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Abstrak

Lintah (Hirudo medicinalis) boleh mengeluarkan bahan hirudin, iaitu sejenis protein yang
berfungsi sebagai agen anti-pembekuan darah semulajadi. Protein ini dirembeskan keluar dari
kelenjar liurnya semasa menggigit mangsa. Dari beberapa penyelidikan [4,5,8,9,11,13],
telah dibuktikan bahawa hirudin boleh menyekat pembentukan thrombus bagi menghalang
pembekuan darah. Penulenan protein hirudin akan dapat membantu ahli perubatan dalam
kajian penyakit-penyakit thrombik oleh kerana hirudin tidak toksik berbanding dengan
heparin atau bahan sintetik lain yang lebih mahal. Dengan penggunaan kaedah-kaedah
terkini dalam bidang bioteknologi, biologi molekul dan teknik DNA-rekombinan, protein
hirudin boleh dihasilkan dengan skala besar di peringkat industri.

) §P Latar Belakang Lintah

Sehingga kini, kajian mengenai protein hirudin adalah dari lintah Eropah iaitu Hirudo
medicinalis. Lintah ini adalah haiwan invertebrata dari order Arhynchobdellida kelas
Hirudenia, dalam filum Annelida [ 3 ]. Haiwan hermaprodit (mempunyai kedua-dua organ
seks jantan dan betina) ini menjalani kehidupan semiparasitik yang menghisap darah dari
haiwan vertebrata. Semasa menghisap darah, lintah melekatkan dirinya kepada mangsa
dengan pelekap posterior dan melukakan kulit mangsa dengan bantuan tiga set rahang yang
terdapat pada bahagian dalam pelekap anterior. Lintah kemudiannya menyedut darah
mangsa sehingga usus pencernaannya penuh. Usus pencernaan lintah mengandungi banyak
saku-saku lateral yang boleh menyimpan darah selama beberapa bulan (ada juga lintah yang
berupaya menyimpannya sehingga 12 bulan) untuk kegunaan lintah tersebut [15]. Kelenjar
liur lintah menghasilkan hirudin, protein yang menyekat koagulasi (pembekuan darah)
semasa ia menggigit mangsa [ 9 ]. Inilah sebabnya mengapa luka gigitan lintah terus
berdarah selepas beberapa jam (sehingga 4 jam) terkena gigitan [ 13 ].

2. Hirudin

Hirudin yang dikeluarkan oleh lintah adalah perencat thrombin yang sangat sgcsifik [1])
Nilai KI (nilai keafinan) hirudin terhadap thrombin adalah serendah 0.82 x 10-12 mou/1 [ 5]
Thrombin adalah enzim yang merangsang pembekuan darah. Apabila thrombin direncat oleh

hirudin maka pembekuan darah tidak boleh terjadi. Hirudin adalah protein yang sangat stabil
terhadap suhu dan pH yang tinggi, mengandungi 65 atau 66 jujukan asid amino dengan 3
ikatan disulfida [ 8 ]. Ketiga-tiga ikatan disulfida itu terletak dalam kawasan 39 residu
pertama di terminal amino. Terminal karboksil pula sangat asidik dengan 5 asid amino yang

R i dutiions. fe. ) Tyr-SOgH, di 9 residu yang terakhir. Tapak aktif adalah di mana
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residu Lysine diapit oleh 2 Proline. Struktur seperti inilah yang dikatakan memainkan
peranan penting dalam interaksi hirudin-thrombin [ 4 ].

