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TELAAH PUSTAKA

MALDI-TOF DAN SELDI-TOF MASS SPECTROMETRY DENGAN
THROUGHPUT TINGGI UNTUK ANALISIS PROTEOMIK PROFIL
PROTEIN DARI PETANDA BIOLOGIS

(MALDI-TOF and SELDI-TOF Mass Spectrometry with High Throughput for
Proteomic Analysis of Protein Profiling of Biomarker)

Trinovia Andayaningsih, Siti Muchayat P.

ABSTRACT

In recent years, proteomic approach has been widely used for diagnosing the diseases and matrix assisted laser desorption /
ionization- time of the flight (MALDI-TOF) mass spectrometry and its modification, surface enhanced laser desorption /ionization-time
of flight (SELDI-TOF) mass spectrometry have became very promising diagnostic tools. High throughputs and relative simplicity of these
technologies attracted the researchers to know the biomarkers of specific diseases by analyzing specimens of serum/plasma and other
body fluids. Analyzing plasma specimens by MALDI/SELDI TOF mass spectrometry provides new information especially about small
protein and peptides in high abundance. Protein profilings, resulting by these technologies provide higher sensitivity and specificity values
than current biomarkers. Knowing how these principle tools work and its promising application to early detection of specific diseases is
the aim of writing this paper.

Key words: MALDI-TOE SELDI-TOE mass spectrometry, high throughput, proteomic, protein profiling, biomarker

ABSTRAK

Dalam beberapa tahun terakhir, pendekatan proteomik telah sangat luas digunakan untuk mendiagnosis penyakit dan Matrix
Assisted Laser Desorption/Ionization Time of Flight (MALDI-TOF) mass spectrometry dan teknik modifikasinya yaitu Surface
Enhanced Laser Desorption/Ionization Time of Flight (SELDI-TOF) mass spectrometry telah menjadi alat diagnostik yang sangat
menjanjikan. Daya pengerjaan yang berlebihan dan kesederhanaan relatif dari teknologi ini menarik para peneliti untuk mengetahui
bagaimana Petanda Biologis dari penyakit tertentu dengan menganalisis spesimen serum/plasma dan cairan tubuh yang lain secara
menemukannya. Analisis spesimen cairan plasma dengan MALDI/SEL-DI TOF MS menghasilkan keterangan baru terutama tentang
protein kecil dan peptida yang jumlahnya sangat banyak. Protein profiling yang dihasilkan teknologi ini memberikan nilai kepekaan
dan kekhasan yang lebih tinggi dibandingkan dengan petanda biologis yang telah ada sekarang. Dengan mengetahui bagaimana
asas alat ini bekerja dan penerapannya yang menjanjikan dalam mendeteksi secara dini penyakit tertentu merupakan tujuan dari
penulisan makalah ini.

Kata kunci: MALDI-TOE SELDI-TOE mass spectrometry, daya pengerjaan yang berlebihan, protein kecil, peptida, penampangan
protein, petanda biologis

PENDAHULUAN yang dihasilkan oleh genom siklus kehidupan sel.l

Pemahaman terkait genom menggunakan pengetahuan

IImu pengetahuan tentang genom telah mengalami tentang sekuens dari keseluruhan genom manusia
perkembangan yang sangat pesat dalam 20 tahun untuk menentukan peran genetik penyakit.2

terakhir ini. Ratusan genom telah dikenali secara Pada pertengahan tahun 1990 mass spectrometer

lengkap dan sekarang banyak yang telah tercatat dan telah menjadi garis depan teknik analitik yang
teruraikan, tetapi keterangan tersebut sering menemui digunakan untuk mempelajari protein, dan sejak saat
kegagalan dalam memahami fungsi seluler terutama  jty muncul pula istilah ‘proteomik’. Proteomik dalam
karena perubahan yang banyak terjadi dalam protein pengertian yang luas meliputi ilmu pengetahuan
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tentang struktur, fungsi dan ekspresi seluruh protein
dalam tautan biokimiawi atau biologis dari seluruh
organisme. Dasar dari proteomik lebih menekankan
kepada identifikasi dan banyaknya protein dan
modifikasi pasca translasional dalam system tertentu.
Hal tersebut merupakan tantangan yang setiap gen
memiliki kekuatan 100 kali atau perbedaan protein
isoform kimiawi yang berlebihan. Banyak molekul
lain seperti molekul logam dan lipid yang berinteraksi
dengan protein dalam ikatan nonkovalen, sehingga
dalam sebuah genom manusia terkandung jutaan
protein yang memerlukan identifikasi dan kuantifikasi.
Saat ini mass spectrometer telah rutin digunakan untuk
mengerjakan tugas yang berkenaan dengan proteomik
tersebut. !

