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RINGKASAN 

Growth lromrone dikelahui mengaktillcan STAT I, 3, SA dan 58. Alctifilya protein 

AT akan mempengandti pola ekspresi dari gen target Untuk mengakiri signaling protein 

TAT yang diaktillcan GH temyata diperlukan suatu protein fosfalase SHP-1 dan SHP-2. 

fosfatase tersebut sangat berperan sebagai regulator negatif signaling yang diaktillcan 

H. 1\Uuan penelitian ini adalah untuk mengetahui bem molekul protein SHP 2 sebagai 

untuk mengetahui susunan· asam amino protein fosfalase SHP pada ayam pedaging 

ang sedang mengalami pertumbuhan akibat meningkatnya growth lronnone (GH). 

Ayam dipelibara dalam kandang mulai umur 1-21 hari, ayam mendapat pakan dua 

li sehari yaitu pukul 06.00 WIB dan 18.00 WIB dengan jumlah 10 % lebih kecil dari 

dar. Pada umur 21 hari ayam dipotong untuk diambil sampelnya berupa jaringan hepar 

tuk dilakukan pemeriksaan sebagai beriJrut (I) lsolasi protein fosfalase SHP-2 dari 

• gan hepar ayam pedaging, (2) Analisis protein f...mtase SHP-2 darijnringan hepar ayam 

ging dengan menggunukan melode SDS-PAGE (sodium dudecyl .rulphat 

lyacrylamkle gel ekctroplroreses), (3) ldentltilcasi bem molekul protein fosfalase SHP-2 

d gan melode blotting yaitu teknik Western Blot dengan menggunukan protein yang 

di ·~can seeara elektrop/roreses dari ge/ polyacrylamide. 

Hasil penelitian menunjukkan babwa bem molekul protein SHP-2 adalah 12 kDa, 

ini menunjukkan babwa pada ayam pedaging fitse pertumbuhan protein SHP-2 diduga 

dengan yang ada pada manusia. Dibarapkan dengan diketabuinya protein SHP-2 pada 

pedaging akan menjadi dasar untuk mengetabui sejara jelas mekanisme growth 

one dalam mengatur pertumbuhan dan metabolisme tubuh. 
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SUMMARY 

Growth honnone known to activate STAT I, 3, SA and SB. Active STAT proteins 

ill affect the pattern of expression of the target gene. To end the STAT signaling proteins 

at are activated GH apparendy required a protein phosphatase SHP-1 and SHP-2. Tlvo of 

esc phosphatases play an important role as a negative regulator of GH signaling is 

ivated. The purpose of this study was to detennine the molecular weight of the protein 

2 as a basis to detennine the amino acid composition of the protein phosphatase SHP in 

railers that are experiencing growth due to increased growth honnone (GH). 

Chickens kept in cages from age 1-21 days, the chicken gets feed twice a day ie 06.00 

and 18.00 pm with a total ofiO% smaller than standard. At the age of21 days the chicken 

cut to fonn liver tissue sampled for examination as follows (I) Isolation of protein 

osphatase SHP-2 from liver tissue broiler, (2) Analysis of protein phosphatase SHP-2 from 

e broiler liver tissues using SDS -PAGE (sodium dudecyl sulphat polyaclylamide gel 

e ectrophoreses), (3) Identification of the molecular weight of the protein phosphatase SHP-2 

th the blotting method using the Western blot techoique described in eleklrophoreses 

p Ieins from polysccylamide gels. 

The results showed that the molecular weight of the protein SHP-2 is 72 kDa, this 

~gests that broiler growth phase protein SHP-2 allegedly similar to that in humans. 

'*'""""' to know the protein SHP-2 in broilers will be the basis for knowing clearly address 

th mechanism of growth honnone in regulating growth and metabolism. 
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DAB 1. PENDABULUAN 

1.1 Lalar Belakaog Peoelltiao 

Sekresi growth hormon dibawah control neural dari hypothalamus melalui 

sedikitnya dua dau mungkin tiga faktor hypophysiotropic yaitu GHRH (growth 

honnone realeasing honnone), aomatostatin, dau ghrelin (Becker,2001). 

Growth hormone diselcresi dalam suatu pola pulsati~ meningkat dau menurun. 

Mekanisme yang mengatur sekresi growth ho1'11t0110 secara tepat belwn sepeouhnya 

dipabami , namun beberapa faktor yang betl<aitan dengan nutrisi dau stress dapat 

merangaang sekresinya, yaitu (I) kelaparan, terutama pada diflsiensi protein hera!, (2) 

hipoglikemia atau juga rendabaya konsenllasi asam lemak dalam darah, (3) Jatihsn atau 

olah raga (4) ketegangan dau (S) lmuna. Growth hormone juga secara kbas meningkat 

pada 2 jam pertama tidur lolap. Soabaliknya pada hwfaan dimana teljadi peoingkatan 

glukosa darah , peoingkatan asam lemak bebas , honnon aomatDstatin merupakan 

faklor yang mengbambat sokresi produksi growth honnone. 

Honnon portumbuban (growth hormone, GH) mempunyai arti peoting dalam 

mengatur pertumbuban dau metaholisme tubuh. Namun mekanisme regulasi transkripsi 

gen sposifik oleh GH yang diperlukan untuk proses tetsebut masih belum jelas. 

Terikatnya GH dengan reseptomya dapat mengaklifkan Janus Kinase 2 (JAK 2) dau 

selanjutnya memfosforilasi tirosin dalam kompleks GH-reseptor-JAK 2. T'U'OSin ini 

kemudian membentuk tempat ikatan untuk sejumlah protein signaling, seperti signal 

transducers and act/wdors of trtmscription (STA1). Growth hormone diketahui 

mengaktifkan STATs I, 3, SA dau SB. Aktifitya protein STAT akan mempeogaruhi 

pola ekspresi dari gen targeL Untuk mengakiri signaling protein STAT yang diaktifkan 

u: .. '. 
..: .. . ' ) ~ 
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GH temyata diperlukan suatu protein fosfatase SHP-1 dan SHP-2. Dua fosfatase 

tersebut sangat berpenut sebagai regulator negutif signaling yang diaktifkan GH. 

