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Abstract

HalichondrinB is a complex polyether macrolide compound isolated from a variety of marine
sponges, especially Halichondria sp. It has a strong antitumor effect invivo test for melanoma and
leukemia. The aim of this study was to obtain a suitable primer candidate to amplify and characterize
potential genes of HalichondrinB from the sponge Halichondria sp. Bioinformatics analysis for the
purpose of designing the HalichondrinB primer was carried out using several software such as:
BLAST to search sequence HalichondrinB gene, Bioedit for alignment, UGENE for genes within the
genome annotation and BLAST primer for primer design on the site http://www.ncbi.nlm.nih.gov. The
ten primers candidates were successfully obtained based on the HalichondrinB analog gene
sequences which are aligned with the genome sequence of Halichondria okadai. A primer was
selected to represent the HalichondrinB gene, with forward primer (HalF) 5'-
ATTGCAGCCGATTGCAGATG-3' and reverse primer (HalR) 5'-AGGCACTAGCACCACAAAGG-3..
The amplification of HalicondrinB potential genes by PCR in silico produced a product with a length
of 817 bp.
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Abstrak

HalichondrinB merupakan suatu komplek polyether mocrolide yang disiolasi dari berbagai jenis
spons laut terutama dariHalichondriasp.Senyawa ini memiliki efek antitumor yang kuat secara in vivo
untuk penyakit melanoma dan leukemia. Tujuan dari penelitian ini untuk mendapatkan kandidat
primer yang baik untuk mengamplifikasi dan mengkarakteristik gen potensial penyandi senyawa
HalichondrinB dari spons laut Halichondria sp. Analisis bioinformatika yang dilakukan
menggunakan beberapa perangkat lunak seperti, BLAST untuk penelusuran sekuen gen
HalichondrinB, Bioedit untuk pensejajaran, UGENE untuk anotasi gen dalam genom sertaprimer
BLAST untuk mendesain primer pada situs http://www.ncbi.nlm.nih.gov. Sepuluh kandidat primer
berhasil diperoleh berdasarkan sekuen gen analog Halichondrin B yang disejajarkan dengan sekuen
genom Halichondria okadai.Terpilih satu primer yang dapat mewakili sekuen gen HalichondrinB
dengan sekuen primer forward(HalF) 5-ATTGCAGCCGATTGCAGATG-3> dan primer
reverse(HalR) 5’-AGGCACTAGCACCACAAAGG-3’. Amplifikasi gen potensial HalicondrinB
secara PCR in silico menghasilkan produk dengan panjang 817 bp.

Kata Kunci : Bioinformatika, HalichondrinB, Halichondria sp, Primer, PCR In silico

Pendahuluan

Mikroba laut khususnya bakteri yang
bersimbiosis dengan biota laut, menjadi sumber
penting untuk mendapatkan senyawa baru dengan
aktivitas farmakologis potensial (Kjer et al, 2010).
Beberapa hasil riset menunjukan bahwa senyawa
bioaktif yang dihasilkan oleh biota laut ternyata
dihasilkan oleh mikroba yang berasosiasi dengannya
(Zhang dan Son, 2007). Kondisi lingkungan laut
yang berbeda dan lebih bervariasi dibanding dengan
lingkungan teresterial, ternyata mempengaruhi
karakteristik biokimia yang dihasilkan oleh biota
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laut termasuk senyawa bioaktif sebagai kandidat
antikanker, antitumor, dan antifungi yang sangat
prospek dikembangan dalam dunia industri obat —
obatan (Nursyid et al, 2005).

Penapisan senyawa bioaktif dari alam secara
konvensional dapat dilakukan dengan serangkaian
uji dan kultivasi mikroba untuk membuktikan
senyawa tersebut memiliki potensial sehingga
memerlukan waktu yang lama. Metode yang
berkembangan saat ini dalam melakukan penapisan
terhadap kandidat—kandidat mikroorganisme yang
potensial dalam menghasilkan senyawa bioaktif
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dengan pendekatan secara molekular dengan analisis
bioinformatika (Fawzya et al, 2016). HalichondrinB
merupakan senyawa polyether mocrolide yang
disiolasi dari berbagai jenis spons lautterutama
spesies Halichondria sp. Senyawa ini memiliki efek
antitumor yang kuat secara in vivo untuk melanoma
dan leukemia. Senyawa HalichondrinB dapat
menghambat pertumbuhan mikrotubulus sel kanker
payudara karena mampu membentuk struktur analog
keton makrosiklik eribulin mesylate yang digunakan
sebagai obat kanker payudara (breast cancer)
(Swami et al, 2015)

