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Abstrak

Ureaplasma urealyticum merupakan organisme komensal terkecil pada traktus urogenital
manusia. Mikroba itu berperan penting dan berasosiasi dengan beragam penyakit ibu dan bayi
baru lahir. Salah satu faktor penyebab terjadinya penyakit tersebut ialah protease IgA1l. Protease
IgA1l mampu memecah antibodi mukosa terdepan manusia, I[gA1. Enzim tersebut dikelompokkan
menjadi beberapa tipe berdasarkan hambatan aktivitasnya oleh berbagai senyawa inhibitor.
Penelitian ini menguji inhibisi aktivitas protease IgA1 ureaplasma tehadap inhibitor protease
logam, EDTA, dan inhibitor protease serin, PMSF. Ternyata EDTA dengan konsentrasi 0,1, 1,0
dan10,0 mM, dan PMSF konsentrasi 0,1, 0,5, dan 1,0 mM tidak mampu menghambat aktivitas
pemecahan IgAl oleh protein total sel ureaplasma. Selanjutnya, pengukuran aktivitas proteolisis
protease IgA1 dilakukan menggunakan teknik zimografi dengan substrat kasein dan kontrol
positif Igase N. gonorrhoeae. Namun hasil zimografi menggunakan SDS-PAGE untuk menguji
hal di atas tidak memperlihatkan pemecahan frgmen kasein 29 kDa seperti yang diharapkan.

Sehingga dapat disimpulkan protease IgA1 ureaplasma bukanlah tipe protease logam dan tidak
memiliki sifat zimogram..

Kata kunci: protease IgA 1, protease logam, protease serin, , inhibitor protease, kasein, zimogram.

Ureaplasma urealyticum /g4 ! protease is neither metallo- nor zymographic-type enzyme

Abstract

Ureaplasma urealyticum is one of the smallest inhabitants of human urogenital tract. The
microbe plays important role in diseases involving mother and her newborn. One of the pathogenic
factors is IgAl protease. The enzyme cleaves human first line mucosal antibody, IgAl. Based
on its inhibition, the enzyme is grouped into several categories. We inhibited the enzyme activity
using inhibitors such as EDTA and PMSF against metallo- and serine-proteases activities,
respectively. Neither EDTA at 0.1, 1.0, and 10.0 mM nor PMSF at 0.1, 0.5 and 1.0 mM was able
to inhibit the IgAI cleavage by total ureaplasma protein extract. Subsequently, using casein as
enzymatic substrate and Igase purified from N. gonorrhoeae as positive control, we tested
proteolytic activity of the ureaplasma IgA 1 protease. Zymography of the assay on an SDS-PAGE
resulted that none of 29 kDa casein fragment was cleaved by the enzyme. The results suggest
that ureaplasma IgAl protease is neither metallo- nor a zymographic-type protease.

Keywords : metallo-protease, serine-protease, IgAl protease, IgAl, Igase, protease inhibitor,
casein, Zymogram
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Pendahuluan

Ureaplasma urealyticum atau ureaplasma,
termasuk ke dalam golongan mikoplasma, kelas
mollicutes. Ureaplasma bersifat gram negatif, tak
berdinding sel, hanya diselaputi oleh membran plasma,
nonmotil, mikroaerofilik, membutuhkan sterol, suhu
optimum pertumbuhan 37°C,dan pH pertumbuhan
optimum 6,0. Ureaplasma terdapat di dalam saluran
urogenital dan saluran respirasi manusia sebagai
komensal."? Ureaplasma dihubungkan dengan
infertilitas, prostatitis, varikokel, batu saluran kem ih,
dan uretritits pada laki-laki dan endometritis pada
perempuan. Kuman itu juga mengakibatkan kegagalan
konsepsi, janin lahir prematur, berat badan lahir rendah,
infeksi akut saluran napas bayi baru lahir dan malahan
ditemukan kasus meningitis.>”” Kasus klinik tersebut
telah diulas lebih mendalam oleh Mesak dan Suhana.?