Dengan mengecahui bcrat molekul SHP-1 dan SHP-2 maka ada peluang besar untuk 

membuat protein spesifik yang dapt memperlambat keJja SHP-1 dan SHP-2 sehingga 

efek metabolik GH menjadi lebih lama. Sayanguya penelitian tentang protein SHP 

banyak dilalrukan pada tikus, menci~ domba dan manusia, sedangkan pada ayam 

pedaging belum banyak dilakukan. 

1.2 Rumasaa Masalah 

Untuk itu dalam penelitian ini diajukan perumusan I11DSIIIah bcrapa berat 

molekul protein SHP-2 yang nda padajaringan hepar ayam pedaging? 

2 
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Growth Hormone (GH) 

Honnon pertumbuhan adalah honnon peptide yang terdiri dari 191 asam amino 

yang disintesis, disimpan dan dilepsskan oleh sel somatotroph dari hipofiSis anterior. 

Hormone pertwnbuhan berfungsi untuk pertumbuhan tulang. otot dan organ SOI1a 

mempengsruhi kecepatan pertumbuhan tubuh dengan memberikan nmgsangan pada 

hepsr untuk mensekresi somatomedin. Hormon pertumbuhan juga mempunyai arti 

penting dalam mengatur pertumbuhan dan metabolisme tubuh. Namun mekanisme 

regulasi tnutskripsi gen spesifik oleh GH yang diperlukan untuk proses tersebut masih 

belum jelas. 

Reseptor GH adalah anggota famili reseptor sitolcin yang dlketahui bemsosiasi 

dengan dan mengaktifkan tirosin kinase ( Endo eta/, 1997). Terikatnya GH dengan 

reseptomya dapat mengaktifkan Janus Janase 2 (JAK 2) dan selanjutnya 

memfosforilasi tirosin dalam kompleks GH- reseptor-JAK 2. T"1r0sin ini kemudian 

membentuk tempat ikatan untuk sejumlah protein signaling, seperti signal transducers 

and activators of transcription (STA1). 

· Protein signaling lain yang dapat terikat pada kompleks reseptor 1AK21GH 

adalah (I) protein She yang dapat mengaktivasi jalur Ras-MAP lei._ (2) substrat 

reseptor insulin yang terlibat dalam aktivasi phosp/uJtidy/inosito/-3 '-kinase dan kinase 

AKTIPKB, (3) fosfolipase yang menyebabkan formasi diasilgliserol dan aktivasi 

protein kinase, (4) protein yang terlibat dalam regulasi sitoskeleton, termasuk faca/ 

adhesion kinase (Smit eta/, 1999), paxillin, tensin, Crkll, C-Src, c-Fyn, 10-M dan Nck 
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(Zhu, 1998). Diantara berbagai molekul signaling tersebut temyata protein STAT 

berperan penting dalam regulasi dan transkripsi GH. 

2.2 Reseptor GI'Otvllr Homwlll! 

Growth Hormone Ret:8p/Or (GHR) adalah anggota famili reseptor membran 

tennasuk reseptor berbagai sitokin (inrerleukin dan lnteiferon) (Burnside, 1996). 

Penentuan letak seluler reseptor GH sangat penting untuk mengetahui target keJja GH 

(Hull, 1996). Pertama knti dideteksi mRNA reseptor GH dengan northing blotting pada 

limfa, bursafabrlclus dan thymus unggas domestik. Anatisls dengan po(ymerose ehoin 

reaction (PCR) menuqjukkan bahwa sequence mRNA yang meugkode domain 

intraseluler dan ekstraseluler reseptor GH ada pada semua jnringan dengan bomologi 

tertinggi pada transkripsi bepatik. 

Pada tikus GH akan mengiknt reseplor pada plasma membran. Kompleks GH

GHR (growth homume reseptolj adalah bagian dari recycle dimana reseptor selalu 

disintesis oleh go/gi apparatus dan kemudian ditransfer ke plasma membran. Kadar 

GHR plasma menlngknt sesuai dengan pulsatil GH plasma. Reseptor yang disekresi 

golgi apparatus dengan yang ada dnlsm plasma mernbran akan disesuaikan dengan 

pulsatil GH sehingga dnpat disimpulkan bahwa GHR 

banyak terdnpat di golgi apparatus dan kernudioan dilransfer ke plasma membran yang 

selnya peka terhndap GH (VIeuric, 1996). 

Efek GH sangat dipengaruhi oleh tenbt tidnkuya GH dengan GHR. Mutasi gen 

GHR (deletions, abnormal splicing, missense mutallon) akan menurunkan atau 

mencegah pengikatan GH ditempat targeL A yam sex linked dwmf (SLD) mengalsmi 

ganguan pertumbuban padnhal GH plasma nonnal dan bahkan berlebih. Ternyata serum 
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ayam SLD mengandung sejumlah besar protein binding yang homolog dengan GHR 

sehingga GH hanyak yang tidal< terikat pada reseptor dan akibatnya tidak ada efek 

pertumbuhan (Hull, 1996). 

2.3 ECek MetaboUk Growth Hormone 

Grtllflth hormone memainkan peran dalam mengatur pertumbuhan dan 

komposisi tubuh (Foster, 1998). Growth hormone secata nyata mempunyai efek 

biologik yang dipengaruhi oleh insulin-likz growth factor I QGF-l) dalam 

meningkatkan pertumbuhan otot skelet (Younken, 2000). Pemberian faktor 

pertumbuhan secata In vivo pada ayam pedaging menyebabkan peninaJ<atan kecepatan 

pertumbuhan dan massa otot sebesar IS %dan diperlukan pakan 6,5 % lebih sedikit dari 

pskan normal. Peningkatan pertumbuhan ini mempunyai implikasi dan daya tarik yang 

besar bagi dunia perunggasan. Tetapi pola ekspresi gen faktor pertumbuhan selama 

massa pertumbuhan sampai saat ini belum dikelabui secatajelas (Killefer, 2000). 

