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ABSTRAK 

Penyakit Hand, Foot, and Mouth Disease (HFMD) merupakan infeksi virus yang masih 

menjadi masalah kesehatan global, terutama pada anak usia dini. Kompleksitas serotipe dan 

tingginya mutasi virus menyebabkan vaksin monovalen belum mampu memberikan 

perlindungan silang yang optimal, sehingga diperlukan pendekatan vaksin multivalen. 

Penelitian ini bertujuan untuk mengkonstruksi dan mengevaluasi ekspresi protein rekombinan 

chimera multi-epitope VP1me2-Fc sebagai kandidat antigen vaksin HFMD pada sistem 

prokariotik dan eukariotik. Konstruksi gen VP1me2-Fc dilakukan menggunakan vektor 

pVAX1, kemudian diekspresikan pada Escherichia coli BL21 dan sel HEK293A. Analisis 

ekspresi dilakukan melalui Western blot, dan imunofluoresensi. Hasil menunjukkan bahwa 

protein VP1me2-Fc berhasil diekspresikan pada kedua sistem dengan berat molekul sekitar 

107 kDa. Pada sistem prokariotik, protein terdeteksi namun menunjukkan indikasi degradasi. 

Sebaliknya, pada sistem eukariotik HEK293A, protein menunjukkan ekspresi yang lebih stabil, 

terlokalisasi di sitoplasma dan perinuklear, serta mengalami pemrosesan seluler yang baik. 

Klon 31 menunjukkan tingkat ekspresi dominan. Disimpulkan bahwa sistem HEK293A 

menunjukkan profil ekspresi yang lebih stabil dan spesifik dibanding sistem prokariotik. 

Penelitian ini memberikan dasar awal pengembangan kandidat vaksin multivalen HFMD, 

namun memerlukan uji lanjutan terkait imunogenisitas dan stabilitas protein. 

 

Kata kunci: HFMD, VP1 multi-epitope, protein rekombinan, pVAX1, Escherichia coli, 

HEK293A. 
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ANALYSIS OF THE EXPRESSION OF THE VP1Me2-Fc MULTI-EPITOPE 

RECOMBINANT CHIMERA PROTEIN AS A CANDIDATE HFMD 

VACCINE ANTIGEN IN E.coli AND HEK293A CELL SYSTEMS 

 
Faradila Zahrotul Nur Azizah, Kiptiyah, M. Mukhlis Fahruddin 

 

Biology Study Program, Faculty of Science and Technology, Maulana Malik Ibrahim State 

Islamic University, Malang 

 

ABSTRACT 

Hand, Foot, and Mouth Disease (HFMD) remains a global viral health problem, especially in 

young children. The diversity of serotypes and high mutation rate limit the effectiveness of 

monovalent vaccines, highlighting the need for a multivalent vaccine approach. This study 

aimed to construct and evaluate the expression of a multi-epitope chimeric recombinant 

protein, VP1me2-Fc, as a candidate antigen for HFMD vaccines in prokaryotic and eukaryotic 

systems. The VP1me2-Fc gene was constructed using the pVAX1 vector and expressed in 

Escherichia coli BL21 and HEK293A cells. Protein expression was analyzed using Western 

blot, and immunofluorescence. The results showed that VP1me2-Fc was successfully 

expressed in both systems with a molecular weight of approximately 107 kDa. In the 

prokaryotic system, the protein was detected but showed signs of degradation. In contrast, 

expression in HEK293A cells resulted in more stable protein, with cytoplasmic and perinuclear 

localization, indicating proper cellular processing. Clone 31 exhibited the dominant expression 

level. In conclusion, the HEK293A system is more optimal for producing VP1me2-Fc protein. 

This study provides a preliminary basis for the development of a multivalent HFMD vaccine 

candidate, although further studies on protein immunogenicity and stability are required. 

 

Keywords: HFMD, VP1 multi-epitope, recombinant protein, pVAX1, Escherichia coli, 

HEK293A.  
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كمرشح لمستضد لقاح مرض اليد والقدم والفم في  VP1Me2-Fc تحليل تعبير البروتين المعُاد تجميعه الكيميرا متعدد الببتيدات
 HEK293Aو E.coli أنظمة

 
 فاراديلة زهروتول نور عزيزة، كيبتيا، م. مخلص فهر الدين

 
 برنامج دراسة علم الأحياء، كلية العلوم والتكنولوجيا، جامعة مولانا مالك إبراهيم الإسلامية الحكومية، مالانج 

 
 ملخص 

عدوى فيروسية لا تزال تشكل مشكلة صحية عالمية، لا سيما بين الأطفال الصغار. ونظرًا لتعقيد الأنماط   (HFMD) يعُد مرض اليد والقدم والفم
ادلة المثلى، مما يستلزم اتباع نهج اللقاحات  الفيروسية وارتفاع معدل طفرات الفيروس، فإن اللقاحات أحادية التكافؤ لم تتمكن بعد من توفير الحماية المتب

عاد تجميعه الكيميري متعدد الببتيدات يهد .متعددة التكافؤ
ُ
ف هذا البحث إلى بناء وتقييم تعبير البروتين الم  VP1me2-Fc   كمرشح لمستضد لقاح

، ثم تم التعبير عنه  pVAX1 باستخدام ناقل VP1me2-Fc في الأنظمة البكتيرية والحيوانية. تم بناء جين (HFMD) مرض اليد والقدم والفم
أظهرت النتائج   .، والمناعية الفلوريةWestern blot تم تحليل التعبير باستخدام تقنية  .HEK293A وخلاي  Escherichia coli BL21 في
كيلو دالتون. في النظام بدائي النواة، تم الكشف عن    107تم التعبير عنه بنجاح في كلا النظامين بوزن جزيئي يبلغ حوالي   VP1me2-Fc أن بروتين
، أظهر البروتين تعبيراً أكثر استقراراً، حيث تركز في HEK293A البروتين لكنه أظهر علامات على التحلل. في المقابل، في النظام حقيقي النواة
خلصت الدراسة إلى أن نظام مستوى تعبير مهيمن. و   31أظهر النسخة   .السيتوبلازم والمناطق المحيطة بالنواة، كما خضع لعملية معالجة خلوية جيدة   
HEK293A هو الأكثر ملاءمة لإنتاج بروتين VP1me2-Fc.   توفر هذه الدراسة أساسًا أوليًا لتطوير لقاح متعدد التكافؤ مرشح لمرض اليد
 .والقدم والفم، لكنها تتطلب إجراء اختبارات إضافية تتعلق بالمناعة والاستقرار البروتين 

 . pVAX1  ،Escherichia coli  ،HEK293Aمتعدد الببتيدات، بروتين مُعاد التركيب،    HFMD  ،VP1  : الكلمات الرئيسية
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BAB I 

PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

 Upaya menjaga kesehatan dan mencegah penyakit merupakan bagian dari 

tanggung jawab manusia dalam mempertahankan keberlangsungan hidup. Dalam 

perspektif Islam, pencarian pengobatan atas suatu penyakit dipandang sebagai bentuk 

ikhtiar yang dianjurkan. Rasulullah SAW bersabda: 

( ٥٦٧٨رواه البخاري رقم  شِفاَء   لهَه  أنَْزَلَ  إِلَّ  داَء   الله  أنَْزَلَ  مَا (      

Artinya: “Tidaklah Allah menurunkan penyakit kecuali Dia juga menurunkan 

penawarnya.” (HR Al-Bukhari No. 5678)  

 Hadits tersebut menegaskan bahwa setiap penyakit pada dasarnya memiliki 

potensi solusi yang dapat ditemukan melalui usaha dan penelitian manusia. Dengan 

demikian, pengembangan strategi preventif seperti vaksinasi bukanlah bentuk 

penolakan terhadap takdir, melainkan bagian dari tanggung jawab ilmiah dalam 

menjaga kualitas kehidupan, terutama bagi kelompok rentan seperti anak-anak (Zahid, 

2024). 

Secara global, penyakit infeksi akibat virus masih menjadi tantangan serius 

dalam kesehatan masyarakat. Analisis retrospektif kejadian darurat kesehatan dunia 

menunjukkan bahwa frekuensi wabah penyakit infeksi cenderung meningkat dalam 

beberapa dekade terakhir (Liu et al., 2025). salah satu penyebabnya adalah 

karakteristik virus DNA memiliki tingkat mutasi tinggi sehingga memungkinkan 

terjadinya variasi genetik secara cepat dan meningkatkan kemampuan virus dalam 

menghindari respons imun inang (Adedokun et al., 2025). sifat ini membuat penyakit 

berbasis virus sulit dikendalikan dan memerlukan pendekatan pencegahan yang adaptif  
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dan berkelanjutan. 

Salah satu penyakit infeksi virus yang masih menjadi perhatian global adalah 

Hand, Foot, and Mouth Disease (HFMD). Penyakit ini umunya menyerang anak-anak 

di bawah usia lima tahun dan memiliki tingkat penularan yang tinggi, terutama di 

kawasan Asia-Pasifik (Liang et al., 2025). HFMD disebabkan oleh beberapa serotipe 

enterovirus, terutama Enterovirus A71 (EV-A71), Coxsackievirus A16 (CVA16), 

CVA6, dan CVA10 (Xie et al., 2024). Meskipun sebagian besar kasus bersifat ringan 

dan sembuh sendiri, sebagian kecil dapat berkembang menjadi komplikasi serius 

seperti ensefalitis, meningitis, dan gangguan neurologis berat (Huang et al., 2024). 

Berdasarkan data epidemiologi, pada periode 2008-2012 terdapat sekitar 7,2 

juta kasus HFMD dengan 2.457 kematian di Tiongkok (Xing et al., 2014). Temuan ini 

menunjukkan bahwa meskipun HFMD umumnya bersifat ringan, penyakit ini tetap 

dapat menimbulkan komplikasi serius hingga kematian, terutama pada anak usia dini. 

Patogen utama yang berkontribusi terhadap virus HFMD meliputi EV-A71, CVA16, 

CVA10, dan CVA6 (Liu et al., 2025). Di kawasan Asia-Pasifik, HFMD tergolong 

penyakit endemik dengan dua juta kasus setiap tahunnya selama 2009-2019, khususnya 

di Tiongkok dan negara Asia Tenggara (Liu et al., 2025). EV-A71 diketahui menjadi 

penyebab utama kasus berat dan kematian pada anak usia dini, sementara CVA6 dan 

CVA10 semakin dominan dalam beberapa tahun terakhir (Liang et al., 2025). 

Pergeseran dominasi serotipe ini menunjukkan dinamika epidemiologis yang kompleks 

dan menuntut pendekatan pencegahan yang lebih luas dibandingkan vaksin 

monovalen. 
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Data epidemiologis jangka panjang di Jianjing District menunjukkan bahwa 

selama periode 2009-2023 tercatat 50.645 kasus HFMD pada anak usia di bawah 10 

tahun dengan insidens rata-rata 3.136,01 per 100.000 penduduk per tahun. Puncak 

kejadian terjadi pada tahun 2018 dengan insidens 6.260,63 per 100.000 penduduk, dan 

setelah periode pandemi COVID-19 terjadi peningkatan kembali sebesar 479,17% 

pada tahun 2023. Selain itu, sejak tahun 2018 serotipe CVA6 menjadi dominan, 

sementara EV-A71 dan CVA16 menunjukkan tren penurunan (Wu et al., 2025). 

Temuan ini memperkuat bahwa dinamika serotipe HFMD bersifat fluktuatif dan 

memerlukan pendekatan vaksin dengan cakupan lebih luas.  

Secara molekuler, enterovirus merupakan virus RNA beruntai tunggal 

berpolaritas positif dengan genom sekitar 7,4 kb yang mengkode protein struktural 

VP1, VP2, VP3, dan VP4 (Bello et al., 2024). Di antara protein tersebut, VP1 dikenal 

sebagai protein kapsid utama yang bersifat imunodominan karena mengandung epitop 

netralisasi yang berperan penting dalam induksi antibodi protektif (Zhang et al., 2023). 

Respon imun terhadap HFMD melibatkan mekanisme humoral melalui produksi 

antibodi IgM dan IgG serta respon seluler melalui aktivasi sel T CD4+ dan CD8+ (Jartti 

et al., 2024). Oleh karena itu, VP1 menjadi target yang relevan dalam pengembangan 

vaksin berbasis antigen rekombinan. 

Beberapa vaksin inaktivasi monovalen terhadap EV-A71 telah dikembangkan 

dan terbukti efektif dalam menurunkan kasus akibat serotipe tersebut. Namun, vaksin 

tersebut belum memberikan perlindungan silang yang optimal terhadap CVA16, CVA6, 

dan CVA10 (He et al., 2021). Selain itu, variasi genetik dan mutasi pada protein kapsid, 

khususnya VP1, berpotensi mengurangi efektivitas netralisasi antibodi terhadap strain 

baru (Xie et al., 2024). Kondisi ini menunjukkan bahwa pendekatan vaksin monovalen 



4 

 

belum cukup untuk mengatasi kompleksitas epidemiologi HFMD, sehingga perlu 

pendekatan vaksin berbasis multivalen.  

Sebagai salah satu pendekatan, vaksin berbasis multi-epitope dan protein 

chimera telah banyak dikembangkan. Strategi ini menggabungkan beberapa epitope 

imunogenik dai berbagai serotipe dalam satu kontruksi rekominan untuk meningkatkan 

cakupan imunogenitas (Huang et al., 2024). Pendekatan ini memungkinkan induksi 

respons imun humoral dan seluler secara simultan serta berpotensi memberikan 

proteksi silang terhadap beberapa strain (Li et al., 2025). 

Penelitian oleh Bello et al., (2024) berhasil merancang imunogen tetravalen 

berbasis protein chimera yang dinamakan VP1me. Konstruksi tersebut 

menggabungkan protein VP1 lengkap EV-A71 dengan enam epitop netralisasi dari 

CVA16, CVA6, dan CVA10 melalui pendekatan imunoinformatika. Konstruksi VP1me 

kemudian dikloning ke dalam plasmid pVAX1, yaitu vektor ekspresi mamalia yang 

umum digunakan dalam pengembangan DNA vaccine. Plasmid pVAX1 dirancang 

untuk sesuai standar keamanan regulatori dan mengandung promoter cytomegalovirus 

(CMV) yang kuat untuk mendorong ekspresi gen pada sel mamalia, serta elemen 

poliadenilasi untuk stabilitas transkrip (Niu et al., 2026). Melalui sistem ini, antigen 

dapat diekspresikan setelah terinfeksi ke sel inang, sehingga pVAX1 menjadi platform 

penting dalam desain kandidat vaksin berbasis DNA. 

Meskipun VP1me menunjukkan potensi imunogenik, studi sebelumnya belum 

mengevaluasi strategi modifikasi protein yang dapat meningkatkan stabilitas molekul 

dan mendukung ekspresi protein rekombinan secara lebih optimal. Salah satu 

pendekatan yang dapat dilakukan adalah penambahan domain Fc, yang diketahui 

mampu meningkatkan stabilitas protein, memperpanjang waktu paruh, serta 
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memfasilitasi interaksi dengan reseptor Fc pada sel imun (Deng et al., 2020). Oleh 

karena itu, pengembangan konstruksi lanjutan berupa VP1me2-Fc menjadi langkah 

rasional untuk mengevaluasi potensi peningkatan performa molekuler dibandingkan 

desain sebelumnya. Selain perancangan konstruksi gen, keberhasilan produksi protein 

rekombinan juga bergantung pada pemilihan sistem ekspresi yang tepat. 

