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KATA PENGANTAR

Segala puji dan syukur penulis panjatkan kehadirat Allah SWT yang
telah melimpahkan rahmat dan hidayahNya sehingga penulis dapat
menyelesaikan naskah orasi ilmiah dengan judul “Jelajah Protein untuk
Kesejahteraan Manusia”. Penulis menyampaikan penghargaan dan
terima kasih yang sebesar-besarnya kepada pemimpin dan anggota
Forum Guru Besar Institut Teknologi Bandung atas kesempatan yang
diberikan kepada penulis untuk menyampaikan orasi ilmiah pada Sidang

Terbuka Forum Guru Besar.

Naskah orasi ilmiah ini merupakan tapak tilas perjalan penulis selama
berkiprah dalam menjalankan tridarma perguruan tinggi di Institut
Teknologi Bandung. Pada bagian awal, penulis membahas protein (enzim)
yang berfungsi untuk mendegradasi pati, khususnya o-amilase yang
berasal dari mikroba lokal. Selanjutnya dipaparkan pengem-bangan
protein insulin rekombinan untuk terapi diabetes melitus serta produksi
protein rekombinan virus untuk pengembangan alat uji cepat deteksi
penyakit dengue. Semoga ke depan, cita-cita produksi enzim, insulin dan
alat uji cepat dengue untuk meningkatkan kemandirian bangsa dapat
terwujud. Semoga catatan singkat ini ini dapat memberi manfaat bagi kita

semua.

Bandung, 8 Februari 2020

Dessy Natalia
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JELAJAH PROTEIN UNTUK KESEJAHTERAAN MANUSIA

1. PENDAHULUAN

Protein adalah biopolimer yang tersusun atas monomer asam amino
yang dihubungkan oleh ikatan peptida. Protein merupakan molekul yang
dinamis yang fungsinya dipengaruhi oleh urutan asam amino yang
terkandung didalamnya, dan pada interaksi dengan molekul lain. Protein
memiliki beberapa fungsi, seperti sebagai biokatalis (enzim), pembentuk
struktur, transpor molekul, kontraksi otot, respon kekebalan, hormon,
dan pembekuan darah. Sebanyak kurang lebih 3000 protein telah

dipelajari dari sekira 10.000 macam protein yang terdapat di alam.

Enzim adalah biokatalis yang berfungsi untuk mempercepat reaksi
kimia 10" kali lipat lebih cepat, yang artinya reaksi enzim berlangsung
dalam orde detik, sedangkan reaksi non-enzimatis akan berlangsung
ribuan tahun. Agar reaksi dapat terjadi, substrat harus diaktivasi terlebih
dahulu. Dalam hal ini, enzim berperan untuk memberi jalan alternatif agar
substrat dapat diaktivasi dengan energi yang lebih rendah dibandingkan
reaksi tanpa enzim. Dibandingkan dengan katalis non-enzim, enzim
memiliki keunggulan, yaitu bekerja lebih cepat; reaksi spesifik; bekerja
pada suhu, temperatur dan tekanan yang lunak; dapat dikendalikan; dan
ramah lingkungan. Sebagai perbandingan, reaksi sintesis ammonia dari
N, dan H, memerlukan katalis besi yang bekerja pada 500-700 °C dan
tekanan 100-900 atm, sedangkan biokatalis nitrogenase dapat mereduksi

Forum Guru Besar Prof. Dessy Natalia
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gas nitrogen menjadi ammonia pada 27 °C dan tekanan 1 atm. Contoh lain,
dekomposisi hidrogen peroksida menjadi air dan gas oksigen dengan
biokatalis katalase memiliki laju reaksi sejuta kali lebih cepat dibanding

reaksi yang menggunakan katalis ion besi Fe* (Price dan Steven, 1989).

Penulis memfokuskan diri pada riset enzim dan protein rekombinan,
baik untuk pengembangan keilmuan maupun untuk aplikasi dalam
bidang pangan dan kesehatan, yang selaras dengan bidang prioritas
berdasarkan Rencana Induk Riset Nasional dan bidang prioritas riset ITB.
Penulis mengenal enzim pertama kali pada 1988 ketika melakukan
penelitian tugas akhir tingkat sarjana di bawah bimbingan Prof. Soedigdo
Pringgoprawiro (seorang pendiri Biokimia ITB). Enzim yang diteliti
adalah penisilin asilase (suatu enzim yang menjadi riset unggulan PAU
Bioteknologi ITB). Dalam kurun waktu 20 tahun terakhir ini, penulis
menekuni riset enzim, khususnya a-amilase. o-Amilase telah ditemukan
sejak 1833, yang waktu itu dikenal dengan nama diastase, yang dapat
mempercepat reaksi hidrolisis pati lebih efisien dibandingkan dengan
katalis asam. Penulis tertarik untuk mencari berbagai a-amilase baru dari
berbagai mikroorganisme Indonesia, khususnya mikroorganisme yang

berasal laut.

