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ABSTRACT 

 

 

 

Name : Dewi Rahmawati  

Study Program : Pharmacy, Extension program 

Title                   : Isolation Protein of Human  Granulocyt Colony Stimulating 

Factor Recombinant from Escherichia coli 

  

 

Human Granulocyt Colony-Stimulating Factor (HG-CSF) is a protein hormone 

that is categorized as human cytokine and has a very important therapeutic 

applications. as an important regulator in the formation of white blood cells 

(neutrophils) or granulopoiesis and some mature neutrophil granulocyte cell 

functions. Granulocyt Colony Stimulating Factor (GCSF) is a single polypeptide 

chain containing 174 amino acid residues, with molecular weight around 18,800 

Da and  isoelectric point (pI) 6.1, encoded by a single gene CSF3. Recombinant 

protein G-CSF is hydrophobic, easily aggregated and generally formed inclusion 

bodies precipitate. The aim of this study is to obtain G-CSF proteins from E. coli 

BL21(DE3)pLysS containing pET 21b-CSF3syn plasmid. This studies started 

from inoculum preparation and cell culture, and solution extraction and then 

isolating the target protein by affinity chromatography using metal chelating 

matrix nickel (Ni-NTA). Isolation was also done for the soluble part is to using 

affinity chromatography with cobalt metal chelating matrix (Talon). The results 

obtained from affinity chromatography were then analyzed to identify target 

proteins by SDS-PAGE and Western blot for protein G-CSF in E. coli 

BL21(DE3)pLysS. The results showed 18.8 kDa protein identified by the marker. 

 

 

Keywords   : Human Granulocyte Colony Stimulating Factor, E. coli      

BL21DE3 plysS, inclusion bodies, recombinant protein 

isolation. 
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ABSTRAK 
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Judul : Isolasi Protein Human Granulocyt Colony Stimulating Factor 

Rekombinan dari Escherichia coli 

  

Human Granulocyt Colony-Stimulating Factor (hG-CSF) adalah protein hormon 

manusia yang tergolong sebagai sitokin dan memiliki aplikasi terapeutik sangat 

penting. Protein tersebut merupakan regulator penting dalam pembentukan sel 

darah putih (neutrofil) atau granulopoiesis dan beberapa fungsi sel granulosit 

neutrofil matang. Granulocyt Colony Stimulating Factor (GCSF) merupakan 

sebuah rantai polipeptida tunggal yang mengandung 174 residu asam amino, 

dengan berat molekul sekitar 18.800 Da dengan titik isoelektrik (pI) 6,1, disandi 

oleh satu gen tunggal CSF3. Protein G-CSF rekombinan merupakan protein yang 

bersifat sangat hidrofobik, mudah teragregasi dan umumnya membentuk endapan 

sebagai badan inklusi. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mendapatkan 

protein G-CSF dari E. coli BL21(DE3)pLysS yang mengandung plasmid pET 

21b-CSF3syn. Penelitian ini dimulai dari persiapan inokulum, kultur sel, ekstraksi 

pelarut dan kemudian mengisolasi protein target dengan kromatografi afinitas 

menggunakan matriks pengkhelat logam nikel (Ni-NTA). Isolasi juga dilakukan  

untuk bagian terlarut  dengan menggunakan kromatografi afinitas menggunakan 

matriks pengkhelat logam kobalt (Talon). Hasil yang diperoleh dari kromatografi 

afinitas dan kemudian dianalisa untuk mengidentifikasi protein target G-CSF 

dengan SDS-PAGE dan Western blot dalam sel E. coli BL21(DE3)pLysS. Hasil 

penelitian menunjukkan 18,8 kDa telah diidentifikasi dengan penanda. 

 

Kata kunci: Granulocyte Colony Stimulating Factor (G-CSF), netropenia, E. coli 

BL21DE3pLysS, badan inklusi,  isolasi protein rekombinan.  
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BAB 1 

PENDAHULUAN 

 

 

1.1 Latar Belakang 

 Pengurangan jumlah granulosit pada darah dikenal sebagai neutropenia atau 

agranulositosis. Kelainan ini sungguh serius karena berhubungan dengan 

peningkatan kepekaan terhadap infeksi, yang sering sekali berakibat fatal (Kumar 

dan Robbins, 1987).  

 Protein human Granulocyt-Colony Stimulating Factor (hG-CSF) 

rekombinan saat ini digunakan sebagai obat untuk mengatasi neutropenia. Peran 

G-CSF yang sangat penting dalam pembentukan sel darah putih terutama 

neutrofil, mengakibatkan G-CSF dapat digunakan untuk terapi dan diproduksi 

secara rekombinan.  Produk G-CSF rekombinan tersebut bermanfaat bagi orang-

orang yang menderita neutropenia. Neutropenia atau kekurangan sel darah putih 

dalam tubuh dapat diakibatkan oleh beberapa sebab seperti kemoterapi dan 

radioterapi, faktor keturunan (chronic congenital neutropenia) atau karena 

transplantasi sumsum tulang. Protein hG-CSF rekombinan telah banyak 

dimanfaatkan untuk mengatasi neutropenia pada pasien yang menjalani 

kemoterapi kanker.  Umumnya hG-CSF digunakan dalam kombinasi dengan obat 

kanker lain dalam pengobatan berbagai kanker seperti leukemia dan Non-

Hodgkin’s lymphoma (NHL).  Granulocyt-Colony Stimulating Factor merupakan 

faktor pertumbuhan yang dapat menaikkan produksi dan maturasi dari sel myeloid 

dan khususnya proliferasi dan diferensiasi progenitor neutrofil secara invitro dan 

invivo (Basu,S., Hodgson, G., Katz, M., dan Dunn, A. 2002). Terapi diindikasikan 

untuk meregulasi pertahanan, pertumbuhan, diferensiasi, dan aktifasi neutrofil. 

Beberapa produk rekombinan G-CSF seperti Filgrastim
® 

(Neupogen) dan 

Pegfilgrastim
®

 (Neulasta) telah diproduksi pada Escherichia coli, sedangkan 

Lenograstim
®
 (Granocyte) diproduksi pada sel mamalia (sel CHO). Perbedaan 

masing-masing produk, selain berbeda dalam produksinya seperti pada 

Filgrastim
®
 dan Pegfilgrastim

®
 yang di produksi di E. coli dan Lenorgrastim

®
 

yang di produksi di sel mamalia. Perbedaan lain terdapat dalam ukuran molekul 
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proteinnya yaitu Filgrastim
® 

(Neupogen) yang memiliki tambahan pada ujung N-

nya,terdiri atas 175 asam amino. Sedangkan Pegfilgrastim
®

 (Neulasta) merupakan 

Filgrastim
®
 yang memiliki ikatan kovalen 20 kDa berupa molekul 

monomethoxypolyethylene glikol pada ujung N residu metionil-nya sehingga berat 

total molekul Pegfilgrastim
®
 adalah 39 KDa. Ikatan kovalen PEG pada obat atau 

protein terapeutik dapat melindungi agens dari sistem imun inang. Lenorgrastim
®

 

(Granocyte) merupakan glikoprotein dengan berat molekul 25 KDa, memiliki 

ikatan  disulfida (Fuad, A. M., Agustiyanti, D.F., Yuliawati, dan Santoso, A., 

2009) 

 Ekspresi rekombinan hG-CSF di Escherichia coli sering mengarah pada 

pembentukan agregat protein tidak larut, yang disebut badan inklusi (inclusion 

bodies), sementara jumlah bentuk larut dalam sitoplasma hanya sedikit. Untuk 

mendapatkan protein biologis aktif dari badan inklusi berbagai langkah pelipatan 

kembali protein diperlukan. Escherichia coli adalah salah satu organisme 

prokariotik yang paling banyak digunakan untuk ekspresi karena biomassa yang 

tinggi terhadap rasio biaya. Namun, ekspresi protein rekombinan  dalam E. coli 

sering gagal untuk mencapai konformasi yang benar dan kemudian bergabung 

satu sama lain untuk terbentuk protein agregat yang dikenal sebagai badan inklusi 

sehingga protein tersebut terlindung dari degradasi proteolitik oleh protease (Jong-

Am S., et al. 2009). 

 Escherichia coli merupakan salah satu sel inang yang paling banyak 

digunakan untuk produksi protein rekombinan. Teknologi kultur E. coli untuk 

produksi protein rekombinan telah dipelajari dengan sangat baik, demikian pula 

dengan latar belakang genetik dari sel E. coli. Walau tidak semua protein 

rekombinan untuk tujuan terapeutik dapat diproduksi pada E. coli, tetapi sistem E 

coli telah digunakan untuk produksi beberapa jenis protein terapeutik termasuk 

hG-CSF. Escherichia coli adalah satu dari sekian banyak inang yang telah 

digunakan secara luas untuk produksi protein heterolog karena kemudahannya 

dalam pemberian nutrisi, pertumbuhan yang tinggi dan telah diketahui genetik 

molekuler dan fisiologisnya (Babaeipour, V., Abbas, H. P. M., Sahebnazar, Z., 

dan Alizadeh, R. 2010).  
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 Dalam penelitian ini sistem ekspresi E. coli akan digunakan untuk 

produksi protein hG-CSF rekombinan. Klon E. coli yang digunakan adalah klon 

yang mengandung plasmid rekombinan pET-CSF3syn. Gen sintetik CSF3syn 

merupakan gen penyandi protein hG-CSF.  Plasmid rekombinan pET-CSF3syn 

dan transforman E. coli yang mengandung plasmid rekombinan tersebut telah 

dikerjakan sebelumnya di Laboratorium Rekayasa Bioproses dan Protein, Pusat 

Penelitian Bioteknologi LIPI. Analisis ekspresi, isolasi, dan purifikasi protein 

rekombinan belum dilakukan. Oleh karena itu penelitian yang dilakukan 

difokuskan pada ekspresi dan isolasi protein hG-CSF rekombinan. 

