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Peningkatan pertumbuhan dalam dunia peternakan mempunyai implikasi dan daya
tarik yang besar bagi dunia perunggasan. Tetapi protein signaling STAT dan pola
ekspresinya pada ayam pedaging selama massa pertumbuhan sampai saat ini belum diketahui
secara jelas. Tujuan penelitian ini adalah mengetahui efesiensi protein STAT-1 dan STAT-3
yang ada pada jaringan hepar sebagai dasar untuk membuat protein STAT sintetis sebagai
pemacu pertumbuhan ayam pedaging yang aman bagi manusia dan hewan.

Growth hormone mempunyai arti penting dalam mengatur pertumbuhan dan
metabolisme tubuh. Efek metabolik GH terjadi bila reseptor GH berasosiasi dengan dan
mengaktifkan tirosin kinase. Terikatnya GH dengan reseptornya dapat mengaktifkan Janus
Kinase 2 (JAK 2) dan selanjutnya memfosforilasi tirosin dalam kdmpleks GH-reseptor-JAK
2. Tirosin ini kemudian membentuk tempat ikatan untuk sejumlah protein signaling, seperti
signal transducers and activators of transcription (STAT) untuk menimbulkan efek
pertumbuhan. Peningkatan pertumbuhan ini mempunyai implikasi dan daya tarik yang besar
bagi dunia perunggasan. Tetapi protein signaling STAT dan pola ekspresinya pada ayam
pedaging selama massa pertumbuhan sampai saat ini belum diketahui secara jelas. Jadi
dengan diketahuinya berat molekul dan susunan asam amino protein signaling STAT ayam
pedaging pada masa pertumbuhan akibat meningkatnya GH dapat digunakan untuk membuat

protein STAT sintetis untuk memacu pertumbuhan unggas

Penelitian ini menggunakan ayam pedaging Lohman (MB 202 P) dari PT.
Multibreeder Indonesia Tbk berjenis kelamin jantan sebanyak 25 ekor. Ayam di tempatkan
dalam kandang baterai dengan kapasitas satu ekor satu kandang dengan mendapat pakan dua
kali sehari yaitu pukul 06.00 WIB dan 18.00 WIB dengan jumlah 10 % lebih kecil dari
standar. Pada umur 21 hari ayam dipotong untuk diambil sampelnya berupa jaringan hepar
sebanyak 5 g untuk dilakukan pemeriksaan susunan asam amino protein STAT 1, STAT 3
dengan metode MALDI-TOP di Proteomic International Australia sebagai bahan untuk
memproduksi protein STAT sintetis. Dengan telah dibentuknya protein STAT sintetis
dilakukan percobaan pada hewan coba.

Hasil penelitian menunjukan bahwa berat molekul protein STAT 1 pada ayam
pedaging adalah 59,3 kDa, protein STAT 3 adalah 59,4 kDa dan susunan asam amino protein

STAT 1 adalah Isngmevggv qntmtgmldk gkeldakvka vknsvtdveq diktledvqd eydfkhktfq, dan
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protein STAT-3 adalah taaqqggqat hptaavvtek qgmleghlqd vrkrvqdleq kmkvvenlgd
dfdfnyktik.

Dengan diketahuinya susunan asam amino protein STAT-1 dan STAT-3 maka dapat
digunakan sebagai dasar untuk membuat protein sintetis STAT-1 dan STAT-3. Pembuatan
protein sintetis STAT-1 dan STAT-3 dilakukan di PT. Genetika Science Indonesia. Protein
sintetis STAT-1 dan STAT-3 kemudian nantinya diharapkan dapat digunakan untuk
memperpanjang kerja atau efek dari growth hormone. Peningkatan efek growth hormone
akan memacu pertumbuhan ternak.

Protein sintetis STAT kemudian dapat dicobakan sebagai substitusi pakan pada hewan
coba untuk melihat kemampuanya dalam memperpanjang kerja dari growth hormone.
Apabila hal ini terbukti maka kedepan dapat digunakan sebagai bahan pemacu pertumbuhan

ternak secara alami.

Kata Kunci : Sintetis STAT-1, sintetis STAT-3, pemacu pertumbuhan dan ayam pedaging

Luaran Wajib : Proceeding terindeks Scopus

Jurnal yang dituju : PJVM (Phillippine Jounal of Veterinary Medicine)
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BAB 1. PENDAHULUAN | UNIVERSI
1.1 Latar Belakang

Sekresi growth hormone dibawah control neural dari hypothalamus melalui sedikitnya
dua dan mungkin tiga faktor hypophysiotropic yaitu GHRH (growth hormone realeasing

hormone), somatostatin, dan ghrelin (Becker,2001).

Growth hormone disekresi dalam suatu pola pulsatil, meningkat dan menurun.
Mekanisme yang mengatur sekresi —growth hormone secara tepat belum sepenuhnya
dipahami , namun beberapa faktor yang berkaitan dengan nutrisi dan stress dapat merangsang
sekresinya, yaitu (1) kelaparan, terutama pada difisiensi protein berat, (2) hipoglikemia atau
juga rendahnya konsentrasi asam lemak dalam darah, (3) latihan atau olah raga (4)
ketegangan dan (5) trauma. Growth hormone juga secara khas meningkat pada 2 jam
pertama tidur lelap. Seabaliknya pada keadaan dimana terjadi peningkatan glukosa darah ,
peningkatan asam lemak bebas , hormon somatostatin merupakan faktor yang menghambat

sekresi produksi growth hormone.

Growth hormone mempunyai arti penting dalam mengatur pertumbuhan dan
metabolisme tubuh. Efek metabolik GH terjadi bila reseptor GH berasosiasi dengan dan
mengaktifkan tirosin kinase. Terikatnya GH dengan reseptornya dapét mengaktitkan Janus
Kinase 2 (JAK 2) dan selanjutnya memfosforilasi tirosin dalam kompleks GH-reseptor-JAK
2. Tirosin ini kemudian membentuk tempat ikatan untuk sejumlah protein Signa/ling, seperti
signal transducers and activalors of transcription (STAT) untuk menimbulkan efek
pertumbuhan. Protein STAT yang berperan dalam memerikan signaling pertembuhan adalah

STAT-1, STAT-3, STAT-5a dan STAT-5b. Protein STAT sangat berperan dalam mengatur

efek metabolik maupun pertumbuhan.

