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PRAKATA
Assalamu Alaikum Wr. Wb

Segala puji syukur penulis panjatkan kehadirat Allah Swt, atas 
rahmat dan kurnia-Nya sehingga buku ini dapat diselesaikan. Buku 
ini merupakan hasil penelitian tentang suatu model rekayasa genetika 
pada produk biologi farmasi. Rekayasa jaringan dikembangkan untuk 
memperbaiki atau meregenerasi organ atau jaringan baru di dalam 
tubuh. Rekayasa jaringan memanfaatkan sel-sel hidup dalam beberapa 
jalur untuk memulihkan, memelihara atau meningkatkan jaringan dan 
organ. Hal ini telah diterapkan dalam perawatan klinis seperti cangkok 
kulit, pembuluh darah, tulang rawan, tulang, dan gigi. 

Penulis menyadari bahwa dalam proses penyelesaiannya banyak 
mendapat bantuan dari berbagai pihak yang tak dapat kami sebutkan 
satu per satu. Harapan penulis, semoga tulisan ini dapat memberikan 
manfaat khususnya bagi pengembangan ilmu bidang farmasi. 

 Wassalamu Alaikum Wr.Wb.

Makassar, 18 Maret 2024
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PENDAHULUAN

Komponen yang diperlukan untuk rekayasa 
jaringan meliputi perancah, sel, dan bahan 
biologis. Perancah menyediakan lingkungan bagi 
sel untuk menghasilkan jaringan baru. Bahan 
biologis berfungsi dalam menginduksi dan 
mempromosikan sel untuk meregenerasi organ 
atau jaringan baru (Akter, 2016). Itu perancah, 
yang mirip dengan matriks ekstraseluler, berfungsi 
untuk mempromosikan proliferasi dan diferensiasi 
sel. Beberapa jenis scaffold telah dikembangkan 
seperti kolagen (Hendow dkk., 2016), dan chitosan 
(Levengood dkk., 2014b). Sebelumnya, sel yang 
digunakan dalam rekayasa jaringan dapat dibagi 
menjadi tiga kategori yaitu sel pasien (autologus), 
sel manusia yang diperoleh dari donor (alogen e ic), 
dan sel asal hewan (xenogeneik) (Sangeeta dkk., 
2014). 

Faktor penting lainnya adalah bahan 
biologis s. Molekul-molekul ini berfungsi dalam 
menginduksi jalur pensinyalan atau komponen 
seluler yang diperlukan untuk penyembuhan 
sel atau regenerasi jaringan (Fernandez dkk., 
2015). Biomolekul harus memiliki karakteristik 
seperti osteogenisitas, osteokonduktivitas, dan 
osteoinduktivitas terhadap osteoblas, osteoklas, 
dan osteosit. Ada beberapa biomolekul yang telah 
diterapkan dalam rekayasa jaringan tulang seperti 
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faktor pertumbuhan dan matriks ekstraseluler (ECM) protein yang 
dapat mendorong regenerasi tulang (Shrivats dkk., 2014; Sun dkk., 
2013).

Protein rekombinan dihasilkan dari manipulasi gen yang 
dihasilkan dalam beberapa cara untuk mengekspresikan dan 
memproduksi produk komersial yang bermanfaat. Teknik ekspresi 
DNA rekombinan telah digunakan untuk produksi antibodi, vaksin, 
protein terapeutik dan makanan seperti antibodi rantai tunggal rabies-
RVG (Phoolcharoen dkk., 2017), antibodi (mAb) 2C10 dan vaksin 
kolera toksin B subunit (Rattanapisit dkk., 2017), osteopontin (OPN) 
(Rattanapisit dkk., 2017), laktoferin dan lisozim (Cooper dkk., 
2015b). Sistem prokariotik dan eukariotik yang berbeda diterapkan 
sebagai platform ekspresi untuk produksi protein rekombinan yaitu 
mamalia, serangga, ragi, bakteri, dan tanaman (Bonander dkk., 2012; 
Dalton dkk., 2014; Demain dkk., 2009; Matthews dkk., 2017). Selain 
itu, setiap host produksi menawarkan kelebihan dan kekurangan. Oleh 
karena itu pemilihan host disesuaikan dengan tujuan penelitian.

Di antara platform ini, E. coli banyak digunakan dalam industri 
karena pertumbuhannya cepat, umumnya diakui sebagai aman 
(GRAS), berbiaya rendah, berekspresi tinggi, dan aksesibilitas terhadap 
manipulasi dan transformasi (He dkk., 2014; Mattanovich  dkk., 2012) 
. Namun demikian, E. coli tidak memiliki modifikasi pasca-translasi. 
Konsekuensi kritis dari sistem ini adalah ketidakmampuannya untuk 
menghasilkan glikoprotein. Namun, sejumlah protein rekombinan 
diproduksi di E. coli yang menunjukkan potensi untuk mengobati 
rekayasa jaringan seperti protein morfogenetik tulang manusia 
rekombinan-2 (rhBMP-2) (Kang dkk., 2011), dan osteokalsin (OCN) 
(Kim dkk., 2015).

Pabrik ini merupakan platform terbaru yang dikembangkan 
untuk produksi protein rekombinan. Keuntungan menggunakan 
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tanaman adalah biaya rendah, akumulasi tingkat tinggi, kontaminan 
rendah, lebih murah untuk ditingkatkan, dan ketersediaan untuk 
modifikasi pasca-translasi (Demain dkk., 2009). Dua metode dapat 
dikembangkan untuk menyandikan gen yang dihasilkan ke dalam 
genom tanaman, termasuk transformasi stabil dan ekspresi transien. 
Transformasi stabil adalah metode pertama untuk mengubah gen 
menjadi genom tanaman melalui integrasi stabil. Prosesnya memakan 
waktu sekitar 12-18 bulan dan terkadang menghasilkan tingkat 
ekspresi yang rendah (Gleba dkk., 2005). 

Di sisi lain, metode ekspresi transien adalah metode 
transformasi stabil yang ditingkatkan yang memiliki keunggulan cepat 
dan skalabilitas untuk produksi protein rekombinan ((Krenek dkk., 
2015). Proses ekspresi penuh dengan infiltrasi dengan Agrobacterium 
kira-kira 3-10 hari pasca infiltrasi (dpi) ((Gleba dkk., 2005). Saat 
ini, beberapa protein rekombinan yang diproduksi tanaman tersedia 
di pasaran, misalnya protein C, interferon α, β, hemoglobin α, β dan 
penghambat antitripsin α-1 (Daniell dkk., 2001; Thomas et al., 2002) 
. Sedangkan yang lain diuji untuk pengobatan klinis seperti lipase 
lambung untuk cystic fibrosis dan pankreatitis (Ma dkk., 2005), 
vaksin antigen permukaan virus Hepatitis B (Liz dkk., 2000), dan 
vaksin rabies (Yusibov dkk., 2002).  Selain itu, tanaman (tembakau) 
telah menghasilkan functional osteopontin (OPN) yang menginduksi 
ekspresi osteogenik (Rattanapisit dkk., 2017). Tujuan dari penelitian 
ini adalah untuk mengekspresikan protein rekombinan manusia DMP1 
(hDMP1) pada bakteri Escherichia coli dan Nicotiana benthamiana. 
dan untuk mempelajari efek proliferasi dan diferensiasi osteogenik 
dari protein rekombinan ini dalam Sel Induk Ligamen Periodontal 
manusia (hPDLSCs).

Rekayasa jaringan adalah bidang multidisiplin yang menerapkan 
prinsip-prinsip teknik, ilmu kehidupan, biologi sel dan molekuler 
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menuju pengembangan pengganti biologis yang memulihkan, 
memelihara, dan meningkatkan fungsi jaringan. Rekayasa jaringan 
bertujuan untuk mengembangkan pengganti jaringan fungsional yang 
dapat digunakan untuk merekonstruksi jaringan atau organ yang rusak. 

Tiga komponen umum terlibat dalam rekayasa jaringan:

(1)	 Sel: matriks fungsional
(2)	 Perancah: matriks transplantasi
(3)	 Molekul bioaktif: jalur pensinyalan induktif

Konstituen triad ini dapat digunakan sebagai komponen tunggal 
atau digabungkan untuk meregenerasi jaringan. Namun, perancah 
dapat dikembangkan dengan kolagen atau kitosan. Dengan demikian, 
molekul bioaktif akan bekerja sebagai molekul induktif. Beberapa 
faktor pertumbuhan dan protein telah digunakan sebagai molekul 
induktif seperti protein matriks ekstraseluler (De dkk., 2010; Spiller 
dkk., 2017) .
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KAJIAN TEORITIS
1.	 Rekombinan Protein

Protein rekombinan adalah hasil dari 
bentuk protein yang dimanipulasi yang 
dihasilkan dengan beberapa cara untuk 
mengekspresikan dan memproduksi produk 
komersial yang bermanfaat. Produksi protein 
rekombinan menggunakan teknik bioteknologi 
untuk menghasilkan protein yang spesifik. 
Proses ini dilakukan dengan memanipulasi 
rekombinan DNA (rDNA) ke dalam sistem 
ekspresi. rDNA terlibat dalam transkripsi 
hingga penerjemahan ke dalam sintesis protein. 
Metode DNA komplementer (cDNA) dan PCR 
yang sesuai dapat diproduksi dengan cepat. 
Dengan demikian, plasmid mengandung gen 
bunga yang ditransformasikan ke dalam sistem 
ekspresi. Ekspresi telah berkembang menjadi 
domain yang sesuai dengan metode sederhana 
(Graslund dkk., 2008; Wingfield, 2015).

Sistem ekspresi protein rekombinan 
sangat direkomendasikan dalam industri 
bioteknologi untuk memproduksi beberapa 
protein. Strategi yang efisien untuk 
menghasilkan protein rekombinan semakin 
penting, dan semakin banyak aplikasi yang 
membutuhkan protein berkualitas tinggi 
dalam jumlah besar untuk direalisasikan di 
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pasar. Produksi yang tinggi tetapi efisiensi dan biaya yang lebih 
rendah dari produk akhir diharapkan dapat diperoleh melalui 
proses industri (Palomares LA, Estrada-Moncada S, & OT, 2004; 
Wingfield, 2015). 

Teknologi protein rekombinan telah digunakan untuk 
menghasilkan sejumlah protein pada sistem prokariotik dan 
eukariotik (Greene, 2004; NelsonLehninger & Cox, 2008). Protein 
non-glikosilasi banyak diekspresikan pada prokariotik (Sahdev 
Khattar & Saini, 2008). Protein glikosilasi mampu diproduksi 
dalam sel eukariotik seperti sel mamalia, sel serangga, sel ragi, 
dan tumbuhan (Jenkins dkk., 1994; Nelson dkk., 2008; Palomares 
dkk., 2004).

Di antara sel inang, masing-masing inang memiliki kekuatan 
dan kelemahan yang unik seperti biaya, peningkatan skala, 
kemampuan modifikasi pasca-translasi, dan pelipatan protein 
(Clark dkk., 2016). Oleh karena itu, pemilihan sistem didasarkan 
pada kecocokan dan tujuan penelitian. Keuntungan dan kerugian 
dari sistem dirangkum dalam Tabel 1. Di antara inang, platform 
bakteri, yang juga dikenal sebagai sistem ekspresi prokariotik, 
adalah metode yang paling umum untuk menghasilkan protein 
dalam jumlah besar (Bonander dkk., 2012; Dalton dkk., 2014; 
Demain dkk., 2009; Dia dkk., 2014; Mattanovich dkk., 2012).

Tabel 1. Tinjauan sistem ekspresi protein

Perbandingan Tanaman Bakteri Ragi Sel 
serangga

Sel 
mamalia

Biaya Sangat 
rendah Rendah Sedang Tinggi Tinggi

Peningkatan 
produksi

Sangat 
tinggi Tinggi Tinggi Tinggi Rendah

Hasil protein Tinggi Sedang Tinggi Rendah Tinggi
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Perbandingan Tanaman Bakteri Ragi Sel 
serangga

Sel 
mamalia

Akurasi lipat Tinggi Rendah Sedang Rendah Tinggi

Glikosilasi Benar Tidak ada Salah Salah Benar

Kualitas 
produk Tinggi Rendah Sedang Rendah Tinggi

Risiko 
kontaminan Rendah Tinggi Rendah Tinggi Tinggi

Sumber: Dalton dkk, 2014.

a.	 Sel Bakteri

Sistem bakteri, E. Coli inang sangat berguna untuk 
menghasilkan protein rekombinan karena lebih mudah 
untuk memanipulasi genetik daripada mikroorganisme 
lainnya. Sistem ini sesuai untuk mengekspresikan protein 
non-glikosilasi dan tersedia untuk transkripsi, translasi, dan 
pelipatan protein serta alat genetik yang lebih baik. Selain itu, 
genom E. coli dimodifikasi dengan cepat dan akurat, mudah 
untuk mengontrol promotor dan mengubah nomor salinan 
plasmid. Sistem E. coli menunjukkan modifikasi karbon 
metabolik, pencegahan analog asam amino, pembentukan 
ikatan disulfida intraseluler, dan kontrol yang dapat 
direproduksi oleh komputer. Produksi protein rekombinan 
dari sistem ini dapat dikumpulkan lebih dari 80% dari berat 
keringnya (Demain dkk., 2009). 

E. coli mengusulkan kebutuhan sumber karbon yang 
terjangkau untuk pengembangan, pengumpulan biomassa 
dengan cepat, kepadatan sel yang dapat diterima hingga 
tinggi, dan mudah untuk ditingkatkan (Sahdev et al., 2008). 
E. coli paling banyak digunakan di industri karena beberapa 
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keuntungan yang melibatkan tingkat pertumbuhan yang cepat, 
ekspresi yang tinggi, diakui sebagai aman (GRAS), berbiaya 
rendah, mudah dimanipulasi dan diubah (Gaciarz dkk., 2016; 
Rosano dkk., 2014). Beberapa parameter telah dicoba untuk 
meningkatkan ekspresi E. coli seperti memodifikasi promotor, 
menggunakan strain yang sesuai, mengoptimalkan kondisi, 
media pertumbuhan, dan ekspresi gen fragmen (Demain dkk., 
2009; Maldonado dkk., 2007; Wong, Wu dkk., 2008).