 

1.2 Tujuan Penelitian 

 Tujuan penelitian adalah mengekspresi dan mengisolasi protein human 

Granulocyte-Colony Stimulating Factor (hG-CSF) rekombinan dari E. coli yang 

mengandung plasmid rekombinan pET-CSF3syn.  

 

1.3 Manfaat Penelitian 

 Manfaat penelitian adalah memperoleh protein hG-CSF rekombinan hasil 

isolasi yang selanjutnya dapat dikembangkan untuk diteliti lebih lanjut. 
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BAB 2 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

2.1 Neutropenia 

 Neutropenia adalah suatu keadaan dimana kandungan sel darah putih sangat 

rendah. Neutropenia terutama terjadi pada pasien yang menjalani kemoterapi atau 

setelah dilakukannya transplantasi tulang (Metha, A. dan Hoffbrand, V., 2006). 

Neutropenia dapat terjadi akibat bawaan secara genetik (congenital neutropenia) 

seperti chronic neutropenia atau disebabkan oleh sesuatu (acquired neutropenia) 

misalnya infeksi, kemoterapi kanker, atau kekurangan nutrisi tertentu seperti 

vitamin B12 dan asam folat (Hoffbrand, A.V., et al., 2005). 

 Neutropenia umumnya didefinisikan jika jumlah mutlak neutrofil (absolute 

neutrophil count, ANC) kurang dari 1500 sel/µL darah. Neutropenia dapat 

dikategorikan dalam beberapa tingkatan seperti ringan (ANC 1000-1500), sedang 

(ANC 500-1000), berat (ANC 200-500), dan sangat parah (ANC < 200). Pasien 

dengan neutropenia bawaan rentan terhadap bakteri atau infeksi berulang. Kondisi 

neutropenia yang berkepanjangan dapat menyebabkan kerentanan terhadap infeksi 

jamur (Christoph , 2009; Druhan J. L., et al, 2005).  

 Pokok utama dalam perawatan neutropenia berfokus pada penggunaan G-

CSF. Kebanyakan studi menunjukkan bahwa penggunaan G-CSF mempercepat 

waktu pemulihan neutrofil (Berliner, N., Horwitz, M., dan Jr.Loughran, T. P., 

2004).  

 

2.2 Human Granulocyt -Colony Stimulating Factor (hG-CSF)  

 Human Granulocyte-colony stimulating factor (hG-CSF atau G-CSF) 

merupakan protein hormon manusia yang tergolong sebagai sitokin dan memiliki 

aplikasi terapeutik sangat penting. Granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF) 

merupakan regulator penting dalam pembentukan sel darah putih (neutrofil) atau 

granulopoiesis dan beberapa fungsi sel granulosit neutrofil matang (Chao, Z. W., 

Jiang, F. L., dan Xin D. G., 2005). 
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 Human G-CSF merupakan salah satu hemopoietik faktor pertumbuhan yang 

memainkan peranan penting dalam aktivasi merangsang proliferasi, diferensiasi, dan 

fungsional sel darah. Protein G-CSF berasal dari fagosit mononuklear, sel endotel, 

dan fibroblast (Cordevilla F. C., et al., 2004).  

 Protein tersebut merupakan molekul pengatur penting dalam pembentukan 

sel darah putih (neutrofil) atau granulopoiesis.  Protein G-CSF yang dilepaskan 

oleh sel-sel  sumber akan berinteraksi dengan reseptor spesifiknya yang berada 

dipermukaan sel responsif, kemudian menstimulasi kelangsungan hidup, 

pertumbuhan, diferensiasi, dan fungsi progenitor neutrofil yaitu granulocyte-

monocyte progenitor, serta maturasi neutrofil (Abbas et al., 1994; Lieschke, 

1994). 

Protein G-CSF bersifat selektif khususnya dalam merangsang proliferasi dan 

diferensiasi prekursor neutrofil melalui interaksi (pengikatan) dengan reseptor 

spesifik protein G-CSF yang terletak pada permukaan sel progenitor granulosit. 

Protein tersebut bersifat lebih selektif dibandingkan dengan sitokin lain seperti 

macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) dan interleukin-3 (IL-3). Gen 

CSF3 (Colony Stimulating Factor 3) penyandi G-CSF alami dalam sel manusia 

terletak pada kromosom 17q21-22, sedangkan reseptor G-CSF manusia dikode 

oleh suatu gen yang terletak pada kromosom 1p35-p34.3 (Welte et al., 1996). 

 

2.3 Karakteristik Protein G-CSF   

2.3.1. Bentuk fisikokimia 

Granulocyt-Colony Stimulating Factor (G-CSF) merupakan sebuah rantai 

polipeptida tunggal yang mengandung 174 residu asam amino, dengan berat 

molekul sekitar 18.800 Da dan titik isoelektrik (pI) 6,1. Molekul G-CSF 

mengandung satu sistein bebas pada posisi 17 (Cys17) dan dua ikatan disulfida 

intramolekular, yaitu antara Cys
36

-Cys
42 

dan Cys
64

-Cys
74 

. Kedua ikatan disulfida 

dalam molekul G-CSF memiliki peran terhadap bioaktivitasnya. Protein
 
G-CSF 

rekombinan merupakan protein yang bersifat sangat hidrofobik, mudah 

teragregasi dan umumnya membentuk endapan sebagai badan inklusi dalam kultur 

E. coli  (Chao, Z. W., Jiang, F. L., dan Xin D. G., 2005). 
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 Granulocyt-Colony Stimulating Factor (G-CSF) disandi oleh satu gen 

tunggal berukuran 2500 pb, serta memiliki 5 ekson yang dipisahkan oleh 4 intron.  

Gen tersebut menghasilkan 3 macam mRNA yang membentuk 3 isoform 

preprotein G-CSF manusia, meskipun begitu hanya ada dua isoform protein G-

CSF matang yang ditemukan di dalam tubuh, yaitu isoform a dan isoform b.  

Protein yang disandi oleh gen CSF3 mengandung 207 asam amino untuk isoform 

a dan 204 asam amino untuk isoform b.  Hal tersebut dapat terjadi karena adanya 

perbedaan pemotongan intron pada proses maturasi mRNA.  Isoform b kehilangan 

3 asam amino pada nomor 36-38 dari ujung-N yaitu asam amino Val-Ser-Glu.  

Sebanyak 30 residu asam amino pada ujung-N dari kedua isoform tersebut 

merupakan peptida sinyal sehingga dihasilkan 2 isoform G-CSF dengan panjang 

177 asam amino untuk isoform a dan 174 asam amino untuk isoform b.  Kedua 

isoform G-CSF sama-sama memiliki bioaktifitas, akan tetapi isoform b memiliki 

aktivitas yang lebih baik dan lebih melimpah.  Hal tersebut mengakibatkan G-CSF 

isoform b (174 asam amino) banyak digunakan dalam pengembangan produk 

farmasetika dengan teknologi DNA rekombinan (rDNA) (Nagata., et al., 1986; 

Souza., et al., 1986).  

       

2.3.2 Struktur Protein 

Gambar berikut menunjukkan struktur primer protein hG-CSF, yang 

mengandung 174 asam amino  (Makinoda et al., 2008).  

 
[Sumber : Makinoda et al., 2008] 

Gambar 2.1 Struktur protein rekombinan hG-CSF  
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Gambar berikut menunjukkan struktur kristal protein hG-CSF (Jong-Am 

S., et al., 2009) : 

 
[Sumber : Jong-Am S., et al., 2009] 

Gambar 2.2. Ribbon diagram struktur kristal rekombinan HG-CSF. Diagram di sebelah 

kiri memberikan pandangan orthogonal terhadap sumbu panjang protein. Di sebelah 

kanan,diagram diputar 90
◦
 untuk memberikan pandangan ke sumbu dari empat-heliks-

bundel (Protein Data Bank ID: 1rhg). Kotak putus-putus menunjukkan daerah C-terminal 

dan daerah N-terminal HG-CSF. 

 

2.3.3 Elektroforesis  

Protein biasanya memiliki muatan netto positif atau negatif yang 

mencerminkan campuran asam amino bermuatan yang dikandungnya. Jika sebuah 

larutan yang mengandung molekul protein mengalami suatu medan listrik, protein 

tersebut akan bermigrasi dengan laju yang bergantung pada muatan netto, ukuran, 

serta bentuknya. Prinsip dasar tersebut yang diterapkan dalam teknik 

elektroforesis (Albert et al., 1994). 

Elektroforesis SDS-PAGE termasuk ke dalam kelompok elektroforesis 

zona/wilayah, yaitu kelompok elektroforesis yang dibedakan berdasarkan medium 

penyangganya. Elektroforesis SDS-PAGE menggunakan gel buatan sebagai 

medium penyangga. Gel yang digunakan terbentuk dari polimerisasi akrilamida 

dengan N, N’-metilena bis akrilamida sehingga terbentuk ikatan silang karena 

polimerisasi akrilamida sendiri hanya menghasilkan ikatan linear yang tidak 

membentuk gel kaku (Girindra 1993). Polimerisasi dapat terjadi dengan cepat 
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pada suhu kamar dengan adanya katalis dan inisiator. Katalis dan inisiator yang 

umum digunakan ialah N,N,N’,N’-tetrametilenadiamina (TEMED) dan amonium 

persulfat (APS) sebagai sumber radikal bebas yang akan menginisiasi 

pembentukan polimer (Caprette, 2005). Pada metode tersebut, digunakan sodium 

dodesil sulfat (SDS) dan β-merkaptoetanol. Sodium dodesil sulfat (SDS) 

merupakan detergen anionik yang bersama dengan β-merkaptoetanol dan 

pemanasan menyebabkan rusaknya struktur tiga dimensi protein menjadi 

konfigurasi acak. Hal tersebut disebabkan oleh pecahnya ikatan disulfida yang 

selanjutnya tereduksi menjadi gugus-gugus sulfhidril. Hampir semua analisis 

dengan elektroforesis protein menggunakan gel poliakrilamida dengan konsentrasi 

yang sesuai dengan berat proteinnya (Tabel 1).  

