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ABSTRAK

Toksoplasmosis merupakan penyakit zoonosis yang disebabkan oleh protozoa Toxoplasma gondii. Protozoa tersebut
memiliki kemampuan untuk menghindar dari sistem imun dengan membentuk vakuola parasitoforus. Modifikasi vakuola
tersebut terkait dengan sekresi protein GRA (granula padat). Diantara protein GRA adalah GRA1 merupakan target atau sasaran
untuk pengembangan vaksin. Permasalahan yang muncul adalah apakah protein GRA1 adalah protein yang antigenik dan
imunogenik sehingga sangat sesuai untuk kandidat vaksin. Beberapa hasil penelitian yang telah dilakukan dengan menggunakan
teknologi vaksin DNA menunjukkan bahwa teknologi vaksin DNA GRA1 mampu menginduksi respon imun seluler dan respon
imun humoral yang proinflamatorik. Namun penelitian lain justru menunjukkan bahwa respon imun humoral terbentuk di bawah
kendali sitokin non-inflamatorik. Pada kenyataannya, hasil studi lain memperlihatkan bahwa protein GRA1 hanya memiliki
kecenderungan kuat sebagai antigen ditinjau dari berat molekul dan analisis bioinformatik. Berdasar analisis bioinformatik,
protein GRA1 merupakan molekul dengan imunogenisitas lemah. Kemampuan protein GRA1 dalam menginduksi respon imun
humoral dan menginduksi respon imun seluler cenderung disebabkan oleh ajuvan baik berupa motif CpG dari vektor DNA
maupun ajuvan lain.

Kata kunci: Toxoplasma gondii, GRA1, respon imun seluler, respon imun humoral

ABSTRACT
STUDY OF ANTIGENICITY AND IMMUNOGENICITY GRA1 PROTEIN FROM Toxoplasma gondii

Toxoplasmosis is known as zoonotic disease caused by Toxoplasma gondii infection. This microorganism has ability to
evade immune system by forming parasitophorus vacuole (PV) formed through the phagosome vacuole modification by secreting
dense granule protein (GRA). Among GRAs protein, GRA1 was selected as candidate for vaccine development. However, it
remains controvercial whether the protein has adequate antigenicity and strong immunogenicity which are suitable for vaccine
candidate. Some researcher reported that DNA vaccine of GRA1 was able to induce cellular mediated immunity and
proinflamatoric humoral immunity. In fact, another study demonstrated that GRA1 protein was only antigenic based on their
molecular weight and bioinformatic analysis.The other studies also showed that GRA1 was considered as weak immunogen
based on bioinformatic studies. The ability of GRA1 protein to stimulate immune responses, both humoral and cellular mediated
immunity were seemly caused by adjuvant.

Key words: Toxoplasma gondii, GRA1, cellular mediated immunity, humoral immunity

PENDAHULUAN

Toksoplasmosis merupakan penyakit zoonosis
yang dapat menginfeksi manusia dan hewan. Penyebab
toksoplasmosis yaitu protozoa Toxoplasma gondii.
Umumnya protozoa maupun mikroorganisme lainnya
akan dikenali sebagai material asing (antigen) oleh

sistem imun dalam tubuh dan direspon untuk
dihancurkan. Namun demikian, beberapa
mikroorganisme  memiliki ~ kemampuan  untuk

menghindari sistem imun yang dikenal dengan nama
evasi. Pada T. gondii, strategi evasinya dilakukan
dengan cara membuat vakuola parasitoforus sehingga
sulit dikenali oleh sistem imun. Pembentukan vakuola

parasitoforus menyebabkan kegagalan fusi dengan
lisosom sehingga takizoit tidak dapat dihancurkan
(Subekti dan Arrasyid 2006).

Vakuola parasitoforus (VP) merupakan modifikasi
dari vakuola fagosom oleh takizoit Toxoplasma gondii.
Modifikasi ini terjadi karena takizoit melepaskan
sejumlah protein sekretorik ekskretorik. Salah satu
protein sekretorik ekskretorik tersebut adalah protein
granula padat (dense granule protein) yang disingkat
GRA (Black dan Boothroyd 2000). Oleh sebab itu,
secara teoritis pengenalan terhadap jenis protein GRA
memiliki peran penting, karena apabila protein tersebut
dapat dikenali dan direspon oleh sistem imun tubuh
maka pembentukan VP akan dapat dihambat. Apabila
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pembentukan VP  terhambat, diharapkan proses
pengenalan oleh sistem imun tubuh menjadi lebih
optimal sehingga takizoit dapat dihancurkan karena
terjadinya fusi dengan lisosom.

Pada saat ini telah teridentifikasi sekitar 12 jenis
protein GRA tetapi pada review ini akan difokuskan
pada protein GRA1 berdasarkan sifat antigenisitas dan
imunogenisitasnya. Apabila protein tersebut terbukti
antigenik dan imunogenik diharapkan akan mampu
menstimulasi respon imun. Dengan demikian, akan
terdapat kemungkinan bahwa strategi evasi tersebut
tidak menjamin keberhasilan parasit untuk menghindar
dari respon imun. Beberapa peneliti telah melaporkan
bahwa protein GRA1 antigenik kuat dan seakan-akan
memiliki imunogenitas yang baik dan mampu
memberikan proteksi terhadap infeksi takizoit. Namun
demikian, hal tersebut perlu dikaji secara kritis apakah
kesimpulan demikian sudah tepat ataukah belum.

RINGKASAN SIKLUS HIDUP INFEKSI DAN
PEMBENTUKAN VAKUOLA PARASITOFORUS

Siklus hidup dari 7. gondii secara prinsip terbagi
atas dua yaitu siklus seksual dan aseksual. Siklus hidup
secara seksual dan aseksual terjadi pada inang definitif,
sedangkan pada inang antara hanya terjadi siklus
aseksual (Dubey et al. 1998; Robert dan Janovy 2000).
Siklus hidup seksual terjadi karena adanya peleburan
gamet, adapun perkembangan aseksual terjadi karena
pembelahan  vegetatif.  Siklus  dimulai  dengan
tertelannya ookista yang telah bersporulasi akan
mengakibatkan terjadinya ekskistasi yang menyebabkan
keluarnya sporozoit. Sporozoit kemudian menginfeksi
sel epitel usus dari inang dan berubah menjadi takizoit
untuk mengawali perkembangan siklus seksual dan
aseksual (Carruthers 2002; Dzierszinski et al. 2004).
Sporozoit yang menginfeksi sel-sel berinti akan
berkembang menjadi takizoit dalam kurun waktu 24
jam setelah infeksi. Selanjutnya takizoit tersebut
membelah diri secara endodiogoni (endodyogony)
(Black dan Boothroyd 2000; Morrissette dan Sibley
2002; Dzierszinski et al. 2004).