1
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Peningkatan pertumbuhan dalam dunia peternakan mempunyai implikasi dan daya
tarik yang besar bagi dunia perunggasan. Tetapi protein signaling STAT dan pola
ekspresinya pada ayam pedaging selama massa pertumbuhan sampai saat ini belum diketahui
secara jelas. Jadi dengan diketahuinya berat molekul dan susunan asam amino protein
signaling STAT ayam pedaging pada masa pertumbuhan akibat meningkatnya GH dapat
digunakan untuk membuat protein STAT sintetis untuk memacu pertumbuhan ayam
pedaging. Sampai saat ini baru diketahui bahwa berat molekul protein STAT-1 pada ayam
pedaging adalah 59,3 kDa (Anwar dkk, 2006), protein STAT-3 adalah 59,4 kDa (Anwar
dkk., 2008), protein STAT-Sa adalah 91 kDa, protein STAT-5b adalah 90 kDa (Anwar dkk,
2012). Susunan asam amino protein STAT-52 yaitu ciggppkvmnmeesn atau cysteine,
isoleucine, glycine, glycine, proline, proline, lysine, valine, methionine, asparagine,
methionine, glutamate, glutamate, serine, asparagines dan STAT-5b yaitu
datnilvspvylypdip atau aspartate, alanine, threonine, asparagine, isoleosine, leucine, valine,
serine, proline, valine, tyrosine, leucine, tyrosine, proline, aspartate, isoleucine, proline
Untuk itu perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk membuat protein sintetis STAT-1
dan STAT-3 untuk selanjutnya dilakukan penelitian pada hewan coba sebagai substitusi

pakan sebagai pemacu pertumbuhan.

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang tersebut diatas maka rumusan masalah yang diajukan
adalah protein STAT-1 dan STAT-3 dapat dibuat protein STAT sintetis sebagal pemacu

pertumbuhan pada ayam pedaging ?

2
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Growth Hormone (GH)

Hormon pertumbuhan (somatotropin, somatotropic hormone) sebagaimana hormon
protein lainnya sangat berbeda susunan kimianya pada setiap spesies. Hormon pertumbuhan
manusia terdiri dari rantai polipeptida tunggal yang tersusun atas 191 asam amino dengan

berat molekul 21-22 kD. (Guyton dan Hall, 2005; Murray, 2003).

Sintesis GH sebagaimana sintesis protein terletak pada gen yang terdapat  di
kromosom 17 (Murray, 2003). Bagian intron dari DNA akan ditranskripsi menjadi precursor
mRNA. Precursor mRNA kemudian mengalami excision dan splicing membentuk mature
mRNA. Marur mRNA inilah yang kemudian ditranslasi menjadi preprohormon. Selanjutnya

preprohormon diproses menjadi prohormon dan kemudian menjadi GH yang siap untuk

disekresi.

Sekresi growth hormon dibawah control neural dari hypothalamus melalui sedikitnya
dua dan mungkin tiga faktor hypophysiotropic yaitu GHRH (growth hormone realeasing

hormone), somatostatin, dan ghrelin (Becker,2001).

Growth hormone disekresi dalam suatu pola pulsatil, meningkat dan menurun.
Mekanisme yang mengatur sekresi growth hormone secara tepat belum sepenuhnya
dipahami , namun beberapa faktor yang berkaitan dengan nutrisi dan siress dapat merangsang
sekresinya, yaitu (1) kelaparan, terutama pada difisiensi protein berat, (2) hipoglikemia atau
juga rendahnya konsentrasi asam lemak dalam darah, (3) latihan atau olah raga (4)
ketegangan dan (5) trauma. Growth hormone juga secara khas meningkat pada 2 jam

pertama tidur lelap. Seabaliknya pada keadaan dimana terjadi peningkatan glukosa darah ,

3
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peningkatan asam lemak bebas , hormon somatostatin merupakan faktor yang menghambat

sekresi produksi growth hormone.

Pada keadaan akut, hipoglikemia merupakan perangsang sekresi growth hormone
yang jauh lebih kuat daripada pengurangan ambilan protein dengan cepat. Sebaliknya pada
keadaan kronis, sekresi growth hormone tampaknya lebih berhubungan dengan derajat
deplesi protein selular daripada derajat insufisiensi glukosa. Sebagai contoh, sangat tingginya
kadar hormon pertumbuhan selama kelaparan sangat erat berhubungan dengan jumiah deplesi
protein. Pada keadaan malnutrisi protein yang berat , maka dengan penambahan kalori saja
tidak bisa memperbaiki produksi growth hormone yané berlebihan , namun pemberian

protein dapat memperbaiki produksi growth hormone yang berlebihan tersebut.

GH eksogen mengurangi ekspresi mRNA ghrelin lambung dan konsentrasi ghrelin
plasma, tetapi tidak mempengaruhi penyimpanan ghrelin lambung (Qi X et al, 2003).
Berdasarkan hasil tersebut GH pituitari menunjukkan pengaturan umpan balik (feed back
regulation) produksi ghrelin lambung. Lagipula hubungan antara ghrelin dan pulsatil GH
menunjukkan bahwa ghrelin berpartisipasi pelepasan GH pulsatil atau juga kedua hormon

tersebut secara simultan saling mengatur satu sama Jain (Koutkia ef al, 2004 ).

Pada bangsa burung injeksi intravena ghrelin akan meningkatkan GH plasma (Ahmed

and Harvey , 2002 ; Kaiya ef al, 2002 ; Baudet and Harvey, 2003).

