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Buletin AgroBjo (dahulu bemama Buletin Penelitian) memuat artikel tinjauan ilmiah hasil
riset dalam bidang biologi dan bioteknologi tanaman. Naskah (boleh ditulis dalam bahasa
Indonesia atau Inggris) yang diajukan untuk diterbitkan hendaknya belum pemah dipublikasikan
pada media cetak manapun dan ditulis sesuai dengan “Pedoman Bagi Penulis” (lihat sampul
belakang bagian dalam). Dewan Redaksi berhak menyunting naskah tanpa mengubah isi dan
makna tulisan atau menolak menerbitkan suatu naskah.

Naskah dapat bersifat tinjauan ilmiah (kritis) atau tinjauan informatif (anotasi) terhadap subjek
tertentu, atau gabungan antara keduanya. Tinjauan ilmiah merupakan hasil evaluasi, sintesis,
dan analisis kritis tentang riset bagi kepentingan ilmu pengetahuan dan teknologi, sedangkan
tinjauan informatif merupakan hasil evaluasi bagi kepentingan pengguna.

Isi naskah dapat membahas salah satu dari butir-butir berikut, yaitu: (a) status riset pada subjek
tertentu, baik yang telah, sedang, maupun yang akan dikerjakan, (b) pengungkapan masalah
dan pemecahannya, (c) pengembangan suatu metode atau konsepsi, dan (d) gagasan dan
pendekatan yang dapat dijadikan landasan bagi suatu usulan riset. Sumber bacaan seyogyanya
meliputi bahan pustaka terbitan dalam dan luar negeri yang terkini dan relevan.
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Protein Disulfida Isomerase:
Pembentuk Ikatan Disulfida dan
Pelipatan Protein

Jumiarti Agus
Balai Penelitian Bioteknologi Tanaman Pangan, Bogor

ABSTRACT

Protein Disulfide Isomerase: Protein Disulfide Bond Formation and Protein Folding.
Jumiarti Agus. Protein is synthesized by the ribosomes in vivo as linear polypeptide chains
and they have to fold to their final conformations either during or after its biosynthesis. There
are two proteins involved in the protein folding process, namely molecular chaperones and
catalysts. Protein disulfide isomerase (PDI, E.C. 5.3.4.1) is an enzyme that plays a role in
protein disuffide bond formation and protein folding. PDI have been isolated from various
organisms, such as mammalian livers, plant, green algae, and yeast (Saccharomyces
cerevisiae). PDI enzymes that were isolated from the various organisms had similarities, they
were homodimer enzymes. Each monomer had two active site domains (a and a’) that
contained a cysteine-glysine-histidine-cysteine (C-G-H-C) sequence. PDI gene from S
cerevisiaa is haplo-lethal, but up to date the essential amino acids involved in the PDI activity
and viability are not known. PDI is a multifunctional protein that acts as a B sub-unit of prolyl-4

hydroxylase, a component of microsomal triglyseride transfer protein (MTP), an enzyme
bonding peptide or protein, and as chaperones. A number of proteins that have similar function
to that of PDI had been identified, particularly around the active site C-G-H-C sequence. These

proteins were thioreduxin, DsbA, and Eug1p.

Key words: Protein disulfide isomerase, formation of disulfide bond, protein folding

Protein yvang baru disintesis di
ribosom belum mempunyai
aktivitas biologi, karena masih me-
rupakan untaian linier dari polipep-
tida. Agar protein tersebut mempu-
nyai aktivitas biologi, polipeptida
tersebut harus mengalami pelipat-
an (folding), di mana pelipatan pro-
tein yang tepat akan menghasilkan
struktur tiga dimensi protein fung-
sional. Proses pelipatan protein da-
pat terjadi pada saat biosintesis pro-
tein (ko-translasi) maupun setelah
sintesis protein (pascatranslasi).
Protein yang akan mengalami peli-
patan, segera melewati membran
retikulum endoplasma (RE) dan
selanjutnya masuk ke dalam lumen
RE.

Pelipatan protein tidak bisa ter-
jadi dengan sendirinya, karena pro-
ses pembentukan ikatan disulfida
alami hanya terjadi melalui bantuan
protein lain, walaupun kondisi re-
doks di dalarmn sel memungkinkan
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untuk pembentukan ikatan disulfi-
da. Ada dua kelompok protein yang
berperan penting dalam proses pe-
lipatan rantai polipeptida, yaitu en-
zim foldase dan molekul chaperon
(Bardwell et al., 1993; Wang, 1997).