Daging yang berkualitas tinggi dapat diperoleh apabila sekresi GH dapat 

ditingkatkan. Peningkatan sekresi GH ayam pedaging dapat dilakakan dengan 

pemberian pakan dua kali sehari dengan jumlah 10 % di bawah jumlah pakan standar 

(Anwar, 2004; Anwar dan Sarmanu, 2004; Anwar dkk., 2003). Etek metnbolik hormon 

pertumbuhan meliputi peningkatan keoepatan sintesis protein di seluruh tubuh, 

peninaJ<atan pengangkutan asam lemak dari jaringan lemak dan peningkatan 

penggunaan asam lemak sebagai sumber energi (Ortiz et al., 2001; Anwar dkk., 1999;). 

Hormon pertumbuhanjuga dapat menyebabkan penU!lfllanjaringan adiposa, penurunan 

kandungan lemak tubuh dan peningkatan density tulaog (Anwar dkk., 2000; Savendhal, 

1999). 
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2.4 Aktlvasi Proteio STAT oleh Growth HormoM 

Protein STAT belp<l'llll penting dalam regulasi transkripsi gen oleh GH dan sitokin lain 

yang mengaktifkan Janus Kinase (JAK). Protein STAT yang semula diidentifikasi 

dalam jalur signaling Interferon (IFN) (Darnell eJ al. 1994) aclalah faktor sitoplasmik 

yang mengnndung domain SH-2. Pnda fosforilasi tirosil yang sering melalui kaskade 

berinisiasi JAK kinase, protein STAT sitoplasmn membentuk suatu komplelcs dengan 

protein STAT lain melalui lnteraksi tirosin yang mengalami fosfbrilasi poda domain 

SH-2, meogadakan translokssi meouju ke nukleus, herikalan dengan DNA dan 

selanjutnya mengaktilkan transkripsi poda gen sasaran (lhle, 1996). Growth hormone 

diketahui mengaktifkan STATs I, 3, SA dan SB 

Fosforilasi tirosil STATs I, 3, SA dan SB yang tergantung GH dijumpai dalam 

fibroblas 3T3-F442A, hepar tikus yang mengalami hipofisektomi, biakan sel bali dan 

poda berhagai sistem overekspresi. Fosfbrilasi tirosil STATs SA dan SB juga dijumpai 

poda seiiM-9 manusia dan otot hepar serta otot rangka tikus nonnal (Smitet.aL, 1999). 

STATI yang juga disebut P91, diidentifikasi sebagai anggota komplelcs gen 

faktor 3 yang yang dirangsang oleh IFNa. STAT3 diidentifikasi sehagai acute phose 

response foetor (APRF) yang memperantarai regulasi transkripsi protein terlJadap IL-6. 

STAT S atau 11W11U1U11Y gland factor (MGF) diidentifikssi sebagai faktor transkripsi 

yang dirangsang oleh prolaktin (PRL), meskipun gen STATS awalnya tunggal yang 

ditemukan poda domba, saat ini ada 2 beotuk protein STAT yaitu STATSA dan 

STA TSB yang ditemukan poda mencit, tikus dan manusia (Silva et al. 1996). Geo yang 

mengkode STATSA dan STATSB sangat homolog dengan 90% sekuens kode yang 

identik. Protein STATSA dan STATSB terutama berbeda poda domain aktivasi 

transkripsi COOH-tenninal, spesifJSilas ikatau DNA dan distribusinya dalam jaringan 
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(Verdier et ol, 1998). Hal ini menunjukkan bahwa protein STATSA dan STATSB 

mempunyai penon yang saling tumpang tindih dalam sigmling GH. 

Analisis signaling GH pada sel defeslensi 1AK2 dan sel yang mengalami 

mutasi dalam mengekspreslkan ~ptor GH menunjukkan bahwa aktivasi STATs I, 3, 

SA dan SB yang tergantung GH memerlukan aktivasi 1AK2 (Smit et ol, 1997). Hal ini 

sesuai dengan temuan bahwa aktivasi lAKs diperlukan untuk aktivasi STAT.lAKI atau 

1AK2 yang diekspresikan berlebih """""' aktif dalam sel COS aktm menlllgS8IIg 

terikatnya ST ATI ke DNA (Silvennoineo, 1993). 

Aktivasi 1AK2 yang diekspresikan berlebih tampaknya eukup untuk fosforilasi 

STAT! dan STAT3 dan pengikatan DNA, namun tidak cukup untuk aktivasi STATS. 

Hal ini menuqjukkan bahwa aktivasi STATS oleh GH memerlukan fosforilasi residu 

tirosin spesifik dalam ~ GH sehingga meogbasilkan tempat ikatan herafinitas 

tinggi untuk domain SH2 dalam protein STAT. Tuosin spesifik pada ~ GH babi 

(YS34, YS66 dan Y627 ekuivalen dengan Y534, YS66 dan Y626 pada ~ GH 

tikus) diketshui diperlukan untuk fosforilasi tirosil STATs tergantung GH dan 

transkripsi promorer Spi 2.1 (Wang et ol, 1996). 

Bentuk reseptor GH yang kekurangan sebagian hesar tirosin rerfosforilasi dapat 

memperantsrai fosforilasi tirosil STATs I dan 3 yang diinduksi GH dan ikatan STATs I 

dan 3 pada Sis inducible element (SIE) dari e-fos. Meskipun demlkian tirosin 

rerfosforilasi dalam ~ptor G H dapat menyebabkan aktivasi mnkairnal STATI dan 

STAT3 (Smitetal.,l996). 

