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ABSTRACT

Japanese encephalitis virus (JEV) is a neuropathogenic virus commonly caused cen-
tral nervous diseases such as meningitis and severe encephalitis. Although vaccine
has been developed, no specific and effective drug is available so far. We previously
carried out a screening of inhibitor of JEV RNA helicase, an enzyme that essential
for virus replication, from Actinomycetes and found that Streptomyces chartreusis
produce the inhibitor of JEV RNA helicase. In this study, an extracellular protein
which has inhibition activity on ATPase activity of JEV RNA helicase was purified
from supernatant of Streptomyces chartreusis culture by ammonium sulfate pre-
cipitation and size exclusion chromatography. SDS-PAGE analysis showed a single
band with aproximate molecular mass of 11,4 kDa, suggesting that the inhibitor was
successfully purified into a single protein.

Key words : Japanese encephaliti virus, RNA helikase Inhibitor, ATPase, Strepto-
myces chartreusis.

ABSTRAK

Virus Japanese encephalitis (JEV) merupakan virus neuropathogen yang dapat
menyebabkan penyakit pada sistem syaraf pusat seperti meningitis dan beberapa
encephalitis. Meskipun vaksin telah dikembangkan, sampai saat ini belum ada obat
yang spesifik dan efektif yang tersedia. Pada penelitian sebelumnya, telah dilakukan
skrining terhadap inhibitor RNA helikase JEV, yaitu suatu enzim yang esensial
untuk replikasi virus dari isolat Actinomycetes dan ditemukan bahwa Streptomy-
ces chartreusis dapat menghasilkan inhibitor RNA helikase JEV. Pada studi ini,
protein ekstraseluler yang dapat menghambat aktivitas ATPase dari RNA helikase
JEV dipurifikasi dari kultur supernatan Streptomyces chartreusis menggunakan
pengendapan ammonium sulfat dan kromatografi gel filtrasi. Analisis SDS-PAGE
memperlihatkan pita tunggal dengan perkiraan berat molekul 11,4 kDa, sehingga
dapat dikatakan inhibitor telah berhasil dipurifikasi menjadi protein tunggal.
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Kata kunci : Japanese encephaliti virus, RNA helikase Inhibitor, ATPase, Strepto-

myces chartreusis.
PENDAHULUAN

Japanese encephalitis adalah
suatu penyakit infeksi pada sistem
syaraf pusat yang disebabkan oleh
virus Japanese encephalitis (JEV)
yang ditularkan melalui vektor
nyamuk Culex tritaeniorrhynchus.
Penyakit Japanese encephalitis
ditemukan di Asia Selatan, Asia
Tenggara, Asia Timur dan Pasifik.
Diperkirakan 50.000 kasus klinis dan
10.000-15.000 kematian diseluruh
dunia setiap tahunnya (1, 2). Di In-
donesia, Wei (2005) melaporkan
bahwa kasus klinis Japanese encepha-
litis di Bali mencapai 36%, di Manado
(Sulawesi Utara) mencapai 22% dan
di Pontianak (Kalimantan Barat)
mencapai 25% (3). Walaupun vaksin
telah dikembangkan sejak tahun 1960,
sampai saat ini belum ada obat yang
spesifik dan efektif untuk pena-
nganan penyakit ini (4). Salah satu
upaya untuk penemuan obat anti-JEV
adalah penemukan inhibitor enzim
yang esensial untuk replikasi JEV,
seperti enzim helikase, serin protease,
dan RNA polimerase (5, 6).