Proses masuknya takizoit ke dalam sel merupakan
proses yang aktif dan sangat singkat. Masuknya
takizoit ke dalam sel target hanya memerlukan waktu
sekitar 15-30 detik (Black dan Boothroyd 2000;
Carruthers 2002; Huynh et al. 2003; Zhou et al. 2005).
Proses fagositosis yang dilakukan oleh sel fagositik
memerlukan waktu sekitar 2-4 menit (Black dan
Boothroyd 2000). Proses penetrasi ke dalam sel target
tersebut setidaknya melibatkan tiga tahapan yang
berjalan secara integratif yaitu perlekatan, penetrasi-
invaginasi dan pembentukan vakuola parasitoforus
(Black dan Boothroyd 2000; Coppens dan Joiner 2001;
Carruthers 2002). Protein yang pertama kali disekresi
diperkirakan adalah MIC (Micronema protein) yang
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berfungsi untuk pengenalan dan perlekatan dengan sel
target (Nam 2009). Adapun proses masuknya takizoit
ke dalam sel secara aktif dilakukan karena adanya
gerakan gliding (gliding motility) dari takizoit sehingga
mampu melakukan invaginasi ke dalam sel target lebih
cepat dibandingkan dengan proses fagositosis (Black
dan Boothroyd 2000; Morrissette dan Sibley 2002;
Opitz dan Soldati 2002).

Proses invaginasi tersebut memicu pembentukan
vakuola yang kemudian akan dimodifikasi dengan
Rhopthries protein (protein ROP) menjadi VP (Nam
2009). ROP juga diperlukan untuk biogenesis VP serta
berfungsi untuk asosiasi organelar dari sel inang
dengan VP (Black dan Boothroyd 2000; Hakansson et
al. 2001; Reichmann et al. 2002). Modifikasi
pembentukan VP diperlukan agar vakuola tersebut
tidak mengalami asidifikasi dan fusi dengan
kompartemen seluler lain yaitu lisosom (Black dan
Boothroyd 2000; Zhou et al. 2005). Vakuola non-
fusogenik tersebut memungkinkan takizoit dapat terus
melakukan penetrasi dan terus memodifikasi vakuola
sehingga terbentuk VP tanpa dirusak oleh sel inang.

Protein lainnya adalah GRA yang secara umum
berfungsi sebagai protein untuk modifikasi akhir VP
serta memungkinkan pengambilan nutrisi  dari
sitoplasma sel inang (Cesbron-Delauw et al. 1996;
Lecordier et al. 1999; Black dan Boothroyd 2000;
Neudeck et al. 2002; Nam 2009). Modifikasi oleh
protein GRA diperlukan agar VP dapat menjadi tempat
yang sesuai dan mendukung perkembangan takizoit
maupun bradizoit selama kehidupan intraseluler. Nam
(2009) menyatakan bahwa GRA dibutuhkan untuk
modifikasi VP sehingga dapat dipergunakan takizoit
untuk bereplikasi dan bertahan hidup. Konsekuensi dari
hal ini, maka VP akan terus dimodifikasi seiring
bertambahnya jumlah takizoit yang berkembangbiak
sehingga semakin lama VP akan membesar. Ossorio et
al. (1994) menyatakan bahwa GRA terus disekresikan
seiring dengan pembesaran VP dan bertambahnya
parasit. Informasi serupa juga dilaporkan oleh Kafsack
et al. (2009) yang menyatakan bahwa GRAI1 secara
konstitutif (terus menerus) disekresikan dalam VP
dengan adanya Calcium-ionophore.

GRA UNTUK MODIFIKASI VAKUOLA
PARASITOFORUS

Dewasa ini, kelompok protein GRA dilaporkan
berjumlah 12 protein (Nam 2009). Ossorio et al. (1994)
menyatakan bahwa GRAI1, GRA2 dan GRA4
terlokalisir  di intravacuolar network dan tidak
berasosiasi dengan VP. Adapun GRA3 dan GRAS
terlokalisir dalam VP (Ossorio et al. 1994). Nam
(2009) menyatakan bahwa GRAI1, utamanya masih
tetap terdapat dalam lumen vakuola. Lebih lanjut
dinyatakan bahwa fraksi protein GRA1l, GRA3 dan
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GRA7 seperti halnya protein GRA2, 4, 6, 9, 12 dan 14
diketahui berasosiasi dengan vacuolar network
membranes. Pada membran tersebut protein GRA2, 4
dan 6 berpartisipasi dalam pembentukan multimeric
protein complex (Nam 2009). Adapun protein GRA3,
5, 7, 8 dan 10 terutama terdeteksi sebagai protein yang
berasosiasi dengan VP (Nam 2009).

Berdasarkan pernyataan tersebut maka protein
GRAI1 terutama terdapat dalam Iumen VP dan
sebagiannya akan berasosiasi dengan vacuolar network
membranes. GRA1 juga dilaporkan disekresi secara
difus sampai ke sitoplasma sel inang yang terinfeksi
sebelum terjadi egress (Kafsack et al. 2009). Adapun
protein GRA7 akan terakumulasi dalam VP apabila sel
inang diinfeksi oleh takizoit (Fischer et al. 1998).
Sebaliknya apabila parasit intraseluler tersebut berada
pada bentuk bradizoit ternyata GRA7 dapat ditemukan
dalam sitoplasma sel yang terinfeksi (Fischer et al.
1998). Demikian pula halnya dengan GRAI1 juga
dikeluarkan dari VP menuju sitoplasma sel inang
sebelum terjadinya egress (Kafsack et al. 2009).
Keluarnya protein GRA dari VP ke sitoplasma sangat
bermanfaat untuk pengenalan sel Tc/CD8" (sel T
sitotoksik) karena protein GRA1 dan GRA7 akan dapat
diproses dan dipresentasikan oleh major
histocompatibility complex type I (MHC 1).