 

Tabel 2.1 Variasi konsentrasi gel berdasarkan bobot protein 

% gel Bobot protein (kDa) 

7 50 – 500 

10 20 – 300 

12 10 – 200 

15 3 – 100 

[Sumber: Laemmli, 1970] 

  

Pergerakan partikel di dalam medium bergantung pada ukuran partikel dan 

ukuran medium penunjang. Ukuran pori dari gel akan ditentukan oleh konsentrasi 

gel poliakrilamida. Protein yang besar mempunyai mobilitas yang lebih lambat 

dibandingkan dengan protein yang berukuran kecil. Berat molekul protein dapat 

ditentukan dengan kalibrasi menggunakan standar protein yang sudah diketahui 

berat molekulnya (Rybicki, 1996). Teknik elektroforesis gel banyak digunakan 

baik di bidang kimia maupun biokimia, karena teknik tersebut memiliki banyak 

keuntungan, diantaranya memiliki daya resolusi tinggi, sederhana, dan mudah 

dibawa (Girindra, 1993). 

Elektroforesis gel poliakrilamid SDS (atau SDS-PAGE), mengawali teknik 

dalam analisis protein. Metode tersebut menggunakan gel poliakrilamid dengan 

struktur yang saling-silang sebagai matriks gel yang harus dilalui oleh molekul 
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protein. Gel disiapkan sebelum digunakan dengan cara polimerisasi dari 

monomer-monomernya, ukuran pori diatur sedemikian rupa sehingga cukup kecil 

untuk menghambat migrasi molekul-molekul protein yang dianalisis. Molekul 

protein tidak sekedar dilarutkan dalam air tetapi dicampur dengan semacam 

deterjen yang bermuatan sangat negatif, yaitu Sodium Dodesil Sulfat (SDS). 

(Albert et al., 1994). 

Deterjen tersebut mengikatkan diri pada molekul protein, sehingga protein 

tersebut menguraikan lipatan-lipatannya menjadi rantai-rantai polipeptida yang 

memanjang. Dengan demikian setiap molekul protein terbebas dari interaksi 

dengan molekul protein lain atau dengan molekul lipid dan membuatnya dapat 

larut secara bebas dalam larutan deterjen. Setiap molekul protein mengikat 

sebagian besar molekul deterjen yang bermuatan negatif, sehingga muatan setiap 

molekul protein menjadi negatif. Hal tersebut menyebabkan molekul bermigrasi 

kearah elektroda positif apabila mengalami tegangan listrik. Gel poliakrilamid 

bertindak sebagai penyaring molekul, protein-protein berukuran besar mengalami 

hambatan jauh lebih besar dibanding protein berukuran kecil. Dengan demikian 

suatu campuran kompleks protein-protein akan saling terpisah membentuk pita-

pita yang tersusun menurut berat molekul setiap protein. Pita-pita protein dengan 

mudah dideteksi melalui pewarnaan gel dengan zat pewarna Commasie Brillant 

Blue (CBB), sedangkan bila konsentrasi protein rendah dapat dideteksi dengan zat 

pewarna perak (Albert et al., 1994). 

 

2.3.4  Western Blot 

 Teknik Western blot atau bercak protein merupakan suatu cara yang sering 

digunakan untuk memindahkan atau transfer protein yang diuraikan secara 

elektroforesis dari gel poliakrilamid ke membran nitroselulosa. Teknik ini 

didahului oleh teknik Sodium Dodesil Sulfat Gel Elektroforesis (SDS-PAGE), 

protein yang diuraikan secara elektroforasis pada gel sukar dideteksi secara 

enzimatis. Protein yang mempunyai sifat antigenisitas pada membran 

nitroselullosa bereaksi dengan antibodi spesifik dan membantu suatu imun 

kompleks yang terlibat sebagai pita. 
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Membran nitroselulosa yang sering digunakan untuk transfer protein dari 

gel poliakrilamid sebelumnya diblok terlebih dahulu untuk menghindari 

timbulnya reaksi tidak spesifik dan untuk menekan terjadinya pewarnaan pada 

latarbelakang membran sehingga pita akan terlihat menjadi lebih tajam. 

Efektifitas transfer protein dapat dipengaruhi oleh : 

1. Jenis gel atau persentase komposisi gel, 

2. Jenis protein yang ditransfer, 

3. Formulasi dapar 

4. Lamanya waktu transfer    

Penggunaan teknik Western blot dalam bidang molekuler biologi  

1. Identifikasi protein/ antigen dengan monoklonal atau poliklonal antibodi, 

2. Identifikasi antibodi dengan antigen spesifik, 

3. Untuk tes alergen, 

4. Deteksi mikroelemen dari kompleks protein dengan penggunaan antibodi, 

5. Untuk pewarnaan protein (Putra, S.T., 1997). 

 

2.4 Kromatografi 

Salah satu metode yang paling berguna untuk pemisahan (fraksinasi) protein 

adalah kromatografi, yaitu sebuah teknik yang semula dikembangkan untuk 

memisahkan molekul-molekul kecil seperti gula dan asam amino. Pada umumnya 

protein dipisahkan menggunakan kromatografi kolom. Pada kromatografi kolom 

larutan yang mengandung campuran protein dilewatkan melalui sebuah kolom 

berisi suatu matriks zat padat yang berpori. Protein-protein yang berlainan 

dihambat secara berbeda akibat interaksi yang berbeda antara masing-masing 

protein dengan matriks. Sesuai dengan matriks yang dipilih, protein dapat 

dipisahkan berdasarkan : muatan yang dimiliki (kromatografi penukar-ion), 

hidrofobisitas (kromatografi hidrofobik), ukuran molekul (kromatografi filtrasi-

gel), atau berdasarkan kemampuan mengikat gugus kimia tertentu (kromatografi 
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afinitas). Banyak jenis matriks yang tersedia untuk berbagai jenis kromatografi. 

Kolom penukar-ion dilengkapi dengan butir-butir kecil yang membawa muatan 

positif atau negatif, sehingga protein akan terpisah menurut perbedaan muatan 

yang terdapat pada permukaan masing-masing (Albert et al., 1994). 

 

2.4.1 Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC) 

Fast Protein Liquid Chromatography adalah modifikasi dari Kromatografi 

Cair Kinerja Tinggi (KCKT) dan perantara antara kromatografi klasik dan KCKT. 

Pada dasarnya prinsip FPLC adalah sama dengan KCKT. Fast Protein Liquid 

Chromatography ditujukan khusus untuk pemisahan protein. Perbedaan utama 

adalah jenis kolom dan matriks yang digunakan. Komponen baja tahan karatnya 

diganti dengan bahan gelas dan plastik, karena baja tahan karatnya dianggap 

mengubah sifat protein (mnstate, 2010). 

Fast Protein Liquid Chromatography juga dapat digunakan untuk 

memisahkan molekul polimer lain, seperti asam nukleat pada konsentrsi sangat 

rendah. Tekanan FPLC lebih rendah dari pada tekanan HPLC. Karakterisasi 

protein sangat penting untuk memahami fungsinya di tingkat molekul. Protein 

dapat dipisahkan melalui kromatografi dengan FPLC dengan berbagai metode 

seperti kromatografi fase balik (reversed phase), penukar ion (ion exchange), 

filtrasi gel (size exclusion) dan kromatografi afinitas (affinity) (MSUM Biotech-

Chromatography., n.d.). 

 

2.4.1.1 Kromatografi Afinitas  

Kromatografi afinitas merupakan salah satu dari beberapa jenis 

kromatografi adsorpsi, sangat cocok dan efisien untuk isolasi biomolekul. Teknik 

ini bergantung pada material dasar adsorben berdasarkan afinitas biologis zat yang 

akan diisolasi. Dalam kromatografi afinitas, adsorpsi spesifik sifat dasar material 

direalisasikan dengan menambahkan ligan kovalen yang melengkapi biomolekul 

target ke sebuah matriks yang tidak larut. Jika sebuah sel ekstrak kasar 

mengandung target biologis aktif dilewatkan melalui kolom seperti sebuah ligan 

bergerak, maka semua senyawa yang menunjukkan afinitas di bawah kondisi 

percobaan yang diberikan akan ditahan oleh kolom, sedangkan senyawa tidak 
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menunjukkan afinitas akan melewati kolom, yang ditahan target kemudian 

dilepaskan dari kompleks dengan ligan bergerak dengan mengubah parameter 

seperti pH, kekuatan ion, komposisi dapar atau suhu. Secara konseptual tehnik ini 

merupakan kromatografi yang memiliki selektivitas dengan hasil yang tinggi dan 

tidak ada bandingannya (Zachariou M., 2008). 
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BAB 3 

BAHAN DAN CARA KERJA 

 

 

3.1 Lokasi dan Waktu Penelitian 

 Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Rekayasa Bioproses dan Protein, 

Pusat Penelitian Bioteknologi-Lembaga Ilmu Pengetahuan Indonesia (LIPI), 

Cibinong. Penelitian dilakukan pada bulan September sampai bulan Desember 

2010. 