Dikenal dua tipe enzim foldase,
yakni protein disulfida isomerase
(PDI) dan peptidil prolil cis/trans
isomerase (PPI). PDI berperan un-
tuk menghasilkan pelipatan protein,
melalui pembentukan ikatan disulfi-
da antarresidu sistein, pada, sub-
strat protein. Bila terjadi kesalahan
pembentukan ikatan disulfida, ma-
ka PDI akan mengoreksi dengan
cara mengkatalisis reaksi penataan
ulang ikatan S-S (aktivitas isomera-
se) sedangkan PPl merupakan en-
zim yang mengkatalisis isomerisasi
cis/trans terhadap residu prolin
(Gilbert, 1990). Lain halnya dengan
molekul chaperon, yang berperan
dalam proses pelipatan polipeptida
tanpa. melibatkan modifikasi kova-

len (Ellis dan van der Vies, 1997).

-
¢

PROTEIN DISULFIDA 1SOMERASE

Protein disulfida isomerase
(EC. 5.34.1) merupakan enzim
yang mengkatalisis pembentukan
ikatan disulfida melalui reaksi
redoks atau reaksi isomerisasi pada
protein, sehingga protein mempu-
nyai konformasi yang tepat. Ikatan
disulfida banyak ditemukan pada
protein ekstraseluler, seperti prote-
in yang terdapat pada pencernaan
dan permukaan sel (Freedman et
al., 1984). Ikatan tersebut berperan
penting untuk menstabilkan struk-
tur tersier dan kuartener protein,
sehingga protein mempunyai aktivi-
tas biologi yang khas (Kaska ef al.,
1990). Penamaan PDI! didasarkan
atas aktivitas katalitik in vitro yang
ditunjukkannya, yaitu kemampuan
enzim ini mereaktivasi scrambled
RNase dengan menyusun kembali
ikatan disulfida yang tidak benar
(Freedman et al., 1984; Laboissiere
et al., 1995).

PDI terdapat di dalam retikulum
endoplasma (RE), yaitu organel sel
terbesar yang dibungkus oleh mem-
bran plasma. Protein ini terdapat
dalam jumlah yang melimpah pada
jaringan mamalia dan konsentrasi-
nya di dalam RE mencapai tingkat .
milimolar, sedangkan pada Saccha-
romyces cerevisiae PDI hanya dite-
mukan dalam jumlah sedikit
(Mizunaga et al., 1990; Noiva dan
Lennarz, 1992; Natalia, 1994)

Enzim PDI mempunyai spesifisi-
tas yang luas terhadap substrat. PDI
dapat berperan dalam tiga tipe ~
reaksi yang berbeda, -antara lain
pembentukan ikatan disulfida, re-.
duksi ikatan disulfida, dan isomeri-
sasi ikatan disulfida. Berlangsung-
nya reaksi di atas ditentukan oleh .
potensial reduksi ditiol atau disuifi-
da substrat protein dan kondisi ling-
kungan (Freedman ef ai., 1984).

Pembentukan ikatan disulfida’
terjadi pada saat berlangsungnya
biosintesis protein, yaitu pada tahap
ko-translasi dan pascatranslasi.
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Pembentukan ikatan ini terjadi da-
lam lumen retikulum endoplasma
dari sel eukariot. Pada sel prokariot,
‘misalnya pada Escherichia coli, ti-
dak ditemui adanya PDI. Fungsi PDI
digantikan oleh protein lain yang di-
kenal dengan DsbC, berperan pen-
ting untuk pembentukan ikatan di-
sulfida protein periplasma (Missi-
akas et al., 1994),

PDI merupakan enzim homodi-
mer, di mana masing-masing mo-
nomer terdiri dari domain yang
identik. Pada kedua monomer dite-
mui dua domain yang merupakan
pusat -aktif enzim, yaitu domain a
dan a'. Urutan asam amino pada
pusat aktifnya terdiri dari sistein-
glisin-histidin-sistein (CGHC).

Mariana (1998) menemukan
bahwa enzim PDI termasuk enzim
alosterik (enzim yang mempunyai
sisi pengikatan lain selain sisi-aktif)
yang berinteraksi secara kooperatif
positif terhadap substratnya dengan
nilai koefisien Hill (h) sebesar 4.
Basitrasin merupakan modulator
negatif bagi PDI. Hasil studi kinetika
enzim menunjukkan bahwa PDI
tergolong sebagai enzim alosterik
K, artinya kenaikan konsentrasi mo-
dulator menyebabkan perubahan
harga konstanta Michaelis Menten
(Ky) tetapi harga laju reaksi maksi-
mum (Vmax) tetap.