Selain itu, sistem bakteri juga memiliki keterbatasan 
seperti mengandung toksin dan membentuk badan inklusi 
(Sahdev dkk., 2008). Badan inklusi seringkali tidak larut, tidak 
aktif, dan dapat dilipat kembali (Demain dkk., 2009; Jenkins 
dkk., 1994). Sistem bakteri tidak tersedia untuk mensintesis 
kompleks protein, seperti antibodi monoklonal dan faktor 
koagulasi darah. (Clark dkk., 2016; Demain dkk., 2009). 
Selain itu, sistem bakteri adalah sel prokariotik yang tidak 
tersedia untuk mesin pasca-translasi (Sahdev dkk., 2008). 
Namun, protein modifikasi pasca translasi dapat diproduksi 
dalam sel eukariotik seperti sel mamalia, sel serangga, sel 
ragi, dan sistem tanaman (Jenkins dkk., 1994; Nelson dkk., 
2008; Palomares dkk., 2004).

b.	 Sel Tanaman

Pemanfaatan tumbuhan untuk menghasilkan protein 
rekombinan merupakan arah yang menjanjikan dan 
menjanjikan secara ekonomi yang sedang dikembangkan 
sebagai alternatif dari tradisional. Keuntungan dari sistem 
tanaman adalah biaya budidaya sel yang lebih rendah. Ini 
tidak tunduk pada komponen yang tidak diinginkan, seperti 
endotoksin bakteri, protein hiperglikosilasi yang dihasilkan 
oleh ragi, dan patogen hewan dan manusia dalam kultur sel 
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hewan transgenik. Selain itu, tumbuhan adalah eukariota 
yang lebih tinggi, dan, oleh karena itu, pelipatan protein 
penuh dan pembentukan kompleks protein multimerik yang 
rumit. Signifikansi modifikasi posttranslasional tampaknya 
analog dengan sel mamalia. Sistem tanaman saat ini sedang 
dikembangkan untuk ekspresi protein rekombinan yang 
beragam dalam berbagai teknologi transfer gen, strategi 
ekspresi dan metode ekstraksi protein target berikutnya. 
Transformasi stabil (tanaman transgenik) dan ekspresi 
sementara telah dikembangkan untuk mengekspresikan 
protein dalam sistem tanaman ((Demain dkk., 2009; 
Gerasimova dkk., 2016; Zagorskaya dkk. 2017).

c.	 Sel Yeast

Ragi yang termasuk dalam eukariotik memiliki 
kemampuan untuk mensintesis protein yang mirip dengan sel 
manusia asli, karena jalur sekresi mengarah ke protein yang 
benar dalam modifikasi pasca-translasi (Mattanovich dkk., 
2012). Penelitian sebelumnya telah melaporkan bahwa ragi bir, 
Pichia pastoris dan Saccharomyces cerevisiae menghasilkan 
protein rekombinan. Spesies-spesies ini sering digunakan 
untuk memproduksi dan menganalisis protein rekombinan 
dalam sistem eukariotik. Sel ragi memiliki beberapa 
keuntungan untuk mengekspresikan protein rekombinan 
termasuk mudah tumbuh dalam bioreaktor kecil atau besar, 
dapat diterima untuk memproduksi farmasi tanpa persetujuan 
pemerintah, mudah dimurnikan, banyak metode yang sesuai 
untuk mengubah DNA asing ke dalam sel, tersedia untuk 
modifikasi pasca-translasi (Clark & Pazdernik, 2016; Demain 
& Vaishnav, 2009). Namun, sel ragi juga memiliki masalah 
yang melibatkan hasil ekspresi protein yang rendah, karena 
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kurangnya plasmid pada ekspresi dalam bioreaktor besar, 
proses glikosilasi mengeluarkan banyak residu gula dan biaya 
tinggi untuk media kultur (Demain & Vaishnav, 2009; Peng Y, 
He Y, Wu Z, & C, 2014).

d.	 Sel Mamalia

Ekspresi mamalia yang dapat menemukan kesesuaian 
dan efisiensi untuk pemrosesan, memberi sinyal untuk 
sintesis, dan modifikasi pasca-translasi yang tepat. Selain itu, 
sel mamalia adalah ekspresi sistem yang paling mirip dengan 
glikosilasi manusia (Demain & Vaishnav, 2009; Nelson dkk., 
2008). Sel mamalia sering digunakan untuk memproduksi 
protein rekombinan karena modifikasi pasca translasi yang 
tepat, termasuk melipat dan melampirkan gugus hidroksil 
glikan, fosfor, tirosin, treonin, dan serin. Selain itu, sel mamalia 
dapat memproduksi dalam kapasitas tinggi hingga 20-60 
pg/sel/hari (Demain & Vaishnav, 2009). Namun, ekspresi 
pada sel mamalia memiliki beberapa kekurangan, termasuk 
sekresi yang kurang, biaya tinggi, dan kontaminasi (Clark & 
Pazdernik, 2016; Cooper dkk., 2015; Dalton & Barton, 2014; 
Demain & Vaishnav, 2009; Nelson dkk., 2008).

e.	 Sel Serangga

Sel serangga mampu mengekspresikan modifikasi 
pasca- translasi yang kompleks karena sel serangga memiliki 
mesin untuk melipat protein mamalia. Ekspresi pada sel 
serangga secara luas menggunakan vektor baculovirus 
dan virus polihedrosis (Autographa californica). Virus 
polyhedrosis melibatkan DNA untai ganda melingkar yang 
pada awalnya bersifat patogenik untuk sel lepidopteran. 
Penggunaan sel serangga berbantuan baculovirus untuk 
protein rekombinan memiliki banyak keuntungan seperti 
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modifikasi pasca-translasi yang tepat dan pembelahan peptida 
sinyal, proteolitik yang tepat, sesuai dengan protein pelipat 
dengan pembentukan ikatan S-S, dapat diukur, dan fleksibel. 
Ekspresi protein rekombinan lebih dari 30% protein sel 
(Demain & Vaishnav, 2009; Luckow & Summers, 1998). 
Namun, kekurangan dari ekspresi pada sel serangga adalah 
glikosilasi yang tidak tepat, tingkat ekspresi yang rendah, 
protein yang tidak terlipat dengan baik, dan terbentuknya 
agregat yang terperangkap di dalam sel (Dalton & Barton, 
2014; Demain & Vaishnav, 2009; Peng Y dkk., 2014).

2.	 Sistem Produksi Protein Pada Tanaman 

Tanaman adalah platform terbaru yang dikembangkan 
untuk produksi protein rekombinan. Keuntungan   menggunakan 
tanaman adalah biaya rendah, akumulasi tingkat tinggi, 
menghasilkan protein kompleks, mudah, dan lebih murah untuk 
peningkatan skala, modifikasi pasca-translasi (37). Selain itu, 
kontaminasi patogen yang rendah, media pertumbuhan, sistem 
pertanian (air, cahaya, dan mineral) (Demain & Vaishnav, 2009; 
Gerasimova, Smirnova, Kochetov, & Shumnyi, 2016). Terdapat 
dua metode untuk memproduksi protein rekombinan pada 
tanaman, yaitu transien dan transgenik (transformasi stabil).

a.	 Transgenik

Transgenik adalah metode pertama yang 
mentransformasikan gen ke dalam genom kloroplas dengan 
integrasi yang stabil. Tanaman transgenik dapat diaplikasikan 
dengan dua metode; mentransformasikan gen yang diinginkan 
ke dalam virus tanaman seperti virus mosaik tembakau 
pada tanaman tembakau dan menyisipkan langsung ke 
dalam DNA tanaman. Keterbatasan dari metode ini adalah 
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kemungkinan adanya kontaminasi herbisida, pestisida, dan 
metabolit tanaman. Selain itu, metode ini juga membutuhkan 
waktu yang memakan waktu sekitar 12-18 bulan (Fitzgerald, 
2003; Gleba dkk., 2005). Ke depan, transformasi yang stabil 
terkadang berekspresi rendah pada kisaran 0,01%-2% total 
protein terlarut (Mor, Moon, Palmer, & Mason, 2003).

b.	 Transient

Transien ekspresi merupakan peningkatan dari 
transformasi stabil yang memiliki kelebihan, seperti cepat dan 
mudah ditingkatkan untuk produksi. Saat ini, metode transien 
berkembang untuk melayani sistem cepat untuk memproduksi 
protein rekombinan. Selanjutnya, transien memiliki beberapa 
manfaat seperti sederhana, efektif, sangat terukur, aman 
dari kontaminasi, dan layak untuk menghasilkan protein 
kompleks. Di antara kelebihannya, yang paling penting adalah 
waktu yang dihabiskan untuk seluruh ekspresi, hanya sekitar 
2-12 hari. Beberapa tanaman telah dikembangkan untuk 
mengekspresikan protein rekombinan, antara lain alfalfa, 
kedelai, selada, kentang, bayam, arabidopsis, dan tembakau 
(Cao dkk., 2017; Gerasimova dkk., 2016) . Tembakau memiliki 
manfaat yang signifikan, termasuk protokol transformasi yang 
mapan, ekspresi hasil tinggi, aksesibilitas untuk meningkatkan 
produksi, makanan non-konsumsi, pertumbuhan kapan saja 
(Karg et al., 2009; Twyman dkk., 2003). Mengenai beberapa 
spesies Nicotiana, Nicotiana benthamiana adalah spesies yang 
paling berguna untuk ekspresi sementara untuk menghasilkan 
protein rekombinan. 
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3.	 Modifikasi Pasca-Penerjemahan

Modifikasi pasca-translasi (PTM) adalah konformasi 
kimiawi yang terjadi pada residu asam amino setelah proses 
translasi. Modifikasi pasca-translasi dikatalisis oleh enzim seperti 
glikosiltransferase dan glikosidase. Modifikasi pasca-translasi 
banyak terjadi pada sistem eukariotik dan jarang ditemukan pada 
sel prokariotik (El-Battari dkk., 2003). PTM melibatkan reaksi 
kovalen melalui proses pembelahan, modifikasi atau penambahan 
gugus asam amino yang dapat mengubah karakter protein. 
Aktivitas protein, lokalisasi, pergantian, dan interaksi dapat 
dikontrol oleh PTM (Mann & Jensen, 2003).

Aktivitas protein tidak hanya dikontrol oleh biosintesis 
dan degradasi, tetapi juga oleh pemrosesan kovalen, termasuk 
modifikasi pasca-translasi dan mengatur stabilitas, pelipatan, γ- 
karboksilasi, dan glikosilasi protein. Fungsi ini dapat ditingkatkan 
dengan melampirkan tautan kovalen ke gugus baru, seperti 
fosfat, gugus metil, dan asetat (Deribe, Pawson, & Dikic, 2010; 
Houdebine, 2009). PTM telah terbukti memiliki fungsi untuk 
mengaktifkan, bertahan hidup, berkembang biak, berdiferensiasi, 
dan bermigrasi dari sel (J. Liu, Qian, & Cao, 2016).

a.	 Glikosilasi

Glikosilasi yang paling sering muncul untuk 
modifikasi pasca-translasi. Glikosilasi adalah penempelan 
glikosil (glukosa) pada gugus hidroksil atau gugus fungsi 
akseptor glikosil. Glikosilasi berdampak pada stabilitas, 
imunogenisitas, dan aktivitas biologis (Walsh & Jefferis, 
2006). Beberapa biofarmasi telah disetujui untuk terapi klinis. 
Mereka diproduksi dengan membutuhkan glikosilasi dalam 
sistem eukariotik. Dalam sel eukariotik, disekresikan 1-2% 
dari protein yang dikodekan manusia yang dapat terhubung 
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dengan glikosilasi N- atau O- linked (Walsh & Jefferis, 2006). 
Glikosilasi dibagi menjadi dua kelompok: Glikosilasi oksigen 
(O) dan glikosilasi nitrogen (N). 

Oligosakarida akan dilekatkan melalui urutan 
konsensus serin/treonin (O-linked) dan Asn-X-Ser/Thr untuk 
glikosilasi N-linked (Chen dkk., 2017; Higel, Seidl, Sorgel, 
& Friess, 2016; Walsh & Jefferis, 2006). N- Glikosilasi salah 
satu modifikasi kritis pasca translasi yang berdampak pada 
pengaturan fungsi dan farmakokinetik (Chen dkk., 2017; 
Higel dkk., 2016). N-glikosilasi struktur antibodi dapat 
mempengaruhi stabilitas, fungsi dan farmakokinetik dan N- 
glikosilasi (N-oligosakarida) meningkatkan stabilitas dan 
fungsi transmembran pada permukaan mukosa (Higel et al., 
2016; Taniguchi dkk., 2017; Walsh & Jefferis, 2006).

b.	 Fosforilasi

Proses fosforilasi adalah dengan melampirkan gugus 
fosfat ke rantai samping asam amino dalam protein. Situs 
urutan umumnya terjadi pada serin, treonin, dan tirosin. 
Fosforilasi dikelola oleh reaksi silang protein kinase dan 
fosfatase dan memainkan peran penting dalam proses seluler 
yang memengaruhi komunikasi dan koordinasi sel (Deribe 
dkk., 2010). Terfosforilasi oleh tirosin terutama dilakukan 
untuk mengendalikan diferensiasi dan proliferasi melalui 
pengikatan pada reseptor transmembran (Deribe dkk., 2010; 
Ullrich & Schlessinger, 1990).

c.	 Metilasi

Metilasi adalah proses konjugasi metil ke situs lisin 
atau arginin. Modifikasi ini dapat mengubah struktur kromatin 
dan mempengaruhi perekrutan protein nonhistone. Metilasi 
memiliki fungsi untuk mengatur aktivitas p53. Muatan negatif 
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atau positif sesuai dengan situs dan tingkat metilasi (Kirmizis 
dkk., 2007; Kouzarides, 2007).

d.	 Ubiquitination

Ubiquitination adalah PTM yang unik karena protein 
kecil yang melekat dan dimodifikasi seperti pengubah seperti 
ubiquitin kecil (SUMO) dan protein seperti ubiquitin lainnya 
(UBL) (Deribe et al., 2010). Melampirkan ubiquitin melalui 
Lys63 memiliki fungsi untuk mengobati reseptor tumor 
necrosis factor-α (TNFR) dan DDR. Metionin-ubiquitin 
diindikasikan dapat mengaktifkan reseptor NF-κBdan TNFα 
(Rahighi dkk., 2009; Tokunaga dkk., 2009).

e.	 Hidroksilasi

Hidroksilasi adalah PTM yang paling sering ditemukan 
pada residu prolin dan lisin. Proses hidroksilasi dengan 
menambahkan gugus hidroksil merupakan modifikasi umum 
yang menghasilkan protein dan mesin penginderaan oksigen 
seluler (Deribe dkk., 2010; Kaelin, 2005).

f.	 Asetilasi

Asetilasi adalah proses dengan melampirkan gugus asil 
ke asam amino asparagin, glutamin, atau lisin. Gugus asetil 
menyisip melalui residu lisin ke dalam asam amino, dan 
muatannya bersifat netral yang mengubah aktivitas biologis. 
Asetilasi oleh histon pada ekor N-terminal mempengaruhi 
ekspresi gen (Deribe dkk., 2010; Strahl & Allis, 2000).

4.	 Deteksi Protein

Deteksi protein rekombinan diperlukan untuk mengi-
dentifikasi keberhasilan ekspresi. Western blot dan sodium dodecyl 
sulfate-polyacrylamide gel (SDS-PAGE) adalah metode yang 
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paling berguna untuk mendeteksi protein rekombinan. Prinsip 
umum dari metode ini adalah memisahkan protein berdasarkan 
muatannya dan memindahkan protein secara elektro ke membran. 
Metode ini tepat untuk memisahkan protein dalam kisaran berat 
molekul sekitar 10-200 kDa (Osborne & Brooks, 2006).

a.	 SDS-Page

SDS-PAGE adalah memigrasikan protein terkait 
muatan molekul dalam gel matriks dengan elektroforesis. 
Dengan Teknik ini bergantung pada berat molekul. SDS-
PAGE dapat diterapkan dalam kondisi pereduksi dan non-
pereduksi. Kondisi reduksi mengandung agen pereduksi yang 
memisahkan ikatan disulfida intrakain. Dengan pemanasan, 
protein akan terjadi denaturasi dan kemudian menyebabkan 
protein terbentang (linier), kemudian dilapisi oleh muatan 
negatif ion SDS.