 

3.2 Alat 

Beberapa alat berikut ini digunakan sepanjang penelitian : Laminar Air Flow 

[Esco], timbangan analitik [Precisa], tabung reaksi [Pyrex], kawat ose, spatula, 

labu erlenmeyer [Pyrex], gelas ukur [Duran], pH meter, sentrifuse dengan 

pendingin [BioFuge], mikropipet 20-200 µL [Witopet], pemanas dengan magnetic 

stirer, inkubator [Heraeus], mesin pembuat es [Scotman], freezer -20ºC 

[Scotman], Ultra Low Temperatur -80ºC, vorteks [Thermolyne], bunsen, 

termometer [Yenaco], mikropipet 0,5-10 µL dan 100-1000 µL [Witeg], 

mikropipet 2-20 µL dan 20-200 µL [Lab mate], mikropipet 200 µL dan 1000 µL 

[Gibson], mikropipet 1-5 mL [HTL], spektrofotometer [BECKMAN], tabung 

sentrifus [Nalgene], sonikator [HERMLE Z320K], Spektofotometer, alat 

ektroforesis Mini-Protean II [Bio-Rad], alat western blot [Bio-Rad], inkubator 

dengan agitasi [Heraeus], dan alat-alat lain yang biasa digunakan dalam 

laboratorium. 

 

3.3 Sampel 

3.3.1 Mikroorganisme 

 Mikroorganisme yang digunakan adalah kultur E. coli BL21(DE3)pLysS 

[Novagen] yang mengandung plasmid rekombinan pET-CSF3syn (ec). Gen 

CSF3syn merupakan gen yang dikonstruksi mengandung kodon preferensi E. coli 

sehingga ekspresi protein dapat optimal di sel target. Galur ini dikonstruksi agar 

membawa gen penyandi CSF3syn. 
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3.3.2 Bahan Kimia 

Tripton [Biomark], Ekstrak ragi [Pronadisa], Natrium klorida [AppliChem], 

Glukosa [Merck], Ampisilin, IPTG (Isopropil -D-1-tiogalaktopiranosida 

[Fermentas], Lisozim [Biobasic Inc.], DNase1 [Fermentas], Gliserol [Merck
@

], 

Magnesium klorida [Merck], Natrium azida [Merck
@

], Triton X-100 [Merck], 

Ditiotreitol (DTT) [BioRad], Amonium Persulfat (APS) [BioRad], TEMED 

(N,N,N’,N’-tetrametilendiamin) [Applichem], Sodium dodesil sulfat [Invitrogen], 

Akrilamid [BioRad], Glisin [IBI], Commasie Briliant Blue (CBB), Asam asetat 

glasial [Merck], Tris metil hidroksi aminometan [Bio Basic Inc], Bromofenol biru 

[Biobasic Inc.], 2-merkaptoetanol [Merck
@

], Metanol [Merck], Sukrosa 

[Merck
@

], Natrium EDTA [Merck
@

], Natrium deoksikolat [Bio Basic Inc], 

Imidazol [GE healthcare], Resin NiNTA [Qiagen], Resin TALON [Clontech], 

Natrium hidrogen fosfat [Merck], Hidrogen klorida [Merck
@

], Susu skim, Tween 

20 [BioRad], Membran dialisis [Spectra/Por
®
], Penanda protein PageReguler 

™prestained [Fermentas], Antibodi poliklonal IgG [Promega], Anti rabbit IgG 

(Fc) Antibodi poliklonal konjugat [Promega], Urea [Basicbasic Inc.].  

 

3.4 Larutan untuk Ekspresi Protein Rekombinan 

3.4.1 Medium dan Pembuatan Medium 

3.4.1.1 Medium Luria Bertani 

 Medium yang digunakan adalah medium cair Luria Bertani (LB). Adapun 

kandungan dari medium LB adalah tripton, ekstrak ragi dan Natrium klorida. 

Medium LB cair ini digunakan untuk membuat kultur inokulum dan kultur cair 

bakteri. 

 

3.4.1.2 Pembuatan Medium Luria Bertani 

 Untuk membuat 1 liter medium cair ditimbang 10 gram tripton, 5 gram 

ekstrak ragi, dan 10 gram natrium klorida kemudian dilarutkan dengan aquadest 

sampai 1 liter dalam Erlenmeyer 2 liter. Medium yang sudah jadi disterilkan 

menggunakan autoklaf pada suhu 121ºC selama 15 menit. Setelah agak dingin, 

ditambahkan 10 mL glukosa konsentrasi 40% sehingga medium  tersebut 

mengandung 0,4% glukosa. Kemudian ditambahkan 500 µL larutan ampisilin 
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sehingga medium mengandung 50 µg/mL dan ditambahkan 340 µL larutan 

kloramfenikol sehingga medium mengandung 34 µg/mL kloramfenikol. Medium 

selanjutnya dapat langsung digunakan untuk pembuatan kultur cair. 

 

3.4.2 Pembuatan Larutan, Dapar dan Pereaksi 

3.4.2.1 Larutan Glukosa 40% 

 Sebanyak 40 gram glukosa ditimbang dan dilarutkan dengan aquadest 

hingga 100 mL. Selanjutnya disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 121ºC 

selama 15 menit. 

 

3.4.2.2 Larutan Stok IPTG 1 M 

 Sebanyak 1 gram IPTG dilarutkan dengan 4,2 mL aquabidest steril secara 

aseptis menghasilkan larutan stok IPTG dengan konsentrasi 1 M. 

 

3.4.2.3 Larutan Lisozim 50 mg/mL 

 Sebanyak 100 mg lisozim dilarutkan dengan aquabidest steril hingga 2 mL 

secara aseptis, menghasilkan larutan lisozim dengan konsentrasi 50 mg/mL. 

Kemudian lisozim disimpan dalam freezer -20ºC. 

 

3.4.2.4 Larutan Natrium klorida 1 M 

 Sebanyak 5,85 gram natrium klorida dilarutkan dengan aquabidest steril 

hingga 100 mL, sehingga menghasilkan larutan dengan konsentrasi 1 M.  

 

3.4.2.5 Larutan Magnesium klorida 1 M 

  Sebanyak 20,3 gram magnesium klorida dilarutkan dengan aquabidest 

steril hingga 100 mL, sehingga menghasilkan larutan dengan konsentrasi 1 M. 

 

3.4.3.6 Dapar Tris-HCl pH 8,0 1 M 

Sebanyak 12,1 gram tris base dilarutkan dalam kurang lebih 80 mL 

aquabidest steril. Kemudian pH diatur dengan  penambahan hidrogen klorida 2 N 

hingga tercapai pH 8,0. Setelah mencapai pH 8.0 ditambahkan aquabidest steril 

hingga 100 mL. 
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3.4.3.7 Larutan Posfat Buffer Saline pH 7,2 (PBS)   

 Sebanyak 8 gram natrium klorida, 0,2 gram kalium klorida, 1,44 gram 

natrium hidrogen fosfat dan kalium hidrogen fosfat dilarutkan kedalam 800 mL 

aquadest, atur pH hingga 7,4 menggunakan larutan hidrogen klorida atau Natrium 

hidroksida. Aquadest ditambahkan hingga 1 liter.  

 

3.4.3.8 Larutan Natrium azida 30% dalam Posfat Buffer Saline (PBS)   

 Sebanyak 30 gram natrium azida dilarutkan kedalam aquabidest steril 

hingga 100 mL, menghasilkan larutan dengan konsentrasi 30%. 

 

3.4.3.9 Larutan Triton X-100 10% 

 Sebanyak 10 mL triton X-100 dilarutkan kedalam aquabidest steril hingga 

100 mL, menghasilkan larutan dengan konsentrasi 10%. 

 

3.4.3.10 Larutan DTT (Ditiotreitol) 1M 

 Sebanyak 15,42 gram ditiotreitol dilarutkan kedalam aquabidest steril 

hingga 100 mL, menghasilkan larutan dengan konsentrasi 1M. 

 

3. 5 Larutan untuk Isolasi Badan Inklusi 

3.5.1 Pembuatan Larutan, Dapar dan Pereaksi 

3.5.1.1 Larutan Dapar pH 8,0 

 Dibuat sebanyak 25 mL larutan dapar pH 8,0 yang mengandung 50 mM 

tris-HCl, Sukrosa 25%, 1 mM natrium EDTA, 0,1 % natrium azida, dan 10 mM 

ditioteritol kemudian ditambahkan hidrogen klorida 2 N hingga pH 8 sisanya 

ditambahkan aquabidest steril hingga 25 mL. 

 

3.5.1.2 Larutan Dapar Lisis pH 8,0 

 Dibuat sebanyak 25 mL larutan dapar lisis pH 8,0 yang mengandung 50 

mM tris-HCl, 1 % triton X-100, 1% natrium deoksikolat, 100 mM natrium 

klorida, 0,1% natrium azida dan 10 mM ditiotreitol kemudian ditambahkan 
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hidrogen klorida 2 N hingga pH 8,0 sisanya ditambahkan aquabidest steril hingga 

25 mL. 

 

3.5.1.3 Larutan Dapar Pencuci pH 8.0 dengan Triton 

 Dibuat sebanyak 25 mL dapar pencuci pH 8 yang mengandung 50 M tris-

HCl, 0,5% triton X-100, 100 mM natrium klorida, 1 mM natrium EDTA, 0,1 % 

natrium azida dan 1 mM ditiotreitol. Kemudian ditambahkan hidrogen klorida 2 N 

hingga pH 8,0 sisanya ditambahkan aquabidest steril hingga 25 mL. 

 

3.5.1.4 Larutan Dapar Pencuci pH 8,0 tanpa Triton 

 Dibuat sebanyak 25 mL dapar pencuci pH 8,0 yang mengandung 50 M 

tris-HCl, 100 mM natrium klorida, 1 mM natrium EDTA, 0,1 % natrium azida dan 

1 mM ditiotreitol. Kemudian ditambahkan hidrogen klorida 2 N hingga pH 8,0 

sisanya ditambahkan aquabidest steril hingga 25 mL. 

