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KARAKTERISASI PROTEIN DISULFIDA ISOMERASE HASIL
PEMURNIAN SEBAGIAN DARI SACCHAROMYCES CEREVISIAE
[PUKCA470]

Mariana Wahyudi', Muliawati Sindumarta®, Dessy Natalia®

1 Fakultas Farmasi Universitas Surabaya
2 Departemen Biokimia MIPA Kimia Institut Teknologi Bandung

Abstrak

Protein disulfida isomerase (PDI) merupakan multi enzim yang berfungsi mengkatalisis
reaksi redoks dan reaksi isomerisasi ikatan disulfida dalam berbagai protein sekresi. PDI tefah
diisolasi dari Sacharomyces cerevisiae dengan aktivitas spesifik kecil. Sehubungan dengan
over-ekspresi gen PDA, telah dikonstruksi plasmid pUKC470 yang mengandung gen PDA S,
ceravisiae, tetapi sifat-sifat katalitic PDI S. cerevisiae hasil over ekspresi tersebut belum
diketahui. Pada penelitian ini dilakukan karakterisasi enzim PDI hasil pemurnian parsial dari 5.
ceravisiae [pUKC470] untuk memperoleh informasi kinetika enzim tersebut, khususnya
terhadap substrat insulin. Enzim PDI dimurnikan dari cell free extract transforman
menggunakan metode fraksinasi amonium sulfat 60-80% diikuti dengan kromatografi kolom
penukar anion DEAE-Sephacel. Kondist optimum enzim protein disulfida isomerase PDI hasil
pemurnian sebagian dari S. cergvisiae [pUKC470] tersebut berturut-turut adalah waktu 13
menit, pH 7,5 dan suhu 37°C. Data kinetik menunjulkkan bahwa PDI termasuk enzim alosterik
dengan nifai Vmaks £NZim sekitar 9Bunit/ml dan Ku apparent terhadap substrat insulin 8,0x10°
mM. Bacitracin merupakan modulator negatif PDI.

Kata kuncl:  protein disulfida isomerase, Sacharomyces cerevisiae [pUKC470],

overekspresi, karakterisasi, insulin.

Abstract

Protein disulphide isomerase (PD)) is a multi-enzyme involved in catalyzing redox and
isomerization reactions of disulphide bonds in secretory proteins. PD1 have been isolated from
Saccharomyces cerevisiae in the small amaount. To over-expressed the PDI, pUKC470 plasmid
has been constructed which contains 8. cerevisiae PD/ gene but the characteristics of PDI
from S. cerevisiae [pUKCA470] transformant have not been checked yet. This investigation is
focused on the characterization of partially purification of PDI from S. cerevisiae [pUKC470] to
elucidate mechanism of action of PDI by characterizing kinetics of the enzyme towards insulin.
PDI were purified from transformant cells free extract using ammonium suiphate fractionation
foliowed by ion exchange chromatography on DEAE-Sephacel. The partially purified enzyme
has optimum time of 13 minutes, optimum pH of 7.5 and oplimum temperature of 37°C. Kinetics
data indicated that PDI is an allosteric enzyme. PDI has Vimax of 98 unit per mL and apparent Ku
of 8.0 x 10 mM towards insulin. Bacitracin is a negative modulator for the enzyme

Key words:  proteln disulphide Isomerase, Sacharomyces cerevisiae [pUKC470], over-
expressed, characterization, insulin.
Pendahuluan peptidil prolil cis-trans isomerase (PPl) dan

Protein disulfida isomerase (PDI, E.C.
5.3.4.1) merupakan enzim yang mengkata-
lisis reaksi redoks dan isomerisasi gugus S-
S/-SH dalam protein-protein sekresi dan
ekstraseluler yang terdapat di dalam lumen
retikulum endoplasmik sel eukariot. Sebagi-
an besar protein sekresi dan ekstraseluler
mempunyai ikatan disulfida, baik intra dan/
atau intermotekuler, yang penting untuk pe-
lipatan (folding) protein yang benar agar da-
pat berfungsi. PDI bersama-sama dengan

molekul chaperone, membantu proses peli-
patan protein baik dalam proses kotransiasi
maupun proses pascatranslasi, dengan de-
mikian fungsi PDI di dalam sel sangat
penting (1.2).

PDI dapat mengkatalisis reaksi redoks
dan reaksi isomerisasi gugus S-S/-SH in
vitro, tergantung pada potensial redoks re-
aksi. Ada tiga jenis reaksi yang dikatalisis
oleh PDI {1): pertama, pembentukan ikatan
disulfida protein. Substrat protein (misalnya
RNase tereduksi) dalam keadaan tereduksi/
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Pengaruh modulator bacitracin terhadap
aktivitas enzim PDI,

Pengaruh modulator bacitracin terhadap
aktivitas enzim dapat dilihat pada Gambar 6.
Pengaruh bacitracin terhadap aktivitas en-
zim mulai terlihat 5pada konsentrasi modu-
lator di atas 5x10™ M. Pada konsentrasi ba-
citracin 1x10® M, aktivitas enzim PDI tinggal
60,10 unitymL atau sekitar 67% dibanding-
kan aktivitas awal tanpa bacitracin (89,10
unitymL). Uji aktivitas enzim dengan penam-

bahan bacitracin di atas konsentrasi tersebut
tidak dapat dilakukan karena bacitracin tidak
larut. Dari penelitian ini dapat disimpulkan
bahwa bacitracin merupakan modtlator ne-
gatif, tetapi belum dapat ditentukan apakah
bacitracin merupakan modulator negatif mo-
novalen atau polivalen karena sampai saat
penelitian ini belum ada pustaka yang me-
ngatakan adanya modulator lain terhadap
enzim PDI S. cerevisiae.
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Gambar 8. Pengaruh modulator bacitracin terhadap aktivitas PDI S,
cerevisiae [pUKC470] terhadap substrat insulin.

Simpulan dan Saran

Dari hasil penelitian dapat disimpulkan
bahwa kondisi optimum enzim protein disulfi-
da isomerase (PD1) hasil pemurnian seba-
gian dari 8. cerevisiae [pUKC470] berturut-
turut adalah waktu 13 menit, pH 7,5 dan
suhu 37°C. Data kinetik menunjukkan bahwa
PDI termasuk enzim alosterik dengan nilai
Vmaks @nzim sekitar 98unit/ml dan Ky appa-
rent terhadap substrat insulin 8,0x10% mM.
Bacitracin merupakan modutator negatif PDI.

Disarankan untuk dilakukan penelitian
lebih lanjut mengenai data-data kinetik en-
zim hasil pemurnian sebagian tersebut, juga
dilakukan pemurnian lebih lanjut, misalnya
menggunakan kolom kromatografi hidrofobik
atau yang lainnya; dan Kkarakterisasi sifat-
sifat PD| Saccharomyces cerevisiae [pUK-
C470] murni dengan substrat insulin.
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