Selain riset ilmu dasar, penulis juga aktif melakukan riset aplikatif
atau yang juga dikenal dengan riset bioteknologi molekul. Riset
bioteknologi molekul baru berkembang pada 1970an yang merupakan

gabungan dari teknologi DNA rekombinan dengan bioteknologi
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tradisional. Salah satu produk penelitian yang penulis dapatkan adalah
kandidat vaksin Cb peritrophin-42 rekombinan untuk hama lalat
screwworm fly (Chrysomya bezziana) yang menyebabkan penyakit myasis
pada ternak (Natalia et al., 2007). Seiring dengan bertambah luasnya
jejaring kerjasama, penulis merintis penelitian pengembangan protein
rekombinan untuk kesehatan, khususnya khususnya insulin untuk terapi
diabetes melitus; dan protein virus dengue untuk deteksi cepat demam

yang disebabkan oleh virus dengue.

2. o-AMILASE PENDEGRADASI PATI

o-Amilase adalah suatu enzim yang berfungsi untuk mendegradasi
pati (Gambar 1). Pati merupakan cadangan energi utama pada tanaman
dan merupakan salah satu sumber nutrisi utama bagi makhluk hidup.
Penggunaan pati dunia pada tahun 1993 adalah 2,3 x 10’ ton dan pada
tahun 2020 diperkirakan 6,3 x 10° ton (DeBaere et al., 1999). Pati yang paling
banyak digunakan adalah tapioka, yaitu sekitar 44% dari total
penggunaan pati (Scoot et al., 2000) Selain untuk pangan, pati dapat
digunakan langsung atau diproses menjadi sirop glukosa, maltodekstrin,

atau siklodekstrin.

Komponen utama polisakarida pati adalah amilosa dan amilopektin.
Amilosa merupakan polimer linear yang dibangun oleh unit monomer
glukosa yang dihubungkan melalui ikatan o-1,4-glikosida. Derajat

polimerisasi amilosa berada pada kisaran 200 - 200.000, yang memberikan
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bobot molekul sekira 30-3.200 kDa. Pati tapioka atau kentang memiliki
derajat polimerisasi 1.000 - 6.000 dan amilosa jagung atau gandum dengan
derajat polimerisasi 200-1.200 (Buléon et al., 1998). Amilopektin
merupakan polimer bercabang yang disusun oleh rantai linear 10 - 60 unit
glukosa yang dihubungkan oleh ikatan o-1,4-glikosida dan rantai
samping yang dikaitkan dengan ikatan a-1,6-glikosida dengan panjang
rantai 14-45 unit glukosa. Rasio antara amilosa dan amilopektin bervariasi
menurut sumber pati. Umumnya, rasio amilosa: amilopektin pati sekira
1:3. Kebanyakan pati mengandung sekira 15-35% amilosa, misalnya
amilosa dalam kentang ~20-21% dan dalam beras ~16-30% (Juliano and

Villareal, 1993). Pati alami juga mengandung protein dan lipid dalam

jumlah kecil.
aLimi Desrn Gl
Gambar 1. Degradasi pati oleh a-amilase.
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Industri pemrosesan pati skala besar telah muncul pada abad terakhir.
Pada awalnya, pati dihidrolisis dengan dengan menggunakan asam.
Namun, kini pati dihidrolisis menggunakan enzim, enzim ini termasuk
dalam ~30% produksi enzim dunia (van der Maarel et al., 2002). Pada
hidrolisis enzimatik konvensional, suspensi pati digelatinisasi terlebih
dahulu dengan pemanasan 90 hingga 105°C untuk membuka struktur pati
mentah. Proses ini menyebabkan kekentalan suspensi pati meningkat.
Pati yang telah digelatinasi kemudian dilikuefaksi dengan c-amilase
termostabil diikuti dengan sakarifikasi menggunakan glukoamilase pada
50 hingga 60 °C. Keseluruhan proses ini memerlukan energi tinggi dan
biaya tinggi.

Penggunaan enzim pendegradasi pati mentah mampu menjawab isu
penghematan energi pada industri pati. Pemahaman oa-amilase
pendegradasi pati mentah dalam berbagai aspek akan memberi
sumbangan yang sangat berarti untuk pengolahan pati yang lebih efektif
dan ramah lingkungan. Hidrolisis pati tanpa tahap gelatinisasi hanya
dapat dilakukan dengan menggunakan o-amilase pendegradasi pati
mentah. Jenis a-amilase pendegradasi pati mentah yang telah diketahui
sangat terbatas, sekira 10% dari seluruh o-amilase telah ditemukan
(Janeceket al., 1999).

o-Amilase termasuk ke dalam keluarga glikosil hidrolase 13 (GH13).
GH13 memiliki empat ciri utama, yaitu memiliki pelipatan tong (/o)

memiliki 4-7 daerah dengan urutan asam amino lestari; memiliki tiga
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residu pusat aktif (aspartat pada untai p4, glutamat pada untai f5 dan
aspartat kedua pada untai B7); mekanisme katalisis dengan memper-
tahankan konfigurasi o-anomer pada hasil pada hidrolisisnya. Secara
umum, struktur o-amilase terdiri atas tiga domain, yaitu domain A yang
memiliki pelipatan tong (f/a); domain B yang memiliki struktur rantai
yang terletak diantara untai 3 dan heliks 0.3 pada domain A; dan domain
C yang memiliki motif kunci Yunani pada ujung C polipeptida (Gambar
2). Ciri khas a-amilase pendegradasi pati mentah adalah adanya domain
pengikat pati (starch-binding domain, SBD). Namun, beberapa c-amilase
pendegradasi pati mentah ditemukan tidak memiliki SBD (Puspasari et

al., 2013; Sarianetal., 2017).

A domain

_____

Gambar 2. Struktur TAKA a-amilase dari Aspergillus oryzae (2QTAA).

