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ABSTRACT

Lactoferrin is a multifunctional defense protein, eg. as
immunomodulator , which is known as glycoprotein which
has 80 kDa molecullar weight. The aim of this research is
to  characterize of horse milk lactoferrin  as
immunomodulator in humoral immune response.

Lactoferrin in defited horse milk, was isolated and
purified on lon Exchange (CM Sephadex C-50) and Gel
Filtration (Sephadex G-75) column. Horse milk lactoferrin
is administered orally into a group of 6-8 weeks old female
Balb/c mice. The dose of lactoferrin were : 0 mg (control);
0,1 mg; 05 mg, and 1,0 mg/mice/day in assay period of 28
day. Onthe 7"; 14"; 21" and 28" day, specific IgA and
1gG serum of mice were detected with enzyme-linked
immunosrbent assay (ELISA).

The results showed that 1gG and IgA responses of mice
that were administered with 0,5 mg or 1,0 mg horse milk
lactoferrin, were higher than the control and 0,1 mg
lactoferrin (P<0,03). Horse milk lactoferrin apparently
induced subclass IgGl and 1gG2b responses. It can be
concluded that horse milk lactoferrin which administerd
orally was an immunogenic protein, which has function as
immunomodulator in humoral immune response.

Horse Milk Lactoferrin, Immunomodulator,
Immunoglobulin
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PENDAHULUAN

Laktoferin termasuk glikoprotein yang mengikat besi
(Fe) dengan berat molekul sekitar 80 kDa, merupakan
protein  multifunctional ~defense antara lain sebagai
imunomodulator. Laktoferin  terdapat dalam berbagai
sekresi eksternal mamalia disamping susu, yaitu saliva, air
mata, sekresi permukaan mukosal, genital dan granula
sekunder neutrofil (Wei er al, 2000). Konsentrasi
laktoferin susu sangat bervariasi di antara spesies
(Schanbacher et al., 1993).

Sejak ~ lama  laktoferin dikenal  sebagai
imunopotensiator nonspesifik dan telah dipasarkan sebagai
suplemen dalam susu formula bayi. Bahkan laktoferin tidak
hanya penting untuk bayi, tetapi juga dapat diaplikasikan
pada bidang farmasi dan bidang pangan (Kuwata et al.,
2000). Laktoferin telah dimanfaatkan secara komersial
pada susu formula bayi, suplemen kesehatan, minuman
fungsional, kosmetik, produk perawatan oral dan suplemen
pakan (Steijns and Van Hooijdonk, 2000).

Masyarakat Indonesia belum biasa mengkonsumsi susu
kuda seperti halnya susu sapi, karena memang susu kuda
belum banyak dikenal dan juga produksi susu per ekornya
relatif kecil. Populasi kuda di Indonesia sebenarnya cukup
banyak yang sebagian besar digunakan sebagai kuda tarik.
Oleh karena itu untuk meningkatkan daya guna ternak kuda
sebagai penghasil protein hewani, perlu diusahakan
pemanfaatan susunya. Sejauh ini potensi bioaktif susu kuda
belum banyak diungkap termasuk potensi laktoferinnya
yang mempunyai kisaran konsentrasi antara laktoferin ASI
dan laktoferin susu sapi.

Sekuen asam amino dan tingkat glikosilasi dalam
struktur laktoferin sangat berkaitan dengan fungsinya
sebagai imunomodulator. Tingkat glikosilasi yang tinggi
dan struktur glikan yang kompleks, akan dapat melindungi
sekuen-sekuen tertentu laktoferin dari degradasi oleh enzim
proteolitik. Perbedaan sekuen asam amino laktoferin yang
terlibat dalam pengikatan reseptor akan menentukan
interaksi dengan reseptornya (Schanbacher et al., 1993),
karena peran laktoferin susu sebagai imunomodulator
dimediasi oleh adanya reseptor laktoferin pada sel epithelial
usus halus, limfosit dan monosit/makrofag (Yuki er al.,
1998). Perbedaan konformasi laktoferin susu kuda dan ASI
mungkin akan berpengaruh pada kestabilan terhadap
degradasi enzim proteolitik. Oleh karena itu hal ini juga
dimungkinkan akan berpengaruh pada peran laktoferin
sebagai imunomodulator.

Telah dilaporkan sekuen asam amino laktoferin susu
kuda oleh Sharma dan Singh (2002), ternyata ada
perbedaan dengan laktoferin susu sapi, sedangkan tingkat
glikosilasinya sejauh ini belum ada informasinya. Kuda
termasuk ternak non-ruminansia, dimungkinkan sifat kimia
maupun fungsi biologis komponen bioaktif susu kuda
berbeda dengan susu sapi.