PROTEIN DISULFIDA ISOMERASE
PADA SACCHAROMYCES
CEREVISIAE

Dalam rangka mendapatkan in-
formasi mengenai fungsi in vivo PDI
untuk sistem eukariot, maka pada
kebanyakan penelitian mengguna-
kan S. cerevisiae sebagai model.
Hal ini disebabkan karena ragi-me-
rupakan organisme eukariot yang
mudah tumbuh, memiliki siklus hi-
dup yang singkat, dan dapat mem-
perlihatkan sebagian besar sifat
eukariot tingkat tinggi, serta mem-
punyai sistem genetik yang telah
terdefinisi dengan baik (Mizunaga
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et al., 1990). PDI bersifat esensial
bagi viabilitas ragi, di mana tanpa
PDI ragi tidak bisa hidup. Sehingga
sifat ini banyak digunakan untuk
studi struktur fungsi PDI, dalam usa-
ha menemukan fragmen dan asam
amino yang bertanggung jawab ter-
hadap sifat esensialitas dari gen
PDL. Studi mutasi pada gen PDI ragi
yang telah dilakukan disajikan pada
Tabel 1.

Gen yang mengkode PDI ragi
dikenal dengan PDI1 (Gunther et
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al., 1993). Beberapa kelompok pe-
neliti secara terpisah menemukan,
bahwa gen PDI ragi terdiri atas 1590
nukleotida yang ekivalen dengan
530 residu asam amino dan sekitar
30% identik dengan PDI mamalia,
di mana kemiripan paling tinggi di-
temukan pada daerah sisi aktif en-
zim (Farquhar et al., 1991; Mizuna-
ga ef al, 1990; Scherens et al.,
1991).

Gen struktural PDI1 S, cerevi-
siae terdiri dari domain sinyal pepti-

Tabel 1. Mutasi pada gen PDI1 dan pengaruhnya terhadap aktivitas isomerase serta viabilitas

sel Saccharomyces cerevisiae

: Viabilitas sel  Aktivitas terhadap
Perlakuan mutasi S. cerevisiae  PDI wild type (%) Pustaka
Substitusi residu aa salah satu sisi + 55-60 Kaska et al., 1990
aktif
Substitusi residu aa kedua sisi + <5 Kaska et al., 1990
aktif
Pemotongan 35 residu aa mulai + 82 Kaska et al., 1990
dari ujung ¢
Pemotongan 152 residu aa dari + 39 Kaska et al., 1990
ujung ¢
Pemotongan 218 residu aa dari - 33 Kaska et al., 1990
ujung ¢
Pemotongan 416 residu aa dari - 12 Kaska ef al., 1990
ujung ¢
Pemotongan 97 residu aa dari TD a7 Natalia, 1994
ujung N
Insersi oligonukleotida double + 71 Natalia, 1994
stranded pada basa nomor 1474
dari kodon terminasi
Insersi H/S3 pada basa nomor + TD Natalia, 1994
1551
Insersi HIS3 pada basa nomor + TD Kaska et al., 1990
1111
Insersi H/S3 pada basa nomor 793 - TD Kaska ef af., 1990
Substitusi residu sistein di luar sisi + 12-20 Anderson et al., 1997
aktif
Delesi abb’ - TD Muntholib, 1998
Mutasi random sepanjang bb’ Beberapa letal TD Jumiarti, 1998
dengan hidroksilamin
Mutasi random dengan PCR Beberapa letal TD Mudzakkar, 1998

Keterangan: TD = tidak ditentukan, aa = asam amino

1 2 31 120 176 246

[T T corc
L

SS a
82 117 155 174

276 360

bl

425

Keterangan: ss = urutan sinyal (signal sequerce), a dan a' = sisi aktif (CGHC), b dan b’ =
domain yang diduga sebagai sisi pengikat protein, c = sisi retensi pada retikulum

endoplasma (RE) :

Angka pada bagian atas menunjukkan urutan residu asam amino, sedangkan
angka yang ditunjukkan oleh anak panah, merupakan sisi potensial untuk

glikosilasi N

Gambar 1. Domain-domain protein disulfida isomerase
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da (signal sequence, ss) yang ber-

peran untuk transfer protein ke da-

lam rumen retikulum endoplasma,
dua domain sisi aktif (a dan a’), dua
domain yang diduga merupakan
sisi pengikat protein (b dan b'), dan
domain sisi retensi pada retikulum
endoplasma (c), yang merupakan
urutan residu asam amino yang
bersifat asam (Farquhar et al., 1991
Natalia, 1994). Domain-domain ini
dapat dilihat pada Gambar 1.