Mesak dan Suhana® mengulas faktor patogenisitas
ureaplasma, termasuk diantaranya protease IgA 1. Enzim
itu merupakan salah satu faktor virulen penting yang
mampu memecah daerah hinge IgA1 menusia menjadi
fragmen-fragmen Fc dan Fab yang berukuran 35 dan
32 kDa.™" Secara umum, protease IgA1 terbagi menjadi
beberapa kelas seperti protease logam dan protease
serin."" Protease logam mengandung sekuen motif His-
Glu-Xaa-Xaa-His (HEXXH) yang dengan kristalografi
sinar X membentuk situs pengikatan logam, yang
biasanya Zn*'dan dihambat oleh EDTA. ** Sehingga
bila protease IgA1 ureaplasma dihambat oleh EDTA,
maka enzim itu termasuk protease logam.'> Senyawa
fenil metasulfonil fluorida (PMSF) atau C;H,;FOQ,S
merupakan senyawa inhibitor spesifik protease serin
dan tiol yang irreversible."* PMSF mengikat gugus
—OH asam amino serin pada situs aktifnya, sehingga
situs aktif suatu enzim dapat diketahui."* Bila protease
IgA1 ureaplasma dihambat oleh PMSF, maka protease
IgAl tersebut termasuk tipe protease serin.'>!*

Aktivitas proteolitik protease dapat diukur dengan
metode elektroforesis gel poliakrilamida (PAGE) yang
telah diinkorporasi dengan substrat ((kopolimerisasi)
atau discbut zimogram.'>'® Aktivitas degradasi substrat
in situ akan diketahui setelah renaturasi enzim yang
terlihat sebagai pita zona jernih sesuai ukuran enzim
protease tersebut. Substrat yang digunakan untuk
mengukur aktivitas protease cukup beragam. Salah
satunya kasein protein utama susu sapi. Kasein adalah
fosfoprotein, dan berada dalam keseimbangan agregat
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koloidal kompleks dan terlarut (misel). Kasein dilarutkan

dengan dialisis susu skim terhadap buffer fosfat. Pada

PH 7,0 komponen kasein terdiri atas kasein o 75%, kasein
B 22% , dan kasein y 3%.'” Substrat protein seperti kasein
bila disisipkan ke dalam gel akan berwarna biru bila

divisualisasi dengan biru Coomassie ,sedangkan penanda

protein atau profil protein dalam kondisi aslinya (native)

tidak terlihat.

Dalam penelitian ini dilakukan modifikasi
pembuatan zimogram yang sekaligus mampu
memperlihatkan ukuran protease yang diinginkan. Selain
ity, ingin diketahui apakah protease yang dihasilkan olch
ureaplasma memiliki karakteristik zimogram.

Bahan dan Cara

Asam etilendiamin tetraasetik (EDTA), senyawa
pengkelat logam seperti) digunakan untuk mencegah
aktivasi enzim karena mudah diperoleh.

Bila ditemukan protease ureaplasma yang mampu
memecah kasein, maka dilakukan verifikasi lebih lanjut
untuk mengetahui apakah protease tersebut merupakan
protease [gA1. Hal itu dapat menjadi substrat alternatif
bagi protease IgA1 ureaplasma seperti karakteristrik
zimogram yang dimiliki oleh Igase N. gonorrhoeae.

L. Galur, Kultivasi dan Pemanenan Ureaplasma
U. urealyticum galur DKF3 dan U. urealyticum galur
CX8 (diperoleh dari R. Hermann, ZMBH,
Heidelberg, Jerman). Galur ureaplasma ditumbuhkan
pada suhu 37°C menggunakan medium tumbuh cair
bromotimol biru dengan modifikasi pemanenan.’
Sel yang berasal dari 200 ml kultur cair dipanen
pada 10 unit perubahan warna. Kemudian kultur
tersebut disentrifugasi pada kecepatan 17.000 rpm,
pada suhu 4°C selama 1 jam. Pelet yang diperoleh
dibilas dengan sentrifugasi dalam buffer fosfat
sebanyak tiga kali. Selanjutnya, pellet disuspensikan
dalam 100 pl buffer fosfat dengan konsentrasi 20
pg/pl total protein sel. Konsentrasi protein sel dihitung
menggunakan Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad)
sesuai petunjuk yang tersedia.” Untuk uji zimogram
digunakan 600 pg total protein sel ureaplasma.
Kultivasi, pemeliharaan, pemanenan dan pemeriksaan
aktivitas protease IgAl ureaplasma dilakukan
menurut cara Mesak dan Suhana.” Igase murni
Neisseria gonorrhoeae (diperoleh dari S. C. Beck
(Max-Planck Institut fuer Biologie, Tuebingen,
Jerman) dan IgAl manusia (Calbiochem).