Sumber organisme potensial penghasil enzim pendegradasi pati

mentah adalah mikroba laut. Penulis dengan bekerja sama dengan Prof.
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Ocky Karna Radjasa dari Universitas Diponegoro, serta Prof. Zeily
Nurachman, dan Dr. Ihsanawati dari Kelompok Keilmuan Biokimia ITB
mengeksplorasi mikroba laut tropis. Dari penelitian kami, beberapa
mikroba laut penghasil o-amilase pendegradasi pati mentah telah
diidentifikasi, diantaranya Bacillus amyloliquefaciens (Nurachman et al.,
2010), Bacillus aquimaris MKSC 6.2 (Puspasari et al., 2013), dan Bacillus
megaterium NL3 (Sarian et al., 2017). Beberapa contoh kerja a-amilase
pendegradasi pati mentah ditunjukkan pada Gambar 3. Paten tentang
proses pembuatan tepung singkong termodifikasi, tepung tapioka
termodifikasi, dan/atau tepung pati singkong termodifikasi, produk yang
dihasilkan dari proses tersebut menggunakan mikroba laut telah

diterbitkan oleh Direktorat Jendral Kekayaan Intelektual (IDP000055965).

B. aquimaris MKSC 6.2 merupakan bakteri terumbu karang yang
berasosiasi dengan karang lunak Sinularia sp. dari perairan Pulau Merak
Kecil, Banten. Bakteri ini menghasilkan sedikitnya tujuh macam enzim
yang dapat mendegradasi pati (Puspasari et al., 2009), salah satunya
adalah o-amilase BaqA. Enzim amilolitik dari B. aquimaris MKSC 6.2
mendegradasi pati mentah dengan dua pola, yaitu membuat pori pada
pati yang berasal dari biji-bijian dan mengelupas pati yang berasal dari
umbi dan batang (Gambar 3). Gen pengkode BaqA (bagA) terdiri dari 1539

nukleotida. Gen ini mengkode 512 residu asam amino protein BagA.

Model struktur tiga dimensi BaqA dibuat dengan menggunakan

templat struktur TAKA a-amilase (Gambar 2). BagA memiliki tiga domain

Forum Guru Besar Prof. Dessy Natalia
Institut Teknologi Bandung 7 8 Februari 2020



Gambar 3. Foto SEM pati mentah sebelum (kiri) dan setelah (kanan) penambahan
enzim amilolitik B. aquimaris MKSC 6.2 (A dan B), pati jagung; (C dan D), pati
singkong; (E dan F), pati sagu; (G dan H), pati kentang; (I dan J), pati beras.
Sumber: Puspasari ef al., 2009

yang menjadi ciri keluarga GH13, yaitu domain A dengan pelipatan tong
(B/av), yang mengandung residu pusat aktif Asp214, Glu243, dan Asp311;

Forum Guru Besar Prof. Dessy Natalia
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domain B yang terbentuk dari residu asam amino ke 138 ke 189 yang
terletak diantara untai B, dan heliks o, domain A; dan domain C yang
dibentuk dari residu asam amino ke-388 sampai dengan asam amino
terakhir pada ujung-C polipeptida. Pohon filogenetik o-amilase dari
keluarga GH13 menunjukkan bahwa BaqA berada pada subkeluarga
baru, bersama-sama dengan beberapa o-amilase lain yang belum
dipublikasi (Gambar 4). Keunikan lain dari BaqA adalah enzim ini tidak
memiliki SBD dan berdasarkan hasil penjajaran asam amino BaqA dengan
berbagai a-amilase keluarga GH13, BaqA memiliki sidik jari dua residu
triptofan (Trp201 dan Trp202). Kedua triptofan ini bersama-sama dengan
triad (Asp246, Arg247 dan Asp248) pada domain A dan residu Tyr400

diperkirakan yang berperan dalam pengikatan pati (Puspasarietal., 2013).

Untuk dapat mempelajari struktur dan fungsi BagA secara mendalam,
diperlukan BagA dalam jumlah yang banyak. Untuk itu, gen pengkode
bagA dimasukkan ke dalam yang bakteri Escherichia coli. BaqA rekombinan
yang dihasilkan mendegradasi pati menghasilkan campuran maltosa,
maltoriosa, maltotetraosa, dan sedikit glukosa (Puspasari et al., 2013).
Hasil studi terbaru kami menunjukkan delesi 34 asam amino ujung-C
BagA dapat meningkatkan kemampuan BagA dalam mendegradasi pati
danresidu Trp201 penting dalam interaksi enzim dengan pati (data belum
dipublikasikan). Saat ini kami memperoleh dukungan penelitian World
Class Research dari Kementrian Riset dan Teknologi / Badan Riset dan

Inovasi Nasional Republik Indonesia untuk melakukan kajian
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menentukan struktur BagqA dan menentukan peran residu-residu

pengikatan pati pada BaqA secara lebih mendalam.

