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KATA PENGANTAR

Alhamdulillaahi robbil'alamiin, berkat rahmat Allah SWT, tahun 2016 ini, Perhimpunan
Biokimia dan Biologi Molekuler Indonesia atau Indonesian Society for Biochemistry and
Molecular Biology dan disingkat PBBMI atau ISBMB telah berusia 40 tahun. Organisasi ini
berdiri tahun 1976 di Jakarta. PBBMI berdiri dengan nama awal Perhimpunan Biokimia
Indonesia (PERHIBI) dan berubah nama menjadi PBBMI pada Kongres VII di Jakarta tahun
1994.

PBBMI merupakan perhimpunan ilmiah dan bersifat otonom, yang ingin memajukan
dan mengembangkan lImu Biokimia dan Biologi Molekuler dalam arti yang seluas-luasnya.
Dalam memajukan dan mengembangkan ilmu biokimia dan biologi molekuler itu, PBBMI
perlu mengadakan pertemuan, seminar, symposium ilmu biokimia dan biologi molekuler. Hal
ini berkesesuaian dengan tujuan Pemerintah Indonesia yang telah membuat prioritas dalam
upaya perbaikan kualitas manusia Indonesia. Selain hal tersebut seminar nasional ini adalah
ajang mempererat hubungan antar anggota PBBMI sehingga organisasi ini menjadi solid dan
mampu mencapai misi organisasi.

Seminar nasional ke XX diselenggarakan di FK Universitas Lampung. Hal ini juga
dalam rangka memperingati dies natalis FK Unila yang ke 14. Disamping itu PBBMI cabang
Lampung adalah cabang termuda PBBMI, yaitu cabang yang ke 19. Pada kegiatan terkumpul
85 abstrak yang dipresentasikan dalam bentuk presentasi oral maupun poster. Semoga
kegiatan ini mendapatkan ridho Allaah SWT dan dapat memajukan ilmu biokimia dan biologi
molekuler di Indonesia, dan mendatangkan manfaat yang sebesar besarnya bagi kemanusiaan.
Aamiin ya Robbal'alamiin

Bandar lampung, Desember 2016

Panitia semnas XX PBBMI
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Efek Kuratif Minyak Buah Merah (Pandanus conoideus Lam.)
terhadap Ekspresi Gen Mucl Aberrant pada Mencit Model Kolitis
Ulserativa

Sijani Prahastuti, Lusiana Darsono, Khie Khiong

Fakultas kedokteran, Universitas Kristen Maranatha
JI. Prof.drg. Suria Sumantri No.65 Bandung 40164.

Abstrak

Kolitis ulserativa (KU) merupakan salah satu bentuk Inflammatory Bowel Disease (IBD)
dapat berkembang menjadi kanker kolorektal. Pada biopsi kolon penderita KU tampak
overekspresi gen Mucl aberrant. Buah merah (Pandanus conoideus Lam.) berasal dari Papua
memiliki kandungan antioksidan. tinggi dapat mencegah aktivasi NF-xB. Tujuan penelitian
untuk mengetahui peranan minyak buah merah terhadap eskpresi gen Mucl aberrant pada
mencit model KU. Penelitian ini menggunakan mencit galur Balb/C jantan dibagi dalam 4
kelompok (n=6). Kelompok kontrol negatif (KN) dan kontrol buah merah (KBM), merupakan
kelompok yang tidak diinduksi kolitis ulserativa, sedangkan kelompok kontrol positif (KP)
dan kelompok perlakuan buah merah (KPBM) diinduksi Dextran Sulphate Sodium (DSS),
pada KPBM dilanjutkan diberi minyak buah merah 0,1 mL/hari melalui sonde lambung.
Penelitian dilakukan di Laboratorium Pusat Penelitian lImu Kedokteran (PPIK), Fakultas
Kedokteran, Universitas Kristen Maranatha, Bandung. Mencit dikorbankan pada akhir
penelitian, ekspresi gen Mucl aberrant dan HPRT kolon dinilai dengan RT-PCR dilanjutkan
dengan elektroforesis, hasil dokumentasi dinilai dengan Scion Image for Windows. Uji
statistik dilakukan dengan metode Analisis Varian (ANAVA) satu arah dilanjutkan dengan uji
Tukey HSD (0=0,05). Kelompok Perlakuan Buah Merah memiliki rerata ekspresi gen Mucl
aberrant lebih rendah dibandingkan kelompok Kontrol positif (p<0,05). Sedangkan antar
Kelompok Perlakuan Buah Merah, kelompok Kontrol Negatif, dan Kelompok Buah Merah
tidak terdapat perbedaan bermakna ekspresi gen Mucl aberrant (p>0,05). Minyak buah merah
dapat menurunkan ekspresi gen Mucl aberrant pada mencit model KU. Buah merah
mengandung antioksidan [-karoten, phenolic, flavonoid, a-tokoferol dapat mengatasi
inflamasi  sehingga aktivasi NF-xB tertekan menyebabkan ekspresi gen Mucl aberrant
menurun.

Kata kunci: buah merah, gen Mucl aberrant, mencit model kolitis ulserativa
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The Effect of Red Fruit Oil (Pandanus conoideus Lam) towards
Mucl Aberrant Gene Expression in Ulcerative Colitis Mice Model

Sijani Prahastuti, Lusiana Darsono, Khie Kiong

Faculty of Medicine, Maranatha Christian University,
Prof. Drg. Suria Sumantri St. 65 Bandung 40164.

Abstract

Ulcerative Colitis (UC) is a form of Inflammatory Bowel Disease group (IBD) that can thrive
into colorectal cancer. Colon biopsy UC chronic patients expressed aberrant mMRNA Mucl.
Red fruit oil is originally from Papua that contains high antioxidant to suppress Nf-kB
activation. The aim of this experiment is to determine the role of red fruit oil towards Mucl
aberrant gene expression in UC mice model. The method of this research was using
Randomized Complete Design (RCD), mice Balb/C were divided into four group treatments
(n=6). Negative control (NC) was given aquadest, Red Fruit Control (RFC) was given red
fruit, possitive control (PC) was given DSS and red fruit, Red Fruit Treated Group (RFTG)
was given red fruit after DSS. The effect of red fruit oil againsts gen Mucl aberrant
expression was measured by Reversed Transcriptase Chain Reaction (RT-PCR) method. After
electrophoresis, all bands were analyze by Scion Image for Windows. Statistical analysis was
performed using one way Analysis of Variance (ANOVA), followed by Tukey HSD with a =
0.05. The result showed that the red fruit treated group gave significantly different level
expression of aberrant Mucl gene compared to positive control group (p<0.05). There were
non significant differences among red fruit-treated group, negative control, and red fruit
control (p>0.05). Red fruit oil can suppress of aberrant Mucl gene expression. Red fruit oil
contains bioactive compounds identified as antioxidant g-caroten, phenolic, flavonoid, a-
tocopherol which suggested can supress NF-kB activation along with suppression of Mucl
aberrant gene expression.

Keywords: Red fruit, Mucl aberrant gene expression, ulcerative colitis mice model
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Pendahuluan

Kolitis ulserativa termasuk golongan IBD yang menyebabkan inflamasi kronik saluran
pencernaan dengan manifestasi klinik berupa diare berdarah dan timbul ulserasi pada kolon
desenden dan rektum menyebar kearah proksimal. Insidensi IBD bervariasi di berbagai
negara sesuai dengan geografis dan ras Etiologi kolitis ulserativa dan patogenesisnya belum
diketahui secara lengkap, berbagai teori mengaitkan dengan berbagai faktor diantaranya yang
terpenting adalah faktor genetik, mukus, dan flora normal.'*® Akhir-akhir ini terjadi
perubahan epidemiologi, yang mana insidensi Kkolitis ulserativa cenderung meningkat di
berbagai negara Asia seperti: Jepang, Korea, Singapura, India. Kolitis ulserativa dapat terjadi
pada semua kelompok usia, terutama pada usia 15 sampai 30 tahun serta meningkat cepat
pada usia lebih dari 50 tahun.*>®

Gen Mucl merupakan gen yang memproduksi musin Mucl pada kolon sehat manusia,
tikus dan mencit. Overekspresi gen Mucl memicu transformasi sel epitel melalui
kemampuannya mengikat dan menghentikan degradasi p-katenin. Akibat keadaan tersebut
terjadi akumulasi B-katenin dalam sitoplasma yang selanjutnya translokasi ke dalam nukleus
yang akan meningkatkan aktivasi gen target kanker kolon.”® Selain itu terjadi perpindahan
domain gen Mucl ekstraseluler ke dalam nukleus sehingga terjadi ikatan antara gen Mucl
dengan p65 NF-kB yang memicu transkripsi sitokin proinflamasi IL-6, TNF-a dan IFN-y dan
juga akan menginduksi ekspresi gen Mucl di epitel kolon. Bila keadaan tersebut terus
berlangsung dapat menyebabkan kerusakan epitel kolon.”®

Overekspresi gen Mucl pada penderita Kolitis Ulserativa memproduki musin Mucl
aberrant (hypoglycoxylated). Penyimpangan struktur musin tersebut mengakibatkan
menurunnya fungsi pelindung mukus sehingga flora normal lebih mudah masuk ke dalam
lamina propia kolon, memicu proses inflamasi sehingga terjadi akumulasi dan aktivasi
berbagai sel innate sistem imun, bila tidak teratasi oleh antioksidan endogen dapat
menimbulkan inflamasi kronik.*°

Musin Mucl hypoglycoxylated mempunyai daya kemotaktik terhadap sel dendritik
imatur, sel B dan dapat menginduksi penyimpangan maturasi dan profil sitokin."* Penipisan
dan perubahan struktur musin Mucl juga akan mengaktivkan enzim NADPH oksidase yang
terdapat pada makrofag dan neutrofil menghasilkan ROS.*

Bila produksi ROS dan mediator inflamasi melebihi kapasitas tubuh untuk menetralisir
maka akan timbul ‘stres oksidatif’. Kelebihan radikal bebas akan bereaksi dengan lipid,
protein maupun asam nukleat sehingga menyebabkan kerusakan sel. PUFA yang terdapat
pada membran sel merupakan senyawa yang paling rentan rentan terhadap serangan radikal
bebas. Bila stres oksidatif tidak segera teratasi, maka ROS akan berinteraksi dengan
makromolekul lainnya yaitu protein menyebabkan hilangnya aktivitas enzim , efek terhadap
asam nukleat terjadi perubahan struktur DNA sehingga timbul sel mutan, bila perubahan
DNA ini bertahun-tahun akan menjadi sel kanker.*?

Kolitis ulserativa dapat diinduksi pada model hewan dengan menggunakan DSS.
Mekanisme terjadinya kolitis ulserativa pada model hewan diperkirakan DSS toksik
terhadap sel epitel, menyebabkan peningkatan permeabilitas sel epitel dan aktivasi makrofag.
Efek toksisitas DSS terhadap sel epitel kolon dan barier epitel kolon, menyebabkan perubahan
mikroflora, kerusakan kripta dan erosi masif sehingga neutrofil dan makrofag masuk ke
dalam lamina propia dan teraktivasi, selanjutnya akan dikeluarkan sitokin yang menyebabkan
inflamasi pada mukosa kolon. Kelainan tersebut disertai dengan berkurangnya jumlah sel
goblet sehingga terjadi penurunan produksi dan penyimpangan struktur mukus. Gejala klinis
dan gambaran histopatologis mirip dengan kolitis ulserativa manusia.*?
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Hasi penelitian Surono dkk, menyimpulkan antioksidan yang terkandung dalam 100
gram minyak buah merah adalah: a-karoten 130 pg, B-karoten 1,98 pg, R-kriptosantin 1,46 pg
dan a-tokoferol atau vitamin E 21,2 mg.**

Menurut Khiong dkk, menyimpulkan pemberian minyak buah merah dosis 0,1 mL per
oral pada model karsinoma kolon yang di induksi dengan DSS 2,5% dan azoxymethane
(AOM) 12 mg/kgBB intra peritoneal (ip) terjadi penurunan kadar NF-kB, peningkatan
produksi IL-10 dan IL-22 secara signifikan bila dibandingkan kontrol positif.*

Dengan demikian, penelitian ini dilakukan untuk memberikan gambaran mengenai
pengaruh buah merah dalam menghambat ekspresi gen Mucl aberrant.

Metode

» Bahan penelitian

Bahan uji yang digunakan adalah buah merah (Pandanus conoideus Lam.) kultivar merah
panjang dan berwarna merah terang, berasal dari Wamena, Papua yang ditanam pada
ketinggian 1.500 dpl. Pembuatan minyak  buah merah dilakukan di Laboratorium
Farmakognostik, Sekolah Farmasi ITB, Bandung

» Subjek Penelitian

Subjek penelitian adalah mencit galur Balb/C jantan berumur 8 minggu, dengan berat
badan rata-rata 25 gram diperoleh dari Laboratorium Penelitian dan Pemeliharaan Hewan
Coba, Pusat Penelitian lImu Kedokteran (PPIK), Fakultas Kedokteran, Universitas Kristen
Maranatha, Bandung, dari bulan Mei hingga Agustus 2012.

» Ukuran Sampel

Jumlah sampel ditentukan berdasarkan rumus Kemas Ali Hanafiah, 2005, pada penelitian ini
dibutuhkan 24 ekor mencit Balb/c yang dibagi menjadi 4 kelompok secara acak.™

> Desain Penelitian

Penelitian ini bersifat prospektif eksperimental laboratorium sungguhan dengan rancangan
acak lengkap (RAL), bersifat komparatif.

Mencit dibagi dalam 4 kelompok secara acak dengan masing-masing kelompok terdiri dari 6

ekor mencit dan mendapat perlakuan yang berbeda.

1. Kelompok kontrol negatif (KN) hanya diberi aquades

2. Kelompok kontrol buah merah (KBM) yang diberi minyak buah merah dosis 0,1 mL/hari

3. Kelompok kontrol positif (KP) diinduksi kolitis dengan DSS 2,5 % (w/v)

4. Kelompok perlakuan Buah Merah (KPBM) diinduksi kolitis dengan DSS 2,5 % (w/v) dan
dilanjutkan diberi minyak buah merah dosis 0,1 mL/hari

Pada hari ke 18, semua mencit dikorbankan, dilakukan isolasi RNA, pembuatan
cDNA, amplifikasi Gen Mucl aberrant dan HPRT dengan metode RT-PCR. Amplifikasi in-
vitro dengan teknik RT-PCR gen HPRT dan Mucl aberrant dilakukan dengan menggunakan
pasangan primer yang dirancang dari urutan nukleotida gen HPRT dan Mucl aberrant Mus
musculus.  Amplifikasi gen Mucl Aberrant dengan metode PCR dilakukan dengan
menggunakan pasangan primer yang dirancang dari urutan nukleotida gen Mucl aberrant
Mus Musculus dan HPRT Mus Musculus (sebagai pembanding).
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Pasangan primer :
Hypoxanthine Phosphoriboxyltransferase (HPRT)
Forward Primer HPRT : 5’GAAGGAGATGGGAGGCCATCAC3’
Reverse Primer HPRT : 5’CATGACGAATTGGTCCCTTTCG3’
Hasil PCR yang diharapkan 298 bp

Mucl aberrant

Forward Primer Mucl : S’>CAAGTTCAGGTCAGGCTCCGTGG3’

Reverse Primer Mucl : 5>CCTGCCGAAACCTCCTCATAGGGGC3’

Hasil PCR yang diharapkan 426 bp
Hasil RT-PCR dielektroforesis dengan gel agarose 0,8% dengan 75V dan kemudian

diwarnai dengan ethidum bromida (EtBr). Pita-pita hasil elektroforesis kemudian diamati di
bawah UV transluminator kemudian difoto dan dianalisis ketebalan pita-pitanya dengan
menggunakan densitometer (Scion Image).

Hasil
Ekspresi Mucl aberrant Kolon Mencit

Hasil penelitian pengaruh minyak buah merah terhadap ekspresi gen Mucl aberrant pada
kolon mencit model kolitis ulserativa dapat di lihat pada Gambar 1.

Gambar 1 menunjukkan hasil elektroforesis RT-PCR gen Mucl aberrant dan kontrol
internal HPRT pada masing-masing kelompok perlakuan. Pada kelompok KN, KBM dan
KPBM masing-masing kelompok terdapat dua mencit yang menunjukkan ekspresi gen Mucl
aberrant yang tipis atau tidak ada, sedangkan pada kelompok KP semua mencit menunjukkan
ekspresi gen Mucl aberrant. Semua pita gen Mucl aberrant kelompok perlakuan buah
merah (KPBM) tampak tipis karena terekspresikan lebih rendah bila dibandingkan dengan
kelompok KP. Semua pita gen Mucl aberrant pada kelompok KP tampak tebal karena
terekspresi dengan kuat. Tebal masing-masing pita DNA RT-PCR gen Mucl aberrant dan
HPRT diukur menggunakan perangkat lunak Scion Image.

Perhitungan persentase ekspresi gen Mucl aberrant dilakukan dengan
membandingkan tebal pita DNA hasil elektroforesis RT-PCR gen Mucl aberrant masing-
masing mencit dengan tebal pita DNA HPRT. Hasil perhitungan tersebut dapat dilihat pada
Tabel 1.

MucC-1
HPRT
KPBM KP

Gambar 1. Persentase Kadar Muc1 aberrant Kolon antar Kelompok Perlakuan
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Tabel 1. Persentase Kadar Mucl aberrant Kolon antar Kelompok Perlakuan
Berdasarkan Pengukuran Densitometer

Rerata Kadar Mucl aberrant (% terhadap HPRT)

Mencit KN KBM KP KPBM
1 18,24 18,25 47,82 3,46
2 12,31 5,45 76,76 6,82
3 7,54 8,76 84,76 6,56
4 6,68 8,66 42,95 29,65
5 7,39 14,54 42,00 31,55
6 5,82 0.07 63,73 11,05
Rerata 9,66 9,29 59,67 14,85
Standar deviasi 4,77 6,46 18.28 12,45
Keterangan:

KN  : Kontrol Negatif (Aquadest 0,1 mL)

KBM : Kontrol Buah Merah (minyak buah merah 0,1 mL)

KP  : Kontrol Dextran sulfate sodium (DSS); DSS 2,5 % (v/w) dan aquadest 0,1 mL
KPBM : Kelompok Perlakuan Buah Merah; DSS 2,5 % (v/w) dan minyak buah merah 0,1 mL

Data yang tertera pada tabel 1 menunjukkan bahwa kelompok KP memiliki ekspresi
gen Mucl aberrant kolon yang paling tinggi bila dibandingkan dengan kelompok yang lain.
Ekspresi gen Mucl aberrant pada kolon kelompok mencit model Kolitis Ulserativa yang
diberi perlakuan dengan minyak buah merah (KPBM) lebih rendah bila dibandingkan dengan
kelompok KP.

Analisis Statistik

Data yang diperoleh kemudian dianalisis secara statistik menggunakan uji ANAVA
satu arah dengan derajat kemaknaan o= 0,05 untuk melihat apakah terdapat perbedaan
ekspresi gen Mucl aberrant antar kelompok perlakuan yang bermakna atau tidak.

Tabel 2 . Hasil Uji ANAVA Ekspresi gen Mucl aberrant Kolon Antar Kelompok

Perlakuan
Mean
Sum of Squares  df Square F Sig.
Between Groups 10657,621 3 3552,540 25,670 ,000
Within Groups 2767,889 20 138,393
Total 13425,489 23

Data setelah diuji statistik menggunakan metode ANAVA didapatkan nilai p = 0,000.
Pengujian hipotesis adalah sebagai berikut:
F hitung < F taber dengan p > o — Ho gagal ditolak
F hitung > F tave dengan p < o — Hg ditolak, terima H; dan hal lainnya
F hitung = 25,670 > F tapel 0,05 (3, 20) = 3,10 dengan p= 0,000 <o — Hp ditolak, terima H, dan hal
lainnya, yang berarti terdapat perbedaan rerata eskpresi gen Mucl aberrant kolon minimal
pada sepasang kelompok perlakuan.
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Data selanjutnya dilakukan analisis Post Hoc Test mengunakan uji beda rerata Tukey
HSD untuk melihat kelompok perlakuan mana yang berbeda secara statistik. Hasil analisis
Tukey HSD dapat dilihat pada tabel 3 dan gambar 2.

Tabel 3. Hasil Uji Beda Rerata Tukey HSD
KELOMPOK KN KBM KP KPBM

KN T PR 0,000 0,870
KBM 1,000 ™ I 0000 0,845"
KP 0,000 0,000 I 00007

KPBM 0,870 ™ 0,845 " 0,000
** p = 0,000
90 -
| ** p = 0,000 |
80 1 ** b = 0,000 |
70 4 I
é 60 4
&
o 50
I
= 40 -
g 30 4
=
20
0 .
KN KBM KP KPBM
Kelompok Perlakuan

Gambar 2. Grafik Rerata Ekspresi gen Mucl aberrant pada Masing-masing Kelompok
Perlakuan (presentasi terhadap kontrol Internal HPRT)

Hasil uji beda rerata Tukey HSD (tabel 3) menunjukkan bahwa tidak ada perbedaan
ekspresi gen Mucl aberrant yang bermakna (p>0,05) antara kelompok kontrol negatif (KN),
kelompok kontrol buah merah (KBM) dan kelompok perlakuan buah merah (KPBM).
Sedangkan ekspresi gen Mucl aberrant berbeda sangat bermakna antara kelompok kontrol
positif (KP) dengan 3 kelompok perlakuan lainnya yaitu dengan kelompok KN, KBM dan
KPBM dengan masing-masing nilai p<0,05. Ekspresi gen Mucl aberrant pada kelompok
perlakuan buah merah (KPBM) bila dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif (KN) dan
kelompok buah merah (KBM) berbeda tidak bermakna (p>0,05).

Diskusi

Hasil penelitian menunjukkan bahwa minyak buah merah dapat menurunkan ekspresi
gen Mucl aberrant pada mencit model kolitis ulserativa. Penurunan ini diduga karena
aktivitas antioksidan yang terkandung dalam buah merah.
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Tebal masing-masing pita DNA RT-PCR gen Mucl aberrant dan HPRT diukur
menggunakan perangkat lunak Scion Image. Tabel 3 dan gambar 2 menunjukkan rasio Mucl
aberrant/HPRT kelompok kontrol positif sebesar 59,67. Rasio Mucl aberrant/HPRT
kelompok perlakuan Buah Merah (KPBM) sebesar 14,85. Hasil tersebut menunjukkan
kelompok perlakuan Buah Merah dapat menurunkan rasio ekspresi gen Mucl
aberrant/HPRT.

Kemampuan Buah Merah dalam menurunkan ekspresi gen Mucl aberrant mungkin
dikarenakan kandungan senyawa kimia di dalamnya seperti 3-karoten, phenolic, flavonoid, ,
R-kriptosantin dan a-tokoferol.*

Hasil penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa kandungan antioksidan dalam buah
merah yang dapat menekan aktivasi NF-kB adalah -karoten, phenolic dan flavonoid. NF-xB
merupakan faktor transkripsi yang menginduksi ekspresi gen Mucl aberrant. Hambatan
aktivasi NF-kB menyebabkan penekanan ekspresi gen Mucl aberrant. [-kriptosantin
merupakan antioksidan yang dapat menangkap radikal bebas yang dihasilkan proses inflamasi
sedangkan a-tokoferol mengatasi peroksidasi lipid.*2*’

Simpulan

Minyak buah merah dapat menurunkan ekspresi gen Mucl aberrant pada kolon mencit
model Kolitis Ulserativa.
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Profil Antibodi Kucing Jalanan (Stray Cats)
Di Indonesia terhadap Virus Influenza
Antibody Profile of Stray Cats in Indonesia Against Influenza
Viruses
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Abstract

Stray cats is an animal whose existence between feral and pet cats. These animals are often
found around the traditional market, hospital and other public places, that there is likely to be
contact with other species animals. These animals may be can infected by pathogen that infect
animals and humans including Influenza virus. There are three types of Influenza viruses, type
A, B and C. Type A can infect humans and other species animal including birds, tiger and cat.
Influenza B virus infects only humans. The aim of these research was to detect antibody
profile of stray cats to Influenza virus type A and type B in Indonesia. Sampling was
conducted on stray cat serum derived from East Java and Jakarta. The method used was the
Hemagglutination Inhibition test. Antibody profile detectable include antibodies against
Influenza A virus subtype H1 (2009) pandemic, H3, H5, H7 and H9, and Influenza virus B
Yamagata and Victoria. HI test performed on serum samples of cats as much as 100 samples
taken from traditional markets, with inactivation first performed at a temperature of 56°C for
30 minutes. The results showed that of the 100 serum samples cat tested, as many as 28
samples positive for Influenza virus subtype H1 (2009) pandemic, 27 samples were positive
to the subtype H3, 55 serum samples were detected with antibodies Avian influenza subtype
H5, 18 positive samples subtype H7, 8 positive samples against H9 subtype, 26 positive
samples of influenza B Victoria, and 47 samples were positive influenza B Yamagata. Based
on the results show that cats can be infected by influenza virus from birds and humans.

These research was founded by e-ASIA Joint Research Projects (2015-2018)

Keywords: Antibody profile, HI test, stray cat, Type A and B Influenza Viruses
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Pendahuluan

Virus influenza beredar dan menyebabkan penyakit pada manusia setiap tahun.! Ada
tiga kelompok besar atau tipe virus influenza yaitutipe A, B, dan C. Virus influenza tipe A
dibagi menjadi beberapa subtipe berdasarkan antigen eksternalnya (HA dan NA). Virus
Influenza A dapat menyerang hewan unggas, mamalia termasuk manusia. Virus Influenza A
subtipe H1 dan H3 adalah penyebab influenza musiman pada manusia, sedangkan subtipe H5,
H7 dan H9 dapat menyerang unggas (avian influenza) tetapi bersifat zoonosis sehingga dapat
menyerang mamalia serta manusia.” Virus Influenza tipe B menyebabkan Influenza musiman
dengan angka morbiditas dan mortalitas yang tinggi terutama pada pasien anak-anak, orang
yang berusia tua dan kondisi immunocompromised.

Virus HIN1 dan H3N2 juga sudah menjadi endemik pada populasi babi di seluruh
dunia dan dianggap sebagai penyebab penyakit pernafasan yang paling berbahaya pada babi.?
Wabah yang disebabkan oleh virus Avian Influenza subtipe H7 HPAI dan LPAI antara lain
H7N1, H7N2, H7N3, H7N4 dan H7N7 telah mengakibatkan sekitar 75 juta unggas mati atau
dimusnahkan. Kasus pertama yang pernah dilaporkan adanya infeksi virus subtipe H7 secara
langsung dari unggas ke manusia terjadi pada tahun 1996 dengan gejala konjungtivitis pada
wanita yang memelihara itik setelah sehari sebelumnya membersihkan kandang itik tersebut.®
Oktober 2004, kebun binatang Thailand kembali melaporkan adanya wabah Avian Influenza
subtipe H5N1 pada harimau setelah hewan diberi pakan karkas ayam, dimana 147 ekor
harimau dari seluruh populasi 441 ekor mati karena adanya infeksi virus H5N1.> Pada tanggal
28 Februari 2006, virus Avian Influenza subtipe H5N1 terdeteksi pada seekor kucing yang
mati di wilayah Utara Pulau Ruegen German, di tempat yang sama ditemukan juga lebih dari
100 ekor burung liar mati. Hasil pemeriksaan menunjukkan bahwa burung liar tersebut
terinfeksi virus H5N1.°

Virus Influenza tipe B merupakan komponen yang penting dari keseluruhan penyakit
utama Influenza pada manusia. Pada tahun 2005 di Australia, sekitar 26,6% hasil konfirmasi
dari laboratorium merupakan kasus Influenza tipe B dari keseluruhan kasus Influenza yang
muncul.’