SISTEM DAN RESPON IMUN PADA
TOKSOPLASMOSIS

Secara umum sistem imun yang terdapat pada
hewan dan manusia terdiri atas respon imun spesifik
dan non-spesifik. Respon imun spesifik memiliki
kemampuan membedakan berbagai jenis antigen yang
berbeda dan memiliki memori. Adapun respon imun
non-spesifik tidak membedakan variasi antigen tetapi
dengan membedakan antara antigen dan non-antigen.
Respon imun spesifik diperankan oleh respon imun
humoral dan seluler. Respon imun humoral secara
spesifik diperankan oleh antibodi yang disekresikan
oleh limfosit B. Adapun respon imun seluler
diperankan oleh sel T sitotoksik (sel Tc/CDS") atau
Cytotoxic T Lymphocyte (CTL), sel Mast, sel NK
(Natural Killer) dan sel fagositik lainnya (Abbas et al.
2004). Sel Mast, sel NK dan sel fagositik lainnya
bekerja secara spesifik apabila bekerjasama dengan
antibodi. Adapun respon imun non-spesifik diperankan
oleh komponen seluler misalnya dengan fagositosis dan
komponen humoral misalnya komplemen.

RESPON IMUN HUMORAL TERHADAP
TOKSOPLASMOSIS

Kepentingan respon imun humoral berkaitan
dengan bentuk takizoit ekstraseluler yang aktif dan

invasif dalam sistem sirkulasi. Respon imun humoral
juga terjadi pada permukaan mukosa seperti pada
saluran usus. Pada sistem sirkulasi (sistemik) yang
berperanan utama adalah IgM dan IgG, sedangkan pada
permukaan mukosa yaitu sIgA (Subekti et al. 2005a;b).
Bukti lain secara tidak langsung kepentingan respon
imun humoral diperlihatkan pada mencit BALB/c yang
mengalami defisiensi limfosit B ternyata menjadi
sangat peka terhadap infeksi 7. gondii (Sayles et al.
2000). Pada mencit dilaporkan bahwa toksoplasmosis
fase akut (<21 hari setelah infeksi) maupun kronis (>56
hari setelah infeksi), respon imun humoral yang
dominan adalah IgGy, dan IgG,, (Nguyen et al. 1998;
2003). Ini menunjukkan bahwa respon imun humoral
yang terbentuk adalah respon imun humoral di bawah
kendali sitokin proinflamatorik.

Laporan lain juga dikemukakan oleh McLeod et
al. (1991) dan Sibley (2003) menyatakan, apabila
takizoit yang berikatan dengan antibodi (membentuk
kompleks antigen-antibodi) akan mudah difagositosis
melalui perantaraan reseptor Fc (FcR) sehingga
terbentuk vakuola fagosom yang akan mengalami fusi
dengan lisosom. Fusi antar vakuola intraseluler tersebut
mengakibatkan destruksi takizoit dalam sel.

RESPON IMUN SELULER PADA
TOKSOPLASMOSIS

Beberapa peneliti menyatakan bahwa secara
umum respon imun seluler cukup dominan dalam
melindungi inang dari infeksi maupun reaktipasi
T. gondii terutama bentuk intraseluler (Montoya et al.
1996; Denkers dan Gazzinelli 1998; Prigione et al.
2000). Aktivasi respon imun seluler tidak hanya
terbatas pada sel NK (natural killer), limfosit T
sitotoksik (sel Tc/CDS8") tetapi juga sel Th/CD4"
(Abou-Bacar et al. 2004). Informasi serupa juga
dilaporkan oleh Gazzinelli et al. (1994) yang
memperlihatkan terjadinya reaktipasi bradizoit menjadi
takizoit serta peningkatan kerusakan jaringan di otak
dan retina mata akibat pemberian anti CD8' pada
mencit yang mengalami infeksi kronis. Fakta tersebut
menunjukkan efek langsung dari defisiensi sel
Tc/CD8" pada mencit menyebabkan peningkatan
kepekaan terhadap infeksi T. gondii.

Peran sistem imun seluler dapat terjadi baik secara
langsung (proses sitolitik dan fagositik) ataupun secara
tidak langsung yang diperankan oleh limfosit T
sitotoksik dan sel fagositik. Peran secara tidak langsung
dalam proteksi terhadap toksoplasmosis terjadi melalui
sitokin yang dihasilkan oleh sel-sel yang terlibat dalam
respon imun seluler (Gazzinelli et al. 1994). Sitokin
yang sangat berperan dalam resistensi dan proteksi
terhadap toksoplasmosis adalah interleukin 18 (IL18),
IL12, interferon gama (IFNy) dan tumor necrosing
factor o (TNFa) (Gazzinelli et al. 1994; Kasper dan
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Buzoni-Gatel 2001; Sibley et al. 2002). Kedua jenis
sitokin tersebut baik secara tunggal maupun bersama-
sama akan dapat menghambat multiplikasi dan
mengaktivasi makrofag untuk melakukan destruksi
takizoit serta mencegah reaktivasi bradizoit sehingga
meningkatkan resistensi terhadap toksoplasmosis
(Subekti dan Arrasyid 2006). Sitokin lain yang juga
dinyatakan memiliki peranan tersebut diantaranya
adalah IL 10 (Neyer et al. 1997), IL 4 dan IL 5 (Zhang
dan Denkers 1999). IL10, IL4 dan IL5 dikategorikan
sebagai sitokin tipe 2 (non-inflamatorik) sedangkan
sitokin tipe 1 (proinflamatorik) adalah IFNy, TNFa dan
interleukin 12 (IL 12) dan IL18. Menurut Ceravolo et
al. (1999) TNFo dapat menghambat multiplikasi
takizoit sampai 30%. Adapun IFNy memiliki
kemampuan menghambat replikasi takizoit sebesar 54-
65% (Halonen et al. 1998; Ceravolo et al. 1999).
Kombinasi antara IFNy dan TNFo ternyata dapat
menghambat replikasi takizoit sampai 73% (Ceravolo
et al. 1999).

ANTIGENISITAS DAN IMUNOGENISITAS
GRA1

Antigenisitas suatu molekul adalah keasingannya
dalam struktur normal suatu makhluk hidup. Penentuan
antigenisitas suatu molekul dapat dilakukan dengan
tiga pendekatan atau sudut pandang, pertama secara
konseptual atau teoritis dari sisi imunologi. Kedua, dari
sisi analisis bioinformatik yang menganalisis tapak
antigenik dan imunogenik suatu molekul bersadarkan
urutan asam aminonya. Ketiga, secara empiris dengan
membandingkan struktur molekul protein target dengan
molekul yang ada dalam tubuh suatu makhluk hidup.
Pendekatan ketiga ini merupakan pendekatan yang
sangat sulit bahkan mungkin tidak realistis untuk
dilakukan, sehingga yang tersedia hanya pendekatan
pertama dan kedua.

