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ABSTRAK 

Glikoprotein Tamm-Horsfall (THP) terdapat dalam pelbagai jenis mamalia terutamanya 

di dalam buah pinggang. THP memainkan peranan dalam pertahanan terhadap serangan 

bakteria, sistem fisiologi dan patologi dalam mamalia. Dalam projek ini, THP diasingkan 

daripada organ tilrns untuk memeriksa kehadiran THP dan O-glikan. Untuk tujuan 

tersebut, organ tikus diekstrak, dipencilkan dan ditulenkan untuk mendapatkan THP serta 

mengesan kehadiran THP melalui penggunaan SDS·P AGE. Keputusan yang diperolehi 

mengesahkan kehadiran THP pada kedudukan kira-kira 83-84kDa pada jalur gel SDS­

PAGE bagi sampel otak manakala bagi sampel buah pinggang pula adalah antara 85·100 

kDa. Ini adalah berpadanan dengan esei Bradford yang menunjukkan kepekatan protein di 

dalam otak adalah lebih tinggi berbanding di dalam buah pinggang iaitu 5.299 J.Lg bagi 

sampel MOl dan 4.746 J.1g bagi sampel M02. Sementara sampel MBPI pula adalah 

3.917 J.Lg dan kepekatan MBP2 adalah 2.585 J.Lg. Seterusnya, kehadiran gula galaktosa di 

dalam O-glikan yang telah dilepaskan oleh enzim p·galaktosidase diuji dengan 

menggunakan kromatografi lapisan nipis. Walaubagaimanapun, tiada O·glikan dikesan 

melalui kaedah ini. Selain itu, aktiviti THP terhadap serum foetal bovin (FBS) juga diuji. 

Tiada algutinasi dan pemendakan diperhatikan. Ini menunjukkan THP tidak mempunyai 

reseptor untuk bertindak dengan serum-serum tersebut. 
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ABSTRACT 

Tamm Horsfall glycoprotein (THP) gene is widely conserved in mammalian species 

especially in kidney. THP plays important roles in the protection against bacterial 

infection, physiology and pathology system in mammals. In this project, THP is isolated 

from mouse organs to identify the presence of THP and O-glycan. For this purpose, 

mouse organs is extracted, isolated and purified to get the THP and then identify the 

presence of THP by using SDS-PAGE. There are bands in 85-100 kDa range for mouse 

brain and bands approximately 83-84 kDa for mouse kidney. This shows the presence of 

THP in mouse's kidney and mouse's brain. The Bradford assay also show brain's protein 

concentration higher than the kidney. Concentration of MOl is 5.299 Jlg and 4.746 Jlg for 

M02 sample. Meanwhile, the MBPI concentration is 3.917 Jlg and 2.585 Jlg for M02. 

The presence of the galactose sugar in O-glycan released by the enzyme ~-galactosidase 

is examined by using Thin Layer Chromatography (TLC). However, TLC result showed 

no galactose of mouse THP's O-glycan indicated by sugar standard. Activity of THP 

against Foetal Bovine Serum (FBS) showed no agglutination and precipitation occurred 

in the sera. In other words, THP has no receptor that will interact with any compound of 

sera. 
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BAB1 

PENGENALAN 

1.1 Pengenalan 

Glikoprotein adalah protein yang mengandungi satu atau lebih kumpulan karbohidrat 

yang terikat secara kovalen. Karbohidrat ini mungkin terdiri daripada monosakarida 

tunggal atau banyak monosakarida yang berikat bersarna sebagai rantai lUTUs atau 

bercabang, dan dikenali sebagai oligosakarida (atau glikan). Jika oligosakarida melekat 

pada protein, protein ini dikatakan telah diglikosilasikan (Brooks et al. , 2002). N-glikan 

merupakan glikan yang melibatkan karbon asetilglukosarnina dan kumpulan amida 

asparagin (Kimura et al. , 1999). Terdapat tiga jenis glikosilasi iaitu N-glikosilasi, 0-

glikosilasi dan glikosilasi Olikofosfatidilinositol (OP!) (Cooper & Hausman, 2004). Tiga 