* Tujuan penelitian ini untuk mengkarakterisasi laktoferin
susu kuda sebagai imunomodulator dalam respon imun
humoral. Laktoferin susu kuda ini diharapkan dapat
disuplementasikan dalam bahan pangan sebagai bahan
makanan fungsional atau nutraceutical yang dapat berperan
sebagai imunomodulator atau berpengaruh positif bagi
kesehatan. Oleh karena itu hasil penelitian ini diharapkan
juga dapat membuka peluang bagi industri pangan yang
akan memproduksi bahan makanan fungsional atau
nutraceutical. dengan komponen bioaktif laktoferin susu
kuda.
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MATERI DAN METODE
Isolasi dan purifikasi laktoferin susu kuda

Laktoferin diisolasi dari susu kuda lokal di
Yogyakarta. Isolasi dan purifikasi laktoferin susu kuda
dilakukan dengan kolom cation exchange (CM Sephadex C-
50) dan gel filtrasi (Sephadex G-75 ) menurut Sharma et
al.(1999).

Hewan coba dan pemberian laktoferin susu kuda

Mencit BALB/c betina umur 6-8 minggu yang
" digunakan dalam penelitian ini dikondisikan selama 7 hari
dengan pakan standar AIN-93 (American Institute of
Nutrition-93) (Reeves et al., 1993), air minum diberikan
secara bebas. Setelah dikondisikan dengan pakan standar
selama 7 hari, mencit diberi laktoferin secara oral dengan
cara force feeding selama 28 hari dan tetap menerima pakan
standar. Laktoferin diberikan dengan dosis 0,1 ; 0,5 dan 1,0
mg/ekor/hari. Mencit pada kelompok kontrol diberi larutan
Tris-Cl pH 8. Masing-masing kelompok mencit (perlakuan
maupun kontrol) terdiri dari 7 ekor mencit.

Kelompok  mencit yang  diimunisasi  secara
intraperitoneal, disuntik laktoferin susu kuda dengan dosis
10 pg dalam bentuk emulsi dengan Freund’s complete
adjuvant pada hari ke 0, sedangkan pada hari ke 10 dan ke
20 diimunisasi emulsi laktoferin dengan  Freund’s
incomplete adjuvant, dan pada hari ke 28 serum nya
diambil. Kelompok kontrol diberi  bufer Tris-Cl dan
adjuvant yang sama seperti kelompok perlakuan.

3,5

Analisis IgA dan IgG Serum

Pelapisan (coating) plate dengan protein laktoferin Spg
dalam buffer coating 100 pl per well dalam waterbath suhu
37 °C semalam. Plate dicuci 3 X dengan washing solution
200 pl/well, blocking nonspecific protein dengan PBS
yang mengandung 1 % BSA (bovine serum albumin)
selama 1 - 2 jam pada suhu 37 °C. Plate dicuci 3X dengan
washing solution 200 pl/well. Serum  ditambahkan
sebanyak 100 ul/well pada masing-masing plate ELISA,
diinkubasikan selama 1 jam pada suhu 37 °C. Plate dicuci
3X dengan washing solution 200ul/well. Konjugate anti-
mouse : - IgG, -IgGl,- 1gG2a,- IgG2b dan IgA alkalin
fosfatase (1 : 3000) sebanyak 150 pl ditambahkan dalam
plate dan diinkubasikan 1 jam. Setelah 3X pencucian,
substrat paranitrofenil fosfat (1mg/ml) ditambahkan ke
dalam plate sebanyak 150 pl/well. Plate diinkubasikan
selama 15 — 30 menit pada suhu 37 °C. Hasil dapat
divisualisasikan dengan timbulnya warna Kkuning, dan
secara kuantitatif dapat dibaca pada ELISA reader dengan
panjang gelombang 405 nm (Ausubel et al., 1995).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Respon spesifik IgA serum mencit dengan perlakuan
laktoferin susu kuda secara oral

Laktoferin yang diberikan sebanyak 1,0 atau 0,5 mg
secara oral berpengaruh signifikan (P<0,05) terhadap respon
IgA serum, namun apabila diberikan hanya 0,1 mg
memberikan respon IgA yang tidak signifikan atau sama
dengan kontrol. Pemberiaan laktoferin dengan dosis 1,0 mg/
hari memberikan respon IgA tertinggi pada hari ke 21, dan
menurun pada hari ke 28. Respon IgA serum ini dapat
dilihat pada Gambar 1.