Omik adalah batasan umum dari bidang ilmu dan
teknik tertentu yang luas untuk menganalisis interaksi
komponen biologis molekular dalam berbagai “ome”,
seperti: genome, proteome, metabolome, expressome dan
interactome. Omik tidak hanya memiliki dampak pada
pengertian tentang proses biologis, tetapi penyelidikan
diagnostik dan pengobatan penyakit yang lebih cermat
akan segera menjadi sebuah kenyataan.3

Tujuan penulisan makalah ini adalah untuk
mengetahui secara umum tentang mass spectrometer,
struktur, cara kerja dan macamnya. Tujuan secara
khusus penelaahan ini adalah untuk mengetahui
tentang mass spectrometer, yang paling sering
digunakan dalam menganalisis proteomik, yaitu
jenis matrix assisted laser desorption ionization-time
of flight (MALDI-TOF) dan modifikasinya yakni
surface enhanced laser desorption ionization-time
of flight (SELDI-TOF), struktur, cara kerja, serta
penerapannya.

PEMBAHASAN

Mass Spectrometer (MS) adalah alat tertentu yang
menggunakan teknik analitik untuk mengukur angka
banding masa terhadap muatan (mass to charge ratio
= m/z) dari ion.* Umumnya struktur mass spectrometer
terdiri dari tiga (3) bagian, yaitu: sumber ion,
penganalisis masa dan detektor (lihat Gambar 1).4>

Di samping itu terdapat pula inlet tertentu yang
digunakan untuk memasukkan sampel ke dalam

N T~ e
.

Gambar 1. Bagan mass spectrometer®

sumber ion dan komputer yang dihubungkan ke
detektor untuk mencatat dan menganalisis data yang
dihasilkan selama memprosesnya.> Sampel masuk ke
dalam peralatan, akan terionisasi di dalam kawasan
sumber ion, molekul dalam sampel tersebut akan
bermuatan listrik oleh karena penambahan muatan
positif dari proton, yang lebih lanjut mengalami
penguapan ke dalam bentuk gas. Di kawasan
penganalisis masa mempunyai tekanan lebih rendah
dibandingkan dengan kawasan di sumber ion. Di sini
terjadi pemisahan molekul berdasarkan angka banding
masa terhadap muatannya yang lebih lanjut dideteksi
oleh detektor dengan keluaran spektrum masa berupa
grafik antara intensitas terhadap m/z (mass to charge
ratio).l>

Mass spectrometry antara lain terdiri dari
bermacam tipe:® Accelerator Mass Spectrometry (AMS),
Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS),
Liquid Chromatography-Mass Spectrometry (LC-MS),
Inductively coupled plasma-Mass Spectrometry (ICP-MS),
Isotope Ratio Mass Spectrometry (IRMS), Ion Mobility
Spectrometry-Mass Spectrometry, MALDI-TOF SELDI-
TOF, Tandem-MS, Thermal Ionization Mass Spectrometry
(TIMS), Spark Source Mass Spectrometry (SSMS).

Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization
Time of Flight (MALDI-TOF)

Matrix-Assisted  Laser  Desorption/Ionization
(MALDI) pertamakali diperkenalkan pada tahun
1987, adalah teknik ionisasi yang lunak dalam
mass spectrometry untuk menganalisis biomolekul
(biopolimer seperti: protein, peptida dan glukosa)
dan molekul organik yang besar (seperti polimer,
dendrimer, dan makromolekul lain). Bahan tersebut
cenderung mudah pecah dan berkeping-keping
ketika diionisasi oleh metode ionisasi yang lebih
konvensional.l:* Sampel masuk ke dalam penganalisis
masa (MALDI), terlebih dahulu dicampur dengan
larutan matriks tertentu yang mengandung molekul
berukuran kecil yang dapat menyerap sinar ultraviolet,
dengan perbandingannya terhadap sampel antara
1000-10.000 : 1, biasanya sekitar 1000 : 1. 1>