Pada pendekatan imunologis, suatu molekul akan
memiliki potensi antigenik jika memiliki sifat asing
(foreigness) bagi tubuh, memiliki berat molekul (BM)
diatas 1 kD, memiliki struktur kompleks (bukan urutan
berulang seperti polisakarida) serta memiliki stabilitas
molekul (Tizzard 2013). Protein dengan berat molekul
670 kD (misalnya hemocyanin) merupakan antigen
yang poten sedangkan albumin (69 kD) merupakan
antigen yang cukup baik tetapi juga dapat menginduksi
toleransi respon imun. Sebaliknya, protein dengan berat
molekul diatas 1 kD (misalnya angiotensin, 1 kD)
merupakan antigen yang lemah, sedangkan kurang dari
1 kD diperkirakan tidak antigenik (Tizzard 2013).
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Secara empiris berdasarkan hasil berbagai
percobaan dalam penelitian, protein GRA1 dilaporkan
bersifat imunogenik dan antigenik (Vercammen et al.
2000; Scorza et al. 2003; Doskaya et al. 2007).
Vercammen et al. (2000) telah melaporkan bahwa
vaksinasi menggunakan vaksin DNA yaitu pVR1020-
GRA1 (gen gral dalam vektor plasmid VR1020)
secara intramuskular (i.m) dapat menginduksi respon
imun humoral pada mencit dengan kecenderungan pada
IgG,, dibandingkan dengan IgG,. Hasil tersebut
memperlihatkan bahwa vaksin DNA yang diberikan
secara i.m tersebut memiliki kecenderungan mengarah
pada polarisasi sel Th;/CD4" (proinflamatorik) dan sel
Thy/CD4" (non-inflamatorik) tergantung galur mencit
yang dipergunakan (Tabel 1).

Namun di dalam Tabel 1 tersebut jelas terlihat
bahwa infeksi oleh takizoit lebih kuat menstimulasi
terbentuknya IgG,, pada protein GRA7 dibandingkan
dengan lainnya. Hal ini menunjukkan bahwa secara
alamiah, protein GRA7 imunogenik kuat sedangkan
lainnya lebih lemah. Dengan demikian, protein GRA1
secara relatif =~ merupakan  protein dengan
imunogenisitas lemah dibandingkan dengan GRA7.
Pada tabel tersebut juga memiliki kekurangan, yaitu
tidak adanya pembanding vaksinasi menggunakan
protein GRA1, GRA7 dan ROP2 tanpa ajuvan. Dengan
demikian imunogenisitas masing-masing protein sulit
ditetapkan secara akurat, sebab yang terlihat dari
respon imun humoral hasil vaksinasi tersebut sudah
dipengaruhi oleh adanya ajuvan.

Sebaliknya pada indeks stimulasi splenosit, hewan
yang diinfeksi juga memiliki respon yang lebih tinggi
dibandingkan dengan hewan yang divaksinasi
menggunakan pVR1020-GRA1 (Vercammen et al.
2000). Hal ini menunjukkan bahwa antigenisitas
dan imunogenisitas protozoa secara utuh lebih
kuat dibandingkan dengan hanya sebagian proteinnya
saja. Adapun kadar IFNyyang  disekresikan
oleh splenosit dari hewan yang diinfeksi sebanding
dengan yang divaksinasi menggunakan pVR1020-
GRA1 (Vercammen et al. 2000). Bukti tersebut
memperlihatkan bahwa stimulasi produksi IFNy oleh
splenosit pada hewan yang diinfeksi dan divaksinasi
adalah sebanding.

Lebih lanjut (Scorza et al. 2003) melaporkan
bahwa vaksin DNA berupa pVR1020-GRA1 (gen gral
dalam vektor plasmid VR1020) yang diberikan secara
i.m dapat menginduksi aktivitas sel Tc/CD8" dan sel
Th/CD4" pada splenosit serta menginduksi sekresi
interferon gama (IFNy). IFNy tersebut sebagian besar
disekresikan oleh sel Th/CD4" dibandingkan dengan
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sel Tc/CD8" (Scorza et al. 2003). Apabila sel Tc/CD8"
dari splenosit tersebut dikultur bersama dengan sel
yang sebelumnya telah ditransfeksi dengan gen gral
maupun makrofaq yang telah terinfeksi takizoit 7.
gondii maka terjadi aktivitas sitolisis (Scorza et al.
2003). Aktivitas sitolisis tersebut terkait dengan
aktivitas sel Tc/CD8" yang memiliki kemampuan
mensekresikan granzym ataupun perforin untuk
menghancurkan sel yang mempresentasikan peptida
dari protein GRA1 di permukaan selnya.

Percobaan lain yang dilakukan oleh Doskaya et al.
(2007) adalah imunisasi menggunakan protein GRA1
rekombinan (rGRA1) maupun vaksin DNA yaitu
pCMV/co-GRA1. Berdasar hasil immunoblotting
diketahui bahwa imunisasi dengan vektor plasmid
CMV tidak menghasilkan respon imun berupa antibodi
spesifik terhadap GRA1 (Déskaya et al. 2007). Hal ini
tentu sangat logis mengingat vaksinasi dengan vektor
kosong tanpa sisipan gen gral tentu tidak akan
menghasilkan respon humoral spesifik (antibodi
spesifik) yang mengenali protein GRA1. Namun yang
menarik adalah bahwa pemberian rGRA1 (secara i.p)
maupun pCMV/co-GRAI1 (secara i.m) menghasilkan
respon yang berbeda titernya. Pada vaksinasi awal, titer
antibodi spesifik terhadap protein GRA1 yang paling
tinggi adalah vaksinasi menggunakan rGRA1-Provax
(provax adalah ajuvan) kemudian imunisasi dengan
pCMV/co-GRA1 (secara i.m) dan terakhir imunisasi
dengan rGRAL (secara i.p) yang hasilnya sangat rendah
yaitu memiliki nilai absorbansi hampir setara dengan
kontrol vektor maupun kontrol ajuvan (Ddskaya et al.
2007). Namun demikian setelah dilakukan pengulangan
vaksinasi (booster) dengan rGRA1 secara i.p terdapat
sedikit peningkatan tetapi secara umum masih sangat
rendah (Gambar 1). Hasil tersebut secara umum
membuktikan lemahnya imunogenisitas GRAI.

Pada penelitian (Déskaya et al. 2007) diketahui
bahwa vaksinasi dengan pCMV/co-GRA1 diperkirakan
cenderung mengalami polarisasi ke arah sel Th,/CD4"
(yang diamati dan diukur adalah IgG,,) dan sel
Thy/CD4" (yang diukur adalah IgG,) dimana kedua
antibodi tersebut menunjukkan kecenderungan yang
seimbang dari sampel mencit yang dievaluasi.
Sebaliknya pada vaksinasi dengan rGRA1 menunjukkan
titer yang rendah pada IgG; dan IgG,, dengan
kecenderungan mengalami polarisasi ke arah IgG,
(Doskaya et al. 2007). Ini menunjukkan bahwa
vaksinasi secara intraperitoneal (i.p) dengan rGRAIl
kemungkinan cenderung mengarah pada polarisasi sel
Thy/CD4".