Penelitian sebelumnya tentang senyawa
aktif HalichondrinB dihasilkan oleh biota laut dari
spons genus Halichondria ssp. Alluri (2012)
melaporkan ekstrak metanol dan diklorometana yang
berasal dari spons spesies Haliclona lunak dapat

menghambat  kelangsungan hidup sel Hela.
HalichondrinB  yang  diisolasi  dari ~ spons
Halichondria okadai terbukti aktif melawan

leukemia (Faulkner, 2002). Tikus yang diobati
dengan ekstrak senyawa aktif ~ HalichondrinB

dengan leukemia B-16 atau leukemia P388
menunjukkan peningkatan harapan hidup sebesar
30% dibandingkan tahun sebelumnya. Secara

kimiawi senyawa HalichondrinB analog (E7389)
disintesis dalam uji coba klinis fase 1 oleh
perusahaan Jepang Eisai di Indonesia bersama
dengan American National Cancer Institute (Cragg
and Newman, 2004). IsohomohalichondrinB
diperoleh dari alam dan budidaya laut. Pengujian
lebih  lanjut tentang uji  Klinis senyawa
halichondrinB atau isohomohalichondrinB berhasil
dijadikan sebagai komersial dalam obat-obatan.
HalichondrinB Eribulin telah disetujui oleh United
States Food and Drug Administration di Singapura
pada tahun 2010 sebagai terapi lini ketiga untuk
pasien kanker payudara metastatik yang sebelumnya
diobati dengan anthracycline dan taxane
HalichondrinB memiliki daya hambatan terhadap
mikrotubulus sel kanker payudara (Swami et al,
2015).

Studi ekstraksi senyawa telah banyak
dilakukan oleh peneliti sebelumnya, namun analisis
molekuler gen yang menyandi protein Halichondrin
sangat terbatas. Penelitian bioinformatika berbasis
piranti lunak ini bertujuan untuk mengeksplorasi
terhadap spons laut yang potensial menghasilkan
senyawa bioaktif sebagai antikanker dengan
menggunakan potongan sekuen DNA yang
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menyandi gen senyawa aktif sebagai kandidat
primer yang baik dalam mengamplifikasi gen
tersebut. Pendekatan metagenomik  dalam

pembuatan pustaka genom dari Holichondria okadai
untuk mendapatkan gen — gen potesial anti cancer
salah satunya HalichondrinB berhasil dilakukan.
Hasil pustaka genom didapatkan beberapa klon
bakteri unculture yang bersimbion dengan spons
dari kelompok Alphaprotecbacteria, Actinobacteria,
dan Cyanobacteria yang mengandung gen yang
terlibat dalam sintesis senyawa peptida non ribosom
terhadap simbionnya (Abe et al, 2014). Penelitian ini
merupakan riset pendahuluan dalam usaha penapisan
senyawa bioaktif HalichondrinB sebagai kandidat
anti kanker pada spons Halichondria sp serta
menentukan sekuen DNA yang belum diketahui
yang berfungsi untuk sintesis gen HalichondrinB
yang ditargetkan.

Metode Penelitan
Penelusuran sekuen gen penyandi Halichondrin B
pada situs NCBI

Sekuen gen potensial penyandi
HalichondrinB didapatkan dari hasil penelusuran
Genbank sekuens analog HalichondrinB
(DM024987.1) pada situs  (www.nlm.nih.gov).
Sekuen yang digunakan hasil dari pensejajaran

genom mitokondria Halichondia okadai
(NC_037391.1) dengan ClustalW diperangkat lunak
Bioedit (v7.0.9 Tom Hall) dan UGENE (GNU
General Public License v3) .
Analisis sekuens gen HalichondrinB

Sekuen gen potensial penyandi

HalichondrinB dari spons laut dengan kerabat
terdekat menggunakan toolsBLAST (Basic Local
Alignment Search Tools)
Anotasi gen dalam sekuen
MitokondriaHalichondria Okadai

Anotasi gen — gen fungsional dalam sekuen
genom mitokondria Halichondria okadai sebagai
model  dalam  menentukan  daerah  CDS
menggunakan piranti lunak UGENE (GNU General
Public License v3)

Desain primer dan PCR in silico

Analisis desain primer dengan
menggunakan piranti  lunak Primer BLAST
(Bethesda MD, 20894 USA) dari sekuens gen yang
memiliki similaritas tinggi (pada daerah basa
domain cds) dengan keunikan basa untuk dibuat
desain primer dan melakukan PCR insilico untuk
menentukan daerah penempelan primer pada
template DNA mengunakan  sorftware UGENE
(GNU General Public License v3).
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Analisis prediksi struktur 3D
Analisis prediksi struktur 3D protein
HalichondrinB dengan menggunakan software

secara daring  vyaitu SWISS- Model (Basel,
Switzerland) dan Phymol(California, USA)
Konstruksi pohon filogenetik