4
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2.2 Reseptor Growth Hormone

Growth Hormone Receptor (GHR) adalah anggota famili reseptor membran termasuk
reseptor berbagai sitokin (interleukin dan interferon) (Burnside, 1996). Penentuan letak
seluler reseptor GH sangat penting untuk mengetahui target kerja GH (Hull, 1996). Pertama
kali dideteksi mRNA reseptor GH dengan northing blotting pada limfa, bursa fabricius dan
thymus unggas domestik. Analisis dengan polymerase chain reaction (PCR) menunjukkan
bahwa sequence mRNA yang mengkode domain intraseluler dan ekstraseluler reseptor GH

ada pada semua jaringan dengan homologi tertinggi pada transkripsi hepatik.

Pada tikus GH akan mengikat reseptor pada plasma membran. Kompleks GH-GHR
(growth hormone reseptor) adalah bagian dari recycle dimana reseptor selalu disintesis oleh
golgi apparatus dan kemudian ditransfer ke plasma membran. Kadar GHR plasma
meningkat sesuai dengan pulsatil GH plasma. Reseptor yang disekresi golgi apparatus
dengan yang ada dalam plasma membran akan disesuaikan dengan pulsatil GH sehingga
dapat disimpulkan bahwa GHR banyak terdapat di golgi apparatus dan kemudian ditransfer

ke plasma membran yang selnya peka terhadap GH (Vleuric, 1996).

Efek GH sangat dipengaruhi oleh terikat tidaknya GH dengan GHR. Mutasi gen GHR
(deletions, abnormal splicing, missense mutation) akan menurunkan atau mencegah
pengikatan GH ditempat target. Ayam sex linked dwarf (SLD) mengalami ganguan
pertumbuhan padahal GH plasma normal dan bahkan berlebih. Ternyata serum ayam SLD
mengandung sejumlah besar protein binding yang homolog dengan GHR sehingga GH
banyak yang tidak terikat pada reseptor dan akibatnya tidak ada efek pertumbuhan (Hull,

1996).

5
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2.3 Efek Metabolik Growth Hormone

Growth hormone memainkan peran dalam mengatur pertumbuhan dan komposisi
tubuh (Foster, 1998). Growth hormone secara nyata mempunyai efek biologik yang
dipengaruhi oleh insulin-like growth factor I (IGF-1) dalam meningkatkan pertumbuhan otot
skelet (Younken, 2000). Pemberian faktor pertumbuhan secara in vivo pada ayam pedaging
menyebabkan peningkatan kecepatan pertumbuhan dan massa otot sebesar 15 % dan
diperlukan pakan 6,5 % lebih sedikit dari pakan normal. Peningkatan pertumbuhan ini
mempunyai implikasi dan daya tarik yang besar bagl dunia perunggasan. Tetapi pola ekspresi
gen faktor pertumbuhan selama massa pertumbuhan sampai saat ini belum diketahui secara

jelas (Killefer, 2000).

Untuk meningkatkan pertumbuhan maka perlu adanya peningkatan sekresi GH.
Peningkatan sekresi GH ayam pedaging dapat dilakukan dengan pemberian pakan dua kali
sehari dengan jumlah 10 % di bawah jumlah pakan standar (Anwar, 2004; Anwar dan
Sarmanu, 2004; Anwar dkk., 2003). Efek metabolik hormon pertumbuhan meliputi
peningkatan kecepatan sintesis protein di seluruh tubuh, peningkatan pengangkutan asam
lemak dari jaringan lemak dan peningkatan penggunaan asam lemak sebagai sumber energi
(Anwar dkk., 1999;). Hormon pertumbuhan juga dapat menyebabkan penurunan jaringan
adiposa, penurunan kandungan lemak tubuh dan peningkatan density tulang (Anwar dkk.,

2000)
2.4 Aktivasi Protein STAT oleh Growth Hormone

Protein STAT berperan 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 et al., 1994) adalah faktor sitoplasmik yang
mengandung domain SH-2 seperti Gambar 1. Pada fosforilasi tirosil yang sering melalui
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kaskade berinisiasi JAK kinase, protein STAT sitoplasma membentuk suatu kompleks
dengan protein STAT lain melalui interaksi tirosin yang mengalami fosforilasi pada domain
SH-2, mengadakan translokasi menuju ke nukleus, berikatan dengan DNA dan selanjutnya
mengaktifkan transkripsi pada gen sasaran (Thle, 1996). Growth hormone diketahui

mengaktifkan STATs 1, 3, SA dan 5B seperti Gambar 2.

Fosforilasi tirosil STATs 1, 3, 5A dan 5B yang tergantung GH dijumpai dalam
fibroblas 3T3-F442A, hepar tikus yang mengalami hipofisektomi, biakan sel hati dan pada
berbagai sistem overekspresi. Fosforilasi tirosil STATs SA dan 5B juga dijumpai pada sel

IM-9 manusia dan otot, hepar serta otot rangka tikus normal (Smit et.al., 1999).

100 200 500
Tetramarization  Protein-protoin DNA Blnding STAT- Transcriptiona’
interactions Dimerisation  Activation

Depho fation

phosphory Protein-protein
Dimaetisation of intaractions
STAT-monomets
Receptor medisted
phosphoryiation
Nuciear translocation

Gambar 2.1. Struktur protein STAT (Hendry dan John, 2004)

STAT-1 yang juga disebut P91, diidentifikasi sebagai anggota kompleks gen faktor 3
yang yang dirangsang oleh IFNo. Protein STAT-3 diidentifikasi sebagai acute phase
response factor (APRF) yang memperantarai regulasi transkripsi protein terhadap IL-6.
Protein STAT-1 ayam pedaging mempunyai berat molekul 59,3 kDa (Anwar dkk., 2006) dan
STAT-3 berat molekulnya 59,4 kDa (Anwar dkk. 2008). STAT-5 atau mammary gland factor
(MGF) diidentifikasi sebagai faktor transkripsi yang dirangsang oleh prolaktin (PRL),

meskipun gen STAT-5 awalnya tunggal yang ditemukan pada domba, saat ini ada 2 bentuk
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protein STAT yaitu STAT-5A dan STAT-5B yang ditemukan pada mencit, tikus dan manusia
(Silva et al., 1996). Gen yang mengkode STAT-5A dan STAT-5B sangat homolog dengan 90
9, sekuens kode yang identik. Protein STAT-5A dan STAT-5B terutama berbeda pada
domain aktivasi transkripsi COOH-terminal, spesifisitas ikatan DNA dan distribusinya dalam
jaringan (Verdier ef al., 1998). Hal ini menunjukkan bahwa protein STAT-5A dan STAT-5B
mempunyai peran yang saling tumpang tindih dalam signaling GH.