2,5

-:0— Control
Lact 0,1 mg

—a— Lact 0,5 mg

Abs 405 nm

y AN

-3 Lact 1,0 mg

M

7 14

Day

28

Figure 1. IgA respon in mice fed of horse milk lactoferrin orally

Respon spesifik IgG serum mencit dengan perlakuan
laktoferin susu kuda secara oral

Mencit yang diberi laktoferin susu kuda selama 28 hari
dengan konsentrasi 0,1; 0,5 dan 1,0 mg/ekor/hari
menunjukkan respon 1gG serum seperti pada Gambar 2.
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Berdasarkan Gambar 2, terlihat laktoferin yang
diberikan sebanyak 0,1 mg/ekor/hari menunjukkan adanya
respon IgG yang tidak signifikan pada serum atau sama
dengan yang tidak diberi laktoferin (kontrol). Pemberian
laktoferin 0,5 atau 1,0 mg memberikan respon IgG serum
yang signifikan (P <0,05).
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Figure 2. IgG respon in mice fed horse milk lactoferrin orally

Pemberian laktoferin 0,5 mg menunjukkan kecenderungan
respon IgG serum yang meningkat dari perlakuan 7 hari
sampai 28 hari (P < 0,05), sedangkan perlakuan 1,0 mg
laktoferin menunjukkan respon paling tinggi pada hari ke 21
dan menurun pada hari ke 28.

Respon spesifik sub kelas IgG serum mencit perlakuan
laktoferin susu kuda secara oral

Mencit yang diberi laktoferin susu kuda dengan dosis
0,5 mg/hari (Gambar 3) terlihat adanya respon yang tinggi
pada subkelas IgGl dan IgG2b (P<0,05), sementara itu
tidak menunjukkan adanya respon pada IgG2a. Respon
IgG1 atau IgG2b pada hari ke 28 > 21 > 14 atau 7 (P <
0,05).
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Figure 3. Subclass IgG respon in mice fed horse milk lactoferrin orally

Laktoferin susu kuda yang diberikan secara oral dapat
menginduksi timbulnya respon spesifik subklas IgGl dan
IgG2b yang merupakan respon imun tipe Th2 ( sel T helper
2) atau menginduksi respon imun humoral. Hasil ini sama
dengan laktoferin ASI yang diberikan secara oral pada
mencit, juga menginduksi respon subklas IgG1 dan IgG2b
(Yuki et al, 1998). Peran IgG1 penting sebagai mediator
dalam reaksi kaskade pada komplemen yang dapat
menyebabkan perforasi membran sel sost (Roitt and Male,
1993). Respon I1gG1 menunjukkan bahwa laktoferin yang
diberikan secara oral merupakan protein yang imunogenik.
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Respon spesifik IgA dan IgG serum mencit perlakuan
laktoferin susu kuda secara intraperitoneal

Laktoferin susu kuda yang sangat imunogenik apabila
diberikan secara oral, didukung pula oleh hasil imunisasi
secara intraperitoneal dengan adjuvant komplet dan tidak
komplet, menununjukkan respon 1gG serum yang tinggi
dibanding kontrol. Respon IgG dan IgA serum hasil
imunisasi secara intraperitoneal dapat dilihat pada
Gambar 4.
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Figure 4. IgA and IgG responses in mice immunized horse milk lactoferrin intraperitoneally

Berdasarkan hasil penelitian, laktoferin susu kuda yang
diberikan secara oral setiap hari dengan dosis 0,5 dan 1,0
mg dapat menyebabkan meningkatnya biosintesis IgA dan
IgG spesifik dalam Serum mencit. Penelitian terdahulu
~ dilaporkan laktoferin susu sapi yang jenuh besi relatif
resisten terhadap proteolisis in vivo (Spik et al., 1982) dan
in vitro (Brines and Brock, 1983) dalam Debbabi et al
(1998). Laktoferin susu kuda dalam bentuk apo-laktoferin
atapun jenuh besi, konformasi /lobe N dan lobe C selalu
tertutup (Sharma et al., 1999), sehingga dimungkinkan
mempunyai resistensi yang sama terhadap proteolisis.
Disamping itu hasil degradasi laktoferin oleh pepsin
menghasilkan peptida pendek (laktoferisin) yang stabil dan
dapat berikatan dengan sel-sel epithelial usus halus (Wang
et al., 2000). Laktoferisin tersebut mengandung sekuen
asam amino yang terlibat untuk pengikatan reseptor yang
terletak pada terminal N (Rochard et al., 1995). Transport
bentuk imunogenik laktoferin dapat terjadi pada dua sisi,
yaitu melalui sel-sel M dan atau enterosit. Adanya reseptor
laktoferin pada sel epithelial intestinal mencit telah
dilaporkan dapat mengikat laktoferin mencit maupun
laktoferin susu sapi. (Hu et al., 1988 dalam Debbabi et al.,

1998). Ikatan imunogen-mukosal misalnya sejenis protein
lektin dengan epitelium intestinal merupakan
prasyarat terjadinya respon imun