Berdasarkan laporan ilmiah tersebut terdapat
indikasi yang seolah-olah saling mendukung namun
sesungguhnya terdapat kontradiksi yang cukup nyata
terkait dengan antigenisitas dan imunogenisitas protein
GRALI. Hal demikian memperlihatkan bahwa berbagai
kesimpulan yang mengarah pada pernyataan bahwa
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protein GRA1 bersifat imunogenik dan mampu
menginduksi respon imun humoral dan seluler perlu
dievaluasi secara kritis. Oleh karena itu, akan menjadi
lebih tepat apabila juga dilakukan kajian tentang
antigenisitas dan imunogenisitas protein GRA1 dari
sudut pandang yang berbeda yaitu dari analisis
bioinformatika. Apabila melihat sekuen asam amino
dari protein GRAI1, dapat dilakukan analisis
bioinformatik untuk mengetahui berat molekul dan
sifat antigenisitasnya.

200 4
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Provax GRA1 GRA1 rGRA1 CMV
protein vector
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Gambar 1.Respon imun humoral (IgG) dalam serum mencit
terhadap GRA1. Merah: Vaksinasi awal; Hijau:
Vaksinasi lanjutan (booster)

A) Rata-rata respon imun terhadap protein GRA1 pada
mencit yang divaksinasi; B-F) Respon imun terhadap protein
GRA1 dari individual mencit yang divaksinasi; B)
Divaksinasi dengan rGRA1-Provak; C) Divaksinasi dengan
CMV/co-GRA1; D) Divaksinasi dengan CMV/wt-GRA1; E)
Divaksinasi dengan rGRA1 dan F) Divaksinasi dengan vektor
dan provak saja

Sumber: Déskaya et al. (2007)

Pendekatan lain yang dapat dilakukan adalah
dengan melakukan analisis molekuler pada gen gral
dan protein hasil translasinya. Setiap protein memiliki
susunan asam amino yang unik dan khas. Susunan
asam amino dalam suatu protein tidak hanya akan
menentukan struktur tiga dimensi dan fungsionalitasnya
dalam sistem biologis tetapi juga menentukan karakter
fisika dan kimiawi dari masing-masing protein. Setiap
asam amino memiliki massa dan muatan listrik
tertentu. Subekti et al. (2012) menyatakan bahwa
protein GRA1 memiliki BM 20,159 kD dengan titik
isoelektrik 4,43 (Gambar 3a). Kalkulasi mengenai berat
molekul dilakukan dengan menghitung total masa atom
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penyusun polipeptida dari protein GRAIl yang
didasarkan pada sekuen peptida seperti terdeskripsi
dalam Gambar 2. Hasil prediksi tersebut sangat
berbeda dengan hasil penelitian secara in vivo dimana
protein GRA1 diisolasi dari protein solubel takizoit
diperoleh data bahwa berat molekul protein GRAI
adalah 23-24 kD dengan titik isoelektrik sekitar 4
(Gambar 3b) (Zhou et al. 2005; Nam 2009). Lecordier
et al. (2000) memperkirakan bahwa BM rGRA1-GST
adalah 50 kDa. Dengan demikian BM rGRAI1 tanpa
GST  (Glutathione-S-Transferase) yang diperoleh
Lecordier et al. (2000) diperkirakan sekitar 30,33 kDa.
Adapun Cohen et al. (2002) menyatakan bahwa BM
GRAL sekitar 28,2 kDa dengan titik isoelektrik sekitar
4,7. Oleh karena itu, secara umum diperkirakan bahwa
BM GRAT1 berkisar antara 20-30 kDa.

MVRVSAIVGA AASVFVCLSA
GAYAAEGGDN QSSAVSDRAS
LFGLLSGGTG QGLGIGESVD
LEMMGNTYRV ERPTGNPDLL
KIAIKASDGS YSEVGNVNVE
EVIDTMKSMQ RDEDIFLRAL
NKGETVEEAI EDVAQAEGLN
SEQTLQLEDA VSAVASVVQD
EMKVIDDVQQ LEKDKQQLKD
DIGFLTGERE

Gambar 2. Urutan asam amino dari protein GRA1 yang
ditranslasi dari gen gral

Sumber: Subekti et al. (2012)

Berdasarkan susunan asam amino protein GRALI
juga dapat dianalisis tapak antigenik-imunogenik yang
diperkirakan dapat dikenali sebagai epitop oleh
Cytotoxic lymphocyte (CTL/Limfosit T sitotoksik/Sel T
sitotoksik/CD8")  maupun limfosit B. Adanya
pengenalan oleh Sel T sitotoksik/CD8"(sel Tc/CDS")
menunjukkan bahwa molekul tersebut berpotensi
membangkitkan respon imun seluler. Sebaliknya,
adanya pengenalan tapak aktif oleh limfosit B
menunjukkan potensi membangkitkan respon imun
humoral yang diperantarai antibodi.

Subekti et al. (2012) melaporkan bahwa epitop
untuk sel B diketahui sebanyak tujuh tapak yang
imunogenik sebagaimana tercantum pada Tabel 2.
Seluruh epitop untuk sel B tersebut bersifat hidrofilik
yang bermakna bahwa fragmen tersebut berada di
bagian permukaan struktur molekul (surface exposed
domain). Apabila fragmen tersebut berada di bagian
bukan permukaan struktur suatu molekul maka akan
mudah diakses oleh IgM pada permukaan limfosit B
(IgM bearing membrane). Artinya, bagian tersebut
dapat dikenali dan diakses oleh bagian variabel dari
struktur antibodi (antigen binding site) dan akan
menginduksi ataupun mengaktivasi limfosit B.