Gel poliakrilamida terdiri dari dua lapisan, yaitu gel 
susun dan gel pemisah (gel utama). Gel susun biasanya 
menggunakan 3% (w/v) akrilamida, yang memiliki jaring-
jaring yang longgar dan memungkinkan semua massa protein 
bermigrasi. Kemudian, protein akan tertahan pada lapisan 
yang sama sebelum bermigrasi ke dalam gel pemisah. Di sisi 
lain, persentase akrilamida bergantung pada berat molekul 
protein. Persentase akrilamida 5-7,5% [b/v] memiliki pori-
pori yang besar, sehingga sesuai untuk protein dengan berat 
molekul yang cukup besar. Sebaliknya, protein kecil adalah 
persentase akrilamida sekitar 12,5-15% [b/v]. (Osborne & 
Brooks, 2006).
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b.	 Western Blot

Western blotting dimulai dengan memindahkan sampel 
ke dalam membran dan diperiksa dengan antibodi spesifik. 
Ada tiga jenis membran yang biasa digunakan untuk blotting, 
yaitu nitroselulosa, nilon, dan polivinilidena fluorida. Metode 
pemindahan dapat dibagi menjadi dua jenis; pemindahan 
basah (tank blotting) dan pemindahan semidry. Kedua metode 
ini berguna, tetapi transfer semidry lebih cepat dan lebih 
mudah. Setelah protein dimigrasikan ke membran, protein 
tersebut dapat dikembangkan dengan antibodi. Antibodi 
memiliki peluang untuk mengikat enzim lobak peroksidase, 
yang dibelah oleh agen chemiluminescent dan dideteksi 
oleh paparan fotografi. Pita sinyal sebanding dengan jumlah 
protein; oleh karena itu, dapat diandalkan untuk mengukur 
kuantitas protein.

Dengan metode ini, protein secara langsung berikatan 
dengan antibodi. Metode pelabelan langsung sederhana, 
lebih mudah, dan lebih cepat. Antibodi yang digunakan 
terhubung ke enzim pelapor horseradish peroksidase (HRP), 
yang dibelah oleh agen chemiluminescent dan diukur dengan 
pencahayaan dalam film fotografi. HRP dapat dikonjugasikan 
dengan substrat kromogenik (diaminobenzidin dan hidrogen 
peroksida, untuk menghasilkan pita berwarna cokelat tua pada 
latar belakang putih). Selain itu, bahkan dalam konsentrasi 
protein yang rendah, sensitivitasnya dapat ditingkatkan 
dengan mengkonjugasikannya dengan chemiluminescence 
yang ditingkatkan (Osborne & Brooks, 2006; Schneider, 
2013).
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c.	 Pemurnian Protein

Kromatografi adalah metode umum untuk pemurnian 
preparatif protein rekombinan. Metode pemurnian tergantung 
pada sifat-sifat target protein atau zat lain (Anonim, 2000; 
Burgess, 2009).

Tabel 2, Metode Pemurnian Protein Rekombinan

Metode Sifat-Sifat Protein

Kromatografi afinitas Pengenalan ligan spesifik 
(bispesifik atau nonspesifik)

Kromatografi pertukaran
ion Muatan protein

Filterasi gel Ukuran protein

Kromatografi afinitas ion
logam terimobilisasi Pemgikatan ion logam

d.	 Kromatografi Afinitas

Kromatografi afinitas (AC) memisahkan protein 
sesuai dengan interaksi reversibel dari ligan spesifik dalam 
matriks kromatografi. Kromatografi afinitas menawarkan 
resolusi tinggi dan selektif. Protein target adalah pengikatan 
komplementer yang dapat dibalik terhadap ligan. Percobaan 
dilakukan dalam kondisi yang dapat mendukung pengikatan 
pada ligan tertentu. Protein non-spesifik dicuci. Proses elusi 
dilakukan secara kompetitif ligan dengan mengubah pH, 
kekuatan ion, atau polaritas (Anonim, 2000; Burgess, 2009).

e.	 Kromatografi Pertukaran ion

Kromatografi penukar ion (IEX) memurnikan protein 
tergantung pada reaksi reversibel antara muatan protein dan 
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muatan yang berlawanan dari medium kromatografi. Partikel 
kromatografi penukar ion sesuai untuk diterapkan pada laju 
alir yang tinggi karena kinetika pengikatan yang cepat dan 
kaku. Umumnya, proses elusi menggunakan buffer yang 
meningkatkan konsentrasi garam atau pH secara gradien 
(Anonim, 2000; Burgess, 2009).

f.	 Filtrasi Gel

Filtrasi gel (GF) disebut kromatografi pengecualian 
ukuran. Filtrasi gel merupakan metode yang sederhana, 
dan dalam kondisi ringan yang memungkinkan pemisahan 
berdasarkan ukuran molekul. Selain itu, area sampel diperluas 
pada aliran yang dipikirkan dalam kolom; akibatnya, sampel 
akan diencerkan. Dalam persiapan filtrasi gel, resolusi 
maksimum dapat dikumpulkan sekitar 0,5-2% dari volume 
kolom, meskipun lebih dari 5% diperbolehkan untuk 
pemisahan. Peningkatan kapasitas terkonsentrasi (kurang dari 
70mg / ml) sebelum melakukan filtrasi gel. Viskositas yang 
tinggi mempengaruhi pelebaran pita dan mengurangi resolusi. 
Protein dielusi dengan larutan isokratik (buffer tunggal, tanpa 
gradien). Metode ini sesuai dengan sampel yang memiliki 
karakteristik seperti pH yang luas dan protein ionik. Media 
yang biasa digunakan, seperti co-factor, stabilizer, deterjen, 
urea, dan guanidin (Anonim, 2000; Burgess, 2009).

g.	 Kromatografi Afnitas ion Logam Termobilisasi

Kromatografi afinitas ion logam terimobilisasi (IMAC) 
sesuai dengan reaksi antara histidin (lainnya: triptofan dan 
sistein) protein dan ion logam divalen, misalnya, Ni2 +, 
Cu2 +, Zn2 +, Co2+ melalui ligan pengkelat. Protein yang 
ditandai dengan histidin memiliki afinitas tinggi karena 
terdiri dari beberapa residu histidin sekitar 6-10. Konsentrasi 
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imidazol yang rendah adalah kondisi kesetimbangan kolom. 
Ion imidazol yang tidak bergerak dapat melawan ligan. Oleh 
karena itu, sampel harus menyesuaikan dengan konsentrasi 
imidazol yang sama sebelum dimasukkan ke dalam kolom. 
Histidin dari protein yang menempel pada kolom dan 
menggantikan ligan imidazol. Protein non-spesifik dapat 
dipotong dengan konsentrasi imidazol yang rendah. Buffer 
elusi dapat digunakan satu langkah atau elusi gradien imidazol 
(100 hingga 500 mM) (Anonim, 2000; Burgess, 2009).

5.	 Produksi Dentin Matriks Protein – 1 (DMP1)

a.	 Karakteristik dari DMP1

Gen Dentin Matrix Protein 1 (DMP1) diisolasi dari 
manusia, tikus, dan tikus (Fisher dkk., 2001; Karen dkk., 
1997; Macdougall dkk., 2009; Seetha dkk., 2000). Urutan 
cDNA DMP1 telah menunjukkan bahwa gen manusia 
melibatkan kerangka pembacaan terbuka 1539 bp (Karen et 
al., 1997). CDNA dikategorikan menjadi 6 ekson yang terbagi 
menjadi 5 ekson kecil dengan ukuran 33 sampai 104 bp dan 
6 ekson besar yang terdiri dari 80% informasi genetik. Ekson 
2 berhubungan dengan asam amino untuk peptida sinyal dan 
ekson 5 dengan ukuran 45 bp akan disambung pada beberapa 
spesies. Intron 1 adalah bagian terbesar dengan ukuran 3791 
kb sampai ~6 kb dan membutuhkan ekspresi khusus dari 
DMP1. Intron lainnya kecil, sekitar 162-189 bp ((Ling dkk., 
2005; Lu dkk., 2007). 

rDMP1 pertama kali diisolasi dari dentin tikus. Itu 
terdeteksi oleh immunoblotting dan menunjukkan panjang 
penuh 53 kDa tanpa urutan modifikasi (George et al., 1993) . 
Sebaliknya, modifikasi rDMP1 diindikasikan sekitar 160-210 
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kDa setelah analisis immunoblotting dengan antibodi anti-
DMP1 (Butler dkk., 2009). Selain itu, DMP1 tikus (mDMP1) 
dianalisis dengan menggunakan antibodi anti-tikus DMP1 dan 
menunjukkan ukuran 130–150 kDa (Terasawa dkk., 2004). 
G glikosilasi tikus DMP1 telah ditunjukkan ukuran 89-180 
kDa (Sun dkk., 2015) . Berat molekul DMP1 yang berbeda 
disebabkan oleh modifikasi pasca-translasi, yang dapat 
meningkatkan berat molekul protein (Terasawa dkk., 2004). 
Fusi rekombinan rDMP1-GST dalam E. coli diproduksi dan 
dilakukan sekitar 90–95 kDa dalam analisis SDS-PAGE 
(Srinivasan dkk., 2009). Selanjutnya, DMP1 tikus rekombinan 
diekspresikan dalam bibit gandum atau E. coli yang terdeteksi 
dengan menggunakan immunoblotting dan diperiksa dengan 
DMP1 anti-tikus (Terasawa dkk., 2004). 

Protein full-length DMP1 diharapkan sebagai inisiator 
untuk memulai fragmentasi bentuk fungsional (Qin dkk., 2004) 
. Fragmen DMP1 merupakan fragmen pendek yang awalnya 
diisolasi dari tulang dan dentin. 37 kDa (residu asam amino 
1-334) dan 57 kDa masing-masing berasal dari terminal NH2 

dan terminal COOH (Gajjeraman dkk, 2007). Pada tulang, 
DMP1 muncul dalam 4 bentuk, yaitu 57 kDa C-terminal, 37 
kDa N-terminal core protein, glycosylated N-terminal core 
protein (DMP1-PG), dan full-length DMP1 (Qin dkk., 2007; 
Maciejewska dkk., 2009) . Proteolitik produk pembelahan 
DMP1 umumnya adalah fragmen N -terminal dan C-terminal. 
Namun, DMP1 tikus dibagi menjadi tiga domain potensial 
untuk pembelahan. 

Wilayah pertama disebut GA-domain di Ser 74, yang 
terhubung ke rantai glikosaminoglikan (GAG). Wilayah 
kedua adalah Val 157 -Gly 184 tikus yang mengandung situs 
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pembelahan primer ikatan peptida terminal NH 2 dari Asp 
181. Wilayah ketiga sesuai dengan Arg 449 -Tye 473, dari tikus 
DMP1 (Qin dkk., 2007; Feng dkk., 2006; Qin et al., 2003) 
. Selain itu, analisis fosfat dari DMP1 menunjukkan bahwa 
terdapat 12 dan 41 fosfat dalam fragmen 37 dan 57 kDa yang 
menyepakati fosforilasi protein. Akibatnya, DMP1 menjadi 
protein asam dengan titik isoelektrik 4,15 (Deshpande et al., 
2011; Qin dkk., 2003). DMP1 mengandung 473 asam amino 
yang dominan melibatkan residu asam amino seperti serin, 
asam glutamat, dan asam aspartat (George A dkk., 1993).

Residu DMP1 yang bersifat asam menyebabkan 
berfungsi sebagai mineralisasi dalam tulang. Studi sebelumnya 
melaporkan bahwa DMP1 mengandung empat domain asam 
seperti ESNES (376–380), ESQES (386–390), DSQDS 
(431–435), QESQSEQDS (414–422) yang dapat mengontrol 
kristalisasi (G. He dkk., 2003). Selain itu, DMP1 juga terdiri 
dari motif ASARM (serin asam dan motif kaya aspirat). Motif 
ASARM memiliki efek penting dalam mengatur aktivitas 
protein (Rowe dkk., 2004; Staines dkk., 2012) . Dalam urutan 
DMP1, motif ASARM terlokalisasi di fragmen terminal 
COOH (Martin dkk.,. 2008). Di sisi lain, DMP1 mengandung 
domain RGD (arginine-glycine-aspartic acid) yang penting, 
yang mendorong pengikatan sel ke sel dan target spesifik 
jaringan dan kemudian mengaktifkan jalur pensinyalan 
(Butler dkk., 2009; Eapen dkk., Domain RGD berada di 
tengah fragmen 57 kDa (Qin et al., 2004; Qin dkk., 2003). 
Residu dan domain protein DMP1 berfungsi multifungsi 
sebagai mineralisasi pada tulang dan gigi.
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b.	 Fungsi DMP1

DMP1 dapat mengatur mineralisasi melalui nukleator 
hidroksiapatit, diferensiasi osteogenik dan mekanisme 
homeostasis fosfat ( Qin dkk., 2007; Feng dkk., 2006; Gibson 
dkk., 2013; Nishino dkk., 2017).

c.	 Pembentukan Hidroksiapatif

DMP1 melakukan regulasi pembentukan hidroksiapatit 
(HA) dan pertumbuhan kristal (Tartaix dkk., 2004) . DMP1 
dapat menginisiasi pembentukan hidroksiapatit dengan 
multiproses, yang dimulai dengan mengikat ion kalsium, 
menghasilkan deposisi mineral, mengendapkan nukleat amorf 
kalsium fosfat, dan membentuk nanokristal. Setelah itu, ini 
meluas dan bersatu menjadi kristal mikro yang memanjang ke 
arah sumbu-C (He, 2003).

Formasi kristal kalsium fosfat berada di bawah 
pengaturan domain asam DMP1. Dimana situs asam rakitan 
sendiri ke templat lembar beta diinginkan untuk menginduksi 
biomineral. Supramolekul DMP1 merangsang nukleasi kristal. 
Kemudian, ia mengatur langkah transisi pengendapan kalsium 
fosfat menjadi karbonat apatit (He dkk., 2005; He dkk., 
2003) . Panjang penuh dan C-terminal DMP1 tikus asli dapat 
meningkatkan nukleasi hidroksiapatit dengan keberadaan 
kolagen I (Gajjeraman dkk., 2007; Tartaix dkk., 2004) . Selain 
itu, DMP1 memiliki dua domain gugus asam yang dapat 
berinteraksi dengan kolagen tipe I di wilayah N-telopeptida, 
yang mengindikasikan pembentukan fibrogenesis kolagen 
(George dkk., 2008; He dkk., 2003) .