 

3.6 Larutan untuk Isolasi Protein Terlarut dengan Menggunakan Afinitas 

Kromatografi. (Novagen, 2005) 

3.6.1 Pembuatan Larutan, Dapar dan Pereaksi 

3.6.1.1 Larutan Dapar (Dapar A) 

 Dibuat sebanyak 25 mL larutan dapar A pH 7,6 yang mengandung 20 mM 

tris-HCl, 20 % sukrosa, dan 1 mM EDTA. Kemudian ditambahkan hidrogen 

klorida 2 N hingga pH 7.6 sisanya ditambahkan aquabidest steril hingga 25 mL. 

 

3.6.1.2 Larutan Dapar Elusi 

 Dibuat sebanyak 25 mL larutan dapar elusi pH 7,6 yang mengandung 20 

mM tris-HCl, 20 % sukrosa, 1 mM EDTA dan 4 M imidazol. Kemudian 

ditambahkan hidrogen klorida 2 N hingga pH 7,6 sisanya ditambahkan aquabidest 

steril hingga 25 mL. 
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3.7 Larutan untuk Protein Setelah didialisis Menggunakan Kromatorafi 

Afinitas. (Novagen, 2005) 

3.7.1 Pembuatan Larutan, Dapar dan Pereaksi 

3.7.1.1 Larutan Dapar Pengikat pH 8,0  

 Dibuat sebanyak 25 mL larutan dapar pengikat pH 8,0 yang mengandung 

50 mM natrium hidrogen fosfat, 300 mM natrium klorida, 10 mM imidazol. 

Kemudian ditambahkan hidrogen klorida 2 N hingga pH 8,0 sisanya ditambahkan 

aquabidest steril hingga 25 mL. 

 

3.7.1.2 Larutan Dapar Pencuci pH 8,0 

 Dibuat sebanyak 25 mL larutan dapar pencuci pH 8 yang mengandung 50 

mM natrium hidrogen fosfat, 300 mM natrium klorida, 20 mM imidazol. 

Kemudian ditambahkan hidrogen klorida 2 N hingga pH 8,0 sisanya ditambahkan 

aquabidest steril hingga 25 mL. 

 

3.7.1.3 Larutan Dapar Elusi pH 8,0 

 Dibuat sebanyak 25 mL larutan dapar pencuci pH 8,0 yang mengandung 

50 mM natrium hidrogen fosfat, 300 mM natrium klorida, 250 mM imidazol. 

Kemudian ditambahkan hidrogen klorida 2 N hingga pH 8,0 sisanya ditambahkan 

aquabidest steril hingga 25 mL. 

 

3.7.1.4 Larutan Dapar Pengikat pH 8,0 ( Larutan Dapar B) 

Dibuat sebanyak 25 mL larutan dapar pencuci pH 8,0 yang mengandung 8 

M urea, 0,1 M natrium hidrogen fosfat, 0,01 M tris-HCl. Kemudian ditambahkan 

hidrogen klorida 2 N hingga pH 8,0 sisanya ditambahkan aquabidest steril hingga 

25 mL. 

 

3.7.1.5 Larutan Dapar Pencuci pH 6,3 ( Larutan Dapar C) 

Dibuat sebanyak 25 mL larutan dapar pengikat pH 6,3 yang mengandung 

8 M urea, 0,1 M natrium hidrogen fosfat, 0,01 M tris-HCl. Kemudian 
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ditambahkan hidrogen klorida 2 N hingga pH 6,3 sisanya ditambahkan aquabidest 

steril hingga 25 mL. 

 

3.7.1.6 Larutan Dapar Elusi pH 5,9 ( Larutan Dapar D) 

 Dibuat sebanyak 25 mL larutan dapar pencuci pH 5,9 yang mengandung 8 

M urea, 0,1 M natrium hidrogen fosfat, 0,01 M tris-HCl. Kemudian ditambahkan 

hidrogen klorida 2 N hingga pH 5,9 sisanya ditambahkan aquabidest steril hingga 

25 mL. 

 

3.7.1.7 Larutan Dapar Elusi pH 4.5 ( Larutan Dapar E) 

 Dibuat sebanyak 25 mL larutan dapar pencuci pH 4,5 yang mengandung 8 

M urea, 0,1 M natrium hidrogen fosfat, 0,01 M tris-HCl. Kemudian ditambahkan 

hidrogen klorida 2 N hingga pH 4,5 sisanya ditambahkan aquabidest steril hingga 

25 mL. 

 

3.8 Larutan untuk Sodium Dodesil Sulfat Elektroforesis dan Western Blot 

3.8.1 Pembuatan Larutan, Dapar dan Pereaksi 

3.8.1.1 Pembuatan Gel Akrilamid  

 Formulasi gel akrilamid 12% yang terdiri dari gel penahan yang terdiri 

dari gel penahan dan gel pemisah. Gel pemisah dibuat dengan melarutkan 3,35 

mL dH2O, 2,5 mL tris-HCl 1,5 M pH 8,8, 4,0 mL akrilamid 30%, 0,1 mL sodium 

dodesil sulfat 10%, 0,05 mL amonium persulfat 10%, 0,005 mL TEMED. Gel 

penahan dibuat dengan melarutkan 6,1 mL dH2O, 2,5 mL tris-HCl 0,5 M pH 6, 

1,3 mL akrilamid 30%, 0,1 mL sodium dodesil sulfat 10%, 0,05 mL amonium 

persulfat 10%, 0,01 mL TEMED. 

 Cetakan untuk gel diisi dengan larutan gel pemisah dan diatasnya diisikan 

aquadest steril untuk mencegah agar gel pemisah tidak cekung saat membeku dan 

sekaligus mencegah terbentuknya gelembung udara dalam gel. Setelah gel 

pemisah membeku, lapisan aquadest steril lalu dibuang dan cetakan diisi dengan 

larutan gel penahan. Segera setelah gel penahan dimasukkan sisir yang akan 

digunakan untuk mencetak sumuran gel. Setelah gel membeku, sisir dapat 

diangkat dan akan terbentuk sumuran pada gel penahan. Gel dapat langsung 
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digunakan atau disimpan dalam aquadest steril di lemari pendingin untuk 

digunakan keesokan harinya. Penyimpanan dalam aquadest steril agar gel tidak 

kering dan pecah. (Coligan, J.E., et al., 1995) 

 

3.8.1.2 Larutan Dapar Elektroforesis 

Sebanyak 57,6 gram glisin, 12 gram tris base, 4 gram sodium dodesil 

sulfat kemudian dilarutkan dalam aquadest hingga 4 liter. 

 

3.8.1.3 Larutan Pewarna Protein 

 Sebanyak 2,5 gram commasie brilliant blue R-250, 450 mL metanol, 100 

mL asam asetat glasial kemudian dilarutkan dalam aquadest hingga 1 liter. 

 

3.8.1.4 Larutan 5x Loading Buffer  

 Sebanyak 31,25 mL tris-HCl 1 M pH 6,8, 10 gram sodium dodesil sulfat, 

25 mL gliserol, 750 µL bromofenol biru (2% dalam etanol), 5 mL 2-

merkaptoetanol, kemudian dilarutkan dalam aquadest hingga 100 mL. 

 

3.8.1.5 Larutan Pencuci Gel Pertama 

 Sebanyak 200 mL metanol dicampurkan dengan 35 mL asam asetat glasial 

dan 265 mL aquadest.  

 

3.8.1.6 Larutan Pencuci Gel ke Dua 

Sebanyak 25 mL metanol dicampurkan dengan 35 mL asam asetat glasial dan 440 

mL aquadest.  

 

3.8.1.7 Larutan Tris Buffer Saline (TBS) pH 7.6 

Sebanyak 2,42 gram Tris base, 8 gram natrium klorida, selanjutnya pH 

diatur dengan hidrogen klorida 2 N hingga pH 7,6. Selanjutnya dilarutkan 

aquadest hingga 1 liter. 
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3.8.1.8 Larutan Dapar Elektroforesis Transfer     

 Sebanyak 15,5 gram tris base, 72 gram glisin, 5 gram sodium dodesil 

sulfat ditimbang. Selanjutkan dilarutkan aquadest hingga 1 liter. 

 

3.8.1.9 Larutan Susu skim 10% dalam TBS pH 7,6 

 Sebanyak 10 gram susu skim ditimbang kemudian dilarutkan ke dalam 

TBS pH 7,6 hingga 100 mL.  

 

3.8.1.10 Larutan Tween 0,1 % dalam TBS pH 7,6 

 Sebanyak 0,1 mL tween kemudian dilarutkan ke dalam 100 mL TBS     

pH 7,6.  

 

3.9 Cara Kerja 

3.9.1 Inokulasi Sampel 

 Sebanyak 100 ml medium LB yang ditambah 1 ml glukosa (konsentrasi 

final 0,4 g/ml) ditambah ampisilin (25 µg/ml) dan kloramfenikol (34 µg/ml)   

diinokulasi dengan satu ose kultur E. coli segar. Kultur E. coli tersebut 

ditumbuhkan semalam (18-20 jam) pada suhu 37ºC dengan agitasi 150 rpm. 

Selanjutnya kultur tersebut diinokulasi ke dalam 1L medium LB yang telah 

ditambah dengan glukosa ( 0,04 mg/ml), ampisilin (50 µg/ml) dan kloramfenikol 

(34 µg/ml). Kultur E. coli ditumbuhkan sampai kerapatan sel (OD600) mencapai 

sekitar 0,7. Kultur diinduksi dengan menambahkan larutan IPTG (0,1–0,4 mM) 

dan selanjutnya kultur diinkubasi selama 3 jam dengan agitasi (150 rpm) pada 

suhu 37
o
C atau 30

o
C. Setelah proses induksi selesai kultur didinginkan selama 15-

20 menit. Selanjutnya kultur disentrifugasi 6000 rpm selama 15 menit untuk 

memisahkan biomasa sel dari medium. Biomasa sel dapat disimpan pada suhu -

80
o 
C bila belum diproses lebih lanjut. (Bjorkman’s group, n.d.)   