Sistem ekspresi berperan penting dalam menentukan kuantitas dan kualitas 

protein yang dihasilkan pada produksi protein rekombinan. Sistem prokariotik seperti 

Escherichia coli BL21 menawarkan keunggulan berupa efisiensi biaya dan kecepatan 

produksi, meskipun tidak mendukung modifikasi pascatranslasi kompleks (Terol et al., 

2021). Sebaliknya, sistem eukariotik seperti HEK293A mampu menghasilkan protein 

dengan proses folding dan modifikasi yang lebih mendekati kondisi fisiologis mamalia 

(Sookhoo et al., 2024). Oleh karena itu, perbandingan kedua sistem ini menjadi penting 

untuk menilai kelayakan produksi kandidat vaksin secara optimal. 

Berdasarkan uraian tersebut, penelitian ini bertujuan untuk mengkonstruksi dan 

mengevaluasi ekspresi protein chimera multi-epitope VP1me2-Fc pada sistem 

prokariotik (E.coli BL21) dan eukariotik (HEK293A), serta menganalisis profil 

ekspresi dan karakteristik molekuler protein yang dihasilkan sebagai tahap awal dalam 

pengembangan kandidat vaksin multivalen terhadap HFMD. Dengan demikian, 

penelitian ini merupakan pengembangan lanjutan berbasis bioteknologi rekombinan 

yang mengintegrasikan desain in silico dengan validasi eksperimental melalui sistem 

prokariotik dan eukariotik. Pendekatan ini mengombinasikan efisiensi produksi 

prokariotik dan ketepatan modifikasi eukariotik untuk mendukung pengembangan 

kandidat vaksin tetravalen HFMD yang stabil dan imunogenik. 
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1.2 Rumusan Masalah 

Rumusan masalah dalam penelitian adalah apakah konstruk pVAX1-VP1me2-

Fc dapat diekspresikan secara optimal sebagai protein rekombinan pada sistem 

prokariotik (E.coli BL21) dan eukariotik (HEK293A)? 

1.3 Tujuan Penelitian 

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk menganalisis ekspresi protein 

rekombinan pVAX1-VP1me2-Fc pada sistem prokariotik (E.coli BL21) dan eukariotik 

(HEK293A). 

1.4 Manfaat Penelitian 

Manfaat dalam penelitian ini adalah sebagai berikut : 

1. Berkontribusi ilmiah dalam bidang bioteknologi dan imunologi, khususnya dalam 

pengembangan vaksin DNA yang memanfaatkan protein chimera multi-epitope. 

Penelitian ini juga dapat memperkaya referensi ilmiah mengenai pemanfaatan 

vektor pAX1 pada sistem ekspresi prokariotik dan eukariotik untuk menghasilkan 

protein rekombinan. 

2. Penelitian ini berpotensi menjadi landaasan awal dalam pengembangan vaksin 

multiserotipe terhadap penyakit HFMD melalui pendekatan ekspresi protein 

rekombinan pada sistem prokariotik dan eukariotik. Hasilnya juga dapat 

dimanfaatkan sebagai rujukan dalam optimalisasi teknik ekspresi protein 

rekombinan, baik untuk penelitian vaksin maupun aplikasi bioteknologi medis 

lainnya. 

1.5 Batasan Penelitian 

1. Penelitian ini dibatasi pada tahap kloning, dan ekspresi protein rekombinan 

VP1me2-Fc tanpa dilakukan uji imunogenitas, uji hewan, maupun uji klinis.  
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2. Sistem ekspresi yang digunakan terbatas pada E.coli DH5α untuk kloning, 

E.coli BL21 untuk ekspresi prokariotik, dan HEK293A untuk ekspresi 

eukariotik. 

3. Karakkteristik protein dilakukan melalui analisis berat molekul dan deteksi 

ekspresi menggunakan SDS-PAGE, Western Blot, dan imunofluoresens. 

4. Penelitian tidak melakukan pengukuran tingkat kemurnian protein secara detail, 

uji stabilitas protein, maupun formulasi vaksin. 

5. Penelitian tidak membahas analisis struktur tiga dimensi atau konfirmasi lipatan 

protein secara biofisika.  



 

8 

BAB II 

 KAJIAN PUSTAKA 

2.1 Hand, Foot, and Mouth Disease (HFMD) 

Hand, Foot, and Mouth Disease (HFMD) merupakan penyakit menular yang 

disebabkan oleh enterovirus dari genus Enterovirus dalam famili Picornaviridae. 

Penyakit ini terutama menyerang anak-anak di bawah usia lima tahun dan ditandai 

dengan gejala awal berupa demam ringan, rasa lelah, serta munculnya ruam vesikuler 

pada tangan, kaki, dan rongga mulut yang biasanya bertahan hingga satu minggu (Dai 

et al., 2024; Koh et al., 2016). HFMD pertama kali diidentifikasi pada tahun 1957 di 

Toronto sebagai sindrom vesikular dan kini telah menjadi penyakit endemik dengan 

pola wabah sporadis hingga epidemik, terutama di kawasan Asia, di mana Enterovirus 

71 (EV71) dan Coxsackievirus A16 (CVA16) menjadi penyebab utama (Guo et al., 

2022; Koh et al., 2016). 

Penyebab utama HFMD adalah EV71 dan CVA16. EV71 bertanggung jawab 

atas sebagian besar kasus berat dan kematian (sekitar 70-90%), sedangkan CVA16 

umumnya menyebabkan gejala ringan namun tetap memiliki tingkat penularan tinggi. 

Dalam beberapa tahun terakhir, strain seperti CVA6 dan CVA10 juga mulai muncul 

sebagai patogen baru yang penting, di mana CVA6 mendominasi wabah setelah 2014 

di Tiongkok dengan proporsi hingga 57,68% dari total kasus (Dai et al., 2024; Guo et 

al., 2022). Secara klinis, HFMD ditandai dengan demam (38-39°C), sakit tenggorokan, 

dan penurunan nafsu makan pada 1-2 hari pertama, diikuti oleh ruam makulopapular 

atau vesikuler di tangan, kaki, dan mulut pada hari ke-3 hingga ke-5. Pada kasus berat 

terutama akibat EV71, komplikasi seperti ensefalitis, meningitis, atau paralisis dapat 

terjadi (Koh et al., 2016; Mao et al., 2016). 
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Penularan HFMD berlangsung melalui jalur fecal-oral, kontak langsung 

dengan sekresi tubuh (air liur, cairan vesikel, atau feses), serta droplet udara. Masa 

inkubasi virus berkisar 3-7 hari, dan penyebaran sering diperburuk oleh lingkungan 

padat seperti sekolah dan daycare, serta kondisi iklim tropis yang lembap. Di Asia, 

puncak kejadian HFMD umumnya terjadi pada musim panas antara Mei-Agustus dan 

gelombang sekunder pada Oktober-November (Chong et al., 2012; Dai et al., 2024). 

Secara epidemiologis, penyakit ini berdampak besar pada anak-anak dengan prevalensi 

hingga 84,42% pada usia 1-5 tahun, komplikasi neurologis pada 1-5% kasus, dan 

mortalitas mencapai 0,21‰ sebelum pandemi COVID-19 yang menurun menjadi 

0,17‰ pascapandemi akibat penerapan intervensi non-farmasi (Dai et al., 2024; J. Li 

et al., 2015). 

Secara global, HFMD telah berkembang menjadi ancaman kesehatan 

masyarakat serius. Di Zhengzhou, Tiongkok, tercatat lebih dari 200.000 kasus antara 

tahun 2009-2021, dengan EV71 mendominasi sebelum 2014 (48,56%) dan kemudian 

digantikan oleh strain lain (57,68%) setelah diperkenalkannya vaksin EV71(Dai et al., 

2024). Pola serupa juga ditemukan di Taiyuan, di mana CVA16 beredar bersama EV71 

sejak 2010 hingga 2021, dan munculnya subgenogroup B1a/B1b menunjukkan adanya 

evolusi genetik berkelanjutan(Guo et al., 2022). 

Epidemiologi HFMD menunjukkan prevalensi tertinggi di kawasan Asia-

Pasifik seperti Tiongkok, Vietnam, dan negara-negara ASEAN dengan jutaan kasus 

tiap tahun. Faktor seperti kepadatan penduduk, sanitasi yang buruk, dan kondisi musim 

hujan mempercepat penyebarannya (Venkatachalam et al., 2014; Li et al., 2015). 

Etiologi HFMD melibatkan berbagai enterovirus, terutama EV71 dan CVA16 sebagai 

penyebab dominan, sementara CVA10 dan CVA6 muncul sebagai patogen baru dengan 
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manifestasi klinis atipikal seperti ruam yang lebih luas dan kasus ko-infeksi yang dapat 

memperburuk tingkat keparahan (Dong et al., 2010; Meng et al., 2012). 

Manifestasi HFMD dapat berkisar dari gejala ringan seperti demam dan ruam 

hingga komplikasi berat seperti ensefalitis, paralisis flaksid akut, bahkan kematian. 

Secara sosial, penyakit ini menimbulkan dampak ekonomi dan pendidikan karena 

meningkatnya beban perawatan medis serta absensi sekolah anak(T. Yang et al., 2020; 

Yee & Poh, 2018). Munculnya strain baru seperti CVA6 dan peningkatan kasus ko-

infeksi menjadi tantangan besar dalam pengendalian HFMD. Selain itu, vaksin 

monovalen seperti inactivated EV71 terbukti belum mampu memberikan perlindungan 

silang terhadap seluruh strain virus penyebab (Kuijpers et al., 2025; D. Zhang et al., 

2025). Oleh karena itu, pengembangan vaksin multivalen yang dapat menargetkan 

berbagai jenis enterovirus menjadi prioritas untuk menekan beban global HFMD, 

terutama di wilayah endemik. 

Langkah pencegahan melalui vaksinasi menjadi aspek krusial dalam 

pengendalian HFMD. Penelitian oleh Guo et al., (2022) menunjukkan bahwa CVA16 

dan EV71 terus beredar di Taiyuan dengan prevalensi tertinggi pada anak usia 1-5 tahun 

(84,42%), menegaskan pentingnya pemantauan genetik dalam pengembangan vaksin. 

Sementara itu, Dai et al., (2024) mencatat penurunan tingkat keparahan penyakit 

setelah pandemi COVID-19, dari 13,46‰ menjadi 0,17‰, berkat penerapan intervensi 

non-farmasi. Namun, pola musiman penyakit ini tetap konsisten dengan puncak pada 

April-Juni dan Oktober-November. Oleh karena itu, pemahaman mendalam terhadap 

variasi genetik dan mekanisme imunogenisitas enterovirus menjadi landasan penting 

dalam pengembangan vaksin yang lebih efektif, termasuk pendekatan berbasis 
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rekombinan yang menggabungkan epitope dari berbagai strain patogen (Guo et al., 

2022; Koh et al., 2016). 

2.2 Vaksinasi HFMD 

Vaksinasi Vaksinasi Hand, Foot, and Mouth Disease (HFMD) menjadi strategi 

utama dalam pencegahan penyakit ini, yang setiap tahunnya menyerang jutaan anak di 

kawasan Asia-Pasifik. Upaya vaksinasi berperan penting dalam menekan angka kasus 

berat dan kematian akibat komplikasi neurologis (He et al., 2021; Hu et al., 2024). 

Keberhasilan vaksin inactivated EV-A71 yang dilisensikan di Tiongkok sejak tahun 

2015 menjadi bukti nyata efektivitas vaksinasi, dengan efikasi lebih dari 90% terhadap 

kasus HFMD yang disebabkan oleh EV-A71 dalam uji klinis fase III, sehingga 

membantu menurunkan beban penyakit di wilayah endemik (He et al., 2021). 

Berbagai jenis vaksin telah dikembangkan, salah satunya vaksin whole-virus 

inactivated yang menggunakan virus utuh yang dimatikan menggunakan formalin atau 

BEI. Pendekatan ini mempertahankan antigenisitas alami dan mampu memicu antibodi 

penetral yang kuat, terbukti mencegah 92,3-97,3% kasus berat HFMD (Hu et al., 2024; 

Mao et al., 2016). Selain itu, vaksin subunit berbasis protein rekombinan seperti VP1 

dikembangkan untuk menargetkan epitope imunogenik spesifik tanpa risiko 

penggunaan virus hidup, meskipun respon imun yang dihasilkan cenderung lebih 

rendah dibandingkan vaksin whole-virus (Chong et al., 2012; He et al., 2021). 

Pendekatan terbaru seperti vaksin multi-epitope chimeric protein menunjukkan 

prospek yang menjanjikan karena menggabungkan epitope konservatif dari VP1 EV71 

dan CVA16, sehingga mampu menghasilkan respons imun silang dengan potensi efikasi 

di atas 85% terhadap berbagai varian strain (He et al., 2021; Huo et al., 2017). Meski 

demikian, vaksin konvensional seperti whole-virus inactivated memiliki sejumlah 
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keterbatasan, termasuk kebutuhan fasilitas biosafety tinggi, biaya produksi mahal, dan 

kurangnya proteksi silang terhadap CVA16, CVA6, maupun CVA10. Kondisi ini 

memicu munculnya wabah ko-infeksi dan menjadi alasan kuat untuk mengembangkan 

vaksin multivalen (Hu et al., 2024; H. Y. Li et al., 2013). 

Keterbatasan lain dari vaksin whole-virus inactivated terletak pada risiko 

perubahan struktur epitope akibat proses inaktivasi, yang dapat menurunkan 

antigenisitas dan membuat efikasi hanya mencapai 80-90% terhadap EV-A71 homotipe 

tanpa perlindungan berarti terhadap strain lain (Hu et al., 2024; Mao et al., 2016). 

Vaksin subunit rekombinan memang lebih aman dan mudah diproduksi, tetapi 

umumnya membutuhkan adjuvan tambahan untuk meningkatkan imunogenisitasnya. 

Efikasinya pun relatif lebih rendah, hanya sekitar 60-70% pada tahap pra-klinis, karena 

tidak mempertahankan struktur antigen alami (He et al., 2021; Zhao et al., 2013a). 

Teknologi multi-epitope chimeric protein menawarkan solusi atas 

permasalahan tersebut. Dengan memanfaatkan desain in silico menggunakan basis data 

seperti IEDB, pendekatan ini memungkinkan perancangan vaksin tetravalen yang 

mampu memberikan proteksi silang lebih dari 80% terhadap EV71, CVA16, CVA10, 

dan CVA6 pada model tikus (He et al., 2021; Bello et al., 2024). Meski begitu, masih 

terdapat kendala teknis seperti rendahnya hasil produksi (yield) pada vaksin berbasis 

virus-like particle (VLP), yaitu hanya sekitar 10-50 mg/L, sehingga mendorong 

pengembangan protein chimeric yang lebih sederhana dan efisien untuk diproduksi (Hu 

et al., 2024; C. Zhang et al., 2015). 

