia

6  LC368994.1(5560-7155) Jepang

7  MG850340.1 (5592-7109) USA

8 MG850834.1 (5592-7109) USA

9 MH937413.1 (1-1561) Calabria/Italia

10 KMO058651.1 Iran

11  MG849832.1 (5592-7109) USA

12 KM058642.1 Iran
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Gambar 1. Hasil elektroforesis sampel PCR gen L1

Keterangan : menggunakan Marker M: DNA Ladder 1 kb (sekuensing), 1
sampel 53 (1), 2: sampel 53 (2), 3: sampel 54, 4: sampel 58, 5: sampel 60 .
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SAMPEL 3 SUMATTAA--AARACCTAACAATAACAARATATTAG--TTCCTAAAGTATCAGGATTACAATACA-GGGTATTTAGAATACATTTACCTGACCCCAATAAGTTTGGTTTTCCTGACACCTCATTTTATAR
SAMPEL 4 SUMATTAA--ARRRCCTAACRATAAC TATTAG--TTCCT. GTATCAGGATTA TACA-GGGTATTTAGRATACATTTACCTGACCCCRAATAAGTTTGGTTTTCCTGACACCTCATTTTATAA

KU951191.1 ATTAA--ARARRCCTAACRATAACARRATATTAG -TTCCTRAAGTATCAGGATTACRATACE
JX313706.1 ATTAA--ARRARCCTAACRATAACARRATATTAG -TTCCTARAGTATCAGGATTACARTACE
INC 001526.4:RTTAR--RRRAACCTARCAATARCRRAAATATTAG - TTCCTAARGTATCAGGATTACAATACE

GGGTATTTAGRATACATTTACCTGACCCCAATARGTTTGGTTTTCCTGACACCTCATTTTATAR
GGGTATTTAGRATACATTTACCTGACCCCAATARGTTTGGTTTTCCTGACACCTCATTTTATAR
GGGTATTTAGRATACATTTACCTGACCCCAATRAAGTTTGGTTTTCCTGACACCTCATTTTATAR
GGGTATTTAGAATACATITACCTGACCCCAATAAGTTITGGTTTTCCTGACACCTCATTTTATAR

GGGTATT! TACATTTACCTGACCCCAATARGTITGGTTTTCCTGACACCTCATTTTATAR

GGGTATTTAGRATACATTTACCTGACCCCAATARGTTITGGTTTTCCTGACACCTCATTTITATAR
GGGTATTTAGRATACATTTACCTGACCCCAATAAGTTTGETTTTCCTGACACCTCATTTTATAR
GGGTATTTAGAATACATITACCTGACCCCAATAAGTTTGGTTTTCCTGACACCTCATTTTATAR

GGGTATT! TACATTTACCTGACCCCARTAAGTTTGGTTTTCCTGACACCTCATTTTATRAR

1L.C3689594.1:5ATTAR ~RRARACCTRAACRATRAC TATTAG--TTCCL. GTATCRAGGATTA TAC,
MH937413.1:1ATTAR - -RRRRCCTAACRATARC TATTAG--TTCCT. GTATCAGGATTA TAC.
MG850834.1:5ATTAR - ~ARRRCCTARCRATAACRRRATATTAG ~TTCCTARAGTATCAGGATTACARATACE
MGB50340.1:5RATTAR - -ARARCCTARCRATARCRRARATATTAG - TTCCTARAGTATCAGGATTACAATACE
MG845832.1:5ATTAR - RRRACCTAACRATAAC TATTAG--TTCCT. GTATCAGGATTA TAC.
RM058651.1 ATTAR--ARRRCCTARCARTRAC TATTAG--TTCCT. GTATCAGGATTA TAC.
RM058642.1 ATTAR--ARBACCTAACAATRACRARRATATTAG -TTCCTARRGTATCAGGRTTACRRTACH

P S e et b ko o e e e

Gambar 2. Hasil pensejajaran DNA sampel dengan gen serupa di gen bank.
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Gambar 3. Hasil pohon filogenetik sampel gen L1 HPV tipe 16 asal sumbar
dibandingkan dengan data gen sampel di gen bank.
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