Selama awal tahun 1980, sebuah strain baru Influenza tipe B mengancam manusia
dengan adanya perbedaan secara antigenic dan genetic dari strain Influenza B yang ada. Sejak
saat itu, strain baru ini dengan strain yang telah ada mengalami sirkulasi dan menyebabkan
outbreak musiman di wilayah Australia dan Asia Pasifik. Dua strain baru ini adalah strain
B/Victoria/2/87 dan B/Yamagata/16/88. Dua strain ini secara antigenic sangat berbeda
sebagai antisera yang berkembang dalam ferret, strain pertama tidak mempunyai antibodi
cross-reactive neutralizing terhadap strain kedua.®

Kucing merupakan hewan kesayangan yang banyak dipelihara oleh masyarakat
Indonesia. Namun tidak sedikit kucing yang dibiarkan berkeliaran tidak ada yang memiliki,
kucing tersebut dinamakan kucing jalanan (stray cats). Kucing jalanan dapat berkeliaran di
kawasan pasar tradisional atau area publik lain sepertirumahsakit, rumahpotonghewan. Pasar
memiliki potensi sebagai tempat terjadinya penularan penyakit tidak terkecuali keberadaan
virus Influenza mengingat pasar sebagai tempat yang memungkinkan terjadinya kontak
langsung antara manusia pembawa virus Influenza dengan kucing.

Secara histori, virus Influenza belum dianggap sebagai pathogen utama pada kucing.
Namun, sejak 2003 telah dilaporkan adanya infeksi alami highly pathogenic virus
Avianinfluenza H5N1 pada kucing domestik menyebabkan kasus yang fatal.>**™* Selainitu,
virus influenza subtipe H3 sudah menginfeksi beberapa spesies hewan seperti babi (H3N1 dan
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H3N2), kuda (H3N8), dan anjing (H3N8 dan H3NZ2). Laporan lain, virus H3N2 anjing juga
menular ke kucing di Korea dan Cina yang menyebabkan penyakit pernafasan. Temuan ini
memberikan bukti lebih lanjut bahwa kucing harus dimasukkan diantara hewan yang
bertanggung jawab untuk transmisi antarspesies dari virus influenza tipe A. Selain itu, temuan
dari laporan ini menunjukkan bahwa kucing dapat berperan sebagai host perantara dimana
potensi pandemi dapat memunculkan virus tersebut.***

Berdasarkan uraian di atas, maka diperlukan penelitian untuk memberikan penjelasan
ilmiah mengenai kemungkinan kucing di Indonesia sebagai salah satu hewan yang terkait
dalam mata rantai penularan virus influenza Adan B. Penelitian ini dilakukan untuk
mendeteksi virus influenza A subtipe H1 pandemik 2009, H3, H5, H7, H9 danvirus influenza
B (YYamagata dan Victoria) pada kucing di Indonesia melalui pemeriksaan antibodi virus
dalam serum dengan uji hambatan hemaglutinasi (HI).

Metoda

Penelitian ini dilakukan dengan pemeriksaan antibodi dalam serum terhadap virus
Influenza A subtipe H1 pandemik 2009, H3, H5, H7, H9 dan Influenza B (Yamagata dan
Victoria) melalui uji HI. Sebanyak 100 serum sampel dari kucing jalanan di berbagai pasar
tradisional di JawaTimur dan Jakarta, kemudian diinaktivasi pada suhu 56°C selama 30 menit
pada dry bath. Selain itu diperlukan juga antigen standar dari virus Influenza H1 pandemik
2009, H3, H5, H7, H9 dan Influenza B (Yamagata dan Victoria) milik Avian Influenza
Research Center Universitas Airlangga yang sebelumnya sudah dilakukan titrasi 4 HA Unit.
Pada penelitian ini juga menggunakan RBC (Red Blood Cell) marmut 0,75% dan PBS.

Uji HI dilakukan denga ncara semua lubang pada microplate “U” diisi dengan PBS
sebanyak 25 pl, kecuali lubang pada baris A (A1-Al12). Sampel serum dimasukkan kedalam
baris A (Al-A12) sebanyak 50 pl, kemudian dibuat pengenceran secara serial dengan cara
mengambil 25 pl dari baris A kemudian dituang ke baris B dan dicampur hingga merata.
Setelah itu, dari baris B diambil sebanyak 25 pl dan dimasukkan ke baris C. Demikian
seterusnya sampai lajur H, sisa 25 pl dibuang. Khusus untuk kolom 11 dan 12, pengenceran
hanya dilakukan sampai garis G karena lubang H11 dan H12 digunakan sebagai kontrol.
Selanjutnya semua lubang microplate diisi dengan antigen 4 HA unit sebanyak 25 ul, kecuali
pada lubang H11 antigen 4 HA unit diganti dengan PBS sebanyak 25 pl. Pada lubang ini tidak
ada antigen didalamnya, sehingga eritrosit tidak mengalami aglutinasi dan digunakan sebagai
kontrol positif. Sedangkan pada H12 tidak diberi serum tetapi diberi antigen, maka eritrosit
yang ditambahkan akan mengalami aglutinasi, sehinggadigunakan sebagai kontrol negatif.

Setelah penambahan antigen, microplate digoyang hingga serum dan antigen merata,
diamkan pada suhu 22-25° C selama 30 menit. Selanjutnya semua lubang diisi dengan eritrosit
marmut 0.75% sebanyak 50 pl, kemudian diinkubasi pada suhu ruang selama 30-60 menit.
Hasil uji HI positif ditandai dengan adanya pengendapan eritrosit berbentuk cincin pada dasar
lubang microplate “U”.

Hasil Penelitian dan Pembahasan

Berdasarkan hasil uji hambatan hemaglutinasi dari 100 sampel yang diperiksa,
didapatkan 28 sampel positif adanya antibodi spesifik terhadap virus influenza A/H1
pandemik 2009, 27 sampel positif terhadap antibodi virus Influenza A subtipe H3, didapatkan
55 sampel positif adanya antibodi spesifik terhadap virus Avian influenza subtipe H5, 18
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sampel positif terhadap antibodi virus Influenza subtipe H7 dan 7 sampel positif terhadap
antibodi virus Influenza A subtipe H9. Sedangkan sampel yang positif terhadap antibodi virus
Influenza B Yamagata ada sebanyak 47 serum darah, yang positif terhadap antibodi virus
Influenza B Victoria ada 26 sampel serum darah, dan 24 sampel positif adanya kedua antibodi
virus Influenza B Yamagata dan Victoria.

Uji hambatan hemaglutinasi ini dinyatakan positif apabila titer HI lebih dari atau sama
dengan 2°.** Sampel yang menunjukkan hasil uji positif, berarti bahwa dalam serum kucing
tersebut telah terbentuk antibodi terhadap virus Influenza. Nilai titer antibodi yang tinggi di
atas titer protektif (2*) diduga diperoleh dari sistem pertahanan tubuh yang merespon paparan
virus Al secara terus menerus dari lingkungan sehingga menyebabkan kucing jalanan
tervaksinasi secara natural.™

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa kucing dapat terinfeksi oleh virus Influenza A
maupun B yang sebenarnya bukan merupakan patogen alami pada kucing. Seperti penelitian
yang dilakukan oleh Wardhani dan Damayanti (2016) menunjukkan bahwa di daerah
Surabaya, Gresik, Sidoarjo, dan Jakarta terdapat sampel yang positif dengan titer antibodi
yang tinggi (2° dan 27), sementara pada hasil pengujian HA sampel swab keseluruhannya
menunjukkan hasil yang negatif. Hal inimenunjukkan kucing mampu terinfeksi berbagai
macam subtipe virus influenza (multi infection), serta kemungkinan potensi kucing sebagai
mixing vessel.

Virus Influenza A subtipe H7 dan H9 sampai saat ini belum teridentifikasi di
Indonesia. Hasil publikasi di China menunjukkan bahwa virus Influenza A subtipe H9 mampu
menyerang dan menular secara kontak udara pada spesies lain selain unggas seperti babi,
anjing, dan anjing jalanan.*®" Namun dalam penelitian ini kenyataannya ditemukan antibodi
terhadap kedua virus tersebut pada serum kucing yang diambil dari pasar tradisional.

Adanya sampel serum darah kucing yang positif terdapat antibodi virus Influenza B
subtipe B-Yamagata serta sampel serum darah positif terdapat antibodi virus Influenza B
subtipe B-Victoia masih perlu dipertanyakan. Vaksin Influenza yang digunakan di Indonesia
masih menggunakan vaksin trivalent yang tidak berisi virus Influenza B, sementara kasus
infeksi virus Influenza B jarang terjadi atau bisa jadi pernah terjadi namun tidak ada yang
pernah membahas karena keberadaan virus Influenza B yang tidak membahayakan. Penelitian
ini dapat memperkuat potensi kucing sebagai mamalia yang berperan sebagai inang dari virus
Influenza tipe A (subtipe H1, H3, H5, H7, H9) maupun Tipe B (subtipe Bv dan By).

Pasar merupakan target utama pengambilan sampel karena merupakan tempat
penjualan ayam-ayam dari berbagai daerah. Dalam hal ini, kemungkinan kucing terinfeksi
virus Avian Influenza subtipe H5 yang berasal dari ayam, kotoran ayam, bulu ayam yang
berada di lingkungan pasar, atau penularan terjadi secara tidak langsung. Penularan virus
Avian Influenza pada kucing belum diketahui secara pasti penyebabnya. Penularan virus ini
dapat terjadi melalui kontak dengan unggas yang terinfeksi, memakan daging unggas mentah
yang terinfeksi. Selain itu, menurut Rimmelzwaal et al., (2006) sumber penularan juga dapat
terjadi dari kontak antara kucing dan manusia yang terinfeksi Avian Influenza subtipe H5 atau
penularan antara bangsa kucing sendiri.*®

Kucing yang mempunyai antibodi terhadap virus Influenza A dan B menunjukkan
telah terinfeksi virus Influenza A dan B, karena infeksi virus Influenza dapat menyebabkan
terbentuknya antibodi terhadap antigen tersebut. Pembentukan antibodi terjadi pada 3-7 hari
setelah infeksi. Hal tersebut ditunjang oleh pendapat yang mengemukakan bahwa antibodi
terhadap virus Influenza pada semua spesies hewan dapat terbentuk dalam kurun waktu 3-7
hari setelah infeksi dan akan mencapai puncak pada minggu kedua.*® Treanor (2004) juga
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mengemukakan bahwa puncak dari kadar antibodi tersebut dapat terlihat selama 4-7 minggu
setelah infeksi. Antibodi tersebut masih dapat tetap dideteksi selama beberapa tahun setelah
infeksi, bahkan tanpa terjadinya paparan ulang.
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Abstrak

Kurkumin  mempunyai aktivitas anti-karsinogenik dan anti-oksidan. Mekanisme
penghambatan oleh kurkumin terhadap inisiasi pertumbuhan sel kanker telah dilakukan pada
berbagai cell line kanker, tetapi mekanisme selular dan molekular kurkumin dalam
menginduksi apoptosis belum jelas. Sel MCF-7 diberi variasi konsentrasi kurkumin 60, 70,
dan 80 pug/mL. Analisa penghambatan pertumbuhan sel MCF-7 diukur dengan MTS assay
dan kadar ROS diperiksa dengan pengukuran (2°7’dicholofluorescin diacetate) DCFDA
assay. Hasil penghambatan kurkumin 80 pug/mL pada sel MCF-7 adalah 53.03 + 3.17. Adapun
pengaruh kurkumin terhadap kadar ROS dibaca melalui microplate reader fluoresen pada
periode waktu 2, 4, dan 24 jam. Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa kurkumin mampu
menurunkan kadar ROS tertinggi pada periode waktu 24 jam pada sel MCF-7 dengan serapan
fluoresen DCFDA vyaitu 5.51 + 1.26. Kurkumin mempunyai sifat anti-oksidan serta dapat
digunakan sebagai bahan kemopreventif.

Kata kunci : Kurkumin, Reactive Oxygen Species; MCF-7 cells
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Abstract

Curcumin has anti-carcinogenic activity and anti-oxidants. The mechanism of inhibition by
curcumin against the initiation of growth of cancer cells has been performed on a variety of
cancer cell line, but the cellular and molecular mechanisms of curcumin induces apoptosis is
not clear. MCF-7 cells were treated with concentrations of curcumin 60, 70, and 80 mg / mL.
Analysis of the inhibition of the growth of MCF-7 cells was measured by MTS assay and
ROS levels detected by measurement (2'7'dicholofluorescin diacetate) DCFDA assay. The
result of the inhibition of curcumin 80 mg / mL in MCF-7 cells was 53.03 £ 3.17. As for the
effect of curcumin on the levels of ROS to read through a fluorescent microplate reader at a
period of 2, 4, and 24 hours.The results of this study indicate that curcumin can lower ROS
levels highest in the 24 hour period in MCF-7 cells with fluorescent DCFDA uptake is 5.51 +
1.26.Curcumin has anti-oxidant properties and can be used as a chemopreventive.

Keyword : Curcumin, Reactive Oxygen Species; MCF-7 cells

16 Disampaikan pada Seminar Nasional XX PBBMI tentang “Current Excitement in Biochemistry and Molecular Biology for Agriculture and
Madicine” yang dilaksanakan oleh Fakultas Kedokteran Universitas Lampung dan PBBMI cabang Lampung pada tanggal 17-18 Desember 2016
di Fakultas Kedokteran Universitas Lampung



Pendahuluan

Kurkumin [1,7 - bis - (4 - hydroxyl — 3 - methoxyphenyl) - 1,6 - heptadiene - 3,5 - dione]
merupakan bahan utama turmerik yang diekstraksi dari akar tumbuhan Curcuma longa.
Kurkumin telah digunakan selama berabad-abad dalam pengobatan tradisional untuk berbagai
kondisi inflamasi dan penyakit lainnya. Penelitian akhir-akhir ini menunjukkan bahwa
kurkumin merupakan penghambat pertumbuhan yang potensial secara in vivodan mempunyai
aktivitas anti-proliferatif terhadap sel tumor secara in vitro.*?

Stres oksidatif merupakan keadaan sel yang ditandai oleh adanya produksi reactive
oksigen spesies (ROS) yang berlebihan dan atau penurunan kapasitas antioksidan yang
tersedia. Dalam keadaan normal, sel mampu mempertahankan homeostasis antara
pembentukan ROS dan pembuangannya melalui jalur enzimatik atau melalui antioksidan.?
Bila terjadi ketidakseimbangan antara produksi dan pembuangan ROS, maka akan terjadi
stress oksidatif yang secara langsung atau tidak langsung terlibat dalam fase inisiasi, promosi,
dan progresi karsinogenesis.* ROS dapat merusak protein, lipid, dan DNA yang menyebabkan
perubahan struktur dan fungsi organisme sehingga ROS memegang peranan penting dalam
patogenesis berbagai penyakit. Selain itu, karsinoma masih merupakan salah satu keganasan
pada manusia yang paling resisten terhadap pengobatan dan menyebabkan kematian karena
kanker. Potensi anti-oksidan kurkumin telah dilaporkan pada beberapa literature saintifik.>®
Kurkumin secara bermakna dapat melemahkan stimulasi ROS.” Kurkumin mempunyai
aktivitas anti-oksidan yang kuat dan dapat menjadi sumber anti-oksidan natural yang penting
untuk pencegahan penyakit dan memelihara kesehatan.®

Pada penelitian ini, kami menguji efek sitotoksis kurkumin dan menemukan
konsentrasi efektif kurkumin dalam menghambat viabilitas sel MCF-7. Selanjutnya akan
diteliti efek varian waktu kurkumin terhadap penghambatan ROS.

Material dan metode

Reagen. Kurkumin dibeli dari Sigma-Aldrich Corporation dan diencerkan dengan
dimetil sulfoksid (DMSO), disimpan pada suhu -20°C, dan dicairkan dan dalam medium
kultur sel. Dimetil Sulfokside dibeli dari Applichem. Trypsin-EDTA dan Penicillin-
Streptomycin dibeli dari Biosciences. Eagle’s minimum essential medium dibeli dari Gibco-
BRL (Carlsband, CA, USA). Human recombinant insulin dibeli dari Sigma (St. Louis, MO,
USA) dan fetal bovine serum dibeli dari Biowest. MTS [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxy methoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium] dan reagen pasangan elektron
(phenazine methosulfate) PMS dipesan dari promega (Madison, USA). DCFDA-Cellular
Reactive Oxygen Species dipesan dari Abcam.

Cell line dan kultur. Sel kanker payudara MCF-7 dibeli dari American Type
Culture Collection (ATCC: Manassas, VA, USA). Sel ditanam dalam tissue flask dengan
media EMEM yang mengandung 0,01 mg/mL human recombinant insulin, 10 % fetal bovine
serum, 1 % amfoterisin, dan 1 % Penicillin-Streptomycin yang diinkubasi pada suhu 37°C
dan tekanan CO;,5 % atmosfir.

MTS assay. Viabilitas sel diperiksa dengan kit MTS assay. Setelah dicernakan
(digesti) dengan 0,25 % trypsin, 5x10%/mL sel diinokulasi ke dalam sumuran kultur 96-well.
Sel tersebut dibagi dalam kelompok kontrol dan perlakuan, dan dikultur dalam sumuran kultur
96-well plate selama 48 jam, kemudian ditambahkan kombinasi 20 pL. MTS dan 1 uL PMS.
Kemudian diinkubasi selama 2 jam pada suhu 37°C dan tekanan CO, 5 % atmosfir.
Selanjutnya absorbansi diperiksa dengan menggunakan ELISA plate reader pada panjang
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gelombang 490 nm. Untuk mengurangi tingkat kesalahan, MTS juga ditambahkan pada
sumuran tanpa menggunakan sel (blank). Indeks viabilitas sel dihutung dengan cara :

(1) Sitotoksisitas (%) = 1 - rata-rata absorbansi kurkumin x 100 %
rata-rata absorbansi control negatif
100 - sitotoksisitas %

(2) Viabilitas (%)

DCFDA assay. Reactive oxygen species (ROS) seluler diperiksa dengan kit DCFDA
(2°7’dicholofluorescin diacetate)-Cellular ROSassay. Untuk pemeriksaan DCFDA 2 jam dan
4 jam dilakukan kultur sel adheren, sedangkan untuk 24 jam dilakukan kultur suspense. Sel
diinokulasikan pada ke dalam sumuran kultur 96-well gelap. DCFDA ditambahkan dan
diinkubasi selama 30-45 menit. Selanjutnya absorbansi diperiksa dengan menggunakan
fluoresen plate reader pada panjang ExX/Em = 485/535 nm. Untuk mengurangi tingkat
kesalahan, ditambahkan juga sumuran tanpa menggunakan sel (blank). Rata-ratafluoresen
dihutung dengan cara :

Rata-rata intensitas fluoresen = Kelompok perlakuan x 100 %
Kontrol positif

Analisis statistik. Software SPSS 20.0 digunakan untuk analisis statistik. Data
ditampilkan sebagai mean + SD. Penghitungan staristik menggunakan uji t berpasangan dan
P<0,05 mengindikasikan hasil yang bermakna.

Hasil dan diskusi

Efek kurkumin terhadap penghambatan dan proliferasi sel MCF-7. Kurang efektifnya
agen kemopreventif  saat ini menuntut penelitian mencari senyawa alternatif untuk
memperbaiki regimen terapi atau untuk kemopreventif. Kurkumin merupakan fitokimia
polifenol yang mempunyai aktivitas dan farmakologi yang cukup luas. Kurkumin diketahui
mempunyai aktivitas sebagai anti-oksidan, anti-inflamasi, anti-mikroba, dan anti-
karsinogenik.” Kurkumin mempunyai efek kemopreventif pada berbagai hewan coba yang
diinduksi karsinogenesis secara kimiawi, termasuk tumor payudara. Kurkumin juga
menghambat pertumbuhan cell line kanker payudara manusia secara in vitro, termasuk MDA-
MB-231, MDA-MB-468, dan MCF-7."**" Sampai saat ini toksisitas kurkumin masih diteliti
baik pada percobaan hewan maupun manusia dengan konsentrasi yang bervariasi.

Bukti kurkumin yang memperlihatkan aktivitas sebagai anti-oksidan, anti-radang, anti-
mitosis, dan anti-metastatik baik secara in vitro dan hewan coba, menjadikan kurkumin
sebagai molekul yang dapat digunakan untuk pencegahan dan pengobatan pada kanker
manusia.Kurkumin mempunyai efek anti-proliferatif pada berbagai tipe cell line secara in
vitro.Pada satu penelitian dilaporkan kurkumin menghambat proliferasi sel MCF-7 secara
bermakna pada 48 jam.Konsentrasi penghambatan 50 % (ICsy) didapatkan pada konsentrasi
53.18 pg/mL.

Data penelitian kami sesuai dengan penelitian sebelumnya yang melaporkan bahwa
kurkumin digunakan sebagai anti-kanker melalui penghambatan proliferasi pada sel kanker
payudara.'! Pada penelitian ini, efek kurkumin dengan konsentrasi berbeda pada sel MCF-7
diuji. Setelah periode 48 jam, perlakuan kurkumin pada sel MCF-7 menunjukkan efek
sitotoksik.Pada pengujian efek kurkumin terhadap penghambatan sel dengan menggunakan
uji MTS selama periode 48 jam, kami mengamati adanya penurunan proliferasi sel. Pada
konsentrasi 80 pg/mL kurkumin menghambat proliferasi sel MCF-7 secara bermakna.
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Tabel 1. Efek kurkumin terhadap rata-rata penghambatan pertumbuhan sel MCF-7
yang dideteksi dengan MTS

Variabel Rerata + Simpang
baku
Kurkumin 60 pg/mL 35.58 +1.09
Kurkumin 70 pg/mL 44,53 +9.08
Kurkumin 80 pg/mL 53.03 + 3.17

P < 0.01 vs kelompok lain

Deteksi Reactive Oxygen Species (ROS) seluler. Stres oksidatif dan kerusakan
oksidatif terlibat pada patofisiologi berbagai radang kronik dan penyakit degeneratif,
khususnya kanker. Pembentukan reactive oxygen species (ROS), khususnya O* dan OH
memegang peranan penting terhadap perkembangan kanker.'” Pada penelitian mengenai efek
kurkumin pada sel kanker dilaporkan bahwa pemberian kurkumin terhadap MCF-7 dan
HepG2 pada konsentrasi 50 umol/L menyebabkan sel mati terutama karena apoptosis.**

Pada penelitian ini dilakukan pemberian kurkumin pada sel MCF-7 dengan
konsentrasi 80 pg/mL berdasarkan konsentrasi ICso dan pemberian berdasarkan periode
waktu. Pemberian kurkumin menurunkan fluoresen DCFDA yang menunjukkan bahwa
kurkumin mampu menekan peningkatan ROS pada sel MCF-7.

Tabel 2. Hasil Uji T berpasangan serapan fluoresen DCFDA

Rerata£s. b Perbedaan IK95% p
rerataxs. b

Serapan fluoresen sesudah 2 jam  103.28 + 20.28 -4.89+14.73 -41.50-31.71 0.623
Serapan fluoresen sesudah 4 jam 108,18 + 17.37

Serapan fluoresen sesudah 4 jam  108.18 + 20.02 102 +16.11  62.64 —142.69 0.008
Serapan fluoresen sesudah 24 jam 551+1.26

Serapan fluoresen sesudah 2 jam  103.28 +20.28 102 +16.11  62.64 —142.69 0.013
Serapan fluoresen sesudah 24 jam 551+1.26

Signifikan p < 0.05

140

120
100 N

80 \\
60 80 pug/mL
40 N\ He

20 \

Fluoresen DCFDA

2jam dijam 24 jam

Periode waktu

Gambar 1. Kolom respon konsentrasi persentase fluoresen DCF pada sel MCF-7 setelah

paparan konsentrasi kurkumin 80 pg/mL pada berbagai periode waktu
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Hasil penelitian kami mengindikasikan bahwa kurkumin mampu menghambat

proliferasi dan mampu menurunkan kadar ROS sel MCF-7. Kurkumin mempunyai aktivitas
anti-oksidan yang kuat sehingga penting dipakai sebagai pencegahan.
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Abstrak

Infeksi bakteri resistan antibiotik merupakan salah satu masalah besar dalam bidang kesehatan
yang menuntut banyak penelitian dari berbagai multidisiplin ilmu.Secara global, 480.000
orang terinfeksi resistan TB setiap tahunnya dan belum dapat ditemukan solusinya.Hasil
penelitian antibakteri resistan pada tahun 2000-2004, Methicillin Resistant Staphylococcus
aureus (MRSA) dan bakteri penghasil Extended Spectrum Beta Lactamases (ESBL)
teridentifikasi di RSUD Dr. Soetomo Surabaya dan RSUP dr. Kariadi Semarang. Beberapa
jenis bakteri menjadi resistan disebabkan oleh beberapa faktor. Pada umumnya, antibiotik
bekerja dengan menembus membran sel dan mengganggu proses biosintesis peptidoglikan
penyusun membran sel bakteri (antimitosis). Namun, mekanisme tersebut terbukti memicu
resistansi bakteri. Lambat laun bakteri dapat mempelajari mekanisme dan meningkatkan
resistansinya. Oleh karena itu, pendekatan yang tepat untuk mengeliminasi bakteri resistan
adalah sangat penting dan seharusnya menjadi prioritas utama dalam bidang kesehatan.
Pendekatan yang lebih tepat adalah dengan menggunakan senyawa kimia atau alami yang
merusak membran sel secara langsung dari luar sel bakteri, sehingga peluang resistansi
menjadi lebih kecil. Antibakteri tipe ini bekerja spesifik berikatan dengan peptidoglikan
membran sel, sehingga menyebabkan peningkatan porositas membran sel dan menyebabkan
lisis atau kematian sel. Artikel ini berisi pembahasan mengenai mekanisme kerja antibiotik,
perkembangan resistansi bakteri dan bagaimana bakteri resistan tersebut dapat menyebar.
Pada akhirnya, pemahaman tersebut dapat mendorong perkembangan sintesa antibakteri yang
jauh lebih efektif dan aman dalam hal resistansi bakteri.

Kata kunci: bakteri resistan, peptidoglikan membran sel, antibakteri
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Abstract

Antibiotic resistant bacterial infections are among of the major health problems that promote
many studies from multidisciplinaryfields. Globally, 480,000 people isinfectedby resistant TB
every year and it can not be solved. The results of the study of antibacterial resistance in
2000-2004, Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) and a bacteria Extended
Spectrum Beta lactamases (ESBL) are identified in the Hospital dr. Soetomo and dr. Kariadi
Semarang. Some types of bacteria become resistant due to several factors. In general,
antibioticsworked through penetrating cell membranes and disrupting the process of
peptidoglycan biosynthesis of bacterial cell membrane constituent (antimitotic). However, this
mechanism proved to trigger bacterial resistance. The bacteria can learn the mechanisms and
increase the resistancegradually. Therefore, the appropriate approachs to eliminate bacterial
resistance is very important and should be a priority in the health field. A more appropriate
approach is to use chemical or natural compounds that damage the cell membrane directly
from the outside of the bacterial cell, so the chances of resistance becoming smaller. This type
of work specific antibacterial bind to peptidoglycan cell membranes, resulting in increased
porosity of cell membranes and cause cell lysis or death. This article contains a discussion of
the mechanism of action of antibiotics, development of resistance in bacteria and how these
resistant bacteria can spread. Ultimately, this understanding can encourage the development
of antibacterial synthesis much more effective and safe in terms of bacterial resistance.

Keywords: resistant bacteria, peptidoglycan cell membrane, antibacteria
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Pendahuluan

Mikroba resistan meliputi bakteri, parasit (protozoa dan cacing), virus, dan jamur.
Namun, resistansi tertinggi terjadi pada bakteri." Masalah bakteri resistan tidak hanya terjadi
di Indonesia tapi juga terjadi di seluruh dunia. Bakteri resistan menjadi masalah yang sangat
pelik dan harus segera diatasi bersama-sama.

Resistansi disebabkan oleh insting alami bakteri untuk bertahan hidup dan akibat
penggunaan antibiotik, antiseptik dan desinfektan yang kurang tepat (Wardoyo et al., 2016,
unpublished data). Antibiotik merupakan obat yang secara umum diresepkan. Namun, 30 -
50% nya ternyata tidak diperlukan atau tidak bekerja optimal. Antibiotik juga digunakan pada
hewan ternak untuk mencegah, mengontrol dan mengobati penyakit, dan meningkatkan
produksi ternak.? Berbagai jenis limbah antiseptik dan desinfekan untuk kebutuhan sanitasi di
masyarakat dan rumah sakit dibuang ke lingkungan dan menjadi sumber pemicu resistansi di
lingkungan.®

Sebelum antibakteri ditemukan, bakteri hadir dan hidup dalam bentuk alami dan tidak
mengembangkan resistansinya. Reaksi berlebihan manusia terhadap bakteri dengan
menerapkan standar tinggi pada higinitas dan sanitasi menginduksi bakteri untuk bermutasi
supaya tetap bisa bertahan hidup. Resistansi bakteri terhadap antibiotik menyebabkan
peradaban kesehatan manusia mundur seperti sebelum antibiotik ditemukan.