(De Aizpurua and Russell-Jones 1988 dalam Debbabi et al.,
1998). Kemungkinan yang akan muncul apabila protein
diabsorbsi dalam bentuk antigen utuh, yaitu berkembangnya
respon antibodi sekretori IgA lokal dalam intestin, respon
imun sistemik atau berkembangnya respon imun toleran
(Mowat, 1987). Fraksi kecil (10 %) laktoferin ASI yang
imunogenik ditransport melalui sel-sel epitelial intestinal
HT-20 (Mikogami et al., 1994 dalam Debbabi ef al., 1998).
Pada umumnya protein yang diberikan secara oral dipecah
menjadi peptida-peptida kecil oleh enzim pencernaan dan
kemudian diabsorbsi melalui epitelium. Namun laktoferin
diabsorbsi dengan proses yang berbeda yang melibatkan
reseptor spesifik. Disamping itu sel-sel imunokompeten
seperti  limfosit dan makrofag telah dilaporkan
mengekspresikan reseptor laktoferin. Ikatan laktoferin
dengan reseptor spesifik yang diekspresikan oleh sel-sel
epithelial dan  limfosit/makrofag mungkin  dapat
meningkatkan imunogenisitas laktoferin. Kemungkinan
lain pemberian laktoferin secara oral dapat secara langsung
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berikatan dengan sel epithelial melalui reseptornya yang
menyebabkan absorbsi molekul utuh tanpa fragmentasi oleh
pencernaan. Hal tersebut menyebabkan molekul protein
dapat dipresentasikan pada sistem imun host, yang hasilnya
merupakan respon imun yang kuat karena induksi
laktoferin. Akhirnya sinyal melalui reseptor laktoferin dapat
menghambat proses anergi sel T atau apoptosis yang dapat
memelihara respon imun spesifik dalam setting toleransi
oral. Induksi laktoferin yang lebih mengarah pada respon
tipe Th-2 (T helper-2), akan mencegah berkembangnya
systemic unresponsiveness (respon imun toleran) (Yuki et
al., 1998).

Laktoferin susu kuda pada penelitian ini dapat
mempromosi respon humoral spesifik dengan dua route
pemberian (oral dan intraperitoneal). Pemberian laktoferin
susu kuda secara oral dapat menginduksi respon IgA dan
IgG anti laktoferin dalam serum mencit, tetapi pemberian
laktoferin secara intraperitoneal hanya menginduksi respon
IgG serum saja. Route dan jumlah pemberian antigen serta
sifat alami protein merupakan faktor kritis untuk
mendapatkan respon lokal dan periperal serta besarnya

" modulasi respon imun. Adanya respon antibodi spesifik 1gG

di dalam serum mencit yang diberi laktoferin susu sapi
secara oral telah dilaporkan (Debbabi et al., 1998), dan
juga pada bayi dan tikus (Host ef al., 1992; Enomoto e al.,
1993 dalam Debbabi et al, 1998). Adanya stimulasi
sistemik setelah pemberian laktoferin  secara oral,
menunjukkan bahwa fraksi antigenik laktoferin yang
terabsorbsi dapat mencapai sirkulasi sistemik (Debbabi e
al., 1998). Dengan demikian respon imun yang ditimbulkan
oleh pemberian laktoferin secara oral dapat melalui
mekanisme direct lactoferrin antigen circulation. (Debbabi
et al, 1998). Dalam jaringan limfoid mukosal (Peyer’s
patches) dan jaringan limfoid periperal (lymph nodes,
spleen), limfosit yang membawa reseptor sel B dan T
dengan spesifisitasnya akan mengikat antigen bebas atau
fragmen-fragmen yang dipresentasikan oleh makrofag. Pada
kondisi tersebut limfosit menjadi teraktivasi dan
berdiferensiasi menjadi sel-sel mature  (dewasa) anti-
laktoferin sel T helper dan sel B bekerja sama
mempromosi respon antibodi. Antibodi spesifik  anti-
laktoferin dan sel plasmanya ( limfosit B mature)
meninggalkan organ limfoid dan masuk pembuluh darah
(Debbabi et al., 1998).
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KESIMPULAN

Laktoferin susu kuda yang diberikan secara oral
sebanyak 0,5 atau 1,0 mg/hari selama 28 hari tanpa
adjuvant, dapat menginduksi respon spesifik IgA, IgG,
subkelas IgG1 dan IgG2b dalam serum mencit. Laktoferin
susu kuda yang diberikan secara intraperitoneal hanya akan
menginduksi respon spesifik IgG serum saja. Dengan
demikian laktoferin susu kuda merupakan protein yang
sangat imunogenik, dapat berperan sebagai imunomodulator
dalam respon imun humoral.
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