GH13_new_subfamily

»
&

&

4 ; ¢ GH13_1
& -
kf:;ﬂ’ﬁ “N’mﬂsl
r;ﬂ"'"nc‘“’

wm,‘ﬁm

e Sacchwomycopsis Rbuigers D4PAYT

T Vg POOBOE —
GH13_ 5 — =
Aok comestics GBLYD — p— - GH13_28
3 ~ i O
: p Ve Seromonag
aH1a 7 // / ' “% P22639
O it o) ' GH13 27
w‘-‘“ﬂw / %%"’t-\a
ﬁw’“’ﬁ £ 7 \,
,\l L
o P y
. & 8 = % n;g GH13_32
o S AN
@ ‘,w“.} g
—o1 ﬁf ¥ 4 3 . GH1 i
¥ § =
§ GH13_24
GH13_5 Raé‘

Gambar 4. Pohon filogenetik a-amilase subkeluarga GH13.
Sumber: Puspasari ef al., 2013

Bacillus megaterium NL3 merupakan bakteri yang berasosiasi dengan
anemon laut yang hidup di Danau Kakaban, Pulau Derawan, Kalimantan
Timur. Danau Kakaban awalnya adalah laguna dari atol yang terbentuk
dari koral selama lebih dari 2 juta tahun. Akibat pergerakan kerak bumi,
terumbu karang terangkat ke atas permukaan laut membawa air laut yang

terkurung didaratan seluas 5 Km® dengan kedalaman 50 m (Radjasa et al.,
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2009). B. megaterium NL3 menghasilkan o-amilase BmaN1 baru yang
belum pernah dilaporkan sebelumnya (Sarian, et al., 2017). BmaN1 yang
terdiri atas 504 residu asam amino memiliki residu pusat aktif yang
berbeda dari pusat aktif a-amilase pada umumnya. Pada BmaN1, terdapat
residu Aspartat203 yang bergeser bergeser i + 1 dari posisi lestari (Asp203),
aspartat kedua digantikan dengan Histidin294 (His294), dan residu lestari
Glutamat231 (Glu231) (Gambar 5). Gen pengkode BmaNN1 telah dimasuk-
kan pada bakteri B. megaterium MS941. BmaN1 rekombinan disekresikan
ke media dan dapat mendegradasi padat menjadi glukosa, maltosa dan

sedikit maltooligosakarida (Sarianet al., 2017).

Gambar 5. Model struktur tiga dimensi o-amilase BmaN1 B. megaterium NL3 dan
struktur tiga dimensi a-amilase GTA Geobacillus thermoleovorans (Kode akses PDB:

4E20). Warna orange: BmaN1 dan warna abu: GTA. Sumber: Sarian ef al., 2017.
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Disamping mengeksplorasi a-amilase pendegradasi pati mentah dari
mikroba laut, penulis juga meneliti a-amilase pendegradasi pati mentah
dari mikroba terestial, salah satunya adalah a-amilase SfamyR64 dari ragi
Saccharomycopsis fibuligera R64. Penelitian yang dipelopori oleh Prof.
Soetijoso Soemitro (Alm) dari Eks PAU Bioteknologi ITB dan Jurusan
Kimia Universitas Padjajaran, penulis lakukan bersama Dr. Fernita
Puspasari, Prof. Toto Subroto, Dr. Wangsa T. Ismaya dan Dr. Khomaini
Hasan. S. fibuligera banyak digunakan dalam fermentasi beras dan
singkong, dan merupakan salah satu penghasil a-amilase yang terbaik
(Chi et al., 2009). SfamyR64 memiliki 494 residu asam amino dan memiliki
struktur khas a-amilase yang terdiri atas domain A, domain B dan domain
C. Untuk keperluan aplikasi industri, enzim dengan stabilitas tinggi
sangat diperlukan. Kami telah membuat varian SfamyR64 baru yang lebih
stabil dengan kemampuan katalisis yang baik (Natalia et al., 2015). Varian
baru ini memiliki tambahan ikatan disulfida, melalui substitusi residu
Serin336 menjadi Sistein336 (S336C) dan Serin437 menjadi Sistein437
(5437C) pada daerah antara domain A dan C (Gambar 6), yang

meningkatkan kestabilan enzim.
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Gambar 6. Model struktur SfamyR64. Sumber: Natalia et al., 2015.

3. INSULIN UNTUK TERAPI DIABETES

Menurut data dari International Diabetes Federation, pada 2019
sebanyak 463 juta orang (20-79 tahun) di dunia menderita diabetes, dan
jumlah ini diperkirakan meningkat menjadi 700 juta pada 2045. Indonesia
menempati peringkat ke tujuh dunia setelah China, India, Amerika
Serikat, Pakistan, Brazil dan Meksiko, dengan jumlah penderita diabetes
sebanyak 10,7 juta orang dan akan mencapai 16,6 juta pada 2045.
Meningkatnya prevalensi diabetes di Indonesia menunjukkan bahwa
upaya pengobatan dan pencegahan penyakit diabetes secara dini perlu

dilakukan.

Penderita diabetes diidentifikasi dengan kadar gula di atas normal.

Kadar glukosa darah normal berada dalam rentang 60-110 mg/dL dan
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tidak lebih dari 140 mg/dL setelah makan. Peningkatan kadar glukosa
darah menyebabkan dehidrasi, perubahan pH darah dan kerusakan sel.
Ada dua jenis diabetes, diabetes tipe 1 dan diabetes tipe 2. Diabetes tipe 1
atau diabetes melitus yang tergantung insulin terjadi akibat kerusakan sel
B-pankreas. Oleh karena itu, penderita diabetes tipe 1 ini memerlukan
terapi insulin. Penderita diabetes tipe 2 memiliki insulin, namun hormon
ini tidak dapat mengendalikan gula darah, diantaranya karena kerusakan
reseptor insulin. Seiring dengan berjalannya waktu, jika tidak ditangani
dengan baik, sel B-pankreas penderita diabetes tipe 2 akan mengalami

kerusakan, sehingga akhirnya perlu terapi insulin.