Matriks adalah molekul kecil asam organik tertentu
yang dapat menyerap hampir semua tenaga yang
dihasilkan oleh sinar laser baik ultraviolet maupun
infra merah. Dan kemudian tenaga tersebut dialihkan
secara perlahan-lahan ke molekul yang lebih besar
yang ada dalam sampel.>” Matriks yang digunakan
ada bermacam jenis yang disesuaikan dengan
target persiapan sampel. Untuk masa molekuler
yang rendah (antara 1-10 kDa) digunakan Cyano-
4-Hydroxycinnamic Acid (CHCA) dan untuk antara
10—-100 kDa digunakan sinapinic acid (SA) atau
2,5-dihydroxyacetophenone (2,5-DHAP), sedangkan
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2,5-dihydroxybenzoic acid (DHB) digunakan untuk
menganalisis senyawa dengan berat molekul yang
rendah, yaitu protein yang bersifat hidrofobik,
glikoprotein, dan fosfopeptida. Gabungan dari berbagai
matriks ternyata memberikan hasil yang baik.8?
Pelarut matriks bersifat mudah menguap, ketika
terjadi evaporasi, senyawa matriks, kemudian akan
mengkristal dan bergabung dengan molekul analit.l.7
Pada saat sinar laser ditembakkan ke kokristal,
matriks-analit tersebut dalam kedap udara tertentu
dan akan menyerap foton dan diablasikan. Dengan
demikian analit mengalami pemindahan dari bentuk
kristal yang padat ke bentuk gas yang mudah menguap
dan secara bersamaan menjadi bermuatan positif
karena ada alih proton dari matriks tersebut.*” Lebih
lanjut molekul yang telah bermuatan itu masuk

Matrix assisted laser desorption ionization kadang
disebut sebagai “energy sudden methods” karena hal
tersebut untuk pemindahan/ionisasi yang dialihkan
ke kawasan target yang relatif kecil dan berlangsung
dalam rentang waktu yang sangat singkat, contohnya:
lama waktu laser jenis ultraviolet hanya berlangsung
dalam waktu 3 ns.” Time of Flight (TOF) adalah
pengukuran partikel berupa angka banding masa
terhadap muatan (mass to charge ratio = m/z). Ion
tertentu yang diketahui muatan listriknya dan masa
yang tidak diketahui memasuki mass spectrometer
dan dipercepat dengan medan listrik. Percepatan
ini menghasilkan ion yang memiliki tenaga kinetik
sama dengan ion lain yang diberikan, sehingga
semuanya memiliki muatan yang sama. Kecepatan ion
bergantung angka banding m/z. Pada dasarnya MALDI
berkaitan dengan teknik ionisasi sampel dalam sumber
ion, sedangkan TOF membahas tentang teknik yang
membedakan ion dalam penganalisis.*

Penganalisis masa

Penganalisis masa MALDI-TOF terdapat dua jenis:#
linear, di jenis ini, penganalisis MALDI-TOF bekerja
secara sederhana, hanya mengukur waktu yang
diperlukan oleh ion tertentu bergerak dari satu ujung

(3

)
. d&* :> (—fj dector
: Andlyzer

ke ujung yang lain. Jenis reflektron, cara bekerjanya
hampir sama dengan jenis linear yaitu mengukur
waktu yang diperlukan ketika ion tertentu tersebut
membentur reflectron, maka akan dipantulkan
dan bergerak ke arah detektor. Reflectron, akan
memfokuskan ion yang memiliki nilai m/z yang
sama, dan membuatnya mencapai detektor dalam
waktu yang sama yang hasil mendeteksinya akan lebih
cermat (lihat Gambar 2).4

Penyelesaian yang dihasilkan dari kedua jenis
penganalisis tersebut berbeda. Di jenis linear diperoleh
penyelesaian yang rendah, sebaliknya jenis reflectron
akan diperoleh penyelesaian yang tinggi.* Kedua
spektrum masa tersebut dihasilkan dari sampel
yang sama. Di jenis reflectron dapat dilihat empat (4)
spektrum masa dengan puncak yang jelas, sementara
di jenis linear empat puncak tersebut bergabung
menjadi satu, sehingga sulit untuk dibedakan (lihat
Gambar 3).