2. Pengukuran Efek Protease Igal Ureaplasma
terhadap Kasein dan Pola Zimografinya
memakai SDS PAGE 12%

Efek protease IgA1 Ureaplasma terhadap

kasein diukur dengan melihat terbentuknya pita
bening pada SDS-PAGE.
Prosedur dimulai dengan membuat stok kasein
0,1% yang dilarutkan dalam buffer fosfat (PBS)
pH 8,0, dan kemudian pH disesuaikan dengan 1 N
HCL, hingga mencapai 7,0 dan 6,0. Selanjutnya
sterilisasi dilakukan dengan menggunakan filter
0.45 um. Stok kasein dapat disimpan pada suhu -
20°C, sebelum digunakan.

Sebanyak 200 pg protein total sel
ureaplasma ditambahkan pada stok kasein (v/v
0.1%). Uji pengaruh waktu dilakukan pada kasein
dengan pH 7,0 dan 6,0 dengan waktu inkubasi 1,
3, 6, 16 dan 20 jam. Selain itu diuji juga hasil
sonikasi sel ureaplasma baik supernatan maupun
pelet terhadap kasein pada kedua pH di atas,
masing-masing dalam volume yang sama yaitu 10
pl. Sebagai kontrol digunakan 1 pg Igase N.
gonorrhoeae dan 10 pl kasein pH 7,0 dan 6,0 dan
stok kasein. Sentrifugasi dilakukan sesudah
ditambahkan v/v buffer pelisis protein (125 mM
Tris-HCL pH 6,8, SDS 4%, 3-Merkaptoetanol 10%,

gliserol 10%, bromofenol biru 0,02%) kemudian
dididihkan selama dua menit Berbagai konsentrasi
protein Setelah SDS-PAGE" selesai, visualisasi
dilakukan dengan Coomassie biru dan pewarnaan
perak (Argentum) * Untuk gel pemisah digunakan
konsentrasi 12%, sedangkan gel untuk zimogram,
dipakai gel tidak didenaturasi dan ditambahkan
kasein 0,1% dalam bufer fosfat 0,05 M, pH 8,0.
Untuk kondisi gel tidak didenaturasi (native),
komposisi bufernya sama tetapi tanpa sodium
dodecyl sulfate (SDS).

Deteksi selanjutnya ialah memanfaatkan
teknik zimografi. Oleh karena itu dirancang gel
yang sekaligus memiliki bagian dengan penyisipan
kasein dan bagian tanpa kasein, (Gambar 1).
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Sisir
Pipet

Pembatas

Pelat kaca

Gambar 1. Langkah pembuatan gel untuk zimogram. (1) Semua
pelat kaca dibersihkan dengan etanol dan diletakkan tegak lurus
terhadap alas. (2) Pembatas gel diatur seperti tampak pada gambar.
Pembatas tengah diletakkan sedikit lebih keatas. (3) Kedua pelat
kaca penjepit gel dihimpitkan dan (4) Kedua sisinya dijepit kuat-
kuat. (5) Beberapa tetes gel pemisah diteteskan pada alas sesuai
panjang pelat kaca penjepit gel. Cairan itu akan menyisip keatas
secara kapiler mencapai ujung pembatas tengah dan terpolimerisasi.
(6) Gel pemisah tanpa kasein dituang hingga setinggi 4/5 bagian
dan dianginkan hingga kering. (7) Dengan hati-hati pembatas tengah
ditarik keluar. (8) Kemudian dituang lagi gel pemisah dengan kasein
hingga ketinggian yang sama dengan (6). Penghilangan gas dilakukan
dengan melapisi permukaan atas gel dengan air atau n-butanol. (9)
Air atau n-butanol dibuang dengan menyedotnya menggunakan
kertas serap atau tisu, lalu dituang gel penahan. (10) Sisir segera
disisipkan secara hati-hati dan dibiarkan berpolimerisasi sebelum
dicabut kembali sehingga membentuk sumur dalam gel.

