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ABSTRAK

Kemampuan lektin untuk mengikat karbohidrat secara spesifik dan reversible dapat dikembangkan
dalam berbagai aplikasi, misalnya sebagai reagen histokimia. Penelitian ini bertujuan untuk
mempelajari spesifisitas pengikatan lektin makroalga Sargassum polycystum dan Turbinaria ornata
pada berbagai jenis karbohidrat, stabilitas aktivitas hemaglutinasi lektin pada berbagai rentang suhu
dan pH, serta pengaruh kation divalen pada aktivitasnya. Uji penghambatan hemaglutinasi secara
kualitatif dan kuantitatif dilakukan untuk mempelajari spesifisitas pengikatan lektin terhadap 20 jenis
gula dan glikoprotein. Untuk melihat stabilitas aktivitasnya, lektin S. polycystum dan T. ornata diberi
perlakuan pemanasan pada rentang suhu 30-100 °C, perlakuan pH 3-10 dan perlakuan kation divalen
MgCl, dan CaCl, kemudian diuji aktivtitas hemagglutinasinya. Ekstrak kaya lektin S. polycystum dan T.
ornata mampu mengenali dan mengikat 8 glikoprotein secara kualititatif, yaitu fetuin (Fe), asialo Fe
(aFe), thyroglobulin from bovine (BTG), asialo BTG, thyroglobulin from porcine (PTG), asialo PTG
(aPTG), asialo mucin from bovine submaxillary glands (aBSM), dan asialo transferrin (aTf), namun
tidak mempunyai afinitas terhadap gula sederhana. Lektin S. polycystum memiliki spesifisitas
pengikatan terbaik terhadap aFe dan transferrin (Minimum Inhibitory Concentration/MIC 250 pg/ml),
sementara Lektin T. ornata memiliki spesifisitas pengikatan terbaik terhadap aPTG (MIC 31.25 pg/
ml), PTG (MIC 125 pg/ml), dan BTG (MIC 250 pg/ml). Aktivitas hemaglutinasi lektin S. polycystum stabil
pada suhu 30-80 °C dan suasana netral hingga basa (pH 7-10), namun kurang stabil pada suasana
asam (pH 3-6). Aktivitas lektin T. ornata relatif tidak stabil pada suhu 40-100 °C, sedikit menurun pada pH
sangat asam, namun stabil pada rentang pH 5-10. Keberadaan kation divalent Ca* dan Mg?* sedikit
menurunkan aktivitas lektin S. polycystum dan T. ornata.
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ABSTRACT

The ability of lectins to specifically and reversibly bind carbohydrates is an important characteristics
for its various applications. This research aims to study the binding specificity of Sargassum polycystum
and Turbinaria ornata lectin rich extracts to various types of carbohydrates, the stability of both lectins
hemagglutination activities at various temperatures and pH, and the effects of divalent cations on the
lectin activities. The lectin binding specificity was studied through qualitative and quantitative
hemagglutination inhibition studies. To study their activity stability, both lectins were treated at 30 to
100 °C, treated with various pH buffers (pH 3-10), treated with MgCl, and CacCl, followed with
hemagglutination assay. Both lectins bound 8 glycoproteins tested, i.e. fetuin (Fe), asialo Fe (aFe),
thyroglobulin from bovine (BTG), asialo BTG, thyroglobulin from porcine (PTG), asialo PTG (aPTG),
asialo mucin from bovine submaxillary glands (aBSM), and asialo transferrin (aTf) but did not have
any affinity to the simple sugars. The S. polycystum lectin bound to aFe and transferrin (MIC 250 pg/
ml). Meanwhile, the T. Ornata lectin specifically bound to aPTG (MIC 31.25 pg/ml), PTG (MIC 125 pg/
ml), and BTG (MIC 250 pg/ml). The hemagglutination activity of S. polycystum lectin was stable at 30-
80 °C and in neutral to alkaline conditions (pH 7-10), but less stable in acidic conditions (pH 3-6). The
T. ornata lectin activity was relatively unstable at 40-100 °C, slightly decreased at a very acidic pH, but
was stable in a pH range of 5-10. The presence of Ca? and Mg?* divalent cations slightly decreased the
lectins activities.
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PENDAHULUAN

