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KATA PENGANTAR

Seminar Nasional dan Kongres Indoncsian Protein Socicty merupakan lorum ilmish yang
disclenggarakan vleh Universitas Jember bekerju sama dengan Organisesi profesi Indonesian
Protein Society (IPS) pada tanggal 6-7 Juli 2012 di Jember. Seminar Nasional IPS dengan
lema “Fksplorasi dan Inovasi Sumber Protein Untuk Penguatan Sains dan Teknologi”
dimaksudkan scbagai sarana dalam pengembanpgan keilmuan dan informasi bagi penclifi
dibidang protein dar semua aspek ilmu hayati.

Seminar ini menghadirkan beberapa pembicara tamu dari luar dan dalam negen, antura lain
Prol. Dr. Kyutt Oh Lee {Korea), Prof. Dr. Young Ryun Chung (Korea), Prof. Dr. Sang Yeol
Lee {Korea) Prof. Dr . Toshiharu Hase (Japan), Prof. Tomohike Yamazaki (Jupan), Prof. Dr.
Nico [jandra (USA), Prof. Dr. Maggy T. (IPB) dan Prof. Dr. Bambang Sugibarto (Univ.
Jember), serta dihadin oleh peneliti-peneliti dari berbagai institus? di Indonesia.

Makalah-makalah yang diseminarkon dan teranpkum dalam prosiding ini terbagi dalam 2
bidang vaitu Bidang Pertanian dan Pangan, Bidang Keschatan dan Farmasi serta Bidang
Lingkungan dan Industri, 1im cditor dalam menyusun prosiding ini tidak mengubah isi
makalah, dan hanya melakukan beberapa penyesuaian menurut format redaksional yang telsh
ditetapkan. Adapun isi dari sctiap makaldh menjadi langgung jawab masing-masing penulis.

Kami berhacap semogz prosiding ini bermaniaal dan dapal mepambah khasanah dalam
pengembangan dan penerapan ilmu di bidang protein untuk kemukmuran dan kesejahteraan
umat manusia.

Jember, Tebroari 2013
Tim Editor ;
Dr. Ir. Miswar, M.Si

Netty Ermawaty, SP., M.Se, Ph.D
Tri Handoyo, SP., Ph.D.
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Pembuatan Antibodi Poliklonal Menggunakan Antigen Protein Rekombinan
Sucrose Transporter (SUT1)

Popy Hartatie Hardjo”. Nurul Holifah®, Triliani Farlisa™,
Tri Handoye™, dan Bambang Sugiharto”

"'Fakultas Teknobiologi Universitas Surabays, % Pakaltas MIPA Universitas Jember,
“'Fakultas Pertanian Universitas Jomber
e-mail: poppy_hardjoi@ubaya.ac.id

Abstrak

Translokasi sukrosa dari jaringan fotosintesis (sowrce) ke javingan penvimpan (sink) pada
tanaman diperantarai oleh protein sucrose wansporier (SUT), schingga protein ini dikezahui
menentukan besarnya akumulasi sukrosa pads tanaman. Deteksi pralein SUT pada tanaman
dapar dilakukan dengan mengeunakan antibodi spesilik untuk pratein tersebut. Penelitian ini
ditujukan untuk pembuatan antibkli puliklonal SUT|1 menggunakan protein rckombinan
SUT! yang diproduksi dalam sel fiycherichia colt. roduksi protein rckombinan SUTI
dilakukun menggunakan fragmen cDRNA-SoSUYY dari anaman tebu vang disisipkan dalam
plusmid pliT28a (Invitrogen). Isolasi protein rekombinan SUT! dilakukan dengan clsiraksi
protein fraksi fnsofudle dari sel transforman £ celi dan purifikasi prolein menggunakun kelom
kromatografi afinitas resin Ni-NTA, Untuk pembuatan antibodi paliklanal sebanyak 0.3 mg
protein rekombinan SUT1 murni dicampur dengan adjuvant lengkap Freund dan diinjeksikan
seeara subkutan dipunggung kelinei New Zealand White. Sedangkan injeksi kedua dan
sererusnya digunakan €.1 mg antigen per injeksi yang dicampur dengan adjuvant tak lengkap
Freund. Sampel darah dikoleksi sebelum dan setiap mingpu setelah injeksi yang keempat,
kemudiun dipisuhkan serum darahnya untuk pengujian terbentuknya antibodi, Pengujian
terhadap serum darah menggunakan metoda imunodifusi Ouwchlerfony menunjukkan
terbentuknya antibodi poliklonal SUT1 pada scrum darsh yang diambil setelah mingeu ke
cnam injcksi antigen, Ui Western Blof menggunakan antibodi poliklonal SUTI dapat
mendeteksi keberadaan protein rekombinan SUT! hingga konsentrasi 1,0 ng. Antibodi
terscbut juga dapat mendeleksi keberadaan protein SUI1 pada tanaman tebu dan tomat.
Kctersediaan anfibodi poliklonal SUT1 ini akan dapat digunakan unfuk mempelajari
keheradann dan peranan protein SUTT pada proses translokasi serta skumulasi sukrosn paia
lanaman. khususnya tanaman tcbu,

