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SAMBUTAN DEKAN FAKULTAS FARMASI UNIVERSITAS JEMBER

Assalamu’alaikum Wr.Wb
Selamat pagi dan salam sejahtera bagi kita semua
Yang kami hormati

e Bupati Kabupaten Jember Ibu dokter Farida Magister Manajemen Rumah
Sakit

e Ketua PD IAl Jawa Timur Bpk Doktor Abdul Rahem Apt

e Yang kami hormati Para pemateri, Bapak Sugiyarto, Bapak Danang Tjandra,
Bapak Muhammad Yahya, Ibu Tritunggal Hariyani, dan juga dokter lula kamal

e Ketua PC IAl Jember Bapak Andar Rajito, Sfarm Apt

Serta Bapak dan lbu peserta seminar yang berbahagia

Pertama-tama marilah kita panjatkan puji syukur kehadirat Allah SWT karena berkat
rahmat dan hidayah-Nya, pada hari ini kita dapat berkumpul di sini untuk bersama-
sama mengikuti acara Rakerda PD IAl Jawa Timur dan Seminar Nasional dengan
tema: “Peningkatan profesionalisme Apoteker dalam Menjalankan Praktek
Kefarmasian di Era 4.0”.

Rakerda PD IAl Jawa Timur dan Seminar Nasional ini merupakan kolaborasi 1Al PD
Jatim dengan Fakultas Farmasi Universitas Jember untuk menggabungkan kegiatan
rakerda dengan seminar nasional kefarmasian. Kalau biasanya fakultas farmasi
berkolaborasi dengan PC IAl kali ini dengan PD IAl. Terima kasih atas
kerjasamanya.

Bapak, Ibu dan hadirin yang berbahagia

Seperti yang telah kita ketahui kemajuan dan perkembangan dalam bidang teknologi
informasi, menjadi tantangan dalam pelayanan dunia kesehatan. Tantangan yang
akan dihadapi di era revolusi industri 4.0 memerlukan persiapan pribadi dan
profesionalitas para apoteker. Inovasi teknologi harus dapat kita manfaatkan untuk
mengatasi problematika yang dihadapi di bidang kesehatan khususnya bidang
kefarmasian. Oleh karena itu, dengan diadakannya Seminar Nasional ini kami
harapkan akan dapat dijadikan sebagai wahana bagi para apoteker dalam bertukar
pikiran dan berdiskusi dengan para pemateri yang mumpuni dibidangnya tentang
bagaimana meningkatan profesionalisme Apoteker dalam Menjalankan Praktek
Kefarmasian di Era 4.0.
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Tujuan kedua dari kegiatan ini adalah menjalin silaturahmi sejawat apoteker. Pada
kegiatan seminar dan rakerda IAl seperti ini umumnya menjadi ajang temu
kangen/reuni teman ataupun sahabat lama. Semoga kegiatan ini dapat
meningkatkan silaturahim sejawat apoteker yang dapat memepererat kebersamaan
para apoteker.

Terima kasih kami sampaikan kepada para pemateri yang sudah berkenan berbagi
wawasan dan pengalaman di seminar ini.

Terima kasih kasih juga kami sampaikan kepada Bupati Jember Ibu Faida yang
sudah menfasilitasi kami untuk dapat menggunakan aula pemda Jember untuk
kegiatan ini. Fakultas Farmasi Universitas Jember juga banyak disuport oleh pemda
khususnya oleh RSUD DR Subandi dan Puskesmas di Jember serta Intalasi
Farmasi Kabupaten dalam pembelajaran di profesi apoteker. Terima kasih dukungan
dan bantuannya, Kalau boleh usul kalau bisa apoteker di puskesmasnya di tambah
karena kita kesulitan mencari puskesmas di Jember yang ada apotekernya untuk
dijadikan tempat magang. Kami berharap di Jember bisa seperti di Surabaya atau di
Sidoarjo yang hampir semua puskesmasnya ada apoteker nya. Semoga kedepan
apoteker di puskesmas di Jember bisa bertambabh.