Daerah N-terminal PDI mengan-
dung suatu sinyal peptida hidrofo-
bik, menyarankan bahwa PDI dapat
ditransfer ke dalam lumen retiku-
lum endoplasma (Kaska et al,
1990). Daerah ini merupakan ciri
prekursor protein RE yang akan
mengalami pemutusan pada saat
berlangsungnya translokasi PDI ke
RE. Pemutusan sinyal peptida didu-
ga terjadi setelah residu asam ami-
no ke-22 (Farquhar et al, 1991;
Natalia, 1994).

Daerah c terminal merupakan
domain poli asam, terdapat 4 residu
asam amino yang merupakan ciri
protein komponen RE, yaitu histi-
din-aspartat-glutamat-leusin (Farqu-
har et al., 1991). Keberadaan PDI di
dalam RE dipertahankan melalui
interaksi domain ini dengan protein
reseptor Erd2p (Natalia, 1994). PDI
ragi mempunyai 5 sisi yang poten-
sial untuk glikosilasi-N yang ditemui
pada urutan residu asam amino as-
paragin-X-serin/threonin. Hidrolisis
PDI ragi hasil isolasi menggunakan
enzim  endoglukosa-minidase-H,
menyebabkan penurunan Mr mo-
nomer PDI dari 70 kD menjadi 60
kD (Gunther et al., 1991; Mizunaga
et al., 1990; Scherens et al., 1991).
Penurunan berat molekul sebesar
10 kDa tersebut menunjukkan bah-
wa PDI ditranslokasikan ke dalam
RE (Mizunaga et al., 1990).

Gen PDI1 merupakan gen kopi
tunggal dalam genom ragi, perusak-
an gen ini dengan alel HIS3 bersifat
haplo-lethal. Mutasi pada setiap sisi

J. Agus: Protein Disulfida Isomerase

aktif PDI, dengan cara substitusi
sistein pertama menjadi serin,
menyebabkan ragi menjadi lethal.

Sedangkan delesi daerah abb’
juga menyebabkan ragi menjadi
lethal (Muntholib, 1998). Hal ini me-
nyarankan bahwa fungsi esensial
PDI, tidak hanya ditentukan oleh
aktivitas' isomerisasinya, tetapi ada
aktivitas lain yang belumn terdefini-
sikan (Farquhar et al, 1991,
LaMantia et al., 1991; Tachikawa et
al.,, 1991; Anderson et al., 1997)
yang berada di luar sisi aktif enzim.

Dari beberapa penelitian PDI
ragi, diduga domain b dan b’ mem-
punyai peranan yang penting. Pe-
motongan sebanyak 35 residu asam
amino (domain yang masih ada
abb'a’) dan 152 residu asam amino
dari ujung ¢ (domain yang ada
abb’), menurunkan aktivitas PDI,
namun ragi masih tetap hidup.
Sedangkan pemotongan sebanyak
218 residu asam amino (daerah
vang didelesi ¢ hingga sebagian
daerah b’) dan 416 residu asam
amino dari ujung c (hanya ada do-
main a), menyebabkan ragi menja-
di lethal (LaMantia dan Lennarz,
1993). Perlakuan mutasi random
dengan hidroksilamin pada daerah
di antara dua sisi aktif enzim (b dan
b’), beberapa di antaranya meng-
hasilkan mutan yang bersifat lethal,
hal ini menyebabkan terdapat asam
amino yang menentukan esensiali-
tas PDI pada daerah b dan b', na-
mun belum diketahui posisi dan je-
nis asam amino tersebut pada do-
main PDI (Jumiarti, 1998). Oleh ka-
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rena itu, perlu dilakukan penelitian
lebih lanjut .untuk menentukan se-
cara detil residu asam amino dan
posisinya yang menentukan esen-
sialitas dari gen PDI.

PROTEIN DISULFIDA ISOMERASE
DARI ORGANISME LAIN

PDI telah diisolasi, dimurnikan
dan dikarakterisasi dari berbagai
sumber, seperti hati mamalia (Lam-
bert dan Freedman, 1993), embrio
ayam, tanaman (Freedman et al.,
1984), alga hijau Clamydomonas
reinhardii (Kaska et al., 1990) dan S.
cerevisiae (Mizunaga et al.,.1990).

PDI dari berbagai sumber me-
nunjukkan beberapa persamaan di
mana semuanya merupakan en-
zim homodimer, mempunyai dua
sisi katalitik untuk masing-masing
monomer, dengan urutan residu
asam amino cys-gly-his-cys. Massa
molekul relatif dari berbagai PDI
yang telah diisolasi berkisar antara
100-140 kDa dengan subunitnya
~55-70 kDa, mempunyai pl antara
4-49. PDI dari berbagai sumber,
mempunyai aktivitas optimum pa-
da pH di atas 7, yaitu sekitar 7,5-8,5.
Sifat PDI dari berbagai organisme
disajikan pada Tabel 2.