Sampel ureaplasma galur DKF3 sejumlah 200,
300, 400, 500, dan 600 pg dan galur CX8 sejumlah
200, 400, dan 600 pg didenaturasi dengan penambahan
v/v buffer sampel untuk zimogram (2,5 ml Tris-HCL
0,5 M pH 6,8, 2 ml gliserol, 4 ml SDS10%, 0,5 ml
bromofenol biru 0,1%) dalam 10 ml akuades. Inkubasi
dilakukan pada suhu kamar selama 10 menit. Sebagai
kontrol positif digunakan protease Sylvia®, Tino*' dan
Daniel” untuk menggantikan Igase murni N.
gonorrhoeae karena jumlahnya sedikit. Gel tanpa SDS
untuk zimogram dielektroforesis dengan tegangan 125
Volt dalam bufer elektroforesis dengan kondisi
terdenaturasi. Setelah itu gel direndam dalam buffer
renaturasi (25% Triton X-100) selama 30 menit pada
suhu 37°C, atau dalam keadaan asli/native langsung



dielektroforesis dalam keadaan tidak terdenaturasi.
Pemulihan aktivitas enzimatis in situ diperoleh setelah
gel direndam dalam buffer pengembang (12,1 g Tris,
63 g Tris HCL, 117 g NaCL, 7,4 g CaCL2, Br1j35 0,2%
(w/v), dalam satu liter air suling) selama semalaman
pada suhu kamar. Selanjutnya gel divisualisasi dengan
Coomassie biru atau pewarnaan perak (Ag).9

3. Pemeriksaan Inhibisi PMSF dan EDTA
Terhadap Aktivitas Protease IgAl Ureaplasma

Secara ringkas protokol yang dikerjakan
untuk vji ini ialah menggunakan 250 — 300 pg pellet
sel ureaplasma, 5 pug IgAl manusia, dan 0,1, 0,5
dan 1 mM PMSF atau 0,5, 1,0 dan 10 mM EDTA

dalam total volume reaksi 15 pl. Kontrol positif
yang digunakan ialah 5 pg IgAl manusia dan 1 pg
Igase dan 300 pg pellet sel ureaplasma. Sebagai
kontrol negatif ialah 5 pg IgA1 manusia dalam PBS
dan sel protein ureaplasma total. Inkubasi dilakukan
pada suhu 37°C selama semalam. Kemudian sampel
dilisis dan dielektroforesis pada SDS-PAGE dan
diwarnai menggunakan Coomassie biru.’
Selanjutnya, analisis semikuantitatif pita protein
hasil elektroforesis menggunakan cara Mesak dan
Suhana™".
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Hasil

Kontrol Igase N. gonorrhoeae yang diuji terhadap
kasein sebagai substrat ternyata mampu mengeliminasi
pita 29 kDa baik pada pH 7,0 maupun pH 6,0 dan
menghasilkan pita seberat 11 kDa (Gambar 2).

KDa 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 kDa

Gambar 2. Igase murni N. gonorrhoeae mampu mengeliminasi
pita 29 kDa yang merupakan salah satu fragmen kasein. Keterangan:
(1) penanda protein Mark 12 (Novex), (2) IgAl manusia + Igase,
(3) IgAl manusia + buffer PBS, kasein 0,1% (4) pH 6,0 + Igase
1,5 pl, (5) pH 6,0 + Igase 7,0 pl, (6) pH 7,0 + Igase 1,5 pl, (7) pH
7,0 + Igase 7,0 pl, (8) pH 6,0 - 1,5 pl, (9) pH 6,0 - 7,0 pl, (10) pH
7,0 - 1,5 ul, dan (11) pH 7,0 - 7,0 ul.

