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Efek sitotoksik suatu protein seperti Ribosome
Inactivating Proteins yang bersifat asam dari
daun Mirabilis jalapa L. pada sel kanker

Cytotoxic effects of an acidic Ribosome-inactivating
Protein like protein isolated from Mirabilis jalapa L.
leaves on cancer cell-lines
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Abstrak

Pada umumnya pemurnian Ribosome-inactivating protein (RIP) dengan
menggunakan suatu kromatografi penukar kation sehingga diperoleh protein
yang bersifat basa, seperti misalnya MJ-30 yang diisolasi dari daun Mirabilis
jalapa. Fraksi protein M.jalapa yang tidak terikat pada kolom tersebut
ternyata juga menunjukkan aktivitas pemotongan DNA superkoil dan bersifat
sitotoksik terhadap beberapa sel kanker. Oleh karena itu protein tersebut
perlu dimurnikan dan dikarakterisasi.

Protein total diperoleh dengan mengendapkan ekstrak daun M.jalapa
dengan amonium sulfat sampai jenuh. Setelah dilakukan dialisis, larutan
protein tersebut dilewatkan kolom lonenaustaucher Typ Il, suatu penukar
anion. Protein yang terikat dielusi dengan NaCl bergadien dari 0,0 — 0,5 M
dalam bufer fosfat. Fraksi aktif ditentukan menggunakan uji aktivitas
pemotongan DNA superkoil dan selanjutnya diuji aktivitas sitotoksisnya

Hasil penelitian menunjukkan bahwa fraksi yang mampu memotong
DNA superkoil terelusi pada 0,35-0,40 M NacCl. Protein asam, MJ-C, bersifat
sitotoksik terhadap sel Hela, myeloma dan T47D dengan harga LCsgq
berturut-turut 14,3 pg/mL, 7,4 pg/mL dan 27,8 pg/mL. Ternyata MJ-C lebih
poten dari pada MJ-30 yang besifat basa.

Kata kunci : RIP asam, sitotoksik, Mirabilis jalapa

Abstract

Most purification approaches of Ribosome-inactivating Proteins (RIPS)
used a cation exchange chromatography resulting highly basic proteins, such
as MJ-30 isolated from Mirabilis jalapa leaves. The M.jalapa unbounded
protein fractions of the column showed cleavage activity on supercoiled
double stranded DNA and possesed cytotoxic effects on cancer cell lines. So
the purification and characterization of the acidic protein was needed to be
done.

Total proteins of M.jalapa leaves was collected from precipitating
process of the extract using ammonium sulphate untill saturated. After
dialysis, the proteins was applied into the weak base anion exchanger
lonenaustaucher Typ Il. The bounded proteins was eluted with 0.0 to 0.5 M
NaCl gradient in phosphate buffer. Active protein fractions were determined
by supercoilded DNA cleavage activity and then cytotoxic activity was testes.

Results showed that protein fraction eluted at 0.35 — 0.40 M NacCl
possesed cleavage activity on supercoiled DNA. The acidic protein, MJ-C, was
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toxic on HelLa, Myeloma and T47D cell lines, with the LCsq of 14.3 pg/mL,
7.4 pg/mL and 27.8 pug/mL, respectively. The MJ-C was more potent than the

basic protein MJ-30.

Key words: acidic RIP, cytotoxic, Mirabilis jalapa

Pendahuluan

Ribosome-inactivating protein (RIP) merupa-
kan protein toksik, yang terdapat secara luas
pada tanaman dan mikroorganisme. Pada
umumnya RIP yang telah diisolasi merupakan
protein bersifat basa karena pendekatan waktu
pemurnian RIP menggunakan kromatografi
penukar kation sehingga protein yang terikat
fase diam merupakan protein basa. RIP
tersebut menunjukkan harga pl antara 9-11
(Bolognesi, et al, 2002, Hartley et al, 1990).
Efek sitotoksik RIP tersebut disebabkan
kemampuannya memotong adenin4324 pada
28S rRNA sehingga faktor perpanjangan tidak
dapat berikatan dan sintesis protein bethenti.
Aktivitas tfRNA N-glikosidase ini merupakan
penanda aktivitas RIP. Selain itu, RIP juga
mempunyai aktivitas memotong DNA super-
koil (Ling ef al., 1994). Ternyata RIP juga dapat
melakukan depurinasi DNA dan asam nukleat
lainnya. Hal ini membuka pandangan baru
tentang mekanisme kematian sel oleh toksin ini
(Peumans ez al,, 2001). RIP mempunyai aktivitas
biologis imunosupresif, abortifasien, antivirus
dan sitotoksik terhadap sel mamalia (Barbieri
et al, 1993; Stripe et al, 1992; Narayanan et al,
2004).