Asia Tenggara yang meliputi negara-negara berkembang, termasuk Indonesia,
memiliki angka kasus resistansi antibotik tertinggi di dunia, khususnya infeksi yang
disebabkan oleh Staphylococcus aureus methicillin resistan (MRSA).! S. aureus merupakan
bakteri penyebab infeksi nosokomial yang banyak terjadi di Indonesia. Di negara maju,
seperti Inggris, diperkirakan satu dari lima pasien pasca operasi esofagektomi terinfeksi S.
aureus di University Hospital of Wales.”

Artikel ini dibuat untuk menjadi salah satu referensi tentang pemahaman bagaimana
mekanisme kerja antibiotik, bagaimana penggunaan antibiotik yang tidak tepat justru
menyebabkan bakteri resistan dan bagaimana infeksi bakteri resistan tersebut dapat menyebar.
Pada akhirnya, pemahaman tersebut dapat mendorong penelitian multidisiplin ilmu untuk
dapat mensintesa antibiotik yang jauh lebih efektif dan aman dalam hal resistansi bakteri baru
dan mencegah penyebaran bakteri resistan.

1. Mekanisme kerja dan resistan antibiotik

Mekanisme umum antibiotik yang menyebabkan kematian sel bakteri berpusat pada
penghambatan fungsi selular melalui interaksi primer antara antibiotik dengan target
komponen sel bakteri. Antibiotik dapat diklasifikasikan berdasarkan komponen sel atau
sistem yang dipengaruhinya. Berdasarkan kemampuannya, antibiotik  dapat
diklasifikasikan menjadi bakterisida (menyebabkan kematian sel) dan bakteriostatik
(menghambat pertumbuhan sel). Umumnya mekanisme bakterisida meliputi:
penghambatan replikasi DNA, sintesis RNA, sintesis dinding sel, atau sintesis protein (5).
Berikut penjelasan lebih detail mengenai mekanisme bakterisida:

a. Penghambatan replikasi DNA oleh antibakteri kelas fluoroquinolon

Fluoroquinolon merupakan antibiotik turunan dari asam nalidixic yang disintesis
dari chloroquin (quinine). Fluoroquinolon dibedakan menjadi beberapa generasi
berdasarkan pada struktur kimia dan perbedaan kualitatif dalam kemampuannya
membunuh bakteri, yaitu: generasi pertama (asam nalidisik dan sinoksasin), generasi
kedua (norfloksasin, ciprofloksasin, lomefloksasin, ofloksasin, dan levofloksasin),
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generasi ketiga (sparfloksasin, gatifloksasin, dan grepafloksasin) dan generasi ke
empat (trovafloksasin, moxifloksasin, dan gemifloksasin).> Pada saat replikasi DNA,
Fluoroquinolon menggangu kerja enzim DNA gyrase (topoisomerase Il) dan
topoisomerase IV (topo 1V), dengan mengikat enzim tersebut pada saat pembelahan
DNA dan mencegah untai DNA teresebut bergabung kembali.®

Resistansi antibotik kelas fluoroquinolon terutama disebabkan oleh mutasi pada
gen DNA gyrase, yakni gyrA yang menyebabkan penurunan afinitas antibiotik
terhadap enzim yang membantu replikasi.’

b. Penghambatan sintesis RNA oleh antibakteri kelas rifampisin

Rifampisin menghambat transkripsi RNA dengan berikatan dengan subunit DNA
yang secara aktif mentrankripsikan RNA polymerase. Secara umum, rifampisin
tergolong sebagai bakterisida untuk bakteri Gram-positif dan bakteiostatik untuk
bakteri Gram-negatif. Rifampisin merupakan antibiotik yang pertama kali digunakan
untuk pengobatan melawan Mycobacteria tuberculosis (penyebab TB) dikarenakan
induksi yang efisien dalam membunuh mycobacteria.®

Mutasi pada gen rpo B menyebabkan perubahan konformasi pada tempat ikatan
antara rifampisin dan sub unit B. Perobahan pada tempat ikatan ini menyebabkan
rifampisin tidak dapat terikat pada sub unit p.®

c. Penghambatan Sintesis dinding membran sel

B-laktam dan glikopeptida merupakan kelas antibiotik yang mengganggu
biosintesis homeostatik dinding membran sel. Penghambatan sintesis dinding
membran sel menyebabkan perubahan bentuk dan ukuran sel, menginduksi respon
stress sel, dan berakhir pada lisis sel [B-laktam (penisilin, carbapenem, dan
sefalosporin) bekerja menghambat ikatan unit peptidoglikan (PG) melalui
penghambatan reaksi formasi ikatan peptida yang dikatalisasi oleh enzim
transpeptidase.” Penghambatan ini tercapai dengan terbentuknya penisilin binding
protein (PBP) pada sisi aktif enzim transpeptidaseyang menonaktifkan enzim sehingga
tidak dapat menghidrolisis ikatan yang terbentuk.

Mekanisme paling umum pada bakteri Gram-positif adalah dengan menurunnya
afinitias PBP. Kehadiran PBP2a dari gen mecA merupakan awal berkembangnya
MRSA. Sebelum PBP2a dikenal, resistansi penisilin dikarenakan aktivitas enzim
penisilinase. Mekanisme resistansi utama pada bakteri Gram-negatif disebabkan oleh
adanya enzim [-laktamase. Sebagai tambahan, penetrasi dan delesi fungsi porin
berperan pada P-laktam tertentu. Delesi fungsi porin yang disertai produksi B-
laktamase menyebabkan resistansi pada semua jenis -laktam suatu hari nanti.*

Turunan antibiotik glikopeptida, vancomisin,bekerja menghambat sintesis PG
dan aktivitas transglikosilase dan transpeptidase padaaktinobakteri. Umumnya,
glikopeptida bertindak sebagai penghambat sterik pada saat pematangan PG dan
mengurangi kekuatan mekanis dari sel, meskipun beberapa glikopeptida yang
dimodifikasi menunjukkan reaksi kimia langsung dengan enzim transglikosilase.™*

Mekanisme resistansiantibiotik kelas glikopeptida terkait dengan perubahan
struktur substrat enzim yang bergabung dengan asam amino pada prekursor
pentapeptida, yaitu penggantian C-terminal D-Ala dengan D-lactat atau D-serin yang
menyebabkan afinitas vankomisin berkurang.*?
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d. Penghambatan sintesa protein

Kelas antibiotik penghambat sintesa protein merupakan kelas yang paling besar
dan dibagi menjadi dua subkelas: penghambatan ribosom sub unit 50S dan 30S.°
Penghambatan ribosom sub unit 50S meliputi antibiotik kelas macrolid (eritromisin),
linkosamid (clindamisin), streptogramin (dalfopristin/ quinuprostin), amfenikol
(kloramfenikol), dan oksazolidinon (linezolid). Pada umumnya, penghambat ribosom
sub unit 50S bekerja dengan menghambatinisiasi translasi (oxazolidinon) atau
translokasi peptidil tRNA yang menghambat raksi peptidiltransferase pada untai
peptida awal. Kelompok antibakteri ini kehilangan kemampuan aktivitas
antibakterinya ketika elongasi telah melewati panjang kritikal.™

Penghambatan ribosom sub unit 30S meliputi famili antibiotik tetrasiklin dan
aminosiklitol. Tetrasiklik bekerja menghambat akses aminoasil-tRNA menuju ribosom.
Kelas Aminosiklitol terdiri dari famili antiobiotik spectinomisin dan aminoglikosid
(streptomycin, kanamisin, dan gentamisin), yang berikatan dengan komponen
16SrRNA dari subunit ribosom 30S. Spectinomisisn mengganggu stabilitas ikatan
peptidil-tRNA ke ribosom dengan menghambat translokasi elongasi yang dipengaruhi
katalis, tapi tidak menyebabkan protein mistranslasi.'

Diantara semua penghambat ribosom, turunan alami dari subkelas aminoglikosid
merupakan satu-satunya yang bersifat bakterisida. Ikatan antara aminoglikosid dan
ribosom tidak langsung menghentikan proses tranlasi protein. Antibiotik kelas ini
memicu protein mistranslasi dengan menghasilkan asam amino yang salah pada
perpanjangan untai peptide. Respirasi juga berperan penting pada serapan
aminoglikosid dan sifat letalnya. Pada bakteri Gram-negatif seperti E. coli, setelah
adsorpsi molekul antibiotik terjadi melalui interaksi elektrostatis, aminoglikosid
mengubah potensial membran. Serapan yang dipengaruhi respirasi bergantung pada
aktivitas sitokrom yang berasosiasi dengan membran dan mengatur potensial
elektrokimia melalui quinone pool.*

Resistansi dapat terjadi karena tiga hal, yaitu: penurunan serapan; kurangnya
reseptor; menurunnya afinitas ribosomsub unit 30Sterhadap aminoglikosida dan
modifikasi enzim; plasmid yang membawa R factor yang mengkode pembentukan
enzim, sebagai contoh: asetil transferase, nucleotidyltransferase  dan
phosphotransferase yang dapat mengubah dan menginaktifkan antibiotik
aminoglikosid.**

2. Mekanisme penyebaran resistansi

Terdapat tiga area utama dalam penyebaran bakteri resistan. Berikut penjelasan
secara lebih detail mengenai tiga area utama tersebut:

a. Penyebaran antibakteri resistan dari hewan ternak dan konsumsi daging hewan ternak
Intervensi untuk membatasi kemunculan dan penyebaran bakeri resistan pada
hewan ternak dapat disesuaikan dengan langkah-langkah berikut: melarang dan
membatasi penggunaan antibiotik sebagai pemicu pertumbuhan dan penggunaan non
terapi lainnya, meningkatkan keamanan panganpertanian, mengembangkan strategi
pengobatan hewan ternak alternatif dan meningkatkan kebiasaan higinis dalam
konsumsi daging hewan ternak, mengembangkan program pelatihan untuk dokter
hewan, petani, dan pengolah makanan dan perlunya dibangun sistem pengawasan
resistan antibiotik terpadu pada hewan ternak.™
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b. Penyebaran antibakteri resistan pada lingkungan dan masyarakat

Program pelatihan penggunaan antibiotik ditujukan untuk dokter, perusahaan
obat dan masyarakat, supaya antibiotik tidak selalu diresepkan atau ditunda
pemberiannya. Langkah selanjutnya harus mencakup pedoman resep antibiotik baru,
pelaporan aktif antibiotik yang diresepkan dan dikonsumsi, dan pengawasan
pelaksanaan program pada resistansi antibiotik. Namun, penerapan langkah-langkah
tersebut memerlukan substansi kebijakan pemerintah baik skala nasional maupun
internasional.*®

Fakta lainnya, antibakteri masuk ke lingkungan sebagai limbah darimasyarakat
atau rumah sakit yang dibuang melalui saluran air dan masuk ke sungai. Akumulasi
antibakteri selanjutnya menseleksi bakteri resistan, mengubah lingkungan menjadi
reservoirgen antibiotik resistan raksasa sejalan dengan peningkatan polusi. Langkah
strategis untuk mengurangi paparan lingkungan harus diutamakan sebagai peningkatan
sistem industri dalam hal sanitasi dan dekontaminasi limbah rumah sakit.

c. Penyebaran antibakteri resistan pada fasilitas kesehatan umum (rumah sakit,
puskesmas, dan klinik)

Tingkat pemunculan antibakteri resistan pada fasilitas kesehatan umum sangat
berkaitan dengan penggunaan ruang VIP atau unit terbuka (dua atau tiga pasien dalam
satu kamar), pengawasan penggunaan antibiotik, kebersihan lingkungan, sterilitas alat
rumah sakit, higinitas dan program kontrol infeksi. Sebagai tambahan, langkah
pengontrolan seharusnya disesuaikan dengan bakteri yang bersangkutan, identifikasi
infeksi baik endemik maupun epidemik.’

3. Desain antibiotik yang aman dan efektif

Resistansi antibiotik berkembang ketika bakteri mengalami mutasi yang membuat
bakteri mampu bertahan melawan antibiotik. Ini merupakan awal munculnya strain
patogen yang resistan terhadap antibiotik tertentu, bahkan untuk semua kelas antibiotik.
Manusia membutuhkan antibiotik yang mudah diserap tubuh, berpotensi melawan bakteri
pada rentang yang luas dan aman untuk tubuh manusia.

Pertimbangan utama dalam mengkonsumsi antibiotik adalah seberapa banyak yang
dikonsumsi (intake) dan seberapa banyak yang diserap (uptake) oleh tubuh, sehingga
dapat dipastikan bahwa senyawa antibiotik tersebut sampai pada bakteri yang ditargetkan.
Darah kaya kandungan air dan protein yang memiliki kemampuan untuk mengikat
senyawa kimia, maka senyawa antibiotik sejatinya harus larut dalam air dan memiliki sifat
pengikatan spesifik untuk mengikat senyawa baik protein lain atau non protein yang
dikandung dalam darah. Pertimbangan lainnya adalah dosis penggunaan dan kepekaan
organ terhadap senyawa antibiotik.

Ketika senyawa kimia sampai pada daerah terinfeksi, senyawa tersebut harus langsung
dapat bereaksi dengan komponen spesifik bakteri penyebab infeksi.Antibiotik harus
memiliki target spesifik komponen bakteri yang belum pernah diekploitasi atau dapat
mengekpoitasi komponen bakteri dengan mekanisme yang berbeda, sehingga target dapat
dirusak tanpa atau sedikit menimbulkan resistansi.

PG membran sel selalu menjadi target utama, yang mengarah pada penghambatan
proses pembelahan (antimitosis). Namun, umumnya antibiotik tidak bekerja langsung
pada PG membran sel, melainkan pada biosintesisnya yang pada akhirnya menghasilkan
bakteri resistan.Kelas fluoroquinolon yang mengganggu replikasi DNA, kelas Rifampisin
yang mengganggu sintesis RNA, kelas B-laktam yang mengganggu sintesis protein.
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Menurut Wardoyo (2016, unpublished data), senyawa antibiotik harus menyerang
bakteri langsung dari luar -berikatan langsung dengan PG membran sel, sehingga
kemungkinan terjadinya resistansi menjadi lebih kecil.Konsep ini diadopsi dari
mekanisme alkohol yang dapat membunuh bakteri atau bersifat antiseptik dan tidak
pernah menyebabkan resistansi.Senyawa antibiotik baru ini harus larut dalam air dan
berikatan spesifik hanya dengan PG membran sel. Proses yang terjadi selanjutnya adalah
ikatan antara antibiotik-PG membran sel mengakibatkan peningkatan permeabilitas
membran sel yang ekstrim, sehingga menyebabkan sel bakteri menjadi lisis.

Penggunaan ekstrak tumbuhan juga dapat menjadi alternatif untuk dijadikan
antibakteri (Audah et al., 2016, unpublished data). Kandungan fenolik dan flavonoid yang
tinggi pada ekstrak tumbuhan diyakini memiliki kemampauan antibakteri. Mekanisme
antibakteri fenolik meliputi adsorpsi, disrupsi membran sel bakteri, interaksi dengan enzim
dan metal ion deprivasi. Sedangkan mekanisme antibakteri flavonoid meliputi sifat lipofil
flavonoid, inaktivasi enzim adhesion bakteri, dan transport protein membran sel bakteri.*®

Kesimpulan

Pendekatan multidisiplin ilmu demi penemuan antibakteri baru (antibiotik, antisetrik
dan desinfektan) yang aman dan efektif dalam hal resistansi sangat diharapkan. Terlepas dari
sumber antibakteri tersebut, apakah murni senyawa kimia atau senyawa aktif alami dari
ekstrak tumbuhan. Beberapa hal yang harus dipastikan adalah antibakteri baru harus memiliki
nilai intake dan uptake yang baik, bekerja spesifik, aman untuk manusia, dan yang paling
penting adalah tidak menimbulkan resistansi.

Kebijakan pemerintah juga sangat diharapkan dalam hal pengaturan penggunaan
antibiotik yang diresepkan oleh dokter baik dari fasilitas umum (puskesmas, rumah sakit
daerah, maupun rumah sakit pusat) maupun dokter praktek pribadi. Perlu juga dikembangkan
mekanisme skrining awal untuk mendiagnosa keberadaan bakteri resistan pada pasien,
sehingga dapat pasien yang terinfeksi bakteri resistan dapat menerima perlakuan khusus.
Selain itu, dokter juga berkewajiban untuk memberi pemahaman yang baik mengenai
penggunaan antibiotik kepada masyarakat.
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Kajian Bioinformatika: Prediksi Struktur dan Epitop Protein E (envelope)
Virus ZIKA (ZIKV) untuk Pengembangan Vaksin

Tri Panjiasih Susmiarsih

Bagian Biologi Fak. Kedokteran, Universitas YARSI, Jakarta
susmiarsin@gmail.com

Abstrak

Virus Zika (ZIKV), termasuk flavivirus, yang ditransmisi ke manusia melalui vektor nyamuk
Aedes aegypti. Infeksi ZIKV meningkatkan risiko mikrosephalis pada fetus. Protein E
(envelope) ZIKV terakit atas domain | (central -barrel-shaped), domain Il (finger-like
domain) dan domain Il (C-terminal immunoglobulin-like). Domain protein E yang berperan
sebagai epitop untuk respon imun seluler dan humoral pada virus Zika belum banyak
diketahui. Analisis imunologi komputasional (in silico) dapat digunakan sebagai studi
pendahuluan dalam mendisain epitop peptida untuk vaksin ZikV. Prediksi struktur sekunder
protein E ZikV (No. Accession GenBank: ANK57899.1) menggunakan perangkat lunak
PSIPRED dan struktur 3D menggunakan PYMOL. Prediksi antigenisitas protein dengan
perangkat VAXIJEN. Identifikasi epitop sel T dengan NetCTL dan PREDIVAC, sedang
IEDB and SVMTrip digunakan untuk determinasi epitop sel B. Situs aktivasi protein E
diidentifikasi menggunakan Swiss model (PROSITE). Hasil penelusuran bioinformatika in
silico menunjukkan struktur sekunder protein E (504 asam amino) tersusun atas bentuk o-
heliks (61 residu), B-sheets (213 residu) dan koil (230 residu). Ada empat sikuen asam amino
yang berpotensial sebagai epitop sel T CD8+ yang dapat berinteraksi dengan alel-alel MHC
kelas | yaitu GLDFSDLYY, FSDLYYLTM,SIQPENLEY dan MAEVRSYCY sedang
YRIMLSVHG, FKSLFGGMS, FTKIPAETL, MLELDPPFG merupakan epitop sel T CD4+
yang potensial untuk MHC kelas Il. Analisis dengan Bepipred dan SVMTrip
mengindikasikan sikuen peptida TGHETDENR (asam amino no. 156-164) sebagai epitop
protein E yang mampu menginduksi respon imun sel B. Sikuen asam aminoTGHETDENR ini
merupakan situs atau tempat yang potensial terjadinya N-glikosilasi pada protein E ZIKV.

Kata kunci: epitop, Immune Epitope Database, Virus ZIKA
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An overview of bioinformatics tools: structure and epitope prediction
of E (Envelope) Protein ZikV to vaccine development
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Abstract

Zika virus (ZIKV), a flavivirus, is thought to be principally transmitted to humans by the
mosquito (Aedes aegypti vector). ZIKV generally causes an increased risk of developing
microcephaly in the fetus. E (envelope) protein ZIKV resembles three distinct domains: a
central b-barrel-shaped domain I, an elongated finger-like domain Il, and a C-terminal
immunoglobulin-like domain I11. The domains, that can act as epitope targets of humoral and
cellular immune responses in Zika virus (ZIKV) are currently unknown. Computational
immunologic analysis (in silico) can be used an introductory approach to design an epitope-
based peptide vaccine against ZikV. We predicted the secondary structure of the E (envelope)
protein of ZikV (No. Accession GenBank: ANK57899.1) using an online server PSIPRED
and predicted the 3D structure of E protein using PYMOL. The antigenic prediction of the E
protein ZikV determined an online server VAXIJEN. NetCTL and PREDIVAC servers
identifitied T-cell epitope, B-cell epitope prediction was determined using IEDB and
SVMTrip. Activated sites of the E protein were identified using Swiss model (PROSITE). In
silico bioinformatic analysis indicated the secondary structure of E protein (504 residues)
from its amino acid sequence describes the a-helix (61 residues), -sheets (213 residues) and
coil (230 residues). The four potential CD8+ T-cell epitopes along with their interacting MHC
class | alleles: GLDFSDLYY, FSDLYYLTM,SIQPENLEY and MAEVRSYCY. Presents
four sequences, YRIMLSVHG, FKSLFGGMS, FTKIPAETL, MLELDPPFG could act as
potential CD4+ T cell epitopes for MHC class 1l alleles. Bepipred linear epitope prediction
and SVMTrip were used, the peptide sequences TGHETDENR (no. 156 to 164 amino acids)
were capable of inducing the desired immune response as B-cell epitopes, the sequences are
potential N-glycosylation site of E protein ZIKV.

Keyword: epitope; Immune Epitope Database, ZIKA virus
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Pendahuluan

Kajian tingkat dasar molekuler hingga tingkat klinis sangat diperlukan untuk kemajuan
pengetahuan dan pemahaman berbagai jenis penyakit. Ilmu bioinformatika dapat menjembati
perkembangan pengetahuan analisis tingkat seluler dan molekular dasar dengan klinik. Pada
tingkat Klinik, perawatan pada pasien melibatkan diagnosis, pronogsis, preventif dan terapi,
yang didasari oleh penemuan biologik dari berbagai penelitian. IImu bioinformatika dapat
menganalisis data biologik dasar, termasuk sekuen DNA, ekspresi RNA, protein dan molekul
kecil yang berada di dalam dan sekitar sel in silico." Pengetahuan bioinformatika semakin
berkembang pesat dan berperan sebagai perangkat dalam mengembangkan dan
mengaplikasikan metode yang diperoleh dari analisis molekular, data genetik dan seluler ke
arah metode konseptual Kklinis seperti metode pengobatan, penyakit dan gejala-gejala yang
diderita pasien.’

ZIKV merupakan arbovirus (arthropod-borne virus) yang masih termasuk keluarga
Flavivirus. Genom ZIKV berupa RNA, seperti kebanyakan Flavivirus lainnya, ZIKV
ditransmisikan ke manusia melalui gigitan nyamuk Aedes. Virus ini menimbulkan bahaya
patogen, seperti halnya pada yellow fever virus (YFV), dengue virus (DENV), West Nile
virus (WNV), St. Louis encephalitis virus (SLEV), Japanese encephalitis virus (JEV) atau
tick-borne encephalitis virus (TBEV) (Gould and Solomon, 2008). Infeksi ZIKV merupakan
penyakit infeksi yang mewabah secara global ketiga setelah virus flu HIN1 dan virus Ebola.?
Secara epidemiologi infeksi ZIKV telah menyebar luas ke daratan Asia, Afrika, Amerika dan
sebagian Eropa.

Langkah-langkah pencegahan penularan ZIKV yang mungkin dapat dilakukan dan
dianggap efektif antara lain dengan perlindungan individu terhadap gigitan nyamuk dan
pengendalian vektor, namun demikian langkah-langkah tersebut ternyata tidak cukup untuk
menekan angka kesakitan sehingga diperlukan suatu pencegahan vaksin untuk menghindari
penularan dan penyebaran ZIKV menjadi lebih luas karena transmisi ZIKV tidak hanya
melalui vector nyamuk namun telah pula dilaporkan adanya transmisi melalui transfusi
darah.*® Target epitop yang dapat menimbulkan respon imun seluler dan humoral pada ZIKV
selama ini belum diketahui sementara itu infeksi ZIKV telah menjadi pandemik dan dikaitkan
dengan beberapa gangguan pada bayi yang dilahirkan.®”#° Diharapkan pengembangan vaksin
dengan menggunakan protein E ZIKV dapat menginduksi produksi antibodi terhadap semua
strain virus. Protein E bertanggung jawab memediasi pengikatan dan fusi membran virus saat
proses infeksi.

Pencarian kandidat vaksin ZIKV dapat dilakukan dengan pendekatan bioinformatika.
Metode bioinformatika memadukan antara teknologi komputasi dengan biologi molekuler,
yang memungkinkan dilakukan suatu simulasi molekuler dengan akurasi hasil yang cukup
tinggi. Metode ini telah banyak dikembangkan untuk kepentingan berbagai bidang, salah
satunya untuk desain vaksin. Pendekatan komputasi dapat menghemat pengeluaran dan waktu
yang dibutuhkan untuk menyaring sejumlah besar epitop dibandingkan dengan teknik
eksperimental dan memberi keyakinan tinggi dalam menemukan hasil yang diinginkan.

Pendekatan bionformatika memiliki beberapa keunggulan diantaranya: lebih cepat,
hasilnya memiliki akurasi yang tinggi, biaya dapat ditekan dan simulasi molekuler dapat
dilihat lebih jelas. Desain vaksin ZIKV dengan pendekatan bioinformatika dapat dilakukan
antara lain dengan penelusuran data protein, prediksi struktur dan penelusuran antigenisitas
epitope protein E ZIKV.
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Material dan Metode
Material
Protein E (envelope) ZIKV (No. Accession GenBank: ANK57899.1)

Metode

1. Analisis struktur genom ZIKV dan fungsinya menggunakan database bioinformatika
dari situs www.ncbi.nlm.gov menu gene dan PubMed

2. Prediksi struktur sekunder protein E ZikV menggunakan perangkat lunak
http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/ menu PSIPRED dan struktur 3D menggunakan PYMOL.

3. Prediksi antigenisitas protein dengan perangkat VAXIJEN. Identifikasi epitop sel T
dengan NetCTL dan PREDIVAC, sedang IEDB and SVMTrip digunakan untuk
determinasi epitop sel B.

4. Situs aktivasi protein E diidentifikasi menggunakan Swiss model (PROSITE).

Hasil Penelusuran dan Diskusi
Analisis Struktur Genom Virus Zika

Virus Zika (ZIKV),termasuk keluarga flavivirus, yang ditularkan oleh nyamuk Aedes,
pertama kali diidentifikasi tahun 1947 pada monyet di Uganda, dan kemudian pada manusia
di Nigeria. Virus ini terdeteksi di Asia selatan dan timur tahun 1980-an,di Mikronesia tahun
2007 dan Amerika pada tahun 2014 yang ditandai dengan ledekan kasus yang terinfeksi
ZIKV. Infeksi ZIKV ditandai dengan munculnya penyakit ringan seperti demam, sakit kepala,
ruam, arthralgia,konjungtivitis dan hingga kini virus ini dikaitkan dengan sindroma Guillain-
Barre (GBS) dan mikrosefali.

Seperti anggota lain dari Flavivirus, genomik ZIKV (Gambar 1) berupa RNA untai
tunggal, panjang 10794 kb dengan 2 flanking non-coding regions (5’ and 3' NCR) dan satu
open reading frame yang menyandi poliprotein 5-C-prM-E-NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-
NS4B-NS5-3’, protein ini menyusun bagian capsid (C), precursor of membrane (prM),
envelope (E) dan tujuh non-structural proteins (NS) yaitu NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A,
NS4B dan NS5.'0*

Dari hasil analisis urutan poliprotein memprediksi kehadiran potensi protein situs N-
glikosilasi pada protein prM, E, dan NS1'°*2 namun arti fungsional N-glikosilasi belum
diketahui secara jelas flavivirus karena pada beberapa flavivirus deglikosilasi masih dapat
mempertahankan antigenisitasnya hal ini menunjukkan karbohidrat tidak memainkan peran
utama dalam sifat antigenik virus dan tidak mengubah fungsi epitop.** Di sisi lain, glikosilasi
dapat digunakan untuk replikasi dan pematangan.'® Selain itu, dalam kasus ZIKV, ada
perbedaan antara strain flavivirus dengan penghilangan 12 basa nukleotida pada gugus
glikosilasi di posisi 154 dari protein E (E-154).2%°
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Gambar 1. Struktur Genom ZIKV. A. Morfologi ZIKV.Virus tersusun atas genom
RNA, protein Capsid (C), protein Membran (prM), protein envelope (E)
dan protein NS. B. Organisasi genom ZIKV. RNA untai tunggal dengan
panjang 10794 kb menyandi protein struktur (C, prM dan E) dan protein
non struktur (NS).