      

3.9.2 Isolasi Badan Inklusi  

Biomasa sel diresuspensi dalam 13 mL larutan dapar dalam es dan 

dipindahkan ke dalam tabung sentrifus (ukuran 30 mL). Suspensi sel diperlakukan 

dengan sonikasi selama 15 detik, dengan interval waktu 1 menit sebanyak 3 kali. 
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Untuk membantu pemecahan sel, ke dalam tabung ditambahkan 100 µL lisozim 

(dari stok 50 mg/ml), 1µL DNase I, 50 µL MgCl2  (dari stok 0,5 M) dan divorteks. 

Selanjutnya ditambahkan 12,5 mL dapar lisis dan segera divorteks. Tabung 

diinkubasi selama 30-60 menit pada suhu kamar kemudian ditambahkan sebanyak 

350 µL larutan NaEDTA 0,5 M. Setelah itu dilakukan di beku cairkan  selama 30 

menit pada suhu 37
º
C. Kemudian ditambahkan MgCl2 dan ditunggu hingga 

viskositas turun dalam 30-60 menit. Selanjutnya ditambahkan 350 µL larutan 

NaEDTA 0,5 M (diambil 100 µL sebagai C1 untuk di cek dengan SDS-PAGE 1) 

dan setelah itu disentrifugasi pada 10000 rpm selama 20 menit, pada suhu 4
º
C. 

Selanjutnya supernatan (diambil 100 µl sebagai S1 untuk di cek dengan SDS-

PAGE) dan pelet dipisahkan pada tabung yang berbeda. Kemudian pelet diambil 

dan diresuspensi dalam 10 mL dapar pencuci yang mengandung Triton. Kemudian 

dilakukan sonikasi selama 15 detik dengan interval waktu 1 menit sebanyak 3 

kali, dalam es. Setelah itu sampel disentrifugasi pada 10000 rpm selama 20 menit, 

pada suhu 4
º
C. Supernatan (diambil 100 µL sebagai S2 untuk di cek dengan SDS-

PAGE) dan pelet dipisahkan pada tabung yang berbeda. Kemudian pelet diambil 

dan diresuspensi dalam 10 mL dapar pencuci yang tidak mengandung Triton 

(diambil 100 µL sebagai W1 untuk di cek dengan SDS-PAGE). Kemudian 

dilakukan sonikasi selama 15 detik, dengan interval waktu 1 menit sebanyak 3 

kali dalam es. Setelah itu tabung disentrifugasi kembali pada 10000 rpm selama 

20 menit, pada suhu 4
º
C. Selanjutnya supernatan (diambil 100 µL sebagai S3 

untuk di cek SDS-PAGE) dan pelet dipisahkan dalam tabung yang berbeda. 

(Bjorkman’s group, n.d.) 

 

3.9.3 Melarutkan Badan Inkusi (Kondisi Protein Terdenaturasi)  

 Pelet yang berhasil diperoleh (badan inkusi) selanjutnya dilarutkan dalam 

11 mL larutan 6 M urea pH 8,0 (konsentrasi akhir protein yang dilarutkan adalah 

1 mg/ml) ditambahkan 4 mM ditioteritol  (diambil 100 µL, simpan sebagai Sb1 

untuk dicek dengan SDS-PAGE), kemudian digoyangkan pada suhu 4ºC untuk 

melarutkan pelet. Setelah itu dialisis untuk melipat kembali protein (diambil 100 

µL, disimpan sebagai D1 untuk di cek dengan SDS-PAGE), kemudian sampel 

protein disimpan pada -80
º
C. (Bjorkman’s group, n.d.) 
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3.9.4 Isolasi Protein  Terlarut  

 Biomasa sel di beku cairkan sebanyak tiga kali, ditambah dengan 15 mL 

larutan dapar A kemudian disonikasi selama 15 detik dengan interval 1 menit. 

Sentrifus 10.000 rpm selama 20 menit, kemudian diambil supernatannya. Setelah 

itu resin talon disiapkan sebanyak 400 µL ditambahkan larutan dapar A 200 µL, 

kemudian disentrifus 3000 rpm selama 1 menit. Pelet resin diambil, kemudian 

dicampurkan dengan supernatan. Kemudian di agitasi perlahan selama 3 jam 

dalam rotator dengan suhu 4
º
C. Sentrifus dilakukan pada 3000 rpm selama 7 

menit untuk memperoleh bagian supernatant yang disebut inner volume (IV) yang 

akan di cek dengan SDS-PAGE. Pelet resin diambil, kemudian ditambahkan 15 

mL larutan dapar A disentrifus 3000 rpm selama 5 menit. Supernatannya 

disimpan sebagai cucian pertama W1 (di cek dengan SDS-PAGE). Pelet resin 

diambil kemudian ditambahkan 5 mL dapar A disentrifus kembali 3000 rpm 

selama 5 menit, supernatannya disimpan sebagai cucian kedua (W2, di cek dengan 

SDS-PAGE). Pelet resinnya diambil, kemudian ditambahkan 300 µL dapar elusi 

(dapar A dengan 0,4 M), setelah itu diinkubasi semalam dalam rotator suhu 4
º
C. 

Kemudian disentrifus 3000 rpm selama 7 menit disimpan sebagai hasil elusi (E1, 

di cek dengan SDS-PAGE). (Bjorkman’s group, n.d.) 

 

3.9.5 Afinitas Kromatografi dengan Resin Ni-NTA (Kondisi Denaturasi) 

  Kolom disiapkan dengan memasukkan 100 µL bubur resin Ni-NTA ke 

dalam tabung 1,5 mL, resin dicuci dengan aquadest steril kemudian disentrifus 

5000 rpm selama 2 menit (dilakukan dua kali pencucian dengan aquadest steril, 

kemudian supernatannya dibuang. Setelah itu larutan dapar pengikat (larutan 

dapar B) dimasukkan sebanyak 200 µl ke dalam tabung 1,5 mL  agitasi  perlahan, 

disentrifus selama 2 menit dengan kecepatan 5000 rpm agar resin terikat dengan 

baik. Resin sudah siap untuk digunakan. Setelah itu sampel protein dimasukkan 

(kondisi terdenaturasi) sebanyak 100 µL agitasi perlahan (dalam rotator selama 1 

jam). Pelet dan supernatan dipisahkan (supernatan disimpan sebagai S1 dalam 

tabung berbeda) (cek SDS-PAGE). Pelet kemudian ditambahkan larutan dapar 

pencuci (larutan dapar C), agitasi perlahan , kemudian disentrifus 5000 rpm 
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selama 2 menit (ulangi dua kali), supernatannya disimpan dalam tabung berbeda 

sebagai W1 (cek dengan SDS-PAGE). Pelet kemudian ditambahkan larutan dapar 

pencuci (larutan dapar D), agitasi perlahan, kemudian disentrifus 5000 rpm 

selama 2 menit (ulangi dua kali), supernatannya disimpan dalam tabung berbeda 

sebagai W2 (cek dengan SDS-PAGE). Kemudian peletnya dielusi dengan 100 µL 

larutan dapar elusi D, agitasi perlahan disentrifus 5000 rpm selama 2 menit 

(dilakukan dua kali). Supernatannya disimpan dalam tabung berbeda sebagai E1 

(cek dengan SDS-PAGE). Kemudian pelet dielusi lagi dengan 100 µL larutan 

dapar elusi E (lakukan dua kali), simpan supernatannya sebagai E2 (cek dengan 

SDS-PAGE). (Novagen. 2005) 

  

3.9.6 Afinitas Kromatografi dengan Resin Ni-NTA (Setelah didialisis)  

 Disiapkan kolom dengan memasukkan 100 µL bubur resin Ni-NTA ke 

dalam tabung 1,5 mL, matriks dicuci dengan aquadest steril kemudian disentrifus 

5000 rpm selama 2 menit (dilakukan dua kali pencucian dengan aquadest steril, 

supernatan dibuang). Setelah itu masukkan 200 µL larutan dapar pengikat ke 

dalam tabung 1,5 mL  agitasi  perlahan, disentrifus selama 2 menit dengan 

kecepatan 5000 rpm agar resin terikat dengan baik. Resin sudah siap untuk 

digunakan. Setelah itu dimasukkan sampel protein (kondisi setelah dialisis) 

sebanyak 100 µL diagitasi perlahan (dalam rotator selama 1 jam). Pelet dan 

supernatan dipisahkan (supernatan disimpan sebagai S1 dalam tabung berbeda) 

kemudian di cek dengan SDS-PAGE. Pelet kemudian di tambahkan larutan dapar 

pencuci, agitasi perlahan, kemudian disentrifus 5000 rpm selama 2 menit 

(diulangi dua kali), supernatannya disimpan dalam tabung berbeda sebagai 

pencucian pertama (W1, di cek dengan SDS-PAGE). Kemudian peletnya dielusi 

dengan 100 µL larutan dapar elusi agitasi perlahan disentrifus 5000 rpm selama 2 

menit (dilakukan dua kali). Supernatannya disimpan dalam tabung berbeda 

sebagai elusi pertama ( E1, di cek dengan SDS-PAGE).(Novagen, 2005) 

 

3.9.7 Sodium Dodesil Sulfat Poliakrilamid Gel Elektroforesis (SDS-PAGE) 

 Disiapkan gel poliakrilamid, kemudian alat elektroforesis dipasang 

kemudian ditambahkan larutan dapar elektroforesis. Sampel protein (40 µL) 

didihkan pada suhu 95ºC selama 5-10 menit, setelah dididihkan ditambahkan (10 
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µL) sampel loading buffer, kemudian disentifus. Setelah  itu dimasukkan sampel 

15 µL ke dalam sumuran gel akrilamid. Alat dijalankan 90 volt selama 2 jam. 