Domainnya adalah DSESSEEDR (249-357) di terminal 
C dan SEENRDSDSQDSSR (424-437) di akhir DMP1 (He et 
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al., 2008). Berdasarkan studi mutagenesis yang diarahkan ke 
situs, telah dikonfirmasi tentang domain perlekatan kolagen. 
Studi in vitro, DMP1 meningkatkan pembentukan fibril 
kolagen dan meningkatkan diameter fibril kolagen. Selain 
itu, DMP1 yang menempel pada situs kolagen diindikasikan 
sebagai endapan kalsium dan hidroksiapatit (He dkk., 2003; 
He dkk., 2004) . Peptida lain dari DMP1 DSESSEEDR- Ahx 
-ESQES (1,726 kDa) dan DSESSEEDR- Ahx -QESQSEQDS 
(2,185) telah dilaporkan. Domain-domain ini mengikat secara 
khusus ke tempat pengikatan kolagen dan pengikatan kalsium. 
Mereka telah ditunjukkan regulasi pengendapan mineral dan 
pembentukan hidroksiapatit saat paparan fisiologis terhadap 
kalsium dan fosfat (Padovano dkk., 2015).

Di sisi lain, 57 kDa COOH-terminal menunjukkan 
aktivitas nukleator hidroksiapatit dan mengendalikan sel 
diferensiasi dengan menargetkan dan mengikat antara 
nukleus atau integrin permukaan sel seperti reseptor CD44 
(Gajjeraman dkk., 2007). Pengikatan antara DMP1 dan 
reseptor permukaan sel GRP78 sangat menarik karena aksi 
melindungi stres, penipisan ER Ca2+ dan agregasi protein un-
glikosilasi (Eapen et al., 2010; Lien, Kung, Lu, Jeng, & Chau, 
2008) . Keberadaan DMP1 dapat meningkatkan self-assembly 
kalsium menjadi pembentuk filamen (He dkk., 2004) .

d.	 Deferensiasi Osteogenesis

DMP1 merangsang migrasi, regulasi, diferensiasi 
dentin, dan sel tulang (Widbiller dkk., 2018). DMP1 
menginduksi gen penanda osteogenik dalam nukleus, seperti 
alkaline phosphate (ALP) dan faktor transkripsi terkait runt 
2 (Runx2), dan osteocalcin ( Gulseren dkk., 2015; He dkk., 
2005; Eapen dkk., 2010). Mereka mengatur mineralisasi 
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melalui mekanisme lokal dan sistemik untuk mempromosikan 
jalur pensinyalan dalam regenerasi tulang (Feng dkk., 2006; 
Qin dkk., 2004). Selain itu, DMP1 memiliki domain RGD 
untuk mempromosikan adhesi sel (George dkk., 1993; 
Terasawa dkk., 2004) dan membedakan sel-sel tulang dengan 
mengikat kolagen IV, fibronektin, dan protein vitronektin, 
yang mengaktifkan jalur pensinyalan (Butler dkk., 2009; 
George dkk., 1993; Terasawa dkk., 2004). 

Selanjutnya, DMP1 dapat berinteraksi dengan reseptor 
αβ v3 dan CD44 untuk mengontrol diferensiasi sel (Gulseren 
dkk., 2015; Srinivasan dkk., 2009) . Selanjutnya, DMP1 
dapat mengontrol diferensiasi sel odontoblas dan osteoblas 
(Lu dkk., 2007) . DMP1 menunjukkan diferensiasi sel 
induk endometrium. Efek osteogenik juga telah ditunjukkan 
pada sel induk folikel gigi (DFSCs)  dkk., 2015) . Dengan 
demikian, DMP1 rekombinan dalam E. coli dapat mendorong 
diferensiasi preosteoblas calvaria tikus (MC3T3-E1) dan sel 
C3H10T1/2 dengan menginduksi gen run2x dan osteokalsin. 
Hasil ini juga menegaskan efek diferensiasi osteogenik dari 
DMP1 melalui pengikatan RGD-integrin untuk mengaktifkan 
jalur signal-regulated kinase (ERK)-MAPK (Eapen dkk, 
2010; Eapen dkk., 2011).

Selanjutnya, diferensiasi osteogenik sel dapat diatur 
melalui pensinyalan kalsium. Eapen et al. mengusulkan 
bahwa DMP1 dapat meningkatkan kalsium dalam sistolik 
yang memfasilitasi hilir stres seluler. Kondisi ini melibatkan 
pengaturan kalsium dan mengaktifkan diferensiasi osteoblas 
terkait p38 MAPK yang diinduksi stres. Selain itu, pengikatan 
antara GRP78 dan DMP1 menginduksi pelepasan dan 
akumulasi ER2Ca2+, kemudian mengaktifkan jalur MAPKs 
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p38. Selanjutnya, aktivasi p38 MAPK mentranslokasi nukleus 
untuk mengatur transkripsi modulator diferensiasi sel, seperti 
Run2x pada perkembangan embrionik (Eapen dkk., 2010) .

e.	 Homeostatis Fosfat

Temuan baru DMP1 dapat mengontrol homeostasis 
anorganik fosfat (Pi) melalui Fibroblast Growth Factor 
23 (FGF23) (Feng dkk., 2006; Lorenz-Depiereux dkk., 
2006) . FGF23 adalah hormon yang terutama disekresikan 
oleh osteosit dan osteoblas di tulang. Ini ditargetkan di 
ginjal dan memperluas fungsi organ endokrin tulang dalam 
regulasi homeostatis Pi (Gattineni et al., 2009) . Hemostatik 
fosfat menunjukkan kematangan osteoblas dan osteosit. 
Studi sebelumnya menunjukkan bahwa defisiensi DMP1 
menyebabkan peningkatan mRNA FGF23 dalam osteosit 
(Feng dkk., 2006) . Terkait dengan penelitian sebelumnya 
menunjukkan bahwa FGF 23 meningkat pada osteosit nol 
DMP1 yang mengarah ke homeostasis Pi di tulang (Lin 
dkk., 2015; Quarles, 2012) . Rupanya, peningkatan tajam ini 
kemungkinan besar disebabkan oleh cacat pada pematangan 
osteoblas menjadi osteosit. Terminal-C 57 kDa memainkan 
peran kunci dalam mempertahankan homeostasis fosfat 
melalui pengaturan ekspresi FGF23 dalam tulang (Lu dkk., 
2011) .

Di sisi lain, studi tikus nol DMP1 dan mutasi DMP1 
pada pasien menunjukkan bahwa FGF23 secara signifikan 
diregulasi dalam osteosit, yang dilepaskan ke dalam sirkulasi 
melalui hubungan antara osteosit dan pembuluh darah, 
yang menyebabkan peningkatan FGF23 dalam serum dan 
hipofosfatemia berikutnya. Secara khusus, hibridisasi in situ 
(mengukur kadar mRNA) atau imunohistokimia (mengukur 
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kadar protein), mengungkapkan bahwa kadar FGF23 pada 
osteosit kontrol jauh lebih rendah daripada pada osteoblas, 
menunjukkan mekanisme pengaturan diferensial untuk 
FGF23 dalam sel tulang sehat versus kondisi penyakit. 
Penemuan peningkatan kadar FGF23 dalam osteosit nol 
DMP1 menunjukkan bahwa tulang adalah organ endokrin 
yang mengatur homeostasis fosfat (Lin dkk., 2015; Feng dkk., 
2006).

Berdasarkan fungsi DMP1 yang sangat berpotensi 
menginduksi atau mempromosikan sel-sel untuk pembentukan 
tulang. Oleh karena itu, DMP1 dapat digunakan untuk 
mengobati penyakit tulang yang disebabkan oleh kerusakan 
atau kecelakaan seperti aplikasi pada rekayasa jaringan tulang. 
Akibatnya, DMP1 perlu diproduksi untuk mengembangkan 
rekayasa jaringan.

f.	 Sumber DMP1

Sebagian besar DMP1 diisolasi dari hewan atau 
manusia. Namun, jumlah DMP1 yang terbatas dalam 
jaringan membuatnya sulit untuk diisolasi. Selain itu, DMP1 
tidak mudah dimurnikan dari NCP lain di dalam jaringan. 
Namun, penelitian sebelumnya melaporkan ekspresi rDMP1 
rekombinan pada E. coli (Srinivasan dkk., 2009) . Oleh karena 
itu, teknik protein rekombinan dapat menjadi solusi untuk 
menghasilkan protein hDMP1 dalam sistem yang baik.

g.	 Bahan

(1)	 Gen

Urutan asam amino hDMP1 (Gene ID: 1758) dengan 
tag 8xHis pada C-terminus disintesis oleh Bioneer Corp 
(Bioneer Corp, Korea Selatan).
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(2)	 Enzim s

Enzim restriksi EcoR I (New England BioLabs, AS)
Enzim restriksi Xba I (New England BioLabs, AS)
Enzim restriksi Sac I (New England BioLabs, USA)
Taq DNA- Polimerase (Promega, AS)
Pfu DNA- Polimerase (Promega, AS)
T4-DNA Ligase (Promega, AS)

(3)	 Plasmid s

pET-22 b( +) digunakan untuk ekspresi dalam sistem 
bakteri (E. coli strain Rosetta).

Gambar 1. pET-22 b( +) vektor

(4)	 Vektor pBYR2e

Vektor pBYR2e (bean yellow dwarf virus) digunakan 
untuk ekspresi dalam N. benthamiana.
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Gambar 2. Vektor pBYR2e

(5)	 pGEM -T Vektor

Vektor pEM -T digunakan untuk mengkloning produk 
PCR. Vektor pGEM -T nomor salinan tinggi mengandung 
promotor T7 dan SP6 RNA polimerase yang mengapit 
daerah kloning ganda dalam daerah pengkodean peptida 
α dari enzim β -galactosidase.

Gambar 3. pGEM -T vektor
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(6)	 Kit Biologi Molekuler

Ekstraksi Plasmid (Bioneer Corp, Korea Selatan)
Gel elusi (Bioneer Corp, Korea Selatan)
DMP1 ELISA Kit (ThermoFisher Scientific, USA)

(7)	 Kimia s

Akrilamida 30% ( Himedia, India), Ampisilin (Reagen 
ITW, Jerman), kanamisin (Bio basic, AS), gentamisin 
(Reagen ITW, Jerman), rifampisin (Thermo Fisher 
Scientific, AS), 2-(N-morpholino), asam etanasulfonat 
(MES) (Reagen ITW, Jerman), magnesium sulfat 
(Merck, USA), tris ( Vivantis, Malaysia), natrium chorid, 
imidazole (Affymetrix, Jerman), amonium sulfat (Merck, 
USA), filter jarum suntik 0,45 µm (Sigma-Aldrich, 
Jerman), kolom afinitas Ni-NTA (Qiagen Gmbh, Jerman), 
sodium dodecyl sulphate (SDS) (Himedia, India), β - 
mercaptoethanol, bromophenol blue (Sigma-Aldrich, 
USA), coomassie Brilliant Blue R250 ( Reagen ITW, 
Jerman), metanol (Honeywell, AS), asam nitrat ( Qrec, 
Selandia Baru ), amonium persulfat (Merck, AS), membran 
nitroselulosa (ThermoFisher Scientific, AS), Enhanced 
Chemiluminescence (ECL) (GE Healthcare, UK), MTT 
(3-[4,5-dimethylthiazole-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium 
bromide) (USB Corporation, AS), glisin, Dimetil 
sulfoksida (DMSO) ( Term oFisher Scientific, USA), 
dexamethasone, ascorbic acid, alizarin red S staining 
solution (Sigma-Aldrich, St. Louis), gliserol, isopropyl-
bD-thiogalactopyranoside (IPTG) (Bio Basic, Canada), 
DNA- leadder (Vivantis, Malaisya ), standar protein ( 
Bio-rad, AS), hDMP1 komersial (R&D systems Inc, AS), 
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filter jarum suntik 0,45 mm (Sigma-Aldrich, Jerman), 
Coomassie Brilliant Blue R250 (ITW Reagents, Jerman).

(8)	 Bakteri

Strain E. coli DH10B
E. coli Rosetta (DE3)
Agrobacterium tumefaciens strain GV3101

(9)	 Antibodi

HRP-conjugated goat anti-His antibody (Abcam, UK)
Antibodi DMP1 anti-manusia kelinci (Abcam, UK)
Antibodi IgG anti-kelinci kambing terkonjugasi HRP 
(Jackson Immuno Research, USA).

10)	Perangkat Lunak

GambarJ
GraphPad Prism 7.0
Expasi
Jarum timbul

11)	Tembakau (Nicotiana benthamiana)

N. benthamiana ditanam di tanah selama kurang lebih 10 
hari. Setelah tumbuh, tanaman tembakau dipindahkan ke 
dalam pot. Tanaman tembakau ditanam pada suhu kamar 
(28o C) di bawah cahaya putih. Tembakau disiram 2-3 
kali seminggu. Tanaman tembakau akan siap digunakan 
setelah 6-8 minggu.

12)	hPDLSC_(Sel Induk Ligamen Periodontal Manusia)

Sel-sel ligamen periodontal dibentuk dari jaringan 
ligamen periodontal yang diperoleh dari impaksi 
molar bawah yang diekstraksi untuk alasan ortodontik 
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di Departemen Bedah, Fakultas Kedokteran Gigi, 
Universitas Chulalongkorn. Penelitian ini telah disetujui 
oleh dewan etika subjek manusia Fakultas Kedokteran 
Gigi, Universitas Chulalongkorn, dan dilakukan pada 
Deklarasi Helsinki tahun 1975, sebagaimana direvisi pada 
tahun 2013. Berdasarkan laporan sebelumnya (Osathanon 
dkk., 2013), hPDLSC adalah terpencil. Kemudian, sel-sel 
tersebut dibiakkan dan tumbuh dalam medium Dulbecco 
yang dimodifikasi Eagle’s yang dilengkapi dengan 10% 
serum janin sapi, 2 mM L-glutamin, 100 U/ml penisilin, 
100 ug/ml streptomisin dan 5 ug/ml amfoterisin B. Setelah 
pertemuan, sel dipisahkan dengan 0,25% trypsin-EDTA 
dan disubkultur dengan perbandingan 1:3. Sel-sel dari 
bagian ketiga hingga kelima digunakan dalam percobaan.
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1.	 Kloning

Gen hDMP1 diamplifikasi dengan primer 
(F:5’ CTCGAGATCTAGAATGGCTAACA-
AGCACCTCTCATTGTCTCTCTTCC 3’ dan 
R: 5’ GAGCTCTTAATGATGGTGATGGTG-
GTGATGATGATAGCCGTCTTGGCAGTC 
3’). Jadi, dimasukkan ke dalam gel agarosa 1%. 
Ukuran yang diharapkan sekitar 1654 bp dipo-
tong dan diencerkan dengan kit gel elusi. Se-
lanjutnya, produk PCR diligasi dengan pGEM 
-T dan diubah menjadi E. coli DH10B. Koloni 
penyisipan dikultur dan diekstraksi plasmid un-
tuk memeriksa urutannya.

a.	 pET22b-hDMP1

Gen hDMP1 diligasi ke dalam vek-
tor ekspresi pET22b dengan menggunakan 
enzim restriksi EcoR I dan Sac I. pET22b-
hDMP1 diubah menjadi E. coli DH10B 
dengan menggunakan metode kejut panas 
Froger & Hall, 2007). Kemudian kolo-
ni insersi ditentukan dengan PCR dan di-
kulturkan pada media Luria Bertani (LB) 
yang ditambah dengan ampisilin 100 mg/
mL pada suhu 37oC semalam. Selanjutnya 
pET22b-hDMP1 ditransformasikan men-
jadi E. coli Strain Rosetta dengan meng-
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gunakan metode kejut panas (Froger & Hall, 2007). Koloni 
insersi ditentukan dengan PCR.