Analisis signaling GH pada sel defesiensi JAK2 dan sel yang mengalami mutasi
dalam mengekspresikan reseptor GH menunjukkan bahwa aktivasi STATs 1, 3, 5A dan 5B
yang tergantung GH memerlukan aktivasi JAK2. Hal ini sesuai dengan temuan bahwa
aktivasi JAKs diperlukan untuk aktivasi STAT. JAK1 atau JAK?2 yang diekspresikan berlebih

secara aktif dalam sel COS akan merangsang terikatnya STAT! ke DNA (Smit et al., 1999).

STAT Family members
S Factors which induce
ot phiosphorylation
AT EYIETE
sy 720 Erdeer {5 15 -y
STAT1 [ ivetie FEENESES- EMEEA Sup S ZF
SEe
s : 85
statz o EEIEEC Frics b
:SA&PYL_,—LT_&F
sTAT3 o IS g T ; - LIF T F 1T
o FoiL-1G, e . = =F
sTats  EEE R
Prolactin, GHL - S

sTATS i EErE B

-5, GBHN-CTEF

[ERE B ]

sTate  EIETE

Gambar 2.2 Protein STAT dan faktor yang menginduksi terjadinya fosforilasi (Akira, 1999)

Aktivasi JAK2 yang diekspresikan berlebih tampaknya cukup untuk fostorilasi
STAT-1 dan STAT-3 dan pengikatan DNA, namun tidak cukup untuk aktivasi STAT-5. Hal
ini menunjukkan bahwa aktivasi STAT-5 oleh GH memeriukan fosforilasi residu tirosin

spesifik dalam reseptor GH sehingga menghasilkan tempat ikatan berafinitas tinggi untuk
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domain SH2 dalam protein STAT. Tirosin spesifik pada reseptor GH babi (Y534, Y566 dan
Y627 ekuivalen dengan Y534, Y566 dan Y626 pada reseptor GH tikus) diketahui diperlukan
untuk fosforilasi tirosil STATSs tergantung GH dan transkripsi promoter Spi 2.1 (Wang ef al.,
1996).

Bentuk reseptor GH yang kekurangan sebagian besar tirosin terfosforilasi dapat
memperantarai fosforilasi tirosil STATs 1 dan 3 yang diinduksi GH dan ikatan STATs 1 dan
3 pada Sis inducible element (SIE) dari c-fos. Meskipun demikian tirosin terfosforilasi dalam
re§eptor GH dapat menyebabkan aktivasi maksimal STAT-1 dan STAT-3 (Smit et al., 1999).

Fosforilasi tirosil diperlukan un‘u;k aktivasi pengikatan DNA STAT. Penelitian
terbaru juga menunjukkan bahwa fosforilasi juga berperan dalam regulasi protein STAT.
Pada pemeriksaan Western Blots terbukti bahwa band STAT-3 dan STAT-5 terfosforilasi

tirosil akibat rerspon dari GH (Ram ef al., 1996). Protein STAT terfosforilasi pada residu

serin dan tirosin seperti Gambar 3.

G [,
o ! _ T ————
{ GHR% i //;‘1;“”‘-:”3;‘5\ T

i HE e & o -~

b eEm ~
o Gy~ 7 Ty \
Plat Sa D TR 1. =S SO S— e “ ;

Gambar 2.3. Growth hormone receptor (GHR) signaling melalui protein STAT. P: phosphotyrosines;
JAK : Janus kinase; SIE: sis-inducible element; GLE : interferon-y activated
sequence-like element; Spi : serine protease inhibitor ALS : acid labilesubunit; Cyp :

cytochrome p450.(Smit et al., 1999).

Penelitian tidak langsung menunjukkan bahwa GH menstimulasi fosforilasi STATs 1,
3 dan 5 pada serin atau treonin dalam hepar. Fosforilasi ini akan meningkatkan pengikatan
DNA STAT-1, DNA STAT-3 dan mengubah secara substansial pengikatan DNA STAT-5

(Ram et.al., 1996). STAT 1, 3, dan 5A mengandung conserved consensus sequence untuk
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fosforilasi yaitu MAP kinase dan penelitian awal menunjukkan bahwa MAP kinase
bertanggung jawab atas fosforilasi seril STAT-1, STAT-3 dan STAT-5A. Sedangkan STAT-
5B karena tidak mengandung conserved consensus sequence maka fosforilasi dilakukan
oleh kinase lain selain MAP kinase. Protein STAT 1, 3, 5A dan 5B juga mengandung protein
kinase C dan kasein kinase untuk proses fosforilasi. Hal ini menunjukkan bahwa jalur

signaling ganda dapat menyatu pada protein STAT untuk aktivasi transkripsi oleh GH.

10
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BAB 3.TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN

3.1 Tujuan Penelitian

3.1.1 Tujuan Jangka Pangjang

Tujuan jangka panjang penelitian ini adalah untuk membuat protein STAT sintetis

sebagal pemacu pertumbuhan pada ternak secara fisiologis sehingga aman bagi ternak dan

manusia.

3.1.2 Tujuan Khusus

Membuat protein sintetis STAT-1 dan STAT-3 yang dicobakan pada hewan coba

sebagai bahan pemacu pertumbuhan.