Vaksin inactivated EV-A71 terbukti menurunkan insidensi HFMD akibat EV71 

hingga 70%, namun secara tidak langsung meningkatkan proporsi infeksi CVA16 dan 

CVA6 dari 30% menjadi 50% pasca-vaksinasi (Dai et al., 2024; Hu et al., 2024). 
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Fenomena ini memperkuat urgensi pengembangan vaksin multivalen untuk mencegah 

pergeseran etiologi penyakit. Oleh sebab itu, vaksin multi-epitope chimeric kini 

dianggap sebagai arah baru dalam pengembangan vaksin HFMD yang lebih 

komprehensif dan efektif. 

Proses vaksinasi HFMD juga memerlukan perhatian serius pada sisi regulasi 

dan etika, terutama dalam memastikan keamanan dan efektivitas vaksin. Uji pra-klinis 

seperti pengujian toksisitas dan imunogenisitas menjadi langkah fundamental sebelum 

vaksin diuji secara klinis pada manusia. Pendekatan serupa telah sukses diterapkan 

dalam pengembangan vaksin penyakit infeksi lain seperti COVID-19 dan influenza, di 

mana stabilitas antigen dan imunogenisitas menjadi faktor penentu keberhasilan (He et 

al., 2021; Hu et al., 2024). Tantangan seperti efisiensi ekspresi dan kualitas protein juga 

menuntut pemilihan sistem ekspresi yang tepat, seperti E.coli yang menawarkan biaya 

produksi rendah, sementara sel HEK293A memberikan hasil dengan modifikasi pasca-

translasi alami. 

Dengan demikian, vaksinasi HFMD tidak hanya berfungsi sebagai bentuk 

perlindungan medis, tetapi juga menjadi fondasi penting dalam pengembangan vaksin 

multivalen yang lebih adaptif. Selain itu, dalam perspektif Islam, vaksin juga 

dipandang melalui kacamata etika penggunaan yang menekankan keamanan, 

kemaslahatan, dan tanggung jawab sosial dalam penerapannya. 

2.2.1 Vaksinisasi dalam Perspektif Islam 

Vaksinasi dalam pandangan Islam dipahami sebagai bentuk ikhtiar manusia 

dalam menjaga kesehatan serta mencegah penyakit, sejalan dengan prinsip hifz an-nafs 

(menjaga jiwa) yang termasuk dalam maqashid syariah atau tujuan utama syariat 

Islam. Prinsip ini menegaskan kewajiban umat Muslim untuk menghindari segala hal 
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yang dapat membahayakan diri sendiri maupun orang lain (Khoiri & Nasution, 2022; 

Nasution, 2020). Tubuh manusia dipandang sebagai amanah dari Allah SWT yang 

harus dijaga dengan baik, sehingga vaksinasi dianggap sebagai langkah preventif yang 

bernilai positif selama tidak bertentangan dengan ajaran agama. Islam memandang 

upaya menjaga kesehatan sebagai bagian dari ibadah, sebagaimana sabda Nabi 

Muhammad SAW bahwa “setiap penyakit ada obatnya kecuali kematian” (HR. 

Bukhari). Hadis ini mendorong umat untuk mencari solusi medis, termasuk vaksin, 

guna mencegah penyakit seperti HFMD yang rentan menyerang anak-anak (He et al., 

2021). Meski demikian, vaksinasi harus memenuhi aspek kehalalan, yakni tidak 

mengandung bahan haram seperti gelatin babi atau alkohol dalam kadar yang 

membahayakan. Dalam situasi darurat, penggunaan bahan syubhat (meragukan) dapat 

dibolehkan oleh lembaga seperti MUI, selama manfaatnya lebih besar dibandingkan 

mudharatnya (Itmam, 2022; Safrida et al., 2022). Sebagai contoh, fatwa MUI terkait 

vaksin COVID-19 menegaskan bahwa vaksin dinilai halal apabila terbebas dari unsur 

haram, dan tetap diperbolehkan jika mengandung unsur syubhat dengan tujuan 

membawa maslahat bagi umat. Prinsip ini juga dapat diterapkan dalam pengembangan 

vaksin HFMD untuk melindungi anak-anak dari risiko komplikasi fatal (Huo et al., 

2017; Khoiri & Nasution, 2022). 

Aspek halal-haram dalam bahan vaksin menjadi perhatian penting dalam 

hukum Islam. Vaksinasi diperbolehkan selama tidak mengandung unsur yang 

diharamkan atau membahayakan tubuh, sebagaimana ditegaskan dalam fatwa MUI 

yang mempertimbangkan prinsip maslahah mursalah (kebaikan umum) dan darurah 

(kondisi darurat) untuk vaksin yang mengandung bahan syubhat (Nasution, 2020; 
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Safrida et al., 2022). Prinsip ini juga didukung oleh firman Allah dalam QS Al-Baqarah 

[2]: 195 : 

ْ التَّهْلكَُةِْ الِىَ باِيَْدِيْكُمْْ  تلُْقوُْا وَلَْ اٰللِّْ سَبِيْلِْ فيِْْ وَانَْفِقوُْا ْ وَاحَْسِنوُْا ۛ    يحُِبْ  اٰللَّْ انَِّْ ۛ 
 ١٩٥ الْمُحْسِنِيْنَْ

Artinya : “Berinfaklah di jalan Allah, janganlah jerumuskan dirimu ke dalam 

kebinasaan, dan berbuatbaiklah. Sesungguhnya Allah menyukai orang-

orang yang berbuat baik. (QS Al-Baqarah [2]: 195) 

Ayat ini menegaskan bahwa manusia dilarang menjerumuskan diri ke dalam 

kebinasaan. Tafsir dari ayat tersebut, sebagaimana dijelaskan oleh Al-Qurthubi dan 

diperkuat oleh (Khoiri & Nasution, 2022), menekankan pentingnya mencegah penyakit 

sebagai bagian dari menjaga keselamatan jiwa. Vaksinasi, dengan demikian, 

merupakan bentuk nyata dari upaya pencegahan yang sejalan dengan sunnah Nabi 

(Itmam, 2022; Nasution, 2020). Demikian pula, QS At-Tin [95]: 4 yang berbunyi : 

نْسَانَْ خَلقَْناَ لقََدْْ  ٤تقَْوِيْمْ  احَْسَنِْ فيِْْ  الِْ
Artinya : “Sesungguhnya Kami telah menciptakan manusia dalam bentuk yang sebaik-

baiknya” (QS At-Tin [95]: 4) 

 

Ayat tersebut mengandung makna bahwa tubuh manusia harus dijaga sebagai 

amanah Allah, bukan diubah secara esensial (Khoiri & Nasution, 2022; Nasution, 

2020). Oleh sebab itu, vaksinasi tidak hanya bernilai medis tetapi juga spiritual, selama 

dilakukan sesuai ketentuan syariah dan tidak menimbulkan bahaya yang lebih besar 

dibandingkan manfaatnya. Fatwa MUI mengenai vaksin COVID-19 juga menegaskan 

prinsip tersebut, yaitu kebolehan vaksin dalam kondisi darurat untuk kemaslahatan 

umat (Safrida et al., 2022). Maka dari itu, pengembangan vaksin HFMD dapat 

dipandang sebagai bentuk penerapan nilai Islam yang berpadu dengan kemajuan sains, 

salah satunya melalui teknologi multi-epitope chimeric protein. 
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Selain itu, berbagai lembaga fatwa seperti MUI dan Dewan Fatwa Mesir 

menyatakan bahwa vaksin diperbolehkan apabila membawa manfaat besar bagi 

masyarakat dan tidak ada alternatif lain, meskipun mungkin mengandung unsur haram 

dalam jumlah kecil. Ketentuan ini didasarkan pada prinsip maslahah dan darurah 

dalam fikih Islam (Itmam, 2022; Nasution, 2020). Dalam konteks HFMD, 

pengembangan vaksin berbasis protein rekombinan seperti multi-epitope chimeric 

protein dapat menjadi solusi yang lebih etis dan halal karena tidak menggunakan bahan 

hewani atau virus hidup (Yee & Poh, 2018). Dengan demikian, vaksinasi dapat 

dimaknai sebagai bentuk rasa syukur atas nikmat kesehatan, di mana umat Muslim 

diajarkan untuk berikhtiar medis sambil tetap bertawakal kepada Allah SWT (Khoiri 

& Nasution, 2022). Oleh karena itu, perspektif Islam mendukung vaksinasi sebagai 

bagian dari ikhtiar untuk menjaga kehidupan dan menghindari kebinasaan, sejalan 

dengan prinsip keimanan dan kemajuan ilmu pengetahuan. 

2.3 Multi-Epitope Chimeric Protein 

Protein multi-epitope chimeric merupakan konstruksi protein rekombinan yang 

dirancang untuk menggabungkan beberapa epitope imunogenik berupa fragmen 

peptida pendek yang mampu memicu respons imun ke dalam satu molekul protein. 

Pendekatan ini berakar pada konsep reverse vaccinology dan immunoinformatics, yang 

memungkinkan pemilihan serta penggabungan epitope sel B, cytotoxic T lymphocyte 

(CTL), dan helper T lymphocyte (HTL) dari protein patogen guna menghasilkan vaksin 

yang mampu menstimulasi imunitas humoral dan seluler secara bersamaan (Andongma 

et al., 2023; Mortazavi et al., 2024). Tahap awalnya melibatkan identifikasi protein 

antigenik dari patogen target, diikuti dengan prediksi in silico berdasarkan parameter 

seperti antigenisitas, konservasi, non-alergenitas, dan afinitas pengikatan terhadap 
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MHC. Epitope yang terpilih kemudian disatukan menggunakan linker tertentu, seperti 

GPGPG untuk HTL dan AAY untuk CTL, serta sering ditambahkan adjuvan seperti β-

defensin atau PADRE untuk meningkatkan imunogenisitas (Al-Madhagi et al., 2024; 

Sharma et al., 2024). Protein hasil rekombinasi ini umumnya stabil, larut, dan mampu 

berinteraksi dengan reseptor imun seperti TLR2 atau TLR4, sebagaimana dibuktikan 

pada penelitian terhadap Mycobacterium tuberculosis dan Taenia spp. (Andongma et 

al., 2023; Sharma et al., 2024). Dalam konteks HFMD yang disebabkan oleh 

enterovirus seperti coxsackievirus A16 dan enterovirus 71, pendekatan multi-epitope 

berfokus pada epitope konservatif dari protein virus VP1 untuk memberikan 

perlindungan lintas serotipe (Bello et al., 2024; Siddiki et al., 2025). 

Keunggulan utama vaksin berbasis multi-epitope chimeric adalah 

kemampuannya mengaktivasi berbagai jalur sistem imun secara bersamaan. Epitope 

sel B berperan dalam produksi antibodi sebagai respons humoral, sementara CTL dan 

HTL berfungsi mengaktifkan sel T sitotoksik dan sel T penolong guna memperkuat 

imunitas seluler (Mortazavi et al., 2024). Aktivasi ganda ini sangat penting dalam 

infeksi HFMD, di mana antibodi berperan menetralkan virus dan sel T membantu 

membersihkan sel yang terinfeksi (Luo et al., 2021; Yee & Poh, 2018). Selain itu, 

vaksin jenis ini lebih aman dibandingkan vaksin berbasis virus utuh karena tidak 

mengandung komponen patogen yang berpotensi toksik atau menimbulkan reaksi balik 

terhadap virulensi (Al-Madhagi et al., 2024; Andongma et al., 2023). Penggunaan 

epitope terpilih juga meminimalkan risiko reaksi alergi atau autoimunitas, sebagaimana 

dibuktikan melalui uji in silico terkait alergenitas dan toksisitas (Siddiki et al., 2025). 

Studi mengenai vaksin HFMD menunjukkan bahwa konstruksi berbasis epitope VP1 
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memiliki stabilitas tinggi serta bersifat non-alergenik, menjadikannya kandidat 

potensial untuk pengembangan klinis (Chen et al., 2024; Siddiki et al., 2025). 

Keunggulan lain dari vaksin multi-epitope chimeric terletak pada 

fleksibilitasnya dalam proses pengembangan dan adaptasi. Melalui bantuan perangkat 

immunoinformatics, peneliti dapat memilih epitope konservatif lintas strain atau 

spesies untuk merancang vaksin berspektrum luas yang efektif terhadap berbagai 

serotipe penyebab HFMD, seperti coxsackievirus A16 dan enterovirus 71 (Bello et al., 

2024; Mortazavi et al., 2024). Pemilihan linker dan adjuvan juga dapat disesuaikan 

guna mengoptimalkan presentasi epitope dan stimulasi imun. Proses in silico cloning 

ke dalam vektor seperti pET28a (+) memastikan kompatibilitas dengan sistem ekspresi 

prokariotik maupun eukariotik (Al-Madhagi et al., 2024; Siddiki et al., 2025). 

Pendekatan berbasis komputasi ini tidak hanya menghemat biaya dan waktu 

eksperimen, tetapi juga meningkatkan efisiensi prediksi efektivitas vaksin sebelum 

tahap uji laboratorium (Mortazavi et al., 2024). Dalam pengembangan vaksin HFMD, 

epitope VP1 menjadi komponen penting karena sifat imunogeniknya yang tinggi dan 

tingkat konservasi yang luas antar serotipe enterovirus, menjadikannya target utama 

dalam desain vaksin modern berbasis multi-epitope chimeric protein (Luo et al., 2021; 

Mao et al., 2016). 

2.3.1 VP1me 

VP1 merupakan salah satu protein struktural utama pada kapsid enterovirus 

yang berperan penting dalam pengikatan virus dengan reseptor sel inang serta memicu 

respons imun protektif. Protein ini termasuk dalam poliprotein P1 yang kemudian 

diproses menjadi empat subunit, yaitu VP1, VP2, VP3, dan VP4. Di antara 

keempatnya, VP1 terletak pada permukaan virion dan mengandung epitope netralisasi 
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utama seperti SP70 (aa208-222) dan PEP71 (aa211-225) yang berfungsi menstimulasi 

pembentukan antibodi netralisasi untuk mencegah infeksi (Chen et al., 2019; Chi et al., 

2025). Dengan panjang sekitar 297 asam amino, VP1 memainkan peran penting dalam 

tahapan adsorpsi dan uncoating, di mana protein ini berinteraksi dengan reseptor 

seperti SCARB2 guna memfasilitasi masuknya virus ke dalam sel (Chi et al., 2025). 

Dalam penyakit HFMD, VP1 dari EV71 dan CVA16 menjadi target utama karena 

mampu memicu respons imun humoral dan seluler yang kuat. Studi menunjukkan 

bahwa VP1 dapat menstimulasi produksi IFN-γ dan IL-2 dari sel T CD4+ maupun 

CD8+, yang berperan penting dalam eliminasi sel terinfeksi (Chen et al., 2019; Yee & 

Poh, 2018). Struktur VP1 yang kaya surface loop menjadikannya sangat imunogenik, 

karena mampu mempertahankan konformasi epitopenya selama infeksi. Hal ini 

membuat VP1 tidak hanya efektif menimbulkan respons protektif, tetapi juga relevan 

untuk pengembangan vaksin yang dapat mengenali berbagai varian virus (Wu et al., 

2017). 