Insulin adalah hormon peptida yang terdiri atas rantai A (20 residu
asam amino) dan rantai B (30 residu asam amino). Struktur primer insulin
ditentukan oleh Prof. Fred Sanger pada 1953 setelah penelitian panjang
selama 10 tahun di Institut Biokimia, University of Cambridge, Inggris.
Hanya beberapa tahun berselang, Prof. Fred Sanger dianugrahi hadiah
nobel pada 1957. Insulin disekresikan oleh sel B-pankreas ke dalam aliran
darah ketika glukosa darah meningkat. Pelepasan insulin merupakan
sinyal agar sel liver, sel otot dan sel adiposa menyerap glukosa dari darah.
Selain mengaktifkan penyerapan glukosa darah, insulin juga
menstimulasi sintesis glikogen pada liver dan otot, glikolisis pada otot dan
liver, sintesis asam lemak pada liver, sintesis lemak pada jaringan adiposa,
dan sintesis triasilgliserol pada jaringan adiposa. Disamping

mengendalikan enzim-enzim metabolisme, insulin juga berperan dalam
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mengontrol beberapa ekspresi gen (Nelson and Cox, 2013).

Insulin disintesis dalam bentuk satu untai molekul preproinsulin
yang terdiri atas 110 residu asam amino dengan susunan peptida sinyal
(residu 1-24) (Gambar 7). Selanjutnya, peptida sinyal preproinsulin
dipotong oleh peptidase yang terdapat pada organel retikulum
endoplasma menghasilkan untai baru yang disebut proinsulin. Proinsulin
mengalami pelipatan sedemikian rupa diikuti dengan pembentukan satu
ikatan disulfida antara pada rantai-A dan dan dua ikatan disulfida antara
rantai-B dan rantai-A. Bagian tengah proinsulin (rantai-C) dipotong oleh
protease yang terdapat pada badan Golgi menghasilkan dua rantai-B dan
rantai-A yang terhubung oleh ikatan disulfida. Produk pemotongan ini
merupakan insulin aktif. Jumlah insulin aktif yang diperlukan tubuh per

hariadalah sekira 1,8 mg.

Terapi diabetes menggunakan insulin yang dihasilkan oleh pankreas
hewan (salah satunya, Iletin) yang diaplikasikan pertama kali pada
1920an. Namun, jumlah insulin yang bisa diproduksi sangat terbatas.
Dengan menggunakan teknologi DNA rekombinan, insulin manusia
berhasil dibuat pada Escherichia coli pada 1979, dan dikomersialisasikan
pada 1982. Selain menggunakan E. coli, insulin manusia juga dibuat di

dalam sel ragi.

Untuk terapi diabetes, insulin disuntikkan secara subkutan (di bawah
kulit). Namun, molekul insulin ini dapat membentuk heksamer yang sulit
masuk ke dalam aliran darah sehingga durasi terapetik menjadi lebih
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lama. Hal ini memicu peneliti untuk mengembangkan varian insulin
analog yang tidak membentuk heksamer dalam tubuh. Salah satu insulin
analog yang banyak dibutuhkan untuk terapi diabetes tipe 1 adalah
insulin yang bekerja cepat, misalnya insulin Aspart. Insulin Aspart adalah
molekul insulin yang dibuat dengan mengganti residu prolin28 (Pro28
pada rantai-B) dengan residu aspartat28 (Asp28). Perubahan residu asam
amino pada insulin Aspart membuat molekul ini menjadi lebih mudah

diabsorpsi masuk ke dalam aliran darah setelah injeksi.
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Gambar 7. Biosintesis insulin.
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Pasar insulin global mencapai 21,35 milyar USD pada 2013, sedangkan
pasar insulin di Indonesia mencapai 31,925 M rupiah pada 2014. Tiga
produsen utama yang menguasai pasokan insulin di dunia saat ini adalah
Eli Lilly (USA), Sanofi (Perancis)) dan Novo Nordisk (Denmark)
(Rotenstein et al., 2012). Harga insulin analog lebih tinggi dibandingkan
insulin regular (Rotenstein ef al., 2012). Oleh karena itu, tantangan bagi
industri farmasi kita untuk membuat insulin analog dengan harga yang

terjangkau.

Sejak di SMA, penulis telah tertarik dengan berita tentang insulin
manusia yang dihasilkan pada bakteri E. coli. Tiga puluh tahun kemudian,
penulis mulai merintis pengembangan produksi insulin rekombinan
bersama-sama dengan Dr. Ilhsanawati dan Dr. Fifi F. Masduki. Pada tahap
awal, kami melibatkan mahasiswa program sarjana yang mengambil
tugas akhir untuk membuat prekursor insulin manusia pada ragi Pichia
pastoris. Penelitian insulin kemudian dilanjutkan dengan bekerja sama
dengan Dr. Neni Nurany dari PT Biofarma yang melibatkan mahasiswa
program doktor. Mengingat keberadaan insulin analog sangat dinantikan,
kami memfokuskan riset pada pengembangan prekursor insulin Aspart
pada ragi P. pastoris. Gen pengkode prekursor insulin Aspart
diintegrasikan ke dalam kromosom ragi (Gambar 8A), dan molekul
precursor insulin Aspart dihasilkan dalam jumlah yang besar setelah sel
ragi diinduksi dengan methanol (Gambar 8B). Untuk konfirmasi, massa