3.2 Manfaat Penelitian

Dengan dibuatnya protein sintetis STAT-1 dan STAT-3 maka dapat menjadi dasar

pemacu pertumbuhan pada ayam pedaging dengan daging yang schat dan berkualitas.
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BAB 4. METODE PENELITIAN

4. 1 Tempat Dan Waktu Penelitian

Penelitian ini direncanakan dillaksanakan di Laboratorium Fisiologi FK Universitas
Brawijaya Malang, Laboratorium Proteomic International Australia dan PT. Genetika

Science Indonesia.
4.2 Rancangan Riset

Penelitian ini dilakukan dengan rancangan eksperimen murni (1rue experimental).
4.3 Sampel dan Besar Sampel

Penelitian ini menggunakan sampel berupa ayam pedaging jantan galur Lohman (MB

202 P) yang dipelihara mulai umur 1 hari sampai dengan 21 hari sebanyak 25 ekor
4.4 Prosedur Penelitian

Ayam umur sehari (Day 0ld Chick) ditempatkan dalam kandang latter selama 14
hari dengan pakan dan minum ad libitum. Pada umur 15 hari ayam kemudian ditempatkan
dalam kandang baterai dengan kapasitas satu ekor satu kandang dengan mendapat pakan dua
kali sehari yaitu pukul 06.00 WIB dan 18.00 WIB dengan jumlah 10 % lebih kecil dari
standar. Pada umur 21 hari ayam dipotong untuk diambil sampelnya berupa jaringan hepar

untuk dilakukan pemeriksaan sebagai berikut :

1. Isolasi protein signaling STAT dari jaringan hepar ayam pedaging

5. Identifikasi protein signaling STAT dari jaringan hepar ayam pedaging dengan
menggunakan metode SDS-PAGE (sodium  dudecyl sulphat polyacrylamide  gel
electrophoreses)

3. Analisis berat molekul protein signaling STAT-1 dan STAT-3 dengan metode dlotting
yaitu teknik Western Blot dengan menggunakan protein yang diuraikan secara
elektrophoreses dari gel polyacrylamide.

4. Amplifikasi sekuens gen target dari protein STAT dengan menggunakan teknik MALDI-
TOP

Hasil susunan asam amino protein STAT digunakan untuk membuat protein sisntetis

(93]

STAT-1 dan STAT-3 di PT. Genetika Science Indonesia.
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4.5 Ekstraksi Protein Sampel

Setengah gram sampel di larutkan padal mL buffer lysis pH 8 (50mM Tris Buffer, pH
8,0 yang mengandung 0,1% SDS, 0,5% Nonided P-40, 120 mM NaCl, 100 um PMSF).
Kemudian dilakukan homogenisasi menggunakan mortal dingin, inkubasi dan sacking dalam
es selama 30 menit. Kemudian dilakukan sentrifugasi pada 14.000 rpm selama 20 merit 4°C.

Setelah itu diambil supernatan untuk dilakukan analisis

4.6 SDS-PAGE Protein STAT
4.6.1 Persiapan Gel

Plat gel dibuat dengan merangkai dua plat kaca dengan jarak antara plat kurang lebih
1 mm. Gel dibuat dua lapis, yakni gel sebagai tempat pengumpulan sampel (stacking gel) dan
gel sebagai media untuk pemisahan protein (separating gel). Separating gel 12% (1 plat)
dibuat dengan menambahkan akuades 1700 pL, LGB (fower gel buffer) 1300 pL, dan T-acy!
30% sebanyak 2000 pL, kemudian didegas selama 10 menit. Selanjutnya APS
(amoniumpersulfat) 10% sebanyak 70 pLdan TEMED 7 pLsecara berurutan, kemudian gelas
beker digoyang perlahan-lahan untuk meratakan semua larutan. Segera larutan dituangkan
kedalam plate menggunakan pipet sampai % tinggi plate. Secara perlahan dituangkan air
diatas larutan gel agar permukaan gel tidak bergelombang. Sementara menunggu separating
gel memadat, stacking gel 3% (1 plate) disiapkan dengan cara: akuades 975 pL, UGB (upper
gel buffer) 415 uL, T-acyl 30% sebanyak 267 pL, dan secara berurutan APS 10% 20 uL dan
TEMED 2 uL. Gelas beker digoyang perlahan dan segera larutan dituang kedalam plate.
Secara perlahan diselipkan sisir pembentuk sampel. Setelah gel memadat sisir diangkat dan

selanjutnya dilakukan pengisian sampel pada sumur gel.
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4.6.2 Injeksi Sampel Protein

Sebanyak 20 pL larutan protein dan protein standard masing-masing ditambah dengan 20
uL buffer sampel (RSB atau reducing sample buffer) kemudian dipanaskan kedalam pemanas
air pada suhu 100° C selama 3 menit. Setelah didinginkan sampel siap dimasukkan kedalam
sumur gel dalam volume 24 pL untuk setiap sumur. Protein satandard yang digunakan adalah

protein standard broad range (BioRad).
4.7 Western Bloting STAT-1 dan STAT-3

Lembaran gel hasil SDS-PAGE yang mengandung pita protein dipindahkan pada kertas
‘nitrosellulosa menggunakan alat semi dry bloter buatan Biorad ditranfer pada nitrosellulose
dengan 300 mA selama 30 menit. Kemudian diwarna dengan ponco 2% yang mengandung
TCA sampai konsentrasi mencapai 3%. Lakukan blocking unspecific protein pada BSA 3%
dalam larutan TBE pH 7.4 dan Tween 20 konsentrasi 0,05%, inkubasi semalam. Cuci pada
TBE pH 7,4 yang ditambah Tween 70 konsentrasi 0,05% sampai 2 kali , selama masing-
masing 5 menit. Inkubasi pada antibodi primer Rabbit Anti-phospho STAT 1 (Tyr694)
dengan konsentrasi Sug/mL dalam TBE pH 7,4 yang mengandung larutan BSA konsentrasi
1%, kemudian digoyang selama 2 jam. Cuci pada TBE pH 7,4 yang mengandung Twen 20
" konsentrasi 0,05%. Inkubasi pada antibodi sekunder berlabel biotin konsentrasi 1/1000
dalam TBE pH 7.4 dengan 1%BSA. Cuci dengan TBE pH 7.4 Tween 20 konsentrasi 0,05%,
kemundian diinkubasi dengan SA-HRP selama 40 menit dan dicuci dengan TBE pH 7.4
Tween 20 konsentrasi 0,05% 2 kali selama 5 menit. Visualisasi pada Tetra methil bensidine