Kontruksi  pohon  filogenetik  spesies
Halichondria okadai dengan genus lain dan
Halichondriassp berdasarkan sekuen
mitokondrianya untuk melihat kekerabat

terdekatdalam penapisan spesies lain dari genus
yang berbeda vyang potensial menghasilkan
HalichondrinB dengan menggunakan piranti lunak
MEGA 7 (Kumar et al, 2016)

Hasil dan Pembahasan
Pencarian Database Gen HalichondrinB di
GenBank

Senyawa HalichondrinB merupakan
senyawa makrolida polieter yang dihasilkan oleh
spons Halicondria okadai(NC_037391.1).Spons ini

umumnya hidup didaerah tidal zone diperairan Poso
Peninsula Jepang (Abe et al, 2014) dan di perairan
laut Korea (Kim et al, 2017). Penelurusan sekuen
gen HalichondrinB yang ada di GenBank melalui
situs NCBI menggunakan sekuen gen analog
HalichondrinB yang digunakan untuk penapisan
Tubulin isotype pada pasien terapi kanker leukimia

(Agoulnik et al, 2008). Sekuen gen analog
HalichondrinB ini hanya berukuran 32 bp
nukleotida dengan urutan sekuens

TATACCATTGGCAAGGAGATAATTATACCT
(DM024987.1).Sekuen utuh dari gen HalichondrinB
sendiri belum pernah dipublikasikan sebelumnya,
sehingga dalam pencariannya tidak ditemukan
sekuen yang sama atau identik. Oleh karena itu,
penggunaan sekuen analog HalichondrinB sangat
membantu dalam memprediksi  sekuen gen
HalichondrinB berdasarkan hasil pensejajaran gen
HalichondrinB  analogdengan  sekuen  genom
Halichondria okadai(NC_037391.1) menggunakan
piranti lunakBioedit(Gambar 1).

n Hl|‘1l|| (AR ARA RN RRARRAAR

4 IASA
~

-
|
_'J vy

1)) |
asviy sV

YTYYY MAL AN AAAAS SEAAYT AT RAAS AnEY
\\”‘ “J‘« 1 - oLl LT
Ay U701 aaafidDuanlulons svvain,

g qb PP P———
Buhinlin T AT1GG

1110 [8AT AR
PRIVEIFP RN ‘.s., ............ Ve

H!lllll' ||H]H|
l’ﬁ.ﬂ l:':\ lqnﬂk

- davy
SAAATALME Y mNE =Y AR
AONAUALEAL LA AV RRVL OV

SAAAL AR I RN R AAN
.

pRdRIAL ARl LRLAVY

P o—
VOADL aRRL LAL L LA A

A RN R R R R AR R AR A NN AR AR

e ' LY 41eAN yENY {180
1§ i Al CIR LY LB
bV asavy armay atavy

TAATFAATY I SARAREES my My my Wy .y A AR A AN

M UL MR RINIR TR
sidlavava s dBalaBlBaba iy

Conservative region
Gambar 1
Hasil pensejajaran sekuen HalichondrinB analog dengan sekuen genom mitokondria Halichondria okadai

Hasil  pensejajaran dari Gambar 1
menunjukan daerah lestari (konservatif) dari kedua
sekuen tersebut terletak pada basa ke 14100 sampai
basa 14118 dari sekuen genom mitokondria spons
Halichondria okadai. Hasil ini juga diperkuat
dengan letak dari sekuen konservatif tersebut berada
pada daerah sekuen CDS (coding sequence) genom
mikondria Halichondria okadai yang terletak pada
urutan basa 13924 sampai 14925 ( Kim et al, 2017).
Hasil anotasi gen fungsional dari genom
mitokondria menggunakan piranti lunak UGENE
dengan sekuen analog gen HalichondrinB
menunjukkan bahwa gen ini merupakan bagian dari
cluster gen MT-ND1 (Mitochondrially Encoded
NADH:Ubiquinone Oxidoreductase Core Subunit 1)
sebagai gen yang menginduksi pembentukan protein
NADH  dehydrogenase = Genom  mitokondria
Halichondria okadai (MG267395) memiliki panjang
20.722 bp mengandung 14 gen pengkode protein
(PCG), dua ribosom RNA (rRNA), dan 25 RNA
transfer (tRNA). Secara keseluruhan komposisi basa
nukleotida H. okadai adalah 29,5% A, 14,2% C,