Terima kasih juga kami sampaikan kepada panitia rakerda dan seminar yang telah
bekerja keras menyiapkan kegiatan ini

Terima kasih juga kami sampaikan pada para sponsor yang mendukung kegiatan ini

Sebelum menutup sambutan ini, kami menyampaikan permohonan maaf apabila
dalam penyelenggaraan rakerda dan seminar nasional ini ada kekurangan ataupun
ada hal-hal yang kurang menyenangkan.

Akhir kata, selamat mengikuti seminar nasional dan rangkaian kegiatan rakerda PD
IAI

Semoga apa yang kita lakukan dalam kegiatan ini bermanfaat bagi kemajuan profesi
apoteker di masa mendatang. Amin ya rabbal ‘alamin

Terima kasih atas perhatiannya, wabillahitaufik walhidayah.

Wassalamu’alaikum Wr.Wb
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KATA PENGANTAR

Puji syukur kami panjatkan kepada Tuhan Yang Maha Esa atas
terselenggaranya RAKERDA, SEMINAR, PRESENTASI ILMIAH/POSTER DAN
PELATIHAN 2019 pada hari Sabtu, 27 Juli 2019 di Aula PB. Sudirman Pemkab
Jember. Seminar ini diselenggarakan atas kerja sama antara Fakultas Farmasi
Universitas Jember dan Ikatan Apoteker Indonesia Cabang Jember.

Seminar ini mengusung tema “Peningkatan Profesionalisme dalam
Menjalankan Praktik Kefarmasian di Era 4.0” dengan tujuan untuk meningkatkan
kualitas praktek kefarmasian di tengah perubahan jaman yang semakin pesat.

Semoga acara yang Kami adakan dapat bermanfaat bagi semua pihak dan
kami ucapkan terima kasih yang sebesar-besarnya kepada semua pihak yang telah

berperan dalam suksesnya acara seminar ini.

Jember, Agustus 2019

Panitia
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Desain Gen Penyandi Secretory Leukocyte Protease Inhibitor untuk
Ekspresi Tinggi pada E. coli Secara in Silico

Evi Umayah Ulfa®, Elly Munadziroh?, Ni Nyoman Tri Puspaningsih®
'Bagian Biologi Farmasi Fakultas Farmasi Universitas Jember
Departemen Material Kedokteran Gigi, Fakultas Kedokteran Gigi, Universitas
Airlangga
% Departemen Kimia, Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas Airlangga
Email : evi.farmasi@unej.ac.id
Korespondensi : ninyoman-t-p@fst.unair.ac.id

ABSTRAK

Secretory Leukocyte Protease Inhibitor (SLPI) merupakan protein dengan
ukuran 11,7 kDa yang berperan untuk melindungi jaringan dari kerusakan akibat
protease yang dihasilkan oleh neutrofil secara berlebihan. SLPI juga mampu
menghambat pertumbuhan bakteri sehingga proses penyembuhan luka lebih
cepat akibat minimnya kontaminasi bakteri. Tujuan penelitian ini adalah
melakukan desain gen SLPI untuk ekspresi tinggi di E.coli melalui optimasi kodon
dan analisisnya secara in silico. Urutan asam amino SLPI asal membran amnion
dari GenBank di translasi balik sesuai dengan kodon preferensi di E.coli
menggunakan perangkat lunak Codon Optimization Tool. Hasil optimasi kodon
dianalisis menggunakan Rare Codon Analysis (Genscript). Hasil analisis sekuens
nukleotida SLPI menunjukan nilai CAl gen SLPI sebelum dan sesudah optimasi
secara berturut turut adalah 0,6 dan 0,9. Nilai persen GC gen SLPI sesudah
optimasi adalah 54,57%, sedangkan sebelum optimasi sebesar 52,42%. Hasil
distribusi kodon menunjukkan, 71% kodon pada sekuens SLPI hasil optimasi
yang memiliki frekuensi tinggi (FOP), sedangkan yang tidak dioptimasi
memberikan nilai FOP 30%. Berdasarkan hasil tersebut dapat disimpulkan
bahwa gen SLPI sintetik kemungkinan akan diekspresikan tinggi di inang E.coli.