(TMB),selama 30 menit. Bilas dengan H,0 2 kali selama masing-masing 5 menit.
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4.8 Identifikasi Asam Amino Protein STAT-1 dan STAT-3

Hasil Western Blot protein STAT-1, STAT-3, STAT-5a dan STAT-5b yang sudah
diketahui berat molekulnya yaitu prtein STAT-1 sebesar 59,3 kDa dan protein STAT-3
sebesar 59,4 kDa, protein STAT-5a adalah 91 kDa, protein STAT-5b adalah 90 kDa,
dilakukan pemeriksaan asam aminonya. Pemeriksaan asam amino protein STAT dilakukan
di Australia dengan mengirimkan hasil SDS Page dan pemeriksaan dengan metode MALDI

TOP.
4.9 Pembuatan Protein Sintetis STAT-1 dan STAT-3

Dengan diketahunya susunan asam amino protein STAT-1 dan STAT-3 maka dapat
digunakan sebagai dasar dalam membuat protein sintetis. Pembuatan protein sintetis STAT-1

dan STAT-3 dilakukan di PT. Genetika Science Indonesia.
'4.10 Analisis Data

Data hasil penelitian berupa protein sintetis STAT-1 dan STAT-3 digunakan untuk
percobaan substitusi pakan pada hewan coba untuk mengetahui peranya dalam menimbulkan

efek sebagai pemacu pertumbuhan pada ayam pedaging yang mengalami pertumbuhan.
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BAB 5. HASIL DAN LUARAN YANG DICAPAI

MILIK
PERPUSTAKAAN

5.1 SDS-PAGE Protein STAT 1 dan STAT 3 GEIVERSEENS. SIRLA NG
SURABAYA

Hasil SDS-PAGE protein STAT 1 pada jaringan,hepar menunjukkan adanya protein

STAT 1 dan STAT 3 seperti pada Gambar 5.1

Marker  Hepar

<« 76.4KkDa
<+— 65.9kDa

45kDa —»
35kDa —» <+— 40.1kDa
<«— 31.3kDa

25kDa —»

18.4 kDa—>» |

14.4 kDa—» <«— 13.5kDa

Gambar 5.1 Hasil SDS Page protein STAT pada jaringan hepar

Kemudian dilanjutkan uji analisis protein STAT yang ada pada jaringan hepar
dengan SDS-PAGE. Hasil SDS-PAGE menunjukkan bahwa terdapat lima pita protein yang
tampak antara marker 116 kDa dan 14,4 kDa baik pada jaringan hepar.

Pita protein yang terbentuk antara marker 116 kDa dengan 14.4 kDa dari hasil

perhitungan (Tabel 5.1) mempunyai berat molekul 76.4 kDa, 65,9 kDa, 40,1 kDa, 31,3 kDa
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dan 13,5 kDa. Pita protein yang terbentuk pada jaringan hepar tampak begitu jelas pada
berat molekul 65,9 kDa.

Hasil SDS-PAGE protein jaringan hepar yang tampak pada pita protein yang paling
jelas antara marker 66,2 kDa dengan 45 kDa diduga protein STAT 1 dan STAT 3. Protein
hasil SDS-PAGE belum bisa menunjukkan secara pasti apakah itu protein STAT 1 atau
STAT 3. Untuk membuktikan bahwa terbentuknya pita protein Hu adalah protein STAT 1

dan STAT 3 maka perlu dilakukan pemeriksaan dengan Western blot.
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Tabel 5.1 Perhitungan Berat Molekul hasil SDS Page protein STAT pada jaringan hepar

Fermentas Low Protein Marker

BM(kDa) T::;:::‘g ;’: Rf
116 0.45 2.0645 | 0.0692
66.2 1 1.8209 | 0.1538
45 1.65 1.6532 | 0.2538
35 2.2 1.5441 | 0.3385
25 3.25 1.3979 0.5
18.4 3.7 1.2648 | 0.5692
144 4.6 1.1584 | 0.7077
Sampel
oo | oo | |
76.4312 09 1.8833 | 0.1385
65.8749 1.2 1.8187 | 0.1846
40.1375 2.2 1.6036 | 0.3385
31.3304 2.7 1.496 | 0.4154
13.4951 4.4 1.1302 | 0.6769

0,8 -

0,7

0,6

0,5

04

0,3

0,2 -

0,1

L 4
L 4
y =-0,7159x + 1,4855
R?=0,9639
\d
0,5 1 1,5 2

2,5
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5.2 Western Blot Protein STAT -1

Hasil Western blot protein STAT 1 pada

jaringan otot, hepar dan adiposa

menunjukkan adanya protein STAT 1 dengan berat molekul 59,3 kDa, seperti pada Gambar

52

Marker Heoar

116 kDa —»
66.2 kDa —»

45kDa —»

35kDa —»

25kDa —»
18.4 kDa—»

“— 91.0kDa

faww <4— 59.3 kDa

<+— 40.5 kDa
<«— 31.2kDa

Gambar 5.2 Hasil Western blot protein STAT 1 jaringan hepar

LAPORAN PENELITIAN
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Tabel 5.2 Perhitungan Berat Molekul hasill Western Blott protein STAT 1 pada

Jjaringan hepar

Fermentas Low Protein Marker

Jarak Lo
BM{kDa) : €1 e
Tracking 8M
116 0.95 2.0645 | 0.1159
66.2 1.5 1.8209 { 0.1829
45 2.25 1.6532 | 0.2744
35 2.9 1.5441 | 0.3537
| 25 4.1 1.3979 | 05
| 18.4 4.6 1.2648 | 0.561
f 0,6
s
!
Sampel 0,5 'S
0,4 i
Jarak Lo i
BM{kDa) , & | R !
Tracking BM 03 }
¢ |
91.0068 11 1.9591 | 0.1341 0
] |
59.2989 2 1.773 |} 0.2439 - y=-0,5908x + 1,2908 * i
01 R?=0,9559 ’
40.5218 2.8 1.6077 | 0.3415 |
0 ; ; ; 1 o
31.1893 3.35 1.494 | 0.4085 05 1 15 ) 25 |