Selanjutnya, hal tersebut menyebabkan switching
menjadi IgM tersekresi, IgG atau IgA. Oleh sebab itu,
hidrofilisitas juga menjadi salah satu syarat untuk
prediksi imunogenisitas fragmen peptida GRA1 terkait
dengan limfosit B. Perkiraan urutan hidrofilisitas
fragmen pada Tabel 2 adalah fragmen peptida nomor
(1=5)>3=6=7)>(2=4) (Subekti et al. 2012).
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Gambar 3. Berat molekul dan titik isoelektrik protein
GRAI1. A). Hasil prediksi dengan CLC bio
protein. Garis biru: dinamika muatan listrik dari
protein GRA1. Garis hijau: garis linier dimana
muatan listrik nol. B). Hasil elektroforesis dua
dimensi protein ESA

Sumber: Zhou et al. (2005); Subekti et al. (2012)

Penentuan epitop yang dapat dikenali oleh CTL
umumnya memiliki panjang peptida yang terbatas yaitu
sekitar 9 peptida (Subekti et al. 2012). Diantara epitop
yang dikenali oleh limfosit T sitotoksik (Tabel 2)
terdapat hasil yang serupa atau saling tumpang tindih
(overlapping) dengan epitop yang dikenali limfosit B.
Runutan tersebut adalah YAAEGGDNQ (tyr-ala-ala-
glu-gly-gly-asp-asn-gln) yang berada pada posisi asam
amino ke-23 sampai ke-31 (Subekti et al. 2012).
Stimulasi limfosit T sitotoksik dilakukan oleh sel
penyaji antigen yang mempresentasikan fragmen
peptida di permukaan selnya melalui molekul MHC I
(Abbas et al. 2004). Fragmen peptida tersebut
dihasilkan melalui proses pengolahan (degradasi)
berbagai struktur komponen mikroorganisme atau
bahan asing tersebut tanpa dipengaruhi hidrofobisitas
maupun hidrofilisitas. Adapun runutan YAAEGGDNQ
bersifat sangat hidrofilik. Dengan demikian fragmen
dengan runutan peptida YAAEGGDNQ dari struktur
protein GRA1 tersebut diperkirakan memiliki potensi

109



WARTAZOA Vol. 23 No. 3 Th. 2013

Tabel 2. Lokasi dan sekuen peptida dari epitop yang dikenali oleh sel B maupun Sel Tc/CDS8" (Sel T Sitotoksik)

No. aa awal aaakhir  Sekuen epitop untuk CD8"  aa awal aa akhir Sekuen epitop untuk sel B
1 18 26 LSAGAYAAE 23 37 YAAEGGDNQSSAVSD
2 23 31 YAAEGGDNQ 47 56 GGTGQGLGIG
3 52 60 GLGIGESVD 68 78 YRVERPTGNPD
4 94 102 VGNVNVEEV 86 97 ASDGSYSEVGNV
5 109 117 MQRDEDIFL 108 111 SMQR
6 152 160 SAVASVVQD 123 142 GETVEEAIEDVAQAEGLNSE
7 - - - 170 179 QLEKDKQQLK

aa: asam amino

Sumber: Subekti et al. (2012)

antigenik dan imunogenik lebih kuat dibandingkan
dengan fragmen lainnya. Namun demikian, hal tersebut
perlu pembuktian secara in vivo sebagaimana dilakukan
oleh Kong et al. (2003). Kong et al. (2003) telah
melakukan diagnosis serologis menggunakan sejumlah
peptida  sintetik  diantaranya  adalah  peptida
CSYSEVGNVNVEE dan CSYSEVGDVNVEE dari
GRA1, namun keduanya tidak dikenali oleh serum
seropositif. Hal demikian dapat dipahami karena
runutan peptida VGNVNVEE adalah epitop untuk sel
Tc/CDS8" sebagaimana tercantum pada Tabel 2.

KAJIAN IMUNOGENISITAS PROTEIN GRA1

Beberapa penelitian terkait kajian imunogenisitas
protein GRA1 (Vercammen et al. 2000; Scorza et al.
2003; Doskaya et al. 2007) memperlihatkan bahwa
menurut analisis penulis, jika ditinjau dari berat
molekulnya maka imunogenisitas protein GRAI
sesungguhnya lemah dan sangat berpeluang untuk
mengalami imunotoleransi oleh antibodi. Kaidah ini
hanya dapat ditolak jika terdapat kaidah lain yang
menunjukkan bahwa imunotoleransi dapat terjadi
karena selain berat molekul dan juga jika terdapat bukti
bahwasannya BM sekitar 20-30 kD tidak menginduksi
imunotoleran. Referensi yang menunjukkan informasi
demikian masih belum penulis peroleh saat ini
sehingga ketetapan yang berlaku dari analisis tersebut
adalah GRA1 memiliki imunitas yang tidak terlalu baik
karena memiliki peluang mengalami imunotoleransi
atau setidaknya memiliki imunogenisitas lemah. Hal
demikian disebabkan karena berat molekul protein
GRALI berkisar di interval 1-69 kD. Molekul dengan
BM 69 kD akan ditoleransi sedangkan diatas 1 kD
(tentunya <69 kD) imunogenisitasnya lemah. Suatu
molekul yang dinyatakan antigenik tidak selalu
imunogenik, demikian pula sebaliknya. Antigenisitas
mengacu pada keasingan suatu molekul yang secara
normal tidak terdapat dalam tubuh suatu makhluk
hidup. Adapun imunogenisitas mengacu pada
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kemampuan sistem imun tubuh untuk mengenali dan
merespon molekul tersebut.

Analisis secara bioinformatik sebagaimana telah
diuraikan sebelumnya untuk penetapan tapak antigenik
dan imunogenik hanya menjelaskan prediksi fragmen
dari protein GRA1 yang diperkirakan bersifat antigenik
dan imunogenik. Analisis bioinformatik tersebut tidak
diarahkan untuk menetapkan antigenisitas dan kekuatan
imunogenisitasnya. Pada analisis tersebut juga belum
terdapat bukti pendukung secara empiris dari percobaan
in vivo yang meneguhkan kebenaran prediksi tersebut.
Kesimpulan analisis berbasis bioinformatik hanya dapat
diterima secara ilmiah jika terdapat kesesuaian antara
bukti teoritis (prediktif) dengan bukti empiris (hasil
percobaan in vivo) dengan prosedur percobaan yang
menisbikan bias.

Pada percobaan yang dilakukan oleh Scorza et al.
(2003) dan Vercammen et al. (2000) telah
menggunakan teknik imunisasi secara i.m dengan
vaksin DNA memiliki beberapa permasalahan yang
perlu dikritisi. Vaksin DNA secara struktural akan
mengandung motif CpG (unmethylated cytosine-
phosphate-guanosine) disamping gen sisipan dari
protein target. Pada vaksinasi i.m maka vaksin DNA
akan mengalami dua kemungkinan, pertama akan
berada dalam cairan ekstraseluler dan difagositosis oleh
sel fagositik. Kemungkinan kedua, mayoritas akan
tertransfeksi ke dalam lisosom sel otot (myosit)
maupun keratinosit (Neumann dan Meier 2010).