Protein E (=53 kDa) merupakan protein yang sebagian besar menyusun permukaan
virus, protein ini terlibat dalam siklus sel virus, memediasi pengikatan dan fusi membran.
Protein NS5 protein (=103 kDa) merupakan protein virus yang paling besar dan pada daerah
C-terminal nya mempunyai aktivitas RNA-dependent RNA polymerase (RdRP) sedang
daerah N-terminus terlibat pada proses RNA capping dan memiliki aktivitas metil
transferase.’* Daerah 3'NCR dari genom ZIKV tersusun atas 428 nucleotida yang terlibat
dalam pengenalan faktor seluler,translasi,stabilisasi genom dan pengemasan RNA. Protein E
disusun sebagai dimer, dengan tiga dimer domain (Gambar 2) yaitu DI (central b-barrel-
shaped), DII (finger-like) dan DIl ( C-terminal immunoglobulin-Like). DI bertindak sebagai
jembatan antara DIl dan DIII. Pada ujung DII terdapat loop fusion, yang berinteraksi dengan
membran endosomal selama proses fusi. Pada domain DIII terdapat reseptor binding site yang
memiliki peran penting dalam proses fusi.'’

Disampaikan pada Seminar Nasional XX PBBMI tentang “Current Excitement in Biochemistry and Molecular Biology for Agriculture and
Madicine” yang dilaksanakan oleh Fakultas Kedokteran Universitas Lampung dan PBBMI cabang Lampung pada tanggal 17-18 Desember 2016
di Fakultas Kedokteran Universitas Lampung




fusion loop

1_5'2 \ 132 -HE 454 505

Gambar 2. Daerah Domain Protein E. Domain | tersusun atas asam amino 1-51, 132-
192, 280-295 (merah); domain Il disusun oleh asam amino urutan 52-130;
193-280 (kuning), domain 1l disusun oleh asam amino urutan 296-505
(biru). Loop fusion berada pada asam amino urutan 98-109.

Prediksi Protein E ZIKV : Struktur Sekunder

Pengetahuan tentang struktur protein berperan penting dalam memahami fungsi
protein, merekonstruksi struktur protein®® dan mempelajari interaksi protein dengan protein
dan interaksi antigen dan antibodi.’® Prediksi struktur protein dengan menggunakan
bioinformatik meliputi pencarian sekuen yang serupa, membandingkannya dengan berbagai
sekuen, identifikasi dan karakterisasi domain, prediksi struktur sekunder, penanda protein,
mengkonstruksi dan memvalidasi model tiga dimensi.°

Struktur sekunder merupakan distribusi residu asam amino yang spesifik yang berada
di sekeliling hingga ujung, menyusun rantai o-heliks atau B-strand.”* Untuk memprediksi
struktur sekunder protein dapat dicari melalui situs http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/ menu PSIPRED.
Situs PSIPRED merupakan situs untuk memprediksi struktur protein berdasarkan sekuen
asam aminonya dengan akurasi tinggi dan paling banyak digunakan.

Hasil penelusuran didapatkan urutan asam amino-asam amino protein E ZIKV adalah
sebagai berikut:

GenBank: ANK57899.1

ANKS57899.1 envelope protein, partial [Zika virus]
IRCIGVSNRDFVEGMSGGTWVDVVLEHGGCVTVMAQDKPTVDIELVTTTVSNMAEVRSYCYEASISDMAS
DSRCPTQGEAYLDKQSDTQYVCKRTLVDRGWGNGCGLFGKGSLVTCAKFACSKKMTGKSIQPENLEYRIM
LSVHGSQHSGMIVNDTGHETDENRAKVEITPNSPRAEATLGGFGSLGLDCEPRTGLDFSDLYYLTMNNKH
WLVHKEWFHDIPLPWHAGADTGTPHWNNKEALVEFKDAHAKRQTVVVLGSQEGAVHTALAGALEAEMDGA
KGRLSSGHLKCRLKMDKLRLKGVSYSLCTAAFTFTKIPAETLHGTVTVEVQYAGTDGPCKVPAQMAVDMQ
TLTPVGRLITANPVITESTENSKMMLELDPPFGDSY IVIGVGEKKITHHWHRSGSTIGKAFEATVRGAKR
MAVLGDTAWDFGSVGGALNSLGKGIHQIFGAAFKSLFGGMSWFSQILIGTLLMWLGLNTKNGSISLMCLA
LGGVLIFLSTAVSA

Dari hasil penelusuran di atas, kemudian ditelusuri struktur sekunder protein E ZIKV
menggunakan situs PSIPRED. Protein E ZIKV (504 asam amino) memiliki struktur sekunder
yang atas bentuk a-heliks (61 residu), B-sheets (213 residu) dan koil (230 residu) (Gambar 3).
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Gambar 3. Struktur sekunder protein E ZIKV.

= strand Fred: predicted secondary structure

Untuk mencari model struktur protein 3 dimensi (3D) dapat ditelusuri melalui situs
www.nchi.nlm.gov menu BLAST atau www.rcsb.org/pdb/. Jika protein yang dicari belum
mempunyai model struktur 3D maka dapat meminta bantuan ke situs www.exspasy.com
menu SwissModel dan klik automated mode, atau situs www.pdb.org. Pembuatan model
struktur 3 dimensi harus dimulai dengan menyimpan data model dalam bentuk PDB file yang
merupakan hasil pencarian dari situs www.pdb.com atau hasil dari pencarian di situs
www.expasy.com menu SwissModel sub menu Automated mode yang dikirim server ke
alamat email kita. Kemudian dengan program PYMOL kita dapat merekonstruksi model
struktur ZIKV. Hasil rekonstruksi protein E ZIKV dengan PYMOL dapat dilihat pada
Gambar 4.
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Gambar 4. Model struktur 3D protein ZIKV. A. Struktur 3D protein berbentuk kartun,
rantai heliks (merah), strand (kuning) dan koil (hijau). B. Struktur 3D model
surface.

Prediksi Daerah Epitop Protein E ZIKV

Pengembangan vaksin zikv didasarkan pada skrining beberapa epitope yang
diprediksi paling antigenic yang dapat mengarahkan system kekebalan tubuh untuk
melindungi manusia dari infeksi zikv. Perancangan vaksin berbasis peptida dapat
menggunakan pendekatan in silico bioinformatika, pendekatan ini bertujuan menyaring
peptide yang berperan sebagai epitop sel T dengan sifat imunogenik tinggi karena vaksin
terhadap epitop sel T lebih menjanjikan untuk memori respon imun yang cukup lama, selain
itu bioinformatika dapat mengidentifikasi epitop potensial sel B dan MHC dari protein E
glikoprotein ZIKV

Terdapat beberapa cara dan pendekatan untuk memprediksi epitop sel B pada suatu
protein. Prediksi epitop secara in silico dapat menggunakan beberapa parameter yaitu
berdasarkan hidrofobisitas, hidrofilisitas, accessbility pelarut, fleksibilitas, antigenisitas dan
struktur sekunder protein.?

Umumnya reaksi epitop dengan antibodi terjadi pada permukaan protein sehingga
asam amino penyusun epitop untuk sel B cenderung bersifat hidrofilik. Oleh karena itu, sifat
hidrofilik suatu residu asam amino dijadikan kriteria dalam memprediksi epitop sel B pada
penelitian ini. Mayoritas epitop yang akan dikenali oleh antibodi adalah dalam bentuk epitop
terkonformasi (discontinous epitope), yaitu sekuen asam amino yang tidak berurutan atau
terputus dalam struktur primer namun saling berdekatan dalam struktur protein tersier (3D)
yang terlipat (folded). Epitop ini akan berinteraksi dengan antibodi berdasarkan bentuk atau
struktur tersier antigen.?

Prediksi daerah epitop protein E ZIKV ditelusuri dengan perangkat VaxiJen dan
NetCL. VaxiJen merupakan server untuk memprediksi antigen dan sub unit vaksin. Prinsip
VaxiJen didasarkan pada nilai ACC (auto cross covariance) yang mendeskripsikan ukuran
molekul, hidrofobisitas dan polaritas asam amino, nilai ini merupakan prediktor ikatan MHC-
peptida. Prediksi antigenisitas protein dengan perangkat VAXIJEN menunjukkan skor nilai
0.6178.
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Dari hasil penelusuran dengan NetCTL terdapat empat sikuen asam amino yang
berpotensial sebagai epitop sel T CD8+ yang dapat berinteraksi dengan alel-alel MHC kelas |
yaitu GLDFSDLYY, FSDLYYLTM,SIQPENLEY dan MAEVRSYCY. Penelusuran dengan
perangkat PREDIVAC menunjukkan peptida YRIMLSVHG, FKSLFGGMS, FTKIPAETL,
MLELDPPFG (dengan nilai ikatan sebesar 94-85%) merupakan epitop sel T CD4+ yang
potensial untuk MHC kelas I1.

Identifikasi epitope sel B menggunakan metode berbasis asam amino. Metode Emini
memprediksi aksesibilitas permukaan protein. Penelusuran dengan perangkat IEDB metode
Emini menunjukan aksesibilitas permukaan protein rata-rata adalah 1.000, skor minimum
0.074 dan maksimum 6.347. Peptida yang diprediksi kuat bersifat antigenik berdasar
aksesbilitas permukaan adalah TGHETDENRA (urutan asam amino 156-165).

Metode Chaus dan Fasman memprediksi sifat hidrofilik dari epitope protein berbentuk
strand atau g-turn.Nilai rata-rata kecenderungan epitope protein E ZIKV bersifat hidrofilik
adalah 0.987 dengan nilai maksimal 1.421 dan minimum 0.691. Set threshold untuk
penentuan hidrofilik adalah 1. Daerah residu asam amino yang memiliki sifat hidrofilik adalah
MIVNDTGHETDENR (no.151-164).

Analisis dengan Bepipred dan SVMTrip yang didasarkan pada model Hidden Markov
mengindikasikan sikuen peptida TGHETDENR (asam amino no. 156-164) sebagai epitop
protein E yang mampu menginduksi respon imun sel B.

Analisis dengan perangkat PROSITE menunjukkan sikuen asam aminoTGHETDENR
ini merupakan situs atau tempat yang potensial terjadinya N-glikosilasi pada protein E ZIKV,
Glikosilasi merupakan faktor yang paling penting dalam mendisain vaksin karena glikosilasi
protein berfungsi sebagai sinyal pertama untuk aktivasi sel B, komponen protein disajikan
kepada sel T-helper, sehingga meningkatkan peralihan antibodi dari IgM ke IgG dan generasi
sel memori B.**

Kesimpulan

Bioinformatika dapat digunakan untuk memprediksi epitope virus ZIKA,dalam
menstimulir respon imun sel T dan sel B. Pendekatan komputasi(in silico)ini terhadap epitope
protein E ZIKV memprediksi residu yang berpotensial sebagai epitop sel T CD8+ adalah
GLDFSDLYY, FSDLYYLTM,SIQPENLEY dan MAEVRSYCY sedang YRIMLSVHG,
FKSLFGGMS, FTKIPAETL, MLELDPPFG merupakan epitop sel T CDA4+. Residu
TGHETDENR (asam amino no. 156-164) sebagai epitop yang mampu menginduksi respon
imun sel B dan situs potensial terjadinya N-glikosilasi pada protein E ZIKV.
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Kosentrasi Telomeric Repeat Binding Factor 2(Terf-2) Pada
Selleukosit Individu Usia Muda
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Wuryanti?
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Abstrak

Untaian DNA diujung kromosom sel eukariotik disebut  telomer, yang berfungsi
mempertahankan kestabilan kromosom. Keutuhan telomer dipelihara oleh enzim telomerase
yaitu Ribonucleoprotein DNA polymerase.Aktivitas telomerase dipengaruhi oleh protein
shelterin, antara lain protein Telomeric Repeat Binding Factor 2 (TERF2), protection of
telomeric (POT1), RAP1, TIN2. Panjang telomer berhubungan dengan usia dan jenis
kelamin.Tujuan penelitan adalahmengetahuiaktivitas telomerase sel leukosit pada individu
usia muda pada jenis kelamin pria dan wanita. Metode penelitian adalah deskripitif, dengan
mengukur aktivitas telomerase melalui pengukuran konsentrasi TERF2 pada sel leukosit
individu usia 17 -20 tahun. Sampel diambil dari mahasiswa Universitas YARSI, berjumlah 38
orang meliputi 17 laki-laki dan 21 perempuan. Pengukuran kadar TERF2 dengan metode
ELISA dengan panjang gelombang 450 nm. Hasil penelitian menunjukkan konsentrasi protein
TERF-2 pada sel leukosit sebesar 3,967 pg/ml pada laki-laki dan sebesar 2,776 pg/ml pada
perempuan. Tidak terdapat perbedaaan bermakna (p> 0,05) antara konsentrasi TERF2 laki-
laki dan perempuan. Disimpulkan bahwa, konsentrasi TERF-2 individu usia antara kedua
jenis kelamin adalah sama

Kata Kunci: ELISA, TERF-2, usia muda.
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The concentrationof Telomeric Repeat Binding Factor 2 (Terf-2)
on leukocytes Cellsof Young Age individual
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!Department of Anatomy, Faculty of Medicine, University of YARSI, Jakarta
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Abstract

DNA strands at the threshold of a eukaryotic cell chromosomes called telomeres, which
serves to maintain the stability of chromosomes. Integrity of telomeres are maintained by the
enzyme telomerase which is ribonucleoprotein DNA polymerase. Telomerase activity is
influenced by shelterin proteins, among other telomeric proteins Repeat Binding Factor 2
(TERF2), protection of telomeric (POT1), RAP1, TIN2. Telomere length is related to age and
type of gender.The research purposed was to determine the telomerase activity of leukocytes
in individuals younger age on male and female gender. The research method is deskripitive,
by measuring telomerase activity by measuring the concentration of TERF2 in leukocyte cells
individual at the age of 17 -20 years. The samples were taken from students of YARSI
University, totaling 38 people includes 17 men and 21 women. TERF2 content measurement
by ELISA with a wavelength of 450 nm results showed TERF-2 protein concentration in
leukocytes of 3.967 ug / ml in men and amounted to 2.776 ug / mlin women. There are no
significant differences (p >0.05) between the concentration TERF2 in men and women. It was
concluded that the concentration of TERF-2 in young age individuals between both sexes are
equal

Keywords: ELISA, TERF-2, young age.
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Pendahuluan

Segmen DNA pada ujung kromosom sel eukariotik dikenal sebagai telomer dan
merupakan salah satu faktor untuk terjadinya kanker. Telomer terdiri dari urutan nukleotida
yang sangat spesifik, yang pada manusia urutannya adalah TTAGGG yang berulang ratusan
bahkan ribuan kali, sehingga rumus umum struktur nukleotida telomer adalah (TTAGGG)n. T,
A, dan G menunjukkan nukleotida (kumpulan senyawa pembentuk DNA) yang berisi basa
timin, adenin, dan guanin. Pada manusia terdapat 2.000 pengulangan pada unit dasarnya.
Jumlah Pengulangan nukleotidapun berbeda dalam satu organisme pada jenis sel yang
berbeda.

Pada saat kromosom bereplikasi selalu terdapat pemendekan pada ujung kromosom
turunannya, karena ada gap atau celah di bagian ujung kromosom turunannya yang tidak diisi
oleh nukleotida. Hal ini dapat diatasi enzim telomerase dengan cara membuat rantai DNA
tambahan yang terdiri dari urutan nukleotida yang berulang (merupakan subunit telomer).
DNA tambahan ini dibuat sebelum proses replikasi berlangsung, akibatnya ujung kromosom
(telomer) akan memiliki panjang yang tetap sama dengan kromosom inangnya.

Panjang telomer dipelihara oleh enzim telomerase. Telomerase adalah suatu
ribonukleotida yang mensintesis ulangan nukelotida pada telomer, untuk menggantikan
nukleotida yang hilang pada saat replikasi DNA. Panjang telomer pada individu menunjukkan
adanya variasi pada organ-organ yang berbeda. Demikian pula antar spesies yang berbeda,
panjang telomernya juga berbeda.®* Panjang telomer berhubungan dengan usia seseorang.
Makin meningkatnya usia ada kecenderungan panjang telomer makin memendek. Variasi
panjang telomerantara individu-individumungkin terjadi sejak saat lahir atau setelah lahir dan
menunjukkan adanya perbedaan pada individu laki-laki dan perempuan.

Untuk aktivitas telomerase sebagai enzim pemelihara panjang telomer, diperlukan
protein — protein yang melindungi telomer yang disebut shelterin. Shelterin terdiri atas enam
protein, yaitu Telomeric Repeat Binding Factor/TERF ( TERF1/TRF1) dan TERF2(TRF2),
Protection of Telomeres (POT1), RAP1, TPPI dan TRF1 Interacting Nuclear Factor 2(TIN2)
(5,6,7). Ekspresi protein-protein tersebut berbeda antara sel-sel individu normal dengan sel-
sel kanker , karena ada hubungannya dengan disfungsi telomere. Tujuan penelitian adalah
mengetahui ekspresi protein TERF2 pada individu normal usia muda berdasarkan jenis
kelamin.

Metode Penelitian

Jenis penelitian adalah deskriptif dengan rancangan case control study. Subyek
penelitian adalah mahasiswa/mahasiswi Fakultas Kedokteran Universitas YARSI berjumlah
38 orang meliputi 17 mahasiswa laki-laki dan 21 mahasiswa perempuan. Usia berkisar antara
17 — 20 tahun. Pengukuran aktivitas telomerase dilakukan secara tidak langsung vyaitu
mengukur salah satu protein yang berperan dalam regulasi enzim telomerase, yaitu Telomeric
Repeat Binding Factor 2 (TERF-2) sesuai dengan prosedur dalam ELISA Kit TERF-2
(USCN)

Statistik

Data konsentrasi TERF2 (ng/ml) dari kedua kelompok (laki-laki dan perempuan)
selanjutnya diolah secara statistik menggunakan SPSS versi 18.
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Hasil

Data konsentrasi Telomeric Repeat Binding Factor 2 (TERF-2) adalah berupa data

rasio, tersaji dalam Tabel 1.

Tabel 1. Konsentrasi TERF-2 sampel pada kedua jenis kelamin (ng/ml)

Konsentrasi TERF2
(ng/ml)
Ulangan Jenis kelamin
Laki-laki Perempuan

1 0,106 0,14
> 5944 4,194
3 4,881 4311
2 8,438 7,659
5 8,507 8,096
3 4,934 2,562
7 0,957 1,781
8 2,252 0,502
9 4,01 8,129
10 6,239 4,267
11 0.217 0,542
12 0,250 0,414
13 1,037 2,909
14 6,239 4,061
15 5,876 0,145

16 3,446 0,28
17 4,057 7,216
13 0,261
19 0,147
20 0,247

n 0,48
Mean 3,9670 2,761
D 2,7851 2,9221

Dari hasil uji statistik Levence menunjukkan nilai konsentrasi Telomeric Repeat
Binding Factor-2 (TERF-2) individu usia muda antara kedua jenis kelamin diperoleh nilai F =
0,729 sehingga menunjukkan tidak ada perbedaan bermakna dengan nilai kemaknaan p >

0,05.

Pembahasan

Protein TERF-2 adalah salah satu protein shelterin yang berperan penting pada
aktivitas enzim telomerase. Pada sel-sel germinal dan sel hematopoetik dilaporkan, bahwa
ekspresi telomerase cukup tinggi. Penelitian ini mengukur konsentrasi TERF 2 pada sel
leukosit dan diperoleh hasil konsentrasi TERF-2 yang rendah dan bervariasi antara 0, 106 —
11,207. Penelitian sebelumnya belum ada yang melaporkan konsentrasi TERF2 pada sel
normal pada individui usia muda.
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Studi awal yang pernah dilaporkan, bahwa ekspresi protein hTERT dan aktivitas
telomerase sangat rendah pada sel-sel limfosit dari darah perifer yang sedang istirahat. Studi
yang lebih rinci pada limfosit dari timus, tonsil dan darah menunjukkan mRNA dan protein
hTERT menunjukkan konsentrasi yang sama tetapi aktifitasnya spesifik pada masing-masing
jaringan® sesuai dengan kebutuhan untuk fosforilasi dan translokasi elektron dari hTERT
untuk aktivitas telomerase.” Ekspresi protein hTERT yang tinggi akan meningkatkan
kelangsungan hidup sel limfosit dan melindungi dari proses apoptosis. Penelitian lain
melaporkan, bahwa ekspresi TERF2 rentan terhadap apoptosis.'’ Terkait dengan panjang
telomer dilaporkan bahwa penurunan panjang telomer terjadi di usia 50 tahun dan penurunan
secara signifikan terjadi setelah usia 70 tahun.

Peran telomer dan telomerase pada sel leukosit khususnya limfosit, telah banyak
dipelajari dalam diferensiasi dan fungsi limfosit dalam kondisi normal selama beberapa
dekade terakhir. Telomer memegang peranan penting pada penuaan limfosit secarain vivo.
Studi lebih lanjut diperlukan, terutama mengenai analisis longitudinal panjang telomer dan
aktivitas telomerase, untuk lebih memahami peran telomer dalam fungsi limfosit selama
proses penuaan in vivo.'

Penelitian lain terkait dengan protein shelterin yang berperan dalam pemeliharaan
telomer seperti Telomeric repeat Binding Factor 1 and 2 (TERF1 dan TERF2), , Protection
of telomeres (POT 1) dan TRF1 interacting nuclear factor 2 (TIN2) melaporkan bahwa
protein-protein tersebut berhubungan dengan kejadian kanker. Dilaporkan, bahwa pada sel
kanker payudara protein shelterin  berperan sebagai regulator negatif terhadap panjang
telomer.'? Selain itu protein-protein shelterin juga berhubungan dengan mediator stress dan
reaksi inflamasi.

Pada sel kanker lambung ekspresi protein TERF1, TERF2 dan POT1 berhubungan
dengan panjang telomer. Ekspresi protein shelterin yang tinggi akan mengakibatkan
pemendekan telomere yang cukup signifikan karena aktivitas telomerase cukup tinggi.
Ekspresi protein shelterin rendah, terjadinya pemendekan telomer tidak bermakna. Selain itu
ekspresi TERF1, TERF2 dan POT1 pada mukosa sel kanker lambung lebih tinggi secara
signifikan dibandingkan sel mukosa lambung normal dan berbanding terbalik dengan panjang
telomere'®*,

Penelitian pada sel kanker menunjukkan , bahwa TERF2 dapat menjadi target dalam
radio terapi penyakit kanker. Ekspresi TERF 2 yang rendah dapat meningkatkan sensitivitas
sel kanker terhadap radioterapi dan menginduksi panjang telomer pada sel A549 dan
pemendekan telomer pada sel U20S. Pada sel A549, turunnya TERF-2 menyebabkan
aktivitas telomerase dihambat dan menginduksi pemendekan telomer dan kekurangan TERF-
2 gagal melindungi panjang telomer dari pengaruh radiasi.*®

Terkait dengan jenis kelamin belum ada yang melaporkan ekspresi TERF2 di usia
muda. Pada penelitian ini ekspresi TERF2 antara kedua jenis kelamin adalah sama. Belum ada
laporan sebelumnya tentang ekspresi TERF2 pada individu usia muda pada kedua jenis
kelamin. Penelitian yang sudah dilapokan adalah terkait panjang telomer antara kedua jenis
kelamin pada usia muda yang diambil dari sampel darah tepi. Panjang telomer antara laki-laki
dan perempuan pada usia muda adalah sama, demikian pula pada bayi baru lahir.*

Pengukuran panjang telomer pada bayi yang baru lahir diambil dari sampel darah,
arteri umbilikalis, dan sel kulit. Didapatkan bahwa panjang telomer pada bayi lahir dari
masing-masing sel atau organ bervariasi, tetapi tidak menunjukkan perbedaan yang nyata
antara kedua jenis kelamin.™ Protein TERF2 adalah salah satu protein yang mempengaruhi
aktivitas enzim telomerase, sedangkan enzim telomerase adalah enzim yang berperan dalam
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pemeliharaan panjang telomere. Dari hasil penelitian di atas, telah dilaporkan panjang telomer
individu di usia muda antara ke dua jenis kelamin adalah sama. Mungkin inilah yang
menyebabkan aktivitas telomerase yang berhubungan dengan konsentrasi protein TERF2 juga
tidak berbeda pada kedua jenis kelamin.

Namun dalam mempengaruhi pemendekan telomer, gen TERF2 juga bekerja sama
dengan gen-gen lain seperti TERF1, POT1 dan TINZ2. Hal ini dibuktikan pada penelitian sel
kanker lambung. Tingginya atau over ekspresi dari TERF2 dapat memberikan kontribusi pada
beberapa tahap karsinogenesis pada kanker lambung, sehingga temuan ini menawarkan
wawasan baru dalam mekanisme karsinogenesis kanker lambung.*

Simpulan

Konsentrasi TERF-2 pada sel leukosit individu usia muda pada laki-laki dan
perempuan adalah sama.
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Abstrak

Penggunaan antibiotik secara terus menerus dapat menyebabkan terjadinya resistensi sehingga
antibiotik tidak dapat menghambat atau membunuh bakteri patogen. Oleh karena itu,
diperlukan pencarian jenis antibiotik baru dari sumber baru yang dapat menghambat atau
membunuh bakteri patogen tersebut. Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan bakteri
Gram negatif yang berasal dari sumber air panas bawah laut Pria Laot Sabang (isolat PLS A
dan 76) yang berpotensi memproduksi antibiotik. Hasil fermentasi isolat PLS A dan 76
menggunakan media TSB mampu menghasilkan antibiotik pada fase pertengahan stasioner
dan fase awal stasioner. Dari kedua isolat tersebut, diperoleh isolat PLS A mampu
menghasilkan antibiotik lebih baik dibandingkan isolat PLS 76. Hasil yang diperoleh
menyarankan bahwa bakteri termo-halofilik isolat PLS A diketahui dapat menghasilkan
antibiotik.

Kata kunci : antibiotik, isolate PLS, Kirby-Bauer.
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Pendahuluan

Antibiotik merupakan suatu senyawa yang dihasilkan dari suatu organisme yang dapat
menghambat atau membunuh pertumbuhan mikroorganisme yang bersifat patogen, seperti
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosadan Candida albicans.! Berbagai kelompok organisme yang diketahui dapat
menghasilkan antibiotik adalah tumbuhan dan mikroorganisme. Pada saat ini, kelompok dari
mikroorganisme telah banyak diketahui sebagai penghasil antibiotik. Antibiotik yang paling
banyak dihasilkan berasal dari genus Streptomyces sp yang tergolong bakteri Gram positif.
Antibiotik yang dihasilkan adalah streptomisin, neomisin, kloramfenikol dan tetrasiklin.?
Beberapa bakteri Gram negatif juga diketahui dapat menghasilkan antibiotik, seperti genus
Photorhabdus sp dan Serratia sp yang mampu menghasilkan antibiotik karbapenem.?

Mikroorganisme, seperti bakteri yang bersifat patogen menjadi tahan terhadap
antibiotik karena pemakaian yang terus menerus." Keadaan ini menyebabkan terjadinya
resistensi terhadap antibiotik, sehingga dapat menimbulkan efek samping, toksisitas dan
superinfeksi.* Jika suatu antibiotik tidak dapat membunuh atau menghambat pertumbuhan
mikroorganisme patogen lagi, maka antibiotik tersebut harus diganti dengan antibiotik
lainnya. Oleh karena itu, perlu dilakukan pencarian jenis antbiotik baru dari sumber
mikroorganisme yang baru.