molekul prekursor insulin Aspart dengan massa molekul 6301,8 diperiksa
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dengan menggunakan spektrofotometri massa (Kurniatin et al., 2019).
Konversi prekursor insulin Aspart menjadi insulin Aspart aktif dengan
bantuan protease saat ini sedang berlangsung. Diharapkan, produk

insulin Aspart aktif akan muncul dalam waktu dekat.
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Gambar 8. A, Produksi prekursor insulin Aspart pada P. pastoris KM71. A. Analisa
keberadaan gen pengkode prekursor insulin Aspart dengan metode PCR (A). B,
Prekursor insulin Aspart dengan menggunakan penginduksi metanol pada berbagai
konsentrasi (0,5%, 1%, 2% dan 3%). Tanda panah merah menunjukkan fragmen DNA
gen pengkode prekursor insulin Aspart, dan tanda panah hijau menunjukkan protein

prekursor insulin Aspart. Sumber: Kurniatin et al., 2019

4. PENGEMBANGAN ALAT UJI CEPAT DETEKSI PENYAKIT
DENGUE

Sebanyak tiga milyar orang yang tinggal di daerah tropis dan
subtropis beresiko terinfeksi virus dengue. Setiap tahun, sebanyak 400 juta

orang terinfeksi dengue, sekitar 100 juta menderita sakit dan dilaporkan
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sebanyak 22.000 kematian (http://cdc.gov, diakses tanggal 19 Januari
2020). Indonesia adalah daerah endemik dengue dan kasus infeksi dengue
mengalami peningkatan 700 kali lipat selama 45 tahun terakhir. Virus
dengue tersebut ditransmisikan melalui gigitan nyamuk Aedes aegypti dan
Aedes albopictus. Saat ini empat serotipe virus dengue telah diidentifikasi,
yaitu DENV-1; DENV-2; DENV-3; dan DENV-4. Masing-masing serotipe
virus tersebut memiliki antigenisitas berbeda-beda sehingga orang yang
telah terinfeksi salah satu serotipe tidak menghasilkan antibodi yang
dapat melindungi orang tersebutjika terinfeksi oleh virus dengan serotipe
yang lain. Infeksi virus dengue menimbulkan demam dengue (DD) yang
mirip demam biasa yang dapat sembuh setelah 3-5 hari. Namun, pada
beberapa kasus DD berkembang sangat cepat, tanpa dapat diprediksi. Ini
menjadi demam berdarah dengue (DBD) yang parah akibat kerusakan
pembuluh darah. Kasus paling parah, kerusakan pembuluh darah dan
gagal organ terjadi pada sekira 1-5% pasien dengue. Penderita ini
mengalami sindroma syok dengue (SSD) yang dapat menyebabkan
kematian. Kasus infeksi yang parah lebih sering terjadi pada anak-anak,
perempuan; dan penderita obesitas. Infeksi sekunder yang menyertai jauh
lebih membahayakan karena adanya mekanisme antibody dependent

enhancement.

Pada kasus seseorang yang terinfeksi primer oleh virus dengue,
protein NS1 virus dengue dan virusnya sendiri dapat dideteksi pada saat

timbulnya demam (Gambar 9). Protein NS1 merupakan protein non-
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struktural virus dengue yang memiliki peranan penting dalam replikasi
dan multiplikasi virus di dalam sel inang. Seseorang yang terinfeksi baru
menghasilkan antibodi IgM setelah hari ketiga demam, dan antibodi IgG
pada akhir masa akut. Pada kasus infeksi sekunder, IgG muncul lebih awal
(dua hari setelah demam). Pada kasus ini, protein NS1 dan virusnya
sendiri berumur pendek. Kasus DBD atau SSD parah, sering kali infeksi
sekunder “menipu” diagnosis karena protein NS1 dan virus tidak

terdeteksi.

Empat serotipe dengue ditemukan sepanjang tahun 2013-2016 di
tujuh kota, yaitu Bandung, Denpasar, Jakarta, Makassar, Semarang,
Surabaya, dan Yogyakarta (Utama et al, 2019). Serotipe DENV-3
merupakan jenis yang paling banyak ditemukan disemua kota yang
diteliti, kecuali Denpasar dan Surabaya. Dikedua kota tersebut, yang
dominan berturut-turut adalah DENV-1 dan DENV-2. Laporan terbaru
(Tempo.Co, 6 November 2019) menyatakan bahwa sebanyak 110.921
kasus demam berdarah di seluruh Indonesia tercatat hingga 31 Oktober
2019. Angka tersebut meningkat dua kali lipat lebih tinggi dibandingkan
dengan angka kasus demam berdarah pada tahun sebelumnya.
Perubahan iklim, seperti perubahan curah hujan, suhu, kelembaban dan
arah udara, mempengaruhi perkembangbiakan nyamuk A. aegypti
(McMichael et al., 2006). Selain itu, perilaku dan partisipasi masyarakat
dalam pemberantasan sarang nyamuk sangat rendah, dan pertambahan

jumlah penduduk diiringi mobilitasnya turut berkontribusi dalam
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penyebaran virus dengue yang semakin luas.