Masing-masing subunit PDI ti-
dak memberikan aktivitas yang sa-
ma dalam mengkatalisis substrat-
nya. Residu sistein pertama dari
masing-masing sisi - aktif enzim
sangat berperan dalam aktivitas iso-
merisasi enzim (Tabet 3).

Tabel 2. Sifat protein disulfida isomerase dari berbagai organisme

Organisme Mr (kDa) pl pH optimum
Natif Tereduksi

Hati sapi 107 57 42 78

Hati tikus - 57 4,3 -

Embrio ayam 140 55 44 7,5-7.8

C. reinhardii 120 60 - 74-76

Humicola insolens 120 60 35 -

S. ceravisiae 140 70 40 8,5

Keterangan: Berat molekul relatif ditentukan dengan gel filtrasi, berat
molekul tereduksi ditentukan dengan SDS PAGE
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Berbeda dengan PDI yang ter-
dapat pada sistern vertebrata, PDI
pada C. reinhardii, tidak merupakan
subunit B dari protein enzim prolil-
4-hidroksilase, yaitu enzim yang
mengkatalisis pembentukan residu
4-hidroksiprolil pada polipeptida
kolagen yang baru dibentuk.

PROTEIN DISULFIDA ISOMERASE
MERUPAKAN ENZIM
MULTIFUNGSI

Fungsi utama dari PDI adalah
sebagai katalis untuk pembentukan
ikatan disulfida alami dan pelipatan
protein. Di samping itu, PDI juga
mempunyai fungsi lain, yaitu seba-
gai subunit sistem enzim yang lebih
kompleks, sehingga PDI dikenal
sebagai enzim multifungsi.

PDI merupakan komponen dari
enzim prolil-4-hidroksilase (P4H).
Enzim ini mengkatalisis pemben-
tukan residu 4 hidroksiprolil pada
polipeptida kolagen yang baru di-
bentuk. PAH merupakan tetramer
azPy, di mana subunit o dengan
berat molekul 64 kDa, merupakan
bagian utama yang memuat residu
sisi aktif, sedangkan subunit B de-
ngan berat molekul 60 kDa meru-
pakan PDI.

Pada komplek ini PDI diduga
berperan untuk mencegah agregasi
subunit o dan untuk mempertahan-
kan keberadaan kompleks didalam
retikulum endoplasma (Noiva dan
Lennarz, 1992; Pihlajaniemi ef al.,
1987; Vuori et al., 1992).

PDI juga merupakan komponen
dari microsomal triglyceride transfer
protein (MTP), yaitu protein retiku-
lum endoplasma untuk transfer tri-
gliserida, kolesterilester, dan seba-
gian kecil fosfatidilkolin. MTP terdiri
dari dua subunit, yaitu triglyceride
transfer protein yang berukuran 88
kDa dan PDI berukuran 58 kDa.
Fungsi PDI di dalam kompleks MTP
berperan untuk mempertahankan
aktivitas katalittk dan mencegah
terjadinya agregasi kompleks trigly-
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ceride transfer protein (Natalia,
1994; Wetterau et al., 1991).

PDI memperlihatkan aktivitas
seperti molekul chaperon karena
dapat mempertahankan pelipatan,
mencegah agregasi, dan memedia-
si pelipatan terhadap protein yang
tidak punya ikatan disulfida. Fungsi
ini dibuktikan oleh Hayano et al.
(1995), di mana PDI mutan yang ke-
hilangan aktivitas isomerisasinya
dapat mempercepat pelipatan
intraselular untuk lisozim manusia
secara in vivo. Fungsi sebagai mole-
kul chaperon tidak terletak pada sisi
aktif PDI, tetapi pada sisi pengikat-
an polipeptida (Wang, 1997).

Protein-protein sekresi di dalam
RE akan berinteraksi dengan PDI,
apakah protein itu punya residu sis-
tein atau tidak. Hanya saja aktivitas
pengikatan PDI terbatas pada pro-
tein linier (polipeptida) atau protein
yang melipat sebagian (partially fol-
ded) (Freedman dan Klappa, 1998).

