PENDAHULUAN

Infarmasi leknik pemekatan,
purifikasi {pamurnlan} dan
karakierlsasi protein sangat
dipariukan untik mempsroleh
protein rekombinan dengan
wuglitas, aktivites dan kemumian
vang firggi. Dengan mengetahul
informasi dan sekaligus menguasal
I=knik-leknik dalam memproduks!
proleln rekombinan, diharapkan
dapal menghasikan produk prodein
rakombinan yang memiliki tingkat
kamurnian yang sengal finggi
{=28%) wunhuk keperiuan diagnosiik
dan terapiti yang dapat dikonsams
manusia, Protein yang digunakan
unfuk terapi aiau iujean disgnostik
BECHTE G wive blasanyd haris
malalul proses purifikesi yang
gangal kedal karena epebila ada
sadikil saja molekul pengotor
gapal manyebabkan afek klinis
yang tidak diinginkan.

Protein rekombingn inl dapal

ditsolasl der mikrohe, sl mnaman
dan sei hewen Prolein hasd solasi

DH:H Hmhndrl dan Buglyunn
Balal Besar Rizgel Pengalahan Produk dan .Elrnrahmmm
Helawlan dan Penikanah

inl merupakan peolein, campuran
sahingga perlu dikarakterisasi
Uniuk mEneniuxan bafwe profein
target telah berada dalam
carmpuran lersebul. Kemudan pro-
fein  hasil pemurmian periu
dikaraklarsas uniuk menentukan
babwa protein mumi tersebut
adalah benar prolein yang
diinginkan. Metode karakterisasi
prodein: pada umumnya didssarkan
pada barat molekul, muatan fotal
protein dan reaks! imunckimia
Karaklensas prolein bardasarkan
Berat molekul maupun muatan
pada umumnya menggunakan
afakiroforasis, sedangkan untuk
regks| imunokimia dapat mang-
gunakan anzlisia Wesiem Blor.

Apa lu Protein Rekombinan?

Babelum membahas definis:
protain rakombingn, tardebih dulue
harus dikeiahui dafinisi protein,
Manurut Rachman (2005], protein
adalah kelompok biopolimer yang
merupakan hasld ekspres| infor-

Tabal 1. Protain target yang diproduks| dengan teknik genatik
{Gusdinar; 2005)

InELiin Pangobatan diabetes

Imtarkeyuiin Antikanker

Intarferon Antiviresl, antikanker

Alai-antitripsin Pancegahan life-threating emphysema

Hepatitis B sinface anbipen Vaksin Hapatitis B

Harmaon parfumbuban indukst pertumbuhan

Chymogin Hidrokss kasein dalam produks kaju

Phylasa Palepasan gugus fosfal dan asam fMat
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masi genetik yang terdin alas
rangkaian mongmer alfa-asam
aming yg difubungkan oheh katan
peptida, Strukbur protein terdapat
dalam empat tingkatam, yvailu
siruktur premer, sekunder, tersier
dan kuarfermer. Proteln hanya
barfungsi pada kopdisi alaminya
ibaik dalam bentuk strukiur
iETSET MEUpUN kuartamear)

Manurut Retnoningrum {2005),
profein nekombinan adalah protein
vang diprodiksl oleh =al yang
DMAnya itah dimodifikas] dengan
rekombinasi genetlk (rekavasa
genelika). Prolain rakombinan
dihasiikan uniuk Ijuan medis (in-
sulln, Interferon dan lain-ain) atau
untuk Industr [enzim). Prof=in
rekambinan yang isah diproduks|
dengan laknlk genetik dapat
dilihal pada Tabel 1, Rekavasa
genelika protein adalah sualuy
proses vang bendasarkan pada
(1), Penggunasan veklor ekspras
(Eakter, virus, plasmid dan lain
sebagainya) yang berfungsi
sebagal pambawa gen penyand
proten yvang dilnginkan [Gambar
1) (2} Penggunaan sed inang yamg
melsksanakan insiruks| yarng-
disediakan aléh gen fersabul Lntuk
menginlesis pratein yvang di-
inginkgn; {3}, Produksl massa pro-
tein wang diinginkan; [4},
Pemisahan dan éksiraksl protain
dari kulturmya, kemudian di-
Eanjutkan dengan purifikasinya,

Isolasi dan Pemurnian Protein

Tahap awal darl prosess
pamurmian adalah mengisolas pro-
f@in  dari sumber yang
memproduksinya, balk .sel
lanaman, hewan, maupun
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Gambar 1. ‘Penyvisipan (Insersl) sampal DNA lerget ke dalam vekios

pasmid.