JEV termasuk dalam genus
Flavivirus dari famili Flaviviridae.
JEV memiliki genom RNA untai tung-
gal positif dengan panjang sekitar
11 kb. Genom RNA ini ditranslasikan
ke dalam precursor poliprotein
tunggal yang akan diproses untuk
menghasilkan tiga protein struktural
(C, prM, E) dan tujuh protein non-
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struktural (NS1, NS2A, NS2B, NS3,
NS4A, NS4B dan NS5). Protein NS3
merupakan multifungsional protein
yang menghasilkan dua aktivitas
enzimatik yaitu aktivitas serin pro-
tease yang diidentifikasi pada asam
amino no. 1-162 dan aktivitas RNA
helikase yang terletak pada asam
amino no. 163-619 (7, 5). RNA heli-
kase mempunyai tiga aktivitas yaitu
aktivitas pengikatan RNA (RNA bind-
ing), ATPase, dan RNA helikase.
Aktivitas RNA helikase berfungsi
melepaskan untai ganda RNA men-
jadi untai tunggal, dimana proses ini
sangat penting dalam proses replikasi
JEV. Oleh karena itu, RNA helikase
merupakan target yang potensial
untuk pengembangan obat anti-JEV
karena inhibisi RNA helikase dapat
dilakukan melalui salah satu dari tiga
aktivitas tersebut (8, 7, 9). Aktivitas
ATPase adalah aktivitas yang meng-
uraikan ATP menjadi ADP dan Pi,
dan menghasilkan energi yang di-
gunakan untuk menguraikan untai
ganda RNA. Karena aktivitas RNA
helikase tergantung pada aktivitas
ATPase serta uji ATPase dapat
dilakukan dengan mudah, maka uji
inhibitor helikase dapat dilakukan
melalui uji ATPase (7).
Actinomycetes merupakan salah
satu kelompok mikroorganisme yang
telah diketahui berperan penting
dalam bidang bioteknologi karena
memiliki kemampuan untuk meng-
hasilkan inhibitor alami terhadap
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suatu enzim (10, 11). Hatsu et al.
(2002) menemukan bahwa Actino-
mycetes khususnya Streptomyces sp.
dapat menghasilkan inhibitor RNA
helikase dari JEV (12). Dari hasil pe-
napisan sekitar 2.200 isolat actino-
mycetes koleksi Pusat Penelitian
Bioteknologi LIPI, ditemukan bahwa
Streptomyces chartreusis menghasilkan
inhibitor RNA helicase. Dalam studi
ini, inhibitor tersebut dipurifikasi
menggundakan pengendapan ammo-
nium sulfat dan kromatografi gel
filtrasi.

METODOLOGI PENELITIAN

Purifikasi Enzim RNA helikase
JEV dan Pengukuran Aktivitas AT-
Pase

Ekspresi dan purifikasi enzim
RNA helikase JEV dilakukan ber-
dasarkan metode Utama et al (2000).
Pengukuran aktivitas ATPase juga
dilakukan sesuai dengan laporan
terdahulu (7).

Kultur Streptomyces chartreusis
Satu ose Streptomyces chartreusis
diinokulasikan ke dalam 300 ml me-
dium ISP2 (yeast extract 1,2 g; malt
extract 3 g; glukosa 1,2 g) dan diin-
kubasi pada suhu 30°C selama 10 hari
dengan pengocokan 200 rpm. Kultur
kemudian disentrifuge pada 17.548 g
selama 1 jam pada suhu 4°C, dan
kultur supernatant digunakan untuk
pengendapan ammonium sulfat.

Pengendapan Amonium sulfat
Ammonium sulfat ditambahkan
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sedikit demi sedikit ke dalam 250 ml
kultur supernatan sampai mencapai
konsentrasi saturasi 40% (13).
Larutan selanjutnya diaduk perlahan
dengan magnetik stirrer (20 rpm)
sampai seluruh ammonium sulfat
larut. Larutan kemudian didiamkan
selama semalam, dan protein inhibi-
tor yang mengendap dipisahkan
dengan sentrifugasi pada kecepatan
17.548 g selama 1 jam pada suhu 4°C.
Endapan protein yang terbentuk
dilarutkan dalam bufer Tris HCI (20
mM, pH 8) dan selanjutnya didialisis.
Senyawa inhibitor hasil dialisis, diuji
aktivitas inhibisinya terhadap
aktivitas ATPase RNA helikase JEV.
Pengendapan dilanjutkan untuk
saturasi 50%, 60%, 70%, 80% dengan
cara yang sama seperti diatas.

