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Abstrak

Hirudin adalah sejenis protein vang diperolehi dari Lintah
tempatan  (Hirudo medicinalis), berfungsi sebagali agen anti-
Fembekuan darah semalajadi. Dari beberapa penyelidikan, telah
dibuktikan bahawa hirudin boleh berfungsi secara  berkesan
metyvekat  pembentukan thrombus bagi menghalang Proses
penbebuan darabh. Ferkembangan pesat dalam bidang Biotekrologi
darn  Bicleogi Molekul, yang melibatkan teknik—teknik E A
Fekonbinan dan proses penulinan protein, membolebkan  Lirwdin
dipgrolebi, ditwlin dan dihasilkan =secara skala besar.
keboletdapatan hirudin  secara skala besar dalam  pasaran
membolebkan  bahan ind digunakan dengan meluas dalan  bidang
perubatan  untuk merawat beberapa jenis penvakit  thrombotik
dan boleh digunakan semasa pembedaban dijalankan.,

Fetigenalan

Lintah  (Hirudo eedicipalis) adalah baiwan  invertebrata

dari  kelas Hirwdenia dalam filun Annelida  (Buchsbaum R.,
19761, Limtah  mengeluarkan protein hirudin dari  kelenjar
Livrmya  ketika menghisap darah mangsa (Joseph G.E. & Robart

WL 1981). Hirudin ini terfungsi sebagai agen anti-pembekuen



darat atan perencat thrombin yang sangat spesifik (Baskova
T.F., et al.. 1983). Thrombin adalah enzim vang merangsang
penbekuan darah. Dari beberapa penyelidikan, telah dibuktikan
babwwa  hiradin buléh bevrfungesl  secara berkessn menvekat
peinbebuan thronbus dimana nilai Ki hirudin terhadap  thrombim
adalah 0.82 1(:‘:—1A mesls1 -:budt J.y et al., 1984).

. Hirudin  adalah protein yang éangat stabil terbadap subu
dan pH vyang tinggi. F;mtein hirudin dari lintah Eropah
mengandungl 6% atan 66 jujukan asid amino dengan 3 ikatean di
suitwr  (Harvey R.JP., gt oal., 1986). Ketiga-tiga ikatan
dizulfur itu terletak di dalan kawasan 39 residu pertoma di
terminal amino. Terminal karboksil pula sangat asidik  dengan
W asid amino vang asidik, 4 Glu dan 1 Tyr-803H, di 9 residu
yang  terakbir. Tapak aktif adalah dimana residu Lys di o apit
olelh 2 Pro. SDhrukbar ini vang dikatakan memain SR

penting dalam interaksi bdrudine-theombin {(Chang J.-Y., 19833,

Tujuay  utama  penyelidikan ind adalanh  wntuk  meEndapatbkan
mak lunat  mengenal  variasi spesis protein hirudin  daripada
fHimtah  tempatan  dan menbandinghkan dermgan  saklumat  vaclasi

dari spesis hirwdin vang didepati dari lintah benua  Eropab.



Maklumat ini dapat digunakan untuk perghasilan hirudin dengan
skala besar secara lebih berkesan dengan  pengounaan  teknik
pengklonan  DNA dan proses pemindahén plasmid rekombinan ke
dalan yvis atau  bakteria. Diperingkat  terakhir  untuk
mEndapatkan Jumlab hirudin secara skala  besar, proses

Termantasi sel-sel rekombinan yis dilakukan didalam fermenter

Methodologi

Ekstrak lintah

Eahan

Lirtah  {(Hirudo medicinalis), penimbang Galaxy 400 OHAUS,
Stainless steel mug, nitrogen cair, mortar dan pestel, high
speed  centrifuge Sigma IKZ0 B.Brauwn dan penimbal posfat  (pH
7u0, 0.1 M NaZFO4, 12 HEO dan Cl.l.ﬁ"l NaCi dari FERCK ).

Lamtah vang hendak diekstrak ditimbang terlebih dabulu desy ia
diekstrak dengan merendambannya didalam nitrogen cair SLPaYa
ia  membeku  dan  terhidrat. Selepas lintah terhidrat ia
ditumbil  didalam mortar dengan pestel. Bonasa proses
meEnunbuk ., nitrogen cair terus di tuang supaya lintah tersebut
tetap  terhidrat sehinagga mé:ﬁadi serbuk. Setelah =selesal
keria menunbul,  sertuik lintab dibiarkan mencair dan bagi

sEtia@  gram berat lintah 10ml  penimbal posfat ditambah dan



dibomogenkan. Ehstrak ini kemediannyva diempar pada  kelajuan
I8 o0 rpmoselama 3D min. Felet vang  termendak  diasinghkan
untuk ekstraksi seterusnva manakala supernatant diambil untuk

wiian kepekatan protein dan wiian seteruvsnya.