mikroorganizme. Protein eksira-
seduler vang disekrasikan ke dalam
madium diperoleh melaiul
pemisahan sal darl media
fermantasi dengan leknik filtras
dan-sentrifugast, Protein target
berada dalam meadium bebas sal
vang biasanya dalam baniuk yang
sangal encer. Sedangken uniuk
prodain irasatuler, sal dipansndan
diresuspansl dalam |drutan dapar
(buffer) atau -alr kemuodian
dipacahkan agar dapst dlambil
profoinnya (Ellyasheva &
Rachman, 2005

Pamekatan Protein

Protein target biasanya berada
dalam beniuk terarul sehingga
pariu dilskukan proses pemekatan,
Malode pemakatan vang umum
dilskukan & aboratarium adsiah:
(1) pemekalan dengan peng-
endapan’presipitse manggursakan
garam amanium sulfet atau peland,
{2) pemakatan dengan meng-

gunakan ultrafirasl. Peangandapan
menggunakan amanlum sulfat
adaiah salah satu cara yang pa-
ling sering digunakan dan populer
karena kelarulannya yang bingagi,
murah, tidak menvebabkan
denglurasi protaln dan memiliki
efek stabilitas pada protein.
Panambahan amonium suifat dapst
meningkatkan kelarutan protain
{&miting-in) dan penamibahan gaam
selanjuinys akan mendesiabilisasi
proleéin sehingga protein akan
mengendap (sslfing-ouf), Pe-
mikalan dengan pengendapan

gafam biasanya tidak mambartikan
peningkatan kemumian yang fingo,
namun membarikan rendamen
(yiefd) tinggl (Nurachman, 2006).
Pelarut yang biasa digunakan
daleam pemekatan prolein adalah
etanol] Isopropanol, aseton dan
dietll ster. Mamun penggunaan
petarut i memiliki kelemakan,
karena proses ini harus dilakukan
paca suhu 0PC atau lebih rendah
lagi untuk mencegah denaturasi
profen. Landan prabeln dapat juga
dipekatkan dengan menggunakan
ultrafilirasi. Pemekaian protein
merggunakan ultrafilirasi dengan
ukuran porl membran 1-20 nm
cukup untuk menahan protein
barbobot molakul (BM) rendah
[Elyasheva & Rachman, 2005)

Pemurnian Protein

Setelah prodein vang diinginkan
dipizahkan dan selnya, tahap
selanjuinya adalah memurmikan
profein tersebut darl kontamanan
yarg tidak dilnginkan. Hal in| dapat
dicapal dengan menggunakan
kedomn kromatografi, Prosedur in
dipakal seacara luas: uniuk
s murmakan protein (Nurachmam,
2008). Metode ini dapat ma-
misahkan protein berdasarkan sifal
karakteristiknya, karens setiap pro-
tain memiliki ukuran, bantuk,
miuatan dan permukaan hidrofobik
vang sangat bervariasl. Tap-tap
teknik pamurmian profein dengan
kromatografi kolom (Tabel 2) .
memiliki kinarj_ia barbeda-bada.
Kromatmgrafl kalom yang sanng
diguneken antara lain Kroma-
tografi gel fiitrasi, penukar on,

Tabel 2, Pemumian protein berdasarkan sifatnya (Murachman, 2006]

Llkuran Filtragi gel
Kahidrodoban interaksi hidrofob, Tase erbalik
Kespesifikan ligan Afinitas




hidrefobik dan kearmatograd afinitas
(Ellyashava & Rachman, 2005).
Adaplin prinsip pamumisan prabein
manggunakan kalom menuruel
Eltyasheva (2005) adalah sabagal
barikut (1) campuran profein
dimasukkan ke datam Kalam; (2)
protein yang diinginkan terikat di
datam kolom; (3 profesn vang Gdak
dilnginkan dicucl, dan (4) protain
vang diinglrnkan dialus,

Derajat kemurriarn protels tar-
gel terganiung pada keperfuan
panopunaan (Tabal 3} Protsin-pro-
Iein yang akan digunakan uniuk
terapd harus mamiliki kemurmian
vang sangat linggl [di atas 959%)
dan Udak boleh meangandung
pirogen {zal-Zal yang dapat
menimbulkan demam). Uniuk
mempeialan sitat dan sinuktur pro-
teln diperiukan kemurnlan antara
95-89%. Protein dengan ke-
murnian sedang (dl bawak 95%)
dipakal uniuk produksl antibod
{Nurachman, 2006).