Lektin atau hemagglutinin merupakan protein yang
dapat mengikat karbohidrat secara spesifik dan
reversible. Lektin mampu mengenali dan berinteraksi
dengan karbohidrat bebas ataupun glikokonjugat
(glikoprotein, glikolipid) tanpa mengubah struktur
karbohidrat tersebut (Singh & Walia, 2018).
Kemampuan lektin untuk mengenali dan mengikat
karbohidrat secara spesifik dan reversible
memungkinkan lektin untuk dikembangkan sebagai
reagen biokimia di bidang imunologi dan glikobiologi
(Holanda et al., 2012). Sebagai contoh, lektin dapat
digunakan untuk mendeteksi metastasis sel kanker
(Wolters-Eisfeld & Schumacher, 2017), mendeteksi
sel yang mengalami apoptosis (Seco-Rovira, Beltran-
Frutos, Hernandez-Martinez, Ferrer, & Pastor, 2017)
atau untuk pengenalan patogen (Brooks, 2017). Selain
potensi pemanfaatannya di bidang imunologi dan
glikobiologi, lektin yang diisolasi dari berbagai sumber
juga dilaporkan sebagai antibakteri (Marques et al.,
2018; Vasconcelos et al., 2014), antikapang (Amano,
Katayama, Saito, Ando, & Nagata, 2012; Chikalovets
et al., 2015), anti HIV (Alexandre et al., 2011;
Zi6%kowska & Wlodawer, 2006), antitumor (Hamid,
Masood, Wani, & Rafig, 2013; Singh & Walia, 2018)
maupun antiinsekta (Hamid et al., 2013; Lam & Ng,
2011).

Secara alami, lektin banyak ditemukan pada
hampir semua makhluk hidup termasuk tumbuhan,
jamur, bakteri, virus, dan hewan (vertebrata dan
avertebrata). Namun demikian, secara umum lektin
dari makroalga mempunyai beberapa karakteristik unik
dibandingkan dari sumber lain, yaitu berukuran kecil,
mempunyai spesifisitas pengikatan terhadap
glikoprotein dan tidak memerlukan kation divalen untuk
aktifitasnya (Rogers & Hori, 1993; Singh, Thakur, &
Bansal, 2015).

Kandungan lektin pada makroalga pertama kali
dilaporkan oleh Boyd, Var, dan Boyd (1966). Sejak
saat itu, lektin makroalga cukup banyak dieksplorasi
dan dilaporkan. Namun demikian, informasi mengenai
potensi pemanfaatan lektin dari makroalga tropis
Indonesia bahkan Asia Tenggara masih sangat
terbatas. Dalam 10 tahun terakhir hanya terdapat
beberapa publikasi yang melaporkan mengenai hal
tersebut, di antaranya Hung et al. (2012) yang
melaporkan hasil penapisan lektin dari 42 spesies
makroalga asal Vietham; Fajarningsih et al. (2015)
yang melaporkan penapisan 17 spesies makroalga
asal Binuangeun, Banten; serta Anam, Praseptiangga,
Fajarningsih, dan Intaqta (2016) melaporkan penapisan
lektin dari 13 spesies makroalga coklat asal Gunung
Kidul, Yogyakarta. Hingga saat ini laporan mengenai
purifikasi dan karakterisasi lektin dari makroalga masih
sangat terbatas dibandingkan lektin dari tanaman
tingkat tinggi (Hung et al., 2012).
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Hasil penelitian bioprospeksi lektin makroalga yang
dilaporkan sebelumnya (Anam et al., 2016)
menunjukkan bahwa ekstrak lektin makroalga S.
polycystum dan T. ornata mampu mengaglutinasi
eritrosit kelinci dan eritrosit manusia golongan A, B
dan O. Hal tersebut mengindikasikan kemampuan
lektin dari kedua makroalga dalam mengikat gula atau
glikoprotein pada membran eritrosit yang diujikan
hingga menghasilkan aktivitas hemaglutinasi.
Kemampuan lektin untuk mengenali dan mengikat
karbohidrat secara spesifik dan reversible menjadi
informasi penting terkait potensi pemanfaatan lektin
dalam berbagai bidang. Oleh karena itu, melanjutkan
penelitian sebelumnya, penelitian ini bertujuan untuk
mempelajari karakteristik biokimia lektin makroalga
S. polycystum dan T. ornata yang meliputi spesifisitas
pengikatan lektin pada berbagai jenis karbohidrat
(gula dan glikokoprotein), stabilitas aktivitas
hemaglutinasi lektin pada rentang suhu dan pH, serta
pengaruh kation divalent pada aktivitasnya.