Sebaliknya, suspensi sel ureaplasma galur DKF3
dengan waktu inkubasi 1, 3, 6, 16, dan 20 jam, baik
fraksi terlarut maupun tidak terlarut hasil sonikasi sel
tidak memperlihatkan tambahan atau kehilangan pita
hasil digesti terhadap kasein baik pada pH 6.0 maupun
pH 7.0 seperti control Igase pada pewarnaan
menggunakan Coomassie biru (Gambar 3).

KDa 1 2 3131415161718192021
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Gambar 3. Hasil SDS-PAGE pemeriksaan aktivitas ureaplasma DKF3 terhadap substrat kasein 0,1% pada
pH 6,0 (A) dan pH 7,0 (B). Igase memecah pita 29 dan menghasilkan pita 11 kDa Keterangan: (1) penanda
protein 10 kDa (Gibco-BRL), (2) IgA1 + buffer PBS, (3) ureaplasma DKF3 + IgA1, (4) kasein 0.1% pH 6,0,
(5) kasein pH 6,0 + Igase, ureaplasma _ kasein pH 6,0 (6) 1 jam, (7) 3 jam, (8) 6 jam, (9) 16 jam, (10) 20 jam,
(11) supernatan hasil sonikasi + kasein, (12) pelet hasil sonikasi + kasein, (13) kasein 0.1% pH 7.0, (14) kasein
pH 7,0 + Igase, ureaplasma + kaein pH 7.0 (15) 1 jam, (16) 3 jam, (17) 6 jam, (18) 16 jam, (19) 20 jam, (20)

supernatant + kasein, dan (21) pellet + kasein
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Dengan pewarnaan Ag, tampak tambahan pita
berukuran 12 kDa pada uji aktivitas protease ureaplasma
dengan kasein sebagai substrat pada pH 6.0 dan 7.0.
Pita 12 kDa tersebut sama dengan kontrol negatif atau
hanya fragmen polipeptida kasein pada kedua nilai pH
dengan intensitas berbeda nyata (Gambar 4).

KDa

4 5 6 7

Gambar 4. SDS-PAGE dengan pewarnaan Ag memperlihatkan
dua pasang pita yang berukuran sama yaitu 12 kDa namun dengan
intensitas warna yang berbeda nyata (tanda panah). Keterangan:
(1) ureaplasma + IgA1 manusia, (2) Ureaplasma + kasein 0,1%
pH 6,0, (3) ureaplasma + kasein 0,1% pH 7,0, (4) kasein 0,1% ph
6,0 + Igase, (5) kasein 0,1% pH 7,0 + Igase, (6) kasein 0,1% pH
6,0, dan (7) kasein 0,1% pH 7,0

Pembuktian lebih lanjut dilakukan dengan
menggunakan zimografi. Dengan teknik yang digunakan
baik dengan kondisi terdenaturasi (Gambar 5) atau
tidak terdenaturasi (Gambar 6), ureaplasma DKF3 dan
CXR dengan konsentrasi total protein sel antara 200
hingga 600 pg tidak memperlihatkan zona jernih hasil
digesti kasein pada gel kopolimerisasi seperti kontrol
positif protease Sylvia®, Tino*' atau Daniel**.
Inhibitor protease-serin PMSF dengan konsentrasi 0,1,
0,5 dan 1,0 mM tidak memperlihatkan hambatan
terhadap aktivitas protease IgA1l ureaplasma galur
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DKF3. Hal yang sama diperlihatkan pula oleh inhibitor
protease-logam EDTA dengan konsentrasi 0,5, 1,0, dan
10 mM. Hasil SDS-PAGE tetap memperlihatkan
fragmen berukuran 35 dan 32 kDa pada semua
perlakuan (Gambar 7). Hasil analisis menggunakan
skor'® terhadap konsentrasi PMSF atau EDTA juga
memperlihatkan grafik linier yang sama antara rantai
berat, rantai ringan dan dua fragmen hasil digesti parsial
rantai berat, Fc dan Fab (Gambar 8). Tampak bahwa
dengan konsentrasi PMSF atau EDTA berbeda relatif
memberikan skor yang sama, sehingga kecondongan
grafik yang dibentuk fragmen Fc atau Fab sama dengan
rantai berat atau rantai ringan. Berarti, PMSF hingga
konsentrasi 1,0 mM maupun EDTA hingga konsentrasi
10 mM tidak memberikan hambatan atau menginduksi
aktivitas protease IgAl ureaplasma.