Kromatografi Afinlias

Kromatografi afinitas me-
rupakan sdlah satu tlipe
kromatograi adsorpsi, dimana
molekul yang akan dimurnikan
diadsorpgi secera bolak-balik
meEngpunakan senyawa pengikat
komplementer (ligan) yang
diimobilisasi pata matnks (Fardiaz
& Fardiaz, 1987}). Dengan
kemajuan biokimia, banyak proiein
telah diketshui ligannya. Sifat ini
dapal digunakan uniuk pemurmisn
protein dengan cars melskatkan
ligan pada sualu matriks dan
menggunekan matriks ini untuk
purifikasi saiu lahap. Kromatografi
afintas mermisahlan prodain-protein
atas dasar interaksi reversibal
antara prodein dan bgen spesifik
vang lerikal pada matriks
kromatografi. Kromatograf sfinitas
sangal selektil, oleh karena itu
teknik ini memiliki resolusi tinggi
dan cocok umtuk mendapatkan
protein spesifik. Secara umum,
kromatografi afinitas  dapal
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Tabed 3. Derajat kemurnian protein tarmet (Nurachman, 2006) 7

I
Sangat tinggi (>89%)
Tingge {25-88%)

e S e e
Untuk terapl, =ludi in vho
Studl sirukiur dangan kristalografi sinar-

X karakierigasi sifat fisikokimia

Sedang (=85%)

Lintuk preduks! antibodi, penantuan

urutan ujung-MN

digunakan uptuk meamisahkan
profain yang mangenal ligan
melatul: adsorps| pada ligan yang
tarikal sacara kavalan ka kolom;
penambahan camgpuran profein ks
kolom, latu diceci dengan buifar
urtuk memindahkan pratain yang
tidak ferikal, kemudian mengalus|
protein vang diimginkan dengan
menambahkan  Dentuk teramt
ligan berkonsentrasi linggl
(Mugachmsan, 2006),

Dengen kamajuan isknologl
OMNA rekombinan, kini dapa!
dilakukan purifikasi protein yang
ligannya tidak dikatahui, Cars yandg
dilakukan adalah dengan
manggabiungkan fragman DMNA
yang akan dipurilikasl dengan
fragmen DA pangkode suaty
prodain yang ligannya diketshul
gacara definitif. Fragmen re-
krrihinan ini Eslika diekspresikan

menghasilkan suatu proigin fusi
yang dapal dipurifikasl dengan
kromatografi afingas menggunakan
ligannya yang ditempalsan pada
suall matriks. Sebagsi contoh
a<lalah suaty vektorekspres) yang
menyadiakan fragmen DNA
penyandi polihistidin (His-Tagh
Palihiatidin dapal membeaniuk kekal
dengan logam nikel, sehingge
pringip inl dapat digunakan uniik
pemurnian protein fusl dengan
polihistidin, Gambar 2 merm-
peflihatkan bahwa profain
rekombinan yang bardifusl dengan
polihistidin dapat dimurnikan
dangan kolom afinilas nikal
1Ellyazheva & Rachman, 2005),

Karakterisasi Protein

Frotein hasd pemumian peu
dikarakiersas uniuk meneniukan

Gambar2 Prosas pamurnian protein dengan kromatograli kolom afinitas

ikesborm nikel)
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bahwa protein mumi terssbut
adatah bBenar protein yang
diinginkan. Metode karakisrizasi
prodeinumumnya didasarkan pada:
{1} bobot molekul (BM) dengan
menggunaken SDS-PAGE (So-
diurn Dod=cyf Sutfate — Polyacry-
lamide Gel Electmphoresiz)) (2)
muatan total prolgin dengan
menggunakan IEF {{zoelecine Fo-
cusing); dan (3} reaksi imunokimia
(kemampuan protein sabagai anti-
gen yang mengenali antibodl)
dengan menggunakan Western
Blat (Ernawati & Kembaren, 2005,
kKembaren & Rachman, 2005}

SDS-PAGE

Protein yang didenalurasi
ocangan DS akan menghasdian
proteln yang barmuatan negatif
sehingga bila diletakkan pada sustu
medan [istrik akan bergerak ke
kistuly positlf ataw anoda. Migrasi
protein pada gel proporsional
tarhadap ukuranmya sehingga pro-
tein vang lebih kecl akan bargerak
lizbity capat dibandingkan dengan
protein barukliran basar. Agar pro-
tain yang bergerak dalam meadan
listrik tersebut terpisah ber-
dasarkan berat molekulrya, maks
diperluken suatu maftriks yang
barporl. Malriks yang digunakan
adalzh pofiskniamid, suaiu polimer