Saat ini, antibiotik telahbanyak dihasilkan dari mikroorganisme ekstrimofilik.
Mikroorganisme ekstrimofilik merupakan mikroorganisme yang dapat hidup di lingkungan
yang ekstrim, seperti gunung berapi, sumber air panas bawah laut, danau alkali, laut mati dan
daerah kutub. Beberapa contoh mikroorganisme ekstrimofilik yang menghasilkan antibiotik
adalah Geobacillus toebii yang memproduksi antibiotik bacteriocin yang hidup pada suhu 60
%C;® Nocardiopsis strain yang memproduksi antibiotik phenazin yang hidup pada pH 10,° dan
Serratia maculans yang memproduksi antibiotik andrimid yang hidup pada suhu rendah, yaitu
8 °C.” Hasil metabolit yang dihasilkan dari mikroorganisme ekstrimofilik, seperti antibiotik
bermanfaat dalam bidang industri. Beberapa contoh aplikasi mikroorganisme penghasil
antibiotik adalah antibiotik andrimid yang tahan terhadap suhu rendah bermanfaat untuk
aplikasi bioteknologi, seperti pengawetan makanan dingin dan industri farmasi:’
mikroorganisme penghasil antibiotik yang dapat hidup pada lingkungan kadar garam yang
tinggi dimanfaatkan dalam aplikasi pengobatan. Bacillus pumilus yang memproduksi
antibiotik basitrasin yang memiliki kadar garam 2,5 % digunakan pada pengobatan infeksi
kulit; mikroorganisme termofilik yang menghasilkan antibiotik yang tahan pada suhu tinggi,
seperti antibiotik rifampisin yang dihasilkan dari Nocardia mediterranei dimanfaatkan dalam
pengobatan infeksi saluran pernafasan.®

Indonesia merupakan negara yang dipenuhi oleh sumber-sumber geotermal, seperti
jajaran gunung berapi, kawasan sumber air panas dan sumber air panas yang terletak di bawah
laut.” Lingkungan laut merupakan tempat tinggalnya berbagai jenis mikroorganisme
ekstrimofilik yang berpotensi menghasilkan antibiotik. Salah satu daerah laut yang memiliki
kawasan geotermal tersebut adalah pulau Weh, dimana pulau ini memiliki sumber air panas
bawah laut yang terdapat di daerah Pria Laot Sabang. Sumber air panas tersebut memiliki
suhu yang tinggi dan tingkat kadar garam yang tinggi. Kawasan Pria Laot Sabang juga
diketahuidapatmenghasilkan antibiotik golongan B-Laktam dari isolat PLS 75 dan 80.° Oleh
karena itu, penelitian ini bertujuan untuk menskrining bakteri Gram negatif yang dapat
menghasilkan antibiotik yang berasal dari isolat Pria Laot Sabang lainnya, seperti isolat PLS
A dan 76. Antibiotik yang dihasilkan diharapkan dapat bermanfaat dalam bidang industri dan
kesehatannantinya.
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Metode Penelitian
Regenerasi dan propagasi bakteri Isolat PLS A dan 76

Regenerasi bakteri dilakukan dengan cara menumbuhkan 100 pL stok gliserol isolat
PLS 76 dan PLS A ke dalam media padat ¥2 T dengankomposisiterdiri dari pepton 0,8% (b/v),
yeast extract 0,4% (b/v), NaCl 0,2% (b/v) yang diperkaya dengan glukosa 0,25% (b/v).
Kemudian dilarutkan dengan air laut yang sudah difilter dengan selulosa filter 0,45 um hingga
volume 50 mL dalam erlenmeyer 250 mL. Kemudian sel bakteri disebarkan menggunakan
spreader dan diinkubasi pada suhu 70 °C selama 24 jam. Koloni bakteri yang telah tumbuh
diinokulasikan ke media cair %2 T.

Koloni tunggal isolat PLS 76 dan A dipropagasi dengan tujuan untuk membuat starter
inokulum yang akan digunakan dalam tahap fermentasi selanjutnya, dimana bakteri dapat
beradaptasi dengan lingkungannya sehingga dapat memperpendek masa pertumbuhannya
pada fase lag. Propagasi ini dilakukan dengan cara menginokulasikan koloni bakteri yang
telah diregenerasi ke dalam erlenmeyer 250 mL yang berisi 50 mL media cair 2,5 % (b/v)
Tripton Soy Broth (TSB). Kemudian media diinkubasi ke dalam shaker waterbath pada suhu
65 °C selama 14 jam dengan kecepatan pengadukan 100 rpm. Selanjutnya jumlah sel
ditentukan dari densitas optik (OD) menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang
600 nm (diketahui bahwa ODgyo = 1 setara dengan 5,0 x 10° sel/mL). Jumlah ideal sel yang
harus diinokulasi dalam media fermentasi adalah 1,0 x 10’sel/mL.

Pembuatan Kurva Pertumbuhan

Kurva pertumbuhan dibuat untuk melihat pola pertumbuhan bakteri serta waktu
fermentasi yang dibutuhkan untuk masing-masing fase pertumbuhan bakteri. Antibiotik
umumnya diproduksi pada fase stasioner. Masing-masingbakteritermo-halofilik isolat PLS A
dan 76 yang dihasilkan dipipet sesuai dengan hasil konversi ODgy dan diinokulasi secara
aseptis ke dalam dua erlenmeyer 500 mL yang masing-masing berisi 100 mL media cair TSB.
Jumlah sel hasil pengukuran ODggo yang didapat dari media cair TSB untuk isolat PLS 76
adalah 1,4x 10°sel/mL dan untuk isolat PLS A adalah 1,2 x 10°sel/mL.

Media yang telah diinokulasi bakteri dari media starter diinkubasi ke dalam shaker
waterbath pada suhu 65°C selama 168 jam dengan kecepatan pengadukan 100 rpm.
Kemudian, hasil fermentasi diambil secara aseptis sebanyak 2 mL dan dimasukkan ke dalam
tabung eppendorf steril yang sudah diketahui beratnya setiap 4 jam sekali. Tabung eppendorf
tersebut disentrifugasi dengan kecepatan 7500 x g selama 5 menit sampai diperoleh
supernatan dan pelet. Supernatan dituang secara aseptis ke dalam tabung eppendorf steril dan
disimpan dalam lemari pendingin yang akan digunakan untuk pengujian zona hambat. Pelet
yang dihasilkan dicuci dengan akuades steril, lalu disentrifugasi lagi pada kecepatan 7500 x g
selama 5 menit sampai didapatkan supernatan yang jernih. Selanjutnya, supernatan yang
sudah jernih dibuang, sel dikeringkan dalam oven pada suhu 70°C selama 4-8 jam. Sel yang
telah kering beserta tabung eppendorfnya ditimbang menggunakan timbangan analitik.
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Berat sel kering dapat dihitung dengan menggunakan rumus :

Berat Sel Kering (BSK) = (Berat sel + eppendorf) — Berat eppendorf kosong
Profil pertumbuhan sel digambarkan melalui kurva hubungan antara waktu dan Berat Sel
Kering (BSK).

Skrining Mikroorganisme Penghasil Antibiotik

Skrining mikroorganisme dilakukan untuk mengetahui isolat yang paling potensial
menghasilkan antibiotik melalui pegujian zona hambat. Pada penentuan uji aktivitas antibiotik
dilakukan menggunakan metode difusi cakram. Skrining mikroorganisme dilakukan terhadap
dua isolat, yaitu isolatbakteritermohalofilik PLS 76 dan A. Skrining dilakukan di dalam media
MHA yang telah berisi bakteri uji E.coli dan S.aureus. Kemudian, supernatan hasil fermentasi
kedua isolat pada fase stasioner diteteskan ke dalam kertas cakram dan diletakkan ke dalam
media MHA vyang telah berisi bakteri uji. Sebagai kontrol positif digunakan antibiotik
Gentamisin. Selanjutnya, media tersebut diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Zona
bening yang dihasilkan dari isolat PLS A dan PLS 76 dilakukan pengukuran diameternya
menggunakan mistar. Isolat yang menunjukkan zona bening paling besar merupakan
penghasil antibiotik yang paling tinggi sehingga digunakan untuk tahapan selanjutnya.

Pembuatan suspensi E.coli dan S.aureus dilakukan dengan cara menumbuhkan
masing-masing sebanyak 100 pL stok kultur bakteri E.coli dan S.aureus pada media cair %2
LB yang sudah dibuat pada tahap 3.3.1.5 secara terpisah. Media diinkubasi selama 24 jam
dengan kecepatan pengadukan 150 rpm. Jumlah sel ditentukan dari densitas optik (OD)
menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang 600 nm (diketahui bahwa ODggo = 1
setara dengan 5,0 x 10° sel/mL.

Hasil dan Pembahasan
Regenerasi dan Propagasi Bakteri Termo-halofiliklsolat PLS A dan 76

Regenerasi bakteri dilakukan untuk meremajakan kembali sel-sel bakteri yang telah
disimpan dalam stok gliserol agar bakteri tersebut dapat tumbuh dengan baik pada media
kulturnya (Gambar 1). Media kultur yang digunakan adalah media Y2 Termus (¥2T) yang
diperkaya dengan glukosa. Regenerasi bakteri PLS A dan 76 diinkubasi pada 70 °C selama 24
jam
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PLS 76 PLS A

Gambar 1. Koloni bakteri isolat PLS 76 dan A yang tumbuh di media padat % T yang
diinkubasi pada suhu 70°C selama +24 jam.

Selanjutnya, koloni tunggal bakteri yang tumbuh diinokulasikan ke media propagasi.
Media propagasi yang digunakan adalah media cair Tripton Soy Broth (TSB). Media ini
digunakan karena memiliki banyak nutrisi yang dibutuhkan oleh bakteri. Propagasi dilakukan
untuk membuat starter inokulum yang akan digunakan dalam tahap fermentasi selanjutnya,
sehingga dapat memperpendek fase lag pertumbuhan bakteri. Fase lag merupakan fase awal
pada pertumbuhan bakteri dimana bakteri mulai dapat beradaptasi terhadap lingkungannya.

Kurva Pertumbuhan Bakteri Termohalofilik Isolat PLS A dan 76

Koloni bakteri yang telah diinokulasikan ke dalam media starter TSB dipindahkan ke
dalam media produksi yang berisi 2,5 % TSB. Media starter tersebut diinkubasi pada suhu 65
°C dengan kecepatan pengadukan 100 rpm dalam shaker waterbath. Kurva pertumbuhan ini
dilakukan selama 168 jam dimana setiap 4 jam diambil 2 ml biakan bakteri dari media
produksi untuk mendapatkan supernatan dan pelet. Supernatan yang diperoleh disimpan untuk
digunakan saat uji zona hambat bakteri. Pelet yang dihasilkan dikeringkan di dalam oven,
kemudian ditimbang berat sel keringnya.

Berat Sel Kering (BSK) yang didapatkan dari hasil produksi digunakan untuk
mengetahui waktu fermentasi bakteri mengalami fase pertumbuhan, yaitu fase lag, log,
stasioner dan kematian. Kurva pertumbuhan sel bakteri PLS 76 dan PLS A pada media TSB
dapat dilihat pada Gambar 2.
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Gambar 2. Kurva pertumbuhan sel bakteri PLS A dan PLS 76 hasil fermentasi pada
media TSB vyang diinkubasi pada suhu 65 °C dengan kecepatan
pengadukan 150 rpm dalam shaker waterbath.
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Fase lag yang ditunjukkan pada kurva pertumbuhan berlangsung sampai jam ke 80.
Hal ini ditunjukkan dari lamanya waktu yang dibutuhkan untuk peningkatan berat sel kering
(BSK). Selama fase lag, jumlah sel bakteri akan tetap atau meningkat secara perlahan. Hal ini
disebabkan bakteri yang sedang menyesuaikan diri terhadap lingkungannya yang baru
sehingga kondisi sel bakterinya kurang stabil. Fase log (eksponensial) pada kurva
pertumbuhan terlihat bahwa isolat PLS A berlangsung dari jam ke 88-100 sedangkan isolat
PLS 76 berlangsung dari jam ke 80-92. Pada fase ini, bakteri tumbuh dengan cepat, hal ini
terjadi karena sel-sel terus membelah dan jumlahnya semakin meningkat. Biasanya pada fase
ini, bakteri akan menghasilkan metabolit primer, seperti enzim.

Fase stasioner pada isolat PLS A berlangsung dari jam ke 104-116. Pada isolat PLS
76, fase stasioner berlangsung dari jam ke 96-116. Pada fase ini, kedua isolat tidak mengalami
perubahan (tetap) yang terlihat pada berat sel kering (BSK). Pada fase ini, laju pertumbuhan
bakteri seimbang dengan laju kematian sehingga jumlah sel bakteri yang hidup cenderung
tetap. Pada fase inilah, bakteri akan menghasilkan senyawa metabolit sekundernya, yaitu
antibiotik. Ketika bakteri memasuki fase akhir, yaitu fase kematian, berat sel kering bakteri
semakin berkurang. Hal ini disebabkan karena jumlah nutrisi yang tersedia telah habis dan
banyaknya hasil metabolit yang tidak berguna lagi sehingga mengganggu pertumbuhan
bakteri. Fase kematian pada isolat PLS A dan PLS 76 terjadi setelah jam ke 116.

Hasil suatu penelitian yang menggunakan isolat Pria laot Sabang dan isolat Jaboi
Sabang, kurva pertumbuhannya dilakukan menggunakan TSB yang diinkubasi pada suhu 70
°C dengan kecepatan 150 rpm dalam shaker waterbath.! Fase stasioner yang didapatkan
berlangsung pada rentang waktu 108-120. Isolat PLS 75 dan 80 mampu menghasilkan
antibiotik pada fase stasionernya. Berdasarkan hasil penelitian tersebut, fase stasioner yang
diperoleh mirip dengan fase stasioner yang dihasilkan oleh isolat PLS A dan 76. Oleh karena
itu, isolat PLS A mampu menghasilkan antibiotik pada fase pertengahan stasioner dan isolat
PLS 76 dapat menghasilkan antibiotik pada fase awal stasioner.™

Aktivitas Antibiotik dari Isolat PLS A dan 76

Aktivitas antibiotik dilakukan untuk melihat isolat yang paling potensial dalam
menghasilkan antibiotik. Hal ini dilakukan dengan melihat uji zona hambat terhadap bakteri
uji, yaitu E.coli dan S.aureus. Uji zona hambat dilakukan menggunakan sampel dari hasil
fermentasi pada fase stasioner karena pada fase ini bakteri dapat menghasilkan antibiotik. Hal
ini didasarkan pada penelitian yang melakukan uji zona hambat menggunakan sampel pada
fase stasioner dan menghasilkan antibiotik. Zona hambat merupakan daerah untuk
menghambat pertumbuhan bakteri uji pada media padat oleh antibiotik. Zona hambat ditandai
dengan terbentuknya zona bening pada media uji antibiotik.'%

Pada media TSB, fase stasioner pada isolat PLS A terjadi dari jam 104-116 dan isolat
PLS 76 pada jam 96-116. Pada Tabel 1. terlihat bahwa isolat PLS A menunjukkan diameter
zona hambat paling besar pada jam ke 112, vyaitu sebesar 13 mm pada bakteri E.coli.
Gentamisin yang digunakan sebagai kontrol positif memiliki diameter zona hambat sebesar 11
mm pada E.coli dan 17 mm pada S.aureus. Diameter zona hambat yang dihasilkan oleh
kontrol positif lebih besar dibandingkan sampel yang mengandung antibiotik. Namun,
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perbandingan keduanya tidak berbeda jauh sehingga sampel yang mengandung antibiotik
mampu menghambat pertumbuhan bakteri E.coli, sedangkan pada S.aureus tidak dapat
dihambat pertumbuhannya oleh sampel antibiotik tersebut.

Pada Tabel 1 bakteritermo-halofilik isolat PLS 76 menunjukkan diameter zona
hambat paling besar pada jam ke 96, yaitu sebesar 9 mm pada E.coli. Gentamisin memiliki
diameter zona hambat sebesar 11 mm pada E.coli dan 17 mm pada S.aureus. Diameter zona
hambat pada kontrol positif lebih besar dibandingkan dengan sampel yang mengandung
antibiotik. Namun, perbedaan antara keduanya tidak terlalu jauh, sehingga sampel yang
mengandung antibiotik tersebut mampu menghambat bakteri uji, baik pada E.coli maupun
S.aureus. Gentamisin digunakan sebagai kontrol positif karena memiliki spektrum yang luas
yang dapat menghambat pertumbuhan baketri Gram positif dan Gram negatif. Berdasarkan
hasil uji zona hambat kedua bakteri, bakteri isolat PLS A memiliki diameter zona hambat
paling besar pada E.coli. Sampel yang mengandung antibiotik tersebut tidak dipekatkan
sehingga konsentrasi dari sampel tersebut tidak diketahui. Oleh karena itu, besar atau kecilnya
zona hambat yang dihasilkan hanya dilihat dari pengukuran diameter zona hambat.

Tabel 1. Diameter zona hambat hasil fermentasi isolat PLS A pada media MHA.

Isolat A
Waktu Fermentasi Diameter Zona Hambat (mm)
E.coli S.aureus

104 9 -
108 9 -
112 13 -
116 10 -
Gentamisin (Kontrol +) 11 17
Aguades (Kontrol -) - -

Diameter zona hambat hasil fermentasi isolat PLS 76 ditunjukkan pada tabel 4.2. Pada
jam 96 dan 100 menghasilkan diamter zona hambat sebesar 9 mm dan 8 mm, sedangkan pada
jam ke 104, 108, 112 dan 116 tidak menunjukkan adanya zona hambat terhadap E.coli. Pada
S.aureus, pada jam ke 96 dan 100 menghasilkan zona hambat sebesar 9 mm dan 8 mm, pada
jam ke 104, 108, 112 dan 116 tidak menghasilkan zona hambat terhadap S.aureus.

Tabel 2. Diameter zona hambat hasil fermentasi isolat PLS 76 pada media MHA

Isolat 76
Waktu Fermentasi Diameter Zona Hambat (mm)
E.coli S.aureus
96 9 9
100 8 8
104 - -
108 - -
112 - -
116 8 -
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Gentamisin (Kontrol +) 11 17
Agquades (Kontrol -) - -

Berdasarkan hasil penelitian yang menggunakan isolat ICBB 1171 dan ICBB 1172
menghasilkan zona hambat sebesar 14 mm dan 12 mm terhadap bakteri E.coli. Metode uji
daya hambat yang digunakan pada penelitian ini adalah metode difusi pada media LA.*? Hasil
penelitian yang telah dilakukan oleh Fany Sartika (2014) yang menggunakan isolat Pria Laot
Sabang menghasilkan zona hambat paling besar pada PLS 80. Diameter zona hambat yang
dihasilkan pada jam ke 112 adalah 14 mm dan 9 mm, masing - masing untuk E.coli dan
S.aureus. Sementara itu, pada isolat Jaboi Sabang, diameter zona hambat paling besar terjadi
pada jam ke 120 pada bakteri E.coli, yaitu 19 mm. Pada bakteri S.aureus diameter zona
hambat terbesar pada jam ke 112, yaitu 18 mm. Berdasarkan hasil penelitian ini pada isolat
PLS A, antibiotik tersebut lebih aktif terhadap bakteri Gram negatif.

Isolat PLS A cenderung lebih aktif terhadap bakteri Gram negatif. Hal ini dikarenakan
pada bakteri Gram negatif memiliki dinding sel yang lebih tipis dibandingkan bakteri Gram
positif sehingga antibiotik lebih mudah merusak dinding sel tersebut. Dinding sel bakteri yang
telah rusak mengakibatkan bakteri tidak akan dapat tumbuh pada media yang mengandung
antibiotik.®

Kesimpulan

1. Isolat PLS A dan PLS 76 mampu memproduksi antibiotik pada fase stasionernya dimana
pada isolat PLS A menghasilkan antibiotik paling potensial dibandingkan PLS 76.

2. Pada uji aktivitas antibiotik terhadap bakteri uji E.coli dan S.aureus menunjukkan bahwa
isolat PLS A lebih aktif terhadap bakteri E.coli. Diameter zona hambat yang dihasilkan
sebesar 13 mm terhadap E.coli, sedangkan S.aureus tidak menunjukkan adanya zona
hambat.
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Efek Sticopus Hermanii dan Oksigen Hiperbarik terhadap
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Abstrak

Terdapat hubungan derajat keparahan keradangan antara diabetes dan periodntitis. C-reactive
protein (CRP) dan glukosa darah diketahui merupakan refleksi dari respon metabolit
intermediet pada periodontitis dan diabetes. Stichopus hermanii (SH) telah terbukti diketahui
mempunyai efek antibakteri dan anti inflamasi. Terapi oksigen hiperbarik (TOHB) sudah
banyak digunakan sebagai terapi ajuvan untuk memperbaiki berbagai proses penyembuhan
luka. Tujuan untuk membuktikan efek kombinasi SH dan TOHB 2,4 ATA 3x 30’interval 5’
istirahat terhadap kadar CRP serum dan glukosa darah pada tikus periodontitis disertai
diabetes. Metode penelitian dilakukan dengan cara Tiga puluh ekor tikus wistar dengan BB +
200 gram dibagi 5 kelompok: kelompok kontrol (K1), periodontitis-diabetes (K2),
periodontitis-diabetis+SH (K3), periodontitis-diabetis DM-periodonttis diberi TOHB (K4),
dan kelompok periodontitis-diabetes diberi treated SH+TOHB (K5). Tikus diabetes
diinduksi streptozotocin dosis tunggal 65 mg/kg BB secara intra peritoneal. Sticopus
Hermanii gel 3% diaplikasikan pada sulkus gingiva dan diberi TOHB dosis 2,4 ATA 3x30
menit interval 5 menit selama 7 hari. Kadar CRP serum diperiksa Elisa dan glukosa darah
dengan metoda kolorimetri. Data dianalisis dengan One Way Anova. Hasil : Kadar glukosa
darah pada kelompok K2 (402,80+£93,5) lebih tinggi dibanding kelompok normal K1. Sedang
pada semua kelompok terjadi penurunan, yaitu kelompok K3 (121,20+£36,30), K4
(221,00+16,52) dan K5 (95,60+7,47). Kadar CRP pada kelompok K4 (221,00£16,52) lebih
tinggi dibanding kelompok K2 (99,66,80+99,0), tetapi menurun pada kelompok K3
(13.50+0,83) dan K5 (11,09+1). Disimpulkan bahwa kombinasi SH dan TOHB 2,4 ATA
3x30° istirahat 5’dapat menurunkan kadar CRP serum dan glukosa darah pada tikus
periodontitis disertai diabetes.

Kata Kunci : CRP, glukosa darah, diabetes, oksigen hiperbarik, periodontitis.

Madicine” yang dilaksanakan oleh Fakultas Kedokteran Universitas Lampung dan PBBMI cabang Lampung pada tanggal 17-18 Desember 2016

56 Disampaikan pada Seminar Nasional XX PBBMI tentang “Current Excitement in Biochemistry and Molecular Biology for Agriculture and
di Fakultas Kedokteran Universitas Lampung


tel:\%2B62315912191
mailto:dian.mulawarmanti@hangtuah.ac.id

The Effect Of Sticopus Hermanii and Hyperbaric-Oxygen On Crp
And Blood Glucose Periodontitis-Diabetic Rat
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Abstract

There is an inflammation relationship between degree of severity diabetes and
periodontitis. C-reactive protein (CRP) and of glucose production are known to reflect the
immediate metabolic response in periodontitis with diabetes. Stichopus hermanii (SH) has
been known to have antibacterial and anti-inflammatory property. Hyperbaric Oxygen
Therapy (HBOT) has been used as an adjuvant therapy to improve wound healing. The
purpose to examine the combination effect of SH and HBOT 2,4 ATA 3x 30’interval 5° air
break on serum CRP and blood glucose level of periodontitis-diabetic rat. The metods was
Thirty male Wistar rats were equally divided in 5 groups of : healthy control (K1),
periodontitis-diabetic (K2), periodontitis-diabetic treated with SH (K3), periodontitis-
diabetic DM-periodonttis treated with HBOT (K4), and periodontitis-diabetic treated with SH
and HBOT (K5). Diabetes was induced by single dose 65 mg/kg of BW intraperitoneal. The
Sticopus Hermanii gel 3% applied topically in sulcus gingiva, HBOT was performed in 2,4
ATA 3x30 minutes interval 5 minute, both done for 7 days. CRP serum were examined by
Elisa and blood glucose level by colorimetri method. Data analyzed with One Way
Anova. The results of the blood glucose levels raised in K2 group (402,80+93,5) but
decreased in all treatment groups K3 (121,20+36,30), K4 (221,00+16,52) and f K5
(95,60+7,47). The CRP levels raised in K2 group (99,66,80+99,0) and K4 group
(221,00+16,52) but decreased in treatment groups K3 (13.50+0,83) and K5 (11,09+1.). The
Conclusions : The combination SH and HBOT can significantly decrease on serum CRP and
blood glucose levels in periodontitis diabetes rat.

Keywords: CRP, blood glucose, diabetes, hyperbaric oxygen, periodontitis
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Pendahuluan

Terdapat hubungan yang erat antara derajat keparahan hiperglikemia pada diabetes
dengan periodontitis.* Periodontitis merupakan komplikasi terbesar di rongga mulut
penderita Diabetes Melitus (DM) dan meningkat resikonya 3 kali lipat dibandingkan penderita
tanpa DM. Sebaliknya Periodontitis dapat meningkatkan keparahan DM.?® Inflamasi berperan
penting pada patogenesis periodontitis dan DM.?>* Patogenesis periodontitis dan DM
keduanya melibatkan aspek sistem imun, aktivitas neutrofil dan sitokin. Respon imun
berperan dalam pathogenesis periodontitis kronis termasuk periodontitis dengan DM.*

Kadar C-Reactive Protein/CRP meningkat pada kondisi inflamasi termasuk pada
periodontitis. CRP merupakan marker infllamasi non spesifik yang dihasilkan oleh sel
hepatosit karena ADresponse to the phase acute of bacterial infection.” Bakteri penyebab
periodontitis adalah P gingivalis, Tannerella forsythia dan Treponema denticola. P. gingivalis
adalah bakteri Gram negatif dimana komponen lipopolisakarida (LPS) pada dinding selnya
mampu menginduksi berbagai respon imunologik®. Kadar CRP meningkat pada inflamasi
karena pengaruh rangsangan sitokin IL-1, IL-6 dan TNF-¢.%"®

Diabetes dengan kondisi hiperglikemia diketahui akan menginduksi pelepasan sitokin
inflamasi seperti Interleukin-6 dan Tumor Necroting Factor o (TNF- a) pada semua tipe
sel**” dan enzim perusak jaringan seperti matriksmetalloproteinase. Hiperglikemia dapat
mengakibatkan induksi dan sekresi mediator inflamasi pada semua sel. Penelitian pada serum,
kadar CRP meningkat pada pasien dengan kerusakan glucose tolerance test atau diabetes.’
Beberapa studi melaporkan bahwa peningkatan CRP mempunyai resiko terhadap timbulnya
penyakit diabetes.?

Penelitian terapi oksigen hiperbarik/TOHB telah dilakukan terhadap penyakit diabetes
pada pengobatan luka pada gangren ekstremitas, glukosa darah, secara molekuler dan seluler
seperti kadar ROS, antioksidan, MDA.****!¢  TOHB pada periodontitis DM dapat
menurunkan HIF-1a, NF-kB, iNOS dan MMP-8.** Teripang emas (Sticopus Hermanii) telah
terbukti salah satu jenis teripang yang mengandung bahan aktif yang mempunyai efek
antibakteri, anti inflamasi dan antioksidan.'**> Terapi periodontitis bertujuan memperbaiki
homeostasis antara jaringan periodontal dan bakteri di rongga mulut menghilangkan plak gigi
dengan scaling dan root planning. Penelitian pada TOHB dapat menurunkan kadar glukosa
darah pada penderita DM dan selanjutnya efek terhadap penurunan periodontitis yang berat.*®

Penggunaan kombinasi TOHB dengan dosis 3 x 30 menit interval 5 menit menghirup
udara biasa selama 7 hari berturutan dan gel teripang emas 3% diharapkan dapat mengurangi
efek samping penggunaan antibiotika, memperbaiiki kadar glukosa darah dan CRP pada
periodontitis disertai DM. Diharapkan adanya penurunan terhadap CRP dan glukosa darah
dapat memperbaiki kondisi DM maupun periodontitis.