Kata Kunci : gen SLPI, SLPI, Kodon preferensi, E.coli

PENDAHULUAN

Penyembuhan luka merupakan proses yang kompleks yang melibatkan
berbagai sel lain, sitokin, faktor pertumbuhan, protease dan komponen matriks
ekstraselular yang berperan dalam restorasi integritas jaringan yang rusak. Ada
beberapa tahap proses penyembuhan luka yaitu aktivasi hemostatis, inflamasi,
proliferisasi, dan reepitelisasi (Grab and Smith, 2007). Pada fase inflamasi terjadi
akumulasi neutrofil yang melepaskan berbagai protease, seperti elastase,
cathepsin G, dan protease 3. Fungsi utama dari protease ini adalah
menghancurkan dan menurunkan mikroba, namun protease juga dapat
mendegradasi protein matriks ekstraseluler seperti elastin, fibronektin, laminin
dan kolagen IV. Aksi protease diseimbangkan oleh a1-antitripsin yang diproduksi

oleh neutrofil (Wilgus et al, 2013). Proteolisis yang berlebihan akibat serin
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protease dapat memperlama proses penyembuhan luka. Kondisi infeksi pada
luka dapat mengakibatkan terjadinya proteolisis berlebihan karena bakteri
menghasilkan protease dan adanya bakteri memicu neutrofil untuk menghasilkan
protease (Mc Carty and Pervica, 2013). Untuk mempercepat penyembuhan luka
diperlukan zat aktif yang mampu menghambat proses proteolisis dari serin
protease. Ada banyak zat yang telah diketahui sebagai inhibitor protease, salah
satunya yaitu Secretory Leukocyte Protease Inhibitor (SLPI).

SLPI merupakan protein non-glikosilasi yang memiliki berat molekul
sebesar 11,7 kDa. Domain pada SLPI yang berfungsi untuk mengikat dan
menginhibisi protease yaitu domain C-terminal. Sementara domain yang
menstabilkan komplek protease-inhibitor, memediasi pengikatan heparin, serta
yang berperan sebagai anti-bakteri dan anti-fungal adalah domain N-terminal.
Domain C-terminal terdapat pada residu 53 hingga 107 dan memiliki sisi
pengikat protease pada residu 67 hingga 74. Sedangkan domain N-terminal
terdapat pada residu 1 hingga 51. Antar domain C-terminal dan N-terminal
dihubungkan oleh empat ikatan disulfida intramolekuler yang menyebabkan SLPI
memiliki struktur protein yang kompak (Koizumi et al., 2008).

SLPI melindungi jaringan dari degradasi protease melalui pembentukan
komplek reversibel dengan enzim serin protease yang dilepaskan oleh neutrofil
selama proses inflamasi (Doumas et al. 2005; Li et al., 2010). Penelitian Ashcroft
et al. (2000) menunjukkan mencit yang kekurangan SLPI akan mengalami
peningkatan inflamasi akibat degradasi jaringan oleh enzim serin protease
sehingga proses penyembuhan lukanya lebih lama dibandingkan mencit normal.
Selain aktivitasnya sebagai anti-protease dan anti-inflamasi, SLPI juga diketahui
memiliki aktivitas anti-bakteri, anti-jamur serta anti virus (Doumas et al., 2005).