Tabal 4,

Tabel5 Konsentras! akrlamid yang digunakan untuk memisahkan
protein dalam berbagal BM (Emawati & Kembaren, 2005)

12,5
10,0
7.5
5.0

15-50
18-T5
30-120
BO-212

yang monamernys akrllamid
(Kambaren & Rachman, 2005),
Konsanirasi akrilamid yang
digurakan untuk mamisahkan pro-
l@in datam berbagal BM dapat
difinal pada Tabel 4 dan 5.

Elekiroforesis protein dengan
SOS-PAGE terdin dari dua laps gal
poliakritamid dengan pH dan
konsenirasi yang barbeda serta
dicetak pada pelal kaca. Gei
pofiakniamid iapisan bawah dissbut
sebagal separaling gel yvang
berperan pada pamisaban proteln
berdasarkan BM. Gal poliakriiamid
lapisan atas disebut sebapgai
sfaoking gel yang berfungsl unfuk
marampatksn sampal. Univkme-
naniukan BM profain, etekiro-
foresis dilakukan barsamaan

dengan suaty marka protein yang

Fonsaniresi akrilamid yang digunasan untuk memisahkEn pro-

tein dalam berbagal BM (Nuswantara, 2004)

28
10 2,6
10 3.0
16 2.8

250,000 - 300,000

15.000 - 100.000
1000 — 100.000
1200 — 60000

Helarangan,

W= perseniass crossimier = [g crossied (g akrilemld + g crossined] x

180%

YaTe perssntase monomar + crossinkar = [{g akrilamid + g cmossliekeritotal

worlurme (il x 100%
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lelah diketshui BM-nya Deteksi
sampel setelah elekiroforasis
dapat dilakukan segara kualitati
MENaUnEKEn Comasshs e dan
uniuk meningkatkan: sansitvitas-
rya dapat menggunakan pewamia-
an perak nitrat {ziver slaining)
(Kambaren & Rachman, 2005),
Adapun batas deteks| untuk
Comasshe bue adalah 3647 ng,
dan untuk siver-siaining adalah
0.5-1.2 ng{Emawall & Kambaran,
20051,

Tahap-lahap proses alakiro-
foresis proten dengan SDS5-PAGE
adalah sebagal berikut:

(1) Alal elektroforesis protain
(misalrys, Bio-Rad Mini Protean 1)
disiapkan, lampeangan kacs,;
spacer, dan slat pencetek gel vang
bersih  disusun, [2).Untuk
mamastikan lempsngan kaca
vang disisipl spacer fidak bocor,
dimasukkan skuades ke ruang
pancedak gal; (3). Oisiapkan sepa-
ratimg gal dan stacking gel,
{4).Sisir pencetak sumur disafipkan
pada stacking gel secara hati-hati
sampal menyentub bagian sias den
saparating gel, [5).Chamber
slskiroforasis disiapkan dan diisi
dangan gal sandwich, (8) Chamber
diai dengan. buffer alaktroforesse
hingga sumur penyh; (7 Preparas
miarka protain dan samped pratein;
(8} Marka dan sampel protein
dimasukkan hingga sumur terlst
perih; (9).5emud sampet prodein
dan marka telah masuk ke dalam
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Gambar 3. Beberapa tahap proses slekiroforesis protain dengan SDS-PAGE (1) persiapan alat dan ged (2)
chamber diisi gel dan buffer elekiroforesis; (3} pengesian sampel dan marka ke dalam sumur gel,
(4} rurrung elektroforesis. (3) pamotangan gel; [B) pewamaan (staintng) gal: |{7) penghilangan
wama (deslaining) pada gel; dan (8] hasi elektroloresis berupa pita-pita oroteln dan marka,

semua sumur pada gel, dan stap
dilakukan rinfing elekiroforesis;
{ 10).Running dilakukan pada
tegangan listnk dan waktu tertenty
hasil optimasl, {11).3elesal wn-
ring. ged diamdil; (12).Gel dipotong

dan dirapikan pada baglan yang
Taek diperukan; {13).Gel dibllas
dengan akuades,; (14), Gel diwamai
{sfamning) dengan merendaminya
dalam sfaining sowition, datam hgl
nl dalam Commassie blue sslama

Tabal B, Jenis-jenis mambran dan karakterstiknya (Muswaniara, 2004)