Untuk mengetahui bahwa hasil analisis protein dengan SDS-PAGE adalah protein

STAT 1 maka dilakukan Western blot dengan menggunakan rabbit polyclonal antibody
STAT 1 Ab-1 (Labvision). Pada Gambar 5.3 tampak terbentuk satu pita protein yang paling

Jelas diantara marker 66,2 kDa dengan 44 kDa, baik protein yang terbentuk pada jaringan
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hepar. Pita protein yang terbentuk antara marker 116 kDa dengan 66,2 kDa, 45 kDa dengan
35 kDadan 35 kDa dengan 25 kDa tidak begitu jelas.

Terbentuknya pita protein antara marker 66,2 kDa dengan 44 kDa setelah dilakukan
perhitungan (Tabel 5.2) ternyata berat molekulnya adalah 59,3 kDa. Hal ini menunjukkan
bawa protein hasil SDS-PAGE yang diuji dengan Western blot adalah protein STAT 1 ayam
pedaging fase pertumbuhan dengan berat molekul 59,3 kDa. Terbentuknya pita protein
dengan berat molekul 59,3 kDa yang sangat jelas karena terjadi ikatan antara protein STAT 1

hasil SDS-PAGE dengan rabbit polyclonal antibody STAT 1.

5.3 Hasil Western Blot Protein STAT-3

Hasil Western blot protein STAT-3 pada jaringan otot, hepar dan adiposa
menunjukkan adanya protein STAT-3 dengan berat molekul 59,4 kDa, seperti pada Gambar
53

116 kDa —»
66.2 kDa —»

45kDa —»

35 kDa > <— 40.5 kDa
<+— 308kDa

25kDa —»

18.4 kDa—»
<+— 14.7kDa
<+— 10.4kDa

Gambar 5.3 Hasil Western blot protein STAT-3 jaringan hepar
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Tabel 5.3 Perhitungan Berat Molekul hasill Western Blott protein STAT-3 pada jaringan

hepar

fermentas Low Protein Marker

Jarak Lo,

BM(kDa) Tracking Bl\i Rf
116 0.9 2.0645 | 0.1184
66.2 15 1.8209 | 0.1974
45 23 1.6532 | 0.3026
35 31 1.5441 | 0.4079
25 4.4 1.3979 | 0.5789
18.4 5 1.2648 | 0.6579

Sampel

o) | | | ™
90.7447 1.05 1.9578 | 0.1382
59.4011 2.05 ' 1.7738 O.>2697
40.5668 2.95 1.6082 | 0.3882
30.8002 36 1.4886 | 0.4737
14.6726 5.35 1.1665 | 0.7039
104541 6.15 1.0193 | 0.8092

0,7

0,6

0,5

0,4

0,3

0,2

0,1

y=-0,7151x + 1,5387

R? =0,9537

0,5

1
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Untuk memastikan bahwa hasil analisis protein dengan SDS-PAGE adalah protein
STAT 3 maka dilakukan Western blot dengan menggunakan rabbit polyclonal antibody
STAT 3 Ab-1 (Labvision). Pada Gambar 5.4 tampak terbentuk satu pita protein yang paling
jelas diantara marker 66,2 kDa dengan 44 kDa, baik protein yang terbentuk pada jaringan
adiposa, otot dan hepar. Pita protein yang terbentuk antara marker 116 kDa dengan 66,2 kDa,
45 kDa dengan 35 kDa dan 35 kDa dengan 25 kDa tidak begitu jelas

Terbentuknya pita protein antara marker 66,2 kDa dengan 44 kDa setelah dilakukan
perhitungan (Tabel 5.3) ternyata berat molekulnya adalah 59,4 kDa. Hal ini menunjukkan
bawa protein hasil SDS-PAGE ;'ang diuji dengan Western blot adalah” protein STAT 3 ayam
pedaging fase pertumbuhan dengan berat molekul 59,4 kDa. Terbentuknya pita protein
dengan berat molekul 59,4 kDa yang sangat jelas karena terjadi ikatan antara protein STAT 3
hasil SDS-PAGE dengan rabbit polyclonal antibody STAT 3

Protein STAT 1 dengan berat molekul 59,3 kDa dan STAT 3 berat molekul 59,4 kDa
pada jaringan adiposa, otot dan hepar menunjukkan bahwa pada ayam pedaging fase
pertumbuhan protein STAT 1 dan STAT 3 mempunyai berat molekul hampir sama.
Diharapkan dengan diketahuinya berat molekul protein STAT 1 dan STAT 3 pada ayam
pedaging akan menjadi dasar untuk mengetahui secara jelas mekanisme growth hormone
dalam mengatur pertumbuhan dan metabolisme tubuh.

Growth hormone memainkan peran dalam mengatur pertumbuhan dan komposisi
tubuh (Foster, 1998). Growth hormone secara nyata mempunyai efek biologik yang
dipengaruhi oleh insulin-like growth factor I (IGF-I) dalam meningkatkan pertumbuhan otot
skelet (Younken, 2000). Pemberian faktor pertumbuhan secara in vivo pada ayam pedaging
menyebabkan peningkatan kecepatan pertumbuhan dan massa otot sebesar 15 % dan
diperlukan pakan 6,5 % lebih sedikit dari pakan normal. Peningkatan pertumbuhan ini

mempunyai implikasi dan daya tarik yang besar bagi dunia perunggasan. Tetapi pola ekspresi
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gen faktor pertumbuhan selama massa pertumbuhan sampai saat ini belum diketahui secara
jelas (Killefer, 2000).