Surface Enhanced Laser Desorption Ionization-Time
of Flight (SELDI-TOF) adalah modifikasi tatalangkah
yang digunakan di MALDI-TOF.156 Pertamakali
diperkenalkan oleh Hutchens dan Yip pada tahun
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Gambar 3. Perbedaan spektrum masa antara jenis linear dan
reflectron.*
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Gambar 2. Bagan MALDI-TOF mass spectrometer jenis linear dan reflectron 4
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1993.19 SELDI-TOF merupakan pendekatan baru dalam
penemuan petanda biologis yang menggabungkan
teknik kromatografi dan mass spectrometry. Satu
kelebihan dari SELDI-TOF adalah kemampuannya
untuk mengekspresikan profil protein dengan cepat
dari bermacam sampel biologis dan klinis.!-12 Di
SELDI-TOF-MS digunakan protein chip arrays, yang
telah dikenal dan digunakan selama ini dari Ciphergen
Biosystems Inc.? Permukaan kromatograf yang terdiri
dari susunan chip protein merupakan rancangan
tertentu yang unik untuk meletakkan protein dari
sampel yang berupa campuran kompleks berdasarkan
sifat yang dimilikinya seperti hidrofobisitas, muatan
dan lain sebagainya (lihat Gambar 4).11.12

Kromatografi protein chip array kimiawi terdiri
atas: hidrofobik, hidrofilik, kationik, anionik dan
Metal Ions for Immobilized Metal Affinity Binding
(IMAC) spot. Surface protein chip array yang bersifat
biokimiawi dirancang untuk coupling biomolekul
dalam pemeriksaan: antigen-antibodi, percobaan
pengikatan binding DNA-protein, coupling enzim dan
dari zat fag, interaksi reseptor ligan.!:12 Tatalangkah
yang dilakukan untuk mendeteksi petanda biologis
protein sangat sederhana. Beberapa mikroliter
sampel diletakkan di atas protein chip surface yang
telah ditentukan kondisi khasnya. Kekhasan protein
diperoleh melalui penerapan seri pencucian dengan
pelarut atau bufer yang sesuai untuk memisahkan
protein yang tidak terikat dan substansi yang dapat
mempengaruhi, seperti: garam, deterjen dan lipid.

Hanya protein yang secara aktif berinteraksi
dengan spot surface yang dianalisis dalam peralatan
seri Protein Biosystem karena semua komponen
lainnya telah dicuci. Salah satu keuntungan yang
sangat jelas dari surface enhanced ini adalah bahwa
komponen seperti: garam, deterjen, lipid, yang sering
menimbulkan masalah dengan alat analitik harus
dihilangkan.11.12

Setelah penambahan sampel dan washing buffer,
lebih lanjut ditambahkan Energy Absorbing Matrix
(EAM) ke dalam spot protein chip array, seperti di
MALDI. Energy absorbing matrix ini akan memudahkan

Chemical Surfaces
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Biochemical Surfaces
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Gambar 4. Jenis protein chip arrays.10

desorpsi dan ionisasi. Sinar laser kemudian diarahkan
ke atas sampel di spot. Selama aktivasi laser, sampel
mengalami iradiasi, desorpsi dan ionisasi untuk
melepaskan ion dalam bentuk gas dari protein chip
array. Lebih lanjut ion yang berbentuk gas tersebut
masuk ke dalam TOF-MS yang akan mengukur
angka banding m/z molekul ion dari setiap protein
berdasarkan kecepatannya melalui ruang kedap udara.
Time of flight berhubungan secara terbalik dengan
nilai m/z. Hasil yang muncul digambarkan dalam
bentuk grafik seperti yang terlihat di Gambar 5, m/z
digambarkan dalam sumbu x dan intensitas di sumbu
114