Materi Dan Metode

Jenis penelitian ini True Eksperimental laboratoris dengan rancangan penelitian
Factorial Design. Teknik pengambilan sampel adalah simple random sampling. Sampel tikus
wistar (Rattus novergicus strain wistar) dengan BB 200 + 20 gram umur 3-4 bulan dibagi
menjadi 5 kelompok, kelompok 1/ normal, kelompok 2/ tikus DM-periodontitis, kelompok 3/
tikus DM-periodontitis + teripang bubuk 3%, kelompok 4/ tikus DM-periodontitis + teripang
gel 3% dan kelompok 5/ tikus DM-periodontitis TOHB 2.4 ATA 3x30 menit interval 5 menit
selama 7 hari. Sebelum dilakukan induksi STZ, dilakukan induksi nikotinamid 230 mg/kgBB.
Model tikus diabetes dengan induksi STZ single dose 65 mg/kg BB yang dilarutkan dengan
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buffer sitrat 0,1 M pH 4,5 secara peritoneal ditunggu 1 minggu dengan pemberian dekstrosa
10% setiap hari. Tikus DM apabila kadar gula darah acak >230mg/dL. Selama 4 hari dari hari
ke 3 setelah induksi STZ hingga hari ke 7 diberikan kanamisin 20 mg dan ampisilin 20 mg
yang dicampurkan dalam air minum tikus. Selama itu setiap kelompok tetap diberi makan
standard dan minum dalam jumlah sama. Pembuatan gel teripang emas 3% dilakukan dengan
cara freeze dry yang diperoleh bentuk bubuk kemudian dilarutkan dengan larutan CMC-Na
2%.* Pemberian terapi gel teripang emas 3% pada kelompok K2 secara topikal pada sulkus
gingiva yang mengalami inflamasi sebanyak 0,1 ml/hari menggunakan microbrush selama 7
hari. Pada kelompok K3 diberi THBO. Kelompok K4 diberi kombinasi teripang 3% dan
THBO. Pemberian THBO dengan dosis 2.4 ATA selama 3x30 menit interval 5 menit
menghirup udara lingkungan selama 7 hari berturut-turut. Akhir penelitian hari ke 52 tikus
dikorbankan dan dilakukan pengambilan glukosa darah dan kadar CRP (Helica Biosystems,
Inc.; CA, USA) diukur dengan metoda enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) Kkit.
Data dianalisis dengan uji One Way Anova untuk mengevaluasi perbedaan antar kelompok,
dianjutkan dengan post hoc tests. pTest kemaknaan 0.05.

Hasil

Data dianalisis dengan Anova dengan level signifikansi 95% (p <0.05) menggunakan SPSS

Tabel 1. Kadar Glukosa darah dan CRP sesudah perlakuan

GLUKOSA DARAH CRP sig
X SD X SD

K1 90.40  8.62 16.67°  0.448

K2 402,80 935 99.65° 7.47 P<
0.05

K3 121,20 36,30 13.50°¢ 0.83
K4 221,00 105.20 16,52 0.77
K5 95,60 38.94 12,04 0.99

K1: normal, K2: DM, K3: DM + teripang, K4:DM +HBOT, K5:DM+teripang +HBOT

00 Kadar Gula Darah (mg/dL)

%00 M Hari ke-
%00
' m Hari ke-
> JI o |
G 0
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Gambar 1. Diagram tiap kelompok kadar glukosa darah
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Gambar 2. Kadar Rata-Rata CRP (mg/dl) tiap kelompok

Pembahasan

Hiperglikemia menghasilkan Advanced Glycation End Products yang memicu respon
inflamasi dengan menginduksi sitokin proinflamasi TNF-a dan 1L-6."%**> TNF-« hasil dari
resistensi insulin terjadi pada kondisi diabetes.®** Periodontitis adalah penyakit inflamasi
kronis pada jaringan periodontal, meski dipicu oleh adanya infeksi bakteri gram negatif tetapi
progresivitasnya adalah hasil dari respon host karena adanya inflamasi.® Disimpulkan bahwa
inflamasi merupakan gambaran sentral dari periodontitis dan diabetes. C-reactive protein
adalah marker inflamasi yang meningkat pada kondisi diabetes.

Teripang Emas terdiri dari PUFA (DHA and EPA) dan saponin yang dapat
menghambat pembentukan prostaglandin dan sitokin proinflamasi (IL-6, IL-1 and TNF) dan
menginduksi anti-inflammasi dan menghambat pertumbuhan bakteri Pada kondisi inflamasi
atau kerusakan jaringan, kadar CRP dapat meningkat sampai 100 kali.° Respon host pada
infeksi jaringan periodontal melalui sistem imun menghasilkan mediator inflamasi sesudah
berinteraksi dengan plak dan AGEs. Meskipun priodontitis pada diabetes merupakan infeksi
kronis, eI6e7men fase akut juga terlibat dalam respon imunitas dan menunjukkan inflamasi yang
sistemik.”

Kadar CRP di dalam plasma dihasilkan oleh sel hepatosit yang dirangsang oleh
sitokin IL-6, IL-1 and TNF-a. Reaktan fase akut pro-inflammasi, membantu menetralkan
patogen yang invansif dan merangsang perbaikan dan regenerasi jaringan. C-reactive protein
(CRP), plasminogenactivator-1 (PAI-1), dan fibrinogen adalah reaktan fase akut, tetapi CRP
adalah marker yang penting sebab kadarnya yang meningkat adalah dapat sebagai faktor
resiko terhadap munculnya penyakit cardiovascular (CVD), juga bahwa CRP juga merupakan
biomarker inflamasi sistemik. Peningkatan kadar CRP marker inflamasi subklinis seperti CRP
and IL - 6 menunjukkan resiko terjadi progresivitas penyakit kardiovaskuler dan diabetes.’

Terapi HBO 2,4 ATA 3x30 menit interval waktu 5 menit selama 7 hari berturut-turut
dapat meningkatkan jumlah oksigen terlarut sedemikian rupa, untuk mencapai kondisi di
mana kebutuhan praktis oksigen dapat dipenuhi tanpa menggunakan oksigen terikat pada
hemoglobin.®*® Oksigen terlarut lebih mudah dikonsumsi oleh difusi melalui jaringan
langsung daripada oksigen terikat pada hemoglobin. Terapi HBO menghasilkan ROS yang
merupakan dasar molekuler untuk sejumlah mekanisme terapi.™**"*® Diduga kadar oksigen
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yang meningkat di jaringan digunakan untuk menginduksi sintesis enzim endogen seperti
SOD, katalase, dan glutation peroksidase, heme oxygenase, menurunkan NADPH oksidase
dan non-enzimatik antioksidan Gluthatione (GSH).!"*® Peningkatan ROS diimbangi dengan
peningkatan antioksidan. Terapi HBO 2,4 ATA dalam 3x30 menit interval 5 menit menghirup
udara sekitar selama 7 hari dapat menurunkan kadar TNF-a dan CRP plasma, vasokonstriksi
dan hiperoksigenasi, yang memberikan pengobatan yang efektif untuk banyak penyembuhan
luka. 1318 Kombinasi terapi SH gel dan TOHB menunjukkan penurunan kadar CRP yang
signifikan. Hal ini diduga bahwa PUFA yang terdapat di dalam teripang emas secara tidak
langsung dapat menurunkan IL-1, TNF-a, meningkatkan sitokin anti-inflamasi IL-10 yang
kemudian merangsang penurunan faktor transkripsi NF-kB dan HIF-1 pada jaringan
periodglr;tal, yang kemudian menghasilkan penurunan marker inflamasi CRP di dalam
darah.”

Simpulan

Bahwa kombinasi THBO 2,4 ATA 3x30 menit interval 5 menit dan teripang emas
3% berpengaruh terhadap penurunan kadar glukosa darah dan kadar CRP di serum. Korelasi
antara penurunan kadar glukosa darah dan CRP bisa berfungsi sebagai penanda prediktif
terhadap timbulnya periodontitis dengan diabetes.
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Abstrak

Penyakit Graves merupakan suatu kelainan autoimun pada kelenjar tiroid yang ditandai
dengan hipertiroidisme, yang terjadi karena reseptor tirotropin (TSHR) pada membran sel
folikular tiroid, dikenali sebagai salah satu antigen yang mengakibatkan terjadinya
pembentukan antibodi dalam tubuh. Adanya peningkatan kadar sCD154 diduga berperan
dalam patogenesis penyakit Graves. Ekspresi CD154 diregulasi dengan sangat ketat pada
tahap transkripsi. Elemen regulator gen CD154 memiliki sekuen yang kaya akan basa A/T,
oleh karena itu dapat dikenali oleh faktor transkripsi AKNA (AT-Hook Transcription Factor).
Protein ini memiliki motif AT hooks binding DNA yang dapat berperan meregulasi transkripsi
dengan mengubah arsitektur DNA, sehingga meningkatkan aksesibilitas promotor terhadap
faktor transkripsi. Dengan demikian variasi genetik AKNA bisa dijadikan sebagai prediktor
kadar CD154 yang diduga meningkat pada pasien Graves. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui variasi genetik AKNA yang dihubungkan dengan kadar CD154 pada penderita
penyakit graves. Pemeriksaan variasi genetik gen AKNA rs3748178 dilakukan melalui teknik
PCR-RFLP menggunakan enzim restriksi Eagl sedangkan pemeriksaan kadar sCD154
dilakukan menggunakan metode ELISA. Hasil uji Kruskal-Wallis menunjukkan adanya
perbedaan kadar sCD154 yang bermakna antar kelompok derajat oftalmopati. Kelompok
derajat 4-6 memiliki kadar sCD154 yang paling tinggi secara bermakna. Penderita penyakit
Graves dengan genotip GG dan alotip G pada gen AKNA ekson 11 rs3748178 memiliki
risiko derajat oftalmopati yang lebih berat. Penderita penyakit Graves dengan kadar sCD154
yang tinggi memiliki derajat oftalmopati yang lebih berat.

Keywords: Penyakit Graves, CD154, AKNA.
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Pendahuluan

Penyakit Graves merupakan suatu kelainan autoimun spesifik organ, ditandai dengan
produksi antibodi terhadap reseptor TSH (TRADb) yang berikatan dengan reseptor TSH
(TSHR) sehingga menyebabkan keadaan hipertiroid.* Manifestasi klinis penyakit Graves yang
paling serius adalah oftalmopati, yakni inflamasi autoimun kronis yang menyerang jaringan
orbita dan retro-orbita.?> Tanda dan gejala oftalmopati bervariasi, gejala yang paling ringan
berupa adanya retraksi kelopak mata, sedangkan yang paling berat adalah gangguan
penglihatan karena kerusakan nervus optikus.> Keadaan oftalmopati secara signifikan
menurunkan kualitas hidup penderita penyakit Graves dan dapat bertahan hingga beberapa
tahun setelah diagnosis dan pengobatan penyakit Graves.*

Berbagai penelitian menunjukkan overekspresi CD154 adalah penyebab mendasar dari
gejala inflamasi pada beberapa kelainan autoimun.® Peningkatan kadar sCD154 ditemukan
pada beberapa penyakit autoimun seperti lupus eritematosus sistemik,®’ artritis reumatoid,
sklerosis multipel dan tiroiditis autoimun.®'® Hasil suatu penelitian membuktikan bahwa
peningkatan kadar sCD154 berperan dalam patogenesis penyakit Graves.**? Peranan CD154
pada beberapa kelainan autoimun telah diketahui, namun hubungannya dengan oftalmopati
Graves masih perlu diteliti lebih lanjut.

CD154 (CD40L/gp39/TRAP) merupakan suatu protein transmembran tipe |IlI,
berukuran 33 kDa, yang diekspresikan oleh sel T CD4" yang teraktivasi.”*** Sel T CD4" yang
teraktivasi tidak hanya mengekspresikan CD154 dalam bentuk terikat pada membrannya, tapi
juga dalam bentuk terlarut (soluble, sCD154). CD154 terlarut merupakan protein berukuran
18 kDa yang terbentuk karena aktivitas enzim proteolitik yang memisahkan domain
transmembran CD154 dengan domain ekstraselulernya.”®*® Domain ekstraseluler CD154
memiliki region yang homolog dengan famili TNF-a yang dapat berikatan dengan CD40,
sehingga CD154 transmembran maupun terlarut memiliki fungsi biologis yang sama dalam
respon imun.’

Ekspresi CD154 diregulasi dengan sangat ketat pada tahap transkripsi. Elemen
regulator gen CD154 memiliki sekuens yang kaya akan basa A/T, oleh karena itu dapat
dikenali oleh faktor transkripsi AKNA (AT-Hook Transcription Factor). Protein ini memiliki
motif AT hooks binding DNA yang dapat berperan meregulasi transkripsi dengan mengubah
arsitektur DNA, sehingga meningkatkan aksesibilitas promotor terhadap faktor transkripsi.
AKNA adalah protein nuklear, memiliki motif AT hooks binding DNA yang terdiri dari asam
amino RTRGRPADS. Motif AT hooks merupakan bagian kecil pada domain protein dengan
sekuens yang khas dimana tripeptida GRP adalah bagian pusat dari domain pengikat DNA.*™

Analisis Single Nucleotide Polymorphism(SNP) oleh Weizmann Institute of Science
menemukan 313 SNP untuk keseluruhan gen AKNA, tapi hanya 11 yang merupakan bagian
koding non sinonim.*?#'22 galah satu SNP yang dinilai cukup memiliki peran biologis
adalah rs3748178 yang terletak pada gen AKNA ekson 11, dengan variasi basa G/A pada
nukleotida 114189600.2** Perubahan nukleotida CGG menjadi CAG menyebabkan asam
amino arginin (R) berubah menjadi glutamin (Q) pada kodon 1119. Perubahan R/Q tersebut
terjadi pada motif AT hooks binding DNA, tepatnya pada tripeptida inti GRP (kodon 1118-
1120), sehingga menjadi GQP yang kurang memiliki muatan positif dan mengurangi afinitas
ikatan DNA. %%

Peningkatan kadar sCD154 pada penyakit Graves telah dibuktikan, namun
hubungannya dengan keparahan oftalmopati Graves belum diketahui. Inflamasi pada
beberapa penyakit autoimun berkorelasi dengan peningkatan jumlah CD154, namun belum
diketahui faktor yang meregulasi peningkatan ini. Penelitian lebih lanjut diperlukan untuk

Madicine” yang dilaksanakan oleh Fakultas Kedokteran Universitas Lampung dan PBBMI cabang Lampung pada tanggal 17-18 Desember 2016

64 Disampaikan pada Seminar Nasional XX PBBMI tentang “Current Excitement in Biochemistry and Molecular Biology for Agriculture and
di Fakultas Kedokteran Universitas Lampung



mengetahui variasi genetik AKNA, peran AKNA terhadap regulasi CD154, dan pengaruh
keduanya terhadap keadaan oftalmopati pada penderita penyakit Graves. Rumusan pertanyaan
adalah bagaimanakah distribusi variasi genetik AKNA ekson 11 rs3748178 pada penderita
oftalmopati Graves di Indonesia? apakah terdapat hubungan genotip dan alotip gen AKNA
ekson 11 rs3748178 dengan derajat oftalmopati penderita penyakit Graves? apakah terdapat
hubungan kadar sCD154 dengan derajat oftalmopati penderita penyakit Graves?. Tujuan
penelitian ini adalah untuk mengetahui variasi genetik gen AKNA rs3748178 dan kadar
sCD154 serta hubungannya dengan derajat oftalmopati pada penderita penyakit Graves.
Manfaat penelitian diharapkan dapat memberikan informasi mengenai peran variasi genetik
AKNA ekson 11 rs3748178 terhadap kejadian oftalmopati yang disebabkan penyakit Graves,
memberikan informasi mengenai peran CD154 terhadap kejadian oftalmopati yang
disebabkan penyakit Graves. Hasil penelitian ini dapat digunakan sebagai informasi awal
untuk pengembangan aplikasi skrining pada penderita penyakit Graves untuk memprediksi
kejadian oftalmopati dan derajat keparahannya.

Metodologi
1. Tempat, waktu dan subyek penelitian

Penelitian ini dilakukan di Poliklinik Metabolik Endokrin Departemen Ilimu
Penyakit Dalam RSUPN dr. Cipto Mangunkusumo Jakarta, Laboratorium Biologi
Molekular Departemen Biologi Kedokteran FKUI dan Loratorium Terpadu FKUI. Subjek
penelitian adalah pasien penyakit Graves yang datang ke Poliklinik Metabolik Endokrin
RSUPN dr. Cipto Mangunkusumo Jakarta. Rancangan penelitian ini telah mendapat izin
Komisi Etik Penelitian FKUI-RSCM (No. 204/UN2.F1/ETIK/2016). Semua data dan hasil
penelitian dijaga kerahasiaannya. Derajat oftalmopati ditentukan berdasarkan klasifikasi
NOSPECS yang diagnosisnya dilakukan oleh dokter spesialis penyakit dalam. Derajat 0
bila tidak ada tanda atau gejala. Derajat 1 bila terdapat retraksi pada kelopak mata dan
mata tampak melotot sehingga kelopak mata atas masuk ke dalam rongga mata jika
memandang ke bawah. Derajat 2 bila terdapat edema atau injeksi pada konjungtiva atau
kelopak mata. Derajat 3 bila terdapat proptosis. Derajat 4 bila terdapat gangguan pada otot
ekstraokular dan diplopia. Derajat 5 bila terdapat gangguan pada kornea sehingga mata
tidak bisa menutup secara sempurna (lagoftalmus). Derajat 6 bila terdapat gangguan
penglihatan karena kerusakan nervus optikus. Pada penelitian ini, subjek penelitian
dikelompokkan menjadi tiga kelompok. Kelompok derajat oftalmopati 0, kelompok
derajat 1-3 dan kelompok derajat 4-6.

Jumlah sampel yang digunakan dihitung berdasarkan rumus proporsidengan jumlah
minimum adalah 43 sampel dan pada penelitian ini digunakan 60 sampel. Kriteria inklusi
pemeriksaan klinis dan laboratorium menunjukkan keadaan penyakit Graves dan bersedia
ikut dalam penelitian dan menandatangani lembar persetujuan sedangkan kriteria eklusi
adalah pasien sudah pernah dilakukan pemberian yodium radioaktif, sudah pernah
dilakukan tindakan operasi tiroidektomi atau oftalmopati dan pasien dalam keadaan hamil
atau menyusui.

2. CaraKerja

Pengumpulan sampel DNA dan serum subjek penelitian yang tersimpan di
Laboratorium Biologi Molekular Departemen Biologi Kedokteran FKUI kemudian
dikelompokkan berdasarkan derajat oftalmopati

a. Pemeriksaan variasi genetik AKNA dilakukan dengan teknik PCR-RFLP.
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Sekuen primer yang digunakan untuk amplifikasi gen AKNA ekson 11 adalah
left/forward primer 5-TCC-TCA-TGC-CTC-TGT-TCT-TTG-3" dan right/reverse
primer 5’-CGC-CCG-GCC-TAT-TCT-TTA-TTA-3’. Primer tersebut menghasilkan
amplikon berukuran 438bp. Proses amplifikasi dilakukan menggunakan mesin PCR
Thermal Cycler T100. Volume setiap reaksi adalah 25 ul yang terdiri atas 12,5 ul PCR
master mix (Kapa Biosystem); 0,25 pl forward primer; 0,25 pl reverse primer; 9,5 pl
ddH,0 dan 2,5 ul DNA genom. Metode PCR meliputi tahap pra-denaturasi selama 5
menit pada suhu 94°C, denaturasi selama 30 detik pada suhu 94°C, annealing
(penggabungan) selama 30 detik pada suhu 53°C, ekstensi (pemanjangan) selama 30
detik pada suhu 72°C dan ekstensi terakhir selama 5 menit pada suhu 72°C. Reaksi ini
berlangsung sebanyak 35 siklus.

Deteksi hasil PCR menggunakan metode elektroforesis dengan gel agarosa 1,6%
yang mengandung 0,5 pl etidium bromida dalam larutan dapar Tris-Acetat-EDTA
(TAE) 1X (0,04 M Tris-asetat, 0,002 M EDTA, pH 8,0). Produk PCR sebanyak 6 pl
dimasukkan ke dalam sumur elektroforesis dengan penanda yang digunakan adalah
DNA ladder 100 bp. Proses elektroforesis dilakukan selama 60 menit pada tegangan
80 volt. Visualisasi pita fragmen DNA hasil elektroforesis diamati dengan iluminator
ultraviolet UV Long Life Filter Spectroline dan difoto dengan kamera digital.

b. Analisis titik polimorfisme gen AKNA ekson 11 rs3748178 dengan teknik RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism).

Analisis polimorfisme gen AKNA dilakukan menggunakan enzim restriksi Eagl
yang memotong sekuen DNA pada rs3748178. Pemotongan sekuen DNA produk PCR
dilakukan dengan cara menambahkan 0,5 pl enzim Eagl; 2 pl larutan dapar; dan 7,5 pl
ddH,0 ke dalam 10 pl produk PCR. Proses inkubasi dilakukan pada suhu 37°C selama
4 jam. Fragmen DNA dianalisis dengan elektroforesis pada gel agarosa 2,4% dalam
TAE 1X pada tegangan 80 volt selama 60 menit. Visualisasi pita fragmen DNA hasil
elektroforesis diamati dengan iluminator ultraviolet UV Long Life Filter Spectroline
dan difoto dengan kamera digital. Pemotongan sekuen DNA dengan enzim Eagl
menghasilkan dua fragmen berukuran 264 bp dan 174 bp. Homozigot wildtype (GG)
dipresentasikan dengan terbentuknya 2 pita DNA berukuran 264 bp dan 174 bp.
Homozigot mutant (AA) dipresentasikan dengan tidak adanya pemotongan dan hanya
terbentuk satu pita DNA berukuran 438 bp. Heterozigot dipresentasikan dengan
terbentuknya 3 pita DNA berukuran 438 bp, 264 bp dan 174 bp.

c. Pemeriksaan kadar sCD154

Pemeriksaan kadar sCD154 dilakukan dengan metode ELISA menggunakan
Human sCD40L Platinum ELISA Kit BMS 239dari Affimatrix, eBioscience. Larutan
standar dipersiapkan terlebih dahulu dengan melakukan dilusi bertingkat dari larutan
stok. Tujuh larutan standar dibuat bervariasi dengan konsentrasi 0,16 ng/ml; 0,31
ng/ml; 0,63 ng/ml; 1,25 ng/ml; 2,5 ng/ml; 5 ng/ml dan 10 ng/ml. Sebanyak 80 ul
sample diluent, 20 ul sampel uji (serum) dan 100 ul HRP conjugate dicampur dengan
merata dan siap untuk dipindahkan ke sumur plat berlapis antibodi monoklonal.
Sumur plat yang telah dilapisi dengan antibodi monoklonal spesifik terhadap sCD154
dicuci dengan wash buffer sebanyak dua kali (tiap sumur 400 pl), kemudian
didiamkan selama 10-15 detik sebelum dibuang. Sumur plat ini harus langsung
digunakan setelah dicuci dan ditiriskan. Sebanyak 150 pl campuran sample diluent,
sampel uji atau larutan standar dan HRP conjugate dimasukkan ke dalam sumur plat
sesuai labelnya. Sumur plat ditutup dengan adhesive film, kemudian diinkubasi pada
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suhu ruang (18°-25°C) selama dua jam di atas mesin shaker dengan kecepatan 400
rpm. Adhesive film dilepas setelah dua jam, isi pada sumur plat dibuang, kemudian
plat dicuci dengan wash buffer sebanyak tiga kali (masing-masing 400 pl). Sebanyak
100 pl TMB substrate solution ditambahkan pada setiap sumur, kemudian diinkubasi
selama 10 menit pada suhu ruang (18°-25°C). Larutan stop solution segera
ditambahkan pada setiap sumur, bila sumur larutan standar dengan konsentrasi 10
ng/ml telah menunjukkan warna biru tua. Perubahan warna dibaca absorbansinya
dengan ELISA Reader pada panjang gelombang 450 nm. Konsentrasi sCD154
ditentukan dengan membandingkan nilai Optical Density (OD) sampel uji dengan
kurva standar kemudian hasil konsentrasi tersebut dikalikan lima sebagai faktor
pengenceran.

3. Analisis statistik pada penelitian ini dilakukan dengan perangkat lunak Statistical Product
and Service Solution (SPSS) versi 22.

Data kategorik berupa variasi genetik dan derajat oftalmopati disajikan dalam bentuk
jumlah atau frekuensi dan persentase tiap kategori (proporsi). Data numerik berupa hasil
pemeriksaan kadar sCD154 disajikan dalam rerata dan simpang baku bila berdistribusi
normal dan disajikan dalam median serta nilai minimum maksimum bila tidak
berdistribusi normal. Hubungan antara variasi genotip dan alotip gen AKNA ekson 11
rs3748178 dengan derajat oftalmopati pada penderita penyakit Graves dianalisis
menggunakan uji Kruskal-Wallis.

4. Hasil Penelitian dan Diskusi
a. Karakteristik Subjek Penelitian

Karakteristik subjek penelitian menunjukkan jumlah penderita oftalmopati
Graves yang dikelompokkan ke dalam derajat 4-6 adalah sebanyak 14 orang (24%),
derajat 1-3 dan derajat 0 masing-masing sejumlah 23 orang (38%). Penderita
oftalmopati Graves lebih banyak ditemukan pada perempuan dengan perbandingan 5:1.
Frekuensi genotip dan alotip gen AKNA ekson 11 rs3748178 pada penderita
oftalmopati Graves yang paling banyak ditemukan adalah genotip GG sebanyak 45
(75%) dan alotip G sebanyak 102 (85%). Rerata kadar sCD154 yang paling tinggi
ditemukan pada kelompok derajat 4-6 (8,06 ng/ml) dan paling rendah ditemukan pada
kelompok derajat 0 (0,59 ng/ml). Penderita oftalmopati Graves dengan derajat 4-6
berjumlah paling sedikit yakni 14 orang, sedangkan penderita oftalmopati Graves
derajat 0 dan 1-3 masing-masing berjumlah 23 orang.

Beberapa penelitian telah membuktikan bahwa dari keseluruhan penderita
oftalmopati Graves, hanya 5-7% yang mengalami keparahan hingga derajat yang berat,
yakni derajat 6 pada klasifikasi NOSPECS.?” Merokok dan pengobatan hipertiroid
dengan yodium radioaktif telah terbukti berhubungan dengan memburuknya derajat
keparahan oftalmopati. Para perokok memiliki respon terapeutik yang kurang baik
terhadap radiasi orbita dan kortikosteroid. Terapi yodium radioaktif meningkatkan
kadar TRAb yang berasosiasi dengan prognosis buruk pada oftalmopati Graves.?®
Pada penelitian ini, merokok dan terapi yodium radioaktif tidak termasuk variabel
yang diteliti. Hal ini disebabkan kesulitan mencari subjek penelitian dengan jumlah
memadai untuk masing-masing variabel pada tiap kelompok, sehingga tidak terjadi
bias dalam interpretasi data.
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Tabel 1. Karakteristik subjek penelitian

Variabel Derajat0  Derajat 1-3 Derajat 4- Total
6

Jenis kelamin, n(%)
Perempuan 16 (70) 21 (91) 13 (93) 50 (84)
Laki-laki 7 (30) 2(9) 1(7) 10 (16)

Genotip gen AKNA

ekson 11 rs3748178,

n(%o)
GG 11 (48) 21 (91) 13 (93) 45 (75)
GA 9 (40) 2(9) 1(7) 12 (20)
AA 3(22) 0 (0) 0 (0) 3(5)

Alotip gen AKNA
ekson 11 rs3748178,

n(%o)
G 31 (67) 44 (96) 27 (96) 102 (85)
A 15 (33) 2 (4) 1(4) 18 (15)

Kadar sCD154

(ng/ml)
Rerata 0,59 5,61 8,06 4,26
Median 0,38 4,70 6,80 1,95
Standar deviasi 0,52 3,82 5,94 4,78
Minimum 0,03 0,15 0,30 0,03
Maximum 1,73 12,72 23,73 23,73

Jenis kelamin perempuan merupakan salah satu faktor risiko pada oftalmopati
Graves. Proporsi pasien oftalmopati Graves pada penelitian ini sebagian besar berjenis
kelamin perempuan (84%). Keadaan ini sesuai dengan data epidemiologi bahwa
prevalensi pasien oftalmopati Graves adalah sebagian besar perempuan dengan
perbandingan 5:1.° Jenis kelamin perempuan sebagai faktor risiko berhubungan erat
dengan peran kromosom X dan hormon sex, terutama estrogen. Beberapa penelitian
telah membuktikan adanya inaktivasi acak kromosom X pada penyakit autoimun.
Kromosom X memiliki miRNA yang tidak terdapat pada kromosom Y dan berperan
pada disregulasi sistem imun. Hormon estrogen menunjang keberadaan sel T
autoreaktif yang dapat menyebabkan autoimunitas.

b. Analisis Molekuler
1. Amplifikasi Fragmen DNA Target dengan Teknik PCR (Polymerase Chain
Reaction)

Amplifikasi DNA target dari gen AKNA ekson 11 rs3748178 dilakukan
dengan teknik PCR. Proses PCR dengan sepasang primer spesifik dilakukan pada
suhu annealing 53°C dan menghasilkan pita tunggal berukuran 438 bp (Gambar
2.)
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Gambar 2. Hasil Elektroforesis DNA target yang diamplifikasi dengan
metode PCR.