Tabel 3. Kondisi termosiklus untuk koloni kondisi PCR koloni

Langkah 1 Suhu Waktu Siklus

Denaturasi 94 o C 2 menit 1

Denaturasi 94 o C 2 detik
30Anil 54 o C 1 mnt

Perpanjangan 72 o C 1-3 mnt

Ekstensi 
terakhir

72 o C 7 mnt 1

b.	 pBRY2e-hDMP1

Pengkodean hDMP1 diikat ke dalam vektor ekspresi 
pBYR2e dengan menggunakan enzim restriksi Xho I dan Sac 
I. PBYR2e-hDMP1 diubah menjadi E. coli DH10B dengan 
menggunakan metode kejut panas (Froger & Hall, 2007). 
Koloni terpilih ditentukan dengan PCR dan dibiakkan dalam 
media Luria Bertani (LB) yang ditambah kanamisin 50 mg/ml 
pada suhu 37 o C semalam. PBYR2e-hDMP1 ditransformasikan 
menjadi strain Agrobacterium tumefaciens GV3101 dengan 
menggunakan metode elektroporasi (Yoshihisa Oda YN 
& Fukuda, 2018). Bakteri ditumbuhkan pada media agar 
(mengandung kanamisin 50 mg/ml, gentamisin 50 mg/ml, 
dan rifampisin 50 mg/ml) pada suhu 28oC selama 2 hari. 
Kemudian, koloni insersi dipilih dengan menggunakan PCR.
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2.	 Ekspresi dan Optimalisasi hDMP1 Rekombinan

a.	 E. coli- menghasilkan hDMP1

Bakteri E. coli strain Rosetta dibiakkan pada media 
Luria Bertani (LB) dengan pemberian ampisilin 100 mg/L 
pada suhu 37oC semalam. Kemudian disubkultur hingga 
optical density 600 nm (OD600) sekitar 0,4. Kemudian 
ditambahkan isopropyl- β -D- thiogalactopyranoside (IPTG) 
untuk menginduksi ekspresi protein dengan konsentrasi akhir 
0,2, 0,5, dan 1 mM. Bakteri diinkubasi pada suhu 28oC atau 
37oC pada rotary shaker dengan kecepatan 200 rpm. Sel 
dipanen setiap 2, 4, dan 6 jam setelah induksi. Level ekspresi 
ditentukan dengan analisis western blot.

b.	 Nicotiana Benthamiana -memproduksi hDMP1

Koloni insersi Agrobacterium GV3101 dikultur pada 
media LB yang disuplementasi dengan kanamisin 50 mg/ml, 
gentamisin 50 mg/ml, dan rifampisin 50 mg/ml pada suhu 28oC 
semalam. Kultur bakteri dikumpulkan dengan sentrifugasi 
pada 4000 g selama 15 menit. Kemudian pelet disuspensi 
dengan buffer infiltrasi. Kultur Agrobacterium dengan 
berbagai OD (0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, dan 1) diinfiltrasikan ke 
dalam N. benthamiana menggunakan vakum dengan metode 
transien. Daun dipanen 1, 2, 3, 4, dan 5 hari pasca infiltrasi 
(dpi). Level ekspresi ditentukan dengan analisis western blot.

3.	 Pemurnian hDMP1 Rekombinan

a.	 Pemurnian hDMP1 yang Diproduksi oleh E. coli

Kultur bakteri dikumpulkan dengan sentrifugasi pada 
4.000 g selama 10 menit. Setelah itu, pelet disuspensi dengan 
buffer ekstraksi dan dipecah selnya dengan menggunakan 
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ultrasonik lisis. Larutan disentrifugasi pada 6.000 g selama 
30 menit. Supernatan disaring dengan filter jarum suntik 0,45 
µm dan dimuat ke kolom afinitas Ni-NTA. Selanjutnya kolom 
dicuci dengan washing dan dielusi dengan buffer elusi.

b.	 Pemurnian N. benthamiana -produksi hDMP1

Daun infiltrasi N. benthamiana dihaluskan dan 
diekstraksi dengan buffer Imac 5. Setelah itu, disentrifugasi 
dengan kecepatan 15000 rpm selama 30 menit. Kemudian, 
protein rubisco dihilangkan dengan menggunakan pengendapan 
dengan amonium sulfat (Burgess, 2009). Amonium sulfat 
ditambahkan ke dalam larutan (35%), diaduk selama 30 menit 
di atas es, kemudian disentrifugasi pada 4000 g selama 30 
menit. Kemudian supernatan ditambahkan amonium sulfat 
(80%), diaduk selama 30 menit dan disentrifugasi pada 4000 g 
selama 30 menit. Pelet disuspensi dengan buffer ekstraksi dan 
disaring dengan menggunakan spuit 0,45 µm. Selanjutnya, 
dimuat ke kolom afinitas Ni-NTA. Kolom dicuci dengan bufer 
pencuci dan dielusi dengan bufer elusi.

4.	 Analisis SDS Page

Gel akrilamida 10% digunakan untuk memisahkan protein. 
Sampel disuspensi dalam kondisi reduksi buffer-Z dan dipanaskan 
pada suhu 95oC selama 5 menit. Sebanyak 40 µl dimasukkan ke 
dalam gel. Selanjutnya protein dipisahkan dengan menggunakan 
elektroporasi 100 volt. Protein dianalisis dengan pewarnaan 
dengan Coomassie brilliant blue selama semalam dan dilanjutkan 
dengan distaining dengan buffer destain. Presisi plus standar 
protein digunakan sebagai referensi ukuran protein (10-250 kDa).
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5.	 Analisis Western Blot

Protein pada gel akrilamida dipindahkan ke membran 
nitroselulosa dengan menggunakan elektroporasi pada 100 volt 
selama 2 jam. Kemudian dilanjutkan dengan memblokir protein 
non spesifik dengan susu skim 5% dalam buffer 1xTBS. Setelah 
1 jam, membran diinkubasi dengan antibodi HRP-conjugated 
goat anti-his dan rabbit anti-DMP1 (HRP-conjugated goat anti-
rabbit) yang diencerkan dalam susu skim 3% dalam 1x TBS pada 
1 : 5000. Buffer TBST sebanyak tiga kali digunakan untuk mencuci 
membran. Membran diperiksa dengan substrat ECL (enhanced 
chemiluminescence) untuk mendeteksi.

6.	 Kuatifikasi Protein

Ekstrak mentah dari protein hDMP1 rekombinan ditentukan 
dengan metode Enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA). 
hDMP1 rekombinan komersial digunakan sebagai standar dengan 
berbagai konsentrasi. Prosedur berdasarkan manual Kit ELISA 
hDMP1 (ThermoFisher Scientific, USA). Absorbansi diukur 
dengan menggunakan microplate reader pada panjang gelombang 
450 nm.

7.	 Protokol Pelapisan DMP1

Sebelum menguji aktivitas protein hDMP1 rekombinan, 
sumuran dilapisi dengan mengikuti protokol. Sumur dilapisi 
dengan dopamin selama 6 jam. Setelah itu, sumuran dicuci 
dengan menggunakan buffer PBS dan dilapisi dengan protein 
hDMP1 rekombinan selama satu malam. Kemudian, sebanyak 
50.000 sel hPDLSCs disemaikan ke dalam masing-masing sumur. 
Selanjutnya, sel-sel hPDLSC diinkubasi dan dirawat untuk 
mengikuti protokol pengujian.
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8.	 Uji Proliferesi

Pelat 12 sumur dilapisi dengan protein hDMP1 rekombinan 
(1 dan 2 µ g/ml) selama semalam. hPDLSC diunggulkan dengan 
kepadatan 50.000 sel per sumur dalam pelat 24 sumur . Sel-sel 
dikultur pada DMP1 selama 24 dan 72 jam. Sel-sel dinilai untuk 
vitalitas sel dengan thiazolyl blue tetrazolium bromide. Kemudian 
500 µ l larutan MTT (0,5 mg/ml) ditambahkan ke dalam masing-
masing well, dilanjutkan dengan inkubasi selama 30 menit 
pada suhu 37°C untuk memungkinkan terbentuknya formazan. 
Kemudian ditambahkan 500 µl buffer Glycine: DMSO (1:9) untuk 
melarutkan kristal formazan. Mengukur absorbansi dilakukan 
pada 570 nm dalam pembaca pelat mikro.

9.	 Ekspresi Osteogenik

Sumur diinkubasi dengan DMP1 (0,5, 1, dan 2 µl /ml) 
semalaman. Kemudian, hPDLSC dengan kepadatan 50.000 
diunggulkan ke dalam sumur dan diinkubasi selama tiga hari. 
Total RNA diekstraksi dengan menggunakan reagen Isol -RNA 
Lysis, dan 1 µg/ml RNA per sampel diubah menjadi cDNA 
menggunakan kit reverse transcriptase. RT-PCR kuantitatif 
dilakukan menggunakan mesin reaksi berantai polimerase real-
time Lightcycler Nano. Primer ALP, BMP2, CBFA1, COL1, OPN, 
OSX, WNT3a (Tabel 4) digunakan untuk protokol ini, dan kondisi 
RT-PCR diatur pada denaturasi pada 94 °C selama 10 menit, pada 
60 °C selama 10 detik untuk anil, dan ekstensi pada 72 °C selama 
10 detik selama 45 siklus.
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Tabel 4. Primer RT-PCR untuk ekspresi gen spesifik diferensiasi

Gen Urutan Referensi

PUNCAK 
GUNUNG

F: 5' CGAGATACAAGCACTC-
CCACTTC 3'
R: 5' CTGTTCAGCTCGTACTG-
CATGTC 3'

NM000478.3

CBFA1 F: 5' ATGATGACACTGC-
CACCTCTGA 3'
R: 5' GGCTGGATAGTGCATTC-
GTG 3'

NM001024630.3

COL1 F: 5' GTGCTAAAGGTGCCAAT-
GGT 3'
R: 5' ACCAGGTTCACCGCTGT-
TAC 3'

NM000088.3

OSX F: 5' GCCAGAAGCTGT-
GAAACCTC 3'
R: 5' GCTGCAAGCTCTCCATA-
ACC 3'

NM001300837.1

OPN F: 5' AGGAGGAGGCAGAGCACA 
3'
R: 5' CTGGTATGGCACAGGT-
GATG 3'

NM001040060.1

WNT3a F: 5' CTGTTGGGCCACAGTAT-
TCC 3'
R: 5' GGGCATGATCTCCACG-
TAGT 3'

NM033131.3

BMP2 F; 5'CTCAGCGAGTTTGAGTT-
GAGG 3'
R; 5'GGTACAGGTCGAG-
CATATAGGG 3'

NM-017178.1
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10.	 Uji Klasifikasi

Sumur diinkubasi dengan hDMP1 rekombinan (2 µl/ml) 
selama semalam. hPDLSC diunggulkan dengan 50.000 sel per 
sumur dalam Serum-Free Media (SFM) dan diinkubasi selama 
4-6 jam. Sel-sel diubah menjadi Osteogenic Medium (OM) dan 
General Medium (GM) untuk kontrol. Mereka diinkubasi selama 
14 hari, kemudian difiksasi dengan metanol selama 10 menit. 
Setelah dicuci dengan air deionisasi, sel diwarnai dengan larutan 
S merah alizarin 1% pada suhu kamar. Setiap spesimen dicuci 
dengan air deionisasi dan dikeringkan.

11.	 Analisis Data

Percobaan dilakukan dalam tiga ulangan. Analisis statistik 
dilakukan dengan Graph Pad 7 dan one-way ANOVA (*: p<0.05, 
* *: p< 0.01).
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HASIL DAN PEMBAHASAN
1.	 Optimalisasi Kodon dan Sisntesis Gen

Urutan asam amino dari hDMP1 (ID 
Gen: 1758) dengan tag 8xHis pada ujung C 
dioptimalkan secara in silico untuk penggunaan 
kodon yang lebih disukai pada N. benthamiana 
dan disintesis oleh Bioneer Corp (Korea Selatan) 
(Gambar 4). Panjang penuh gen hDMP1 
mengandung asam nukleotida 1674 bp dan 
549 asam amino, termasuk sekuen modifikasi 
seperti tag poli-histidin (8x-Histidin). Tag poli-
histidin memiliki fungsi untuk mendeteksi 
dan memurnikan protein. Deteksi tag histidin 
diperiksa dengan antibodi anti-histidin. Selain 
itu, hDMP1 dapat dideteksi dengan antibodi 
spesifik anti human DMP1. Tag poli-histidin 
sesuai untuk dimurnikan dengan kolom nikel 
(Knecht dkk., 2009).
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Gambar 4. Asam nukleotida dan urutan asam amino yang 
disimpulkan dari hDMP1

2.	 hDMP1 yang diproduksi Eschericia coli

a.	 Kloning pET22b-hDMP1

Kloning adalah proses menghasilkan salinan yang 
identik secara genetik dari sebuah sel atau organisme (Howe 
C, 2007). Setelah optimasi kodon gen hDMP1, gen tersebut 
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diamplifikasi dengan PCR (Gambar 5). Kemudian, gen 
hDMP1 diligasi ke dalam vektor mudah pGEM-T untuk 
memeriksa urutannya. Plasmid yang benar dikloning ke dalam 
E. coli strain DH10B (Gambar 6). E. coli DH10B adalah 
inang yang paling berguna untuk kloning. Ini telah direkayasa 
untuk pembangunan perpustakaan DNA yang besar. E. coli 
DH10B memiliki efisiensi yang tinggi untuk mentransformasi 
dan memelihara plasmid yang besar.

Gambar 5. Produk PCR dari amplifikasi hDMP1 
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Gambar 6. Elektroforesis gel agarosa dari koloni PCR pGEMT-
hDMP1 dari E. coli DH10B

Selanjutnya, urutan yang benar dari plasmid pGEMT-
hDMP1 dipotong dengan menggunakan enzim restriksi 
EcoRI dan SacI (Gambar 7) dan diligasi ke vektor ekspresi. 
Dalam percobaan ini, kami menggunakan vektor pET22b 
yang sesuai untuk diekspresikan dalam sistem prokariotik 
(Shafee & Lowe, 2017). Gen hDMP1 diligasi ke vektor 
pET22b (Gambar 8). Vektor pET sangat digunakan untuk 
memproduksi protein rekombinan pada E. coli. Plasmid ini 
memiliki banyak situs restriksi yang umum, tidak hanya di 
depan promotor T7 tetapi juga di tempat lain. 