Matrix Assisted Laser Desorption Ionization-
Time of Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS)
memiliki kelebihan antara lain: penerapan dan
perolehan sampel yang sederhana, daya pengerjaan
yang berlebihan (lebih dari 1536 sampel setiap plate
dapat dianalisis ulang, waktu yang singkat, toleran
terhadap cemaran seperti: garam, deterjen dan bufer
serta dapat menjangkau modifikasi pasca translasional.
Sedangkan kekurangan dari alat ini adalah banyak
variabel persiapan sampel untuk analit yang berbeda-
beda, ada tekanan isyarat, terdapat perbedaan puncak
di sampel yang sama, bias terhadap protein yang
terdapat dalam jumlah besar. Dengan demikian kondisi
tersebut memerlukan pembagian, rentang masa yang
terbatas, yaitu tidak dapat mengukur protein dengan
berat molekul lebih dari 100 kDa dan ada daya untuk
melampaui kecocokan data %1516

Surface Enhance Laser Desorption Ionization-Time
of Flight Mass Spectrometry (SELDI-TOF MS) memiliki
keuntungan antara lain: kemampuan melakukan
pemeriksaan dalam jumlah besar, otomatik, volume

sampel yang diperlukan sedikit, memberikan
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Gambar 5. Bagan SELDI-TOF MS dan luarannya dari atas ke
bawabh: spectra, gel, map views.12
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penyelesaian yang lebih tinggi di rentang masa yang
rendah, mudah digunakan dan dapat menganalisis
peptida atau polipeptida yang berukuran lebih kecil
dari 20 kDa. Besar jumlah pemeriksaan sampai
ratusan (lebih dari 96 sampel setiap bioprosesor
hanya memerlukan waktu yang singkat, sehingga
memungkinkan untuk membandingkan keragaman
dari pasien ke pasien. Ditambahkan pula sehubungan
ada chromatographic protein chip surface baik
kimiawi ataupun biokimiawi memungkinkan untuk
memurnikan dan mendeteksi subset protein dari cairan
tubuh yang banyak mengandung bermacam protein.
Penjangkauan terhadap modifikasi pasca translasional
dan tidak memerlukan alat untuk bioinformatik yang
canggih.?-12.15
Kekurangan dari SELDI-TOF adalah penjelasan

yang penting menghilang, tidak dapat digunakan
untuk protein dengan berat molekul lebih dari 100
kDa. Di samping itu deteksi protein terikat terbatas,
terdapat permasalahan pra dan pasca analitik,
penyelesaian dan kecermatan masa lebih rendah
dibandingkan dengan MALDI-TOF dan kinerja dapat
berubah pada saat kelampauan waktu.%12:15

Umumnya MALDI-TOF ini diterapkan untuk:!
Untuk mendeteksi senyawa yang khusus seperti
fosfatidilkolin, yaitu molekul berukuran kecil yang
hasil mencerna serta perkembangan dari reaksi
enzimatiknya; Untuk identifikasi protein tertentu.
Matrix assisted laser desorption ionization-time
of flight (MALDI-TOF) juga digunakan untuk
menentukan identitas protein melalui Peptide Mass
Fingerprinting (PMF). Teknik ini telah digunakan
untuk mengidentifikasi sejumlah besar 2-D gel spot
bakteri penyebab penyakit Pseudomonas aeruginosa.
Tatalangkah ini biasanya berupa gel tryptic digestion
yang diikuti oleh pengukuran masa dari peptidanya.
Hasil mengukur kemudian dibandingkan dengan
pangkalan data; Untuk identifikasi organisme tertentu,
contohnya untuk mengidentifikasi bakteri melalui
protein finger printing, yaitu bakteri mengekspresikan
protein yang unik dengan masa 2 — 20 kDa. MALDI
TOF MS juga dapat mendeteksi antimikrobial resisten,
antara lain ada galur carpenemase di beta lactamase
yang positip (lihat Gambar 6).17

MALDI-TOF maupun SELDI-TOF pada saat ini lebih
banyak diterapkan untuk penemuan petanda biologis
penyakit. Istilah “PROTEOM” (the PROTEin complement
of genOME) muncul pertamakali diperkenalkan oleh
Marc Wilkins pada tahun 1995,18 peralatan tersebut
digunakan untuk menganalisis proteom dalam
rangka penemuan petanda biologis penyakit. Proteom
berkaitan dengan kajian sistematik, yang kemudian
disandikan dan diekspresikan oleh genom.