BAHAN DAN METODE

Bahan

Sampel makroalga cokelat S. polycystum dan T.
ornata yang tumbuh di zona pasang surut Pantai
Wediombo, Gunung Kidul, Yogyakarta (S8°11'4"
E110°42'28") dikoleksi pada April 2015. Sampel
makroalga dicuci dan dibersihkan dari pengotor
dengan menggunakan air tawar. Untuk memudahkan
pada tahap ekstraksi, masing-masing sampel
ditimbang per 100 gram kemudian disimpan dalam
cool box untuk menjaga kesegaran sampel. Setiap
spesimen makroalga diambil dan didokumentasikan
untuk keperluan identifikasi. Sampel makroalga
disimpan dalam cold storage (suhu -20 °C) hingga
diekstraksi. Foto dan spesimen makroalga dikirimkan
ke Pusat Penelitian Oseanografi Lembaga Iimu
Pengetahuan Indonesia (LIPI) untuk diidentifikasi
jenisnya.

Metode

Ekstraksi lektin makroalga

Ekstraksi dilakukan menurut metode Fajarningsih
etal. (2015). Ekstraksi pada setiap sampel makroalga
dilakukan masing-masing 3 kali ulangan. Sebanyak
100 gram talus dari setiap jenis makroalga, dipotong-
potong menjadi ukuran kecil, kemudian digerus dalam
nitrogen cair hingga menjadi bubuk. Bubuk makroalga
diekstraksi dengan menggunakan buffer fosfat 20 mM
pH 7,0 yang mengandung 0,85% NaCl (Phospat Buffer
Saline/PBS) dengan perbandingan 1:2 kemudian
dihomogenasi dengan stirrer pada suhu 4°C selama
8 jam. Selanjutnya homogenat makroalga
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disentrifugasi pada 15,302 g (Beckman Coulter, rotor
JA-14) selama 30 menit pada suhu 4 °C. Supernatan
dipresipitasi dengan ammonium sulfat (kejenuhan
75%) selama semalam pada suhu 4 °C, kemudian
disentrifugasi pada 15,302 g selama 30 menit pada
suhu 4 °C. Presipitat yang diperoleh dilarutkan dengan
penambahan PBS dengan volume sesedikit mungkin
untuk kemudian didialisis (SnakeSkin dialysis tubing
10K MWCO) menggunakan PBS selama 10 jam,
dengan penggantian PBS setiap 2 jam. Setelah
didialisis, fraksi bagian dalam (inner fraction)
disentrifugasi pada 15,302 g selama 30 menit pada
suhu 4 °C. Supernatan yang diperoleh, disebut sebagai
ekstrak kaya lektin, kemudian disimpan pada suhu
-20°C.

Uji kadar protein terlarut

Kadar protein terlarut diukur dengan menggunakan
Bicinchoninic Acid Assay (BCA) protein assay kit
(Pierce-Thermo Scientific) sesuai petunjuk
penggunaan kit reagen.

Uji aktivitas hemaglutinasi

Uji aktivitas hemaglutinasi dilakukan menurut
metode Praseptiangga, Hirayama, dan Hori (2012).
Uji tersebut dilakukan pada mikroplat 96 sumuran
dengan dasar V menggunakan larutan eritrosit kelinci
(2%) yang telah diberi perlakuan tripsin/trypsinized
red blood cell (TRBC). Sebanyak 25 pL ekstrak kaya
lektin diencerkan secara serial menggunakan larutan
garam (0,85% NacCl). Pada tiap sumuran kemudian
ditambahkan 25 pL TRBC. Selanjutnya, mikroplat
digoyang perlahan kemudian diinkubasi selama 1 jam
pada suhu ruang (25-28 °C). Aktivitas hemaglutinasi
ditandai positif apabila lebih dari 50% eritrosit
teraglutinasi. Hasil negatif ditandai dengan
terbentuknya dot eritrosit (eritrosit mengendap) di
dasar sumuran mikroplat. Uji aktivitas hemaglutinasi
dikerjakan tiga kali ulangan dan hasilnya dinyatakan
sebagai titer, yaitu kebalikan dari angka pengenceran
tertinggi yang memberikan hasil hemaglutinasi positif.