Sejauh ini tidak ada obat untuk mengatasi infeksi virus dengue. Di
rumah sakit, pasien demam dengue hanya ditangani dengan terapi cairan
dan terapi simtomatik seperti penurun panas. Pada 2015, vaksin dengue
(Dengvaxia) telah diproduksi oleh Sanofi Pasteur dan mendapat
persetujuan dari US FDA. Dengvaxia merupakan vaksin yang berisi virus
yellow fever yang telah dilemahkan yang membawa gen pengkode protein
prM-E dari keempat serotipe dengue. Dengvaxia memberikan efek
proteksi pada pasien yang pernah terinfeksi dengue, namun vaksin ini
dapat membahayakan jika diberikan pada orang yang belum pernah

terinfeksi dengue.

Untuk dapat menurunkan tingkat kesakitan dan kematian akibat
dengue, upaya pengembangan alat deteksi cepat dan akurat dengan harga
terjangkau perlu dilakukan. Deteksi dengue juga perlu dilakukan
sebelum seseorang divaksinasi. Diagnosis dengue berbasis interaksi
antigen-antibodi merupakan dasar prinsip kerja dari alat uji cepat (rapid
test). Saat ini, alat uji cepat tersebut sangat terbatas dan mahal. Dengan
kondisi saat ini, sangat mustahil kita bisa mengimplementasikan deteksi

dini dengue secara luas di seluruh Indonesia.
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Gambar 9. Biomarker infeksi dengue. Sumber: Muller et al., 2017

Sejak 2007, penulis bersama-sama dengan Dr. Thsanawati, Dr. Fernita
Puspasari, dr. Silvita F. Riswari MKes, Dr. Bachti Alisjahbana, Hofiya
Djauhari, M.Si. dan Anita Juwita SSi beserta para mahasiswa telah
membuat beberapa protein NS1 virus dengue rekombinan. Gen pengkode

protein NS1 virus dengue rekombinan dari virus Indonesia telah
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disintesis dan dimasukkan ke dalam ragi P. pastoris (Puspasari et al., 2017)
atau bakteri E. coli (Natalia ef al., 2018). Protein DENV-2 NS1 rekombinan
dihasilkan sebagai agregat yang tidak aktif pada E. coli. Oleh karena itu,
agregat tersebut harus dibuka terlebih dahulu dan dilipat ulang untuk
menjadi protein yang aktif (Gambar 10A). Keberhasilan pelipatan ulang
diverifikasi menggunakan kit komersial yang mengandung antibodi
monoclonal NS1 (Gambar 10B) dan ELISA. Protein rekombinan yang
dihasil memberikan interaksi positif dengan antibodi monoklonal NS1
yang terdapat pada kit komersial (Gambar 8B). Saat ini, kami juga sudah
memiliki protein DENV-4 NS1 rekombinan. Paten pembuatan protein
DENV-2 NS1 rekombinan dan DEN-4 NS1 telah didaftarkan dengan
nomor registrasi 200201709895 dan P00201506769.

Gambar 10. A, Pemurnian protein NS1 rekombinan; B, Interaksi protein NS1
rekombinan NS1 yang dihasilkan dengan antibodi monoklonal NS1 pada alat uji cepat

komersial. Sumber: Natalia et al., 2018
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Gambar 11. Desain alat uji cepat Versi 1.0

Dua macam alat uji cepat deteksi IgM/IgG dengue telah
dikembangkan. Pada tipe pertama (Versi 1.0), keberadaan IgM dan IgG
dideteksi pada dua kaset yang berbeda (Gambar 11), sedangkan pada tipe
yang kedua (Versi 2.0), IgM dan IgG dideteksi pada satu kaset (Gambar
12). Pada alat uji cepat Versi 1.0, konjugat anti antibodi IgM atau IgG
dengan nanopartikel emas; protein NS1 rekombinan sebagai garis uji; dan
antibodi IgM atau IgG manusia sebagai garis kontrol ditempel berturut-
turut pada kertas uji (Gambar 9). Serum darah seseorang yang diduga
terinfeksi dengue ditotolkan pada ujung kertas uji dan dielusi dengan

buffer sehingga bergerak ke arah konjugat anti antibodi IgM atau IgG
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dengan nanopartikel emas, protein NS1, dan antibodi IgM atau IgG. Hasil
uji positif ditandai dengan dua pita warna pita merah keunguan muncul
pada garis uji dan garis kontrol, sedangkan uji negatif hanya memberikan
satu pita pada garis kontrol. Pada uji coba terbatas terhadap sampel serum
darah, alat uji cepat Versi 1.0 memiliki sensitifitas dan spesifisitas yang
memuaskan. Namun, pada uji coba dengan sampel klinis dengan jumlah

sampel yang banyak, kinerja alat uji masih perlu peningkatan.