Di samping adanya aktivitas
pengikat protein, PDI juga mempu-
nyai fungsi sebagai pengikat pepti-
da. Afinitas pengikatan oleh PDI se-
banding dengan panjangnya rantai
peptida. Semakin panjang rantai
peptida maka afinitas pengikatan
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PDI semakin besar. Adanya residu
sistein pada rantai peptida akan
memperbesar afinitas pengikatan
oleh PDL Bila panjang rantai pepti-
da sama, maka afinitas PDI lebih
besar 4-8 kali pada rantai peptida
yang mempunyai residu sistein, Ba-
gian yang bertanggung jawab da-
lam pengikatan rantai peptida ada-
lah domain retensi pada retikulum
endoplasma (Mizunaga et al., 1990;
Natalia et al., 1994).

SIFAT KATALISIS PROTEIN
DISULFIDA ISOMERASE

PDI mengkatalisis pembentuk-
an dan pemecahan ikatan disulfida
pada protein. Reaksi yang dikatali-
sis dapat dibedakan berdasarkan
kondisi substrat dan lingkungannya.
Katalisis oksidasi ditiol atau reduksi
ikatan disulfida tergantung pada
kondisi redoks lingkungannya dan
pada tipe reaksi ini terjadi perubah-
an potensial reduksi dari substrat
dan enzim (Gilbert, 1990). Sedang-
kan selama isomerisasi ikatan disul-
fida, substrat tidak mengalami peru-
bahan keadaan oksidasi.

Pembentukan ikatan disulfida

protein, terjadi bila substrat dalam
keadaan tereduksi (RNase tereduk-

Tabel 3. Pengaruh mutasi pada sisi aktif enzim protein disulfida isomerase dari berbagai

sumber terhadap aktivitasnya

Pengukuran Mutan Aktivitas (%) Referensi

sRNase/DTT(SH) SGHC..CGHC 46 Vuori et al., 1992 (manusia)
CGHC..SGHC 47
SGHC..SGHC 2

rBPTI/DTT (SS) CLHS..CGHC 60 LaMantia dan Lennarz, 1993 (S.
CGHC..CIHS 60 cerevisiag)
CLHS..CIHS 5

sRNase/GSH/GSSG SGHC..SGHC 2 Laboissiere et al., 1995 (tikus)

. CGHS..CGHS 92

rRNase/GSH/GSSG SGHC..SGHC -
CGHS..CGHS 3

rRNase/GSH/GSSG  CGHS..CGHS 18-30 Lu ef al., 1992
SGHS..SGHS - Lyles and Gilbert, 1994
CGHC..5GHS 23-50 Walker et al., 1996 (tikus)
CGHS..SGHS 3-8
SGHC..SGHS -
SGHS..CGHC 23-27
SGHS..CGHS 9-18
SGHS..SGHC -

Keterangan: sRNase = scrambled ribonuclease, rRNase = reduced ribonuclease, rBPTI =
reduced bovine pancreatic trypsin inhibitor
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si) dan bila ada oksidan ringan (O,)
atau campuran glutation GSSG/
GSH. Reaksi isomerisasi ikatan di-
sulfida terjadi bila protein substrat
mengandung ikatan nonnative, ma-
ka enzim mengkatalisis penataan
ulang ikatan disulfida, contohnya
pada scrarmble RNase (RNase yang
mempunyai ikatan disulfida yang
salah). Kondisi reduksi untuk reaksi
ini adalah 10° M DTT atau 10° M
GSH. Sedangkan reduksi substrat
protein, terjadi bila kondisi reduksi
lebih kuat (10* M GSH) dan protein
substrat dalam keadaan teroksidasi.
Secara sederhana model pemben-
tukan ikatan disulfida dan isomeri-
sasi ikatan disulfida seperti Gambar
2 (Laboissiere et al,, 1995).

MEKANISME KATALISIS PROTEIN
DISULFIDA ISOMERASE

Salah satu model mekanisme
katalisisis in wvivo PDI, diusulkan
oleh Wunderlich et al. (1995). Pada
saat polipeptida memasuki RE, PDI
segera mengenali dan mengikat po-
lipeptida tersebut sebagai substrat.

Selanjutnya PDI yang berada
dalam keadaan teroksidasi meng-
ambil elektron atau atom hidrogen
dari residu sistein substrat polipep-
tida sehingga terbentuk kompleks
enzim substrat. Kompleks enzim
substrat tersebut tidak stabil. Pada
saat ini proses pembentukan lipat-
an polipeptida dimulai, pelipatan
yang benar dipandu oleh informasi
yang terdapat pada rantai polipep-
tida. Kompleks enzim substrat yang
sangat reaktif tersebut kemudian
memindahkan ikatan disulfidanya
ke residu sistein lain pada substrat
polipeptida dengan kontrol poten-
sial reduksi, sehingga terbentuk
ikatan disulfida antara molekul sub-
strat. Secara sederhana proses
pembentukan ikatan disulfida ter-
jadi melalui transfer ikatan disulfida
dari sisi aktif enzim PDI pada fmole-
kul substrat mengikuti proses reaksi
redoks. Bufer glutation berfungsi
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Keterangan: PD! mengkatalisis oksidasi ditiol dan reduksi ikatan dlsulf' da (bagian atas); Reaksi
isomerisasi ikatan disulfida (bagian bawah)