Keberadaan pilihan splicing dari pre-mRNA untuk
membentuk ekson, digabungkan dengan modifikasi
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Gambar 6. Penerapan MALDI-TOF MS dalam deteksi
resistensi microbial terhadap antibiotik.1”

protein pasca translational, peredaran protein dan
lokalisasi subselular. Seperti halnya interaksi protein
dengan efektor sekunder, satu gen menyandi populasi
protein tertentu, tidak hanya satu seperti yang telah
diyakini sebelumnya, bahwa satu genotif adalah untuk
satu fenotif. Proteom bersifat sangat dinamik, karena
seluruh komplemen yang diekspresikan protein dalam
berbagai bentuk dapat dengan cepat berubah sebagai
respons terhadap rangsangan lingkungan. Hal tersebut
sangat berbeda dengan genom yang lebih bersifat
stabil, sehingga proteom diyakini sangat berguna
untuk menganalisis perkembangan penyakit dan
respons pengobatan, yang dapat menjembatani jurang
pemisah antara sekuens genom dan perilaku selular.?

Pasien kanker mengalami banyak perubahan dalam
pola spektrum protein dalam darah. Perubahan terjadi
di puncak spektrum yang bernasab dengan molekul
yang dilepaskan dari tumor dan yang dihasilkan
sebagai respons lokal dan jauh terhadapnya.

Hal yang sama, molekul pengatur akan dilepaskan
dari tumor dan akan memindahkan hasil protein
oleh jaringan yang letaknya jauh seperti acute phase
reactant yang dihasilkan oleh hati. Sistem imun juga
akan menghasilkan reaksi terhadap hasilan tumor
dengan dilepaskannya isi seluler ke dalam peredaran
darah. Perubahan molekuler lain dapat dipindahkan
oleh tumor seperti terdapatnya molekul khas yang
diekskresi atau dimetabolisme oleh ginjal atau sistem
bilier-kolorektal. Keberadaan enzim proteolitik yang
khas dihasilkan oleh sel di sekitar tumor, juga akan
mempengaruhi pola protein dalam serum dan cairan
tubuh lainnya. Di samping itu, keberadaan protein
karier yang mengikat molekul yang lebih kecil akan
mempengaruhi analisis. Semua kekuatan perubahan
molekuler ini dalam spektrum serum protein akan
membentuk pola spektrum yang khas akan keberadaan
penyakit tertentu misalnya tumor jenis tertentu (lihat
Gambar 7).1°
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Gambar 7. Protein profiling antara pasien sehat dan
karsinoma ovarium.!#

SIMPULAN DAN SARAN

Bidang proteomik telah membuat kemajuan yang
sangat pesat. Dalam sepuluh tahun terakhir ini,
analisis proteomik dengan teknologi berlandaskan
mass spectrometry seperti MALDI dan SELDI-TOF
sangat berhasil-guna dalam memberikan penjelasan
dari sampel yang kompleks dan menafsirkan pola
spektrum yang muncul dengan kemasan analisis
perangkat lunak. MALDI-TOF dan SELDI-TOF MS
yang bekerja terutama di protein plasma dan peptida
dengan berat molekul kecil, yang bernilai diagnostik
yang besar dalam fisiologis dan patologis sistemik.
MALDI-TOF dan SELDI-TOF MS adalah penunjuk yang
sangat penting dalam sistemik seperti aterosklerosis,
gangguan gizi, strok, cedera organ tubuh utama,
gangguan hemostatik, respons tahap akut, infeksi dan
gangguan kerja ginjal.

Walaupun tampaknya masih jauh untuk dapat
menjangkau teknologi baru seperti yang telah sedikit
diuraikan di atas, perkembangan hendaknya selalu
diikuti. Hal-hal yang berkaitan dengan proteom,
peptidom dan peralatan diagnostik yang berlandaskan
mass spectrometry lainnya perlu dipahami lebih
mendalam lagi dalam upaya penemuan petanda
biologis untuk mendiagnosis dini penyakit tertentu
termasuk pemantauan pengobatannya, sehingga
akan dapat menurunkan angka kesakitan dan
kematiannya.
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