Berdasar strukturnya saat ini, RIP
dikelompokkan dalam tiga tipe RIP. RIP tipe 1
seperti  trichosantin  terdiri  dari  rantai
polipeptida tunggal, dengan ukuran sekitar
30 kDa. Trichosantin bersifat abotifasien, yang
dimurnikan dari jamu tradisional China Tian
Hua Fen (Hartely e a/, 1996). RIP tipe 2 seperti
risin diisolasi dati Ricznus commmunis, terdiri dari
dua subunit yang diikatkan dengan ikatan
disulfida, berukuran sekitar 60 kDa. RIP jenis
ini mempunyai bagian lektin yang dapat ber-
interaksi dengan reseptor pada membran sel
sechingga subunit yang aktif masuk kedalam
sitosol. Sedangkan RIP tipe 3 seperti JIP60
yang diisolasi dari Hordeum vulgare, merupakan
protein untai tunggal yang tidak membawa
bagian lektin. Jenis ini disintesis dalam bentuk
tidak aktif yang kemudian diubah menjadi
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bentuk aktif melalui proses proteolisis
(Peumans et al., 2001)
Biji  Mirabilis  jalapa L. dilaporkan

mengandung protein sejenis RIP karena protein
totalnya mempunyai aktivitas N-glikosidase
tethadap ~ tRNA  Saccharomyces  cerevisiae
(Sismindari and Lord, 2000). Penelitian pada
biji, daun dan akar M.jalapa menunjukkan
bahwa daun mengandung aktivitas paling besar.
Oleh  karena itu penelitian  selanjutnya
difokuskan pada RIP yang terdapat pada daun
M. jalapa. Pemurnian RIP pada daun telah
dilakukan dengan penukar ion CM-Sepharose
CL-6B dan dilanjutkan dengan Sephacryl
S-300HR menghasilkan protein MJ-30 yang
bersifat basa dengan ukuran sekitar 30 kDa.
(Sudjadi dkk., 2003). Takanami (1990) telah
melaporkan  Mirabilis  Antiviral Protein (MAP)
yang diisolasi dari akar M.jalapa, dengan ukuran
242 kDa dan bersifat basa. Efek sitotoksik
M]J-30 terhadap beberapa sel menunjukkan
bahwa M]J-30 bersifat lebih sitotoksik pada sel
HeLa, Myeloma, T47D, dan SiHa daripada
tethadap sel Vero maupun sel mononuklear
darah perifer (Sudjadi dan Ikawati, 2003;
Ikawati dkk., 2006). Protein ini mampu
menginduksi kematian sel HelL.a melalui proses
apoptosis. Sedangkan pada sel Raji diduga
melalui nekrosis (Ikawati dkk., 2003).

Analisis terhadap protein tidak terikat
pada kolom CM-Sepharose CL-6B ternyata
menunjukkan adanya aktivitas pemotongan
DNA superkoil dan menunjukkan sitotoksitas
pada sel Hela, SiHa dan T47D (Sudjadi dan
Ikawati, 2003). Hal ini menunjukkan bahwa
dalam  fraksi tersebut ada kemungkinan
mengandung protein sejenis RIP yang bersifat
asam. Selama ini RIP bersifat asam sangat
sedikit dilaporkan, seperti RIP b-32 dari biji
Zea mays berukuran 32 kDa dengan harga pl 6,1
(Mundy et al, 1994) dan charantin dari biji
Momordica charantia berukuran 9,7 kDa (Parkash
et al., 2002). Penelitian ini melaporkan pemur-
nian protein sejenis RIP bersifat asam dati daun
M. jalapa dengan penukar anion dan protein
tersebut bersifat sitotoksik terhadap beberapa
sel kanker.