I190BB Volume 2, Nomor 2 Desember 2018 59

215% G, 34,7% T, Semua PCGs menggunakan
tipikal ATG sebagai star codon. Sepuluh PCGs
(atp9, cytb, cox3, atp6, cox2, nadl, coxl, nad4l,
nad6, dan nad4) menggunakan TAA sebagai stop
codon sementara empat (atp8, nad5, nad2, nad3) gen
memiliki TAG (Kim et al, 2017) (Gambar 2).
Gambar 3 menunjukkan daerah CDS

tersebar pada seluruh genom (tanda panah). Sekuen
CDS atau ORF (open reading frame) merupakan
bagian gen yang mengkode asam amino dalam
menghasilkan protein. Dipilih sekuen basa daerah
CDS karena memiliki sekuen homolog dengan
spesies lainnya namun memiliki basa yang unik.
Sekuen ini juga sangat penting dalam menentukan
letak gen — gen fungsional dalam sebuah genom
(Furuno et al, 2003). Prediksi sekuen CDS sebagai
gen penyandi HalichondrinB untuk mendapatkan
kandidat primer yang tepat untuk mengamplifikasi
gen tersebut secara utuh (Gambar 4).
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Gambar 2
Anotasi Gen HalinchondrinB pada DNA mitokondria Halichondria okadai

Hasil anotasi gen fungsional dalam genom mitokondria Halichondria okadai menggunakan piranti
lunak UGENE (Gambar 3)
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Gambar 3
Anotasi sekuen genom mitokondria Halichondria okadai (Kim et al, 2017)

Gambar 4 menunjukkan sekuen CDS
diawali dengan kodon awal dengan kode ATG
dengan panjang nukleotida 1010 pasang basa dengan
total 330 asam amino. Dalam sekuen asam amino
start kodon diawali dengan asam amino metionin
(UAG). Hal ini dapat memberikan informasi gen
utuh dalam sebuah genom, indikasi ini harus
dibuktikan dengan mengekpresikan gen tersebut
kedalam Escherichia coli BL21 sebagai strain yang
umum digunakan pada tingkat ekpresi gen.
Pembuktian gen yang diprediksi  penyandi
HalichondrinB pada tingkat molekuler lebih
memudahkan dalam proses penapisan (skrining)
terhadap kandidat spons laut yang potensial
menghasilkan senyawa HalichondrinB terutama dari
genus Holichondria spp.
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TAGGGGTGTGGTARAAAGRATGGTIGATAAGATTAATARARATATTAACTATATTAGT

13 807 13915 13920 13925 13930 13935 13940 13945 13950 13955 13961
ATCCCCACACCATTTTCTACCACTATTCTAATTATTTTTATAATTGATATAATCA

[CCCTTTACTTATTTCAATAGCATATTTAACATTAGCGGAACGAARAGTATTAGGT

13 962 13970 13975 13980 13985 13990 13995 14k 14005 14010 14016
GGGAAATGAATAAAGTTATCGTATAAATTGTAATCGCCTTGCTTTTCATAATCCA

[TATATACAATGTAGAARAGGTCCAAATGTGGTAGGTATATACGGTTTATTGCAGC

14 017 14025 14030 14035 14040 14045 14050 14085 14060 14085 14071
ATATATGTTACATCTTTTCCAGGTTTACACCATCCATATATGCCAAATAACGTCG

[CGATTGCAGATGGAGTTAAATTATTTACTRAGGAGATAATTATACCTRAACCATGC

14 072 14080 14085 14080 14095 14.1k 14105 14110 14115 14120 14126
GCTAACGTCTACCTCAATTTAATAAATGATTCCTCTATTAATATGGATTGGTACG

[TAATCTCTTTATATATATATTAGCCCCTATTTTGTCGTTAACATTGTCTTTTATA

14 127 14135 14140 14145 14150 14155 14160 141865 14170 14175 14181
ATTAGAGAAATATATATATAATCGGGGATAAAACAGCAATTGTAACAGAAAATAT

[ECGTGGGGGEEGTAATACCTTATAGTGAGGGTGTAGTGTTAAGTGATTTAGGTATTG

14 182 14190 14195 14.2k 14205 14210 14215 14220 14225 14230 14238
CGCACCCCCCATTATGGAATATCACTCCCACATCACAATTCACTAAATCCATAAC

[EGGTTCTTTATTTATTTGCCGTTTCTTCGATTAGTGTTTATGCGATATTAATGTC

14 237 14245 14250 14255 14260 14265 14270 14275 14280 14285 14291
CCCAAGAAATAAATAAACGGCAAAGAAGCTAATCACAARAATACGCTATAATTACAG

BGGATGAGGCAGTAATTCTAAGTATGCTTTTTTAGGGGCGATAAGGGCAGCAGCG

4292 14.3k 14305 14310 14315 14320 14325 14330 14335 14340 14 348
CCCTACTCCGTCATTAAGATTCATACGAAAAAATCCCCGCTATTCCCGTCGTCGC