Pembahasan

Igase murni N. gonorrhoeae mampu memecah
salah satu fragmen protein kasein (Gambar 2,3,4)
schingga kasein dapat menggantikan IgA1 manusia
sebagai substrat yang murah. Karena itu, uji pemecahan
kasein diterapkan terhadap urecaplasma. Hasil
pemeriksaan dengan SDS-PAGE baik visualisasi dengan
pewarnaan Coomassie biru maupun Ag yang seratus
kali lebih sensitif tidak menunjukkan dengan jelas
perubahan pita kasein akibat perlakuan dengan sel
ureaplasma (Gambar 3, 4). Verifikasi lebih lanjut dengan
zimografi juga tidak memperlihatkan zona jernih hasil
degradasi substrat oleh protease ureaplasma (Gambar
5, 6). Berbeda dengan berbagai protease lain yang
memiliki karakteristik zimogram,”?* nampaknya
protease IgA1 ureaplasma bukan zimogram. Dengan
demikian protease lain yang terikat membran plasma
juga tidak memiliki aktivitas zimogram.

M
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Gambar 5. Protease kontrol untuk zimogram dengan kondisi terdenaturasi tidak direduksi, Daniel
(D) dan Zino (T) memperlihatkan pita zona jernih (tanda panah) yang berarti enzim mengalami
pemulihan aktivitas proteolitiknya terhadap kasein setelah renaturasi (A). Perkecualian terdapat pada
protease kontrol Sylvia (S) yang masih memperlihatkan aktivitas selama proses elektroforesis (A dan
B). Pprotein total sel ureaplasma galur DKF3 (3) sejumlah 200, 400, dan 600 pg tidak memperlihatkan

pita zona jernih (B)
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Tidak adanya hambatan aktivitas protease IgAl
ureaplasma oleh EDTA 0,5,1,0, dan 10,0 mM (Gambar
7) memperlihatkan bahwa kofaktor protease ini bukanlah
logam (umumnya Zn*"). Berdasarkan hal di atas dapat
disimpulkan bahwa gen penyandi protease IgAl
ureaplasma tidak punya sekuen motif pengikatan logam
seperti protease IgA1 Streptococcus pneumoniae.
Protease IgA1 S. pnumoniae memiliki sekuen HEMTH
pada posisi 1605-1609 dengan 20 sekuen asam glutamat
yang sangat konservatif pada ujung karboksil histidin.
Motif itu cocok dengan sekuens konsensus pengikatan
Zn internal HxxTH.” Sementara itu protease IgAl
ureaplasma diduga merupakan tipe protease serin karena
memiliki kesamaan situs pemotongan IgA 1 manusia
dengan N. gonorrhoeae dan Haemophilus influenzae
yang mempunyai motif ALGDSGSPLFV.
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Gambar 6. Zimogram untuk sampel tidak didenaturasi dan tidak
direduksi memperlihatkan ureaplasma galur DKF3 (3) dan CX8
(8) tidak membentuk zona jernih degradasi kasein seperti protease
kontrol Daniel (D). Total protein sel yang dielektroforesis untuk
DKF3 ialah 200, 300, 400, 500, dan 600 pg.

Motif tersebut sangat mirip dengan sekuen
konservatif disekitar situs aktif serin GDSGGPL pada
endopeptidase serin keluarga kimotripsin-tripsin.*
Spooner et al.”’ berhasil memperlihatkan hambatan
aktivitas protease IgAl ureaplasma dengan
menggunakan inhibitor protease serin 0,1 mM 3-4-
dikloroiso koumarin dalam DMSO (dimetil sulfoksida)
dan 0,1 dan 1,0 mM di-isopropilfluorofosfat.