Fosforilasi tirosil diperlukan untuk aktivasi pengikatan DNA STAT. Penelitian 

terbaru juga menunjukkan bahwa fosforilasi juga berperan dalam regulasi protein 

STAT. Pada pemeriksaan Western Blots terbukti bahwa band STAT3 dan STATS 
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terfosforilasi tirosil akibat rerspon dari GH (Ram et al~ 1996). Protein STAT 

terfosforilasi pada residu serin dan tirosin. 

Penelidan ddak langsung menunjukkan bahwa GH menstimulasi fosfurilasi 

STATs I, 3 dan S pada serin atau treonin dalam hepar. Fosforilasi ini aknn 

meningkatkan pengikatan DNA STAt, DNA STAT3 dan meogubah secara subslaasial 

pengilcatan DNA STATS (Ram eta/~ 1996). STAT I, 3, -dan SA merJS811dung 

conserved consensus sequence untuk fosfurilasi yaitu MAP kinase dan penelidan awal 

menunjulckan bahwa MAP kinase berlanggung jawab alas fbsforilasi serif STATI, 

STAT3 dan STATSA. Sedangkan STATSB 1auena tidak meusanclung conserved 

consensus sequence maka fosforilasi dilakakan oleh kinase Jain selain MAP kinase. 

Protein STAT I, 3, SA dan SB juga mengandung protein kinase C dan k:asein kinase 

untuk proses fosforilasi. Hal ini menunjulckan .bahwa jalur signaling ganda dapat 

menyatu pada protein STAT untuk akdvasi lnlnskripsi oleh GIL 

2.5 Peraa 1"11'08in Fosfatase daJam Termiaasi Signaling Prote1a STAT 
yang Diaktifkaa GH 

Terminasi signaling protein STAT yang diaktifkan GH melibalkan duajeais 

peristiwa signaling : (I} defosforilasi tirosin pada GHR, JAK2 dan STATs oleh 

fosm-, (2} ekspresi protein suppres.rors of cyrokine signaling (SOCS}. Tenninasi 

signaling protein STAT yang diakdlkan GH memetlukan akdvasi tirosln fosfatase pada 

kompleks GHRIJAK2. Fosfatase ini selanjutnya aknn mendell>sforilasi GHR, JAK2 

dan STAT untuk mengadaknn down-regulate signaling. Katena STAT memetlukan 

GIIR tetfosforilasi untuk docking dan aktivasi selanjutnya oleh 1AK2 maka 

defosforilasi GIIR diduga aknn mengakhiri aktivasi STAT. Defosforilasi GIIR juga 
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menandai leljadinya degradasi (Gebert el o/~ 1999). DeiOsforilasi tirosin dalam domain 

kinase JAK2 diduga akan menginaldifkan JAK2; sedanglcan defoslbn1asi tirosin dalam 

STAT akan menghambat pengikatan DNA sehinga akan ltiCIIjlllldllri signoling. 

Fosfidase yang berpenln sebapi regulator negatif signo/ing prot<:in STAT yang 

diaktifkan GH adalah SHP-1 dan SHP-2 yang mengandung domain SH2. SHP-1 

dikelahui sebagai regulator negatif .rigpo/ing JAKISTAT yang diperaotarai reseptor 

silolcin dalam sel hemalopoielik. SHP-1 alcsn betasosiasi deugan JAK2 untuk 

mendel0sfon1asi JAK2 pada hepar. SHP-1 dan SHP-2 dianggsp sebagai fosfidase 

potensial untuk STAT S (Yu et o1.. 2000). SHP-.2 benlsosiosi deugan GHR sebapi 

respon ledladap GH. mutasi residu tirosin dalam GHR yang betfimgsi sebagai tempal 

pengikatan SHP-2 akan mempetpaDjang fosforilasi tDosil GHR, JAK2 dan STATSB 

sminga efelc metabolilc: GH semakin lama {Siotep et o1.. 2000), Anwar dkk (2011) 

mengs!akan bahwa bent molelcul protein SHPI ayam pedaging se1Jesar681d>a. 

Fosfidase lain yang dicluga ledibat dalam defoslbn1asi GHR, JAK2 dan STAT 

adalah serine /threonine inhibitor H-7 dan sildobekssmida yang akan mempedambat 

inaktifilyaJAK2 (Gebert et o/., 1999). 

Protein socs berpenln sebagai negative .foetlbod dalam .. ~ ekspresinya 

diindalcsi oleh silolcin ataupun harmon dan bekelja menghambat .rignaling kompleks 

reseptor yang diaktifkan (Nalca eJ o/~ 1997). GH mengindaksi ekspR:si 50CS-I. -2. -3. 

dan CiS cialam hepar likus dengan denUat yang betbeda (Rom dan Waxinan. 1999). 

Jalur signaling yang lerlibal dalam induksi eJcspresi SOCS sebagai resuon teriladan GH 

masih belum lelas. namun diperkimkan memerlukan sig!to/ing protein_STAT (Nalca et 

o/~ 1997). 
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GH 

G:uat..r2.L ~ srATs.,.. SH1-B dan soc.. P: Phosphotyrosllles. J.v; , 
Jaaas ldasse, Spi : Serine protease ia .. "bilor, SOCS : appressor or <ytokiae 
sigaatiag (Heniaglon et IlL, %000). 

SOC8-I dapst berinlelaksi lanpung deupn JAK (Endo et aJ. 1991). lnhibisi 

SOC8-I terbadap aktivitas JAK2 memerlukan ialelaksi 8Diara domain SH2 SOC8-I 

dan JAK2 (Yasukawa et aJ. 1999). Diperldralcan regio N-tenninal pada domain SH2 

bekeJja sebagai pseudosubmm inhibiw JAK2. SOC8-I akan mengbamhat fosforilasi 

tirosil JAK2 dan selaqjutnya secant konstitutif akan mengltentikan lbsforilasi llrosil 

STATSB, pengikalan DNA dan ekspresi gen yang dipet:lllllllrai STATSB (Ram dan 

Waxman, 1999). 