Protein STAT berperan 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 et al., 1994) adalah faktor
sitoplasmik yang mengandung domain SH-2. Pada fosforilasi tirosil yang sering melalui
kaskade berinisiasi JAK kinase, protein STAT sitoplasma membentuk suatu kompleks
dengan protein STAT lain melalui interaksi tirosin yang mengalami fosforilasi pada domain
SH-2, mengadakén t'ranslokasi menuju ke nukleus, berikatan dengan DNA dan selanjutnya
‘mengaktifkan transkripsi pada gen sasaran (IThie, 1996‘).-’ .

Growth hormone diketahui mengaktitkan STATs 1, 3, 5A dan 5B. Fosforilasi
tirosil STATs 1, 3, SA dan 5B yang tergantung GH dijumpai dalam fibroblas 3T3-F442A,
hepar tikus yang mengalami hipofisektomi, biakan sel hati dan pada berbagai sistem over
ekspresi. Fosforilasi tirosil STATs 5A dan 5B juga dijumpai pada sel IM-9 manusia dan otot
hepar serta otot rangka tikus normal (Smit ef.al., 1999).

STAT1 yang juga disebut P91, diidentifikasi sebagai anggota kompleks gen faktor 3
yang dirangsang oleh IFNa (FU, 1992). Analisis. signaling GH pada sel defesiensi JAK2
dan sel yang mengalami mutasi dalam mengekspresikan reseptor GH menunjukkan bahwa
aktivasi STATs 1, 3, 5A dan 5B yang tergantung GH memerlukan aktivasi JAK2 (Smit et
al., 1997). Hal ini sesuai dengan temuan bahwa aktivasi JAKs diperlukan untuk aktivasi
STAT (Muller ef al., 1993). JAK1 atau JAK2 yang diekspresikan berlebih secara aktif dalam
sel COS akan merangsang terikatnya STAT1 ke DNA (Silvennoinen, 1993).

Penelitian tidak langsung menunjukkan bahwa GH menstimulasi fosforilasi STATs 1,
3 dan 5 pada serin atau treonin dalam hepar. Fosforilasi ini akan meningkatkan pengikatan

DNA STAT1, DNA STAT3 dan mengubah secara substansial pengikatan DNA STATS (Ram
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etal., 1996). STAT 1, 3, dan 5A mengandung conserved consensus sequence untuk
fosforilasi yaitu MAP kinase dan penelitian awal menunjukkan bahwa MAP kinase
bertanggung jawab atas fosforilasi seril STAT1, STAT3 dan STATSA. Sedangkan STATSB
karena tidak mengandung conserved consensus sequence maka fosforilasi dilakukan oleh
kinase lain selain MAP kinase. Protein STAT 1, 3, 5A dan SB Juga mengandung protein
kinase C dan kasein kinase untuk proses fosforilasi. Hal ini menunjukkan bahwa jalur

signaling ganda dapat menyatu pada protein STAT untuk aktivasi transkripsi oleh GH.

5.4 Hasil Pemeriksaan MALDI TOP Asam Amino Protein STAT-1 dan STAT-3
Pemeriksaan asam amino protein STAT-1 dan STAT-3 dilakukan di Australia dengan
metode MALDI TOF dengan cara mengirimkan hasil SDS Page protein STAT-1 dan STAT-3
ke Australia.
Hasil pemeriksaan asam amino protein STAT-1 dan STAT-3 dengan metode MALDI
TOF menunujukkan bahwa protein STAT-ladalah Isngmevggv qntmtgmldk gkeldakvka
vknsvtdveq diktledvqd eydfkhktfq, dan protein STAT-3 adalah taaqqggqat hptaavvtek

taaqqggqat hptaavvtek qqmleghlqd vrkrvgdleq kmkvvenlqd dfdfnyktik

5.5 Pembuatan Protein Sintetis STAT-1 dan STAT-3

Hasil asam amino protein STAT-1 adalah Isngmevggy qnimtgmldk qkeldakvka
vknsvidveq diktledvgd eydfkhktfq, dan protein STAT-3 adalah taaqqggqat hptaavvtek
qqmleqhlqd vrkrvqdleq kmkvvenlqd dfdfnyktlk , sebagai dasar untuk membuat protein
sintetis STAT-1 dan STAT-3.

Pembuatan protein sintetis STAT-1 dan STAT-3 dilakukan di PT. Genetika Science
Indonesia. Hasil pembuatan protein STAT-1 adalah Peptide 1-Crude Purity of HPLC dengan

sequence : Isngmevggv gnimtgmldk gkeldakvka vknsvtdveq diktledvqd eydfkhktfq dan
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STAT-3 adalah Peptide 1-Crude Prity of HPLC dengan sequence : taaggggqat hptaavvtek

qqmleqhlqd vikrvqdleq kmkvvenlqd dfdfnyktlk.
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BAB 6. RENCANA TAHAPAN BERIKUTNYA

Setelah dibuatnya protein sintetis STAT-1 dan STAT-3 maka dapat digunakan untuk
penelitian pada berbagai hewan coba dengan pakan yang disubstitusi protein sintetis STAT-1
dan STAT-3. Hasil dari percobaan berbagai hewan coba kemudian dianalisis untuk
menentukan protein sintetis yang mana yang paling efektif.

Hasil proein sintetis yang paling memacu pertumbuhan pada ternak kemudian dapat

diajukan sebagai hak Paten.
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BAB 7. KESIMPULAN DAN SARAN

6. 1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian tersebut maka dapat disimpulkan bahawa

1. Protein STAT-1 sintetis dibuat berdasarkan susunan asam amino STAT-1 adalah
Isngmevggv qntmtgmidk qkeldakvka vknsvtdveq diktledvqd eydfkhktfq

2. Protein STAT-3 sintetis dibuat berdasarksn susunan asam amin STAT-3 adalah
taaqqggqat hptaavvtek qgmleghlqd vrkrvqdleq kmkvvenlqd dfdfnyktlk

6.2 Saran

Dengan dibuatnya protein sintetis STAT-1 dan STAT-3, maka dapat digunakan
sebagai dasar untuk melakukan percobaan pada hewan coba sebagai substitusi pakan dalam

memacu pertumbuhan.
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