Kromatografi Gel Filtrasi

Sephadex G-50 dimasukkan ke
dalam kolom (30 cm x 1,5 cm), di-
ekuilibrasi dengan fase gerak metanol
» air (4:6). Sebanyak 1 ml sampel hasil
dialisis diinjeksikan kedalam kolom
kromatografi dan dielusi dengan
metanol:air (4:6) dengan laju alir 0,4
ml/menit. Tiap fraksi ditampung
selama 5 menit. Keseluruhan proses
purifikasi dilakukan pada suhu 4°C.
Masing-masing fraksi elusi diuji akti-
vitas inhibisinya terhadap aktivitas
ATPase RNA helikase JEV.

Pengukuran aktivitas inhibitor
RNA helikase

Uji aktivitas inhibitor RNA heli-
kase dilakukan berdasarkan metode
sebelumnya (12). Persentase inhibisi
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(%) diukur dengan menggunakan
persamaan : [(A-1)/A]x100%, dimana
A adalah aktivitas enzim yang diukur
tanpa adanya senyawa inhibitor dan
| adalah aktivitas enzim yang diukur
dengan adanya senyawa inhibitor.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Purifikasi Enzim RNA helikase JEV

Karena enzim rekombinan RNA
helikase JEV memiliki 6 histidine resi-
due pada C-terminal, enzim ini
dipurifikasi dengan kromatografi
afinitas menggunakan resin BD
TALON ™ yang secara spesifik ber-
ikatan dengan histidine residue.
Analisis SDS-PAGE menunjukan
adanya pita tunggal dengan berat

molekul sekitar 50 kDa pada fraksi
elusi 1 (E1) dan 2 (E2) (Gambar 1).
Sementara pada fraksi pelet terdapat
banyak pita yang menunjukan pro-
tein-protein yang dihasilkan oleh E.
coli yang digunakan untuk mem-
produksi enzim RNA helikase. Hal
ini menunjukan bahwa enzim RNA
helikase telah berhasil dipurifikasi.
Resin BD TALON ™ banyak diguna-
kan untuk purifikasi protein recom-
binan yang memiliki histidin residue.
Selain Utama et al. (2000) yang meng-
gunakan resin ini untuk purifikasi
RNA helikase JEV, Yon et al. (2005)
juga telah berhasil memurnikan RNA
helikase virus dengue tipe 2 (DENV?2)
(14).

«Cia)
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Gambar 1. Analisis SDS-PAGE enzim RNA helikase JEV, lane 1: pelet sel;
lane 2: inner volum; lane 3: enzim helikase (elusi 1); lane 4: enzim helikase
elusi 2; lane 5: marka protein
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Purifikasi Inhibitor RNA helikase
JEV

Dari hasil uji kolorimetrik AT-
Pase, sampel dengan saturasi ammo-
nium sulfat 60% memiliki aktivitas
inhibisi tertinggi dengan nilai
aktivitas inhibisi 69,84% dan kadar
protein 6,09 mg (Gambar 2). Ekstrak
kasar senyawa inhibitor mempunyai
aktivitas inhibisi terhadap ATPase
RNA helikase sebesar 27,71%, setelah
diendapkan dengan ammonium
sulfat pada saturasi 60% aktivitas
inhibisi meningkat menjadi 69,87%.
Oleh karena itu dalam purifikasi
selanjutnya dilakukan pengendapan
senyawa inhibitor ekstrak kasar
menggunakan ammonium sulfat
dengan saturasi 60%.