Ke!ja SOC8-2 terbadap signaling protein STAT yang diinduksi GH belam 

diketahui secant jelas. Sedangkan Wlluk SOCS-3 temyata dlmduksi dengan cepa1 di 

dalam hepar oleh GH (Tollet-Egnell et aJ., 1999). Hal ini menuqjuldom babwa SOC8-3 

betperan pealing dalam tenninasi signaling protein STAT. Berbeda dengan SOCS-1, 

SOC8-3 mengbambat JAK2 melalui mekanisme yang memerlukan GHR (Hausen et aJ. 

1999). NamWJ melamisme feljaamya proses ini belum jelas. Penefrtian menggunakan 

domain siloplasma lilosil GHR yang terfosforilasi pada balaeri olch kinase selaia JAK2 
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menunjuldcan bahwa SOCS-3 dan SOCS lain dapat berikatan langsung dengan GHR. 

Hal ini menuqjuldcan arti penling penggunaan GHR yang difosforilasi 1AK2 dnlam 

menentukan mekanisme penghambalan 1AK2 oleh SOCS. 

Seperti llalnya SOCS-3, CIS terutama diinduksi dnlam hepar oleh GH dan jugn 

memerlukan GHR untuk mengbambot 1AK2 (Ram dan Waxman, 1999). Sesuai dengan 

peran penling fisiologis CIS dnlam ngnallng GH, mencit transgenic yang 

meogekspresikan CIS mengnlami penunman belli! badan dan kadnr mqjor urinmy 

protein (MUP) rendnh pada urinnya (Malsumoto et ol, 1999). Hal ini merupalcan cini 

mencit yang de!Csiensi SfATS. 
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DAB 3. TIJJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN 

3.1 Tajaaa Peaeliliaa 

3.1.1 Tajaaa Jaagka Paagjaag 

Tujuan jaagl<a paqjang penelitian ini adalah untuk mengetahui susunan asam 

amino protein fosfalase SHP pada ayam pedagiag yang sedang mengalami 

pertumbuban akibat meningkalnya grawth hormone (GH). 

3.1.2 Tujuaa Kbasus 

Mengetahui betat molekul protein fosfatasc SHP-2 yang ada padajaringan bepar 

ayam pedagiag 

3.2 Maafaat Peaeliliaa 

Dengan diketahuinya betat molekul protein SHP-2 nyam pedagiag maka 

meqjadi dasar untuk mencari anti protein SliP yang dapat memperlambat IA:mtinasi 

signaling protein STAT yang diaktifkan GH, sebingga cfek metabolik GH c1apat 

menjadi lebih lama dan akhimya pertumbuban semakin tinggi. 

---·--:1 . . ~ - -
' ' 
. . ' 

I . "' .. . . -. L• I,.-. '\ 
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BAB 4. METODE PENELITIAN 

4. 1 Tempat Daa Walda Peneliliaa 

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Faal Fakultas Kedokter.m Univasitas 

8l'8WI}aya Malang dan kandang hewan coba yang ada di wilayah Surabaya. 

4.2 Sampel Peae61iaa 

Penelitian ini menggunalcan sampel berupa hepar ayam pedaging janlan galur 

Lohman (MB 202 P) yang dipelihara mulai umur I bari sampai dengan 21 hari. 

4.3 Prosedar Peae&liaa 

Ayam dipelihara dalam kandang mulai umur 1-21 hari, ayam meadapat pakan 

dua kali sebari yaitu pulad 06.00 WIB dan 18.00 WIB denganjumlah 10% lebih kecil 

clari standar. Pada umur 21 hari ayam dipotong untuk diambil sampelnya berupa 

jaringan hepar IOituk dilakukan pemeriksaan sebagai berikul : 

I. lsolasi protein fus1illase SHP-2 clarijaringan hepar ayam pedaging 

2. Analisis prolein fosfatase SHP-2 clari jaringan hepar ayam pedasing dengan 

menggunakan metode SDS-PAGE (.rodium dvdecyl sulphot polyax:rylamkle gel 

eleetrophoreses) 

3. ldentifikasi beral molekul prolein fos&tase SHP-2 dengan metode blolling yaitu 

teknik Western Blot dengan menggunalcan protein yang diuraikan secara 

elektrophoreses clari gel polyacry(amide. 
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4.4 Ekstraksi Protein Sampel 

O,S gram sampel di larutkan pada I mL lnif[er lysis pH 8 (SO mM 7lis Buffer, pH 

8,0 yang mengandung 0,1% SDS, O,S% NonidedP-40, 120 mM NaC~ 100 urn PMSF). 

Kemudian dilakukan hornogenisasi menggunakan mortal dingin, inkubasi dan sacking 

dalam es selama 30 menit. Kemudian dilakukan senlrifugasi pada 14.000 tpm selama 20 

menit 4"C. Selelah itu diamlnl supematan untuk dilakukan analisis 

4.5 SJ)S.PAGE Protein SBP2 

4.5.1 Persiapaa Gel 

Plat gel dibuat dengan menmgkai dua plat kaca dengan janok an1a1a plat laaang 

lebih I mm. Gel dibuat dua lapis, yakni gel sebagai lempa! pengumpulan sampel 

(stacking gel) dan gel sebapi media untuk pemisahan protein (separating gel). 