VP1 dipilih sebagai target utama dalam desain vaksin multi-epitope karena 

memiliki tingkat konservasi tinggi (80-90% homologi antar-strain) serta berfungsi 

sebagai antigen imunodominan yang mampu memberikan perlindungan silang 

terhadap berbagai serotipe penyebab HFMD, termasuk EV71, CVA16, CVA10, dan 

CVA6 (Kanse et al., 2023). Analisis immunoinformatics mengungkap bahwa VP1 

mengandung epitope linear dan konformasional yang stabil, sehingga mendukung 

perancangan vaksin tetravalen dengan efektivitas mencapai lebih dari 80% pada model 

hewan (Kanse et al., 2023; Luo et al., 2021). Selain itu, VP1 terbukti menginduksi 

respons T-sel yang lebih kuat dibandingkan antigen lain, di mana sel CD8+ 

menghasilkan IFN-γ hingga 1,5 kali lebih tinggi, meningkatkan eliminasi sel terinfeksi 



20 

 

dan mencegah komplikasi neurologis (Chen et al., 2019; Yee & Poh, 2018). Dalam 

vaksin chimeric, VP1 sering dijadikan kerangka utama karena epitopenya, seperti 

PEP71, dapat digabungkan dengan epitope dari virus lain seperti VZV untuk 

menghasilkan vaksin kombinasi yang memberikan proteksi ganda terhadap HFMD dan 

varisela (Huo et al., 2017; Wu et al., 2017). Keunggulan ini menjadikan VP1 kandidat 

ideal untuk vaksin multi-epitope, dengan hasil prediksi in silico menunjukkan nilai 

antigenisitas >0,9 dan toksisitas negatif, yang memastikan tingkat keamanan dan 

efektivitas tinggi (Bello et al., 2024). Analisis struktur 3D juga menunjukkan bahwa 

loop permukaan VP1 mampu mempertahankan bentuk konformasinya selama proses 

ekspresi rekombinan, sehingga menjadikannya target yang optimal untuk vaksin 

subunit maupun chimeric (Mao et al., 2016; Ren et al., 2015). 

Modifikasi epitope pada VP1 terbukti dapat meningkatkan efektivitas vaksin 

secara signifikan dengan memperkuat respons imun serta memperluas perlindungan 

silang terhadap berbagai serotipe enterovirus. Studi terbaru melaporkan bahwa vaksin 

mRNA berbasis VP1 yang dimodifikasi dengan nukleosida mampu menstimulasi 

respons sel T CD4+ dan CD8+ lebih kuat, dengan peningkatan kadar IFN-γ dan IL-2 

hingga 2-3 kali lipat dibandingkan vaksin inaktivasi tradisional, menghasilkan 

perlindungan penuh (100%) terhadap infeksi EV71 pada model tikus (Chen et al., 

2019; Chi et al., 2025). Selain itu, penggabungan epitope PEP71 ke dalam virus-like 

particle (VLP) chimeric meningkatkan afinitas antigen-antibodi hingga dua kali lipat, 

memungkinkan netralisasi silang terhadap EV71 dan CVA16 dengan efektivitas di atas 

85% (Luo et al., 2021; Wu et al., 2017). Desain vaksin berbasis multi-epitope dengan 

modifikasi VP1 melalui immunoinformatics juga menghasilkan skor antigenisitas 0,9-

1,0 dan toksisitas negatif, menunjukkan peningkatan imunogenisitas dengan 
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keseimbangan respons sel Th1/Th2 yang baik (Kanse et al., 2023). Selain 

meningkatkan efektivitas, modifikasi ini juga menurunkan potensi autoimunitas 

dengan mengeliminasi epitope toksik, menjadikan vaksin chimeric VP1me lebih aman 

dan fleksibel untuk pengembangan vaksin tetravalen (Bello et al., 2024; Huo et al., 

2017). Oleh karena itu, produksi protein rekombinan berbasis VP1 membutuhkan 

penerapan teknologi bioteknologi rekombinan yang presisi dan efisien. 

2.4 Metode Kloning dan Ekspresi 

Metode kloning dan ekspresi protein merupakan tahapan sentral dalam 

bioteknologi rekombinan yang digunakan untuk menghasilkan protein spesifik dari gen 

target. Proses ini diawali dengan isolasi gen target, di mana sekuens DNA yang 

mengkode protein tertentu, seperti receptor binding domain (RBD) SARS-CoV-2 atau 

VP1 dari enterovirus, diperoleh dari DNA genomik atau cDNA menggunakan teknik 

PCR dengan primer spesifik (Ghaderi et al., 2024; Gholami et al., 2018). Gen tersebut 

kemudian disisipkan ke dalam plasmid rekombinan, umumnya menggunakan vektor 

seperti pET-21b atau pET-28a yang dilengkapi multiple cloning sites (MCS), promoter 

kuat T7, serta tag afinitas seperti His-tag untuk mempermudah proses pemurnian. 

Teknik kloning dapat dilakukan melalui metode klasik berbasis enzim restriksi dan 

ligase, maupun dengan pendekatan modern seperti ligation-independent cloning (LIC) 

dan Golden Gate cloning yang lebih efisien dan bebas scar pada sekuens (Celie et al., 

2016; P. Wu et al., 2018). Setelah konstruksi plasmid selesai, vektor rekombinan 

ditransformasikan ke dalam sel inang, Escherichia coli BL21 (DE3) untuk sistem 

prokariotik atau sel HEK293A untuk sistem eukariotik, menggunakan metode seperti 

elektroporasi atau transformasi kimiawi. Selanjutnya, ekspresi protein diinduksi, 

dengan IPTG pada E.coli untuk mengaktifkan promoter T7, atau melalui sinyal transien 
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pada HEK293A. Protein yang dihasilkan kemudian dimurnikan menggunakan teknik 

kromatografi afinitas atau ion-exchange hingga mencapai tingkat kemurnian tinggi, 

seperti yang terlihat pada protein RBD SARS-CoV-2 dengan berat molekul sekitar 27 

kDa (Ghaderi et al., 2024). 

Metode ini memiliki sejumlah keunggulan, antara lain efisiensi tinggi dalam 

produksi protein, fleksibilitas sistem ekspresi, serta kemampuan menghasilkan protein 

dengan modifikasi tertentu. Sistem E.coli banyak digunakan karena pertumbuhannya 

cepat, biayanya rendah, dan mampu menghasilkan protein dalam jumlah besar; 

penggunaan IPTG sebesar 0,7 mM, terbukti menghasilkan pita protein yang jelas pada 

SDS-PAGE (Ghaderi et al., 2024; Gholami et al., 2018). Di sisi lain, sel HEK293A 

menjadi pilihan utama untuk ekspresi protein dengan modifikasi pasca-translasi (PTM) 

seperti glikosilasi, yang esensial bagi antigenisitas protein RBD SARS-CoV-2 dalam 

interaksinya dengan reseptor ACE2 (Chen et al., 2024; Tan et al., 2021). Teknik 

modern seperti LIC dan recombination-based cloning juga terbukti meningkatkan 

efisiensi kloning hingga lebih dari 90% dibandingkan metode konvensional (Celie et 

al., 2016; Wu et al., 2018). Desain vektor dengan tag afinitas serta optimasi kodon 

berperan penting dalam menjaga stabilitas dan fungsionalitas protein, sebagaimana 

ditunjukkan oleh ekspresi protein betatrophin yang mempertahankan struktur α-helix 

berdasarkan analisis circular dichroism (Gholami et al., 2018). Fleksibilitas ini 

memungkinkan produksi protein multi-epitope untuk vaksin, seperti VP1me pada 

HFMD, yang terbukti memiliki imunogenisitas tinggi (Luo et al., 2021). 

Metode ini juga memiliki sejumlah tantangan teknis. Salah satunya adalah 

pembentukan inclusion bodies pada ekspresi protein di E.coli, yang membutuhkan 

langkah refolding agar protein kembali aktif secara biologis, sebagaimana terjadi pada 
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ekspresi RBD SARS-CoV-2 (Ghaderi et al., 2024). Sistem prokariotik juga tidak 

mampu melakukan PTM kompleks seperti glikosilasi, yang dapat mengurangi fungsi 

biologis protein dibandingkan dengan sistem eukariotik seperti HEK293A (Tan et al., 

2021). Selain itu, perbedaan penggunaan kodon antar spesies dapat menurunkan 

efisiensi translasi, sehingga perlu dilakukan optimasi kodon (Celie et al., 2016). 

Meskipun HEK293A menawarkan ekspresi protein yang lebih mirip dengan kondisi 

alami, sistem ini memiliki kelemahan berupa waktu kultur lebih lama dan biaya 

produksi yang lebih tinggi dibandingkan E.coli (Tan et al., 2021). Tantangan lain 

termasuk potensi kontaminasi endotoksin pada sistem prokariotik dan kesulitan 

mencapai ekspresi homogen untuk protein berukuran besar atau kompleks (Gholami et 

al., 2018). Untuk mengatasi kendala tersebut, digunakan strategi seperti penambahan 

tag solubilitas (MBP, GST) dan penggunaan media serum-free pada HEK293A guna 

meningkatkan hasil serta aktivitas biologis protein (Chen et al., 2024; Wu et al., 2018). 

Dalam konteks penelitian ini, sistem ekspresi yang diterapkan mencakup dua 

pendekatan, yaitu E.coli sebagai model prokariotik dan HEK293A sebagai model 

eukariotik. 

2.5 E.coli 

Escherichia coli (E.coli) merupakan sistem ekspresi protein rekombinan yang 

paling banyak digunakan karena karakteristiknya yang efisien dan ekonomis. Bakteri 

ini mampu tumbuh sangat cepat, dengan waktu penggandaan sekitar 20-30 menit pada 

kondisi optimal, sehingga ideal untuk produksi protein skala besar dengan biaya kultur 

rendah (Rosano & Ceccarelli, 2014). Selain itu, manipulasi genetiknya relatif mudah 

dilakukan, terutama pada strain seperti BL21(DE3) yang mengandalkan promoter T7 

terinduksi IPTG untuk menghasilkan ekspresi protein tinggi, termasuk protein chimeric 
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multi-epitope untuk pengembangan vaksin dalam waktu 12-24 jam (Lozano Terol et 

al., 2021a; Ojima et al., 2025). Keunggulan ini menjadikan E.coli sangat fleksibel 

untuk keperluan penelitian maupun industri, serta dalam produksi insulin manusia dan 

enzim terapeutik. Sistem ini juga mudah diskalakan dari kultur laboratorium ke 

bioreaktor, memungkinkan produksi hingga level gram per liter tanpa memerlukan 

fasilitas kultur sel mamalia yang mahal (Lozano Terol et al., 2021a). Lebih lanjut, 

E.coli mendukung penggunaan vektor seperti pET-28a yang memungkinkan 

penambahan tag afinitas yakni His-tag untuk proses pemurnian yang cepat, 

menjadikannya efisien dalam produksi protein vaksin seperti RBD SARS-CoV-2 atau 

VP1 enterovirus penyebab HFMD (Ghaderi et al., 2024; Huo et al., 2017). Dalam 

konteks penelitian vaksin HFMD, sistem ini kerap dimanfaatkan untuk ekspresi awal 

protein multi-epitope dengan biaya minimal, sehingga mempermudah proses screening 

kandidat vaksin sebelum tahap uji klinis (Bello et al., 2024; Luo et al., 2021). 

Walaupun unggul dalam efisiensi dan biaya, E.coli memiliki keterbatasan 

penting, terutama karena tidak mampu melakukan modifikasi pasca-translasi (PTM) 

kompleks seperti glikosilasi, fosforilasi, dan sulfatasi yang berperan penting dalam 

menjaga stabilitas serta antigenisitas protein vaksin seperti VP1 pada HFMD (Ducker 

et al., 2023). Keterbatasan ini sering mengakibatkan pembentukan inclusion bodies, 

yakni agregat protein tidak larut yang dapat mencapai lebih dari 50% dari total protein 

yang diekspresikan. Kondisi tersebut menurunkan kelarutan protein dan memerlukan 

langkah refolding menggunakan bahan kimia seperti urea atau guanidin hidroklorida, 

yang dapat mengurangi aktivitas biologis hingga 30-50% (Lozano Terol et al., 2021a). 

Selain itu, adanya kontaminasi endotoksin dari dinding sel E.coli (lipopolisakarida) 

dapat mencapai 1-10 EU/µg protein dan berpotensi menimbulkan respon inflamasi, 
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sehingga diperlukan tahap pemurnian tambahan dengan kolom endotoksin removal 

(Ducker et al., 2023). Dalam pengembangan vaksin HFMD, absennya PTM kompleks 

di E.coli terbukti dapat menurunkan afinitas antigen-antibodi hingga 50% 

dibandingkan protein yang diproduksi oleh sistem eukariotik yang memiliki PTM 

alami (Chen et al., 2019; Luo et al., 2021). Oleh karena itu, meskipun E.coli tetap 

efisien untuk produksi massal, keterbatasannya dalam menghasilkan protein dengan 

struktur kompleks menjadikannya kurang ideal untuk vaksin yang membutuhkan 

konformasi protein menyerupai bentuk aslinya (Ducker et al., 2023; Tan et al., 2021). 

Selain keterbatasan pada PTM, E.coli juga menghadapi masalah bias kodon. 

Gen yang berasal dari organisme eukariotik sering mengandung kodon langka yang 

jarang digunakan oleh E.coli, sehingga dapat menurunkan efisiensi translasi hingga 

50% tanpa optimasi kodon (Ducker et al., 2023; Lozano Terol et al., 2021a). Protein 

yang dihasilkan pun cenderung kurang stabil di lingkungan fisiologis manusia karena 

tidak memiliki modifikasi pasca-translasi yang mendukung kestabilan struktur, 

sehingga masa hidupnya bisa 2-3 kali lebih pendek dibandingkan protein yang 

diekspresikan dalam sistem mamalia (Rosano & Ceccarelli, 2014). Contohnya, 

ekspresi protein VP1 dari virus penyebab HFMD di E.coli menghasilkan antigen 

dengan daya imunogenik yang lebih rendah dibandingkan ekspresi di HEK293A, di 

mana PTM seperti glikosilasi mampu meningkatkan interaksi dengan reseptor imun 

(Ghaderi et al., 2024; Tan et al., 2021). Untuk mengatasi keterbatasan ini, beberapa 

strategi dapat diterapkan, seperti penambahan tag solubilitas HIS-Tag atau ko-ekspresi 

chaperon untuk meningkatkan kelarutan hingga 70-80% (Ducker et al., 2023; Lozano 

Terol et al., 2021b). Meski demikian, sistem eukariot seperti HEK293A tetap menjadi 
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alternatif yang lebih unggul dalam menghasilkan protein dengan struktur dan fungsi 

mendekati aslinya. 