Uji penghambatan hemaglutinasi/uji
spesifisitas pengikatan karbohidrat

Untuk mengetahui spesifitas lektin dalam mengikat
berbagai jenis gula dan glikoprotein dilakukan uji
penghambatan hemaglutinasi menurut metode
Praseptiangga et.al. (2012). Uji ini dilakukan dalam 2
tahap, yaitu uji kualitatif dan uji kuantitatif, masing-
masing dengan 3 kali ulangan. Uji kualitatif dilakukan
untuk mengetahui jenis gula dan glikoprotein yang
positif berikatan dengan lektin. Jenis gula dan
glikoprotein yang positif berikatan dengan lektin S.
polycystum dan T. ornata akan dilanjutkan dengan uji
kuantitatif untuk mendapatkan data konsentrasi

minimum untuk menghambat aktivitas hemaglutinasi
(minimum inhibitory concentration/ MIC). Sembilan (9)
jenis gula (monosakarida D-galactose, D-glucose, D-
mannose, D-xylose, L-fucose, L-rhamnose, N-acetyl-
D-galactosamine, N-acetyl-D-glucosamine dan
disakarida Lactose), 6 jenis glikoprotein (fetuin from
fetal bovine serum (Fe), mucin from bovine
submaxillary gland (BSM), thyroglobulin from bovine
thyroid gland (BTG), thyroglobulin from porcine thyroid
gland (PTG), transferin human (Tf), dan yeast mannan,
serta bentuk asialo dari 5 jenis glikoprotein ( asialo
BSM (aBSM), asialo BTG (aBTG), asialo Fe (aFe),
asialo PTG (aPTG), dan asialo Tf (aTf)) digunakan
untuk uji penghambatan hemaglutinasi. Seluruh
reagen gula dan glikoprotein yang digunakan pada
penelitian ini berasal dari Sigma-Aldrich.

Pengujian penghambatan hemaglutinasi secara
kualitatif dilakukan dengan memasukkan 25 pl larutan
gula (100 mM) atau glikoprotein (2 mg/mL) ke dalam
sumuran mikroplat dengan dasar V. Selanjutnya, 25
pl ekstrak kaya lektin (yang sudah diencerkan ke titer
4) ditambahkan ke dalam tiap sumuran tersebut.
Mikroplat kemudian digoyang perlahan agar tercampur
dan diinkubasi pada suhu ruang (25-28 °C) selama 1
jam. Setelah 1 jam inkubasi, 25 pl TRBC kelinci
ditambahkan ke dalam sumuran tersebut. Selanjutnya
mikroplat digoyang perlahan, diinkubasi selama 1 jam
pada suhu ruang, dan diamati secara makroskopis.

Pengujian penghambatan hemaglutinasi secara
kuantitatif dilakukan dengan menyiapkan serial dua
kali pengenceran (25 L) dari setiap jenis gula maupun
glikoprotein pada sumuran mikroplat. Larutan gula
disiapkan dengan konsentrasi tertinggi 100 mM,
sedangkan glikoprotein disiapkan dengan konsentrasi
tertinggi 2 mg/mL dalam PBS. Pada setiap sumuran
ditambahkan 25 pL ekstrak kaya lektin dengan titer
hemaglutinasi 4. Mikroplat kemudian digoyang dan
diinkubasi selama 1 jam pada suhu ruang (25-28 °C).
Selanjutnya, 25 pL TRBC ditambahkan ke dalam tiap
sumuran, mikroplat kembali digoyang perlahan dan
diinkubasi kembali selama 1 jam. Penghambatan
aktivitas hemaglutinasi lektin oleh gula ataupun
glikoprotein diamati secara makroskopis. Aktivitas
penghambatan dinyatakan sebagai minimum
inhibitory concentration (MIC, mM untuk gula dan pg/
mL untuk glikoprotein), yaitu konsentrasi terkecil dari
larutan gula atau glikoprotein yang dapat menghambat
hemaglutinasi.

Pengaruh pH, suhu dan kation divalen
terhadap aktivitas hemaglutinasi

Pengaruh pH

Sebanyak 500 pl sampel ekstrak kaya lektin
didialisis (SnakeSkin dialysis tubing 10K MWCO)
dengan 100 ml 50 mM larutan buffer berbagai pH (3

93



JPB Kelautan dan Perikanan Vol. 13 No. 2 Tahun 2018

hingga 10) selama semalam pada suhu 4 °C. Sampel
tersebut kemudian didialisis dengan PBS selama 10
jam sebelum diuji aktivitas hemaglutinasinya.
Pengujian aktivitas hemaglutinasi dilakukan dengan
menyertakan kontrol sampel tanpa perlakuan pH dan
kontrol negatif, masing-masing dikerjakan 3 kali
ulangan. Buffer yang digunakan adalah: Glisin-HCI 2
M pH 3.0, Asetat 2 M pH 4.0 dan 5.0, Fosfat 2 M pH
6.0 dan 7.0, Tris-HCI 2 M pH 8.0 dan Karbonat 2 M
pH 9.0 dan 10.0.