jenis N-glikan yang utarna adalah (i) jenis oligomannosa (high mannosa), (ii) jenis N-

asetillaktosarnina (kompleks), dan (iii) jenis hibrid, yang menunjukkan ciri-ciri kedua-dua 

oligomannosa dan N-asetillaktosarnina. Biasanya, O-glikoprotein haiwan mengandungi 

ikatan a-N-asetilgalaktosarninil-serin (aGaINAc-Ser) atau threonin (Thr) yang dikenali 

sebagai ikatan jenis-mucin, sementara itu, ikatan di dalarn tumbuhan adalah u-L-

arabinosilhidroksiprolina (Allen et al. , 1992). Olikofosfatidilinositol (OPI) bersarnbung 
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kepada rantai polipeptida melalui ikatan amida antara mannosa-6-fosfoetanolamina dan 

kumpulan karboksil hujung-C. Populasi gula yang melekat pada protein individu 

bergantung pada jenis sel di mana glikoprotein diekspreskan dan pada status fisiologi sel, 

dan mungkin dipengaruhi oleh kehadiran penyakit. 

Protein yang terdapat banyak di dalam urin manusia di kenali pada mulanya 

sebagai 'urinary mucoprotein' oleh Morner adalah glikoprotein Tamm-Horsfall (THP) 

(Kumar & Muchmore, 1990) dan dicirikan selanjutnya apabila Tamrn dan Horsfall 

menggunakan kaedah pemendakan garam untuk memencilkan THP daripada air kencing 

dengan pemendakan berulang menggunakan 0.58 M NaCl, sementara uromodulin 

dipencilkan daripada urin menggunakan kombinasi kromatografi konkanavalin A-

Sepharose, gel penapisan dan pemisahan pemfokusan isoelektrik (Muchmore & Decker, 

1985). THP di gambarkan sebagai pengawal atur kitaran dan bioaktiviti antara renal bagi 

sitokin, penyumbang utama kepada penyakit renal tubulointerstitia, pencetus kas 

nefropati dalam pelbagai myeloma (bersama-sama dengan protein Bence Jones manusia), 

dan pertahanan semulajadi terhadap jangkitan bakteria dalam saluran air kencing (dengan 

memerangkap Escherichia coli jenis I fimbriae) (Glauser et ai., 2000). Glikoprotein 

tersebar dengan meluas di dalam haiwan seperti di dalam air kencing anjing, kucing, 

amab, hamster, kuda dan kambing biri-biri (Dijk et ai., 1979). 

Dalam projek ini, kehadiran O-glikan THP di kaji. O-glikan kurang dikaji 

berbanding N-glikan kerana struktur O-glikan (O-oligosakarida) adalah lebih kompleks 

berbanding N-glikan (N-oligosakarida). Semua mamalia berkongsi teras 
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trimannosilkitobios am yang sarna, yang diperolehi daripada biosintesis prekursor 

Glc3Man9GlcNAc2. Manakala O-glikan pula mempunyai lapan jenis struktur teras 

menyebabkan kajian terhadap O-glikan adalah lebih sukar berbanding N -glikan. Kedua, 

kuantiti O-glikan yang melekat pada protein THP adalah sangat rendah. 

Dalam projek ini, O-glikan daripada organ tikus iaitu buah pinggang dan otak 

akan dipencilkan. Selain daripada itu, aktiviti THP terhadap Serum Fetal Bovin (FBS) 

juga dikaji. Objektif bagi projek ini adalah seperti yang dinyatakan di bawah: 

1. MemenciIkan dan menulenkan glikoprotein Tamm-Horsfall daripada organ tikus; 

buah pinggang dan otak tikus. 