[CARATGATARAGCTACGAGGTGTCTATTGGGCTAATAATCATTTCTGTGGTTTTAT

14 347 14355 14360 14385 14370 14375 14380 14385 14390 14395 14 401
GTTTACTATTCGATGCTCCACAGATAACCCGATTATTAGTAAAGACACCAAAATA

[ETGTTGGTTCTTTARAATTTAAGCCARAATAGTTTTAACTCAGACTATGGTATGGTT

14 402 14410 14415 14420 14425 14430 14435 14440 14445 14450 14 456
CACAACCAAGAAATTTAAATTCGGTTTATCAAAATTGAGTCTGATACCATACCAA

[TATTTTACCATTGTTTICCTATTGCCTTCATGTTTTTTGTTTCTGCTTTAGCAGAA

14 457 14465 14470 14475 14430 14485 14490 14495 14.5k 14508 14 511
ATAAAATGGTAACAAAGGATAACGGAAGTACAAAAAACAAAGACGAAATCGTCTT

BCAAACAGAGTGCCTTTTGATTTAACAGAAGGGGAATCAGAATTAGTATCGGGGT

14 512 14520 14525 14530 14535 14540 14545 14550 14555 14560 14 568
TGTTTGTCTCACGGAAAACTAAATTGTCTTCCCCTTAGTCTTAATCATAGCCCCA

[TTAATGTAGAGTATTCAAGTATGTICATTTIGCTTTGTTICTTTTTAGCGGAGTATTG

14 567 14575 14580 14585 14590 14595 14.6k 14805 14810 14615 148621
AATTACATCTCATAAGTTCATACAGTAAACGAAACAAGAAAAATCGCCTCATAAC

[ICATATAATTTTGATGTCTGTCTTTGGGGTTCTTTTATTTTITTGGGGGATGATTG

14 622 14830 14835 14840 14845 14850 14655 14860 14865 14670 14676
AGTATATTAAAACTACAGACAGAAACCCCAAGAAAATAAARAAACCCCCTACTAAC

[LGCCCATTTGAGGGCCTTTTTAGTTATATCTTATTAGACGGAAATTGAGCACATT

14 677 14885 14890 14595 147k 14705 14710 14715 14720 14725 14731
ACGGGTAAACTCCCGGAAAAATCAATATAGAATAATCTGCCTTTAACTCGTGTAA

[ITTGGTGATTAGGCGGGAARAGTGGTTTTTCTTATTTATTTGTTTATTTGAATARG

14732 14740 14745 14750 14755 14760 14765 14770 14775 14780 14786
AAACCACTAATCCGCCCTTTCACCAAAAAGAATAAATAAACAAATAAACTTATTC

[RGGGACTTACCCTAGAATAAGGTACGACCAACTAATGGCTCTATTGTGAARATCT

14 787 14795 14.8k 14805 14310 14815 14820 14825 14830 14835 14841
TCCCTGAATGGGATCTTATTCCATGCTGGTTGATTACCGAGATAACACTTTTAGA

[IATTTACCCTTAAGCTTAGCCTTTGTGGTGCTAGTGCCTGGGCTTGTAATAGGTT

14 842 14850 14855 14860 14865 14870 14875 14880 14885 14890 14896
ATAAATGGGAATTCGAATCGGAAACACCACGATCACGGACCCGAACATTATCCAA

[ETGATATATTACCGCCCTTTGGGTTATARAITCTAGGTAT

14 897 14905 14910 14918 14920 14925 14 934
AACTATATAATGGCGGGAAACCCAATATTAGATCCATA

Gambar 4
Sekuen CDS sebagai prediksi Gen HalichondrinB
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Desain Primer Gen penyandi HalichondrinB
Primer merupakan salah satu bagian

terpenting dalam reaksi PCR, Polymerase Chain
Reaction merupakan teknik perbanyakan sample
DNA secara in vitro. Sekuen dasar dalam mendesain
primer yang dapat  mengaplifikasi  gen
HalichondrinB berdasarkan sekuen CDS yang

terdapat dalam sekuen genom spons Halichondria
okadai. Hasil desain primer menggunakan primer
BLAST pada situs http://www.ncbi.nlm.nih.gov,
Terdapat 10 pasang primer yang memiliki daerah
target masing — masing dengan ukuran yang berbeda
-beda. Posisi pasang primer forward dan reverse
dapat dilihat pada Gambar 5

Template W
0 200 400 600 600 1000
Primer 1 > >
Primer2 | «
Primer 3 b o
Primer 4 = o
Primer 5 =3 <]
Primer 6 > > |
== «
Primer 8 > o
Primer 9 =3 o
Primer 10 > o
Gambar 5