Pengaruh Suhu

Untuk mengetahui efek suhu terhadap aktivitas
hemaglutinasi, 500 pl sampel ekstrak kaya lektin
dimasukkan ke dalam tabung mikro, kemudian
diinkubasi dalam thermo block selama 30 menit pada
rentang suhu 30 °C hingga 100 °C. Setelah inkubasi
selesai, sampel kemudian didinginkan langsung
dengan es, dilanjutkan dengan diuji aktivitas
hemaglutinasinya. Pengujian aktivitas hemaglutinasi
dilakukan dengan menyertakan kontrol sampel tanpa
perlakuan suhu dan kontrol negatif, masing-masing
dikerjakan 3 kali ulangan.

Pengaruh kation divalen

Untuk mengetahui pengaruh kation divalent pada
aktivitas hemaglutinasi lektin, 500 pl sampel ekstrak
kaya lektin didialisis (SnakeSkin dialysis tubing 10K
MWCO) selama sepuluh jam pada suhu 4 °C dengan
50 mM EDTA dalam PBS. Selanjutnya sampel diuji
aktivitas hemaglutinasinya dengan tiga perlakuan yaitu
tanpa penambahan larutan kation divalen, dengan
penambahan 25 pl 20 mM CacCl,, dan dengan
penambahan 25 pl 20 mM MgCL,. Setelah diinkubasi
pada suhu ruang selama 1 jam, aktivitas
hemaglutinasinya diamati. Pengujian aktivitas
hemaglutinasi dilakukan dengan menyertakan kontrol
sampel tanpa perlakuan kation divalen dan kontrol
negatif, masing-masing dikerjakan 3 kali ulangan.

HASIL DAN BAHASAN

Identifikasi spesies makroalga Sargassum
polycystum dan Turbinaria ornata yang kami gunakan
pada penelitian ini dilakukan oleh Pusat Penelitian
Oceanografi LIPI. Berdasarkan penelitian sebelumnya
(Fajarningsih et al., 2015), penggunaan PBS dan TBS
tidak berpengaruh pada rendemen kadar protein yang
dihasilkan. Oleh karena itu, pada penelitian ini hanya
digunakan satu jenis buffer, PBS, untuk mengekstraksi
kandungan lektin kedua makroalga tersebut.
Ekstraksi tersebut menghasilkan rendemen protein
sebesar 0,0019% untuk S. polycystum dan 0,0065%
untuk T. ornata. Walaupun ekstrak kaya lektin T.
ornata mempunyai kadar protein yang lebih tinggi
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dibandingkan S. polycystum namun tidak berkorelasi
positif dengan aktivitas hemagglutinasinya. Hal
tersebut diduga berkaitan dengan kadar lektin pada
ekstrak S. polycystum yang lebih tinggi dibandingkan
pada ekstrak T. ornata.

Telah dilaporkan sebelumnya (Anam et al., 2016)
bahwa ekstrak kaya lektin S. polycystum dan T. ornata
memiliki aktivitas hemaglutinasi terhadap eritrosit
kelinci dengan titer 256 (28) dan 27. Lektin S.
polycystum dan T. ornata juga memiliki aktivitas
hemaglutinasi terhadap eritrosit manusia golongan A,
B dan O berturut-turut dengan titer 2°, 27, 21° (S.
polycystum) dan 2%, 27, 21° (T. ornata). Hasil penelitian
tersebut mengindikasikan bahwa lektin makroalga S.
polycystum dan T. ornata mampu mengikat berbagai
jenis karbohidrat yang terdapat pada membran sel
eritrosit sehingga menarik untuk diteliti lebih lanjut
karakteristik biokimianya.

Pada penelitian ini telah dilakukan karakterisasi
spesifisitas pengikatan ekstrak kaya lektin S.
polycystum dan T. ornata terhadap berbagai jenis
karbohidrat. Kemampuan lektin dalam mengikat
karbohidrat secara spesifik, dapat dipelajari dengan
pendekatan uji penghambatan hemaglutinasi. Pada
uji ini, lektin direaksikan dengan gula atau glikoprotein
tertentu. Jika lektin mempunyai sisi pengikatan
(binding site) untuk jenis gula atau glikoprotein yang
diujikan, maka akan terjadi ikatan antara keduanya
sehingga ketika eritrosit (TRBC) kelinci ditambahkan
pada langkah uji berikutnya, hemaglutinasi tidak akan
terjadi (terjadi penghambatan hemaglutinasi). Ekstrak
kaya lektin S. polycystum dan T. ornata telah diuji
kemampuannya dalam mengikat 9 jenis gula, 6 jenis
glikoprotein serta 5 bentuk asialo glikoprotein secara
kualitatif (Gambar 1) dan kuantitatif (Tabel 1).