Setelah selesai gel poliakrilamid diwarnai dengan Commasie Brilliant Blue selama 

semalam. Kemudian gel dicuci (yang telah diwarnai semalam) dengan larutan 

pencuci pertama selama satu jam, setelah itu dicuci kembali dengan larutan 

pencuci ke dua selama satu jam. Hasil gel yang telah dicuci divisualisasi dengan 

scanner. 

  

3.9.8 Western Blot 

 Membran nitroselulosa dipotong sesuai dengan gel, kemudian membran 

dibasahi dengan larutan dapar elektroforesis transfer. Kemudian kertas saring dan 

bahan berserat direndam dalam larutan dapar elektroforesis transfer, setelah itu 

disiapkan tumpukan untuk Western blot dalam kaset dengan susunan sebagai 

berikut: tempat berpori, kertas saring whatman, gel poliakrilamid, membran 

nitroselulosa, kertas saring whatman, tempat berpori. Kemudian kaset ditutup 

dengan rapat agar tumpukan tidak bergeser, sebelumnya dihilangkan gelembung 

udara antara gel dan membran. Setelah itu larutan dapar elektroforesis transfer 

dimasukkan ke dalam tangki, tangki diisi dan tempat kaset gel diletakkan 

kedalamnya. Kemudian tangki diisi dengan larutan dapar elektroforesis transfer 

dan dihubungkan dengan elektroda 90 volt, selama 2 jam, dibagian luar alat diberi 

es. Membran nitroselulosa dilepaskan, rendam dalam larutan susu skim 10% 

dalam TBS kemudian diinkubasi selama 1 jam pada suhu kamar. Setelah itu 

dicuci tiga kali dengan tween 0,1% dalam TBS  selama 15 menit; 5 menit; 5 menit 

pada suhu kamar. Setelah itu dituangkan susu skim, ditambahkan antibodi primer 

(3 µL), inkubasi salama 1 jam pada suhu kamar. Untuk konjugasinya, disiapkan 

sekunder antibodi (2 µL) inkubasi selama 1 jam pada suhu kamar. Setelah itu 

dilakukan pencucian membran setelah ditambah antibodi sekunder dengan susu 

10% dalam TBS tiga kali selama 25 menit dengan interval 15 menit; 5 menit; 5 

menit untuk menghilangkan sisa-sisa tween 20 dari membran. Membran 

nitroselulosa direndam dalam larutan HRP pengembang warna pada suhu kamar, 

kemudian dicuci dengan aquabidest steril. Setelah itu membran nitroselulosa 

diamati untuk melihat pita. 
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4. 1. Hasil Isolasi Badan Inklusi  

 Protein G-CSF rekombinan didapatkan dengan mengisolasi protein 

tersebut dari sel E. coli yang mengandung plasmid rekombinan. Galur E. coli yang 

di gunakan adalah BL21(DE3)pLysS. Galur tersebut digunakan untuk ekspresi 

protein yang didasarkan pada sistem T7 RNA polimerase. Galur 

BL21(DE3)pLysS memanfaatkan promoter T7 untuk mengkontrol ekspresi 

sehingga dapat mengekspresikan gen target. Gen target yang disisipkan adalah 

gen CSF3syn yang menyandi protein G-CSF yang dihubungkan oleh enam 

histidin di bagian N terminalnya. Galur BL21(DE3)pLysS mengandung plasmid 

pLysS yang membawa gen pengkode T7 lisozim sehingga menurunkan tingkat 

dasar ekspresi protein dari gen. hal tersebut penting jika protein bersifat toksik 

terhadap E. coli. Sel E. coli menjadi lebih toleran terhadap toksisitas dengan 

adanya T7 lisozim. Plasmid pLysS mengandung gen resisten terhadap 

kloramfenikol. Galur BL21(DE3)pLysS memiliki defisiensi Lon dan OmpT (out 

membrane protein) sehingga dapat meminimalkan degradasi protein rekombinan 

yang terekspresi (BioDynamic Laboratory, 2003).   

Protein G-CSF sebagian besar diekspresikan oleh E. coli sebagai badan 

inklusi (protein berbentuk agregat) (Vanz LS. et al., 2008).  Analisis terhadap 

protein G-CSF terlarut juga dilakukan dalam penelitian, walaupun kemungkinan 

untuk mendapatkan protein tersebut hanya sedikit (Jong-Am S., et al., 2009).    

Isolasi dilakukan untuk mendapatkan protein sebagai badan inklusi. Tahap 

awal dari penelitian adalah dengan menginokulasikan sel E. coli 

BL21(DE3)pLysS dalam medium Luria Bertani (LB) yang mengandung antibiotik 

ampisilin dan kloramfenikol selama semalam (16-20 jam), kemudian 

diinokulasikan kembali dalam medium LB baru yang telah mengandung antibiotik 

ampisilin dan kloramfenikol. Densitas optik sel dicek hingga ~0,7. Setelah itu 

diinduksi menggunakan IPTG (Isopropil -D-thiogalaktosida) selama tiga jam. 

Setelah itu sentifus untuk mendapatkan pelet (biomasa sel). Pelet (biomasa sel) 
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yang didapat diisolasi untuk mendapatkan protein G-CSF. Tahap awal isolasi 

adalah dengan memecahkan selnya (sonikasi), kemudian badan inklusi yang 

didapat dicuci dengan menggunakan beberapa detergen untuk menghilangkan 

endotoksin, DNA dan protein E. coli lain. Kemudian dilarutkan dengan agen 

pendenaturasi, dalam penelitian digunakan 6 M urea dan DTT (dithiotreitol) untuk 

mereduksi ikatan disulfida yang ada. Setelah dilarutkan dengan urea kemudian 

dianalisis dengan Sodium dodesil sulfat gel elektroforesis (SDS-PAGE). Hal 

tersebut dilakukan karena masih banyak protein lain selain protein target, 

kemudian isolasi dilanjutkan menggunakan IMAC (immobilized metal ion affinity 

chromatography) atau afinitas kromatografi dengan resin Ni-NTA menggunakan 

nikel sebagai logam pengikat. Hasilnya dianalisis menggunakan SDS-PAGE dan 

western blot. 

 

Gambar 4.1 Hasil Isolasi Badan Inklusi Menggunakan SDS-PAGE. (1) penanda 

protein Prestained™, (2) setelah penambahan EDTA, (3) setelah dicuci dengan 

larutan dapar tanpa triton, (4) supernatant setelah sonikasi pertama, (5) 

supernatant setelah sonikasi kedua, (6) supernatant setelah sonikasi ketiga, (7) 

sampel setelah disoluboilisasi dengan urea 6 M, (8) sampel setelah dialisis. 
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Pada gambar 4.1, lajur 7 hasil SDS-PAGE menunjukkan masih banyak 

protein lain yang ikut terisolasi, pada proses ini masih diperlukan lagi proses 

pembersihan terhadap protein-protein E. coli yang lain. Optimasi terhadap 

detergen, pH, dan suhu yang digunakan dalam proses isolasi perlu dilakukan, 

karena hal tersebut sangat berpengaruh terhadap proses isolasi. Optimasi perlu 

juga dilakukan terhadap penggunaan konsentrasi IPTG, untuk mengetahui 

konsentrasi optimal dalam ekspresi protein. Gambar 4.1, lajur 8 merupakan hasil 

dialisis. Hasil yang diperoleh adalah belum terjadinya pemisahan secara 

sempurna. 

 

Gambar 4.2 Hasil SDS-PAGE  Menggunakan Afinitas Kromatografi  pada Protein 

Terdenaturasi. (1) penanda protein Prestained™, (2) sampel yang tidak terikat 

resin, (3) W1 setelah dicuci dengan larutan dapar pH 6,3, (4) W1, setelah 

pencucian dengan pH 6,3 , (5) E1, sampel setelah dielusi dengan larutan dapar pH 

5,9 , (6) E1, sampel setelah dielusi dengan larutan dapar pH 5,9 (7) E1, sampel 

setelah dielusi dengan larutan dapar pH 4,5, (8) E1, sampel setelah dielusi dengan 

larutan dapar pH 4,5. 

 

Gambar 4.2, lajur 1 hasil SDS-PAGE (sampel protein terdenaturasi) masih 

banyak protein yang ikut pada proses isolasi, seperti yang sudah dibahas pada 

gambar 4.1, lajur 7.  Gambar 4.2, lajur 3 dan 4 hasil isolasi menggunakan afinitas 

kromatografi, ternyata masih banyak protein target yang terbuang keluar atau ikut 

tercuci, dikarenakan resin tidak berikatan baik dengan protein target. Sedangkan 

pada lajur 5 sampai 8, proses elusi menunjukkan protein target terelusi walaupun 
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pengikatan resin dengan protein tidak sempurna karena proses pencucian masih 

banyak protein yang terbuang. Hasil yang ada menunjukkan pita yang tipis pada 

18,8 kDa, dan pita tajam pada sekitar 40 kDa kemungkinan adalah protein lain 

yang dihasilkan oleh E. coli. Sehingga perlu dilakukan analisis lebih lanjut untuk 

meyakinkan potein target sudah didapatkan. 