Ujian Protein

Taburg vii, mikropipet, dye concentrated reagen protein assay
dari BicRad, plastik cuvett .dan spektirofotometer LI dari
Novaspes .

Wiian Frotein dilakukan ke atas supernatant dari  ekstrak
limtabh untuk  menentukan kepekatan protein vang dipsrolehi
dari setiap gram lintah. Wian vyang dilakukan adalah
mengikut  konsep Bradford dengan menggunakan dve  reagen  yng
disediakan oleh PBio-Fad. Bacaan 0.D. diambil pada Jjarak

galombang 3953 nm .

Ujian Dialisis
_E*Jpﬁ-}t:tr*apnr membirane  tubing #3 dari Spectrum Medical Ind.
inc., hikar., magnatic bar, bhot plate Cimarec 2 dari

Thermolyne, penimbal T84 {(pH 8.0, 100 Tris-+Cl, O3 m

Succinic Acid dan 1GmM MOCL2 dari Sigmal dan peninbal protein



{penimbal wea 3 ph &7 , &M urea, SO0mM Na3-LF0O4,  Lomd
mathylamine dan O.8mM Bmer—ETOH dari MEFCK)

Dialisie dilakukan dleermoan mesnasL b ban 2 il SEmpE L
(supernatant ekstrak lintahd ke dalam  tiub dialisis dan
dikacas didalem larutan perdimbal TSM selama T jam sebanvalk 3
Bali didalam bilik sejuk. Sanpel kemadiannya dikacaa didalam
penimbal  protein  selama 12 jam. Selepas dialisis samnpel

dialiquotkan wntuk digunakan didalam elekiroforesis.

Nyahgaram {desalting)

Eaban

EconerFac  1ODG Coluwm dari BioRad, Fraction Collector  Model
2110 dar-i BioRad, penimbal TSM (pH 8.0, 1OmM Tris—+CL., G.5nM
Succinic Acid dan 10mM MCL2 dari Sigma) dan &pectrufntcumilzer'
Shimad=u UV-160.

Kasdah

Ujian nyahgaram vyang dijalankan adalah mengikut ronsep
bromatografi  madab dimana gel polyacrilamide yvang digunakan
didalam column akan mengasingkan dan mengeluarkan  komponsn—
Ir;cxnpunt.zn dav-i  sampel mengikut Derat amasing-masing. Dalam

proses ini, Econo—Fec 1ODG Colupn dari RioRad digunakan.



Feriimbal vyang digunakan adalah TSM dan fraksi  sebanyak  lal
dikwnpul untuk  dibaca O.D.nya pada jarak gelombang ZE0nm.
Fraksi vang mempurival bacaan 0.D tinggd dikumpul untuk proses

@lektroforesis.

Fengasingan dengan Rotofor (Bio—Rad)

Fotofor dari RioRad, Power supply. alr  pump dan fraction
collector digunakan dari Dr. Ekhsan Fakuwlti  Ferubatan
Universiti Malaya.

Femgasingan dengan Rotofor dilakukan dengen mengikut  konsep
mengasingan pH atew Fi. Fraksi dari Rotofor dibaca O.0. pada
jarak gelombamg 280nm . Fraksi bacaan 0.D. yang tingai

dikummal untul proses elektroforesis.

Elektroforesis

larutan—larutan uwitulk gel:

Monower  solution (FO%T, 2.7% C Bis), Resolving gel buffer
L. Tris-Cl pH 2.8), 107 SDs, 104 Amnonium  Fersulfate,
TEMED  dan Tank buffer (pH 8.3, O.0231 Tris, 0.192M glicine,
Ti.1%  6DB) vang disediskan berasingan dan  dicampue  dalam
peratus vang tertentu untuk meﬁbentuk gel Laemmli 107 T, Z2.74

-

La



Treatment buffer 21

0.12% M Tris—Cl, 4% SDS, Z0% glycerol, 10% Z-wer-ET0H, proe.d
lain-lain:

haki retort, plring alas, 2 keping kaca. peruang den sesikat,
klip, 174 fAgarose, Tangki Elektroforesis-— Vertical
Flectrophoresis Gel System Model Vid BRL, Fower Supply— Model
23 BRL, besen besar, pengaduk— Luckham Multimix Major  dan
Drybath— Dribath Thermolyne.

Staining:

Coomassia RPlue R2AD0: 0,12057 Coomagsie blue, S04 Methanol dan
107 acetc acid dari Sigma, BDM dan MERCK.