Berdasarkan hasil uji penghambatan
hemaglutinasi secara kualitatif terhadap 20 jenis gula
dan glikoprotein, ekstrak kaya lektin S. polycystum
dan T. ornata tidak mempunyai afinitas terhadap
berbagai gula sederhana (mono dan di-sakarida) yang
diujikan. Hal ini selaras dengan yang dilaporkan oleh
beberapa grup peneliti (Hung, Hirayama, Ly, & Hori,
2015; Mu, Hirayama, Sato, Morimoto, & Hori, 2017,
Singh & Walia, 2018), dimana lektin makroalga secara
umum tidak memiliki afinitas terhadap gula sederhana
namun lebih mempunyai afinitas terhadap
glikokonjugat seperti glikoprotein. Kedua lektin S.
polycystum dan T. ornata mempunyai kemampuan
mengikat 3 jenis glikoprotein yaitu fetuin from fetal
bovine serum (Fe), thyroglobulin from bovine thyroid
(BTG), dan thyroglobulin from porcine thyroid gland
(PTG) serta 5 jenis glikoprotein dalam bentuk
asialonya yaitu asialo Fe (aFe), asialo BTG (aBTG),
asialo PTG (aPTG), asialo mucin from bovine



Keterangan/Annotation:

1 : Fetuin/Fetuin from fetal bovine serum (Fe) 11 : Thyroglobulin from porcine thyroid gland (PTG)

2 : Laktosa/Lactose 12 : Yeast mannan

3 : D-galaktosa/D-galactose 13 : N asetil-d-galaktosamin/N-acetyl-D-galactosamine
4 : Transferin/Transferin human (Tf) 14 : D-silosa/D-xylose

5 : L-ramnosa/L-rhamnose 15 : Asialo-Fetuin (aFe)

6 : Mucin from bovine submaxillary gland (BSM) 16 : Asialo-BSM (aBSM)

7 : N-asetil-D-glukosamin/N-acetyl-D-glucosamine 17 : Asialo-PTG (aPTG)

8 : Thyroglobulin from bovine thyroid gland (BTG) 18 : Asialo-Tf (aTf)

9 : D-glukosa/D-glucose 19 : Asialo-BTG (aBTG)

10: L-fukosa/L-fucose 20 : D-mannosa/D-mannose

Gambar 1. Penghambatan aktivitas hemaglutinasi ekstrak kaya lektin S. polycystum (A) dan T. ornata (B)
oleh berbagai jenis gula dan glikoprotein (uji kualitatif)

Figure 1. The inhibitory effects of sugars and glycoproteins on hemagglutination activity of the S. polycystum
(A) and T. ornata (B) lectin (qualitative assay)

Tabel 1. Penghambatan aktivitas hemaglutinasi lektin S. polycystum dan T. ornata oleh berbagai jenis gula
dan glikoprotein

Table 1. Inhibition of hemagglutination activity of S. polycystum and T. ornata lectin by various sugars and
glycoproteins

Konsentrasi Penghambatan Minimum/

ikoprotein - s .
Gula atau Glikoprotein/ Minimum Inhibitory Concentration

Sugars or Glycoprotein

S. polycystum T. ornata
1 Monosakarlda_ dan dlsa_karlda/ _ >100 >100
Monosaccharide and disaccharide (mM)
2 dlikoprotein/Glycoprotein (ug/mL)
N-Glycan
Complex type
Transferin human >2000 >2000
Asialo-Transferin human 250 62.5
High-mannose type
Yeast mannan >2000 >2000
Complex type and high-mannose type
Bovine thyroglobulin (BTG) 500 250
Asialo-BTG 500 1000
Porcine thyroglobulin (PTG) 500 125
Asialo-PTG 500 31.25
O-Glycan
Bovine submaxillary mucin (BSM) >2000 >2000
Asialo-BSM 2000 1000
N/O-Glycan
Fetuin 2000 1000
Asialo-fetuin 250 375
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submaxillary glands (aBSM), dan asialo transferin
human (aTf). Selanjutnya, lektin S. polycystum dan
T. ornata dikarakterisasi lebih lanjut kemampuannya
dalam mengikat kedelapan jenis glikoprotein tersebut
secara kuantitatif.