2. Mendapatkan dan menguji kehadiran glikoprotein Tamm Horsfall dan O-glikan. 

3. Menguji aktiviti THP terhadap fetal bovine serum (FBS) 
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BAB2 

ULASAN LITERA TUR 

2.1 Glikoprotein 

Glikoprotein dibentuk akibat penambahan berenzim satu atau lebih unit sakarida kepada 

rantai polipeptida. Julat perubahan bermula dari sakarida pada protein yang mudah, 

seperti yang ditemui pada kolagen dan glikoprotein nuklear hingga ke struktur bercabang, 

kompleks dan padat seperti pada mucin dan kompleks rantai sisi glikosaminoglikan yang 

ditemui pada proteoglikan. Gula yang ditemui di dalam glikoprotein adalah glukosa, 

galaktosa, mannosa, frukosa, N-asetilgalaktosa (GalNAc), N-asetilglukosamina 

(GlcNAc), N-asetilneuroamina (NeuAc) (Dell & Morris, 2001). Terdapat tiga jenis 

pelekatan oligosakarida kepada protein iaitu N-oligosakarida, O-oligosakarida dan 

struktur glikosilfosfatidilinositol (GPI) (Pennington & Junn, 2002). 

2.2 Proses Glikosilasi 

Proses penambahan rantai gula dikenali sebagai glikosilasi. Glikosilasi adalah hasil 

penambahan sakarida (gula) seperti monosakarida dan polisakarida kepada protein dan 
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lipid. Secara ringkasnya, glikosilasi merupakan penambahan kumpulan glikosil kepada 

protein untuk membentuk glikoprotein. Tindak balas glikosilasi berlaku di dalam lumen 

retikulum endoplasma (ER) dan di dalam lumen cis-, medial- dan trans- alat Goigi (Karp, 

2002). Proses ini melibatkan satu sirl tindak balas yang kompleks dimangkinkan oleh 

glikosiltransferases dan glikosidases. 

Bilangan gula yang akan terlekat pada protein bergantung kepada jenis gula di 

mana glikoprotein diekspreskan dan status fisiologi sel, dan mungkin juga oleh 

perkembangan dan kitaran penyakit. Rajah 2.1 menunjukkan proses glikosilasi. 

Cytosol Cytosol 
----~--~--""~" ~, -1~~--~--~~~--~--~r_--~--~_ti~~\ 

ER membrane I Golgi membrane 
----~--~------~~~~~-+--~--------~--_1~----~--~~~~~_~ 

ER Lumen Golgl Lumen 

o GicNAc 

OMan 
Do GiC 

High l\IaDDose 
Oligosaccharide 

U .... oridas. 

GIrNA,· T .. ll.u ...... 

('ompleI-T~·l)e ('ompleI-Typ 
Oligosaccharide N-glycopeptir 

Rajah 2.1 Laluan glikosilasi. Sakarida yang bersambung dengan molekul yang dipanggil 

dolichol melalui kumpulan firofosfat, dipotong dan ditambah melalui 

penambahan monosakarida dengan bantuan enzim. Di sini, proses 

N-glikosilasi berlaku melibatkan bahagian asparagin protein itu (Lewin, 

2004). 
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Seperti yang ditunjukkan dalam rajah 2.1, oligosakarida mengandungi dua 

GlcNAc, sembilan mannosa dan tiga glukosa dibentuk pada lipid khusus, dolichol. 

Dolichol ada1ah lipid berhidrofobik yang tinggi dan terletak: di dalam membran ER, 

dengan kumpulan aktifnya yang menghadap lumen. Oligosakarida dibina dengan 

penambahan gula, dihubungkan kepada dolichol oleh kumpulan frrofosfat, dan 

dipindahkan sebagai satu unit kepada protein yang dikehendaki oleh enzim glikosil 

transferase yang melekat pada membran di mana tapak aktifnya terdedah di dalam lumen 

retikulum endoplasma (ER) (Lewin, 2004). Kumpulan penerima asid amino pada rajah di 

atas adalah bahagian asparagin menunjukkan proses N-glikosilasi berlaku. 

N-glikosilasi bermula apabila terdapat tiga glukosa sakarida melekat pada dolichol 

disingkirkan oleh tindakan enzim glukosida I dan II. Bagi protein yang berada di dalam 

ER, mannosidase menyingkirkan beberapa mannosa untuk menghasilkan struktur ak:hir 

oligosakarida. Mannosidase ER menyerang mannosa yang pertama dengan cepat, dan tiga 

yang seterusnya dengan perlahan. Jumlah bilangan mannosa yang disingkirkan berbeza 

mengikut protein substrat individu. Kemudian, sakarida dipindahkan ke alat Golgi. 