Selain itu, plasmid ini memiliki jumlah salinan 
yang sedang (~20-25 per sel) yang dapat mencegah hal-
hal aneh terjadi karena jumlah salinan yang terlalu tinggi 
atau terlalu rendah. Vektor pET mengandung promoter T7, 
yang merupakan salah satu promoter terkuat yang dapat 
menghasilkan protein dalam jumlah besar (Pan SH dkk., 
2000; Rosano & Ceccarelli, 2014; Riggs PD, 2018). Sebagai 
konsekuensinya, promotor T7 dapat sepenuhnya menginduksi 
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sumber daya sel untuk ekspresi gen target (Sadeghi dkk., 
2007). Selanjutnya, pET22b-hDMP1 dikloning ke dalam 
E. coli DH10B. Selanjutnya, plasmid pET22b-hDMP1 
ditransformasikan ke dalam E. coli strain Rosetta untuk 
diekspresikan (Gambar 7).

Gambar 7. Elektroforesis gel agarosa dari restriksi 
hDMP1-pGEM-T

Gambar 8. Peta vektor dari pET22b-hDMP1
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Gambar 9. Elektroforesis gel agarosa dari koloni 
PCR pET22b-hDMP1 dari E. coli DH10B

Gambar 10. Elektroforesis gel agarosa dari koloni PCR 
pET22b-hDMP1 dari E. coli strain Rosetta
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b.	 Ekspresi hDMP1 rekombinan

Beberapa strain E. coli telah direkayasa sebagai 
sistem ekspresi untuk protein rekombinan. Namun, E. coli 
strain Rosetta merupakan inang yang cocok untuk ekspresi 
gen prokariotik (Novy, 2001) yang sekarang menjadi salah 
satu strain E. coli yang paling banyak digunakan untuk 
memproduksi protein rekombinan. E. coli strain Rosetta 
mengandung RNA polimerase, yang digerakkan oleh ekspresi 
gen yang mengkode protein target dan mentranskripsi delapan 
kali lebih cepat daripada RNA polimerase E. coli. T7 RNA 
polimerase secara khusus mengenali promotor T7, yang 
mendorong ekspresi gen target dari plasmid (Baumgarten T 
dkk., 2018; Rosano GL, dkk., 2014). Oleh karena itu, kami 
menggunakan E. coli strain Rosetta untuk memproduksi 
hDMP1.

Dalam penelitian ini, ekspresi protein pada E. coli 
dilakukan dengan menggunakan western blotting dalam 
kondisi reduksi dan diperiksa dengan anti-histidin terkonjugasi-
HRP (Gambar 11) dan antibodi anti-manusia DMP1 dan 
antibodi anti-kelinci IgG terkonjugasi-HRP. Ekspresi tersebut 
dibandingkan dengan sel E. coli Rosetta yang tidak diinduksi 
dan tidak diobati (tanpa gen penyisipan). Angka-angka ini 
menunjukkan dua pita dengan ukuran molekul sekitar 60 kDa 
dan 120 kDa, dan tidak diinduksi menunjukkan rendahnya 
ekspresi protein hDMP1. Namun, urutan hDMP1 diprediksi 
berukuran sekitar 60 kDa. Pada penelitian sebelumnya, DMP1 
dalam larutan dapat mengalami dimerisasi untuk mencegah 
agregasi atau pengendapan lebih lanjut (He G, dkk., 2005). 

Mengenai penelitian sebelumnya, DMP1 tikus 
rekombinan pada E. coli telah dilaporkan berukuran sekitar 61 
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kDa. Selanjutnya, fusi rekombinan rDMP1-GST pada E. coli 
menunjukkan berat molekul sekitar 90-95 kDa, dimana GST 
memiliki ukuran 26 kDa (Srinivasan dkk., 2009). Selain itu, 
kedua pita tersebut dapat mengindikasikan bentuk monomer 
dan dimer dari protein hDMP1.

Gambar 11. Analisis Western blot ekspresi hDMP1 pada E. coli

Gambar 12. Analisis Western blot ekspresi hDMP1 pada E. coli
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Ekspresi jumlah hasil protein hDMP1 rekombinan 
ditentukan dengan menggunakan kit Elisa hDMP1. hDMP1 
rekombinan dari E. coli diekstraksi dan dimasukkan ke 
dalam sumuran. Berdasarkan kurva standar (Gambar 13), 
kuantifikasi protein dihitung (Tabel 5). Hasil penelitian 
menunjukkan bahwa hasil ekspresi hDMP1 rekombinan pada 
E. coli adalah 1,38 µg/ml.

Gambar 13. Kurva standar kuantifikasi protein DMP1

Tabel 5. Kuantifikasi ekspresi hasil dari hDMP1 

Sampel OD600 Media (ml)
/Dapar (ml)

Ekspresi yield 
(µg/ml)

hDMP1 dari 
E. coli

0.901
0.826
0.860
0.833

 20 /20 1.38  
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c.	 Optimalisasi ekspresi hDMP1

Setiap protein memiliki karakteristik yang berbeda, 
oleh karena itu, optimasi kondisi terbaik diperlukan untuk 
menghasilkan ekspresi tingkat tinggi. Pada penelitian ini 
konsentrasi IPTG, waktu inkubasi dan suhu dioptimalkan. 
IPTG memiliki efek mengontrol laju ekspresi, kelarutan, 
dan aktivitas protein. IPTG merangsang induksi promotor 
repressor lac yang secara signifikan dapat meningkatkan 
ekspresi. 

Sebaliknya, ekspresi protein lebih rendah jika tidak ada 
IPTG sebagai penginduksi. IPTG memiliki konsentrasi terbatas 
untuk meningkatkan protein rekombinan (Malik dkk., 2016; 
Zhang dkk., 2017). Pada percobaan ini, kami menggunakan 
berbagai konsentrasi IPTG (0,2, 0,5, dan 1 mM), dan ekspresi 
tertinggi DMP1 diperoleh pada konsentrasi akhir 0,5 mM 
IPTG (Gambar 14). Temuan ini konsisten dengan penelitian 
lain yang menunjukkan konsentrasi IPTG yang lebih rendah 
untuk menginduksi protein rekombinan.

Setelah menambahkan IPTG, ekspresi DMP1 diinkubasi 
pada suhu yang berbeda yaitu 28 dan 37°C selama 2, 4, dan 6 
jam. Suhu merupakan parameter penting yang mempengaruhi 
tingkat ekspresi protein rekombinan (Ran dkk., 2015; Sadeghi 
dkk., 2011). Seperti yang ditunjukkan pada gambar 14 dari 
western blot, ekspresi tertinggi pada 37°C dikonfirmasi 
sebagai suhu optimal untuk ekspresi DMP1. Waktu inkubasi 
memiliki korelasi langsung tidak hanya dengan pertumbuhan 
bakteri tetapi juga dengan ekspresi protein (Sadeghi dkk., 
2011; Zhang dkk., 2017). 

Waktu yang singkat untuk kultur membuat bakteri 
tidak dapat tumbuh dengan baik dan mencapai kepadatan 
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yang sesuai. Sebaliknya, induksi dalam waktu yang lama 
mempengaruhi akumulasi protein dalam badan inklusi (Ran 
dkk., 2015; Zhang dkk., 2017). Itu mungkin menjadi alasan 
mengapa ekspresi hDMP1 meningkat dari 2 hingga 6 jam. 
Dalam penelitian ini, analisis western blot diperiksa dengan 
anti-histidin terkonjugasi-HRP. Hasilnya menegaskan bahwa 
kondisi optimal untuk menghasilkan hDMP1 rekombinan 
pada E. coli ditunjukkan pada 0,5 mM IPTG dan inkubasi 
pada 37C selama 6 jam (Gambar 14).

Gambar 14. Analisis Western blot untuk optimasi kondisi ekspresi 
hDMP1 rekombinan pada E. coli
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Parameter yang digunakan adalah suhu kultur (28 dan 
37C), waktu inkubasi (2, 4 dan 6 jam), dan konsentrasi IPTG 
(0,2 mM, 0,5 mM, dan 1 mM) dengan kontrol negatif (E. coli 
tanpa pET22b-hDMP1).

d.	 Pemurnian dari hDMP1 yang diproduksi E.coli

Urutan hDMP1 ditandai dengan poli-histidin yang 
dimurnikan dengan benar dengan metode kromatografi afinitas 
logam terimobilisasi (IMAC). hDMP1 yang diproduksi E. 
coli diperlukan untuk mengerem sel sebelum dimasukkan 
ke dalam kolom. Sel-sel dipecah dengan menggunakan 
sonikator untuk mengganggu membran sel dan melepaskan 
isi sel. Selanjutnya, sel dimasukkan ke dalam kolom dan 
dicuci dengan berbagai konsentrasi buffer pencuci (terdiri dari 
imidazol 20-50 mM) untuk pengoptimalan. 

Buffer pencuci memiliki fungsi untuk melepaskan 
protein yang tidak spesifik. Oleh karena itu, pada proses elusi 
digunakan eluting buffer (yang berisi Imidazol 250 mM). 
Hasilnya, pemurnian berhasil dilakukan dengan menggunakan 
kolom Ni- NTA. Analisis Western blot dilakukan dengan 
anti-histidin terkonjugasi-HRP (Gambar 15). SDS- PAGE 
diwarnai dengan Coomassie brilliant blue (Gambar 16). 
Meskipun pada western blot muncul pita-pita yang mengalir, 
namun kami telah berhasil memurnikan hingga 80%.
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Gambar 15. Analisis Western blot dari hDMP1 
yang diproduksi E. coli

Gambar 16. Analisis SDS-PAGE dari pemurnian 
hDMP1 yang diproduksi E. coli
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e.	 Uji proliferasi dari hDMP1 yang diproduksi E.coli

MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide) adalah 
pereaksi tetrazolium yang akan direduksi menjadi produk 
formazan oleh dehidrogenase mitokondria. Jumlah produk 
formazan merepresentasikan aktivitas metabolisme sel 
yang layak pada titik waktu tertentu. Dalam penelitian ini, 
pengaruh hDMP1 yang diproduksi E. coli terhadap viabilitas 
sel diselidiki dengan mengkultur hPDLSC. hDMP1 yang 
diproduksi E. coli dengan konsentrasi 1 g / ml dan 2 g / ml, 
dan E. coli yang tidak diobati (WT-E. coli) diperlakukan pada 
PDLSCs. Jumlah sel ditentukan dengan uji MTT setelah 
dikultur selama 24 dan 72 jam. 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa semua protein 
secara signifikan merangsang proliferasi hPDLSCs. Namun, 
penelitian ini juga menunjukkan bahwa tidak ada perbedaan 
yang signifikan antara viabilitas hPDLSC yang diberi 
perlakuan 1 µg/ml dan 2 µg/ml. Sejalan dengan penelitian 
sebelumnya, DMP1 dapat menginduksi proliferasi pada 
berbagai jenis sel (Hase dkk., 2015; Maglic dkk., 2015; Ye 
dkk., 2005). Selain itu, domain RGD dari DMP1 berspekulasi 
bahwa hal tersebut berkontribusi dalam meningkatkan 
proliferasi sel mirip odontoblas (Hase et al, 2005). Data ini 
mengkonfirmasi bahwa hDMP1 yang diproduksi E. coli tidak 
toksik terhadap hPDLSC (Gambar 17).
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Gambar 17. Uji proliferasi hDMP1 yang diproduksi 
E. coli dalam hPDLSC.

f.	 Osteogenik diferensisasi hDMP1 yang diproduksi E.coli

DMP1 dilaporkan diekspresikan dalam sel osteoblas 
dan odontoblas (Eapen et al., 2010; Tabatabaei FS, 2013; Feng 
et al., 2006). Beberapa penelitian telah melaporkan bahwa 
DMP1 memiliki fungsi untuk memainkan regulasi penting 
untuk diferensiasi osteogenik pada sel dentin dan tulang (Rezai 
Rad et al., 2015). Oleh karena itu, hDMP1 rekombinan diuji 
lebih lanjut untuk menstimulasi gen-gen yang berhubungan 
dengan diferensiasi osteogenik pada hPDLSC. Sel punca 
ligamen periodontal (PDLSCs) sesuai untuk dipromosikan 
pada sel mirip sementoblas, adiposit, atau serat kolagen. 
Jaringan periodontal PDLSC dapat meregenerasi dentin 
reparatif melalui proses alami (Brent Schweitzer & Tabin, 
2003). 

Gen penanda osteogenik alkaline phosphate (ALP), 
osteopontin (OPN), osterix (OSX), kolagen tipe I (COL1), 
core binding factor alpha 1 (CBFA), bone morphogenetic 
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protein-2 (BMP2), dan gen penanda osteogenik Wnt3a 
dilakukan untuk menghitung ekspresinya dengan RT-qPCR.