Pada kemungkinan pertama, apabila vaksin
pVR1020-GRAI berada di cairan ekstraseluler, maka
pertanyaannya adalah, apakah ekspresi protein dapat
terjadi. Kalaupun hal ini dapat terekspresi, maka baik
pVR1020-GRA1 maupun protein GRA1l akan
difagositosis. Proses fagositosis akan mengakibatkan
terbentuknya vakuola fagolisosom yang di dalamnya
terdapat pVR1020-GRA1 maupun protein GRAL.
Kondisi tersebut menyebabkan reseptor TLRY (To/!
Like Receptor 9) akan dapat teraktifkan oleh motif CpG
vektor, sedangkan protein GRA1 akan didegradasi
karena dalam vakuola fagolisosom terdapat enzim
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protease yang akan melakukan degradasi protein.
Degradasi protein GRA1 dalam vakuola fagolisosom
akan mengakibatkan teraktifkannya molekul MHC II
(major histocompatibility complex II) yang responnya
akan menginduksi aktifnya sel Th/CD4" yang
selanjutnya akan menginduksi sel B dan bukan sel
Tc/CD8'. Dengan demikian pada jalur inisisasi melalui
molekul MHC II akan mengarah pada respon humoral
oleh antibodi dengan regulasi sel Th,/CD4" ataupun sel
Thy/CD4" sebagaimana hasil penelitian Déskaya et al.
(2007). Hasil penelitian ini lebih dekat dengan fakta
infeksi alami sebagaimana dilaporkan oleh Nguyen et
al. (1998) dan Nguyen et al. (2003). Perbedaannya
adalah bahwa pada penelitian Doskaya et al. (2007),
variabel yang diamati adalah IgG,, dan IgG, sebaliknya
pada Nguyen et al. (1998) dan Nguyen et al. (2003)
diketahui bahwa yang dominan adalah 1gG,, dan 1gGy,
sedangkan IgG; berada pada urutan terakhir.

Bukti lain bahwa vaksin DNA GRAI1 dapat
menginduksi respon imun juga dilaporkan Vercammen
et al. (2000) yang menunjukkan terbentuknya respon
imun humoral. Secara umum pada penelitian tersebut
dilaporkan bahwa antibodi yang dominan adalah IgG,,
yang diketahui sebagai antibodi yang terbentuk dalam
pengaruh sitokin proinflamatorik dibandingkan dengan
IgG,. Hal yang menarik adalah setelah tiga kali
imunisasi dengan pVR1020-GRA1 ternyata jumlah
hewan yang menunjukkan seropositif terhadap GRA1
mengalami penurunan (Vercammen et al. 2000). Hal

demikian memiliki beberapa makna, salah satu
kemungkinannya adalah mulai terjadinya
imunotoleransi. Kemungkinan ini selaras dengan

pembahasan sebelumnya karena BM GRA1 yang
rendah (berkisar antara 1-69 kD) yang berpeluang
sebagai molekul yang tidak antigenik atau antigensitas
lemah  atau  imunogenisitas  sedang  dengan
kemungkinan mengalami imunotoleransi.

Motif CpG akan dikenali oleh reseptor TLR9 yang
merupakan reseptor pada komponen seluler pada sel B
maupun sel penyaji antigen (Anders et al. 2004; van
Duin et al. 2006). Sel-sel tersebut merupakan komponen
respon imun non-spesifik, yang konsekuensinya adalah
semua material yang mengandung motif CpG akan
menginduksi reseptor TLR9 tanpa memperhatikan
struktur molekul secara spesifik. van Duin et al. (2006)
serta Reed et al. (2009) menyatakan bahwa reseptor
TLRY terdapat dalam fagolisosom, adapun menurut
Akira (2003) dan Anders et al. (2004) TLRO terdapat di
permukaan sel.

Khan (2007) melaporkan, berdasarkan percobaan
in vitro terdapat indikasi bahwa TLRY terkait dengan
inisiasi respon imun seluler terhadap 7. gondii. Namun
demikian, molekul TLR lain juga teraktifkan dan
menampakkan respon imun dengan derajat yang
berbeda tanpa diketahui pencetusnya dengan rinci
(Khan 2007). Konsekuensi dari teraktivasinya reseptor

TLRY adalah terinduksinya respon imun seluler (baik
spesifik maupun non-spesifik) dengan polarisasi
dominan pada sel Th; (proinflamatorik). Hal demikian
juga telah diindikasikan oleh Anders et al. (2004) dan
Khan (2007) bahwa TLR9 terdapat pada sel penyaji
antigen (sel dendritik dan makrofag) dan sel B yang
selanjutnya dapat menstimulasi aktivitas sel B dan sel
Th,/CD4".

Kemungkinan kedua dari vaksinasi DNA secara
intramuskular yang dilakukan Scorza et al. (2003) dan
Vercammen et al. (2000) adalah tertransfeksi ke dalam
sitoplasma myosit dan keratinosit sebagaimana
dijelaskan Neumann dan Meier (2010). Apabila hasil
transfeksi berada dalam sitoplasma dan terekspresi
menjadi protein akan disekresikan keluar dari myosit
maupun keratinosit (Neumann dan Meier 2010).
Konsekuensinya, protein GRA1 akan dikeluarkan dari
sel dan difagositosis oleh sel fagositik atau sel penyaji
antigen schingga dapat dipresentasikan melalui
molekul MHC II. Hasil aktivasi sistem imun melalui
jalur MHC II adalah munculnya respon imun humoral.

Sebaliknya, jika protein GRAIL terekspresi di
dalam sitoplasma tidak disekresikan keluar, maka
protein tersebut akan didegradasi dan dipresentasikan
oleh molekul MHC 1. Aktivasi sistem imun melalui
molekul MHC I akan menyebabkan teraktifkannya
respon imun seluler khususnya sel Tc/CDS'. Artinya,
walaupun hanya diimunisasi dengan vektor pVR1020
saja, maka respon imun seluler (sel Tc/CDS8") tetap
akan teraktifkan walaupun mungkin akan rendah. Hal
ini telah terbukti dari data yang dilaporkan oleh Scorza
et al. (2003) tetapi justru hal demikian terluput dan
tidak dibahas oleh mereka. Rendahnya respon sel
Tc/CD8" pada induksi dengan vektor pVR1020
dibandingkan dengan pVR1020-GRA1 adalah karena
pada vektor yang mengekspresikan protein GRAI
terdapat dua antigen yaitu vektornya sendiri yang
mengandung motif CpG dan protein GRA1l yang
antigenik. Respon yang lebih tinggi pada pVR1020-
GRA1 kemungkinan terkait dengan pembangkitan
respon imun spesifik dan non-spesifik sekaligus yang
keduanya akan bersinergi menghasilkan sitokin yang
akan saling berpotensiasi dalam meregulasi respon
imun. Hal ini selayaknya mendapat perhatian sehingga
akan dapat didiskriminasi dengan baik masing-masing
pengaruhnya secara tunggal.