Berdasarkan uji penghambatan hemaglutinasi
secara kuantitatif, lektin S. polycystum dapat
mengenali fetuin (glikoprotein tipe N/O-glikan) dalam
bentuk native maupun dalam bentuk asialonya. Lektin
S. polycystum mengenali asialo fetuin (MIC 250 pg/
ml) lebih baik dibandingkan bentuk nativenya (MIC
2000 pg/ml). Asialo glikoprotein adalah glikoprotein
yang telah dihilangkan residu asam sialic (sialic acid)
pada bagian terminalnya. Selain lebih spesifik untuk
mengikat aFe, lektin S. polycystum juga lebih spesifik
untuk mengenali dan mengikat asialo transferrin
(glikoprotein tipe kompleks N-glikan) dengan MIC 250
pa/ml, dibandingkan glikoprotein lain (BTG, a-BTG,
PTG, a-PTG dan a-BSM).

Sementara itu, lektin T. ornata memiliki
spesifisitas pengikatan terbaik terhadap PTG
(glikoprotein tipe kompleks high-mannose), baik
dalam bentuk asialo (MIC 31.25 pg/ml) ataupun native
(MIC 125 pg/ml). Selain itu, lektin T. ornata juga
mampu mengenali dan mengikat asialo transferrin
(MIC 62.5 pg/ml) dan BTG (MIC 250 pg/ml) lebih baik
dibanding glikoprotein tipe lain yang diujikan. Seperti
yang dijelaskan oleh Berg, Tymoczko, & Stryer (2002),
pada umumnya lektin mempunyai dua atau lebih sisi
pengikatan (binding site) untuk karbohidrat sehingga
memungkinkannya untuk mengenali dan mengikat
beberapa jenis karbohidrat. Semakin kecil MIC, maka
semakin spesifik kemampuan lektin untuk mengikat
jenis karbohidrat tersebut.

Berbagai jenis enzim, hormon, immunoglobulin,
antigen, reseptor hingga transport protein pada
berbagai organisme terikat secara kovalen dengan
oligosakarida (glikan) membentuk glikoprotein
(Engelking, 2015). Kemampuan lektin untuk mengenali
karbohidrat tertentu secara spesifik dapat dijadikan
sebagai dasar untuk potensi pemanfaatannya.
Misalnya, penggunaan lektin sebagai resin dalam
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pemurnian glikoprotein dengan kromatografi afinitas
(Freeze, 1995; Kaji et al., 2003; Mao, Qin, & Lin, 2007).
Kemampuan lektin untuk mengenali glikan secara
spesifik, juga menjadi dasar untuk pemanfaatannya
sebagai alat diagnostik kanker (Bertolini, Shaked,
Mancuso, & Kerbel, 2006; Drake et al., 2006; Mody,
1995). Lektin T. ornata yang mampu mengenali
thyroglobulin (Tg), dalam bentuk PTG dan BTG,
menarik untuk ditelititi lebih lanjut pemanfaatannya
sebagai alat diagnostik kanker tiroid. Tg merupakan
penanda tumor primer yang digunakan untuk
memonitor pasien kanker tiroid (Spencer, 2011).
Sementara itu, lektin S. polycystum yang mempunyai
spesifisitas pengikatan terhadap fetuin berpotensi
untuk dikembangkan sebagai protein penghantar obat
(drug delivery protein). Fetuin yang diproduksi di liver
dan dialirkan ke seluruh pembuluh darah merupakan
bagian dari kelompok protein pembawa (carrier protein)
yang memediasi transport berbagai substansi dalam
pembuluh darah (Han et al., 2015).

Stabilitas aktivitas hemaglutinasi lektin S.
polycystum dan T. ornata pada berbagai rentang suhu
dan pH (Gambar 2), serta pengaruh kation divalen
(Tabel 2) juga dipelajari. Aktivitas lektin S. polycystum
stabil pada rentang suhu 30-80 °C dan aktivitasnya
baru sedikit menurun pada suhu 90 °C. Aktivitas lektin
S. polycystum stabil pada suasana netral hingga basa,
namun kurang stabil pada suasana asam. Sementara
itu, aktivitas hemaglutinasi lektin T. ornata relatif tidak
stabil pada berbagai rentang suhu yang diujikan,
dimana aktivitasnya menurun pada suhu 40-100 °C.
Walaupun aktivitas hemaglutinasi lektin T. ornata
sedikit menurun pada pH sangat asam (3 dan 4),
namun stabil pada rentang pH 5-10.