Kapasitas (mg B-120

DMAem®)

Ukuran aeam = 400

nukieal unbuk

pEnampeian

maksimum {(bp)

Buffar ransfer Diaya ionlk
tingg! pada pH
nerlrat

immaobilizas| Pamanasan

{likaasi) pada ovwen
vakum pada
A0°C selama
2-jam

Daya ionlk rendah pade
berbagai interval ph

Famanasan pada oven

biasa pada T0°C, metode
alkalin atau imradiasi- LY

15 - menit; {15).Gel didestaimng
untuk menghitangkan sisa staining
pada gel vang tidak mengandung
pits probein; (16 Diperoleh gl
sekimnforesiz yvang mangandung
pita=pita probein dan mankea, BM pro-
tein dapat dikefahui dengan cara
membandingkan pita protein vang
dihasilkan terhadap pia-pda protein
DEGa AEarka.

SEcara gans besar tahap-ahap
di stas, dapat dilihal pada Gambar
|

Anatisis Protein dengan
Wastern Biot

Karnklerisasl protein dengan
metade inl diakukan bardasarkan
kemampuan proleln sebagai anti-
pgen yang manganali-antibod|
(Ernawall & Kambaren, 2005)
Lintuk metakukas analisis Wesfem
Blof diperiukan antibodi vang
spesifik mengarsall probain target
Tahap pertama pada analisis
Western Biot agalalh SDS-PAGE,
dimana prolein diplsahkan ladebih
dahubi bardasarkan BM-nva: Pro-
{ein vang berada pada ged ferssbut
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ditransfar ke suaty membran dalam
hal il nitroselulosa dengan melode
elektroforesls. Membran di-
lampatkan.pada kutub positll,
gsadangkan gal diletakkan pada
kutub neqgatlf, sehingga proteln
bermigrasl ke kutub positif, dmana
akhirnya protein ditransfar ke
marmkran,

heambran yang elah membawa
protain salanjutnya diinkubasi
dangan antibod| (antibodi primer)
terhadap pratain target. Membran
kamudian dicucl, lalu dinkobas:
dengan antibodi sekundaryg telah
berkonyugasi dengan alkalin
fosfatase stau harseradish peroxi-
fdase yang dapal menguralken
substrat terantu dan menghasiian
warna (Kembaren & Rachman,
2005), Jenis mambran yang dapat
degunakan dalam analisis ini dapat
dilingt pada Tabed &,

Tahap-tahap analisis protein
dengan Wesfarn Blol adalah
sabagal barikut:

(1).Membran - dalam hal inl
nitroselulosa disiapkan, lalu
digunting sesuai ukuran gel;
{2} Kartas saring dan mambran
pltrosehiiosa dibasahi dengan
marendamnya dakam buffarirans-
far, (3).Gel hasil SD5-PAGE
ditempatkan di atas membran;
[4).Gel disusun sapart| sandwich
pada atat yang tersedha tendin dari
berurui-turut, busa, 3 lembar
kertas Whatman 3 MM/keries
saring, gel akrilamid, membran ni-
tro-selulosa, 3 lembar kertas
Whatman 3 MM dan busa;
(5). Modal zandwich siap di-
tempatkan dalam chamber
glekfrofarasis; [B).Membran
nitroselulosa dilempatkan pada
deerah yang marad anoda (kuiub
posiif); (T1.Proses iransfer protein,
dilzkukan samalam pada tegangan
100 Violt pada subw 4 °C; (B). Satelah
1 malam, setanjutnya membran
dikaringudarakan sslama 30-G0
menit. Kemudian membran di-
rendam beriurul-turut datam buifer
PES, antibodi primer, buffer TBS,
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Gambar4. Beberapa tahap analisis protein dengan Westem Blot.
persiapan membran (1), penyusunan gal dan membean (2],
proses transier protein (3); parandaman membran (4), dan

hasil Wastern Blat (5.

antibod! sekunder, biffer TBS,
buffer akalin fosfalase. Se-
lanjutnya dilakuken pewarnaan
dangan marendam membran dalam
buffar alkalin fosfalasa yang
mengandung NBT dan BCIF;
{3).Setelan reaksi dihentikan
dangan mamindahkan mambran ke
dalam buffer TBS yang
mangandung EDTA, |alhs dikering-
udarakan, Diperoleh hasil Wastem
Biat berupa spol-spol hasll
hibridisasi protein dan antibodi
pada membran.

Sacara gans besar, tahap-iahap
di atas dapal diilhat pada Gambar
4,
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