Sebaliknya penelitian ini dengan menggunakan
inhibitor protease serin PMSF*** hingga 1,0 mM tidak
memperlihatkan hambatan aktivitas protease IgAl
ureaplasma (Gambar 7, 8). Spooner ef al.”’ mengakui
adanya ketidak seragaman reaksi hambat aktivitas
protease IgA1 ureaplasma. Hasil penelitiannya juga
memperlihatkan bahwa aktivitas protease IgAl

Mesak F, Wahyuningsih R,
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ureaplasma tidak dihambat oleh inhibitor protease serin
yang lebih kuat seperti aprotinin, kimostatin dalam
DMSO, tosil lisil klorometil keton, tosil fenil alanil
klorometil keton dalam methanol, dan leupeptin.
Inhibitor preotease serin lain yang dapat diuji terhadap
aktivitas protease IgA1 ureaplasma ialah peptide asam
boronat prolil yang mampu menghambat protease [gA1l
N. gonorrhoeae dan H. influenzae.*® Karena itu tipe
protease [gA1 ureaplasma tidak dapat ditentukan dengan
pasti sampai telaah molekular lainnya seperti sekuen

gen penyandi protease IgAl ureaplasma mampu
membuktikannya.
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Gambar 7. Dengan SDS-PAGE tidak terlihat hambatan PMSF
dan EDTA terhadap aktivitas protease IgA1l ureaplasma yang
ditandai dengan terbentuknya pita 35 dan 32 kDa (tanda panah).
Keterangan: (1) IgA1 manusia + buffer PBS, (2) IgA1 manusia +
Igase, (3) ureaplasma DKF3 + Igase manusia , (4) DKF3 + 0,1
mM PMSF, (5) DKF3 + 0,5 mM PMSF, (6) DKF3 + 0,1 mM
PMSF, (7) DKF3 + 0,5 mM EDTA, (8) DKF3 + 1.0 mM EDTA,
(9) DKF3 + 10 mM EDTA, (10) penanda protein Mark12 (Novex),
(11a) sel ureaplasma (7 pl), (11b) sel ureaplasma (2 pl), (12)
supernatant dari suspensi sel ureaplasma tanpa IgAl, dan (13)
serum kuda.

Kesimpulan dan Saran

Protein total sel ureaplasma tidak memecah
fragmen 29 kDa kasein seperti Igase murni N.
gonorrhoeae yang menghasilkan fragmen berukuran
11 kDa. Selain itu protein total sel ureaplasma kedua
galur DKF3 dan CX8 tidak memiliki aktivitas zimogram
seperti kontrol positif.
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Gambar 8 . Skor terhadap fragmen Fc dan Fab memperlihatkan kecondongan grafik linier yang
serupa dengan rantai berat (Rb) dan rantai ringan (Rr) IgA1 manusia pada uji aktivitas protease
IgA1 dengan penambahan PMSF 0,1, 0,5 dan 1,0 mM (A) dan EDTA 0,5 dan 1,0 lebih tinggi karena
mengikuti hasil pewarnaan gel yang memberikan latar belakang lebih gelap sehingga garis linier
yang dibentuk lebih condong ke atas dibandingkan lainnya. (Rr*).

Dengan demikian protease IgAl juga tidak
memiliki karakteristik zimogram. Ketidakmampuan
inhibitor protease logam EDTA untuk menginaktivasi
protease IgA1 ureaplasma menunjukkan bahwa enzim
tersebut bukan protease logam dan tidak menggunakan
kofaktor logam untuk aktivasinya. Hasil pengujian
dengan inhibitor protease serin PMSF, memperlihatkan
bahwa protease IgA1 ureaplasma masih tetap mampu
memecah IgAl manusia dan menghasilkan fragmen
35 dan 32 kDa. Penelitian lain, juga memperlihatkan
inhibitor protease serin yang mampu dan tidak mampu
menghambat aktivitas protease IgAl ureaplasma.
Sehingga diduga protease IgA 1 ureaplasma ini mungkin
termasuk tipe profease serin. Dugaan semacam ini baru
akan terbukti bila dilakukan isolasi dan sekuensing gen
penyandi protease IgA1l sehingga dapat ditentukan
dengan tepat tipe proteasenya.
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