Perbedaan karakter stabilitas kedua lektin
makroalga ini kemungkinan berkaitan erat dengan
perbedaan struktur kedua protein tersebut, misalnya
susunan asam aminonya ataupun struktur sekunder
dan tersiernya. Lektin S. polycystum yang aktivitas
hemaglutinasinya baru menurun pada suhu 80 °C
mengindikasikan bahwa struktur lektin tersebut tidak
berubah oleh pemanasan hingga suhu 80 °C,

Tabel 2. Pengaruh kation divalent terhadap aktivitas hemaglutinasi lektin S. polycystum dan T. ornata
Table 2. The effects of divalent cations on the hemagglutination activity of the S. polycystum and T. ornata
lectin
Titer Hemaglutinasi/Hemagglutination titer (2"
Makroalga/ Seb II I kgu I/ ! gglutinat ! @)
ebelum perlakuan
Macroalgae P EDTA MgCl2 CaCl2
Pre-treatment
Sargassum polycystum 24 24 2t 2t
Turbinaria ornata 25 25 2t 2!
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Gambar 2. Pengaruh suhu (A) dan pH (B) terhadap aktivitas hemaglutinasi lektin S. polycystum dan T. ornata

Figure 2.
and T. ornata lectin

sementara lektin T. ornata mulai mengalami
denaturasi pada suhu 40 °C yang ditandai dengan
penurunan aktivitas hemaglutinasinya. Pada penelitian
ini diketahui pula bahwa kedua lektin makroalga
menurun aktivtasnya pada suasana asam, yang
mengindikasikan pH asam mengubah struktur lektin
kedua makroalga yang mengakibatkan menurunnya
aktivitas hemaglutinasi keduanya. Biswas &
Chattopadhyaya (2014) melaporkan bahwa pada pH
7 lektin yang diisolasi dari kunyit mempunyai struktur
dimer namun berubah menjadi monomer pada pH 2.

Seperti halnya protein pada umumnya,
keberadaan berbagai jenis ion metal untuk menjaga
aktivitas biologi lektin telah banyak dilaporkan.
Berbagai studi melaporkan bahwa kation divalen dapat
menjaga konformasi dan menstabilkan residu asam

The effects of temperature (A) and pH (B) on the hemagglutination activity of the S. polycystum

amino pada sisi pengikatan gula lektin (Borrebaeck,
Lonnerdal, & Etzler, 1981; Palharini etal., 2017; Yin,
Wong, & Ng, 2015). Walaupun secara umum, lektin
makroalga dilaporkan tidak memerlukan kation divalen
untuk aktivitasnya (Rogers & Hori, 1993; Singh et al.,
2015), namun pada penelitian ini keberadaan kation
Ca? dan Mg? justru sedikit menurunkan aktivitas lektin
S. polycystum dan T. ornata. Seperti halnya dilaporkan
oleh Hong et al. (2015), keberadaan metal ion tertentu
juga dilaporkan dapat menurunkan aktivitas biologi
lektin, misalnya keberadaan kation divalen Ba?* yang
justru menurunkan aktivitas lektin biji daun bawang
(Chinese leek seeds).

Seperti telah dijelaskan sebelumnya, lektin S.
polycystum dengan spesifisitas pengikatan terhadap
asialo fetuin dan lektin T. ornata dengan spesifisitas
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pengikatan terhadap thyroglobulin berpotensi untuk
dikembangkan pemanfaatannya sebagai protein
penghantar obat (drug delivery protein) dan alat
diagnostik kanker tiroid. Untuk mencapai tujuan
pemanfaatan tersebut, kedua lektin makroalga ini perlu
dimurnikan, diteliti lebih lanjut berkaitan dengan
karakteristiknya dan potensi pemanfaatannya
misalnya untuk kit diagnosis kanker.

KESIMPULAN

Lektin S. polycystum yang memiliki spesifisitas
pengikatan terhadap fetuin berpotensi untuk diteliti
potensinya sebagai protein penghantar obat.
Sementara lektin T. ornata yang memiliki spesifisitas
pengikatan terhadap thyroglobulin (PTG, aPTG, dan
BTG) mempunyai potensi untuk dimanfaatkan sebagai
kit diagnostik kanker tiroid. Aktivitas hemaglutinasi
lektin S. polycystum relatif stabil pada rentang suhu
yang luas dan suasana netral hingga basa, namun
kurang stabil pada suasana asam. Aktivitas lektin T.
ornata mulai menurun pada suhu di atas 40 °C, namun
stabil pada rentang sedikit asam hingga basa. Lektin
S. polycystum dan T. ornata tidak memerlukan kation
divalent untuk aktivitasnya, keberadaan kation divalen
Ca?" dan Mg?*justru menurunkan aktivitasnya. Kedua
lektin makroalga ini perlu dimurnikan, diteliti lebih lanjut
karakteristiknya dan dikembangkan potensi
pemanfaatannya.
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