2.6 HEK293A 

HEK293A merupakan lini sel eukariotik mamalia yang berasal dari embrio 

ginjal manusia dan banyak dimanfaatkan dalam produksi protein rekombinan karena 

kemampuannya melakukan modifikasi pasca-translasi (PTM), seperti glikosilasi N-

linked, pembentukan ikatan disulfida, dan pelipatan kompleks (Chen et al., 2024; 

Durocher & Butler, 2009). Adanya PTM ini memungkinkan protein rekombinan, 

termasuk protein VP1 chimeric untuk vaksin Hand, Foot, and Mouth Disease (HFMD), 

membentuk struktur tiga dimensi menyerupai protein native sehingga meningkatkan 

afinitas antigen-antibodi hingga 2-3 kali lipat. Mekanisme ini penting untuk 

memastikan pengenalan optimal oleh limfosit B dan menghasilkan antibodi netralisasi 

terhadap epitope SP70 dan PEP71 dari strain EV71, CVA16, CVA6, dan CVA10 (Bello 

et al., 2024). 

Keunggulan lain dari HEK293A adalah kemudahan kultur dalam media bebas 

serum seperti FreeStyle 293, waktu penggandaan sel yang relatif singkat (24-36 jam), 

serta stabilitas genetik yang mendukung ekspresi jangka panjang menggunakan vektor 

seperti pcDNA.1 melalui transfeksi polietilenimin (Chen et al., 2024; Durocher & 

Butler, 2009). Walaupun yield proteinnya lebih rendah, yaitu sekitar 10-50 mg/L 

dibandingkan E.coli yang mampu mencapai 50-100 mg/L, HEK293A menghasilkan 

protein dengan antigenisitas lebih baik. Peningkatan ini tercermin pada respons imun 

seluler CD8+ hingga 1,5 kali lipat serta efikasi vaksin tetravalen HFMD yang lebih 

tinggi dibandingkan protein prokariotik atau virus-like particles (VLP) (Pereira & 

Khan, 2017). Oleh karena itu, HEK293A dipandang sebagai solusi atas keterbatasan 
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E.coli yang tidak mampu melakukan PTM, sehingga menjadi sistem ekspresi yang 

ideal, baik untuk produksi protein antigenik di laboratorium maupun pengembangan 

industri biomedis. Untuk memahami lebih jauh pemilihan kedua sistem ini, penting 

dibahas terlebih dahulu mengenai sistem ekspresi protein secara umum. 

2.7 Sistem Ekspresi Protein 

Sistem ekspresi protein prokariotik seperti Escherichia coli dan sistem 

eukariotik seperti HEK293A memiliki karakteristik yang berbeda, sehingga 

pemilihannya sangat bergantung pada kebutuhan dan kompleksitas protein yang akan 

diproduksi. E.coli menjadi pilihan paling populer karena efisiensi dan biayanya yang 

rendah, waktu penggandaan cepat (20-30 menit), serta kemampuan menghasilkan 

protein dalam jumlah besar hingga 50-100 mg/L kultur (Zhang et al., 2021). Sistem ini 

ideal untuk produksi protein sederhana, termasuk enzim dan subunit vaksin seperti 

receptor binding domain (RBD) SARS-CoV-2 atau VP1 untuk vaksin HFMD, dengan 

memanfaatkan vektor pET-28a yang diinduksi IPTG (Ghaderi et al., 2024; Huo et al., 

2017). Keunggulan lain E.coli terletak pada kemudahan rekayasa genetik, seperti 

melalui optimasi kodon yang dapat meningkatkan efisiensi translasi hingga 80%, serta 

kemampuannya untuk diskalakan dari kultur laboratorium ke bioreaktor industri 

(Ducker et al., 2023; L. Zhang et al., 2021). Namun demikian, sistem ini memiliki 

keterbatasan besar, yaitu ketidakmampuannya melakukan modifikasi pasca-translasi 

(PTM) kompleks seperti glikosilasi, fosforilasi, dan asetilasi yang penting bagi 

stabilitas dan fungsi biologis protein, khususnya antigen vaksin (Jäger et al., 2013; Ooi 

et al., 2016). Selain itu, terbentuknya inclusion bodies pada lebih dari 50% protein hasil 

ekspresi sering menurunkan aktivitas biologis hingga 30-50% setelah proses refolding, 
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sementara risiko kontaminasi endotoksin sebesar 1-10 EU/µg protein menambah 

tahapan pemurnian yang diperlukan (Ducker et al., 2023). 

Sebaliknya, sistem eukariotik seperti HEK293A menawarkan keunggulan 

dalam menghasilkan protein dengan karakteristik yang lebih menyerupai protein 

manusia. Sistem ini mampu melakukan berbagai jenis PTM seperti glikosilasi N- dan 

O-linked, fosforilasi, serta asetilasi yang penting untuk menjaga struktur dan fungsi 

protein kompleks seperti antibodi, vektor virus, dan protein vaksin dengan antigenisitas 

tinggi (Jäger et al., 2013; Ooi et al., 2016). Dalam pengembangan vaksin HFMD, 

HEK293A mampu mengekspresikan protein VP1 atau chimeric multi-epitope dengan 

tingkat glikosilasi yang meningkatkan respons imun hingga 1,5-2 kali lipat 

dibandingkan E.coli, dengan efikasi proteksi mencapai lebih dari 85% terhadap EV71 

dan CVA16 pada model hewan (Chen et al., 2024; Luo et al., 2021). Sistem ini juga 

mendukung efisiensi transfeksi tinggi hingga 90% menggunakan PEI, dapat dikultur 

secara suspensi tanpa serum, dan terbukti menghasilkan hingga 696 mg/L protein 

dalam bioreaktor 2 L, seperti pada produksi erythropoietin (EPO) tanpa epitop 

imunogenik non-manusia (Chin et al., 2019; Jalšić et al., 2023). Namun, keunggulan 

ini diimbangi oleh biaya produksi yang tinggi, waktu pertumbuhan yang lebih lama 

(24-36 jam), serta variasi glikosilasi antar batch yang membutuhkan kontrol proses 

yang ketat (Ducker et al., 2023; Tan et al., 2021). Meski demikian, kemampuan PTM-

nya menjadikan HEK293A unggul untuk aplikasi farmasi, terutama dalam produksi 

vektor AAV untuk terapi gen maupun vaksin subunit dengan struktur yang mendekati 

kondisi fisiologis manusia (Jäger et al., 2013; Jalšić et al., 2023). 

Perbandingan antara E.coli dan HEK293A menunjukkan bahwa keduanya 

memiliki peran komplementer dalam produksi protein rekombinan. E.coli lebih cocok 
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digunakan untuk produksi cepat dan ekonomis dari protein sederhana, seperti RBD 

SARS-CoV-2 yang digunakan untuk kebutuhan diagnostik, tetapi tidak ideal untuk 

protein kompleks yang memerlukan PTM untuk menjaga fungsi biologis dan 

imunogenisitasnya (Ooi et al., 2016; L. Zhang et al., 2021). Sebaliknya, HEK293A 

mampu menghasilkan protein dengan fungsi dan struktur yang lebih mendekati kondisi 

alami manusia, seperti protein transkripsi ELK-1 dengan asetilasi lisin atau VP1 yang 

terglikosilasi dengan afinitas reseptor 50% lebih tinggi dibandingkan hasil ekspresi di 

E.coli (Chen et al., 2024; Ducker et al., 2023). Dalam penelitian vaksin HFMD, E.coli 

sering digunakan untuk tahap awal screening kandidat protein subunit karena biayanya 

yang rendah, sedangkan HEK293A dipilih untuk tahap produksi akhir protein chimeric 

multi-epitope guna memastikan antigenisitas dan efikasi optimal (Huo et al., 2017; Luo 

et al., 2021). Dengan demikian, kombinasi kedua sistem ini memungkinkan strategi 

bertahap, E.coli untuk ekspresi cepat dan murah, serta HEK293A untuk produksi 

berkualitas tinggi yang bersama-sama mendukung pengembangan protein rekombinan 

di bidang riset maupun industri farmasi. Setelah proses ekspresi, tahap penting 

berikutnya adalah analisis protein yang dihasilkan. 

2.8 Analisis Ekspresi Protein 

Analisis ekspresi protein merupakan tahap penting dalam memastikan 

keberhasilan produksi protein rekombinan, termasuk protein chimeric multi-epitope 

yang dikembangkan sebagai kandidat vaksin untuk Hand, Foot, and Mouth Disease 

(HFMD). Salah satu metode utama yang digunakan adalah Western Blot, yang 

berfungsi untuk mendeteksi keberadaan dan ukuran molekuler protein target dalam 

campuran protein (Mahmood & Yang, 2012; Tie et al., 2021). Prosesnya meliputi 

pemisahan protein menggunakan SDS-PAGE, transfer ke membran nitroselulosa atau 
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PVDF, dan deteksi melalui antibodi primer spesifik serta antibodi sekunder berlabel 

untuk visualisasi. Teknik ini efektif dalam mengonfirmasi keberhasilan ekspresi protein 

chimeric (Chen et al., 2024; Ghaderi et al., 2024). Selain deteksi kualitatif, Western 

Blot juga memungkinkan kuantifikasi relatif melalui analisis intensitas pita 

menggunakan metode densitometri atau sistem chemiluminescence dengan sensitivitas 

hingga 1-10 ng protein (Mishra et al., 2017). Meskipun memiliki keunggulan dalam 

spesifisitas dan sensitivitas tinggi, teknik ini memerlukan optimasi kondisi antibodi 

untuk menghindari sinyal nonspesifik, yang biasanya diatasi dengan kontrol positif 

atau penggunaan blocking peptide (Tie et al., 2021). 

Immunofluorescence (IF) memberikan informasi spasial mengenai ekspresi 

protein di tingkat seluler, melengkapi hasil Western Blot. Teknik ini menggunakan 

antibodi berlabel fluoresen untuk mendeteksi protein dalam sel yang difiksasi atau 

hidup, sehingga memungkinkan pengamatan distribusi protein melalui mikroskop 

fluoresensi atau super-resolusi seperti STORM (Jones et al., 2011). Dalam konteks 

vaksin HFMD, IF digunakan untuk memastikan lokasi ekspresi protein chimeric di 

membran sel, terutama untuk protein VP1 yang berinteraksi dengan reseptor imun (Luo 

et al., 2021). HEK293A sering dipilih untuk teknik ini karena kemampuannya 

menghasilkan protein dengan modifikasi pasca-translasi seperti glikosilasi, yang dapat 

meningkatkan antigenisitas hingga 1,5-2 kali dibandingkan ekspresi di E.coli (Chen et 

al., 2024). Walaupun bersifat semikuantitatif dan rentan terhadap fluoresensi latar 

belakang, kendala tersebut dapat diminimalkan dengan pemilihan antibodi yang 

selektif berdasarkan basis data seperti Antibodypedia (Tie et al., 2021). Kombinasi 

Western Blot dan IF memberikan pemahaman menyeluruh mengenai ukuran, kuantitas, 
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dan distribusi protein chimeric, yang sangat penting untuk memastikan aktivitas 

imunogeniknya. 

Tujuan utama analisis ini adalah memastikan keberhasilan ekspresi protein 

multi-epitope yang dirancang untuk menimbulkan respons imun silang terhadap 

beberapa strain enterovirus penyebab HFMD, seperti EV71 dan CVA16. Western Blot 

digunakan untuk mengonfirmasi ukuran dan jumlah ekspresi protein, seperti pita 

spesifik VP1 chimeric pada 35-40 kDa dengan yield hingga 100 mg/L di E.coli atau 

696 mg/L di HEK293A (Chin et al., 2019; Mishra et al., 2017). Di sisi lain, IF berperan 

dalam memverifikasi lokasi ekspresi protein pada kompartemen seluler yang relevan 

untuk pengenalan sistem imun (Luo et al., 2021). Selain itu, kedua teknik ini juga 

digunakan untuk menilai kualitas modifikasi pasca-translasi, seperti glikosilasi pada 

HEK293A, yang terbukti meningkatkan efikasi proteksi hingga lebih dari 85% dalam 

model hewan (Chen et al., 2024). Kendala seperti sinyal nonspesifik atau variabilitas 

hasil dapat diminimalkan melalui optimasi protokol dengan penggunaan lysis buffer 

dengan protease inhibitor pada Western Blot atau antibodi berlabel ganda pada IF 

(Mahmood & Yang, 2012; Tie et al., 2021). Dengan demikian, analisis ekspresi ini 

menjadi dasar penting dalam penelitian kloning dan ekspresi protein chimeric multi-

epitope sebagai vaksin potensial untuk HFMD. 
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BAB III  

METODE PENELITIAN 

3.1 Rancangan Penelitian 

Penelitian ini merupakan studi deskriptif eksploratif yang bertujuan untuk 

mengkloning dan mengekspresikan protein chimeric multi-epitope sebagai kandidat 

vaksin Hand, Foot, and Mouth Disease (HFMD) menggunakan dua sistem ekspresi, 

yaitu prokariotik (Escherichia coli BL21) dan eukariotik (HEK293A). Rangkaian 

penelitian dilakukan secara bertahap, dimulai dari konstruksi plasmid rekombinan, 

dilanjutkan dengan transformasi ke sel inang prokariotik, serta transfeksi ke sel inang 

eukariotik. Proses kloning diawali dengan penyisipan gen target ke dalam vektor 

ekspresi, kemudian dikonfirmasi menggunakan analisis molekuler. Plasmid yang telah 

terverifikasi selanjutnya digunakan untuk mengekspresikan protein pada kedua sistem.. 

Protein yang dihasilkan kemudian dianalisis menggunakan Western blot untuk 

mengidentifikasi ukuran dan keberadaan protein target, serta uji imunofluoresensi 

untuk mengamati ekspresi protein pada tingkat seluler. Data yang diperoleh dianalisis 

secara deskriptif dengan membandingkan hasil ekspresi dari kedua sistem, sehingga 

dapat memberikan gambaran awal mengenai potensi produksi protein sebagai kandidat 

vaksin. 

3.2 Waktu dan Tempat Penelitian 

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Animal Cell Culture, Biotechnology 

International Graduate Program, School of Bioresource and Technology, King 

Mongkut’s University of Technology Thonburi, Thailand. Penelitian ini dilaksanakan 

selama 2 bulan mulai 7 Juli 2025 sampai 27 Agustus 2025. 
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3.3 Alat dan Bahan 

3.3.1 Alat 

Alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi Laminar Air Flow (LAF), 

inkubator CO₂ 5%, mikroskop inverted, mikroskop fluoresensi, autoklaf, oven, 

timbangan analitik, water bath, hot plate stirrer, shaker incubator with thermal control, 

head-to-tail shaking, microcentrifuge, centrifuge suhu berkecepatan tinggi, freezer, 

refrigerator, ice box, thermal cycler (C1000 Touch, Bio-Rad), nucleic acid 

electrophoresis system (Bio-Rad), vertical gel electrophoresis system (Bio-Rad), gel 

casting tray, gel comb, gel stand, pembaca gel elektroforesis (Azure Biosystems C 

Series), membran nitroselulosa, semi-dry blotter, pemindai hasil Western blot (Thermo 

Scientific Inc.), spectrophotometer NanoDrop (Thermo Scientific Inc.), inverted 

fluorescence microscope (Olympus, Japan). 

Peralatan lainnya meliputi sumuran kultur (12-well plate), cawan petri, tabung 

erlenmeyer (250 mL dan 2 L), tabung mikro (1,5 mL), tabung sentrifugasi (15 mL dan 

50 mL), kolom purifikasi, rak tabung, sample heater, mikropipet (0,2–1000 µL), tip 

pipet steril (putih, kuning, dan biru), beaker glass, kalkulator, marker pen, plastik, 

karet, tisu, bunsen, jas laboratorium, sarung tangan, dan wadah limbah biologis. 