Kata kunci : prowcin rekombinan SUTI, antibodi poliklonal. Quchrerlony,
Western Biol, protein SUTI pada tanaman,

PENDAHULUAN

Fotosintesis  tanaman  menghasilkan
sukrosa yang dikirimkan ke scluruh organ
tanaman schagai sumber karhon dan energi
ataupun disimpan sebagai sebagai makanan
cadungan. Pada sebagian besar tanaman.
julur translokasi sukrosa dari source ke sink
diperkirakan mclibatkan kombinasi kedua
tahapan transpor  simplasmik dan apo-

plasmik, tergantung tpe jaringan dan
tohupan perkembangan (Lalonde et al.,
2003). Protein SUT adalah protein yang
herperan penting dalam proses translokasi
sukrosa secara apoplasmik pada tumbuhan,
dan terdapat di membran plasma se¢l floem
(Ricsmeier ef. ¢, 1994; Kuhn et of., 1999;
Slewinski ef al. 2009).  Mengingat
pentingnya peranan protein SUT dalam
translokasi  sukrosa, maka perlu

19
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mempelajari  karakter protein  SUT,
Karakterisasi protein SUT ini  penling
dalam usaha untuk  meningkatkan
akumulasi sukrosa dan produksi gula pada
tanaman tebu,

Perkembangan bidang biologi
maolekul  ssal  ini tidak  saja  dapat
memanfaatkan pertumhuhan bakler F. coli
unfuk keperluan rekayasa penetika tetapi
juga untuk keperluan produksi  dalam
jumtah besar antibiolika maupun profein
(Das. 1990). Apabila DNA sebagai kode
genetik  difransformasikan  kedalam  sel
bakteri L. coli, maka skan ditranskripsikan
dan ditranslasikan membentuk  protein,
Oleh karena itu. tersedianya cDNA-SoSTTT
dari tanaman tebu (Sugiharto dkk, 2010)
dapat  digunakan untuk  memproduksi
proin rekombinan SUTT schingga dapart
digunakan  untuk  pembuatan  antibodi
SUTI. Lebih lanjut terbentuknya untibudi
dapat digunakan untuk keperluan analisis
fisiologis tanaman  seperti  penentuan
kandungan protein SUT, lokalisasi protein
SUT. dan karakterisasi fisiologis lainnya

Penelitian  ini  bertujuan  untuk
memperolch antibedi yang dapat digunakan
untuk  mendetcksi  keberadaan dan
kandungan protein SUT schingga dapat
dipelajari proses translokasi sukrosa pada
anaman  dalam upaya  meningkatkan
kandungan  sukrosa pada tanaman,
khususnya tebu,

BAHAN DAN METODE

Pembuatan antibodi poliklonal SUTI
pada kelinei

Bakreri E.coli  mansforman vang
mengandung plasmid pET28z vang disisipi
fragmen ¢DNA-SoSUTS ditumbuhkan pada
LB cair yang mengandunyg klorsmienikol
35 ppm dan kanamisin S0 ppm selama
semalam pada 37°C. Pellet sel diambil dan
dickstraksi menggunakan buffer vang
mengandung urca menurut metode Crowe
(1992). Protein yang diperoleh lebih lanjut
diisolasi menggunakan kolom kromatograli
afinitas (Ni-NTA). Kemurnian protein

20

SUT1 dicck -dengan  Sodium  Dodecy!
Suiphate Polvacrilamide Gel
Eleskirophoreysis (SDS-PAGE), bila masih
tercampur dengan prolein lain maka protein
SUT1 diisolasi dengan memalong  pila
protein dari gel akrilamid, lalu protein
dielusi dari gel menggunakan alat protein
clutor. Protein vang terelusi kemudian
didialisis semalam untuk menghilangkan
SDS.

