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EBSTRACT

Lew S3rin adalah biomaterial perekat yang dapat diaplikasikan sebagai mengganti teknik jahitan pasca
smerzci Biomaterial initerdiri dari trombin, fibrinogen dan faktor XilI sebagai komponen utamanya. Dalam kajian
s &zt mendesain dan melakukan kloninggen prethrombin-2 (pt2) manusia sintetik sebagai prekursor trombin.
Gee 722 pada posisi C-terminal difusikan dengan suatu pengkode intein diikuti oleh gen domain pengikat kitin, yang
sermoniaat dalam proses pemurnian. Kodon pt2 dirancang sesuai dengan preferensi kodon Escherichia coli. Gen
> Srancang menggunakan perangkat lunak OPTIMIZER dengan penambahan sisi restriksi Ndel pada ujung 5’
dze Yhol pada ujung 3' nya.Gen p12 sintetik yang terdapat pada pMA-T,dipotong menggunakan enzim restriksi
Sa! dan Xhol. Selanjuinya, pt2 diligasi ke vektor ekspresi pTWINI, yang telah dipotong dengan menggunakan
oz restriksi vang sama, dengan katalis T4 DNA ligase.Keberhasilan kloning pt2 ke pTWIN! diverifikasi dengan
segwensing DNA. Hasil sequensing menunjukkan bahwa gen pt2 hasil rancangan berhasil dikloning ke dalam
>TWINL. Selanjutnya, gen pt2 hasil kloning ini dapat digunakan sebagai bahan awal untuk ekspresi PT2 dalam

mz E coli.

Eerwords: lem fibrin, frombin, intein, ekspresi, escherichia coli

1. Pendahuluan

Teknik jahitan merupakan standar emas untuk
menutup luka pasca operasi infeksi (Enus ef al.,
2011). .Walaupun merupakan standar emas, teknik ini
menimbulkan  beberapa  permasalahan:  waktu
pembedahan yang lebih panjang, ketidaknyamanan,
penvembuhan luka berlangsung lama, trauma
=mbahan (pemasangan dan pencabutan benang),
meningkatnya  inflamasi, serta  kemungkinan
umbulnya komplikasi yang berhubungan dengan
:zhitan berupa infeksi (Uy et.al., 2005).

Lem fibrin (LF) memiliki kemampuan untuk
merckatkan dan menutup luka, schingga sangat
berpotensi menggantikan teknik jahitan pasca
operasi. LF sebagai bahan bioadesif, tersusun atas
fibrinogen, trombin, kalsium dan faktor XIII. Bahan
inidirancang untuk menyerupai tahap akhir koagulasi
dengan membentuk bekuan fibrin.LF digunakan
sebagai bahan hemostatis yang menghentikan
pendarahan dari celah insisi, matriks untuk
penyembuhan luka dan perekat jaringan. (Spotnitz &
Prabhu, 2005).

Meskipun luas penggunaannya, LF yang di
dapat secara komersial relatif mahal, sehingga tidak
ekonomis. LF komersial ini mengandung protein
plasma yang dimurnikan dari sumber darah
lain.Namun, resiko kontaminasi patogen dari LF
dapat terjadi secara bersamaan dengan perawatan.
Untuk membuat LF diperlukan sumber bahan yang

lebih berlimpah dan lebih aman. Saat ini, trombin
pada LF komersial biasanya terbuat dari plasma beku
segar sapi. Hanya saja, ketidaktersediaan produk ini
di Indonesia, menyebabkan kita harus mengimpor
dengan harga yang sangat mahal. Permasalahan lain
vang muncul adalah belum adanya izin khusus dari
Food and Drug Administration, terkait iransmisi
penyakit karena terbuat dari plasma donor khusus
untuk operasi mata (Enus ez al., 2010).

Penggunaan yang luas dari E. coli sebagai inang
dalam produksi protein rekombinan disebabkan oleh
karena sifatnnya yang dapat tumbuh cepat dengan
siklus hidup pendek, informasi dan karakter genom
yang sudah lengkap schingga mudah dimanipulasi,
biaya produksi relatif murahtingkat ckspresi
proteintarget tinggi, cepat, dan teknologinya sudah
mapan (Cabrita er al, 2006). Namun, dibalik
keuntungan yang discbutkan di atas, inang ini juga
memiliki kelemahan, seperti fenomena bias kodon
(Sorensen & Mortensen, 2005), dan potensi
menghasilkan protein  agregat kompleks tidak
aktifyang lazim dtkpnal scbagai badan inklusi
(Freydell et al., 2007).

Strategi pertama yang perlu dilakukan untuk
mengatasi kelemahan yang disebutkan di atas adalah
dengan melakukan optimasi kodon gen target
terhadap preferensi kodon inang. Strategi inibertujuan
untuk mengatasi rendahnya ekspresi
protein dari gen target. Proscsoptimasi inidilakukan
dengan cara merubah kodon pengkode asam amino