Untuk tujuan aplikasi di bidang kesehatan dan komersialisasinya perlu
dilakukan produksi SLPI rekombinan dengan tehnik rekayasa genetika. Produksi
protein rekombinan dapat menggunakan inang prokariot (Eschericia coli) atau
inang eukariot seperti ragi (Sacharomyces cerevisiae dan Pichia pastoris),
serangga atau sel mamalia. Dalam aplikasinya, inang E. coli lebih banyak
digunakan untuk produksi protein rekombinan karena pertumbuhan cepat, mudah
penanganannya dan ekonomis, dan tingkat ekspresi yang tinggi (Glick and
Pastenak, 2010). Meskipun disukai, inang E.coli juga memiliki kelemahan yaitu
tidak mampu melakukan modifikasi paska translasi dan protein bisa teragregasi
membentuk badan inklusi yang tidak aktif (Glick and Pastenak, 2010).
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Ekspresi suatu protein heterolog memerlukan kesamaan penggunaan
kodon antara inang dengan gen target. Perbedaan penggunaan kodon dapat
mengakibatkan rendahnya ekspresi protein heterolog karena terhambatnya
proses translasi (Sorensen & Mortensen., 2005, Gustafsson et al., 2004).
Prediksi keberhasilan ekspresi protein heterolog dapat dilakukan secara in silico
menggunakan perangkat lunak rare codon analysis. Perubahan kodon agar
memiliki preferensi tinggi dengan kodon pada E. coli dapat dilakukan dengan
perangkat lunak codon optimization tools. Tujuan penelitian ini adalah untuk
melakukan desain gen penyandi SLPI untuk ekspresi tinggi di E.coli melalui

optimasi kodon dan analisisnya secara in silico.

BAHAN DAN METODE
Alat dan Bahan : perangkat lunak SignalP3.0, Codon Optimization Tool
(www.genscript.com), Rare Codon Analysis (www.genscript.com), sekuens asam
amino SLPI (GenBank,kode akses : EU116331).

Tahapan penelitian meliputi prediksi peptida sinyal dengan SignalP 3.0,

Optimasi kodon dengan Codon optimization tool (genscript), Analisis sekuens
nukleotida teroptimasi dengan perangkat lunak Rare Codon Analysis.
Prediksi Peptida Sinyal

Sekuens asam amino SLPI dari membran amnion manusia sepanjang 165
asam amino diperoleh dari gen bank NCBI (Kode Akses EU116331). Sebanyak
32 asam amino di ujung C dihilangkan karena merupakan asam amino dari
plasmid pET101DTOPO. Keberadaan peptida sinyal dari SLPI di konfirmasi
dengan metode Hidden Markov Model (HMM) dan Neural Network (NN)
menggunakan perangkat lunak SignalP 3.0.
Desain dan optimasi kodon gen penyandi SLPI

Optimasi kodon daerah pengkode gen SLPI dilakukan menggunakan
perangkat lunak yang disediakan oleh Genscript-Codon Optimization Tools.
Urutan asam amino SLPI matang (SLPI yang telah dihilangkan peptida
sinyalnya) ditranslasi balik sesuai dengan kodon peferensi di E.coli. Parameter
yang diadjustment yaitu codon usage bias, Konten GC, Sisi restriksi enzim yang

mungkin akan mengganggu kloning.

Analisis hasil optimasi kodon
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Urutan nukleotida gen penyandi SLPI sebelum optimasi (wild type) dan
sesudah optimasi dianalisis secara in silico menggunakan Rare Codon Analysis
(https://www.genscript.com/cgi-bin/tools/rare_codon_analysis). Paramater yang

dinilai adalah codon adaptation index (CAl), konten GC, dan Frekuensi Distribusi
Kodon (CFD).

HASIL DAN PEMBAHASAN

SLPI merupakan protein yang bekerja menghambat secara kuat berbagai
serin protease yang dihasilkan oleh neutrofil seperti elastase, cathepsin G, dan
protease 3 (Wilgus et al., 2013). Protein ini banyak diekspresikan oleh sel epitel
saluran pernafasan, intestinal, membran amnion dan sel sel inflamasi dalam
bentuk protein sekretori. Untuk mengetahui posisi pemotongan signal peptidase,
perlu dilakukan analisis in silico menggunakan SignalP 3.0 menggunakan
metode HMM dan NN (Nielsen et al., 1997).