Hasil PCR gen AKNA menggunakan primer spesifik yang ditandai dengan

munculnya pita tunggal dengan ukuran 438 bp. M= marker/DNA penanda. Sumur

1-10= DNA sampel.

2. Analisis Titik Polimorfisme Gen AKNA Ekson 11 rs3748178 dengan Teknik
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

Produk PCR berupa DNA yang telah teramplifikasi pada daerah ekson 11 gen
AKNA yang mengandung situs polimorfik pada rs3748178, selanjutnya dipotong
menggunakan enzim restriksi Eagl dengan teknik RFLP. Hal ini bertujuan untuk
mengidentifikasi variasi genetik pada sampel dengan melihat nukleotida yang
mengalami mutasi. Produk PCR yang terpotong menjadi dua fragmen
menunjukkan bahwa sampel tersebut memiliki alel wildtype (G), sedangkan
produk PCR yang tidak terpotong menunjukkan bahwa sampel tersebut memiliki
alel mutant (A). Pemotongan sekuen DNA dengan enzim Eagl menghasilkan dua
fragmen berukuran 264 bp dan 174 bp. Homozigot wildtype (GG) dipresentasikan
dengan terbentuknya 2 pita DNAberukuran 264 bp dan 174 bp. Homozigot mutant
(AA) dipresentasikan dengan tidak adanya pemotongan dan hanya terbentuk satu
pita DNA berukuran 438 bp. Heterozigot dipresentasikan dengan terbentuknya 3
pita DNA berukuran 438 bp, 264 bp dan 174 bp.
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Gambar 3. Hasil RFLP produk PCR gen AKNA yang dipotong dengan enzim Eagl.
M= marker/DNA penanda. Sumur 1,3,5-9= homozigot wild type (GG)
menghasilkan dua pita ukuran 264 bp dan 174 bp. Sumur 10= homozigot mutant
(AA) menghasilkan satu pita ukuran 438 bp. Sumur 2 dan 4= heterozigot (GA)
menghasilkan tiga pita berukuran 438 bp, 264 bp dan 174 bp.

c. Hubungan Genotip Gen AKNA Ekson 11 rs3748178 dengan Derajat Oftalmopati
Penderita Penyakit Graves

Hubungan frekuensi genotip gen AKNA ekson 11 rs3748178 dengan kelompok
derajat oftalmopati Graves tidak dapat diuji dengan chi square 3x3 karena tidak
memenuhi syarat uji chi square. Hal tersebut ditandai dengan adanya sel yang
memiliki nilai 0 dan lebih dari 20% sel mempunyai nilai expected kurang dari lima.
Penggabungan sel dilakukan untuk data genotip GA dan AA yang dibandingkan
dengan genotip GG. Analisis dilakukan dengan uji chi-square 2x2 yang
membandingkan proporsi genotip pada kelompok derajat oftalmopati, kemudian
dilihat nilai odd ratio (OR).

Tabel 2. Hubungan genotip gen AKNA ekson 11 rs3748178 dengan derajat
oftalmopati penderita penyakit Graves
Derajat oftalmopati

. Derajat 1- Derajat 4- OR p*
sz?({;)‘; 0 3 6  (IK95%)
n (%) n (%)
Genotip GG 11 (24) 21 (47) 13 (29) 14,182 0,011
GA 12 (80) 2 (13) 1(7) (1,583-
dan AA 127,013)
Total 23 (38) 23 (38) 14 (24)

*Uji chi-square

Hasil analisis statistik menunjukkan bahwa terdapat perbedaan antara genotip
GG dengan genotip GA dan AA gen AKNA ekson 11 rs3748178 pada kelompok
derajat oftalmopati 1-3 dan 4-6 dibandingkan dengan derajat 0. Proporsi penderita
bergenotip GG dengan derajat oftalmopati yang berat lebih banyak secara bermakna.
Perbedaan proporsi genotip GG dengan genotip GA dan AA pada kelompok derajat 1-
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3 dibandingkan dengan derajat 4-6 tidak bermakna. Genotip GG berisiko 14 kali lebih
besar untuk mengalami oftalmopati derajat 4-6 (Tabel 2).

d. Hubungan Alotip Gen AKNA Ekson 11 rs3748178 dengan Derajat Oftalmopati
Penderita Penyakit Graves

Analisis hubungan frekuensi alotip gen AKNA ekson 11 rs3748178 dengan
kelompok derajat oftalmopati Graves dilakukan dengan uji chi square 2x2, kemudian
dilihat nilai odd ratio (OR). Hasil uji statistik menunjukkan bahwa terdapat perbedaan
antara alotip G dengan A gen AKNA ekson 11 rs3748178 pada kelompok derajat
oftalmopati 1-3 dan 4-6 dibandingkan dengan derajat 0. Proporsi penderita yang
memiliki alotip G dengan derajat oftalmopati yang berat lebih banyak secara
bermakna. Perbedaan proporsi alotip G dengan A pada kelompok derajat 1-3
dibandingkan dengan derajat 4-6 tidak bermakna. Pasien dengan alotip G berisiko 13
kali lebih besar untuk mengalami oftalmopati derajat 4-6 (Tabel 3).

Tabel 3. Hubungan alotip gen AKNA ekson 11 rs3748178 dengan derajat oftalmopati
penderita penyakit Graves
Derajat oftalmopati

Derajat0 Derajat 1-3 Derajat 4- OR P~
n (%) n (%) 6 (IK
n (%) 95%)
Alotip G 31 (30) 44 (43) 27(27) 13,065 0,003
A 15 (83) 2 (11) 1(6) (1,618
Total 46 (38) 46 (38) 28 (24)  105,516)

*Uji chi-square

Variasi genotip gen AKNA dapat diketahui dengan melihat adanya polimorfisme
pada gen tersebut. Polimorfisme gen AKNA ekson 11 terletak pada bagian struktural
yang mengkode motif AT-hook dari faktor transkripsi AKNA. Motif ini akan berikatan
dengan elemen regulator gen CD154, mengubah arsitektur DNA dan menyebabkan
terjadinya upregulasi transkripsi gen CD154. Molekul CD40 sebagai reseptor CD154
juga memiliki elemen ikatan AT-hooks pada bagian promoternya. Penelitian Shiddiga
sebelumnya telah membuktikan bahwa faktor transkripsi AKNA dapat berikatan
langsung dengan elemen regulator gen CD154 dan CD40 serta meregulasi ekspresi
ligan dan reseptornya tersebut.'® Ikatan CD154-CD40 telah terbukti menyebabkan
produksi sitokin proinflamasi, meningkatkan sintesis hialuronan dan prostaglandin,
serta memicu proliferasi fibroblas orbita. Peristiwa tersebut berperan terhadap
remodeling jaringan dan respon inflamasi lokal pada fibroblas orbita.** Beberapa hasil
penelitian tersebut menguatkan dugaan bahwa gen AKNA adalah salah satu kandidat
gen yang berperan pada kejadian oftalmopati Graves.

Salah satu SNP gen AKNA yang dinilai cukup memiliki peran biologis adalah
rs3748178 yang terletak pada ekson 11, dengan variasi basa G/A pada nukleotida
114189600.** Perubahan nukleotida CGG menjadi CAG menyebabkan asam amino
arginin (R) berubah menjadi glutamin (Q) pada kodon 1119. Perubahan R/Q tersebut
terjadi pada motif AT hooks binding DNA, tepatnya pada tripeptida inti GRP (kodon
1118-1120), sehingga menjadi GQP yang kurang memiliki muatan positif dan
mengurangi afinitas ikatan DNA.?>%
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Variasi genetik gen AKNA rs3748178 dapat bertindak sebagai SNP protektif.
Genotip AA yang mengkode asam amino glutamin memiliki risiko keparahan
oftalmopati Graves lebih ringan. Hal tersebut terbukti pada penelitian ini bahwa
genotip AA tidak terdapat pada kelompok derajat oftalmopati 4-6 maupun derajat 1-3.
Hasil analisis statistik menunjukkan bahwa terdapat perbedaan yang bermakna antara
genotip GG dengan GA dan AA gen AKNA ekson 11 rs3748178 pada kelompok
derajat oftalmopati 1-3 dan 4-6 dibandingkan dengan derajat 0 (p=0,011). Proporsi
penderita bergenotip GG dengan derajat oftalmopati yang berat lebih banyak secara
bermakna. Genotip GG berisiko 14 kali lebih besar untuk mengalami oftalmopati
derajat 4-6.

Jumlah penderita oftalmopati Graves dengan genotip GG lebih banyak pada
kelompok derajat 1-3 dibandingkan dengan kelompok derajat 4-6. Hal ini disebabkan
jumlah sampel yang tidak seimbang, sampel pada kelompok derajat 1-3 lebih banyak
hampir dua kali lipat. Jika mengacu kepada persentase genotip GG pada ketiga
kelompok derajat oftalmopati, terlihat bahwa genotip GG memiliki persentase paling
tinggi (92,9%) pada kelompok derajat 4-6.

Penelitian tentang faktor genetik yang memiliki peran terhadap kejadian
oftalmopati Graves masih terus berkembang dan sampai saat ini belum ditemukan
polimorfisme suatu gen yang dinyatakan sebagai faktor kerentanan. Studi meta
analisis HLA-DR3, HLA-DR4 dan HLA-DRY7 tidak dapat membuktikan asosiasi yang
signifikan dengan oftalmopati Graves. Polimorfisme beberapa gen yang telah terbukti
berasosiasi dengan penyakit Graves, seperti CTLA-4, CD40, PTPN22, dan IL-13 tidak
menunjukkan asosiasi yang signifikan terhadap kejadian oftalmopati Graves.” Hasil
penelitian ini dapat memberikan informasi polimorfisme suatu gen target baru yang
berhubungan dengan kejadian oftalmopati.

Hubungan Kadar sCD154 dalam Serum dengan Derajat Oftalmopati Penderita
Penyakit Graves

Hasil uji normalitas pada masing-masing kelompok menunjukkan hanya kadar
sCD154 pada kelompok derajat 1-3 yang berdistribusi normal (p= 0,200), sedangkan
kadar sCD154 pada kelompok lainnya tidak berdistribusi normal (p<0,05). Analisis
statistik non parametrik dipilih untuk menguji adanya hubungan kadar sCD154 dengan
derajat oftalmopati menggunakan uji Kruskal-Wallis yang menunjukkan adanya
perbedaan kadar sCD154 yang bermakna antar kelompok derajat oftalmopati.
Kelompok derajat 4-6 memiliki kadar sCD154 yang paling tinggi secara bermakna
(Gambar 4)
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Gambar 4. Perbandingan nilai median kadar sCD154 antar kelompok derajat
oftalmopati Graves dengan uji Kruskal-Wallis.

Nilai median (minimum-maksimum) kelompok derajat 0= 0,38 (0,02-1,73) ng/ml;
kelompok derajat 1-3= 4,70 (0,15-12,71) ng/ml; kelompok derajat 4-6= 6,80 (0,30-23,73)
ng/ml.

f. Hubungan Genotip Gen AKNA Ekson 11 rs3748178 dengan Kadar sCD154 dalam
Serum Penderita Penyakit Graves

Analisis statistik dengan anava dua jalur dilakukan untuk menguji adanya
hubungan antara genotip gen AKNA ekson 11 rs3748178 dengan kadar sCD154 pada
penderita oftalmopati Graves. Hasil uji statistik menunjukkan adanya perbedaan kadar
sCD154 yang bermakna antara genotip GG, GA dan AA pada gen AKNA ekson 11
rs3748178. Penderita oftalmopati Graves dengan genotip GG pada kelompok derajat
4-6 memiliki kadar sCD154 yang paling tinggi (Gambar 4.4). Hasil uji statistik
menunjukkan bahwa terdapat terdapat perbedaan antara alotip G dengan A gen AKNA
ekson 11 rs3748178 pada kelompok derajat oftalmopati 1-3 dan 4-6 dibandingkan
dengan derajat 0 (p=0,003). Proporsi penderita yang memiliki alotip G dengan derajat
oftalmopati yang berat lebih banyak secara bermakna. Pada kelompok derajat 4-6
hanya terdapat satu alotip A. Hal ini menandakan bahwa alel G berhubungan dengan
derajat oftalmopati yang lebih berat, sedangkan alel A dapat bertindak sebagai alel
protektif pada oftalmopati Graves. Pasien dengan alotip G berisiko 13 kali lebih besar
untuk mengalami oftalmopati derajat 4-6.
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Gambar 5. Perbandingan nilai rerata kadar sCD154 antara genotip GG, GA dan AA
gen AKNA ekson 11 rs3748178 pada kelompok derajat oftalmopati
Graves dengan uji anava dua jalur.

Rerata kadar sCD154 pada genotip GG= 5,61 ng/ml; genotip GA= 0,23 ng/ml; genotip
AA= 0,07 ng/ml.

Gen AKNA mengkode faktor transkripsi AKNA yang berperan meregulasi
transkripsi gen CD154 melalui ikatan motif AT hookdengan elemen regulator gen
CD154. Protein CD154 berperan penting pada respon autoimunitas dan juga peristiwa
remodeling jaringan pada fibroblas orbita penderita oftalmopati Graves.'0tt121314
Penderita oftalmopati Graves yang memiliki alel G maupun alel A dapat
mengekspresikan CD154, namun dengan Kkuantitas yang berbeda. Alel A
menyebabkan asam amino arginin berubah menjadi glutamin pada tripeptida inti motif
AT hooks binding DNA, sehingga kurang memiliki muatan positif dan mengurangi
afinitas ikatan DNA.?“% Hal ini memungkinkan berkurangnya jumlah protein CD154
yang dihasilkan. Overekspresi CD154 telah terbukti berhubungan dengan reaksi
inflamasi pada berbagai penyakit autoimun®'? dan dapat meningkatkan produksi
hialuronan oleh fibroblas orbita.*® Kedua hal ini dapat memperburuk prognosis
oftalmopati Graves.

Hasil penelitian mengungkap bahwa sebagian besar populasi Indonesia memiliki
alotip G. Hal ini dapat menjadi informasi agar penderita penyakit Graves di Indonesia
menghindari faktor lingkungan yang berisiko mencetuskan oftalmopati Graves, seperti
merokok dan terapi yodium radioaktif karena secara genetik populasi Indonesia
berpotensi menderita oftalmopati dengan derajat yang berat.

0. Hubungan Kadar sCD154 dalam Serum dengan Derajat Oftalmopati Penderita
Penyakit Graves

Kadar sCD154 dalam serum penderita penyakit Graves diukur dengan teknik
ELISA. ELISA merupakan uji serologis yang digunakan untuk menganalisis adanya
interaksi antigen dengan antibodi di dalam suatu sampel dengan menggunakan enzim
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sebagai pelapor. Jenis ELISA yang digunakan pada penelitian ini adalah sandwich
ELISA yang memanfaatkan konjugat antibodi-enzim yang digunakan untuk
mendeteksi antigen pada sampel. Hasil penelitian menunjukkan bahwa kadar sCD154
berbanding lurus dengan derajat keparahan oftalmopati Graves. Kelompok derajat 4-6
memiliki kadar oftalmopati yang paling tinggi secara bermakna (p<0,001). Selisih
median kadar sCD154 pada kelompok derajat 4-6 dengan derajat 1-3 dan derajat O
adalah sebesar 2,1 ng/ml dan 6,42 ng/ml. Hal ini menandakan bahwa tingginya kadar
sCD154 dapat memengaruhi risiko kejadian oftalmopati dengan derajat yang berat.
Penelitian yang dilakukan Mysliwiec et al di Polandia menunjukkan terjadi
peningkatan kadar sCD154 dalam serum penderita penyakit Graves yang mengalami
oftalmopati sebesar 4,0 ng/ml dibandingkan dengan penderita tanpa gejala oftalmopati.
Kadar sCD154 dalam serum dengan kejadian oftalmopati pada penelitian tersebut
dilaporkan memiliki hubungan yang bermakna.®*® CD154 terlarut terbentuk karena
aktivitas enzim proteolitik yang memisahkan domain transmembran CD154 dengan
domain ekstraselulernya.™®*® Enzim matrix metalloproteinase (MMP) memisahkan
domain ekstraseluler dari protein transmembran CD154.

Fungsi biologis sCD154 sama dengan protein CD154, karena memiliki domain
yang homolog dengan famili TNF-a yang dapat berikatan dengan CD40. Molekul
sCD154 terbentuk sesaat setelah CD154 terekspresi pada permukaan sel T yang
teraktivasi. Hal ini menunjukkan bahwa tingginya kadar sCD154 dalam serum
mengindikasikan peningkatan ekspresi CD154 pada bagian transmembran.!®3!
Molekul sCD154 akan berikatan dengan CD40 yang terekspresi pada permukaan
fibroblas orbita. Ikatan ligan dengan reseptornya ini dapat menginduksi ekspresi
molekul adhesi, sitokin proinfalmasi dan prostaglandin E, yang berperan dalam
remodeling jaringan pada oftalmopati Graves. lkatan ini juga menginhibisi ekspresi
matrix metalloproteinase, seperti MMP-1 dan MMP-3, yang berperan membentuk
CD40 dalam bentuk terlarut (sCD40). Adanya inhibisi ini menyebabkan sCD154 lebih
banyak berikatan dengan CD40 pada permukaan sel fibroblas orbita dibandingkan
dengan CDA40 terlarut. Transduksi sinyal yang terjadi setelah adanya ikatan sCD154
dengan CD40 menginduksi proliferasi sel fibroblas orbita dan fibrogenesis.**
Penelitian Wang dan Smith menunjukkan bahwa fibroblas orbita mengalami
peningkatan produksi hialuronan yang signifikan ketika diinkubasi dengan CD154.
Hialuronan yang bersifat sangat hidrofil menyebabkan retensi air dan ekspansi volume
jaringan orbita.**

Molekul CD40 juga diekspresikan secara konstitutif pada permukaan sel B.
Ikatan CD154-CD40 berperan pada proses diferensiasi sel B dan induksi sel tersebut
untuk memproduksi antibodi terhadap antigen tertentu. Pada penyakit Graves, sel B
memproduksi autoantibodi terhadap reseptor TSH yang dikenal dengan thyrotropin
receptor antibody (TRAb) yang memiliki dua isoform, yakni thyroid-stimulating
antibody (TSAb) danthyroid stimulation blocking antibody (TBAb).!° Peran CD154
pada pembentukkan autoantibodi ini diduga juga memengaruhi hubungannya dengan
derajat oftalmopati, selain melalui mekanisme aktivasi fibroblas orbita oleh sel T.
Pada penelitian ini peningkatan kadar TRADb pada kelompok derajat oftalmopati tidak
diukur, namun beberapa penelitian lain telah menunjukkan signifikansi hubungannya.
Penelitian Eliana membuktikan adanya peningkatan kadar TRAb pada penderita
oftalmopati Graves dengan derajat berat.*® Ekspresi protein CD154 diatur dengan
sangat ketat melalui beberapa mekanisme, yakni regulasi transkripsi, stabilitas mMRNA,
stabilitas protein monomer dan trimer, ekspresi pada permukaan sel dan sekresi bentuk
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terlarut serta degradasi proteolitik. Pengaturan yang telah diketahui paling berperan
adalah regulasi transkripsi, salah satunya oleh faktor transkripsi AKNA.'® Faktor
transkripsi adalah protein yang berikatan dengan sekuen DNA spesifik untuk memulai
proses transkripsi, oleh karena itu sangat berperan mengatur laju transkripsi suatu gen.
Faktor transkripsi dapat berikatan secara langsung dengan DNA yang bermuatan
negatif melalui domain pengikat DNA.?" Afinitas ikatan faktor transkripsi dengan
sekuen DNA dapat mempengaruhi laju transkripsi, sehingga mempengaruhi jumlah
protein yang dihasilkan. Afinitas yang lebih kuat akan menghasilkan kadar CD154
yang lebih tinggi.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa penderita oftalmopati Graves derajat 4-6
dengan genotip GG pada gen AKNA ekson 11 rs3748178 memiliki rerata kadar
sCD154 paling tinggi secara bermakna (p=0,01). Genotip GG membentuk asam amino
arginin pada inti motif AT-hook faktor transkripsi AKNA. Asam amino arginin
memiliki muatan positif yang lebih banyak sehingga memperkuat afinitas ikatan
dengan elemen regulator pada promoter gen CD154.%%“° Hasil penelitian ini sejalan
dengan penelitian Siddiga yang membuktikan bahwa faktor transkripsi AKNA dapat
berikatan dengan promoter gen CD154 yang kaya akan basa A/T dan meningkatkan
ekspresi CD154."

Kesimpulan

1.

Penderita penyakit Graves dengan genotip GG pada gen AKNA ekson 11 rs3748178
memiliki risiko derajat oftalmopati yang lebih berat.

2. Penderita penyakit Graves dengan alotip G pada gen AKNA ekson 11 rs3748178
memiliki risiko derajat oftalmopati yang lebih berat.

3. Penderita penyakit Graves dengan kadar sCD154 yang tinggi memiliki derajat oftalmopati
yang lebih berat.

4. Penderita penyakit Graves dengan genotip GG pada gen AKNA ekson 11 rs3748178
memiliki kadar sCD154 yang lebih tinggi

Saran

1. Penelitian terhadap faktor genetik dan faktor imunologis lainnya yang berperan pada
etiologi oftalmopati Graves perlu dilakukan. Hal ini karena oftalmopati Graves adalah
penyakit multifaktorial dengan mekanisme patologi yang rumit.

2. Hubungan CD154 terhadap kejadian oftalmopati Graves pada penelitian ini hanya diukur

berdasarkan kadar CD154 terlarut dalam serum tersimpan yang dihubungkan dengan
manifestasi klinis pada mata penderita. Penelitian yang dilengkapi dengan penggunaan
kultur sel fibroblas orbita dan kadar CD40 sebagai reseptor CD154, akan memperkuat
hasil penelitian dan memperjelas mekanisme peranan CD154 terhadap derajat keparahan
oftalmopati Graves.
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Abstrak

Penelitian pola garis lipat telapak tangan pada anak retardasi mental telah dilakukan pada 50
siswa di SLB tipe C Dian Grahita dan SLB tipe C Cempaka Putih. Tujuan penelitian ini untuk
mengetahui perbandingan pola garis lipat telapak tangan pada anak sindrom Down dan
retardasi mental non sindrom Down pada kedua sekolah tersebut. Data yang diperoleh
dihitung persentasenya pada masing-masing pola garis telapak tangan.Penelitian ini
menunjukkan bahwa pola garis lipat tangan normal lebih banyak dijumpai dibandingkan pola
garis lipat tangan yang lain. Perlu kiranya menambah jumlah sampel dan meneliti jenis
kelainan retardasi mental pada siswa non sindrom Down.

Kata kunci: Pola garis lipat tangan, sindrom Down, SLB tipe C
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The Palmar Crease Patterns Of Mental Retardation Students At
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Abstract

Research of palmar crease patterns in children with mental retardation have been done on 50
students in SLB type C Dian Grahita and SLB type C CempakaPutih. The purpose of this
study to compare the pattern of palmar creaseon Down syndrome and mental retardation non
Down syndrome students in both schools. Data obtained percentages are calculated on each
line pattern palms. This study shows that normal hand crease line pattern is more common
than the crease line pattern other hand. It would need to increase the number of samples and
examine the types of abnormalities mental retardation in non-Down syndrome students.

Keywords: palmar crease, Down syndrome, SLB type C
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Pendahuluan

Ada keterkaitan antara kelainan genetic dan pola garis lipat tangan. Hubungan antara
gangguan tubuh dan pola garis lipat tangan (palmar crease) ini menyebabkan dermatoglifi
dapat dijadikan sebagai alat bantu diagnosis beberapa penyakit yang diturunkan secara
herediter. Penelitian tentang dermatoglifi dan gangguan mental telah terbukti memiliki
keterkaitan, seperti pada kasus sindrom Down, skizofrenia, dan epilepsi. Penderita sindrom
Down memiliki gambaran dermatoglifi yang khas dan berbeda dari orang normal.*?
Dermatoglifi menunjukkan kelainan pola, bentuk, ukuran, dan kompleksitas yang khas pada
individu yang memiliki kelainan kromosom, sehingga dermatoglifi dapat dipakai sebagai alat
bantu diagnosis.® Garis lipat telapak tangan dapat dikelompokkan menjadi normal, garis
Simian, dan garis Sidney. Garis Simian adalah garis lipat tangan transversal yang terbentuk
karena gabungan garis lipat tangan proksimal dan distal.Lipatan tunggal memanjang di
telapak tangan, yang dibentuk oleh gabungan dua lipatan palmar melintang, dinamakan
demikian karena lipatan tersebut menyerupai lipatan tanganpadasimians non-manusia
(primata). Garis Sidney merupakan garis lipat tangan proksimal yang memanjang mencapai
garis ulnar tangan.*”

Garis lipatan tangan (palmar) mudah dianalisa karena pengambilannya tidak
menyakitkan dan tidak membutuhkan biaya tinggi.® Garis Simian adalah salah satu kelainan
lipatan palmar yang mendapat perhatian medis karena sangat terkait dengan kelainan
beberapa kromosom manusia.* Analisis dermatoglifi pada garis lipat tangan normal
ditemukan 66,7% pasien leukemia akut dan 88,3% pada orang normal. Frekuensi garis
Simian ditemukan sebanyak 18,5% pada pasien leukemia akut dan 4,2% orang normal.’

Anak retardasi mental memiliki keterbatasan kecerdasan yang mengakibatkan dirinya
sukar untuk mengikuti program pendidikan disekolah biasa secara klasikal.” Anak dengan
gangguan mental umumnya mengenyam pendidikan di sekolah luar biasa (SLB) tipe C. Dua
SLB tipe C yaitu Dian Grahita dan Cempaka Putih memiliki siswa retardasi mental dengan
beberapa diagnosis. Fenotip Sindrom Down pada siswa di kedua sekolah ini paling mudah
dikenali di antara jenis retardasi mental yang lain.

Tujuan penelitian ini untuk mengetahui perbandingan pola garis lipat telapak tangan
pada anak sindrom Down dan retardasi mental non sindrom Down pada siswa sekolah luar
biasa (SLB) tipe C.

Metodologi

Penelitian ini merupakan penelitian deskriptif memakai desain potong lintang.
Pengambilan data dilakukan terhadap 31 siswa SLB tipe C Dian Grahita dan 19 siswa SLB
tipe C Cempaka Putih, Jakarta Pusat yang berusia 6-18 tahun. Tangan subjek penelitian
ditempelkan tinta, kemudian diminta mencetakkan pola garis lipat telapak tangan di atas
kertas. Hasil pola garis lipat telapak tangan diamati dan dianalisa. Siswa yang memiliki cacat
pada satu atau kedua telapak tangannya dieksklusi. Data dianalisis secara deskriptif, yaitu
dengan cara penjabaran data dalam bentuk tabel.