Gambar 2. Model reaksi yang dikatalisis oleh PDI secara in vitro

Sumber: Laboissiere ef af., 1995
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Gambar 3. Mekanisme pembentukan ikatan disulfida oleh enzim protein disulfida isomerase
Sumber: Wunderlich et al., 1995
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Keterangan: Penataan ulang ikatan disulfida dengan hanya melibatkan satu gugus tiol pada
sisi aktif enzim (a); penataan ulang melalui reaksi reduksilreoksidasi yang
melibatkan kedua gugus tiol pada sisi akfif; substrat yang ditrap (diperangkap)
oleh PDI mengalami penataan ulang dengan menggunakan kedua residu sistein
pada pusat aktif enzim (c)

Gambar 4. Mode! mekanisme Kkatalisis reaksi isomerisasi ikatan disulfida oleh protein
disulfida isomerase
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untuk memediasi reaksi pemben-
tukan ikatan disulfida. Setelah pro-
ses pembentukan ikatan disulfida
selesai, enzim PDI yang berada da-
lam keadaan tereduksi akan dioksi-
dasi kembali oleh bufer glutation
teroksidasi. Mekanisme reaksi disa-
jikan pada Gambar 3. Sedangkan
mekanisme reaksi isomerisasi ikat-
an disulfida dapat dilihat pada
Gambar 4.

PROTEIN YANG MENYERUPAI
PROTEIN DISULFIDA ISOMERASE

Beberapa protein menunjukkan
kemiripan dengan PDI, kemiripan
itu ditemui pada domain yang me-
muat sisi aktif enzim PDI (a dan a').
Protein-protein tersebut adalah tio-
reduksin, DsbA, dan Euglp. PDI
mempunyai urutan asam amino
sistein-glisin-histidin-sistein (cys-gly-
his-cys) pada sisi aktifnya.

Tioreduksin merupakan protein
enzim berukuran 12 kDa, ditemu-
kan pada archea, eubacteria, ragi,
tanaman, dan mamalia. Urutan
asam amino pada sisi aktifnya terdi-
ri dari sistein-glisin-prolin-sistein
(cys-gly-pro-cys). Tioreduksin ber-
peran dalam memediasi reaksi re-
doks dan nonredoks dalam sel pro-
karyot dan eukaryot. Aktivitas kata-
litik tioreduksin dalam pembentuk-
an ikatan disulfida sangat rendah,
mungkin disebabkan karena residu
histidin pada PDI diganti dengan
prolin pada tioreduksin. Mutasi pa-
da residu prolin menjadi histidin
menyebabkan aktivitas tioreduksin
meningkat menjadi 10  Kkali.
Hawkins et al. (1991), menemukan
aktivitas PDI 25 kali lebih besar di-
bandingkan dengan tioreduksin.

Protein lain yang menyerupai
PDI adalah DsbA, merupakan pro-
tein periplasma yang ditemukan pa-
da bakteri dengan ukuran 21 kDa.
DsbA mempunyai aktivitas seperti
PDI (pada eukaryot). Urutan asam
amino pada sisi aktifnya terdiri dari

sistein-prolin-histidin-sistein
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(cys-
pro-his-cys) (Bardwell ef ai., 1993).

Euglp merupakan. protein reti-
kulum endoplasma yang terglikosi-
lasi, berukuran 65-67 kDa (Natalia,
1994). Berbeda dengan protein lain
yang menyerupai PDI, di mana
Euglp hanya mempunyai satu resi-
du sistein pada setiap pusat aktif-
nya, yaitu triptopan-sistein-leusin-
histidin-serin-glutamin (trp-cys-leu-
his-ser-gln) dan triptopan-sistein-
isoleusin-histidin-serin-lisin (trp-cys-
ile-his-ser-lys).

PEMANFAATAN PROTEIN
DISULFIDA ISOMERASE

Faktor utama penyebab rusak-
nya protein adalah terjadinya peru-
bahan struktur protein dari struktur
alaminya. Protein dapat rusak kare-
na pengaruh suhu, perubahan pH
atau adanya ion pengganggu. Pe-
ningkatan suhu dapat mengakibat-
kan putusnya ikatan tertentu dalam
struktur protein sehingga lipatan
protein menjadi terbuka (atau tidak
kompak lagi), mengakibatkan pro-
tein kehilangan aktivitasnya sebagai
enzim, hormon atau reseptor.