Posisi relatif pasangan — pasangan primer terhadap gen HalichondrinB

Gambar 5 menunjukkan daerah amplifikasi
masing — masing primer pada template DNA
sekuen. Selain itu,terbentuknya ikatan yang terlalu

basa, didasarkan pada pertimbangan kombinasi acak
yang mungkin ditemukan pada satu urutan genom.
Untuk lebih jelas detail sekuen masing — masing

kuat  antaratemplate DNA  dan primer  primer, posisi relatif primer, nilai Tm, konten GC
akanmengakibatkan produk PCR yang dan karakteristik lainnya dapat dilihat pada Tabel 1.
dihasilkanrendah.Panjang primer berkisar 18-30

Tabel 1

Sepuluh pasang kandidat primer untuk aplifikasi gen HalichondrinB

Primer Start BP (Tm)°C GC 3°Self Nukleotida Product Size
1 Forward 141 20 55.34  50.00 2 ATTGCAGCCGATTGCAGATG 817
Reverse 957 20 54.20 55.00 0 AGGCACTAGCACCACAAAGG
2 Forward 145 20 55.66 55.00 2 CAGCCGATTGCAGATGGAGT 624
Reverse 768 20 52.77 55.00 2 GCCCTCAAATGGGCACAATC
3 Forward 399 20 5441 55.00 1 TTTAGGGGCGATAAGGGCAG 363
Reverse 761 20 52.27 55.00 2 AATGGGCACAATCATCCCCC
4 Forward 749 20 52.77  55.00 3 GATTGTGCCCATTTGAGGGC 207
Reverse 955 20 5485 55.00 3 GCACTAGCACCACAAAGGCT
5 Forward 755 20 52.36 50.00 0 GCCCATTTGAGGGCCTTTTT 205
Reverse 959 20 54.19 55.00 0 CCAGGCACTAGCACCACAAA
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Primer Start BP (Tm)°C GC 3’Self Nukleotida Product Size

6 Forward 754 20 53.44 50.00 0 TGCCCATTTGAGGGCCTTTT 205
Reverse 958 20 53.94 55.00 0 CAGGCACTAGCACCACAAAG

7 Forward 398 20 53.31 50.00 2 TTTTAGGGGCGATAAGGGCA 376
Reverse 773 20 53.44 50.00 2 AAAAGGCCCTCAAATGGGCA

8 Forward 134 21 54.78 47.62 2 ACGGTTTATTGCAGCCGATTG 285
Reverse 418 20 5441 55.00 1 CTGCCCTTATCGCCCCTAAA

9 Forward 398 21 5514 52.38 1 TTTTAGGGGCGATAAGGGCAG 361
Reverse 758 20 5243 55.00 0 GGGCACAATCATCCCCCAAA

10 Forward 397 21 5409 47.62 0 TTTTTAGGGGCGATAAGGGCA 378
Reverse 774 20 5236 50.00 3 AAAAAGGCCCTCAAATGGGC

AT TGCAGCCGATTGCAGATGGAGTTAAATTATTTACTRAGGAGATAATTATACCTRACCATGCTARTCTCTTTATATA

12 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 256 28 30 32 34 36 38 40 42 44 45 48 50 52 54 55 58 60 62 64 66 68 70 72 74 7678
TAARCGICGGCTAACGTCTACCTICAATTTAATARATGATTCCTCTATTAATATGGATTGGTACGATTAGAGARATATAT

TATATTAGCCCCTATTTTGTCGTTAACATTGTCTTTTATAGCGTGGEGGEGTAATACCTTATAGTGAGGGTGTAGTGTT

12! 135 156
ATATAATCGGGGATABABCAGCABTTGTAACAGAAAATATCGCACCCCCCATTATGGABTATCACTCCCACATCACAB

ARAGTGATTTAGGTATTGGGGTICT I TATTTATTTGCCGTTTCTICGATTAGTGTTTATGCGATATTAATGTCGGGATG

157 160 165 170 175 180 185 150 185 200 205 210 215 220 225 230 234
TTCACTAAATCCATAACCCCARGARAATAAATARACGGCAAAGARAGCTAATCACARATACGCTATAATTACAGCCCTAC

AGGCAGTAATTCTAAGTATGCTTTTTTAGGGGCGATAACGGGCAGCAGCGCARATGATAAGCTACGAGGTIGTCTATTGG

235 240 255
TCCGTCATTAAGATTCATACGAARBARTCCCCGCTATTCCCGTCGTCGCGTTTACTATTCGATGCTCCACAGATAACC

GCTAATAATCATTTCTGTGGTTTTATGTGTTIGGTTCTTTARATTTAAGCCAAATAGTTTTAACTCAGACTATGGTATG

313 320 325 330 335 340 345 350 355 350 365 370 375 380 385 350
CGATTATTAGTAAAGACACCARAATACACARCCAAGARAATTTARATTICGGTTTATCAAAATTGAGTCTGATACCATAC