Separsling gel 12% (I plat) dibuat dengan menambahkan akuades 1700 pl., LOB 

(lower gel buffer) 1300 pl., dan T -ocyl 30% sebaayak 2000 pl., kemudian didegas 

selama 10 menit. Selaqjutnya APS (amoaiumpetSUifat) 10% sebaayak 70 fdAan 

TEMED 7 pLsecara beturutan, kemudian gelas beker digoyang petlahaa-lahon untuk 

meratakan semua larulan. Segera latutan dituangkan kedalam plate mooggunakan pipet 

sampai % tlnggiplate. Secara petlahaD dituangkan air d'IOtas latutan gel-pennukaan 

gel tidak bergelombang. Sementara menunggu separacing gel memadat, sladdng gel 3% 

(I plate) dlsiapkan dengan cora: alarades 915 pl., UGB (upper gellnif[er) 41S pL, T

acyl30% sebanyalc 267 pl., dan secara beturutan APS 10% 20 pL dan TEMED 2 pL. 

Gelas beker digoyang perlahan dan segera latutan dituang kedalam plate. Secara 

perlahan diselipkan sisir pembentuk sampel. Selelah gel memadat sisir diangkat dan 

lanjutnya dilakukan pengisian sampel pada sumur gel. 
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4.5.2 Iajeksi Sampel Proteia 

Sebanyak 20 f1L larutan protein dan protein standard masing-masing ditambah 

dengan 20 f1L bqffer sampel (RSB atau reducing sample bq/fer) kemudian dlpanaslaut 

kedalam pemanas air pada suhu I IJOo C selama 3 menit. Setelah didinginkan sam pel 

siap dimasuldaln keclalam sumur gel dalam volume 24 f1L untuk seliap sumur. Protein 

standard yang digunakan adalah protein standard broad rrmge (BioRad). 

4.6 Wesum B1oting SHPI daa SHP2 

Lembaran gel basil SDS-PAGE yang mengandung pita protein dipindahkan pada 

kertas nitrosellulosa menggunakan ala! semi dry bloter bualan Biomd ditranfer pada 

nitroseDulose dengan 300 mA selama 30 meait. Kanudian diwama dengan ponco 2% 

yang mengandung TCA sampsi lronseatnlsi meacapai 3%. I alrukao blolciog tDUpet:ific 

protein pada BSA 3% dalam larutan TBE pH 7,4 dan 7\veen 20 lronseatnlsi 0,05%, 

lnlrubssi semalam. Cuei pada TBE pH 7,4 yang ditambah 7Ween 20 konsentrasi O,OS"A. 

sampai 2 kali , selama masing-masing 5 menit. lnkubasi pada phosphor- SHP-2 

(l'yr542) antibody. (Cell Sigaaling Tecnol6gy, Inc) dengan lconsentrasi Sug/mL dalam 

TBE pH 7,4 yang mengandung larutan BSA lconsentnsi 1%. lcemudian digoyang 

selama 2 jam. Cuci pada TBE pH 7,4 yang mengandung Twen 20 lconsentrasi 0,05%. 

lnkuhasi pada antibodi selcunder berlabel biotin lconsentnsi 1/1000 dalam TBE pH 7,4 

dengan I%BSA. Cuci dengan TBE pH 7,4 7Ween 20 konsentrasi 0,05%, lccmundlan 

diinlcubasi dengan SA-HRP selama 40 menit dan dicuci dengan TBE pH 7,4 1Ween 20 

llcooiSCDitnsi 0,05% 2 kali selama S menit. Vlsualisasi pada Tetra methil bensidine 

B),selama 30 menit. Bilas dengan H20 2 kali selama masing-masing S menit. 
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4. 7 Aaalisis Data 

Data hasH penelitian berupa protein fosfiltase SHP-2 dianalisis untuk 

menentukan berat molekul protein fosfiltase SHP-2 yang berpenm dalam menimbulkan 

tenninasi efelc metaboilik GH pada ayam pedaging yang mengalami pertumbuhan, 
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BAB 5. HASIL DAN PEMBAHASAN 

5.1 SDS Page Protein SHP dari Hepar Ayam Pedaging 

Hasil SDS-PAGE protein SHP pada jaringan hepar ayam pedaging 

menunjukkan adanya protein SHP seperti pada Gambar 5.1. 

Gambar 5.1 SDS Page protein SHP dari hepar ayam pedaging 

Berdasarkan hasi1 SDS-PAGE pada jaringan hepar ayam pedaging ditemukan 

adanya protein SHP. Hasil SDS-PAGE menunjukkan bahwa terdapat beberapa pita 

yang tampak pada marker 260 dengan 140 kDa terdapat satu pita protein, marker 140 

dengan 100 kDa terdapat satu pita protein dan marker 100 kDa dengan 70 kDa juga 

terdapat satu pita protein. 

Pita protein yang terbentuk antara marker 100 kDa dengan 70 kDa diduga 

protein SHP. Pita protein yang terbentuk pada hepar sangat jelas, hal ini menunjukkan 

bahwa padajaringan hepar tampak teljadi reaksi antigen antibodi paling kuat. 

Hasil SDS-PAGE protein jaringan hepar yang menunjukkan adanya pita protein 

antara marker 100 kDa dcngan 70 kDa adalah protein dengan bcrat molekul n kDa. 
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Protein berat molekul 72 kDa hasil SDS-PAGE belwn bisa menunjukkan secara pasti 

apakah itu protein SHP2 atau tidal<. Untuk membuktilcan bahwa terbentuknya pita 

protein dengan berat molekul 72 kDa adalah protein SHP-2 maka perlu dilakukan 

pemeriksaan dengan Wutem blot. 

18 

IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

Laporan Penelitian ldentifikasi Asam Amino... Anwar Ma'ruf



:.bei ;,i Pethitungan Berat Molekul basil SDS Page protein SHP padajaringan 
hepar ayam pedaging 

Fermealas Low ProteiD Marker 

BM(IcDa} .lank Tracking Loc Rf 
lmm) BM 

260 5 2.415 0.077 
140 16 2.146 . 0.246 
100 21 2.000 03~ 

50 37 L699 0.569 
25 55 L398 0.846 
10 65 LOOO LOOO 

Sam pel 

BM(kDa) 
Jarak Tradclng Loc Rf 

ICode lmml BM 
1 118 15 2.073 0.231 
2 98 20 L991 0.308 
3 70 29 1.843 0.446 
4 55 35 L744 0538 
5 46 40 L662 0.615 
6 41 43 L613 0.662 
7 38 45 L5BO 0.692 
8 31 50 1.498 0.769 
9 29 52 L465 0.800 
10 25 56 L399 0.862 
11 19 63 1.284 0.969 

1.2001 

1.000 J 
I • 0.800 j 

y = -o.689x + 1.734 
0.600 I 

R'=0.986 

0.400 1 
0.200 

0.000 . 