Terdapat sekurang-kurangnya 2 jenis protein hirudin yang boleh diekstrak dari lintah iaitu
hirudin dari kepala lintah dan pseudohirudin (hirudin PA) dari badan lintah (Lampiran 1).
Pseudohirudin adalah protein yang tidak menunjukkan sifat antithrombin walaupun berat
molekul dan jujukan asid aminonya hampir menyerupai hirudin dari kepala lintah [ 4 ].
Jujukan hirudin daripada kepala lintah di terminal amino bermula dengan valine dan valine.
Jujukan pseudohirudin daripada badan lintah pula bermula dengan isoleucine dan threonine.
Perbezaan susunan asid amino juga terdapat pada jujukan asid amino yang ke 24, 33, 35, 36,
53, 58, 62, 63 dan dua asid amino yang terakhir pada terminal karboksil iaitu Leucine dan
Glutamine pada hirudin manakala Asid Aspartik dan Asid Glutamik pada psuedohirudin [ 6
]. Bilangan asid amino pada hirudin adalah 65 dan pada psuedohirudin adalah 66 [ 12 ].

i Kepentingan Perubatan

Dari segi perubatan hirudin adalah sangat penting kerana protein hirudin yang tulen tidak
merangsang penghasilan antibodi di dalam haiwan kajian (tikus dan monyet ). Selepas
beberapa kali suntikan hirudin pada manusia dan monyet, didapati tidak menunjukkan
tindakbalas imun. Ini menunjukkan bahawa hirudin adalah imunogen yang sangat lemah dan
tindakbalas allergik tidak berlaku dalam keadaan normal [ 10 ]. Kajian terhadap manusia
menunjukkan hirudin tulen yang disuntik secara subkutaneous dan intravena sebanyak 1000
unit antithrombin/kg tidak memberi sebarang kesan sampingan. Selain dari itu didapati nilai
LD50 hirudin pada tikus adalah 500 000 unit antithrombin/kg. Malah pembuangan hirudin
dari sistem darah adalah sangat cepat, dalam masa 24 jam sahaja separuh dari hirudin yang
disuntik telah dibuang oleh buah pinggang melalui urin [ 2 ].

Berbeza dengan bahan antikoagulan yang lain seperti heparin, di mana ia memberi kesan
sampingan seperti pendarahan dan thrombocytopaenia jika digunakan dalam rawatan
penyakit thrombotik [ 14 ]. Heparin juga memerlukan kofaktor antithrombin 111 (AT 11I)
untuk bertindak ke atas thrombin manakala hirudin bertindak secara langsung terus kepada
thrombin semasa proses merencat pembekuan darah [ 11 ]. Antikoagulan sintetik yang biasa
digunakan adalah sulfonat polistirena dan sulfonat polietilena yang mempunyai aktiviti seperti
heparin yang memerlukan antithrombin 111 untuk bertindakbalas dengan thrombin [ 7 ].

4. Perkembangan Terkini

Oleh kerana hirudin adalah sangat penting kepada bidang perubatan maka penghasilannya
secara skala besar adalah amat diperlukan supaya banyak kajian dan rawatan terhadap
penyakit thrombotik dan jantung dapat dilakukan. Kajian terhadap penulenan hirudin dan
pengklonan untuk penghasilannya dalam skala besar sedang pesat dilakukan di negara-negara
Eropah dan Amerika Syarikat di mana syarikat-syarikat farmasi yang besar seperti
Pentapharm (Switzerland), Plantorgan (Germany), Mitsui Toatsu (Jepun), Farmitalia Carlo
Erba (Itali), Merrel Dow Research Institute (Amerika Syarikat) dan BioPharm (United
Kingdom) ada menjalankan kajian terhadap hirudin dan protein yang berkaitan dengan
antikoagulan [ 13 ]. Di Universiti Teknologi Malaysia, kajian hirudin dilakukan ke atas lintah
tempatan (Hirudinaria manillensis) atau lebih dikenali sebagai lintah kerbau. Adalah sangat
menarik untuk membuat perbandingan aktiviti, struktur dan kespesifikan terhadap thrombin
berbanding dengan hirudin dari lintah Eropah (Hirudo medicinalis). Jikalau aktiviti hirudin
dari lintah tempatan adalah lebih baik, maka pengklonan hirudin untuk penghasilan pada
skala besar boleh dijalankan.
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A : Chang J.-Y., 1983 (hirudin)
B : Dodt J. et al., 1984 (hirudin)
C : Dodt J. et al., 1986 (hirudin PA)

Rajah 1 : Jujukan Asid Amino Bagi Hirudin
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