Sudjjadi

Metodologi
Bahan dan alat

Bahan uji adalah daun M.ja/apa berbunga
merah diambil dari daerah Sleman pada bulan
Desember 2005 kemudian dilakukan determinasi.
Subyek uji adalah sel HelLa, Myeloma dan pUC18
yang diperoleh dari stok wunit Ilmu Hayati,
Laboratorium Penelitian dan Pengujian Terpadu
(LPPT) UGM. Sel T47D diperoleh dari Prof. Dr.
Tatsuo Takeya, Nara Institute of Science and
Technology, Japan. Bahan kimia dan media yang
digunakan merupakan bahan standar yang biasa
digunakan pada percobaan di laboratorium dan
suatu penukar anion weak base anion exchanger
Tonenaustancher Typ II (Merck). Alat uji menggunakan
mikroskop, elektroforesis gel agarosa, spektrofoto-
meter, kromatografi cair Pharmacia LKB GP2500
Plus.

Pembuatan fraksi protein dari daun Mirabilis
jalapa L.

Sebanyak 60 gram daun Mirabilis jalapa L
ditempatkan pada mortir steril, ditumbuk halus
dengan penambahan 160 mL dapar natrium fosfat
5 mM pH 7,2 yang mengandung natrium klorida
0,14 M pada suhu 4°C. Ekstrak yang diperoleh
disentrifugasi 2000 g selama 20 menit pada suhu
40C. Selanjutnya supernatan ditambah amonium
sulfat sehingga jenuh. Larutan disentrifugasi 2000 g
selama 20 menit pada suhu 4°C. Supernatan
dibuang dan endapan dilarutkan dalam sedikit
mungkin dapar natrium fosfat 5 mM pH 6,5.
Selanjutnya dilakukan dialisis dengan menggunakan
dapar pelarut. Hasil dialisis disentrifugasi 2000 g
selama 15 menit pada suhu 4°C, supernatan
merupakan sampel fraksi protein (Stirpe ez a/, 1983).
Kadar protein total ditetapkan dengan mengukur
serapan pada 280 nm dan 260 nm seperti dijelaskan
oleh Layne (1957).
Pemurnian protein kolom
lonanaustausher Typ 11

Sebanyak 1 mL sampel larutan protein total
dimasukkan ke dalam kolom Ionenanstaucher Typ 11
dan dielusi dengan dapar natrium fosfat 5 mM pH
6,5 untuk mengelusi semua protein tak terikat,
sampai serapan pada 280 nm kurang dari 0,05.
Protein yang terikat dielusi dengan NaCl bergadien
dati 0,0 — 0,5 M dalam bufer fosfat dengan kecepat-
an alir 0,5 mL/menit. Fraksi ditampung dan puncak
diukur pada 280 nm, kemudian diuji aktivitas
pemotongan DNA superkoil (Sudjadi dkk., 2003)

dengan

Uji aktivitas pemotongan DNA superkoil
untai ganda
Tiga pg DNA plasmid pUCI18 dicampur

dengan 1 pL dapar Tris-HCl 50 mM, pHS8, MgCl,

10

100mM, NaCl 100 mM dan fraksi protein dengan
kadar tertentu, ditambahkan aquabidest hingga
volume akhir 10 pL, diinkubasi pada suhu 30°C
selama satu jam. Kemudian ditambah 2 pL dapar
pemuat dan dielektroforesis menggunakan gel
agarosa 0,8% dengan kekuatan 60 Volt (Ling ef al.,
1994).

Uji sitotoksisitas

Seratus mikroliter suspensi sel dengan
konsentrasi 3 X 10*sel / 100uL, distribusikan pada
setiap sumuran dan diinkubasi dengan satu seri
jumlah protein selama 24 jam pada inkubator
dengan 5 % CO; pada suhu 37°C. Sebagai kontrol
digunakan seratus mikroliter sel yang diinkubasikan
dengan media tumbuh ditambah 10 % FBS. Pada
akhir inkubasi, 10 pl suspensi ditambah dengan
trypan blue dan dihitung jumlah sel hidup dengan
hemositometer. Sel hidup diketahui berbentuk bulat,
terang dan intinya jernih. Persen kematian sel
diperoleh dengan menghitung perbedaan jumlah sel
hidup pada kontrol dengan jumlah sel hidup pada
petlakuan, dibagi dengan jumlah sel sel hidup pada
kontrol, dikalikan 100%. Harga LCsp dihitung
dengan metode probit.