3.3.2 Bahan 

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi plasmid DNA pVAX1, gen 

chimeric multi-epitope VP1me2, kultur sel HEK293A, kultur bakteri Escherichia coli 

DH5α dan Escherichia coli BL21, PCR kit (New England) yang terdiri atas Pfu PCR 

master mix, PCR buffer, dan dNTPs, primer forward RE-VPLE-F, primer reverse V5 

(FMD)-R, enzim restriksi HindIII dan NotI, enzim ligase T4 DNA ligase, Luria-Bertani 

(LB) broth, LB agar, antibiotik kanamisin, IPTG (Isopropil-β-D-Thiogalactoside), Cell 
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Lytic B reagent, lysozyme, enzim benzonase, protease inhibitor cocktail, serta 

TIANprep Rapid Mini Plasmid Kit (TIANGEN). 

Bahan lainnya meliputi gel agarosa, buffer TAE 1×, DNA ladder, 1× loading 

dye, Ethidium Bromide (EtBr), komponen SDS-PAGE (Tris-HCl, 30% bis-acrylamide, 

10% SDS, 10% APS, TEMED), antibodi primer mouse anti-V5, antibodi sekunder anti-

mouse IgG Alexa Fluor, larutan luminol, larutan peroksida, substrat TMB (3,3′,5,5′-

tetramethylbenzidine), media DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) High 

Glucose, Fetal Bovine Serum (FBS), antibiotik penicillin-streptomycin, phosphate 

buffered saline (PBS), polyethylenimine (PEI), poly-L-lysine, antibodi berlabel 

fluorokrom, DAPI (4′,6-diamidino-2-phenylindole), RIPA buffer, TBST, DTT 

(dithiothreitol), imidazole, MES buffer (2-morpholinoethanesulphonic acid), susu skim 

5%, trypsin, alkohol 70%, es batu, dan air. 

3.4 Prosedur Penelitian 

3.4.1 Preparasi Sampel Ekspresi Protein 

Konstruksi gen chimeric dilakukan dengan menggunakan gen VP1me2 (~2.4 

kb) yang digabungkan dengan domain Fc-V5 (~0.7 kb) sehingga menghasilkan 

konstruksi VP1me2-Fc dengan ukuran sekitar ~3.1 kb. Plasmid tersebut selanjutnya 

ditransformasikan ke dalam sistem prokariotik (E.coli BL21) dan ditransfeksikan ke 

dalam sistem eukariotik (HEK293A) untuk menghasilkan protein target. Verifikasi 

ekspresi protein pada E.coli BL21 dilakukan menggunakan metode Western Blot, 

sedangkan pada sel HEK293A dikonfirmasi melalui kombinasi Imunofluoresens dan 

Western Blot untuk memastikan keberadaan serta distribusi protein di dalam sel. 
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3.4.2 Transformasi dan Ekspresi Protein di Prokariotik (E.coli BL21) 

Plasmid pVAX1.VP1me2-Fc yang telah diverifikasi disisipkan ke E.coli BL21, 

strain ekspresi yang membawa gen T7 DNA polimerase untuk produksi protein 

rekombinan. Proses insert gene dilakukan dengan metode heat shock yang sama, 

menggunakan 100 ng plasmid dan 50 µL sel kompeten. Koloni yang tumbuh pada 

medium selektif LB broth dengan tambahan kanamisin (50 µg/mL) diinkubasi 

semalam pada 37°C. 

Koloni positif kemudian diinokulasi ke 5 mL medium LB cair yang 

mengandung kanamisin dan dikultur 16 jam pada 37°C dengan incubator shaker 200 

rpm. Kultur starter ini digunakan untuk menginokulasi 100 mL medium LB baru, 

diinkubasi hingga OD600 mencapai 0.6-0.8, lalu diinduksi dengan IPTG (1 mM). 

Proses induksi dilakukan pada 37°C selama 24 jam. 

Sel dipanen dengan sentrifugasi 8000 rpm selama 5 menit pada 4°C. Pelet sel 

dilisis dengan komponennya yang terdiri dari Cell Lytic B, Lysozyme, Benzonase, dan 

Protease Inhibitor. Selanjutnya, sampel dihomogenkan selama 15 menit menggunakan 

rotator, kemudian disentrifugasi pada kecepatan 12.000 rpm selama 10 menit pada suhu 

4°C. Endapan sel yang terbentuk di bagian bawah tabung disebut sebagai inclusion 

body, sedangkan fraksi cair di bagian atas dikenal sebagai soluble protein. Kedua fraksi 

tersebut kemudian digunakan dalam analisis ekspresi protein menggunakan metode 

Western blot. 

3.4.3 Transfeksi dan Ekspresi Protein di Eukariotik (Sel HEK293A) 

Transfeksi pada sel HEK293A dilakukan untuk mengevaluasi kemampuan 

plasmid DNA dalam mengekspresikan protein target. Prosedur diawali dengan 

pembuatan media kultur berupa DMEM basal yang diperkaya dengan L-glutamine, 
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glukosa, sodium piruvat, HEPES, dan sodium bikarbonat. Media ini kemudian 

dilengkapi dengan 2% FBS serta 1% penicillin-streptomycin untuk menghasilkan 

DMEM komplit, lalu dialiquot sesuai kebutuhan. Sel HEK293A dikultur dalam flask 

T75 menggunakan DMEM komplit hingga mencapai konfluensi optimal dalam bentuk 

monolayer.  

Setelah itu, media dibuang dan sel dicuci menggunakan PBS, kemudian 

dilepaskan dengan tripsin dan dinetralkan kembali menggunakan DMEM. Suspensi sel 

yang diperoleh selanjutnya disentrifugasi, dan pelet sel diresuspensi dalam media 

DMEM komplit. Untuk analisis imunofluoresensi, sumuran pada 12-well plate terlebih 

dahulu dilapisi dengan Poly-L-Lysin, diinkubasi, lalu dikeringkan di bawah laminar. 

Pelapisan ini bertujuan meningkatkan daya lekat sel pada permukaan sumuran 

sehingga distribusi sel lebih merata dan tidak mudah terlepas selama proses pencucian.  

Sel kemudian ditanam dengan kepadatan awal rendah dan diinkubasi hingga 

mencapai konfluensi yang diinginkan. Transfeksi dilakukan menggunakan 

Polyethylenimine (PEI) sebagai agen non-viral yang membentuk kompleks dengan 

DNA plasmid (polyplex). Campuran ini diinkubasi terlebih dahulu pada suhu ruang, 

kemudian ditambahkan ke dalam kultur sel dan diinkubasi selama ±2 jam pada suhu 

37°C. Setelah itu, media diganti dengan DMEM komplit baru dan sel diinkubasi 

kembali selama 48 jam pada kondisi 37°C dengan 5% CO₂. Sel hasil transfeksi 

selanjutnya digunakan untuk analisis ekspresi protein melalui metode 

imunofluoresensi dan Western blot. 

3.4.4 Analisis Protein dengan Western Blot 

Preparasi sampel untuk analisis Western blot diawali dengan pembuatan gel 

SDS-PAGE yang terdiri dari gel pemisah (resolving gel) 12% dan gel penumpuk 
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(stacking gel) 4%. Gel dibuat menggunakan campuran larutan Bis-acrylamide, Tris-

HCl (pH 6,8 dan pH 8,8), SDS, APS, TEMED, dan akuades, kemudian dicetak 

menggunakan cetakan khusus hingga terbentuk sumuran. Sampel protein dicampur 

dengan loading dye 1X sebelum dimuat ke dalam sumuran gel. Jumlah protein yang 

digunakan disesuaikan dengan konsentrasi sampel, yaitu sekitar 10 μg untuk 

konsentrasi tinggi (>1 mg/mL) dan 1 μg untuk konsentrasi rendah (<1 mg/mL). 

Elektroforesis dijalankan pada tegangan 150 V selama ±50 menit hingga protein 

terpisah berdasarkan ukuran molekul. 

Selanjutnya, protein dalam gel ditransfer ke membran menggunakan metode 

elektrotransfer. Gel terlebih dahulu direndam dalam transfer buffer, kemudian disusun 

bersama membran dan kertas penyerap dalam bentuk sandwich. Proses transfer 

dilakukan pada tegangan 25 V selama ±30 menit hingga protein berpindah dari gel ke 

membran. Membran hasil transfer selanjutnya digunakan untuk tahap analisis Western 

blot. 

Setelah protein ditransfer ke membran, analisis ekspresi dilakukan 

menggunakan Western blot untuk mengevaluasi keberhasilan sistem ekspresi dalam 

menghasilkan protein target dari epitope VP1me dengan V5-FC. Proses diawali dengan 

pemisahan protein berdasarkan berat molekul menggunakan SDS-PAGE, sehingga 

protein dalam sampel terdistribusi sesuai ukurannya, meskipun belum teridentifikasi 

secara spesifik. Protein kemudian ditransfer ke membran, diikuti tahap blocking untuk 

meminimalkan ikatan non-spesifik. Selanjutnya, membran diinkubasi dengan antibodi 

primer (Mouse Anti-V5) yang mengenali protein target, kemudian dilanjutkan dengan 

antibodi sekunder (Donkey Anti-Mouse IgG) untuk proses deteksi. Visualisasi 

dilakukan menggunakan substrat TMB atau metode kemiluminesensi, sehingga 
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keberadaan protein target ditunjukkan oleh munculnya pita pada ukuran yang sesuai, 

yaitu sekitar 107 kDa. 

Pengujian dilakukan pada dua sistem ekspresi, yaitu sel HEK293A dan 

Escherichia coli BL21, dengan pendekatan preparasi sampel yang berbeda. Pada sel 

HEK293A, media kultur (DMEM) dipisahkan sebagai fraksi supernatan, sedangkan sel 

yang menempel dipanen menggunakan RIPA buffer untuk memperoleh protein 

intraseluler, sehingga dihasilkan dua jenis sampel. Sementara itu, pada E.coli BL21, 

sampel yang dianalisis terdiri dari fraksi soluble protein dan inclusion body yang telah 

dipreparasi sebelumnya. 

3.4.5 Analisis Imunofluoresens 

Ekspresi protein chimeric di dalam sel HEK293A diamati melalui teknik 

immunofluorescence staining assay yang telah ditransfeksi plasmid DNA VP1me2 

dengan V5-Fc dilakukan untuk memverifikasi ekspresi protein secara langsung di 

dalam sel (in situ) melalui pengikatan antibodi spesifik. Antibodi primer (Mouse Anti-

V5) berfungsi mengenali tag V5 pada protein hasil ekspresi, kemudian dideteksi oleh 

antibodi sekunder (Donkey Anti-Mouse IgG Alexa Fluor) yang menghasilkan sinyal 

fluoresensi. Pewarna DAPI turut digunakan untuk menandai inti sel dengan fluoresensi 

biru. Pada hasil pengamatan, sinyal biru menunjukkan keberadaan inti sel, sedangkan 

sinyal merah mengindikasikan ekspresi protein target yang terdeteksi secara spesifik. 

Prosedur diawali dengan fiksasi sel menggunakan formaldehid 1% selama 10 

menit pada suhu ruang untuk mempertahankan struktur sel, kemudian dilanjutkan 

dengan permeabilisasi menggunakan metanol 90% selama 5 menit pada suhu 4°C agar 

antibodi dapat masuk ke dalam sel. Selanjutnya, dilakukan tahap blocking 

menggunakan FBS 20% untuk meminimalkan ikatan non-spesifik. Sel kemudian 
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diinkubasi dengan antibodi primer (Mouse Anti-V5) yang diencerkan dalam PBS 

(1:2000) selama 2 jam pada suhu ruang, diikuti dengan inkubasi antibodi sekunder 

(Donkey Anti-Mouse IgG Alexa Fluor) dengan pengenceran 1:1000 selama 1 jam 

dalam kondisi gelap. Setelah itu, ditambahkan pewarna DAPI (1:1000) dan diinkubasi 

selama 15 menit. Tahap akhir dilakukan pencucian menggunakan PBS, kemudian 

sampel diamati menggunakan mikroskop fluoresensi. Keberhasilan ekspresi protein 

ditandai dengan munculnya sinyal fluoresensi merah pada sel, yang menunjukkan 

keberadaan protein VP1me2 yang berhasil diekspresikan. 

3.4.6 Analisis Data 

Tahapan analisis data dilakukan untuk memastikan keberhasilan ekspresi 

protein chimeric multi-epitope pada dua sistem ekspresi, yaitu prokariotik (E.coli 

BL21) dan eukariotik (HEK293A). Analisis dilakukan secara bertahap dengan 

membandingkan hasil Western Blot dan imunofluoresens guna menilai kesesuaian 

ukuran protein, keberadaan epitop spesifik, serta distribusinya di dalam sel. 

Fokus utama adalah kemunculan pita protein pada ukuran yang sesuai dengan 

prediksi, yaitu sekitar 107 kDa dalam analisis Western Blot. Munculnya pita spesifik 

menunjukkan bahwa protein chimeric berhasil diekspresikan dan dapat dikenali oleh 

antibodi terhadap epitope VP1me2. Pada E.coli BL21, perbandingan antara fraksi 

soluble dan inclusion body digunakan untuk menilai tingkat kelarutan protein. 

Sementara itu, pada HEK293A dilakukan perbandingan antara fraksi supernatan dan 

pelet sel untuk mengetahui apakah protein diekspresikan secara intraseluler atau 

disekresikan. Selain itu, intensitas pita diamati secara kualitatif sebagai indikator 

tingkat ekspresi relatif pada masing-masing sistem. 
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Analisis imunofluoresens pada sel HEK293A kemudian digunakan untuk 

mengonfirmasi ekspresi protein secara langsung di dalam sel sekaligus melihat pola 

distribusinya. Keberhasilan ekspresi ditandai dengan munculnya sinyal fluoresensi 

merah dari antibodi terhadap tag V5, sedangkan DAPI memberikan penanda inti sel 

berwarna biru. Distribusi sinyal merah selanjutnya dibandingkan dengan posisi inti 

untuk mengidentifikasi lokasi protein, apakah berada di sitoplasma, membran, atau di 

sekitar nukleus. 

Kombinasi hasil Western Blot dan imunofluoresens memberikan validasi yang 

saling melengkapi. Western Blot memastikan ukuran dan identitas protein, sedangkan 

imunofluoresens memperlihatkan keberadaan serta distribusi protein di dalam sel. 