Berdasarkan analisis kritis terhadap berbagai
laporan ilmiah di atas, maka molekul TLRs (khususnya
TLR9) dan molekul MHC memiliki fungsi dan
konsekuensi yang berbeda dalam respon imun seluler.
Variabel respon imun seluler berupa sel Tc/CDS"
kemungkinan merupakan respon integral yang
melibatkan jalur inisiasi dari MHC I dan TLR sehingga
penetapan kemampuan induksi protein GRA1 terhadap
sel Tc/CDS" belum dapat ditetapkan secara pasti.
Dengan demikian, secara umum dapat dipahami bahwa
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apabila pada cairan ekstraseluler maupun intraseluler,
pVR1020-GRA1 dapat terckspresi maka baik
pVR1020-GRA1 maupun protein GRAIl akan
difagositosis sehingga sulit dibedakan apakah respon
imun yang muncul tersebut akibat induksi/stimulasi
oleh protein GRA1 ataukah oleh motif CpG dari
pVR1020-GRAI atau bahkan keduanya, sehingga tidak
dapat ditetapkan dengan pasti imunogenisitas GRA1.

Fakta berikutnya terkait dengan imunogenisitas
protein GRA1 datang dari hasil penelitian Doskaya et
al. (2007), yang memperlihatkan bahwa vaksinasi
dengan pCMV-coGRA1 menginduksi IgG lebih
kuat dibandingkan dengan rGRAIl-provak sehingga
disimpulkan bahwa GRA1 adalah imunogenik. Namun
demikian, data yang ditampilkan (Gambar 1) justru
membuktikan sebaliknya. Pada gambar tersebut
diketahui bahwa vaksinasi dengan rGRA1 tanpa ajuvan
justru menghasilkan titer IgG yang sangat rendah
dibandingkan dengan vaksinasi dengan pCMV/co-
GRA1 maupun rGRA1-provak (Doskaya et al. 2007).
Fakta tersebut dengan sangat jelas membuktikan
lemahnya imunogenisitas protein GRA1 yang diwakili
oleh rtGRA1 dan hal demikian bersesuaian dengan
kaidah imunologis sebagaimana dinyatakan oleh
Tizzard (2013) bahwa molekul dengan BM di bawah
60 kD (1-60 kD) memiliki imunogenisitas lemah dan
memiliki potensi untuk ditoleransi. Disisi lain,
Vercammen et al. (2000) melaporkan bahwa setelah
tiga kali vaksinasi dengan pVR1020-GRA1, ternyata
jumlah hewan yang menunjukkan seropositif terhadap
GRA1 mengalami penurunan sehingga dicurigai telah
mulai terjadi imunotoleransi.

Doskaya et al. (2007) juga melaporkan bahwa
indeks stimulasi limfosit secara in vitro pada vaksinasi
mencit dengan rGRAI1 ternyata lebih rendah
dibandingkan dengan vaksinasi menggunakan rGRAI-
provak dan pCMV-coGRAl. Demikian pula halnya
dengan sekresi IFNy dan IL4, mencit yang divaksinasi
dengan rGRA1 menunjukkan kadar sekresi yang sangat
rendah dibandingkan dengan vaksinasi menggunakan
rGRA1-provak dan pCMV-coGRA1 (Ddskaya et al.
2007). Secara keseluruhan, informasi tersebut
memberikan bukti bahwa protein GRA1l kurang
imunogenik terhadap respon imun seluler ditinjau dari
kemampuan splenosit berproliferasi maupun dari
rendahnya sekresi IFNy yang dihasilkan oleh sel
Th/CD4" dan sel Tc/CDS".

Secara keseluruhan, sumber pembuktian/fakta
empiris yang tersedia saat ini memiliki kelemahan
metodologis yang tidak dapat memberikan bukti
langsung (direct evidence) yang akurat dan mampu
menetapkan kuatnya imunogenisitas protein GRAI.
Dukungan bukti/fakta ilmiah secara empiris tersebut
harus memenuhi dua aspek, pertama membuktikan
secara langsung kemampuan protein GRA1 secara
tunggal dalam menginduksi sistem imun. Aspek kedua,
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harus dapat menjelaskan bagaimana secara alami
protein GRA1 pada proses infeksi 7. gondii
menginduksi sistem imun. Jika kedua aspek tersebut
dapat dibuktikan dan dijelaskan secara ilmiah dengan
data yang akurat maka ketetapan antigenisitas dan
imunogenisitas protein GRA1 menjadi lebih kuat dan
kokoh.

Adapun bukti lebih baik yang ada saat ini adalah
fakta awal dari aspek pertama yang dilaporkan
Doskaya et al. (2007) namun hasilnya justru
mengindikasikan lemahnya imunogenisitas GRAIL.
Walaupun demikian metodologi yang digunakan oleh
Doskaya et al. (2007) juga masih terdapat kelemahan.
Adapun penelitian lain yang menggunakan vaksin
DNA untuk GRA1 maupun protein GRA lainnya juga
penggunaan rekombinan GRAI1 dengan ajuvan
(misalnya provak atau alum) justru menunjukkan
bahwa protein GRA1 kurang imunogenik. Adanya
respon imun terhadap protein GRA1 cenderung karena
adanya DNA bakteria atau virus sebagai vektor (motif
CPG) yang bertindak sebagai ajuvan sebagaimana
provak. Ajuvan tersebut mengangkat imunogenisitas
protein GRA1 yang lemah.

KESIMPULAN

Protein GRA1l memiliki kecenderungan kuat
sebagai antigen ditinjau dari sudut pandang imunologis
maupun analisis bioinformatik. Namun demikian
kekuatan imunogenisitas protein GRA1 menjadi
perdebatan secara ilmiah. Berdasarkan analisis
bioinformatik, protein GRA1 merupakan molekul
dengan imunogenisitas lemah. Kemampuan protein
GRA1 dalam menginduksi respon imun humoral
(dengan  terbentuknya  antibodi  spesifik) dan
menginduksi respon imun seluler (sel Tc/CD8" maupun
sel Th/CD4") cenderung disebabkan oleh ajuvan baik
berupa motif CpG dari DNA vektor maupun ajuvan
lain.
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