Dalam penelitian ini, sel diperlakukan dengan 0,5 
µg/m, 1 µg/ml dan 2 µg/ml hDMP1 yang diproduksi E. 
coli. MRNA dikumpulkan dan diselidiki untuk ekspresi gen 
ALP, BMP2, CBFA1, COL1, OPN, OSX, WNT3a dengan 
qRT-PCR. Hasil penelitian menunjukkan bahwa 2 µg/ml 
permukaan yang dilapisi hDMP1 yang diproduksi oleh E. 
coli dapat meningkatkan ekspresi gen ALP, BMP2, CBFA1, 
COL1, OPN, OSX, dan WNT3a. Gen-gen yang berhubungan 
dengan osteogenik ini meningkat secara signifikan pada 
hPDLSC. DMP1 sebelumnya diekspresikan dalam E. coli 
dan menstimulasi gen Runx2 pada sel preosteoblas calvaria 
tikus MC3T3-E1 (Eapen et al., 2010 & Eapen et al., 2011). 
Data ini menunjukkan bahwa hDMP1 yang diproduksi E. coli 
dapat dengan kuat menginduksi diferensiasi osteogenik pada 
hPDLSC (Gambar 18).
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Gambar 18. hDMP1 yang diproduksi E. coli yang diinduksi 
diferensiasi osteogenik

g.	 Uji kalsifikasi dari hDMP1 yang diproduksi E.coli

Untuk mendukung efek diferensiasi osteogenik, 
hDMP1 yang diproduksi oleh E. coli diuji untuk mengetahui 
pengendapan kalsium pada hPDLSC. Untuk mengevaluasi 
dampaknya terhadap diferensiasi osteogenik, hPDLSC dikultur 
dalam media umum (GM) dan media osteogenik (OM). Media 
osteogenik terdiri dari asam askorbat dan deksametason. 
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Deksametason memiliki fungsi untuk meningkatkan penanda 
fenotipe pada sel osteoblas, sehingga dapat menstimulasi 
diferensiasi osteogenik pada penelitian in vitro. Asam askorbat 
adalah kofaktor enzim untuk menghidroksilasi prolin dan lisin 
dalam pro-kolagen (Langenbach & Handschel, 2013).

hPDLSC ditumbuhkan dalam medium umum dan 
medium osteogenik selama 14 hari. hPDLSC diwarnai dengan 
Alizarin Red S pada akhir percobaan. Hasilnya ditunjukkan 
pada Gambar 19 (A-F). Sel hPDLSCs yang dikultur dalam 
media umum (GM) tidak berwarna merah, tetapi sel berwarna 
merah muda ketika dikultur dalam media osteogenik. Ketika 
sel diperlakukan dengan protein yang dimurnikan dari E. coli 
tipe liar (WT-E. coli), 0,5 µg/ml, 1 µg/ml dan 2 µg/ml hDMP1 
yang diproduksi oleh E. coli yang tumbuh dalam media 
osteogenik, sel juga menunjukkan warna merah muda yang 
mirip dengan sel yang tidak diberi perlakuan yang dikultur 
dalam media osteogenik. Namun, intensitas warna merah 
tertinggi muncul pada hDMP1 yang diproduksi E. coli pada 2 
µg/ml, yang mengindikasikan adanya pengendapan kalsium. 
Penelitian sebelumnya melaporkan bahwa PDLSC memiliki 
kemampuan untuk menginduksi deposisi kalsium pada sel 
punca mesenkimal (Seo et al., 2004). Hasil ini menjelaskan 
bahwa rekombinan hDMP1 pada E. coli dapat meningkatkan 
deposisi kalsium pada hPDLSCs.
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Gambar 19. Uji kalsifikasi hDMP1

Uji kalsifikasi hDMP1 yang diproduksi E. coli. (A) Sel 
kontrol yang tumbuh dalam medium umum (GM), (B) sel 
kontrol yang tumbuh dalam medium osteogenik (OM), (C) sel 
yang diberi perlakuan dengan protein yang dimurnikan dari 
WT-E. coli dalam medium osteogenik, (D- F) sel yang diberi 
perlakuan dengan 0,5 µg/ml, 1 µg/ml, dan 2 µg/ml hDMP1 
yang dihasilkan E. coli dalam medium osteogenik.

3.	 hDMP1 yang diproduksi Nicotiana bethamiana

a.	 Kloning pBYR2e-hDMP1

Setelah mengkloning pGEMT-hDMP1 ke dalam E. coli 
DH10B, plasmid dipotong dan diligasi dengan enzim restriksi 
XbaI dan SacI (Gambar 20) ke dalam vektor pBYR2e. Daerah 
T- DNA dari gen hDMP1 (Gambar 21) dikodekan ke dalam 
vektor geminiviral pBYR2e (virus kerdil kacang kuning) 
untuk diekspresikan pada N. benthamiana (Huang dkk, 2009).
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Gambar 20. Elektroforesis gel agarosa dari restriksi 
pGEMT-hDMP1

Gambar 21. Representasi skematis dari daerah T-DNA 
dalam vektor geminiviral

Geminivirus memiliki mesin replikasi DNA untai 
tunggal (ssDNA) yang dapat meningkatkan jumlah salinan 
dan tingkat ekspresi. Dengan mekanisme lingkaran bergulir 
dari DNA untai ganda memfasilitasi template untuk transkripsi 
pada frame pembacaan terbuka (Mor dkk., 2003). T-DNA 
berada pada batas kiri (LB) dan batas kanan (RB). T-DNA dari 
pBYR2e mengandung promotor 35S virus mosaik kembang 
kol dimerik (CaMV 35S) (Regnard et al., 2010) Tag urutan 
yang diekspresikan - panjang penuh (Est 3’ FL), promotor 
tembakau RB7 (Rb 7), protein inisiasi replikasi (C2 / C1), 
daerah intergenik panjang (LIR), daerah intergenik pendek 
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(SIR), P19-Tomato Bushy Stunt Virus (TBSV). Kemudian, 
itu dikloning ke dalam E. coli DH10B (Gambar 22).

Gambar 22. Elektroforesis gel agarosa dari koloni 
PCR pBYR2e-hDMP1 dari E. coli DH10B

Agrobacterium tumefaciens adalah fitopatogen tanah 
yang bertanggung jawab atas penyakit empedu tajuk. Biasanya 
digunakan untuk memasukkan gen asing ke dalam sel 
tanaman dan ditransformasikan oleh plasmid bakteri. Namun, 
T-DNA adalah bagian kecil yang terlokalisasi dalam plasmid 
pemicu tumor (Ti) dan dimasukkan ke dalam inti r genom 
tanaman. Wilayah ini menghasilkan dan memediasi transpor 
T-DNA. Selain itu, A. tumefaciens secara alami mengandung 
plasmid Ti yang menjadi vektor biner yang terutama terdiri 
dari beberapa situs endonuklease restriktif yang unik (Gelvin, 
2003; Kim Veena & Gelvin, 2007). Dengan demikian, 
hDMP1-pBRY2e ditransformasikan ke dalam Agrobacterium 
tumefaciens strain GV3101 dengan menggunakan metode 
elektroporasi (Gambar 23).
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Gambar 23. Elektroforesis gel agarosa dari koloni 
PCR pBYR2e-hDMP1 dari A. tumefaciens GV3101

b.	 Ekspresi hDMP1 rekombinan

Tembakau memiliki beberapa manfaat dan yang paling 
berguna untuk infiltrasi agrobakteri. Tembakau memiliki 
banyak spesies yang telah digunakan untuk ekspresi sementara. 
Namun, N. benthamiana telah menunjukkan ekspresi protein 
tingkat tertinggi dengan menggunakan promotor 35S 
daripada spesies Nicotiana lainnya (Sheludko dkk., 2007). 
Oleh karena itu, kami menggunakan N. benthamiana untuk 
mengekspresikan hDMP1 rekombinan.

Protein hDMP1 pada N. benthamiana diperlakukan 
dalam kondisi reduksi dan non- reduksi, kemudian 
dibandingkan dengan ekstrak tanaman pada N. benthamiana 
tipe liar (tanaman yang tidak terinfestasi). Ekspresi tersebut 
dikonfirmasi dengan menggunakan western blots, yang 
diperiksa dengan antibodi anti-dan manusia DMP1 kelinci 
(Gambar 24) dan anti-histidin terkonjugasi-HRP (Gambar 
25). Pita hDMP1 rekombinan pada N. benthamiana terdeteksi 
sekitar 100 kDa. Gambar tersebut menunjukkan bahwa pola 
tidak berbeda antara kondisi reduksi dan non-reduksi. Namun, 
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ukuran protein lebih tinggi dari ukuran yang diharapkan yaitu 
60 kDa yang mengindikasikan adanya modifikasi pasca 
translasi. 

Data ini didukung oleh penelitian sebelumnya di 
mana modifikasi DMP1 tikus dapat meningkatkan ukuran 
molekul ini menjadi 160-210 kDa, seperti yang ditunjukkan 
oleh analisis immunoblotting dengan antibodi anti-DMP1 
(Butler dkk., 2009). Selain itu, DMP1 tikus diselidiki melalui 
western blots menggunakan antibodi anti-dmp1 tikus dan 
menunjukkan ukuran 130-150 kDa (Terasawa M dkk., 2004). 
Selanjutnya, glikosilasi DMP1 tikus telah menunjukkan 
ukuran 89-180 kDa (Sun Y dkk., 2015). Berat molekul DMP1 
yang berbeda dipengaruhi oleh modifikasi pasca-translasi, 
yang dapat meningkatkan berat molekul protein (Terasawa 
M dkk., 2004). DMP1 adalah salah satu anggota SIBLING 
yang sangat terfosforilasi. Selain itu, DMP1 mengandung 
banyak situs untuk glikosilasi (George A dkk., 1993; Qin C 
dkk., 2004; Qin dkk., 2003; Tartaix dkk., 2004) (ttps://www.
uniprot.org/uniprot/Q13316). 
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Gambar 24. Analisis Western blot ekspresi hDMP1 
pada N. benthamiana

Gambar 25. Analisis Western blot ekspresi hDMP1 
pada N. benthamiana
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Ekspresi jumlah hasil protein hDMP1 rekombinan 
dikuantifikasi dengan menggunakan kit Elisa hDMP1. 
hDMP1 yang diproduksi N. benthamiana diukur menurut 
kurva standar (Gambar 26). Ekspresi hDMP1 rekombinan 
dihitung (Tabel 6). Hasil penelitian menunjukkan bahwa hasil 
ekspresi hDMP1 rekombinan pada N. benthamiana adalah 0,3 
µg/g daun segar.

Gambar 26. Kurva standar kuantifikasi protein DMP1

Tabel 6. Kuantifikasi ekspresi hasil dari hDMP1
yang diproduksi oleh N. benthamiana

Sampel OD600 nm
Daun (g)/

Dapar (ml) Nilai yield (µg/g)

hDMP1 dari 
tumbuhan

0.317
0.323
0.318
0.317

 
50/100 0.3

c.	 Optimalisasi ekspresi hDMP1

Memproduksi protein rekombinan pada tanaman juga 
memiliki parameter penting yang dapat mempengaruhi tingkat 
ekspresi. Beberapa penelitian telah berusaha menerapkan hari 
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pasca infiltrasi dan kepadatan kultur sel A. tumefaciens untuk 
meningkatkan jumlah protein rekombinan yang dihasilkan 
pada tanaman (Cao dkk., 2017; Norkunas dkk., 2018).

Dalam penelitian ini, kami memvariasikan kepadatan 
A. tumefaciens GV3101 (OD600 ) dan hari setelah infiltrasi 
(dpi). Konsentrasi A. tumefaciens 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 
diinfiltrasi. Untuk menentukan tingkat ekspresi, western 
blot diperiksa dengan anti-histidin terkonjugasi-HRP dan 
mengkonfirmasi ekspresi tertinggi pada OD600 0,4 (Gambar 
27). Pita-pita SDS-PAGE (Gambar 28) diwarnai dengan 
Coomassie brilliant blue dan didigitalisasi dengan memindai 
file jpg dengan ImageJ. Kemiripan puncak-puncak tersebut 
mengindikasikan bahwa jumlah total protein dalam sampel 
tidak berbeda secara signifikan.

Gambar 27. Analisis Western blot dari optimasi 
OD600 A. tumefaciens pada N. benthamiana
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Gambar 28. Analisis SDS-PAGE untuk optimasi 
OD600 dari A. tumefaciens pada N. benthamiana 

Untuk mengoptimalkan hari pasca infiltrasi, larutan 
A. tumefaciens OD600 0.4 diinfiltrasikan ke dalam daun 
N. benthamiana. Kemudian, daun dikumpulkan pada hari 
ke 1-5 hari setelah infiltrasi (dpi). Pada Gambar 29, terlihat 
gejala nekrosis pada daun pada hari ke-2 dpi. Percobaan ini 
juga dibandingkan dengan A. tumefaciens GV3101 wild type 
(tanpa gen interest) yang tidak menunjukkan efek nekrosis 
pada daun. Hari panen setelah diinfiltrasi diselidiki dengan 
analisis western blot dan SDS-PAGE. Analisis SDS-PAGE 
(Gambar 30) diwarnai dengan Coomassie brilliant blue. Gel 
didigitalisasi dengan ImageJ untuk mengukur total protein 
terlarut. 

Data menunjukkan perbedaan yang tidak signifikan dari 
protein terlarut yang dimuat ke dalam setiap gel. Kemudian, 
analisis western blot dilakukan dengan anti-histidin 
terkonjugasi-HRP. Pita yang kuat muncul pada hari ke-2 dpi. 
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Oleh karena itu, kami menyimpulkan bahwa ekspresi tingkat 
tinggi adalah hari ke-2 dpi (Gambar 31).

Gambar 29. Gejala nekrosis pada daun N. benthamiana. 

Sisi kiri: diinfiltrasi dengan A. tumefaciens tanpa 
penyisipan pBYR2e-hDMP1 OD600 0.4. Sisi kanan: 
diinfiltrasi dengan A. tumefaciens yang diinfeksi pBYR2e-
hDMP1 OD600 0.4.

Gambar 30. Analisis SDS-PAGE dari optimasi hari setelah 
infiltrasi (dpi) pada N. benthamiana
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Gambar 31. Analisis Western blot untuk optimasi 
hari setelah infiltrasi (dpi) pada N. benthamiana. 

Lajur 1: tanaman yang tidak terinfiltrasi (WT), lajur 2 1 
dpi, lajur 3: 2 dpi, jalur 4: 3 dpi, jalur 5: 4 dpi, jalur 6: 5 dpi.

d.	 Pemurnian dari hDMP1 yang diproduksi N. benthamiana

Daun N. benthamiana secara alami menghasilkan 
Ribulosa-1,5-bisfosfat karboksilase / oksigenase (RuBisCO). 
Oleh karena itu, sebelum dimasukkan ke dalam kolom Ni- 
NTA, RuBisCO harus dihilangkan. Metode umum untuk 
menghapus RuBisCO adalah pengendapan amonium sulfat. 
Amonium sulfat adalah bahan kimia inert yang tidak akan 
mengubah sifat protein.

RuBisCO diendapkan dengan amonium sulfat. 
Konsentrasi amonium sulfat yang tepat yang dapat 
mengendapkan RuBisCO dan hDMP1, dioptimalkan dan 
dideteksi dengan blotting dan SDS-PAGE. Analisis Western 
blot diperiksa dengan anti-histidin terkonjugasi-HRP (Gambar 
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32). Analisis SDS diwarnai dengan Coomassie brilliant blue 
(Gambar 33). Dengan demikian, hasil penelitian menunjukkan 
bahwa RuBisCO dan hDMP1 diendapkan pada konsentrasi 
amonium sulfat 35% dan 80%, masing-masing (Gambar 34 
dan Gambar 35).

Gambar 32. Analisis Western blot untuk optimasi konsentrasi 
amonium sulfat. 

Lajur 1: tanaman yang tidak diinfiltrasi (WT), lajur 2: 
ekstrak kasar, lajur 3 20%, lajur 4: 30%, jalur 5: 40%, jalur 6: 
50%, jalur 7: 60%, jalur: 8: 70%, jalur: supernatan.

Gambar 33. Analisis SDS-PAGE dari optimasi konsentrasi 
pengendapan amonium sulfat curah hujan. 
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Lajur 1: tanaman yang tidak diinfiltrasi (WT), lajur 2: 
ekstrak kasar, lajur 3 20%, lajur 4: 30%, jalur 5: 40%, jalur 6: 
50%, jalur 7: 60%, jalur: 8: 70%, jalur: supernatan.

Gambar 34. Analisis Western blot dari presipitasi hDMP1. 

Lajur 1: ekstrak kasar, lajur 2: 35%, lajur 4: 80%, jalur 
5: supernatan.

Gambar 35. Analisis SDS-PAGE dari pengendapan hDMP1. 



REKAYASA GENETIKA 
PRODUKSI BIOLOGI FARMASI72

Lajur 1: ekstrak kasar, lajur 2: 35%, lajur 3: ekstrak 
kasar, lajur 4 80%, jalur 5: supernatan.