Hasil Dan Pembahasan
Permurnian

Pengendapan protein dalam ekstrak
dengan penambahan amonium sulfat kejenuhan
100 %  dimaksudkan untuk memisahkan
senyawa non-protein yang mungkin juga
mempunyai sifat sitotoksik. Protein total hasil
dialisis yang diperoleh mencapai sekitar 8,57%.
Hasil ini kurang tepat karena diganggu oleh
warna coklat muda larutan yang juga menyerap
pada panjang gelombang 280 nm. Uiji aktivitas
pemotongan DNA  superkoil menunjukkan
bahwa crude extract dan ekstrak hasil dialisis
mampu memotong DNA superkoil menjadi
bentuk nik-sirkular dan linier pada jumlah
protein 0,8 ug ( Gambar 1 ). Aktifitas ini meru-
pakan salah satu aktivitas RIP yang dipilih
untuk penapisan karena metode ini cukup
sederhana dan cepat.

Hasil pemisahan menggunakan kolom
Ionenanstaucher Typ 1II, suatu penukar anion
dengan fasa diam bersifat basa lemah diperoleh
satu puncak besar pada awal elusi dengan dapar
natrium fosfat 5 mM pH 6,5 yang mengandung
natrium klorida 0,14 M. Puncak tersebut
mengandung protein tidak terikat pada fasa
diam karena protein tersebut bersifat netral dan
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Gambar 1. Elektroforegram uji aktivitas pemotong-
an DNA superkoil. Kolom 1 pUC18
tanpa perlakuan, kolom 2 dengan
penambahan ektrak total, kolom 3
dengan penambahan hasil dialisis.

a. Bentuk nik sitrkuler, b. bentuk linier
dan c. bentuk superkoil.
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Gambar 2. Kromatogram fraksi terikat fase diam
elusi NaCl bergradien. Bagian terasir
menunjukkan bagian yang mempunyai
aktivitas pemotongan DNA superkoil

basa pada pH 6,5. MJ30 mestinya ikut keluar
kolom. Pada waktu elusi dengan NaCl
bergradien menghasil puncak kecil yang
mengandung protein yang asam dan terikat
pada fasa diam. Pola serupa juga terjadi pada
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pemisahan MJ-30 dengan kolom CM-Sepharose
CL-6B, suatu penukar kation (Sudjadi dkk.,
2003). Hal ini menunjukkan bahwa sebagian
besar protein yang terkandung dalam protein
total tidak cukup kuat terikat pada kolom
karena muatannya yang relatif netral pada pH
6,5. Analsis terhadap fraksi terikat kolom
dengan uji pemotongan DNA  superkoil
menunjukkan bahwa protein yang mampu
memotong DNA  superkoil terelusi pada
konsentrasi NaCl 0,35 — 0,40 M ( Gambar 2 ).
Hal ini menunjukkan bahwa protein tersebut
mempunyai netto muatan negatif lebih banyak.
Protein yang terlusi pada konsentrasi NaCl
lebih rendah mempunyai neto muatan negatif
lebih sedikit. Fraksi 0,35-0,40 M yang selanjut-
nya disebut sbagai MJ-C tersebut diakui belum
murni. Hal ini dapat dilihat dari gambar
elektrogramnya yang tidak menunjukkan
pemisahan  dengan  baik.  Fasa  diam
Ionenanstaucher Typ II ini kurang mendukung
pemisahan karena hanya dikatakan sebagai
suatu basa lemah, tidak diketahui secara pasti
gugus aktif maupun ukuran partikelnya. Oleh
karena itu pada penelitian berikutnya akan
dicoba menggunakan DEAE-Sepharose
(Sigmay).

Berdasarkan perhitungan kadar protein
dalam fraksi NaCl 0,35-0,40 M maka diperoleh
kadar MJ-C dalam daun sekitar 0.008%. Protein
ini kemudian digunakan untuk percobaan
sitoksisitas tethadap sel Hela, myeloma dan
T47D yang merupakan representatif sel kanker.
Sel Hella merupakan sel kanker leher rahim
terinfeksi  Human  Papilloma  Virus 18
(Desaintes et al., 1999). Sel myeloma adalah
kanker sel plasma (Berenson and Miguel, 2003).
Sedang sel T47D merupakan sel kanker
payudara (Wozniak and Keely, 2005).