 

Gambar 4.3 Hasil SDS-PAGE dengan Menggunakan Afinitas Kromatografi pada 

Protein Setelah didialisis. (1) penanda protein Prestained™, (2) sampel setelah 

dialisis, (3) W1 setelah dicuci dengan larutan dapar yang mengandung 20 mM 

imidazol, (4) W1 setelah dicuci dengan larutan dapar yang mengandung 20 mM 

imidazol , (5) E1, sampel setelah dielusi dengan larutan dapar yang mengandung 

imidazol 250 mM, (6) E1, sampel setelah dielusi dengan larutan dapar yang 

mengandung imidazol 250 mM, 

 

Gambar 4.3, lajur 2 pita hasil SDS-PAGE terlihat jelas namun masih 

terlihat tipis yang disebabkan oleh pewarnaan yang kurang sensitif. Gambar 4.3, 

lajur 3 dan 4 hasil SDS-PAGE menunjukkan proses pencucian belum sempurna 

karena masih banyak protein yang terbuang. Hasil tersebut menunjukkan proses 

pengikatan protein belum sempurna (protein target yang dihubungkan dengan 

enam histidin tidak terikat sempurna dengan resin Ni-NTAnya). Terdapat pita 

tebal sekitar 40 kDa,protein target belum didapatkan.  
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Gambar 4.4 Hasil Western Blot Protein Setelah didialisis. (1) penanda protein 

Prestained™, (2) sampel sebelum dialisis, (3) sampel sebelum dialisis, (4) W1 

setelah dicuci dengan larutan dapar yang mengandung 20 mM imidazol, (5) W1 

setelah dicuci dengan larutan dapar yang mengandung 20 mM imidazol, (6) E1, 

sampel setelah dielusi dengan larutan dapar yang mengandung imidazol 250 mM, 

(7) E1, sampel setelah dielusi dengan larutan dapar yang mengandung imidazol 

250 mM, 

 

Gambar 4.4 hasil Western blot dari protein setelah didialisis menunjukkan 

pita yang tajam pada 18,8 kDa. Protein target yang dituju telah terlihat dengan 

jelas, walaupun hasil pencuci juga terikat dengan antibodi (lajur 4 dan 5) 

menunjukkan masih banyak juga protein yang terbuang pada saat pencucian. 

 

4. 2. Hasil Isolasi Protein Terlarut 

 Tahap awal dari penelitian ini adalah dengan menginokulasikan sel E. coli 

BL21(DE3)PlysS dalam medium Luria Bertani (LB) yang mengandung antibiotik 

ampisilin dan kloramfenikol selama semalam, kemudian inokulasikan kembali 

dalam medium LB yang baru yang telah mengandung antibiotik ampisilin dan 

kloramfenikol. Kemudian cek densitas optiknya hingga ~0,7 dapat dilihat pada 

table 4.1. Setelah itu induksi menggunakan IPTG (Isopropil -D-thiogalaktosida) 

selama tiga jam. Setelah itu sentifus ambil supernatannya, kemudian isolasi 
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menggunakan afinitas kromatgrafi dengan resin TALON menggunakan kobalt 

sebagai logam pengikat. Kemudian dilakukan analisis menggunakan SDS-PAGE 

dan Western blot.  

 

Gambar 4.5 Hasil SDS-PAGE Isolasi Protein Terlarut Menggunakan 

Kromatografi Afinitas. (1) penanda protein Prestained™, (2) resin talon, (3) IV, 

iner volume setelah supernatan dimasukkan ke resin dan disentrifus, (4) W1 

setelah dicuci dengan larutan dapar A, (5) E1 supernatan setelah dielusi dengan 

larutan dapar A dan imidazol 0,4 M. 

 

Gambar 4.5 SDS-PAGE hasil isolasi protein G-CSF terlarut menggunakan 

resin TALON (dengan logam kobalt sebagai pengikat). Pada lajur 3, masih 

banyak terdapat protein dari sel E. coli. Pada lajur 4 adalah proses pencucian, 

protein target banyak yang terbuang dan tidak terikat dengan logam kobalt 

(resinnya). Pada proses elusi juga tidak terlihat jelas pita (sangat tipis) 

kemungkinan protein target ada, hanya saja pewarna yang digunakan kurang 

senstif sehingg pita tidak jelas terlihat. Proses pengikatan logam dengan sampel 

kurang lama, sehingga proses elusi tidak terlihat jelas protein tidak terikat baik 

dengan resinnya).  
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Gambar 4.6 Hasil Western Blot dari Isolasi Protein Terlarut Menggunakan 

Kromatografi Afinitas. (1) IV, iner volume setelah supernatan dimasukkan ke 

resin dan disentrifus, (2) W1, pelet resin setelah dicuci dengan dapar A, (3) E1, 

pelet resin setelah dielusi dengan larutan dapar A dan midazol0,4 M, (4) penanda 

protein Prestained™. 

  

 Pada gambar 4.6 Hasil SDS-PAGE dilanjutkan dengan western blot, hasil 

menunjukkan pada lajur 1 terdapat 2 pita, pita disekitar 85 kDa kemungkinan 

protein larin dari sel E. coli, bisa terblot kemungkinan memiliki epitop seperti 

protein G-CSF. Tapi pada lajur 2 atau proses pencucian sudah tidak terdapat lagi 

protein kontaminan tersebut. Pada proses elusi juga sudah tidak ada protein 

kontaminan, karena protein target (G-CSF) telah ditag dengan enam histidin. Hal 

tersebut meyakinkan protein target G-CSF dengan bobot molekul 18,8 kDa telah 

didapatkan dengan proses isolasi. 

  

 Pada penelitian sebelumnya (Rao, K. V. D., Narasu, M. L., dan Rao, A. K. 

S. B., 2008) menggunakan galur yang sama yaitu BL21(DE3)pLysS dengan 

system pET yang berbeda (pET-3a). Telah melakukan isolasi terhadap protein G-

CSF (badan inklusi) hasil yang didapat dalam SDS-PAGE sudah menunjukkan 

satu pita yang tajam pada 18,8 kDa dibandingkan dengan penanda protein tanpa 

adanya protein lain yang ikut pada hasil SDS-PAGE. Dalam penelitian ini banyak 

dilakukan optimasi terhadap waktu induksinya sehingga bisa dilihat hasil protein 
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yang optimal pada berapa jam waktu induksi yang digunakan dengan  dengan 

konsentrasi IPTG 2 mM. Pada saat isolasinya dalam melisiskan sel E. coli juga 

dilakukan optimasi terhadap waktu sonikasi yang digunakan untuk melihat 

efisiensi sel yang lisis. Selain itu, untuk mencuci badan inklusi dari kontaminasi 

lain seperti endotoksin, DNA, dan protein lain (yang dihasilkan E. coli) dilakukan 

optimasi terhadap konsentrasi detergen (Triton dan Natrium deoksikolat) yang 

digunakan. Pada saat melarutkan protein (badan inklusi)  dilakukan optimasi 

terhadap  penggunaan pelarut, baik konsentrasi maupun pH yang digunakan untuk 

melarutkan badan inklusi pada saat melipat kembali. Metode analisis yang 

digunakan untuk kuantifikasi ketidakmurnian badan inklusi dari endotoksin 

menggunakan kit LAL (Limulus amoebocyte lysate), dan untuk menghilangkan 

protein lain menggunakan kit ELISA. Analisis SDS-PAGE nya menggunakan 

12% gel akrilamid dengan pewarna perak untuk deteksi proteinnya.  
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5.1 Kesimpulan         

 Protein rekombinan G-CSF dari E. coli BL21(DE3)PlysS yang telah 

diisolasi dan di analisis menunjukkan bobot molekul yang sesuai dengan yang di 

harapkan yaitu 18,8 kDa. Walaupun isolasi yang dilakukan belum maksimal dan 

hasil yang di dapat belum menunjukkan satu band yang tajam.  

 

5.2 Saran 

       Sekuens asam amino yang diperoleh, perlu dicek dengan asam amino 

sequncer. Pada proses ekspresi protein rekombinan G-CSF lakukan optimasi 

terhadap konsentrasi IPTG yang digunakan untuk mendapatkan hasil ekspresi 

protein yang optimal. Untuk melarutkan badan inklusi lakukan juga optimasi 

konsentrasi agen pendenaturasi. Kemudian gunakan deteksi pewarna yang lebih 

sensitif, misalnya pewarna perak dan sebaiknya konstruksinya dirubah 

menggunakan 12 tag histidin, gunakan juga vektor lain misalnya yeast. Untuk 

proses Western Blot gunakan antibody monoclonal. 
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Lampiran 1: Regulasi ekspresi protein dalam 

pET-System (Novagen) 
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Lampiran 2: plasmid PTZ57 yang digunakan 

dalam klon E. coli 
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Lampiran 3 : Plasmid pET21 
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Lampiran 4: Sertifikat Analisis resin TALON 
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Lampiran 5: Spesifikasi Antibodi Primer   
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Lampiran 6: Sertifikat Antibodi Sekunder 
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Lampiran  7: Rancangan Penelitian 

 

 Isolasi Protein GCSF sebagai Badan Inklusi 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

Kultur E. coli BL 21 (DE3) 

pLysS yang membawa gen 

CSF3syn 

Kultur E. coli BL 21 (DE3) 

pLysS yang membawa gen 

CSF3syn (cek OD600 ~ 0,7) 

Isolasi Badan Inklusi 

Isolasi Badan Inklusi 

menggunakan kromatografi 

afinitas dengan resin Ni-NTA 

SDS-PAGE 

Western Blot 
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Lampiran 4 Rancangan Penelitian 

 

Isolasi Protein G-CSF Terlarut 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

Kultur E. coli BL 21 (DE3) 

pLysS yang membawa gen 

CSF3syn 

Kultur E. coli BL 21 (DE3) 

pLysS yang membawa gen 

CSF3syn (cek OD600 ~ 0,7) 

Sentrifus, ambil G-CSF bagian 

supernatannya (Bagian Terlarut) 

Protein G-CSF bagian supernatan 

(sterlarut) diisolasi menggunakan 

kromatografi afinitas dengan resin 

TALON 

SDS-PAGE 

Western Blot 
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Lampiran 9: Penanda Protein Prestained 
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