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RINGKASAN

Membran amnion merupakan salah satu bahan alami yang dapat
mempercepat proses penyembuhan luka. Bahan aktif dari membran amnion yang
diduga mampu mempercepat proses penyembuhan luka adalah secretory
leukocyte protease inhibitor (SLPI). Munadziroh (2008) telah melakukan
penelitian untuk mengisolasi gen penyandi SLPI dari membran amnion manusia
dan mengkloning gen ke dalam sel inang Escherichia coli BL21 star. Ekspresi gen
di dalam sel E. coli memiliki beberapa kekurangan, seperti protein SLPI
diekspresikan dalam jumlah kecil dan secara intraseluler. Selain itu, E. coli
merupakan mikroba prokariotik yang secara umum memiliki pirogen — pirogen
dinding sel yang bersifat toksik (endotoksin) sehingga dipilih sel eukariot sebagai
sel inang alternatif. Sel inang yang dianggap paling aman untuk keperluan
komersial adalah ragi Saccharomyces cerevisiae. Penelitian Wirajana (2010) telah
berhasil mengkonstruksi vektor pYHMI1 yang sesuai untuk sel inang ragi
Saccharomyces  cerevisiae BJ1824.  Penelitian ini  bertujuan  untuk
mengekspresikan gen penyandi SLP/ menggunakan sistem vektor pYHM1 di sel
inang ragi Saccharomyces cerevisiae BJ1824, mensekresikan protein SLPI
rekombinan ke dalam medium pertumbuhan, dan mengetahui kemampuan inhibisi
protein SLPI dari membran amnion terhadap enzim porcine pancreatic elastase
(PPE).

Tahap penelitian yang dilakukan meliputi isolasi DNA rekombinan pET-
ESLPI dan pYHM1, amplifikasi SLPI menggunakan PCR, restriksi double digest
menggunakan EcoRI dan Xhol, ligasi, transformasi ke dalam sel E. coli TOP10,
sekuensing, transformasi ke dalam sel S. cerevisiae BJ1824, dan uji kemampuan
inhibisi SLPI terhadap enzim PPE.

Kemampuan inhibisi paling besar ditunjukkan oleh SLPI yang berasal dari
G ekstraseluler dan D ekstraseluler sebesar 66,67 %. Hal ini memberikan
keuntungan karena pada proses produksi biomassa sel ragi tidak perlu
menambahkan induser galaktosa. Kemampuan inhibisi paling rendah ditunjukkan
oleh SLPI yang berasal dari G intraseluler sebesar 33,33 %. Hal ini mungkin
dikarenakan kemampuan SLPI intraseluler dalam menginhibisi enzim PPE
dipengaruhi oleh protein intraseluler lainnya.
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SUMMARY

Amniotic membrane is one of natural substance which is capable of
accelerating wound healing process. The active material from amniotic membrane
which suspected can accelerate wound healing is secretory leukocyte protease
inhibitor. Munadziroh (2008) has been done research to isolation of gene
encoding SLPI from human amniotic membrane and cloning the gene into
Escherichia coli BL21 star. The expression gene in E. coli has disadvantages,
such as protein of SLPI was expressed in small numbers and intracellular.
Furthermore, E. coli is a prokaryotic microbes, usually has pyrogen cell walls
which is toxic (endotoxin) so that eukaryotic cell were selected as an alternative
host cell. The host cell considered safe for commercial purposes is yeast
Saccharomyces cerevisiae. Wirajana’s (2010) research has been successfully
construction  vector pYHMI according to yeast Saccharomyces cerevisiae
BJ1824 as host cell. This research purpose are expressing gene encoding SLPI
using pYHMI1 vector system in yeast Saccharomyces cerevisiae BJ1824 host cell ,
secreting SLPI recombinant protein into the growth medium, and knowing
inhibitory activity of SLPI protein amniotic membrane toward porcine pancreatic
elastase enzyme (PPE).

The research steps conducted include isolation DNA recombinant pET-
ESLPI and pYHMI, amplification SLPI using PCR, restriction double digest
using EcoRI and Xhol, ligation, transformasi into £. coli TOP10 cell, sequensing,
transformation into S. cerevisiae BJ1824, and analysis inhibiton activity of SLPI
toward PPE enzyme.

The biggest inhibition activity of SLPI was demonstrate by SLPI from G
extracellular and D extracellular of 66,67 %. It has an advantage in production
process of biomass yeast cells because it doesn’t need to add galactose as an
induser. The lowest inhibition activity of SLPI demonstrate by SLPI from G
intracellular of 33,33 %. It is possible because the ability of intracellular SLPI to
inhibited PPE enzyme was influenced by another intracellular protein.
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