Seperti yang telah diketahui
bahwa enzim PDI berperan mem-
bentuk dan mempertahankan lipat-
an protein di dalam sel. Melalui ran-
cangan penelitian yang terarah, di-
harapkan PDI dapat dimanfaatkan
untuk mempertahankan lipatan
protein untuk produksi enzim-
enzim ekstraseluler, karena enzim
ekstraseluler sangat mudah rusak
oleh perubahan kondisi lingkungan.
Dengan demikian, aktivitas enzim
ekstraseluler dapat dipertahankan.

Di samping itu, PDI juga dapat
digunakan untuk produksi vaksin
yang digunakan sebagai pencegah
penyakit tertentu pada hewan atau

ternak. Umumnya produksi vaksin

sulit dilakukan karena sering terjadi
denaturasi ketika mengekstrak pro-

tein dari sumbermnya, sehingga pro- -

tein yang dihasilkan tidak berfungsi
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lagi. Dalamn kasus ini PDI dapat di-
gunakan untuk memperoleh vaksin
yang mempunyai struktur atau pel;-
patan yang fungsional. Di mana ter-
hadap inang dilakukan transformasi
menggunakan vektor pembawa
gen PDI, di samping gen pengkode
vaksin sehingga vaksin dan PDI
akan terekspresi di dalam sel inang.

. Dengan demikian pelipatan dari

vaksin akan dibentuk dan diperta-
hankan oleh PDI agar tetap berada
dalam bentuk alami, sehingga akti-
vitas dari vaksin tidak rusak, dan
kendala dalamm memproduksi serta
mengekstraksi vaksin dapat diatasi.
Peran PDI untuk produksi vaksin
yang sedang diterapkan di Indone-
sia adalah untuk vaksin scruam fly
(penyakit pada ternak sapi yang
dapat mematikan, di Indonesia
banyak ditemukan di daerah
Kalimantan).

Di samping untuk produksi vak-
sin, PDI juga dapat digunakan untuk
produksi hormon yang sulit dilaku-
kan secara alami.

KESIMPULAN

Protein yang baru disintesis di
ribosom belum berfungsi secara
biologi. Aktivitas protein diperoleh
setelah protein tersebut mempu-
nyai lipatan yang benar. Enzim yang
berperan dalam proses pelipatan
protein adalah enzim foldase salah
satunya protein disulfida isomerase
(PDI), yang terdapat pada sistem
eukaryot. PDl merupakan enzim
retikulum endoplasma (RE). PDI
mengkatalisis pernbentukan, reduk-
si dan isomerisasi ikatan disulfida
pada protein. PDI dari berbagai
sumber (hati mamalia, embrio
ayam, tanaman, alga hijau C
reinhardii, dan S. cerevisiae) mem-
perlihatkan kemiripan, enzim ini
merupakan enzim homodimer. Ma-
sing-masing monomer mempunyai
dua domain yang memuat sisi aktif
enzim dengan urutan asam amino
sistein-glisin-histidin-sistein (cys-gli-
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his-cys). Pada ragi PDI bersifat unik,
di mana ragi akan mati tanpa ada-
nya PDL Ragi banyak digunakan
sebagai model dalam studi struktur

fungsi untuk mengetahui asam ami-

no yang esensial bagi aktivitas PDI]
dan viabilitas ragi. Dari berbagai ha-
sil penelitian ternyata esensialitas
PDI tidak hanya ditentukan oleh
aktivitas isomerisasinya, diduga sisi
b dan b’ juga berperan penting. PDI
merupakan enzim rmultifungsi, di
mana PDI ditemukan sebagai sub-
unit dari prolil-4-hidroksilase, kom-
ponen kompleks microsomal trigly-
ceride transfer protein (MTP), enzim
pengikat peptida dan protein serta
sebagai molekul chaperon. Bebe-
rapa protein menunjukkan kemirip-
an dengan PDI, kemiripan itu terle-
tak pada domain yang memuat sisi
aktif enzim PDI (a dan a’). Protein-
protein itu antara lain tioreduksin,
DsbA, dan Euglp. PDI dapat diapli-
kasikan untuk produksi enzim eks-
traseluler (enzim, hormon, dan vak-
sin) yang fungsional melalui trans-
formasi, dan ekspresi PDI pada sel
inang, di samping ekspresi protein
yang diinginkan.
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