Protein rekombinan SUTT vang telah
dimurnikan digunakan scbagai antigen, dan
diinjeksikan pada kelinei beting jenis New
Zealand White. Injeksi dilakukan dengun
mencampur antigen  pretein  rekombinan
SUTI (0,5 mg) dengan Freund's Compilete
Adjuvant (FCA)Y (1:1), lalu diinjcksikan
pada bagian bhawah kulit  (subkutan)
pungpung  kelinci, Selang dva  minggu
dilakukan  booster  injeksi  dengan
mencampur antigen  protein rekombinan
SUTI (0,1 mg) dengan Frewnd's
Ineomplete. Adjuvant  (FIA) (1:1) dan
selerusnya seliap minggu (Dunbar and
Schwaoebel, 1990), Terbentuknya andbedi
dianalisis menggunakan wil  Ouelrerlony
(Timmons and Dunhar, [990), Injeksi
dihentikan bila sudah didapal antbodi
dengan titer tertinggi.

Uji Quehteriony dan uji Western Blot

Uil Ouchterlony dilakukan denpun
melarutkan gel agarose (.8 % denpan
agarosc buffer solution yvang terdiri dar 0.3
M Tris-HCL, 0.1 M EDTA., NaCl, dan 0.1
M NuNi. Tarulan  dipanaskan  dengan
microwave sampai homogen duan jernih,
kemudian dituang ke dalam glasy plaie
secara merata ke seluruh  permukaan.
Lamutan dibiarkan hingga dingin  dan
membeku, kemudian dibnat sumuran
dengan diameter 2-3 mum dan jarak antar
sumuran (0.5 cm.  Selanjulnys  Tarulan
antigen dan antibodi  masing-masing
dimasukkan kedalam sumuran sebanyak 20
ul, diinkubasi selama 2-3 hari lalu diamati.
Garis presipitasi vang tclah terbentuk
diwamai  dengan  menggunakan  pewarma
Coomassie Blue (CBDB) (0.1%.
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Analisis  SDS-PAGE  dilakukan
dengan konsentrasi akrilamid 15 % seperti
metade yang dischutkan Sambrook, Fritsch,
and Maniatis (1998). Pratein rekombinan
SUTT ataupun protein SUT  tanaman
ditambah  buffer  loading  dengan
perbandingan 1 © 1 kemudian didiamkan
dan dimasukkan ke dalam surmur gel dan
elektroforesis dilakukan pada 70 volt
sclama 2.3 - 3 jam.

Protein yang telah dipisahkan dengan
SDS-PACE  ditransfer ke mcmbran
aftrocellulose melalui alivan listrik schesar
250 mA selama 2 jam dengan suhu 4°C,
Membran dicuci denpan iris buffered saline
(1BS) scbanyak 3 kali masing-masing 3
menif, Sctelah dicuei, protein-protein yang
tidak diinginkan ditutup (blocking) dengan
cara direndam  0.5% ykim slk dalum TDS
selama 30 menic.

Deteksi  antigen  yaitu  protein
rckombinan SUT! ataupun protein SUT
tanaman  dilakukan  dengan  inkubasi
membran vang diberi antibodi T {antibodi
SUTI) pada shaker semalam, Mcembran
dicaei kembali dengan TBS sebanyak 3 kali
S menit, Jalu diberi anlibedli sekunder
(Alkaline  phosphatase  Goat-Anti  [gG
Rabhit compugaled; dalam TBS skim milk
dan diiokubasi selama 1 jam. Pewarnaan
dilakukan dengan pemberian 25 ul 3-
henmo-4-chloro-3 indolyl-phosphate
disodiuen saft  (BICP) dan SO pl
witroretrazaliven dlue chlorine (NB'T) yang
dilarutkan dalam 10 ml buffer alksli fosfat
(pH  9.5). Pita protein vang terbentuk
merupakan pia protein SL'I'L Protein yang
mampu terdeteksi pada konsentras: tertentu
menunjukkan  tinggli  rendahnya  titer
antibodi.