Perbaikan alat uji cepat versi 1.0 kami lakukan dengan menambahkan
protein ED3 dan menggabungkan deteksi IgM dan IgG dalam satu kaset.
Protein ED3 merupakan fragmen protein E virus dengue yang
mengandung domain Il dari protein E. Domain IIl dari protein E berperan
pada interaksi virus dengue dengan reseptor sel inang (Watterson et al.,
2012). Domain III memiliki epitop yang memberikan imunogenisitas
tinggi (Cedillo-Barron et al., 2014). Protein ED3 rekombinan kami buat
pada E. coli. Pada alat uji cepat Versi 2.0 ini, konjugat protein NSI1-
nanopartikel emas dicampur dengan konjugat protein ED3-nanopartikel
emas dan sebagai garis kontrol digunakan antibodi NS1. Urutan protein
yang ditempel pada kertas uji adalah campuran konjugat protein NS1-
nanopartikel emas dengan konjugat protein ED3-nanopartikel emas;
antibodi anti IgM manusia; antibodi anti IgG manusia; dan antibodi NS1.
Hasil positif ditandai dengan munculnya tiga pita merah keunguan pada
garis antibodi IgM manusia, IgG manusia dan antibodi NS1. Sedangkan

hasil negatif hanya ditunjukkan munculnya satu pita pada garis antibodi
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Gambar 12. Disain alat uji cepat dengue Versi 2.0

5. PENUTUP

Keanekaragaman mikroba Indonesia merupakan harta karun yang
harus terus dieksplorasi untuk kesejahteraan bangsa. Temuan beberapa o.-
amilase baru dari mikroba laut Indonesia memberikan sumbangan
penting bagi ilmu pengetahuan. Selanjutnya, penguasaan pengetahuan
pada tingkat molekul, menjadi landasan untuk inovasi pembuatan
produk yang memiliki nilai ekonomi tinggi. Sementara itu, melalui riset
bioteknologi molekul, prekursor insulin Aspart harus segera
dimanfaatkan oleh industri dan masyarakat agar dapat menekan
prevalensi penderita diabetes di Indonesia. Demikian juga, produk
protein virus dengue beserta alat uji cepat penyakit dengue harus
dipercepat realisasi untuk menekan korban demam berdarah dengue. Hal

ini sejalan dengan program pemerintah untuk menyiapkan SDM unggul
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yang sehat. Sebagai usaha untuk mengintegrasikan hasil penelitian
dengan kegiatan pendidikan, kami telah merancang dua mata kuliah baru
pada kurikulum 2019, yaitu Transformasi Karbohidrat; dan Kimia Klinik
dan Diagnostik. Besar harapan penulis, kelak akan makin banyak generasi
baru ITB yang menghasilkan karya-karya yang memberikan

kemashlahatan bangsa dan negara.

6. UCAPAN TERIMA KASIH

Puji dan syukur penulis panjatkan kehadirat Allah SWT, karena atas
rahmat dan ridho Nya penulis dapat menerima amanah Guru Besar ini.
Shalawat dan salam penulis sampaikan pada Rasululah Muhammad
Shalallahu ‘alaihi wa sallam. Pada kesempatan ini, pertama-tama penulis
menghaturkan bakti dan terima kasih pada ayahanda Prof. Imran Manan
(Alm) dan ibunda Dra. Fatimah Enar yang telah mendidik, menanamkan
nilai-nilai luhur, dan membesarkan kami dengan kasih sayang yang
berlimpah. Kedua orang tua penulis selalu mendorong dan mendoakan
kami untuk selalu menempuh jalan kebenaran dan dapat memberi
manfaat untuk sesama. Semoga Allah SWT selalu memberikan ampunan
dan kasih sayangNya kepada ayah ibu tercinta. Penulis mengucapkan rasa
syukur atas nikmat Allah SWT yang telah memberikan suami dan mentor,
Kang Rudy Hermawan Karsaman, yang selalu menyayangi, menghibur
dan membimbing penulis dengan penuh kesabaran. Alhamdulillah, Allah
SWT memberikan anugrah yang paling berharga kepada penulis, ananda
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tersayang, Rendy Fitrananda Hermawan, yang menjadi penyejuk hati
ayah dan ibu. Semoga Allah SWT selalu menyayangi dan membimbing
Rendy menjadi hambaNya yang sidiq, amanabh, tabligh dan fathonah.
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Drs. Hiskia Achmad, Drs. Ismono, Drs. Budi Setiadji, Ir. M. S. Tupamahu,
Drs. Hadi Sangkanparan, Drs. Tan Sen Liang yang telah memberikan ilmu,
bimbingan, inspirasi dan teladan kepada penulis sejak dari mahasiswa
hingga penulis bergabung di Prodi Kimia ITB. Semoga Allah SWT
memberikan rahmat ampunanNya bagi beliau semua. Ucapan terima
kasih khusus penulis sampaikan kepada Prof. Zeily Nurachman sebagai
sahabat yang selalu menularkan optimisme. Terima kasih yang tulus
penulis haturkan kepada Drs. Sarwono Hadi, Prof. Akhmaloka, Prof. Fida
M. Warganegara, Dr. Enny Ratnaningsih, Dr. Ihsanawati, Dr. Rukman
Hertadi, Dr. Yanti Rachmayanti, Dr. Made Puspasari, Dr. Fifi F. Masduki,
Dr. Santi Nurbaiti (Alm), Dr. Sari D. Kurniasih, Dr. Rindia M. Putri, dan Dr.
Reza Aditama, yang telah berbagi ilmu, dan pengalaman, serta berjuang

bersama dalam memajukan KK Biokimia ITB.

Ucapan terima kasih yang sebesar-besarnya penulis sampaikan
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Forum Guru Besar Prof. Dessy Natalia
Institut Teknologi Bandung 28 8 Februari 2020

Euis Holisotan Hakim, Prof. Akhmaloka, Prof. Yana M. Syah, Prof.
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