Hasil dan pembahasan

Distribusi siswa laki-laki dan perempuan ada 31 siswa SLB tipe C Dian Grahita dan 19
siswa SLB tipe C Cempaka Putih (Tabel 1). Jumlah sampel siswa laki-laki sampel lebih
mendominasi dibandingkan jumlah siswa perempuan, baik pada SLB Dian Grahita maupun
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SLB Cempaka Putih. Sulitnya mendapatkan sampel dari siswa merupakan salah satu kendala
dalam penelitian ini, mengingat adanya keterbatasan intelektual pada penderita sehingga ikut
mempengaruhi jumlah sampel dan distribusi jenis kelamin yang diperoleh. Gangguan atau
kelaiQan pada anak retardasi mental menyebabkan disfungsi intelektual dan adaptasi tingkah
laku.

Tabel 1.Distribusi Jenis Kelamin

Kelompok Jeniskelamin
Laki-laki Perempuan
n % n %
SLB Dian Grahita 23 74,19 8 25,81
SLB 11 57,90 8 42,10
CempakaPutih
Tabel 2.Distribusi Diagnosis Siswa
Kelompok JenisRetardasi Mental
Sindrom Down Non Sindrom Down
n % n %
SLB Dian Grahita 20 64,52 11 35,48
SLB CempakaPutih 3 15,79 16 84,21

Kelainan sindrom Down sangat khas dan nampak jelas dapat dibedakan fenotipnya
dibandingkan jenis retardasi mental yang lain sehingga lebih mudah untuk diamati. Anak
Sindrom nampak sering membuka mulutnya dan sering bernapas lewat mulut.” Fenotip yang
khas lainnya adalah hidung nampak lebar, jembatan hidung datar, dan adanya lipatan
epikantus pada kelopak mata.'® Tabel 2 menunjukkan bahwa siswa Sindrom Down pada SLB
Dian Grahita memiliki prosentase yang lebih tinggi dibandingkan SLB Cempaka Putih.

Tabel 3. Distribusi jenis pola lipat telapak tangan

Tangan Kanan Tangan Kiri
L P L P
n % n % n % n %
SLB Dian Grahita
- Normal 10 20 5 10 15 11 22 5 10 16
- Simian 8 16 1 2 9 4 8 1 2 6
- Sidney 0 0 0 0 0 2 4 0 0 2
- Tidakteridentifikasi 5 10 2 4 7 5 10 2 7 7
SLB CempakaPutih
- Normal 7 14 6 12 13 7 14 7 14 14
- Simian 3 6 2 4 5 2 4 1 2 3
- Sidney 0 0 0 0 0 1 2 0 0 1
- Tidakteridentifikasi 1 2 0 0 1 1 2 0 0 1

Data padaTabel 3 terlihat adanya dominansi pola garis lipat normal tangan kanan dan
kiri baik pada SLB Dian Grahita maupun SLB Cempaka Putih. Kelainan pola Simian
merupakan kelainan yang lebih banyak dijumpai dibandingkan dengan pola Sidney. Pola
Simian siswa di kedua sekolah tampak dijumpai lebih banyak pada laki-laki dibandingkan
perempuan. Penelitian Malla et al (2010) menunjukkan bahwa laki-laki memiliki pola garis
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Simian lebih banyak dijumpai pada tangan kanan (76%) dibandingkan tangan kiri (24%).* Perempuan menunjukkan pola sebaliknya
pada perempuan pola Simian lebih banyak ditemukan di tangan kiri (71%) dibandingkan tangan kanan (29%). Perbedaan hasil penelitian
tersebut dapat disebabkan jumlah sampel yang sedikit dan probabilitas jenis kelamin siswa yang tidak seimbang.

Tabel 4. Distribusi Jenis Pola Lipat Telapak Tangan Pada Siswa Laki-laki dan Perempuan

Kelompok | Kelompok 11 Kelompok 111 Kelompok 1V KelompokV KelompokV I KelompokVII
L P Xz L P z L P z L P z L P > L P T L P )
n(%) n (%) n n (%) n(%) n (%) n(%) n (%) n(%) n (%) n n n n
(%) (%) (%) (%) (%)

SLBDian 6(12) 7(14) 13 0() O0() 0 3(6) 0 3 4(8) 2(4) 6 120 1(2) 2 0() 0(0) 6 1(2) 7
Grahita (12)
SLB 6(12) 6(12) 12 00 0(0 0 1() 12 2 2(4) 1@ 3 1( 0 1 0( 0(O 0 1) 0(0) 1
Cempaka
Putih

Keterangan

I ; Kelompok pola garis lipat tangan normal pada kanan dan normal pada Kiri

I : Kelompok pola garis lipat tangan normal pada kanan dan Simian pada Kiri

11 ; Kelompok pola garis lipat tangan Simian pada kanan dan normal pada Kiri

v : Kelompok pola garis lipat tangan Simian pada kanan dan Simian pada Kiri

\/ ; Kelompok pola garis lipat tangan normal pada kanan dan Sidney pada kiri

Vi : Kelompok pola garis lipat tangan Sidney pada kanan dan normal pada Kiri

VIl ; Kelompok pola garis lipat tangan yang tidak teridentifikasi

L : Kelompok retardasi mental laki-laki

P ; Kelompok retardasi mental perempuan

Tabel 4 menunjukkan prosentase siswa laki-laki dan perempuan pada kedua SLB memiliki nilai yang kurang lebih sama dan paling
mendominasi dalam fenotip garis lipat tangan normal. Posisi berikutnya diikuti oleh kelompok pola garis lipat tangan Simian pada kedua
tangan yang didominasi oleh siswa laki-laki. Tidaklah mengherankan jika data pada Tabel 4 ditemukan pola garis palmar yang berbeda pada
laki-laki gan perempuan. Gahloe et al (2015) menyatakan bahwa jenis kelamin dapat mempengaruhi ekspresi pola lipat telapak tangan
(palmar).
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Tabel 5. Distribusi jenis pola lipat telapak tangan pada siswa sindrom Down dan non sindrom Down

Kelompok | Kelompok 11 Kelompok 111 Kelompok 1V KelompokV KelompokVI  KelompokVII
A B »» A B »» A B X A B A B T A B T A B x
n (%) n (%) n n n n n (%) n n n n n n n
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
(S'B'Fth'ﬁ;a” 8(16) 5(10) 13 0(0) 0(0) 0 3(6) 0(0) 3 5(10) 1(2) 6 2(4 0() 2 0(0) 0(0) 0 (162) 1) 7
SLB 00 1224 12 0O 00O 0 12 12 2 12 24 3 00O 12 1 0O 0O 000D 12 1
Cempaka
Putih
Keterangan
I : Kelompok pola garis lipat tangan normal pada kanan dan normal pada Kiri
I ; Kelompok pola garis lipat tangan normal pada kanan dan Simian pada Kiri
I : Kelompok pola garis lipat tangan Simian pada kanan dan normal pada Kiri
v : Kelompok pola garis lipat tangan Simian pada kanan dan Simian pada Kiri
\/ : Kelompok pola garis lipat tangan normal pada kanan dan Sidney pada Kiri
VI : Kelompok pola garis lipat tangan Sidney pada kanan dan normal pada kiri
VIl : Kelompok pola garis lipat tangan yang tidak teridentifikasi
A : Kelompok retardasi mental Sindrom Down
B : Kelompok retardasi mental non Sindrom Down

Pola garis lipat tangan normal cukup mendominasi baik pada SLB Dian Grahita maupun SLB Cempaka Putih, namun memiliki pola
yang terbalik pada distribusi jenis diagnosis (Tabel 5). Pola garis normal pada SLB Dian Grahita banyak ditemui pada kelompok sindrom
Down (16%), sedangkan SLB Cempaka Putih justru pada jenis retardasi non Sindrom Down (24%). Pola distribusi pola garis lipat tangan
Simian pada kedua tangan terbalik pada kedua SLB ini. Siswa sindrom Down banyak dijumpai pada SLB Dian Grahita (10%), sedangkan
kelompok retardasi mental non sindrom lebih banyak pada populasi SLB Cempaka Putih (4%). Siswa pada kedua sekolah sama-sama tidak
dijumpai pola garis lipat tangan normal (kanan) dan Simian (kiri). Hal yang sama juga dijumpai pada kelompok pola garis lipat tangan Sidney

pada kanan dan normal pada kiri.
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Penderita sindrom Down (trisomi 21) biasanya memiliki fenotip yang khas pada pola
telapak tangannya, menunjukkan pola Simian sebanyak 63% (Sunilkumar, 2015). Populasi
kelompok garis Simian pada penelitian ini tidak terlalu tinggi kemungkinan disebabkan
karena jumah siswa retardasi mental yang dapat diambil datanya tidak banyak. Hal tersebut
terkait dengan kesulitan saat pengambilan data, karena ketidakstabilan emosi siswa.
Kemunculan pola Simian yang cukup tinggi tidak hanya ditemukan pada populasi sindrom
Down, juga pada pasien leukimia akut. Rathee et al (2014) menunjukkan bahwa frekuensi
garis Simian ditemukan sebanyak 18,5% pada pasien Leukimia akut, sedangkan dan 4,2%
pola ini ditemukan pada orang normal. Pola ini memang lebih banyak ditemukan pada
populasi penduduk etnis Asia dan Amerika dibandingkan etnis lainnya.*?

Kesimpulan dan Saran

Penelitian ini menunjukkan bahwa pola garis lipat tangan normal lebih banyak dijumpai
dibandingkan pola garis lipat tangan yang lain. Perlu kiranya menambah jumlah sampel dan
meneliti jenis kelainan retardasi mental pada siswa non sindrom Down.
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Rekayasa Biokimiawi dan Rekayasa Genetika dalam Produksi
Antibiotik-Makrolida Baru

Umar Anggara Jenie

Departemen Kimia Farmasi, Fakultas Farmasi UGM

Abstrak

Antibiotik makrolida merupakan jenis antibiotik yang banyak digunakan dalam praktek klinik.
Eritromisin, klaritromisin dan azitromisin adalah dua contoh antibiotik makrolida yang sering
digunakan. Pengembangan jenis makrolida ini dapat dilakukan dengan teknik rekayasa
biokimiawi maupun rekayasa genetika. Omura et al., telah mengembangkan suatu metode
rekayasa bokimiawi yang dikenal dengan teknik biosintesis hibrida. Dalam penelitian yang
dilakukan oleh kelompok Penelitian Ertromisin UGM, telah dilakukan modifikasi struktur
eritromisin dengan menggunakan teknik biosintesis hidrida. Dalam modifikasi ini gula-gula
antibiotik eritromisin: kladinosa dan desosamina diganti dengan gula-gula antibiotika dari
spiramisin: forosamina, mikarosil-mikaminosa, sehingga terjadi antibiotika hibrida: MFE,
MME dan MMFE. Rekaya genetika merupakan teknik yang banyak dikembangkan oleh Big-
pharma dunia untuk memodifikasi struktur molekul eritromisin. Dengan semakin
tersingkapnya mekanisme proses biosintesis eritromisin dalam mikroba penghasil, pada level
genetika, maka telah banyak dilakukan deleting (penghapusan) atau precursor uploading baru
pada gena penyandi biosintesis ertitromisin sehingga diproduksi turunan-turunan eritromisin
baru.

Kata-kunci: antibiotik-makrolida, teknik biosintesis hibrida, rekayasa genetika
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Pendahuluan

Antibiotik jenis makrolida, pertama kali ditemukan oleh Brockmann dan Henkel
pada tahun 1950, diisolasi dari mikroba spesies Streptomyces felleus. Antibiotik makrolida
ini dinamakan pikromisin (pikromycin), karena rasanya yang pahit. Struktur kimia pikromisin,
dan antibiotik sejenis lainnya yang kemudian muncul, memperlihatkan fitur yang menarik,
yaitu terdiri dari cincin lakton-makrosiklik. Woodward menamakan struktur lakton-
makrosiklik tersebut sebagai makrolida, untuk menggambarkan jenis antibiotika ini.?

Cincin lakton-makrosiklik dari pikromisin dan antibiotik makrolida sejenisnya,
mengikat dua jenis gula, yaitu gula-deoksi netral dan gula-deoksi amino. Dengan demikian
dapat disimpulkan bahwa antibiotika makrolida adalah jenis antibiotika, yang struktur-
kimianya terdiri dari cicin lakton makrosiklik yang besar, dengan mengikat satu atau lebih
gula deoksi (gula netral atau gula-amino). Cincin makrolakton biasanya merupakan cincin
bersegi-12, 14, 15, atau 16.

Beberapa makrolida mempunyai aktivitas sebagai antibiotika atau antifungi, dan banyak
digunakan sebagai sediaan farmasi

STRUKTUR ANTIBIOTIK MAKROLIDA

N(CH3),
o o O‘%/ Gula-amino

(@)
© Gula-netral

Aglikon
Glikon
Gambar 1.  Struktur umum antibiotika-makrolida, terdiri dari bagian: Aglikon, yang
umumnya merupakan cincin makro-lakton (segi-12, -14, -16), dan Glikon,
yang terdiri dari gula-netral dan gula-amina.

Hampir semua antibiotik makrolida alamiah (natural macrolide antibiotics)
dihasilkan oleh mikroba, ordo (bangsa) Actynomycetales, dari genus (marga) Actinomyces,
Norcadia dan Streptomyces. Namun beberapa spesies mikroba dari marga Micromonospora
dikenal pula menghasilkan antibiotik makrolida seperti megalomisin, sinamisin. Eritromisin,
dihasilkan oleh mikroba species (jenis) Saccharopolyspora erythraea (dulu dikenal sebagai
Streptomyces erythraeus, sebelum dilakukan retaksonomi 1989). Eritromisin juga dihasilkan
oleh beberapa mikroba lain, seperti S. griseoplanus, Arthrobacter sp.

Produksi Antibiotik Makrolida umumnya dilakukan dengan Teknik Fermentasi.
Beberapa teknik fermentasi telah dikembangkan oleh berbagai Industri Farmasi baik secara
sendiri maupun bekerjasama dengan universitas. Sedangkan pengembangan selanjutnya
dilakukan dengan berbagai metode kimiawi dan biokimiawi/biomolekuler.

Berbagai cara atau teknik pengembangan antibiotik-makrolida antara lain dengan:
1. Teknik Sintesis, umumnya adalah Teknik Semi-Sintesis Stereospesifik.
2. Teknik Rekayasa Biokimiawi ( a.l. Biosintesis Hibrida)
3. Rekayasa Genetika
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Produksi Antibiotik Makrolida

Hampir semua antibiotik diproduksi dengan menggunakan teknik fermentasi terhadap
mikroba penghasil. Tahapan pada teknik fermentasi produksi antibiotik adalah: (1) Pembuatan
Inokulum, propagasi mikroba penghasil; (2) Persiapan fermentasi, (prefermenter); (3)
Fermentasi dalam fermentor; (4) Separasi biomassa dan supernatan; (5) Extraksi antibiotik
dari supernatan; dan (6) Purifikasi antibiotik; (7) Elusidasi struktur Antibiotik; dan (8) Uji
Farmakologi antibiotik.

| Fermentation process |

. —> Culture fluid — Cell

Propagation of microorganism ‘ '
‘ bag g '—i-wﬂl ﬂ—". ‘ Separation and purification methods
‘.} -
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I
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fermenter s cell-free
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Fermenter
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Product extraction
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T i treatment

Medium raw materials .
Product packaging

Gambar 2. Skema Produksi Antibiotik dengan teknologi Fermentasi

Pengembangan Antibiotik Makrolida
Teknik Rekayasa Biokimiawi

Salah satu jenis teknik rekayasa biokimiawi adalah Teknik Biosintesis Hibrida. Teknik
ini dikembangkan oleh Satoshi Omura et. Al, untuk mengkonstruksi molekul baru antibiotik
hibrida.® Antibiotik hibrida, merupakan antibiotik makrolida, yang struktur kimianya
merupakan penggabungan (hibrid) dari dua antibiotik alamiah.

Gambar 9 menunjukkan contoh umum terjadinya antibiotik hibrida. Struktur kimia
antibiotik hibrida terdiri dari bagian glikon yang berasal dari antibiotik-A sedang bagian
aglikonnya berasal dari antibiotik-B. Untuk melakukan teknik biosintesis hibrida, maka
struktur kimia dari kedua antibiotika tersebut harus sudah diketahui secara pasti. Begitu pula
lintasan biosintesis (biosynthetic pathway) dari kedua antibiotik itu sudah diketahui pula
secara pasti.
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Gambar 3. Teknik Biosintesis Hibrida

Gambar 3 memperlihatkan skema teknik biosintesis hibrida. Fermentrasi mikroba-
alamiah Streptomyces sp akan menghasilkan antibiotik-makrolida-A. Biosintesis antibiotika-
A dalam mikroba terdiri dari dua jalur. Jalur pertama adalah biosintesis untuk membuat cincin
makrolida, jalur ini dikenal dengan nama jalur poliketida. Sedang jalur kedua adalah jalur
biosintesis untuk membuat gula-gula antibiotika, jalur ini dikenal dengan jalur karbohidrat.

Apabila dalam proses fermentasi Streptomyces sp ditambahkan antimetabolit:
serulenin, maka serulenin ini akan “mematikan” jalur biosintesis poliketida, sehingga cincin
makrolakton tidak terbentuk. Namun jalur biosintesis karbohidrat tidak terganggu oleh adanya
serulenin, sehingga gula-gula antibiotika tetap terbentuk. Apabila dalam proses ini, kemudian
ditambahkan senyawa makrolida lain dari luar, maka senyawa makrolida eksternal ini akan
mengikat gula-gula antibiotika, sehingga terbentuklah antibiotik-makrolida hibrida (lihat
Gambar-111).2

Kelompok Penelitian Eritromisin (KPE), PAU-Bioteknologi-UGM telah melakukan
riset pembuatan antibiotika hibrida, dengan menggunakan metode dari Omura.*® Antibiotika
hibrida yang dibuat adalah dengan mengubah gula-amino maupun gula-netral dari eritromisin
dengan gula-amino dan gula-netral dari spiramisin. Tujuannya utamanya adalah agar
terbentuk antibiotika makrolida baru, dengan cincin makrolakton eritronolida, namun dengan
gula-gula antibiotika yang lebih crowded, yang berasal dari gula-gula antibiotik spiramisin.
Dengan adanya gula yang lebih meruah ini (terdiri dari disakarida) maka diharapkan
antibiotik baru ini akan lebih tahan terhadap asam, dengan kata lain, substitusi internal
nukleofilik antara gugus hidroksi (OH) pada C6 terhadap gugus karbonil C9 akan lebih sulit
terjadi.

Teknik biosintesis hibrida dilakukan dengan pertama-tama melakukan fermentasi
Streptomyces ambofaciens (penghasil spiramisin). Kedalam proses fermentasi ini
ditambahkan suatu antimetabolit, yi serulenin. Serulenin ini akan mencegah terjadinya
biosintesis makrolakton (spiralida), yaitu dengan cara mengikat condensing enzyme (seperti
sintase B-keto-ACP) sehingga kondensasi tipe Claisen, yang merupakan awal dari biosintesis
makrolakton tidak terjadi. Namun gula-gula antibiotik dari spiramisin yaitu: forosamina,
mikarosa dan mikaminosil tetap terjadi. Kedalam proses fermentasi ini kemudian
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dimaksukkan mutan Saccharopolysopora erythraea yang hanya menghasilkan cincin
makrolakton eritronolida-B saja.

Eritronolid-B ini akan mengikat gula-gula antibiotika: forosamina, mikarosa dan
mikaminosa, sehingga akan terbentuk antibiotik makrolid-hibrida. Penelitian menghasilkan
tiga macam antibiotika hibrida yaitu: (1) Mikarosil-forosaminil eritronolida-B (MFE), (2)
Mikarosil-mikaminosil eritronolid-B (MME) dan (3) Mikarosil-mikaminosil-forosaminil
eritronolida B (MMFE)(lihat Gambar 4).

Streptomyces ambofaciens Mutant

Treated with Cerulenin Saccharopolyspora enythraea

............................................. -
'
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pathway : N
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(MMFE) (Jenie et al., 1998b) (Jenieet al., 1998b) (Jenie et al., 1998b)

Figure-2 : Hybrid Biosynthetic Technique producing MFE, MME and MMFE
Gambar 4. Biosintesis Hibrida, membentuk MMFE, MFE dan MME?”

Molecular Docking.

Produk yang dihasilkan sangat kecil, sehingga hanya cukup untuk dilakukan elusidasi
struktur. Penentuan aktivitas biologiknya dilakukan dengan menggunakan metoda Molecular
Docking. Molecular docking dilakukan terhadap rRNA 23S Deinococcus radiodurans.®”

Hasilnya menunjukan bahwa: (1) MFE dan MMFE terikat pada celah yang sama
dengan eritromisin-A pada rRNA 23S D. radiodurans; dan diprediksi memiliki mekanisme
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aksi antibiotik yang sama. (2) Keberadaan dimer mikarosil-mikaminosa menyebabkan
interaksi molekul MMFE pada peptide exit tunnel rRNA 23S lebih stabil dibanding
ertromisin-A. (3) Antibiotik baru MMFE diprediksi memiliki potensi antibiotik terhadap D.
radiodurans lebih baik dari eritromisin-A. (4) Antibiotik baru MFE diprediksi memiliki
aktivitas yang sama dengan eritromisin-A.>’

MMFE
Compound-3

OH

MME
Compound-2

Gambar 5. Antibiotik Hibrid Makrolida: MFE, MME dan MMFE*®

Tabel 1. Data *H-NMR (500MHz) dari MFE, MME dan MMFE (condesed)

Senyawa Geser kimiawi Integrasi Proton Gugus
(J) ppm
1 2.08 1H H-12 Eritronolida B
MFE 2.09 6H N(CHs)2 Forosamina
3.30 1H H-5’ Mikarosa
2 2.07 1H H-12 Eritronolida B
MME 2.26 6H N(CHs)2 Mikaminosa
3.30 1H H-5’ Mikarosa
3 2.18 1H H-12 Eritronolida B
MMFE 1.89 6H N(CHjs) Forosamina
2.15 6H N(CHs), Mikaminosa
2.80 1H H-5’ Mikarosa

M

MFE

MFE

Gambar 6. Docking MMFE (biru) dan MFE (kuning) berada pada celah yang sama

dengan Eritromisin-A (merah, standard, X-ray)
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MMFE (dock 4, RMSD = 2,55) MFE (dock 5, RMSD = 2,20 A)

Posisi pengikatan relatif MMFE (biru) dan MFE (kuning) terhadap
eritromisin-A (merah) masing-masing hanya berselisih 2,55 dan 2,20

Gambar 7. Posisi relatif MFE (dock 8) dan MMFE (dock 4)°®”

Teknologi Rekayasa Genetika

Pengembangan antibiotik-makrolida dengan teknik rekayasa genetika ini, telah banyak
dilakukan oleh beberapa big pharma di negara-negara maju, seperti Abbot Laboratory, yang
bekerja sama dengan universitas. Untuk melakukan pengembangan dengan teknik rekayasa
genetika ini, diperlukan pemahaman yang mendalam tentang proses biosintesis dari makrolida
yang akan dikembangkan, sampai proses pada tingkat gena.

Sebagai contoh, pengembangan antibiotik eritromisin dengan rekayasa genetika
difokuskan pada perubahan pada cincin lakton makrosikliknya, yaitu pada aglikon
eritronolida.® Biosintesis eritromisin berlangsung di dalam mikroba penghasilnya, a.l.:
Saccharopolyspora erythraea. Proses biosintesis eritromisin-A berlangsung melalui
mekanisme acylpolymalonate pathway (jalur asilpolimalonat), dan terjadi di dalam sistem
kompleks multienzim yang disebut FAS (Fatty Acid-like Synthase). Jalur biosintesis
eritromisin diawali dengan reaksi kondensasi tipe Claisen antara 1 unit propionil koenzim-A
(sebagai starter unit) dengan 6 unit metilmalonil koenzim-A (sebagai extender units atau unit
pengembang).

Biosintesis eritromisin-A  berlangsung dalam dua Tahap. Tahap-l adalah
pembentukkan intermediat eritronolida-B di dalam sistem kompleks multi enzim, FAS; dan
Tahap-I1 adalah konstruksi molekul eriromisin-A dari eritronolida-B, yang berlangsung di
luar sistem multi enzim FAS

(@]

(@)
H3C SKoA Kondensasi tipe-Claise
o
1 Unit SKoA + 6 Unit + H20
=

CHs o oH - 6CO2

- 7 KoA-SH

Propionil-KoA

CH3

6-Deoksieritronolida-B

Metilmalonil-KoA

CH3

Eritronolida-B

Gambar 8. Reaksi Biosintesis Eritromisin Tahap-1: Pembentukan Eritronolida-B
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Pada Gambar-VIII menunjukkan reaksi pembentukan eritronolida-B dari starting
materials, 1 unit propionil koenzim-A dengan 6 unit metilmalonil koenzim-A, berlangsung
pada permukaaan Fatty acid-like Synthase (FAS). Reaksi biosintesis ini terjadi di dalam sel
mikroba (intracellular) dan berlangsung dalam 6 tahap, dan tiap tahapnya dikatalisis oleh
beberapa enzim-enzim yang berbeda. Enzim-enzim utama tersebut adalah: acyltransferase
(AT), acyl carrier protein (ACP), ketosynthase (KS), ketoreductase (KR), dehydratase (DH),
enoyl reductase (ER), thioesterase (TE).>*

Seperti telah dijelaskan diatas, reaksi pembentukan eritronolida-B berlangsung dalam
6 tahap, dan dikatalisis oleh enzim-enzim uatama tersebut. Enzim-enzim utama itu terkumpul
dalam 6 modul, yang setiap modulnya mengkatalisis tiap tahap reaksi. Jadi ada 6 modul yang
tiap modulnya mengkatalisis satu tahap reaksi. Modul-1 berisi enzim: KS, AT, KR, ACP,
modul-2: KS, AT, KR, ACP, modul-3: KS, AT, ACP, modul-4: KS, AT, DH, ER, KR, ACP,
modul-5: KS, AT, KR, ACP, dan modul-6: KS, AT, KR, ACP.
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Gambar 9. Biosintesis Eritronolida-B pada tingkat genetik®

Modul-modul enzim ini disandi oleh gen yang dikenal sebagai gen DEBS yang BM-
nya hampir sama. Modul-1 dan modul-2 disandi oleh DEBS1 (371.9 kDa, modul-3 dan
modul-4 oleh DEBS2 (375.4 kD), sedang modul-5 dan mopdul-6 oleh DEBS2 (332.2 kDa).

Modifikasi Struktur Makrolida

Modifikasi struktur makrolida dapat dilakukan dengan menggunakan pendekatan
rekayasa geetika. Apabila salah satu gen yang menjadi enzim tertentu, misal gen yang
bertanggung jawab pada pembentukan KR (ketoreductase) dalm modul-5 dihapus (deleting),
maka proses reduksi gugus [I-keto tidak terjadi sehingga akan menghasilkan struktur
makrolida yang berbeda.

Begitupula apabila insersi (insertion) gen asing dilakukan pada sistem gena DEBS1
misalnya, maka makrolida yang terjadi juga akan mempunyai stuktur kimia yang berbeda,
tergantung dari jenis gen yang diinsersikan. Gambar 11 menunjukkan contoh modifikasi
struktur makrolida secara genetika. Modifikasi struktur eritromisin dapat dilakukan dengan
teknik rekayasa genetika, berbasis pada gambaran lengkap biosintesis eritromisin pada tingkat
gena diatas.
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Gambar 11. Biosintesis Eritromisin pada Level Gena

Catatan Penutup

1. Pengembangan antibiotik-makrolida, juga bahan baku obat lainnya, dapat dilakukan
dengan berbagai teknik atau cara, baik kimiawi, biokimiawi maupun pendekatan
genetikawi.

2. Sumberdaya manusia Indonesia, utamanya para sarjana farmasi, umumnya telah
menguasai teknik-teknik untuk modifikasi struktur molekul dari suatu obat, berbasiskan
pada  pertimbangan-ilmiah  yang terdapat pada khazanah ilmu  kimia
medisinal/farmakokimia.

3. Sudah saatnya dimulai untuk secara lebih serius mengembangkan bahan baku aktif obat;
dan untuk itu diperlukan dukungan politik yang kuat dari Pemerintah, sehingga
ketergantungan pada bahan baku impor dapat dikurangi secara signifikan.
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