0.000 0.500 1.000 1.500 2.000 2.500 3.000 
~---
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:S.2 Western Blott Protein SHP-2 dari Hepar Ayam Pedaging 

Hasil Western blot protein Sl-IP pada jaringan hepar menunjukkan adanya 

protein SHP-2 dengan bcrat molekul 72 kDa, seperti pada Gambar 5.2 

eM ch3 ch2 ch1 1>4 h3 h2 ht m 

3 

e 
7 

I 8 
0 
0~~ 

Gambar 5.2 Western Blott protein SHP-2 dari hepar ayam pedaging. 

Hasil perhitungan berat molekul protein SHP-2 seperti Tabel 5.2 menunjuk:kan 

bahwa berat molekul protein SHP-2 adalah 72 kDa. Terbentuknya pita protein antara 

marker 100 kDa dengan 70 kDa setelah dilakukan perhitungan (fabel 5.2) temyata 

berat molekulnya adalah 72 k.Da. Hal ini menunjukkan bawa protein hasil SDS-PAGE 

yang diuji dengan Western blot adalah protein SHP-2 ayam pedaging fase pertumbuhan 

dengan berat molekul 72 kOa_. Terbentuknya pita protein dengan berat molekul 72 kDa 

yang sangatjelas karena terjadi ikatan antara protein SHP-2 hasil SDS-PAGE dengan 

phosphor- SHP-2 (fyr542) a.ntibody. 
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Tabel 5.2 Perbitungan lleral Molelrul hasil We.stem Blot protein SHP-2 pada jaringan 
hepar ayam pedaging 

~) - TA<IIIag l<lgBM Rf (dUll) 

260 3 2A15 Cl.044 
140 8 ' 2.146 ' 0.118 
100 11 2.000 ' 0.162 
70 u 1.845 ' 0.250 
50 25 1.699 0368 
40 34 L602 0.500 
35 41 LS44 0.603 
25 51 1.398 0.750 
10 68 LOOO LOOO 

BM(IcDa) -TJOdcioiC 
l<lgBM Rf - (nan) 

1 145 8 2161255 O.U7647 

2 103 15 2.014553 0.220588 
3 50 30 L700190 OA41176 
4 38 36 LS7444S ll529412 
s 24 45 13115828 0.661765 
6 19 so L281040 0.735294 
7 15 55 L176253 0.1108824 
8 12 60 L07146S 0882353 
9 10 63 1.008593 0.926471 
10 8 67 0.924763 0.985294 

0.800 

0.700 
., 

0.600 ., 
0.500 

0.400 
v= -o.101x •t.G34 ., 

0.300 R2 =0.90S ., 
0.200 ., 
0.100 

0.000 

·O.!O<D. ~0 

-0.200 J 
0.500 1.000 1.500 2.000 2.500 3.000 
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Untuk mernastikan bahwa hasil analisis protein dengan SD5-PAGE adalah 

protein SHP-2 maka clilakukan Western hwt dengan menggunakan phosphor- SHP-2 

(Tyr542) antt"body. Pada Gambar 5.2 tampak terhentuk satu pim protein dengan berat 

molekul72 kDa. Terbentuknya pita protein dengan berat molelwl72 kDa menunjukkan 

bawa protein hasil SD5-PAGE yang dildi dengan Westem blot adalah benar protein 

SHP-2 • Hal ini karena tajacli il<atan antara protein SHP-2 hasil SD5-PAGE dengan 

phosphor- SHP-2 (Tyr542) antibody. 

Protein SHP-2 dengan berat molekul 72 kDa poda jaringan hepar menunjukkan 

bahwa poda aymn pedaging fase pertumbullan protein SHP-2 diduga sama dengan yang 

ada poda manusia Diharapkan dengan dikelahuinya protein SHP-2 poda ayam pMagjng 

akan menjacli dasar untuk mengetahui sejara jelas mekanfsme growth honnone dalam 

mengatur pertumbullan dnn metabolisme tubuh. 

Growth hormone memainkan peran dalam mengatur pertumbullan dnn 

kompnsisi tubuh (Foster, 1998). Growth honnone secara nyata mempunyai efek 

biologik yang clipengarohi oleh insulin-like growth factor I (IGF-1) dalam 

meningkatkan pertumbuban otot skelet (Younken, 2000). Pemberian filktor 

pertumbuban secara in t>ivo poda ayam pedaging menyebabkan peningkaltm kecepatan 

pertumbullan dnn massa otot sebesar IS % dnn diperlukan pakan 6,5% lehib sec1i1cit dari 

pakan normal Peningkatan pertumbuban ini mempunyai implikasi dnn daya tarik yang 

besar bagi dunia perunggasan. Tetapi pola ekspresi gen filktor pertumbullan se1ama 

rnassa pertumbuban sampai saat lni belum diketahui secarajelas (Killefer, 2000). 

Protein STAT berpemn penting dalam regulasi translcripsi gen oleh GH dnn 

sitokinlain 
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yang meogaktifkan Janus Kinase (JAK). Protein STAT yang semula diidentifikasi 

da1am jalur signaling interferon (IFN) (Darnell et al. 1994) adalah faktor sitoplasmik 

yang menpndung domain SH-2. Pada fosforilasi lirosil yang sering melalui kaskade 

berinisiasi 1AK lcinase, protein STAT sifoplasma membenluk suatu kompleks dengan 

protein STAT lain melalui interal<si lirosin yang meogalami fosforilasi pada domain 

SH-2. meogadakan translokasi menuju ke nukleus.. berilallan deogan DNA dnn 

selanjutnya mengaklifkan lnuiSicripsi pada gen S8S8J3II (Bile, I 996). 