GTTTATITTTACCATTGTTTCCTATTGCCTTCATGTTTTTTGTTTICTGCTITAGCAGARACARARRCAGAGTIGCCTTTTGA

391 385
CAAATAAAATGGTABCABAGGATABCGGAAGTACAABAABCABAGACGAAATCGTCTTTGTTTGTCTCACGGABABCT

TTTAACAGRAAGGGGAATCAGARATTAGTATCGGGGTTTAATGTACGAGTATTCAAGTATGTCATTTGCTTTIGTTCTTTTT

459 475 430 485 430 485 500 505 515 520 525 530 540 548
ARATTGTCTTCCCCTTAGTCTTARTCATAGCCCCAARTTACATCTCATABGTTCATACAGTABACGARACAAGAAAAR

AGCGGAGTATTGTCATATAATTTTGATGTCTGTCTTTGGGGTTCTTITATTTTITTGGGGGATGATTGTGCCCATTITGA

547 550 505 615 520 824
TCGCCTCATAACAGTATATTAAAACTACAGBCAGABACCCCAAGAAAATAAAAAACCCCCTACTAACACGGGTAAACT

GGGCCITTTTAGT TATATCTTATTAGACGGARATTGAGCACATTITTIGGTGATTAGGCGGGARAGTGGTITTTTCTTAT

525 630 635
CCCGGAAAAATCAATATAGABTABTCTGCCTTTAACTCGTGTAAAAACCACTAATCCGCCCTTTCACCAAAAAGAATA

TTATTTGTTTATTTGAATAACGAGGGACTTACCCTAGAATAACGGTACCGACCAACTAATCGCTCTATTGTGAARATCTTA

703 710 715 720 725 730 735 740 745 750 755 760 765 770 775 T30
AATARRCARRATARACTTATTCTICCCTGAATGGGATCTTATTCCATGCTGGTTGATTACCGAGATARCACTTTTAGRAT

TTTACCCTTAAGCTTAGCCTTTGTGGTGCTAGTGCCT

781 785 S
AAATGGGAATTCGAATCGGAAACACCACGATCACGGﬁ

Gambar 6
Hasil PCR in silico Primer 1 menggunakan software UGENE

Tabel 1 menunjukkan sepuluh kandidat
primer rata — rata memiliki suhu Tm (temperature
melting) antara 50 — 60 °C. Dalam mendesain primer
yang baik suhu Tm yang baik berkisar antara 40 —
60 °C. Primer dengan Tm terlalu tinggi melebihi
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70°C akan mudah mengalami mispriming pada
temperatur rendah. Pasangan primer sebaiknya tidak
memiliki selisih suhu Tm yang tinggi antara forward
dan reverse. Pasangan primer dengan selisih suhu
leleh yang lebih dari 5°C menyebabkan penurunan
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proses amplifikasi, atau bahkan memungkinkan
tidak terjadi proses amplifikasi (Borah, 2011).
Sedangkan untuk persentasi GC dari kesepuluh
primer berkisar antara 50-60%. GC Content
berperan dalam meningkatkan stabilitas primer.
Ikatan hidrogen yang kuat pada pasangan basa G
dan C menyebabkan primer lebih stabil untuk
menempel pada template, sehingga GC Content
disarankan berkisar antara 40% hingga 60% (Lin et
al, 2005). Kesepuluh primer tersebut dapat
mengamplifikasi gen HalichondrinB dengan ukuran
yang berbeda. Dari sepuluh kandidat primer
tersebut, primer 1 dan 2 lebih dapat mewakili untuk
mengamplifikasi gen HalichondrinB dengan ukuran
produk yang lebih besar dari pada yang lain yaitu
817 bp dan 624 bp. Adapun primer 1 dengan sekuen
forward HalF 5’ATTGCAGCCGATTGCAGATG-
3 dan primer reverse HalR 5’-
AGGCACTAGCACCACAAAGG-3’. Hal ini juga
didukung dengan karakteristik lainnya yang sesuai
sebagai syarat untuk mendesain primer yang baik.
Pemilihan primer 1 diperkuat dengan analisis PCR
in silico menggunakan saftware UGENE dengan
daerah amplifikasi yang dapat menempel pada
template sekuen CDS gen HalichondrinB (Gambar
6)

Struktur Protein

Permodelan 3 Dimensi

HalichondrinB

1

"y

Halichondrin B

Struktur 3 dimensi protein HalichondrinB
dapat diprediksi permodelannya  menggunakan
piranti lunak SWISS-Model. Penggunaan Piranti
lunak ini dapat mewakili prediksi permodelan yang
disesuaikan dengan template protein yang sudah
dipublikasikan sebelumnya. SWISS-Model akan
mencari struktur yang mirip dengan protein template
dan membangun protein template sesuai dengan
protein model (Gambar 8B).Permodelan protein ini
dibangun berdasarkan struktur dasar dari senyawa
HalichondrinB (Gambar 8A) Permodelan protein
dapat menggunakan beberapa software yaitu
SWISS-Model, I-TASSER, QUARK, Phyre 2 dan
analisis akhir menggunakan PyMol.