Seminar Naslonal dan Kangres Indonesian Protein Society

Jember, 6-7 Juli 2012

HHASIL DAN PEMBAHASAN

Dari pemurnian hasil isolasi protein

rekombinan  SUT1  dalam  kondisi
denaruring menggunakan kolom
kromatografi afinitas Ni-NTA  selain

didapatkan protein murni juga didapatkan
pratein vang lain. Lebih lanjut protein yang
terkontaminasi dilakukan purifikasi secara
elektroelusi sehingga didapatkan protein
murni. Metode tersebut cukup mudah untuk
mengisolasi protein denaturasi vang murni
untuk  pembuatan  anfibedi  poliklonal
spesifik.

Imunodifusi Quelteriony dalam gel
merupakan metoda untuk analisis resksi
antigen dan antibodi, Melode ini sering
digunakan untuk memeriksa spesifitas dari
antibodi polikional.  Antigen dan antibadi
akan hermigrasi ke arah satn sama lain
dalam gel dan garis presipitasi terbentuk
ketika kedua rcaktan bertemu. Reeksi
presipitasi inl sangat spesifik, Berdasarkan
uji Quchiteriony, scrum I yang diambil pada
minggu ke-5 sctelah  imunisasi  belum
menunjukkan adanya antibodi  poliklonal
SUT! dalam serum. Hal ini ditunjukkan
dengan fidak adanya wuris presipitasi yang
lerhentuk seperli pada serum pre-imunisasi.
Kelinci yang diimunisasi menunjukkan
adanya pembenmkan antibodi SU'IT pada
minggu ke-6 (serum II), namun serum yang
terbentuk masih memiliki titer vang rendah
vang ditunjukkan dengan garis presipitasi
vang  lipis. Pada  mingeu ke-7  sampai
minggu  ke-§ titer antibodi meningkat,
sgdangkan minggu ke-9 sampai minggu ke-
1D cenderung mengalami penurunan liter
antibodi (gambar 1),

21
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Gumbar 1. Tasil wji Quchterfony antibodi poliklonal SUT1 dengan antigen protein
rekombinan SUT'1 Pre- serum pre-imunisasiAb. 1-Ab.6: serum antibodi  Poliklonal

SUT1 minggu  ke-5-10.

Deteksi titer antibodi  dilakukan
dengan uji Western Blor. Antigen vang
digunakan adalah protein rekombinan
SUTI hasil over ekspresi £ coli dengan
konsentrasi vang berbeda vaitu 10 ug. 1
pi. 0.1 pg. 0.01 pg, dan 0.001 pg. Uj

Western  Blot  menunjukkan  antibod
poliklonal SUT! pada serum TV (Ah.4)
mampu  mendeteksi  antigen  SUTI
sampai pada konsentrasi 1 ng dengan
pengenceran antibodi 1 : 2000 (gambar

2)

lug 0.1 pg 0.0F pg 0001

’

(ambar 2. Hasil uwji Western Blot antibodi SUT1 pada

beberapa konsentrasi

antigen protein rekombinan  SLTT {1 pe - 04K pe).

Deteksi protein SUT1 pada
tanaman  tebu dilakukan pada bagian
daun, pelepah, batang atas dan batang
bawal dengan dua metoda uji yaitu uji
Ouchreriony  dan  Western  Blor.
Berdasarkan uji owchreriony. anfibodi
poliklonal SUT! mampu mcndeteks:
keberadaan protein SUT! yvang terdapat
di daun, pclepah, batang atas dan batang
bawah pada bagian inseluble, Hal ini
difunjukkan dengan terbentuknya garis
presipilasi  pada  bagian  insofuble
sedangkan pada bagian seluble tidak
terbentuk  paris  presipitasi  vang
menandakan bahwa pada bagian terscbhut
tidak terdapat protein SUTI, Hasil ini
sesuai dengan laporan Riesmeier ef al,
11992) bahwa protein SUT terdapat pada
mcmbran  plasma. Beordasarkan  uj
Western Blot, aniibodi poliklonal SUTI
dnpal  mendeteksi protein SUT pada
tanaman tebu dan tomat,
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KESIMPULAN

Antikadi poliklonal SUTT vang
dibunat dengan menggunakan protein
rekombinan SUT1 sebagai antigen
memiliki titer antibodi tingei dan dapat
mendetoksi  keberadaan protein SLITI
pada tanaman tebu dan tomat.
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