Growth hormone diketahui meogaktifkan STATs I, 3, Sa dnn Sb. 

Fosforilasi lirosU STATs I, 3, Sa dnn Sb yang tergantung GH dijumpai da1am fibroblas 

m-F442A, hepar tikus yang mengalami bipofiselctom~ biakan sel bad dnn pada 

betbagai sistem overekspresL Fosforilasi lirosU STATs Sa dnn Sb jup dijumpai pada 

sellM-9 manusia dnn oto1 hepar ser1a olot rangka tikus nonnal (Smit eLal., 1999). 

STAT! yang juga disebut P91, diidentilikasi sebagai anggota kompleks gen 

faktor 3 yang di1311gsang oleb IFNtt (FU, 1992). Aoalisis signaling GH pada sel 

detesiensi 1AK2 dnn sel yang meogalami mldasi dalam mengekspresikan reseptor GH 

memmjukkao babwa aktivasi STATs I, 3, Sa dnn Sb yang tergantung GH memerlukan 

"vasi 1AK2 (Smit et al, 1991). Hal ini sesuai deogan temuan babwa aktivasi 1AKs 

iperlukan unluk aktivasi STAT (Muller et al, 1993). 1AKI atau 1AK2 yang 

iekspresiksn berlebih secara aktif dalam sel COS aksn merangsang terikatnya STAT! 

e DNA (Sflvennoincn, 1993). 

Peneli6an tidak langsung menunjukkao babwa GH mens6mulasi fosfurilasi 

"-Ts I, 3 dnn S pada serin atau tr<onin dalam hepar. Fosforilasi ini aksn 

eningkatksn pengikalan DNA STAT!, DNA STAT3 dnn mengubab secarasubstansial 

gikatan DNA ST ATS (Ram et.al, 1996). STAT I, 3, dnn Sa meogandung conserved 
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consensus sequence untuk fosforilasi . yaitu MAP kinase dan penetitian awal 

menuqjukkan bahwa MAP kinase bertanggung jawab alas fosfurilasi seril STA Tl, 

STAT3 dan STATSa. Sedangkan STATSb lcamJa tidalc mengandung conserved 

consensus sequence maka fosfon1asi dilalrukan oleh kinase lain selain MAP kinase. 

Protein STAT I, 3, Sa dan Sb juga mengandung protein kinase C dan lcasein kinase 

untulc proses fosforilasi. Hal ini menuqjukkan bahwa jalur signaling ganda dapat 

menyatu pada protein STAT untulc aktivasi translaipsi oleh GH. 

Tenninasi signaling protein STAT yang cliaktiflcan GH melibalkan dua jenis 

peristiwa signaling : (I) defosforilasi tirosin pada GHR, JAK2 dan STATs oleh 

fosliltase, (2) ekspresi protein suppressors of cyto/dne signaling (SOCS). Tenninasi 

signaling protein STAT yang dialctiflcan GH memerlukan aktivasi tirosin fosfidase pada 

kompleks GHR/JAK2. Fosfillase lni selaqjutnya akan mendefosfon1asi GHR, JAK2 

dan STAT untulc mengadakan down-reguklte signaling. Karena STAT memerlukan 

GHR terfosforilasi untulc docking dan aktivasi selaqjutnya oleh 1AK2 maka 

defosforilasi GHR diduga akan mengakhiri aktivasi STAT. Defosforilasi GHR juga 

menandai letjadinya degnldasi (Geberl et al, 1999). Defosforilasi tirosin dalam domain 

kinase 1AK2 diduga akan menginaktiflcan 1AK2, sedangkan defosforilasi tirosin dalam 

STAT akan menghambat pengilcatan DNA sehingga akan mengakhiri signaling. 

Fosfidase yang betperan sehagai regulotor negatif signaling protein STAT yang 

dialctiflcan GH adalah SHP·I dan SHP-2 yang mengaadung domain SH2 (Feng et a/., 

1993). SHP-1 dikelahui sebagai regula/or negarif signaling JAKISTAT yang 

diperantarai reseptor sitolcin dalam sel hematopoietik (Haque eta/, 1998). SHP-1 akan 

berasosiasi dengan 1AK2 untulc mendefosforilasi 1AK2 pada hepar (Heckett et al., 

1997). SHP-1 dan SHP-2 dianggap sehagai fosfidase potensial untuk STAT S (Yu et al., 
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2000). SHP-2 bensosiasi dengan GHR sebago; respon terhadap Off, mutasi residu 

lirosin dalam GHR yang bertimgsi sebagai fempat pengifcatan SHP-2 aJam 

llleiDpeJpanjung fosforilasi lirosil GHR, .IAK2 dan STAT:ib seltinggn efek metabolik 

GH semakin lama (Stofega et aJ. 2000). 
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BAD 6. KESIMPVLAN DAN SARAN 

6.1 Kesimpalaa 

Berat molekul protein SHP2 dalam jaringan hepar ayam pedagung adalah n 
kDa 

6.2Saraa 

Dengan diketahuinya berat molekul protein SliP· I dan SHP-2 dalam jaringan 

hepar ayam pedaging maka dapat digunakan sebagai dasar untuk meoentukan susunan 

asam amino protein SliP sehingga nantinya bisa dibuat anti protein SliP yang berfimgsi 

menghambat peran SliP dalam inhibitor signaling protein STAT. Hambatan peran SliP 

dalam inhtoitor signaling protein STAT akan meningkatbn fimgsi honnone 

pertumbuhan sehingga pertumbuhan temalc akan meningkat. 
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