Pemotongan mannosa yang seterusnya oleh Golgi mannosidase I diikuti oleh penambahan 

gula tunggal oleh enzim N-asetilglukosamina transferase. Kemudian, Golgi mannosidase 

II menyingkirkan mannosa yang seterusnya menghasilkan struktur yang dipanggil teras 

dalaman. Struktur ini terdiri daripada jujukan Nac-Glc-Nac-Glc-Man3. Penambahan gula 

pada teras dalaman ini akan menghasilkan bahagian terminal (Lewin, 2004). 
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2.3 Jenis-jenis glikoprotein 

2.3.1 N-Oligosakarida 

Glikoprotein dikelaskan mengikut kepada jenis rantai oligosakarida yang dibawa, dan 

juga tapak perlekatan pada molekul protein. N-oligosakarida terjadi apabila oligosakarida 

berhubung melalui molekul G1cNAc dalam ikatan jenis 13-N-glikosidik kepada nitrogen 

kumpulan amida bagi asid amino asparagin (Asn) pada rantai polipeptida, seperti yang 

pada rajah 2.2 (Brooks et al., 2002). Pengumpulan N-glikan berlaku di dalam retikulum 

endoplasma dan alat Golgi di mana struktur umum GlcNAc2ManGlc3 dipotong dan 

diubah secara berbeza-beza oleh glikosidases dan glikosiltransferases (pennington et al. , 

2002). 

Polypeptide chain 
1/ 
I 

0*-
CH

2
OH 

H 0 ~H 
o II I 

C-CH2 -CH 
OH I 

HO ?=o 
I 

NH I 
I I 

c-o 
I 
CHa 

Rajah 2.2 Ikatanjenis-N. Di dalam N-glikoprotein, oligosakarida bersambung 

kepada molekul GlcNAc di dalam ikatan jenis 13-N-glikosidik kepada nitrogen 

(dihitamkan) kumpulan amino bagi asid amino asparagin pada rantai 

polipeptida (Brooks et aI., 2002). 

N-glikosilasi berbeza daripada glikosilasi jenis lain, seperti O-glikosilasi, 

glikosilasi glikosaminoglikan dan glikolipid, perbezaan ini akan menjadi lebih jelas 
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melalui perbandingan antara jenis glikokonjugasi dan sintesisnya. Pemaharnan mengenai 

N-glikosilasi adalah hasil daripada kajian terhadap karbohidrat yang memproses perencat 

dan haiwan transgenik yang kekurangan enzim glikosilasi yang terlibat dalam sintesis N-

oligosakarida. 

Removal 
of GIcNAc ....-----.... 

p o-P 

u-Mannosidase 

Rajah 2.3 Laluan pemprosesan N-oligosakarida (Brooks et al. , 2002). 

lmlls·Golgi 

Laluan pemprosesan bagi N-oligosakarida boleh dijelaskan dengan merujuk 

kepada rajah 2.3. Selepas memasuki alat Golgi (1), N-oligosakarida diubah mengikut 

kepada tindakan glikotransferases dan glikosidases (ditunjukkan dalarn langkah 1-7). 

Pada langkah pertarna, oligosakarida menjadi jenis oligomannosa melainkan enzim 

GlcNAc-TI bertindak pada struktur itu. Jika ini berlaku, oligosakarida akan menjadi sarna 

ada seperti jenis hibrid atau kompleks. Penyingkiran mannosa oleh a-mannosidase 

(langkah 3-4) membawa kepada penghasilan N-oligosakarida jenis kompleks melalui 

tindakan berurutan GlcNAc-TII (langkah 4), ~1, % Gal-T (langkah 5) dan/atau ~1,4 

GaINAc-T (langkah 6), a2, 3/2, 6 ST atau sulfotransferase (langkah 7). Langkah yang 
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