Kolom kromatografi afinitas nikel dikembangkan 
untuk memurnikan hDMP1. Pelet 80% disuspensikan dalam 
buffer ekstraksi dan disaring untuk menghilangkan partikel. 
Kemudian, dimasukkan ke dalam kolom Ni-NTA. Proses 
pemurnian dicuci dengan buffer pencuci dan dielusi dengan 
buffer eluting (Gambar 36). Sebagai hasil SDS-PAGE 
(Gambar 3437), gel diwarnai dengan pewarnaan Coomassie 
dan menunjukkan adanya RuBisCO pada fraksi elusi, namun 
dengan pengendapan amonium sulfat berhasil menurunkan 
jumlah RuBisCO.

Gambar 36. Analisis Western blot dari pemurnian 
hDMP1 yang diproduksi N. benthamiana.

Lajur 1: ekstrak kasar, lajur 2: pelet 80%, lajur 3: aliran, 
lajur 4: pencucian, lajur 5: elusi.
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Gambar 37. Analisis SDS-PAGE untuk pemurnian 
hDMP1 yang diproduksi N. benthamiana. 

Lajur 1: ekstrak kasar, lajur 2: pelet 80%, lajur 3: aliran, 
lajur 4: cuci, lajur 5: elute.

Untuk melihat efek pengendapan amonium sulfat, 
dibandingkan dengan pemurnian normal (tanpa pengendapan). 
Western blot yang diperiksa dengan anti-histidin terkonjugasi-
HRP dan SDS-PAGE yang diwarnai dengan Coomassie 
brilliant blue dilakukan untuk analisis protein. Data kami 
menunjukkan bahwa pemurnian dengan pengendapan 
mengumpulkan sejumlah besar protein hDMP1 rekombinan 
(Gambar 38) daripada pemurnian normal (Gambar 39). 
Dengan demikian, data SDS-PAGE menunjukkan jumlah 
RubisCO yang lebih sedikit pada pemurnian dengan 
pengendapan (Gambar 40) daripada pemurnian normal 
(Gambar 41). Hasil ini menyimpulkan bahwa pemurnian 
dengan pengendapan amonium sulfat diindikasikan lebih 
bermanfaat untuk memurnikan hDMP1 rekombinan daripada 
pemurnian normal (tanpa pengendapan).
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Gambar 38. Analisis Western blot pemurnian hDMP1 yang 
diproduksi N. benthamiana (pengendapan).

Lajur 1: ekstrak kasar, lajur 2: aliran, lajur 3: pencucian, 
lajur 4: elute 1, lajur 5: elute 2, lajur 6: elute 3, lajur 7: elute 4.

Gambar 39. Analisis Western blot pemurnian hDMP1 yang 
diproduksi N. benthamiana (tanpa pengendapan). 
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Lajur 1: ekstrak kasar, lajur 2: aliran, lajur 3: pencucian, 
lajur 4: eluen 1, lajur 5: eluen 2, lajur 6: eluen 3, lajur 7: eluen 4.

Gambar 40. Analisis SDS PAGE dari pemurnian hDMP1 yang 
diproduksi N. benthamiana (pengendapan). 

Lajur 1: ekstrak kasar, lajur 2: aliran, lajur 3: pencucian, 
lajur 4: elute 1, lajur 5: elute 2, lajur 6: elute 3, lajur 7: elute 4.

Gambar 41. Analisis SDS PAGE dari pemurnian hDMP1 yang 
diproduksi N. benthamiana (tanpa pengendapan). 
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Lajur 1: ekstrak kasar, lajur 2: aliran, lajur 3: pencucian, 
lajur 4: elute 1, lajur 5: elute 2, lajur 6: elute 3, lajur 7: elute 4.

e.	 Uji proliferasi dari hDMP1 yang diproduksi N. bethamiana

Pengaruh hDMP1 yang diproduksi N. benthamiana 
terhadap viabilitas sel diselidiki dalam hPDLSC. hDMP1 yang 
diproduksi N. benthamiana (1 dan 2 ug / ml) dibandingkan 
dengan yang diproduksi E. coli (2 ug / ml). Tanaman yang 
tidak terinfiltrasi murni (WT) digunakan sebagai kontrol 
negatif. Jumlah hPDLSCs ditentukan dengan uji MTT setelah 
dikultur selama 24 dan 72 jam. Hasil penelitian menunjukkan 
bahwa kedua jenis protein rekombinan secara signifikan 
meningkatkan jumlah hPDLSCs. Tidak ada perbedaan yang 
signifikan antara viabilitas hPDLSC yang diberi perlakuan 
1 µg/ml dan 2 µg/ml. Namun, hPDLSC yang diperlakukan 
dengan hDMP1 yang diproduksi N. benthamiana menunjukkan 
tingkat kelangsungan hidup tertinggi. Data ini mengkonfirmasi 
bahwa hDMP1 yang diproduksi N. benthamiana tidak bersifat 
toksik terhadap hPDLSC (Gambar 42).

Gambar 42. Uji proliferasi hDMP1 yang diproduksi 
N. benthamiana dalam hPDLSC.
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f.	 Osteogenik diferensiasi hDMP1 yang diproduksi N. 
bethamiana

Tingkat ekspresi gen osteogenik, termasuk alkaline 
phosphate (ALP), osteopontin (OPN), osterix (OSX), kolagen 
tipe I (COL1), core binding factor alpha 1 (CBFA), bone 
morphogenetic protein-2 (BMP2), dan Wnt3a, diperiksa 
dengan menggunakan PCR waktu nyata. Sel punca ligamen 
periodontal manusia (hPDLSC) dikultur pada pelat kultur 
yang dilapisi 0,5 µg/m, 1 µg/ml dan 2 µg/ml hDMP1 yang 
diproduksi oleh N. benthamiana, 2 µg/ml hDMP1 yang 
diproduksi oleh E. coli, dan tanaman tipe liar selama tiga hari. 

MRNA diekstraksi dan dilakukan analisis RT-PCR 
untuk memeriksa ekspresi gen. Tingkat ekspresi gen-gen ini 
dibandingkan dengan sel yang tidak diberi perlakuan dan yang 
diberi perlakuan. Hasil penelitian menunjukkan bahwa protein 
hDMP1 yang diproduksi N. benthamiana secara signifikan 
dapat menginduksi ekspresi gen ALP, BMP2, CBFA1, OSX, 
WNT3a, dan OPN (Gambar 43). Data ini menunjukkan bahwa 
hDMP1 yang diproduksi N. benthamiana memiliki efek yang 
lebih tinggi terhadap diferensiasi osteogenik daripada hDMP1 
yang diproduksi E. coli. Data ini mungkin merupakan efek dari 
modifikasi pasca-translasi yang mempengaruhi peningkatan 
aktivitas atau pengikatan pada reseptor. 

Penelitian sebelumnya telah dilaporkan bahwa 
glikosilasi DMP1 seperti DMP1- PG (DMP1-S89) 
meningkatkan laminin dan ZO1. DMP1-PG meningkatkan 
tingkat ekspresi mRNA Runx2 dan ALP dari sel punca 
mesenkimal tulang (BMSC) yang dibandingkan dengan wild 
type (WT). Selain itu, DMP1-PG menunjukkan aktivitas 
yang lebih tinggi untuk penyembuhan patah tulang dengan 
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mendorong kondrogenesis model tikus dibandingkan dengan 
kelompok WT. Selain itu, phosporylated-DMP1 menunjukkan 
aktivitas yang lebih tinggi sebagai nukleator HA dibandingkan 
tanpa modifikasi, dan menginduksi pembentukan susunan 
paralel kristalit dengan sumbu C yang sejajar. (Cai dkk., 2019; 
Eapen dkk., 2010; Tabatabaei dkk., 2013; Xue dkk., 2019). 
Data ini menunjukkan bahwa modifikasi pasca-translasi 
hDMP1 memiliki potensi untuk meningkatkan diferensiasi 
osteogenik sel.

Gambar 43. hDMP1 yang diproduksi N. benthamiana menginduksi 
diferensiasi osteogenik. Penanda gen: ALP, BMP2, CBFA1, COL1, 

OSX, WNT3a, dan OPN.
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Efek diferensiasi osteogenik dari hDMP1 yang 
diproduksi N. benthamiana dibandingkan dengan hDMP1 
komersial (yang diproduksi pada sel mieloma tikus). 
Berdasarkan data pada grafik (Gambar 44) menunjukkan 
ekspresi tertinggi pada hDMP1 yang diproduksi N. 
benthamiana pada gen ALP, BMP2, CBFA1, OSX, WNT3a, 
dan OPN dibandingkan dengan hDMP1 yang diproduksi 
E. coli dan hDMP1 komersial. Mendukung konsep bahwa 
protein yang diproduksi oleh tanaman dapat mempengaruhi 
perilaku seluler yang mirip dengan protein yang diproduksi 
dalam sel mamalia. Sel ligamen periodontal manusia telah 
terbukti memiliki karakteristik sel punca mesenkim dan 
memainkan peran penting dalam perbaikan dan regenerasi 
jaringan periodontal, termasuk tulang alveolar (Carter, SSD 
2017 & Li, Z. 2014).

Gambar 44. Ringkasan protein hDMP1 rekombinan yang 
menginduksi diferensiasi osteogenik. Penanda gen: ALP, BMP2, 

CBFA1, COL1, OSX, WNT3a, dan OPN.
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g.	 Uji kalsifikasi dari hDMP1 yang diproduksi N. bethamiana

Pengaruh hDMP1 yang diproduksi N. benthamiana 
terhadap kalsifikasi in vitro diperiksa. hPDLSC dikultur 
pada permukaan yang dilapisi dengan hDMP1 yang 
diproduksi N. benthamiana sebanyak 2 µg/ml dalam medium 
osteogenik (OM) dan dibandingkan dengan sel yang tidak 
diobati. hPDLSC dalam medium umum (GM) digunakan 
sebagai kontrol negatif. Larutan alizarin red S digunakan 
untuk pewarnaan setelah dikultur selama 14 hari. Hasilnya 
menunjukkan bahwa sel yang tidak diobati dalam medium 
umum tidak menunjukkan deposisi kalsium. 

Menariknya, hPDLSC dalam medium osteogenik 
menunjukkan warna merah, yang diindikasikan sebagai 
pewarnaan alizarin red S yang positif. Namun, hDMP1 yang 
diproduksi oleh N. benthamiana menunjukkan intensitas 
warna merah yang lebih tinggi daripada sel yang tidak diobati 
(Gambar 45). Pada penelitian sebelumnya dilaporkan bahwa 
sel pulpa dan MCT3-E1 menunjukkan adanya pengendapan 
kalsium setelah diinkubasi selama 14 hari (Eapen et al., 2010; 
Widbiller dkk., 2018).

Gambar 45. Uji kalsifikasi hDMP1 yang diproduksi 
N. benthamiana.
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(A)	Sel kontrol yang tumbuh dalam medium umum (GM)
(B)	 sel kontrol yang tumbuh dalam medium osteogenik (OM)
(C)	sel yang diberi perlakuan 2 µg/ml hDMP1 yang diproduksi 

N. benthamiana dalam medium osteogenik (OM).

Efek pengendapan kalsifikasi dalam hPDLSC dari 
hDMP1 yang diproduksi N. benthamiana, hDMP1 yang 
diproduksi E. coli, dan hDMP1 komersial dibandingkan. Sel 
yang tidak diobati dikultur dalam media osteogenik (OM) dan 
media umum (GM) sebagai kontrol. hPDLSC diwarnai dengan 
larutan Alizarin red S setelah dikultur selama 14 hari. Data 
ini menunjukkan bahwa warna merah muncul pada medium 
osteogenik (OM). Namun, hDMP1 yang diproduksi oleh 
tanaman menunjukkan tingkat pengendapan kalsium yang 
lebih tinggi daripada hDMP1 yang diproduksi oleh E. coli dan 
hDMP1 komersial (Gambar 46). Terkait dengan penelitian 
sebelumnya, sel punca mesenkimal tulang (BMSC) dalam 
media osteogenik menunjukkan area bernoda mineralisasi 
yang lebih besar pada DMP1-PG daripada kelompok WT 
(dkk., 2019).

Gambar 46. Ringkasan uji kalsifikasi protein hDMP1 rekombinan.
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(A)	Sel kontrol yang tumbuh dalam medium umum (GM)
(B)	 sel kontrol yang tumbuh dalam medium osteogenik (OM)
(C)	 sel yang diobati dengan 2 µg/ml hDMP1 komersial dalam 

medium osteogenik (OM)
(D)	sel yang diobati dengan 2 µg/ml hDMP1 yang dihasilkan 

E. coli dalam medium osteogenik (OM), (E) sel yang 
diobati dengan 2 µg/ml hDMP1 yang dihasilkan N. 
benthamiana dalam medium osteogenik (OM).

Singkatnya, hDMP1 telah berhasil diproduksi di N. 
benthamiana. Hasil penelitian menunjukkan protein 100 kDa 
yang mengindikasikan adanya modifikasi pasca translasi. 
Selanjutnya, hDMP1 yang diproduksi N. benthamiana dapat 
meningkatkan ekspresi penanda gen yang terkait dengan 
diferensiasi osteogenik dan deposisi kalsium pada hPDLSC. 
Namun, hasil ini juga mengkonfirmasi bahwa hDMP1 yang 
diproduksi N. benthamiana dapat menginduksi diferensiasi 
osteogenik dan pengendapan kalsium yang lebih tinggi pada 
hPDLSCs daripada hDMP1 yang diproduksi E. coli. Selain 
itu, hDMP1 yang diproduksi N. benthamiana sangat potensial 
sebagai kandidat baru untuk rekayasa jaringan sebagai molekul 
induktif. Namun, penelitian lebih lanjut untuk mendeteksi 
modifikasi pasca-translasi dan mekanisme molekuler hDMP1 
pada diferensiasi osteogenik masih perlu diteliti.
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PENUTUP
hDMP1 rekombinan telah diekspresikan se-

cara produktif dalam hDMP1 yang diproduksi E. 
coli dan hDMP1 yang diproduksi N. benthamiana. 
hDMP1 rekombinan yang diproduksi di E. coli dan 
N. benthamiana menunjukkan pola yang berbeda. 
hDMP1 yang diproduksi E. coli menghasilkan 60 
kDa dan 120. Protein hDMP1 yang diproduksi N. 
benthamiana menunjukkan 100 kDa yang mengin-
dikasikan adanya modifikasi pasca-translasi.

Protein hDMP1 rekombinan dapat mengin-
duksi diferensiasi osteogenik dan pengendapan kal-
sium pada hPDLSC. Namun, hDMP1 yang dipro-
duksi N. benthamiana dapat menginduksi diferen-
siasi osteogenik dan deposisi kalsium lebih baik 
daripada hDMP1 yang diproduksi E. coli. Oleh ka-
rena itu, hDMP1 yang diproduksi N. benthamiana 
memiliki potensi untuk digunakan sebagai molekul 
induktif dalam rekayasa jaringan tulang.
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