Desstaining:

Solution It 50% methanol dan 104 acetic acid

Solution I1: 3% methanol dan 774 acetic acid

Sampel  vang  akan digunakan didalam elektroforezis dirswat

terlebih dahulu dengan mencanpurkan 1 bahagian sampel dengan
c

iy

1 abagian  2¢ breatment Ii{fft—él", direndam dalam s 100 O
sezlama 90 saat dan disejukkan sertamerta sebelun digunakan.

L i.a'J\'.L elektroforesis dilakukan dengan meanggtmaken_ 2 keping
kaca  vang dipisahkan oleh 2 peruang tepl dan 1 sesikat, dan
diapit alc—eﬁ 4 klip dibahagian iuvamya. Set  in  kenudiannya

didirikan dengan kaki retort. 1% Scarcse cair diguwnakan

sebagali  ‘sealer’  untuk menutup semia ruang kosSong supava



tiada kebocoran berlaku. Selepas Agarose beku, Leammli gel:
dimasukkan  dengan mengounakan pastuer pipet sehingga  penuh.
Delepas gel polimerise, peruang bawah dan sesikat dikeluarkan
dan dipasang  kepada sistew elektroforesis vang takuegrya
telahn dipesruhi dengan tank buffer.

Setmslum sampel  dimasukkan ke dalam perigi-perigi yang
terbentuk  oleh  kedudukan sesikat, pre nun ke atas sistem
dilakukan terlebib dahulu dengan kuasa 70 Volt. selama 30
min. Femudian sanmpel diisi ke dalam perigi yvang terssedia dan
kontrol (hirudgin standart) diisi sebagal perbandingan.  Kuasa
70 Molt dijalankan selama 40 min dan diikuti olebh kuasa 150
Yolt., selana 20 min.

zelepas elekiroforesis, gel dikeluarkan dari kepingan  kaca
dan  dimasukkan ke dalam besen persegi dan ditambah  pewarna
urtuk  proses gtaining dengan Coomassie Blue RR2E%0 ., Besen in
kemudiannya diletakkan diatas perigaduk selana 12 jam  dan
proses  destaining dilakukan untuk menbxiang pewarna dari  ged
denga laruvtan  destaining [I dicampurkan  selepas  sabaia
roses staining dan diletakkan diétas pengadul wntuk membuang
gaki  baki pewarna dan apabila  larutan  destaining  telah
E@rtukar meEnjadi biru, larutan beru dicamparkan. Froses  ind
dinlang  sehingga gel menjadi jermih  akhir  sekali  larutan
ceptaining I dicampuwrkan aaléﬁas gel dimasukkan ke dalam
piring  gel dan ditubup untuk disimpan. Ferbandingan  dibuat

dlar dicatatiar.



CARTA ALIR UNTUK EKSTRAK LINTAH
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Hasil dan Perbincangan

Lintsh (Hirudo sedicinalis) diperolebi dari Lubak tinmtah,

Jelai, Negeri Sembilan. Di makmal, lintah disimpan didalan
balarng plastik  lutsinar yvang berisi air kolan dan  dituwbu
dengan kain untuk memudahkan pengudaraan .

Ujian Protein

Wiiam wntak  mensntukan kepekatan protedin per  gram lintah
dilakukan terhbadap ekstrak lintah dan Frotein BoA o ( Fovine
Serwn  Albunin dari Sigma ) sebagai perbandihgan. dari graf
piawai  ESA dan graf 0.D. ekstrak lintah junlah protein  per

gran limtahn adalah 7.566 ug.’

LINTAH TEMPATAN (Hirudo medicinalis) .
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Braft 1 1 Graf piawai bagi Optical Density lawan kepekatan
Frotein BSA

Graf L.l 3 Graf 0.D. lawan kepekatan Protein B5S

Graf 1.2 ¢ Graf piawal yvang digunakan.
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Graf 2@ 5 Graf bagi Optical Density lawan  isipadu  ekstrak
' Lintah
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Froses dialisis, nyabgaran dan pengasingan  dengsn  Rotofor
Cacdlalah prégea rawatan yang dilakukan sebelun elektroforesis
taity satu proses penulenan terhadap ekstrak lintah  sebelun
Eenulenan selanjutnya dengan HA.C (High FPressure/Ferformance
Ligquid Chromastograghy! dan penjujukan  asid  amino  hirudin

boleh dilakukan.



Kesippulan

Junlah protein yang diperolebl per gram lintah yang diekstrak
adalah 7.566 wiy. Betakat ini kerija penvelidikan adalah

ditahap peruwlenan hirudin decgan elektroforesis.
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