Dengan pendekatan ini, evaluasi terhadap keberhasilan ekspresi protein chimeric pada 

kedua sistem dapat dilakukan secara lebih menyeluruh dan terarah. 
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BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

4.1. Sistem Ekspresi Protein Rekombinan 

4.1.1. Ekspresi Protein pada Sistem Prokariotik (E.coli BL21) 

Pita protein rekombinan pVAX1.VP1me2-Fc divisualisasi dengan 

menggunakan metode chemiluminescence belum menunjukkan pita secara jelas karena 

sinyal yang terlalu tinggi menyebabkan over-saturation, sehingga pita spesifik sulit 

dibedakan (Gambar 4.1). Visualisasi ulang dilakukan menggunakan substrat TMB 

menghasilkan pita protein pada ukuran sekitar 107 kDa yang tampak lebih jelas 

(Gambar 4.2). Kemunculan pita tersebut menunjukkan bahwa protein 

pVAX1.VP1me2-Fc berhasil diekspresikan pada sistem prokariotik E.coli BL21, 

meskipun pita masih tampak melebar dan sedikit difus. Pelebaran pita ini menunjukkan 

adanya overloading akibat jumlah protein yang dimuat terlalu tinggi (Ohara et al., 

2025). Selain itu, penggunaan substrat TMB membantu visualisasi pita, namun 

intensitas reaksi yang tinggi dapat menyebabkan pita tampak melebar, terutama pada 

sampel lisat kasar E.coli BL21 yang mengandung banyak protein non-target (Baselli et 

al., 2025). 

Ukuran pita yang muncul sudah sesuai dengan berat molekul teoritis protein 

VP1me2-Fc. Berdasarkan perhitungan menggunakan Expasy ProtParam dari urutan 

asam amino, protein VP1 memiliki berat sekitar ~36 kDa (Zhao et al., 2013), kemudian 

ditambah enam epitope linear (Bello et al., 2024), domain Fc IgG1 sekitar ~27 kDa 

(Ying et al., 2012), serta V5-tag dan linker sekitar ~3–5 kDa. Jika dijumlahkan, totalnya 

mencapai sekitar 107 kDa. Kesesuaian antara berat molekul teoritis dan pita Western 

Blot menunjukkan bahwa protein yang terdeteksi adalah protein target yang 
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diharapkan. Temuan ini menandakan bahwa sistem translasi pada E.coli BL21 mampu 

mengekspresikan protein chimera berukuran besar, meskipun kualitas pelipatan 

proteinnya belum dapat dipastikan hanya berdasarkan analisis tersebut. 

Pada penelitian ini, volume sampel dimuat ke dalam sumur gel dalam jumlah 

yang relatif besar untuk meningkatkan peluang deteksi protein target, mengingat 

konsentrasi protein rekombinan dalam lisat E.coli BL21 masih rendah. Kondisi ini 

berpotensi menyebabkan overloading, sehingga pita protein dapat terlihat melebar, 

kurang tajam, atau menyebar selama proses migrasi elektroforesis. Konsentrasi protein 

yang terlalu tinggi menyebabkan proses migrasi di SDS-PAGE menjadi kurang optimal 

sehingga pita tidak tajam. Penggunaan lisat kasar tanpa tahap pemurnian juga 

memungkinkan protein non-target ikut termuat ke dalam gel yang dapat menurunkan 

resolusi pemisahan pita protein target serta meningkatkan background selama proses 

deteksi Western blot (Tripathi dan Shrivastava, 2019). 

 
Gambar 4.1 Hasil Western blot chemiluminescence protein chimeric VP1me2-Fc. 

Pita spesifik teramati pada ~107 kDa sesuai dengan berat molekul teoritis. 

M: Marker; C: Control; 29: sampel VP1me2-Fc Clone nomor 29; 31: 

sampel pVAX1.Vp1me2-Fc Clone nomor 31 
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Gambar 4.2 Hasil pewarnaan TMB pada membran Western blot protein chimeric 

VP1me2-Fc. (A) Before TMB (sebelum penambahan substrat TMB); (B) 

After TMB (setelah inkubasi substrat TMB). Pita target protein VP1me2-

Fc terdeteksi pada ukuran ~107 kDa (panah hitam). M: Protein marker 

(kDa); C: Kontrol negatif; 29 dan 31: klon atau fraksi sampel VP1me2-

Fc. 

Selain pita utama, terlihat beberapa pita lain dengan ukuran lebih kecil di bagian 

bawah (Gambar 4.2). Pita ini kemungkinan merupakan fragmen protein yang 

terdegradasi atau protein lain dari E.coli BL21. Hal ini wajar terjadi, terutama jika 

sampel belum dimurnikan. Penelitian Pedroso et al., (2025) juga melaporkan adanya 

pita tambahan disebabkan akibat pemotongan (cleavage) protein rekombinan dalam 

sistem E.coli BL21. Kemunculan pita berukuran lebih kecil dapat disebabkan oleh 

degradasi proteolitik selama proses ekspresi maupun preparasi sampel, terutama pada 

protein rekombinan berukuran besar yang rentan mengalami pemotongan parsial akibat 

pelipatan yang belum optimal (Rosano dan Ceccarelli, 2014). 

Pita dengan ukuran yang sama tidak terlihat pada kontrol negatif (C), sehingga 

mengonfirmasi bahwa pita tersebut berasal dari ekspresi spesifik protein 

pVAX1.VP1me2-Fc. Hasil ini menunjukkan bahwa sistem E.coli BL21 mampu 

mengekspresikan protein VP1me2-Fc sesuai ukuran teoritis, sejalan dengan laporan 
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Yang et al., (2023) bahwa penambahan doamin Fc dapat meningkatkan ukuran protein 

hingga di atas 100 kDa. Namun, pita yang masih tampak difus serta munculnya 

fragmen protein menunjukkan bahwa ekspresi pada sistem prokariotik masih 

memerlukan optimasi lebih lanjut. 

4.1.2. Ekspresi Protein pada Sistem Eukariotik (HEK293A) 

Sinyal fluoresensi merah terdeteksi pada sel HEK293A setelah pewarnaan 

imunofluoresensi menggunakan antibodi anti-V5, yang menunjukkan adanya ekspresi 

protein pVAX1.VP1me2-Fc. Sinyal tampak tersebar di sitoplasma dengan intensitas 

lebih tinggi pada klon C.29 dan C.31, serta menunjukkan akumulasi di area perinuklear. 

Sebaliknya, pada kontrol negatif berupa sel yang ditransfeksi plasmid pVAX1 kosong 

tidak terdeteksi sinyal merah dan hanya terlihat inti sel berwarna biru akibat pewarnaan 

DAPI. Perbedaan ini menunjukkan bahwa sinyal fluoresensi yang diamati berasal dari 

ekspresi spesifik protein target (Gambar 4.3). 

 
Gambar 4.3 Hasil imunofluoresensi protein chimeric VP1me2-Fc di sel 

HEK293A. Kolom menunjukkan pewarnaan DAPI (inti), Anti-V5 

(protein target), dan Merge. Baris pVAX1 merupakan kontrol negatif, 

sedangkan C.29 dan C.31 adalah klon transfeksi positif. Scale bar: 20 

µm. 
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Analisis imunofluoresensi menunjukkan bahwa sinyal protein VP1me2-Fc 

terdistribusi dominan di sitoplasma dan area perinuclear (Gambar 4.3), yang 

mengindikasikan keterlibatan jalur sintesis dan pemrosesan protein intraseluler. Pada 

sel mamalia, protein rekombinan disintesis di retikulum endoplasma dan diproses di 

aparatus Golgi sebelum disekresikan. Pola ini menunjukkan bahwa protein mengalami 

proses pematangan secara normal (Budge et al., 2020).  

Pola distribusi sinyal yang teramati sejalan dengan laporan sebelumnya bahwa 

ekspresi protein berbasis pVAX1 dan deteksi menggunakan antibodi anti-V5 pada sel 

HEK293A menunjukkan lokalisasi di sitoplasma dan area perinuklear sebagai bagian 

dari jalur sekresi normal (Bello et al., 2024; Zeghal et al., 2023). Selain itu, keberadaan 

domain Fc IgG1 mendukung proses sekresi protein melalui jalur retikulum endoplasma 

dan aparatus Golgi. Hal ini memungkinkan protein diekspresikan secara stabil di sel 

mamalia (Ying et al., 2012). 

Penggunaan sistem HEK293A dalam pengembangan kandidat vaksin HFMD 

menjadi penting karena sel mammalian mampu melakukan modifikasi pasca-translasi, 

khususnya glikosilasi, yang menyerupai kondisi fisiologi dalam sel manusia. Hal ini 

membuat protein VP1me2-Fc memiliki struktur dan karakteristik yang lebih mendekati 

protein asli virus, sehingga berpotensi meningkatkan pengenalan oleh sistem imun 

(Gupta et al., 2023; Sookhoo et al., 2024). Dengan demikian, respons imun yang 

dihasilkan berpotensi lebih kuat dan lebih spesifik dibandingkan protein yang 

diekspresikan dalam sistem bakteri yang tidak memiliki kemampuan glikosilasi serupa. 

Hasil imunofluoresensi ini menunjukkan bahwa protein pVAX1.VP1me2-Fc 

berhasil diekspresikan di sel HEK293A dengan lokalisasi yang sesuai dan proses 

pematangan yang berjalan baik. Distribusi sinyal di sitoplasma dan area perinuklear 
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mendukung keterlibatan jalur sekresi intraseluler. Meskipun demikian, analisis lanjutan 

tetap diperlukan untuk mengonfirmasi ukuran dan tingkat ekspresi protein secara lebih 

spesifik yang dilakukan menggunakan Western blot. 

Hasil Western blot menunjukkan adanya pita protein pada ukuran ~107 kDa 

pada sampel klon 29 dan 31 yang sesuai dengan berat molekul teoritis protein VP1me2-

Fc. Pada deteksi chemiluminescence (Gambar 4.4), pita protein sebenarnya sudah 

terdeteksi, namun intensitas sinyal yang terlalu tinggi menyebabkan over-saturation 

sehingga detail pita sulit diamati dengan jelas. Visualisasi menggunakan substrat TMB 

(Gambar 4.5B) menghasilkan pita yang lebih tajam dan terdefinisi, sehingga perbedaan 

ekspresi antar sampel dapat diamati dengan lebih baik.  

 

Gambar 4.4 Hasil Western blot chemiluminescence protein rekombinan 

pVAX1.VP1me2-Fc. Ekspresi protein terdeteksi pada ukuran molekul 

~107 kDa menggunakan antibodi anti-Fc atau anti-VP1. Lanes: M = 

Marker protein (kDa), C = Kontrol negatif (sel yang ditransfeksi 

dengan vektor kosong pVAX1), 29 dan 31 = sampel transfeksi 

pVAX1.VP1me2-Fc (clone 29 dan 31). Volume loading: 15 μL (kiri) 

dan 4 μL (kanan). Deteksi menggunakan sistem chemiluminescence. 
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Gambar 4.5 Hasil pewarnaan TMB pada membran Western blot protein chimeric 

VP1me2-Fc. (A) Before TMB (sebelum penambahan substrat TMB); (B) 

After TMB (setelah inkubasi substrat TMB). Pita target protein VP1me2-

Fc terdeteksi pada ukuran ~107 kDa (panah hitam). M: Protein marker 

(kDa); C: Kontrol negatif; 29 dan 31: klon atau fraksi sampel VP1me2-

Fc. 

Pada penelitian ini digunakan dua variasi volume loading sebagai bagian dari 

optimasi jumlah protein yang dimuat ke dalam gel. Pada kondisi loading 4 µL, pita 

protein tampak lebih spesifik, di mana sinyal yang jelas terutama terdeteksi pada klon 

31, sedangkan klon 29 dan kontrol negatif tidak menunjukkan pita yang signifikan 

(Gambar 4.4 dan 4.5). Hal ini menunjukkan bahwa klon 31 memiliki tingkat ekspresi 

yang lebih tinggi dibandingkan klon lainnya (Gambar 4.5). Perbedaan ini menunjukkan 

bahwa jumlah protein yang dimuat sangat memengaruhi resolusi pita, di mana loading 
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yang terlalu tinggi dapat menyebabkan overloading dan menurunkan kualitas 

pemisahan (Biotech-Pack, 2023). Oleh karena itu, penggunaan variasi volume loading 

dalam penelitian ini dilakukan sebagai bagian dari optimasi untuk memperoleh 

visualisasi protein yang lebih akurat. 

Kesesuaian ukuran pita yang terdeteksi dengan berat molekul teoritis 

menunjukkan bahwa konstruksi gen VP1me2-Fc berhasil diekspresikan sesuai desain. 

Pita yang relatif jelas tanpa dominasi fragmen kecil mengindikasikan bahwa protein 

yang dihasilkan cukup stabil dan relatif utuh pada sistem HEK293A (Gambar 4.5). 

Sedikit pelebaran pita kemungkinan berkaitan dengan modifikasi pasca-translasi, 

seperti glikosilasi, yang umum terjadi pada sistem eukariotik dan dapat memengaruhi 

migrasi protein pada SDS-PAGE, sejalan dengan laporan sebelumnya (Song et al., 

2023). Hasil ini juga konsisten dengan laporan sebelumnya bahwa protein fusi VP1-Fc 

pada sistem eukariotik dapat terdeteksi secara jelas dan sesuai ukuran yang diprediksi 

(Park et al., 2025; Le et al., 2025). 

4.1.3. Perbandingan Sistem Ekspresi Prokariotik dan Eukariotik 

Protein rekombinan VP1me2-Fc diekspresikan menggunakan dua sistem 

berbeda, yaitu sistem prokariotik (Escherichia coli BL21) dan sistem eukariotik (sel 

mamalia HEK293A), untuk membandingkan performa ekspresi dan kualitas protein 

yang dihasilkan. Kedua sistem mampu mengekspresikan protein dengan ukuran yang 

sesuai dengan berat molekul teoritis, sehingga menunjukkan bahwa konstruksi gen 

berhasil diterjemahkan. Namun, perbedaan kualitas ekspresi terlihat jelas antara kedua 

sistem tersebut. 

Pada sistem prokariotik, protein dapat diproduksi secara efisien, tetapi 

menunjukkan kualitas pita yang kurang tajam serta adanya indikasi fragmen protein, 
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yang mencerminkan keterbatasan dalam pelipatan dan stabilitas protein. Sebaliknya, 

sistem eukariotik HEK293A menghasilkan pita yang lebih tajam, spesifik, dan relatif 

minim degradasi, sehingga menunjukkan bahwa protein berada dalam kondisi yang 

lebih stabil dan terlipat dengan baik. Perbedaan ini menegaskan bahwa kualitas protein 

yang dihasilkan pada sistem eukariotik lebih baik dibandingkan sistem prokariotik. 

Perbedaan tersebut berkaitan dengan kemampuan sel dalam melakukan 

modifikasi pascatranslasi. Sel eukariotik memiliki organel seperti retikulum 

endoplasma dan aparatus Golgi yang berperan dalam pelipatan, pematangan, dan 

modifikasi protein, termasuk glikosilasi yang berkontribusi terhadap stabilitas dan 

karakteristik struktural protein (Schütz et al., 2023; Sookhoo et al., 2024). Sebaliknya, 

sistem prokariotik tidak memiliki mekanisme tersebut, sehingga protein lebih rentan 

mengalami kesalahan pelipatan atau membentuk agregat (Hasegawa et al., 2023). 

Selain itu, variasi tingkat ekspresi juga terlihat antar klon pada sistem 

HEK293A. Klon C.31 menunjukkan intensitas pita Western blot yang lebih tinggi 

dibandingkan klon C.29, terutama pada kondisi loading 4 µL di mana pita yang jelas 

hanya terdeteksi pada klon C.31. Hal ini menunjukkan bahwa meskipun menggunakan 

konstruksi gen yang sama, efisiensi ekspresi masih dipengaruhi oleh karakteristik 

masing-masing klon. 