Prediksi struktur 3D protein HalichondrinB
terdapat tiga molekul identik berikatan satu sama
lain dengan membentuk sebuah cincin homotrimer
yang akan melingkari DNA double helix. Molekul
loops (koil) membentuk lipatan yang mana struktur
ini mudah mengalami mutasi. Permukaan dalam dari
lingkaran tersebut berbentuk o heliks dan bermuatan
positif sehingga dapat berinteraksi dengan DNA.
Permukaan luar darilingkaran ini berbentuk [ sheet
dan bermuatan negatif.Struktur tersier 3D protein
mengacu pada hubungan spasial antara struktur
sekunder dan struktur tersier. Struktur ini distabilkan
oleh empat macam ikatan, yakni ikatan hidrogen,
ikatan ionik, ikatan kovalen, dan ikatan hidrofobik
(Febriana dan Seprianto, 2018).

A

B

Gambar 8
Prediksi struktur protein HalichondrinB, A. Strutur Kimia HalichondrinB (Mani dan Swami, 2010) B.
Struktur 3D HalichonrinB
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FE7)

KF192342 1 Hymeniacidon sinapium
KF192342 1 Hymeniacidon sinapium(2)
MHT56604. 1 Halichondna panicea

& NC_037391.1 Halichondrna okadai
AMEI0374. 1 Subentes domuncula

—— AY320032.1 Geodia nepiuni

P K01362735.1 Poecillasira laminaris

BMOO-07064 Demospongiae sp.
;@;1’[ OCDNGB05-G Aapfos suberifoides

FI 0coNg23T-Y Amorphinopsis excavans

KX244759.1 Halichondna sp.

05

Gambar 9
Pohon filogenetikHalichondria okadai dengan beberapa spesies spons laut

Analisis Filogenetik Halichondria okadai dengan
spesies lain

Pembuatan filogenetik menggunakan piranti
lunak MEGATY dari spesies Halichondria okadai
dengan beberapa spesies Halichondria ssp dan
spesies lain yang memiliki kekerabatan terdekat
berdasarkan hasil multiple alignment sekuen
mitokondria (Gambar 9). Analisis filogenetik
menggunakan metode Neighbour Joining yaitu
pasangan nukleotida yang mengalami perubahan
terkecil diantara sekuen yang telah dibandingkan.
Nilai jarak dilambangkan oleh garis skala yang
menunjukkan jumlah subtitusi nekleotida untuk tiap
posisi sekuen (Tamura et al, 2013). Nilai jarak
sebesar 0.2 pada hasil konstruksi pohon filogenetik
menunjukkan rendahnya subtitusi nukleotida pada
sekuen  dimasing-  masing  pengelompokan
berdasarkan tingkat genus dan spesies. Gambar 9
menunjukkan hasil pengelompokan ini untuk
melihat seberapa jauh dan dekatnya hubungan
kekerabatan  masing—masing  spesies. Metode
Bootstrap digunakan untuk menguji keakuratan
suatu titik cabang pohon filogenetik. Stabilitas
pengelompokkan  (robustness)  diperhitungkan
menggunakan bootstrap dengan 1000 kali ulangan.
Nilai bootstrap sebesar 78 dari 100 kali pengulangan
untuk titik percabangan memiliki kekerabatan
terdekat antara spesies Halichondria okadai dengan
Halichondria panicea dan Hymeniacidon sinapium
berdasarkan sekuen genom mitokondria
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Kesimpulan
Analisis  bioinformatika gen penyandi
HalichondrinB dari sekuen mitokondria

Halichondria okadai (NC_037391.1) berdasarkan
penelusuran  sekuen  analog  HalichondrinB
didapatkan sekuen CDS dengan 1010 bp (pasang
basa) nukleotida dengan total 330 asam amino.
Sepuluh  kandidat primer berhasil diperoleh
berdasarkan sekuen CDS HalichondrinB. Satu
primer dipilih yang dapat mewakili sekuen gen
HalichondrinB memiliki panjang produk 817 bp
(basepair) dengan sekuen primer forward HalF 5°-
ATTGCAGCCGATTGCAGATG-3> dan primer
reverse HalR 5’-AGGCACTAGCACCACAAAGG-
3’.Hasil analisis filogenetik memilikiHalichondria
okadai berkerabat dekat dengan Halichondria
panicea dan Hymeniacidon sinapium berdasarkan
sekuen genom mitokondria yang berpotensi
menghasilkan senyawa HalichondrinB.
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