(A) (B)

Gambar 1. Hasil analisis prediksi peptida sinyal menggunakan SignalP 3.0. (A)
Metode Hidden Markov Model. (B). Metode Neural Network

Hasil analisis menggunakan metode HMM maupun metode NN
memberikan hasil sama, bahwa pemotongan oleh signal peptidase terjadi antara
asam amino G'° dan asan asam amino S?° (Gambar 1). Hal ini menunjukan
bahwa peptida sinyal dari SLPI adalah asam amino posisi 1-19 dari ujung N
(Gambar 2).

88


https://www.genscript.com/cgi-bin/tools/rare_codon_analysis
http://repository.unej.ac.id
http://repository.unej.ac.id

Fakultas Farmasi Universitas Jember

MKSSGLFPFLVLLALGTLAPW ATGAGTGGTAAAAGCTTTAAAGCGGGCGTCTGCCCGCCGAA
AVEG JSGKSFKAGVCPPKKS AAAATCTGCCCAGTGTCTGCGTTATAAAAAACCGGAATGCCA
GTCTGATTGGCAATGTCCGGGCAAAAAACGCTGCTGTCCG
ﬁﬁg{;ﬁ;ﬁ'}ﬁi‘fﬁf&"gﬁgﬁ& GACACCTGCGGTATTAAATGTCTGGATCCGGTGGACACCCE
GAACCCGACGCGTCGCAAACCGGGCAAATGCCCGGTTACG
PTRRKPGKCPVTYGQCLMLN TACGGCCAGTGTCTGATGCTGAACCCGCCGAATTTCTGCGA
PPNFCEMDGQCKRDLKCCM AATGGATGGTCAATGTAAACGTGACCTGAAATGTTGTATGGG
GMCGKSCVSPVKA CATGTGTGGCAAATCGTGTGTGTCGCCGGTGAAAGCCTGA

(A) (B)

Gambar 2. Urutan asam amino SLPI dan hasil optimasi kodon SLPI matang. (A)
urutan asam amino SLPI. Peptida sinyal (warna merah), asam amino
SLPI matang (warna hitam), (¥) Sisi pemotongan signal peptidase. (B)
Urutan nukleotida hasil optimasi kodon

Peptida sinyal merupakan peptida pada ujung N yang berfungsi untuk
membantu translokasi-kotranslasional SLPI ke dalam lumen retikulum
endoplasma (RE). Peptida sinyal akan dikenali oleh molekul signal recognition
particle (SRP), diarahkan ke translokon yang ada pada membran RE dan masuk
ke dalam lumen RE. Didalam lumen RE, peptida sinyal akan dipotong oleh signal
peptidase dan protein matang akan disekresikan keluar sel setelah melewati RE
dan badan golgi (Owiji et al., 2018). Berdasarkan Gambar 2A, jumlah asam
amino SLPI matang adalah 107 asam amino yang dimulai dengan Serin (S%°)
hingga Alanin (A'%).

Codon Adaptation Index (CAl) Codon Adaptation Index (CAI)

“c,her'chf'a 1008 s .‘ ............ AmAS T s Gt e g e
sv! m Mx T T S.o fadl SR BRI LR R
” JE r ..... ) ....... g: ....... feeeee a5 i
e B O
"""""""""""""""""""""""""" i T
B s \ ¥ Relative rosition of codess
CAlL: 0.60

(A) (B)

Gambar 3. Hasil Nilai CAl, Konten GC dan CFD gen SLPI sebelum optimasi (wild
type) (A) dan sesudah optimasi (sintetik)

Pada proses sintesis protein, seluruh asam amino kecuali metionin dan
triptofan dikode oleh beberapa kodon. Berbagai studi menunjukan bahwa
frekwensi penggunaan kodon yang berbeda antara bakteri, tumbuhan maupun
manusia. Perbedaan frekwensi penggunaan kodon dapat menurunkan efisiensi
ekspresi protein karena rendahnya penerjemahan mRNA, dan terhentinya proses
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pemanjangan polipeptida saat translasi (Calderone et al., 1996; Goldman et al.,
1995). Nilai CAl, konten GC dan CFD dapat digunakan untuk menilai efisiensi
eskpresi protein heterolog.