Secara keseluruhan, sistem Escherichia coli BL21 unggul dalam efisiensi 

produksi awal, sedangkan sistem HEK293A lebih optimal dalam menghasilkan protein 

dengan kualitas yang lebih baik dan stabil. Dalam pengembangan vaksin rekombinan, 

pemilihan sistem ekspresi dan klon dengan tingkat ekspresi tinggi menjadi faktor 

penting untuk tahap lanjutan (Avello et al., 2024). Oleh karena itu, klon C.31 pada 

sistem HEK293A dipilih sebagai kandidat terbaik untuk tahap analisis lanjutan.  
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4.2. Integrasi Sains dan Perspektif Islam terhadap Penelitian Pengembangan 

Vaksin Rekombinan VP1me2-Fc 

Penelitian ini berhasil mengembangkan protein rekombinan VP1me2-Fc 

sebagai kandidat antigen vaksin untuk penyakit Hand, Foot, and Mouth Disease 

(HFMD) melalui dua sistem ekspresi, yaitu prokariotik (E.coli) dan eukariotik 

(HEK293A). Dari perspektif Islam, upaya ini dapat dipahami sebagai bentuk ikhtiar 

manusia dalam mengatasi masalah kesehatan, sekaligus memanfaatkan ilmu 

pengetahuan untuk kemaslahatan umat dan menjaga kehidupan (hifzh al-nafs). Islam 

mendorong manusia untuk terus mencari solusi atas penyakit. Hal ini sejalan dengan 

firman Allah SWT pada QS. Al-Baqarah [2]: 269 : 

ا   
َّ
رُ اِل

َّ
ك ثِيْرًاۗ  وَمَا يَذَّ

َ
يَ خَيْرًا ك وْتِ

ُ
مَةَ فَقَدْ ا

ْ
ك حِ
ْ
ؤْتَ ال مَةَ مَنْ يَّشَاۤءُۚ  وَمَنْ يُّ

ْ
ك حِ
ْ
ى ال ؤْتِ بَابِ  يُّ

ْ
ل
َ
ا
ْ
وا ال

ُ
ول
ُ
  ٢٦٩ا

( 269: 2) البقرة/  

Artinya: Dia (Allah) menganugerahkan hikmah kepada siapa yang Dia kehendaki. 

Siapa yang dianugerahi hikmah, sungguh dia telah dianugerahi kebaikan 

yang banyak. Tidak ada yang dapat mengambil pelajaran (darinya), kecuali 

ululalbab. (Al-Baqarah/2:269) 

Ayat ini menunjukkan bahwa kemampuan manusia dalam rekayasa genetik dan 

pengembangan protein rekombinan merupakan bagian dari hikmah yang diberikan 

Allah. (Kashim et al., 2022) menjelaskan bahwa pengembangan vaksin rekombinan 

untuk mencegah penyakit berbahaya termasuk bentuk pemanfaatan ilmu yang sejalan 

dengan maqasid syariah, khususnya dalam menjaga jiwa. Ilmu seperti rekombinan 

DNA dipandang sebagai kebaikan yang diberikan Allah selama prosesnya memenuhi 

prinsip kehalalan. Selain itu, Allah juga berfirman dalam QS. An-Nahl [16]: 18 yang 

berbunyi : 

حِيْمٌ  غَفُوْرٌ رَّ
َ
َ ل صُوْهَاۗ اِنَّ اللّٰه حْ

ُ
ا ت

َ
ِ ل وْا نِعْمَةَ اللّٰه  (18: 16) النحل/ ١٨وَاِنْ تَعُدُّ
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Artinya: “Jika kamu menghitung nikmat Allah, niscaya kamu tidak akan mampu 

menghitungnya. Sesungguhnya Allah benar-benar Maha Pengampun lagi 

Maha Penyayang.” (An-Nahl/16:18) 

Ayat ini mengingatkan bahwa kemajuan sains, termasuk kemampuan 

merekayasa protein melalui bakteri dan sel mamalia, merupakan nikmat yang perlu 

dimanfaatkan secara bijak. (Kashim et al., 2022) juga menegaskan bahwa vaksin 

rekombinan adalah salah satu bentuk pemanfaatan nikmat tersebut untuk mencegah 

penyebaran penyakit, sehingga selaras dengan upaya menjaga kesehatan masyarakat. 

Dari sisi hukum Islam, Komisi Fatwa Majelis Ulama Indonesia (2022) melalui Fatwa 

No. 9 Tahun 2022 menyatakan bahwa penggunaan gen sintetik dan rekombinan DNA 

untuk pembuatan obat dan vaksin hukumnya boleh (mubah), selama tidak berasal dari 

bahan yang haram atau najis. Hal ini menunjukkan bahwa pengembangan vaksin 

rekombinan, seperti dalam penelitian ini, diperbolehkan dan bahkan dianjurkan selama 

bertujuan menjaga keselamatan manusia. 

Terdapat beberapa hikmah dari temuan penelitian ini. Pertama, penyakit seperti 

HFMD dapat dipahami sebagai ujian, namun di saat yang sama Allah juga memberikan 

jalan untuk mencari pencegahannya melalui ilmu pengetahuan. Kedua, penelitian ini 

memiliki tujuan yang jelas untuk melindungi manusia, terutama anak-anak, dari risiko 

penyakit yang dapat menimbulkan komplikasi serius. Ketiga, pemanfaatan sistem 

biologis seperti E.coli dan sel HEK293A dalam menghasilkan antigen vaksin dapat 

dilihat sebagai bentuk pemanfaatan ciptaan Allah secara bertanggung jawab dan 

bernilai ibadah. 

Temuan ini juga didukung oleh (Kashim et al., 2022) dalam penelitiannya yang 

menyimpulkan bahwa vaksin rekombinan penting dalam mencegah penyebaran virus 

berbahaya dan sesuai dengan prinsip maqasid syariah. Penelitian tersebut menegaskan 
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bahwa pengembangan vaksin yang halal dan aman merupakan bagian dari ikhtiar 

ilmiah yang dibenarkan dalam Islam. Penelitian ini tidak hanya memberikan kontribusi 

dalam bidang sains, tetapi juga menunjukkan bahwa perkembangan ilmu pengetahuan 

dapat berjalan selaras dengan nilai-nilai Islam. Pemanfaatan teknologi rekombinan 

untuk menghasilkan vaksin menjadi salah satu bentuk usaha nyata dalam menjaga 

kesehatan masyarakat. Semakin dalam ilmu dipelajari, semakin terlihat bahwa sains 

dan agama dapat saling melengkapi dalam memberikan manfaat bagi kehidupan 

manusia. 

Penelitian pengembangan vaksin rekombinan VP1me2-Fc menunjukkan 

adanya keselarasan antara inovasi bioteknologi modern dengan prinsip-prinsip Islam. 

Berbeda dengan pendekatan vaksin konvensional yang umumnya bersifat reaktif dan 

bergantung pada patogen yang dilemahkan, penelitian ini mengembangkan antigen 

secara lebih terkontrol dan efisien melalui dua sistem ekspresi, yaitu prokariotik (E. 

coli) dan eukariotik (HEK293A). Pendekatan ini tidak hanya berkontribusi dalam 

pengembangan ilmu pengetahuan, tetapi juga secara langsung menjawab permasalahan 

kesehatan masyarakat, khususnya penyakit Hand, Foot, and Mouth Disease (HFMD) 

yang banyak menyerang anak-anak. Selain itu, penelitian ini juga berorientasi pada 

pemenuhan kebutuhan umat dengan menghadirkan alternatif vaksin yang lebih aman 

serta berpotensi memenuhi aspek kehalalan. 

Dari sisi kehalalan, seluruh proses penelitian ini tidak melibatkan bahan yang 

bersifat haram atau najis. Sistem ekspresi E.coli merupakan mikroorganisme yang 

umum digunakan dan tidak termasuk kategori najis, sementara sel lini HEK293A telah 

dinyatakan mubah berdasarkan Fatwa MUI Nomor 56 Tahun 2023 karena tidak 

termasuk bagian tubuh manusia yang dilarang. Bahan pendukung lainnya, seperti 
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media kultur, enzim, dan vektor, juga berasal dari sumber nabati, kimia, maupun 

sintetik yang bebas dari unsur haram. Hal ini sejalan dengan Fatwa Majelis Ulama 

Indonesia Nomor 4 Tahun 2021 yang menyatakan bahwa penggunaan gen sintetik dan 

rekombinan DNA dalam pembuatan vaksin hukumnya mubah selama tidak berasal dari 

bahan yang haram atau najis. Dengan demikian, penelitian ini tidak hanya memenuhi 

aspek ilmiah, tetapi juga selaras dengan ketentuan syariat Islam. 

Lebih jauh, penelitian ini dapat dipandang sebagai bentuk ikhtiar ilmiah yang 

diarahkan untuk meraih ridha Allah SWT melalui kontribusi nyata dalam menjaga 

kesehatan masyarakat. Ridwan (2023) menyatakan bahwa vaksinasi sebagai upaya 

pencegahan penyakit merupakan bagian dari pemenuhan maqasid syariah, khususnya 

dalam menjaga jiwa (hifz al-nafs). Sejalan dengan itu, Sahidin & Muslih (2022) 

menegaskan bahwa pengembangan sains dalam perspektif Islam harus berorientasi 

pada maqasid syariah sebagai wujud integrasi antara ilmu pengetahuan dan nilai 

keagamaan. Oleh karena itu, penelitian ini tidak hanya berfungsi sebagai capaian 

akademik, tetapi juga sebagai bentuk pengabdian yang memiliki dimensi spiritual. 

Secara keseluruhan, penelitian VP1me2-Fc tidak hanya memberikan kontribusi 

ilmiah dalam bidang pengembangan vaksin, tetapi juga memperkuat integrasi nilai-

nilai Islam dalam teknologi kesehatan. Penelitian ini mencerminkan upaya 

menumbuhkembangkan ilmu pengetahuan, menyelesaikan permasalahan kesehatan, 

serta melayani kebutuhan umat, yang pada akhirnya diarahkan sebagai bentuk ikhtiar 

untuk meraih ridha Allah SWT. Dengan demikian, penelitian ini memiliki nilai 

kemaslahatan yang luas dan sejalan dengan prinsip maqasid syariah. 
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BAB V 

PENUTUP 

5.1 Kesimpulan 

 Kesimpulan penelitian ini menunjukkan bahwa konstruksi pVAX1-VP1me2-Fc 

berhasil mengekspresikan protein rekombinan VP1me2-Fc pada sistem prokariotik 

Escherichia coli BL21 dan sistem eukariotik sel mamalia HEK293A, yang dibuktikan 

melalui analisis immunofluorescence (IF) dan Western blot, serta berpotensi untuk 

penelitian lanjutan kandidat vaksin. Berdasarkan hasil tersebut, clone 31 menunjukkan 

tingkat ekspresi protein yang lebih dominan dibandingkan clone lainnya. 

5.2 Saran 

Saran pada penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Penelitian selanjutnya dapat dilakukan analisis kuantitatif terhadap tingkat 

ekspresi protein rekombinan melalui analisis densitometri pada hasil Western blot 

untuk memperoleh data ekspresi protein yang lebih akurat. 

2. Perlu dilakukan analisis terhadap protein yang disekresikan ke dalam medium 

kultur sel, mengingat konstruksi VP1me2-Fc memiliki domain Fc yang berpotensi 

meningkatkan sekresi protein melalui jalur sekretori sel mamalia. 

3. Penelitian lanjutan dapat dilakukan untuk mengevaluasi potensi imunogenisitas 

protein VP1me2-Fc melalui uji imunologi seperti ELISA, guna menilai 

kemampuannya sebagai kandidat antigen dalam pengembangan vaksin terhadap 

penyakit Hand, Foot, and Mouth Disease. 
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LAMPIRAN 

Lampiran 1 Dokumen Penelitian 

  
Proses pemotongan hasil PCR 

overlapping 
Pebuatan LB Broth 

  

Proses mentranfer vector ke E.coli 
Proses penanaman bakteri dengan 

system grid 

  
Proses Rapid Size Screening Proses ekspresi protein 

  

Proses penanaman sel HEK293A 
Proses pengamatan dengan metode 

immunofluorescence staining assay 
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Lampiran 2 Desain Konstruksi Genetik pVAX1.VP1me2-Fc 

 

Lampiran 3 Proses Konstruksi Geenetik pVAX1.VP1me2-Fc 

a. Hasil PCR Amplifikasi dari VP1 

 

 

b. Hasil Overlapping PCR VP1me2-Fc 
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c. Hasil ligasi pada dua plate seleksi untuk memperoleh koloni transforman. 

 

150 µL  850 µL 

d. Hasil master plate sebagai stok koloni hasil ligasi yang berhasil tumbuh pada 

media selektif. 

 

 

Lampiran 4 Proses Rapid Size Screening dan Konfirmasi 

a. Hasil Rapid Size Screening 

 

b. Hasil Konfirmasi Menggunakan Enzyme Digest Assay 
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c. Hasil Konfirmasi Menggunakan PCR 

 

d. Hasil Konsentrasi Positif Koloni 

Clone Consentrasion 

2 376 ng/µL 

10 284.4 ng/µL 

15 378 ng/µL 

20 343.6 ng/µL 

29 437.6 ng/µL 

31 509.8 ng/µL 

38 247.5 ng/µL 

 

Lampiran 5 Hasil Transformasi Plasmid Rekombinan ke Sel E.coli BL21 
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Lampiran 6 Data Pengukuran Optical Density (OD) Kultur Bakteri Sebelum Induksi 

Time 

Plasmid Clone 

Clock 
Remind 

volume pVAX1 
Clone 

29 

Clone 

31 

2 hours 0.220 0.166 0.071 10.45 24 mL 

1 hours 0.430 0.380 0.281 11.45 23 mL 

30 min 0.586 0.545 0.391 12.15 22 mL 

30 min   0.584 12.45 21 mL 

Lampiran 7 Data Pengukuran Optical Density (OD) Setelah Penambahan IPTG 

Time 

Plasmid Clone 

Clock 
Remind 

volume pVAX1 
Clone 

29 

Clone 

31 

24 hours 1.024 1.248 1.392 

12.30 

& 

12.50 

19 mL 

&  

20 mL 

Lampiran 8 Protein Haisl Lisis Sel Menggunakan CelLytic™ B 

24 Hours IPTG Induction 

Protein 

Name 

Soluble Protein Inclusion Bodies Protein 

Conc. 

(mg/mL) 

Volumn 

(mL) 

Total 

Amount 

(mg) 

Conc. 

(mg/mL) 

Volumn 

(mL) 

Total 

Amount 

(mg) 

pVAX1 7.710 1.63 12.56 6.936 1.6 11.09 

VP1me2-

Fc C.29 
8.604 1.63 14.02 3.550 1.6 5.68 

VP1me2-

Fc C.31 
8.285 1.63 13.46 2.938 1.6 4.70 

 

Lampiran 9 Hasil SDS-PAGE pada E.coli BL21 dan HEK293a sistem 
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