Uji sitotoksik

Setelah dilakukan koreksi pada pengaruh
pelarut terhadap kematian sel Hela, myeloma
dan T47D, hasil uji sitotoksik MJ-C (Gambar 3).
M]J-C menunjukkan nilai LCso 14,3 ug/mL pada
sel Hela, 7,4 pg/mL pada sel myeloma dan
27,8 pg/mL pada sel T47D. Harga ini sangat
kecil jika dibadingkan dengan harga L.Cso MJ-30
pada sel HeLa adalah 7050 pg/mlL., pada sel
myeloma 1250 pg/ml dan pada T47D
361 pg/mL (Sudjadi dan Tkawati, 2003). Hal ini
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Gambar 3. Kurva sitotoksisitas MJ-C terhadap sel Hela, myeloma dan T47D. Kurva yang

ditunjukkan telah dikoreksi dengan jumlah kematian sel akibat pelarut.

menunjukkan bahwa protein MJ-C yang
bersifat asam tersebut memiliki sifat seperti RIP
dan mem-punyai efek jauh lebih toksik dari
pada M]J-30 suatu RIP bersifat basa.

Apabila dilihat dari efek MJ-C yang 13 —
495 kali lebih sitotoksik daripada M]J-30, tidak
menutup kemungkinan bahwa MJ-C termasuk
RIP tipe 2. Seperti diketahui bahwa baik RIP
tipe 1 maupun tipe 2 menunjukkan aktivitas
pemotonggan DNA superkoil (Ling ez al, 1994)
Akan tetapi RIP tipe 2 lebih sitotoksik daripada
RIP tipe 1 karena RIP tipe 2 tersebut mem-
punyai sub-unit B yang memudahkan masuk ke
dalam sel. Oleh karena itu perlu dilihat
kemungkinan aktivitas yang lain dari RIP untuk
membedakan ke dua tipe RIP tersebut, yakni
aktivitas RNA N-glikosidase. Dalam hal ini RIP
tipe 1 aktif sedangkan RIP tipe 2 tidak aktif
sebelum didegradasi untuk memisahkan sub-
unit A yang aktif dari sub-unit B yang
merupakan pembawa (Hartley ez al, 1996;
Sismindari and Lord, 2000).

Pada awalnya sifat
dijelaskan  melalui  kemampuannya
menghambat sintesis protein melalui aktivitas
RNA N-glikosidasenya setelah protein itu
masuk ke dalam sel. Setelah itu ditemukan

sitotoksik  RIP
dalam

12

aktivitas lainnya yang menyatakan bahwa RIP
juga mempunyai aktivitas depurinisasi DNA
dan aktivitas itu ternyata tidak terdistribusi
merata antara RIP yang berbeda dan juga tidak
berhubungan dengan aktivitas N-glikosidasenya
(Battelly, 2004). Hal ini dapat menjelaskan
mengapa M]J-30 mempunyai sifat sitotoksik
yang berbeda dengan MJ-C.

Perbedaan  aktivitas  enzimatik  dari
berbagai RIP diduga disebabkan adanya
perbedaan struktur baik pada lokus aktifnya
maupun bagian lain dari rantai protein yang
mempunyai  aktivitas, yang menentukan
spesifitas substrat karena pengaruh interaksi
setiap RIP dengan target yang berbeda.
Perbedaan yang diamati menunjukkan adanya
perbedaan nyata pada efek sitotoksisitas dati
RIP dibandingkan dengan aktivitas enzimatik-
nya. Hal ini mungkin disebabkan adanya
petbedaan #ptake RIP dan protein ini harus
mencapai target intraselular supaya bersifat
toksik (Battelli, 2004). Hal ini menunjukkan ada
hubungan nyata antara sitotoksisitas dan
petjalanan intraselular RIP yang bervariasi
tergantung dari jenis sel yang tergantung pada:
a) jumlah reseptor untuk RIP pada permukaan
sel, b) jenis ligand yang mengarahkan pada
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kompartmen yang berbeda, dan c¢) adanya
berbagai jalur untuk transport protein itu ke
sitosol. Setelah mencapai target, RIP dapat
merusak rRNA schingga ribosom tidak dapat
mensintesis protein yang dikenal aktivitas N-
glikosidase. RIP juga dapat merusak DNA dan
mRNA dengan aktivitas glikosilase
polinukleotida adenin. Baik pemberhentian
sintesis protein maupun kerusakan DNA dan
RNA mengakibatkan sel itu mati.

MJ-C yang asam ini sangat menarik
untuk dimurnikan lebih lanjut dengan kolom
penyaring molekul dan perlu divji aktivitas N-
glikosidase sebagai penanda RIP. Sifatnya yang
sangat sitotoksik ini merupakan calon yang baik
untuk dijadikan imunotoksin.

Kesimpulan
Protein sejenis RIP yang bersifat asam
dari daun Mjalapa L terelusi dari kolom
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