Hasil analisis menunjukan nilai CAl gen SLPI sebelum optimasi (wild type)
yaitu 0,60 yang berada diluar nilai ideal untuk ekspresi di E.coli. Nilai GC rata-
rata sebesar 51,02% dan nilai frekuensi kodon optimal (FOP) yaitu 30% yang
juga berada diluar nilai ideal (Gambar 3A, 4A, 5A). Berdasarkan hasil analisis
Rare Codon dapat disimpulkan, tingkat ekspresi gen SLPI wild type di E.coli
diperkirakan rendah. Penelitian Munadziroh (2017) membuktikan tingkat ekspresi
gen SLPI wild type di E.coli rendah (< 1mg/L kultur).

Strategi untuk meningkatkan ekspresi suatu protein heterolog adalah
dengan melakukan optimasi kodon disesuaikan dengan inang yang digunakan.
Urutan asam amino SLPI matang ditranslasi balik menjadi urutan nukleotida
dengan proses pengaturan kodon sehingga memiliki preferensi tinggi untuk
diekspresikan di E.coli. Urutan nukleotida hasil optimasi kodon dapat dilihat pada
Gambar 2B.

GC curve
- - ‘
v - T [TY) o) o o *ar I3
Relative Pasibion of codes:
Average GC content: 51.02% . oy
A) (B)

Gambar 4. Hasil Analisis konten GC gen SLPI sebelum optimasi (wild type) (A)
dan sesudah optimasi (sintetik) (B).

Hasil analis rare codon menunjukan nilai CAl gen SLPI sintetik meningkat
menjadi 0.90 (Gambar 3B). CAIl adalah indeks kemiripan preferensi penggunaan
kodon dari suatu gen terhadap kodon organisme tertentu dalam hal ini adalah E.
coli. Nilai CAl > 0,8 menunjukan gen bagus diekspresikan di inang tersebut. Nilai
rata-rata konten GC gen SLPI sintetik sudah sesuai dengan nilai ideal yaitu
54,57% dan tidak ada puncak diluar 30%-70% (Gambar 4B). Nilai konten GC
yang tinggi (>70%) dapat menurunkan efisiensi dan menghambat translasi,
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sedangkan nilai konten GC yang rendah (<30%) dapat mengakibatkan
terlambatnya proses elongasi transkripsi (Gustafson et.al., 2004).

Pwwiiage of Caben
——

Lo

(A) (B)

Gambar 5. Hasil Analisis Frekwensi Distribusi Kodon (CFD) gen SLPI sebelum
optimasi (wild type) (A) dan sesudah optimasi (sintetik) (B).

Hasil analisis frekwensi distribusi kodon frekuensi kodon diperoleh nilai
FOP (frequency of optimal codon) gen SLPI sintetik meningkat menjadi 71 % dan
tidak ada nilai kodon < 30 (Gambar 5B). Nilai FOP kurang dari 30% dapat
menurunkan efisiensi ekspresi protein (Kernain et al., 2017). Berdasarkan nilai
CAl, FOP maupun konten GC dapat disimpulkan bahwa fusi gen SLPI sintetik
memiliki probabilitas ekspresi di E.coli lebih baik dari pada gen SLPI wild type.
Penelitian tentang peningkatan level ekspresi protein heterolog di E.coli melalui
optimasi kodon telah banyak dilakukan diantaranya interleukin-2 yang meningkat
16 Kkali, interleukin 18 meningkat 5 kali, Troponin T meningkat 40 kali, glutation
transferase meningkat 140 kali (Gustafson et al., 2004).

KESIMPULAN

Kesimpulan dari penelitian ini adalah :

1. Gen SLPI wild type memiliki preferensi kodon yang berbeda dengan E. coli
sehingga perlu dilakukan optimasi kodon.

2. Hasil analisis kodon secara in silico menunjukan gen SLPI sintetik memiliki
probabilitas yang tinggi untuk diekspresikan di E. coli dibandingkan dengan
gen SLPI wild type.
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