Pemurnian inhibitor RNA heli-
kase JEV hasil dialisis dari saturasi
ammonium sulfat 60%, selanjutnya
dimurnikan dengan kromatografi gel

filtrasi. Pada penelitian ini matrik
sephadex G-50 digunakan sebagai
fasa diam. Sedangkan untuk fasa
gerak digunakan metanol : air (4 : 6).
Pada umumnya untuk mengelusi
senyawa protein dengan kromato-
grafi gel filtrasi yang menggunakan
matrik sephadex digunakan larutan
bufer, seperti bufer Tris HCI atau
bufer fosfat. Akan tetapi penggunaan
bufer Tris HCI 20 mM sebagai eluen
pada penelitian ini memberikan hasil
pemisahan fraksi yang tidak baik dan
aktifitas inhibisi masing-masing
fraksi eluat menjadi rendah. Hal ini
mungkin disebabkan karena senyawa
inhibitor tersebut banyak mengan-
dung gugus hidrofobik, sehingga
dengan penambahan pelarut organik
seperti metanol dapat mengurangi
interaksi hidrofobik antara protein
dengan matriksnya. Penggunaan
metanol : air sebagai fasa gerak
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Gambar 2. Grafik pengendapan dengan Ammonium sulfat dan pengaruhnya
terhadap aktivitas inhibitor
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Tabel 1. Ringkasan purifikasi inhibitor RNA helikase JEV
dari Streptomyces chartreusis

Volume Total Total | Aktivitas Yield
Step purifikasi (ml) protein | aktivitas | spesifik | Purity (%)
(mg) (V) (U/mg)
Ekstrak kasar 400 93,20 699,56 7,51 1,00 100,00
Pengendapan 15 8,46 254,40 30,07 4,00 36,37
Am. Sulfat 60%
Sephadex G-50 15 3,35 197,03 58,90 7,85 28,17
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Gambar 3. Profil aktivitas inhibisi Streptomyces chartreusis dari fraksi gel filtrasi

memperlihatkan pemisahan yang
jauh lebih baik (Gambar 3). Menurut
Coligan et al. (1997), penggunaan
metanol sebagai eluen bertujuan
untuk menghindari interaksi solut-
matriks (15). Fraksi ke 30-38 menun-
jukan aktivitas inhibisi sebesar 80-
98%. Fraksi 31 memperlihatkan
aktivitas inhibisi tertinggi (98,23%).
Senyawa inhibitor yang dimurnikan
dengan menggunakan matrik sepha-
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dex G-50 ini mempunyai aktivitas
spesifik sebesar 58,9 U/mg dengan
kemurnian 7,8 kali lebih murni dari
ekstrak kasar dan perolehan hasil
sebesar 28,2% (Tabel 1).

Senyawa inhibitor yang mem-
punyai aktivitas inhibisi tertinggi,
dianalisis kemurniannya dengan SDS-
PAGE dengan konsentrasi 15%.
Pewarnaan dengan coomassie blue
memperlihatkan pita protein tunggal
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Gambar 4. Hasil SDS-PAGE inhibitor RNA helikase JEV dengan pewarnaaN
Coommasie blue G-250 Lane 1: marka protein; lane 2: ekstrak kasar; lane 3:

saturasi amonium sulfat 60%

berwarna biru pada lane gel filtrasi
dengan perkiraan berat molekul 11,4
kDa (Gambar 4). Penelitian yang
dilakukan memperlihatkan hasil yang
berbeda dengan penelitian yang dila-
kukan oleh Hatsu et al. (2002). Hatsu
menemukan inhibitor RNA helikase
JEV dari Streptomyces sp. dengan 3
pita protein pada SDS-PAGE (12).
Ketiga pita protein tersebut mem-
punyai berat molekul masing-masing
67, 60 dan 58 kDa. Sementara Komala
(2008) menemukan inhibitor RNA
helikase dengan 2 pita protein pada
SDS-PAGE dengan berat molekul 10
dan 14 kDa (16).

KESIMPULAN

Protein inhibitor RNA helikase
JEV yang dihasilkan oleh Streptomy-
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lane 4 dan 5: fraksi gel filtrasi

ces chartreusis telah berhasil dimurni-
kan menggunakan pengendapan am-
monium sulfat dan kromatografi gel
filtrasi. Hasil analisis SDS-PAGE
menunjukan bahwa inhibitor RNA
helikase JEV mempunyai berat mole-
kul sekitar 11,4 kDa. Protein inhibi-
tor RNA helikase memiliki aktivitas
spesifik 58,90 U/mg dan tingkat
kemurnian 7,85 kali.
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