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KARAKTERISASI CASPASE 10 SEBAGAI PROTEIN INISIATOR 

APOPTOSIS PADA BURSA FABRISIUS AYAM 

PEDAGING SETELAH DlINFEKSI 

VIRUS GUMBORO 

Novia Yuli Astutik 

ABSTRAK 

Penelitan ini bertujuan untuk mengidentifikasi karakter caspase J 0 protein 
inisiator apop~osis pada bursa fubrisius aYaDl pedaging setelah diinfeksi virus 
gurnboro. Dengan diketahuinya protein inisiator terbadap apoptosis tersebut dapat 
dikembangkan untuk membuat bahan pengeblok (blocking agent) terhadap 
apoptosis. 

Hewan coba ayam pedaging sebanyak 50 ekor dengan umur 21 hari. 
Perlakuan dengan infeksi virus gurnboro digunakan 25 ekor ayam dan 25 ekor 
ayam lainnya untuk kontrol. Semua ayam perlakuan diinfeksi dengan virus 
gurnboro secara peroral, intrankuler, intrak.loaka dengan dosis 1000 EIDSO, 
sedangkan kontrol negatif tanpa diberikan perlakuan apapun. Setelah dilakukan 
pemanenan bursa, dipilih seeara random masing -masing 2 untuk perlakuan dan I 
untuk kontrol dari tiap-tiap interval hari pengambilan. Selanjutnya dilakukan 
sonikasi dan diuji dengan metode SDS-PAGE 12 % dengan pewamaan perak 
nitrat untuk mengetahui protein inisiator apoptosis dan protein spesifik lainnya 
Kemudian dilanjutkan dengan metode Western Blot untuk mengetahui jenis 
protein inisiator apoptosis. 

Hasil penelitian menunjukkan beberapa protein yang terekspresi pada 
kelompok perlakuan terdapat beberapa protein spesifik yaitu : caspase J 0 sebagai 
protein inisiator apoptosis dengan berat molekul (BM) 17 kDa, VP I (viral protein 
I) dengan berat molekul 91 kDa, VP 2 dengan berat molekul 42 kDa, VP 3 
dengan berat molekul 33 kDa, VP 4 dengan berat molekul 29 kDa, serta protein 
non spesifik lainnya dengan berat molekul 60 kDa dan 70 kDa. Pada kelompok 
kontrol terdapat protein inisiator (17 kDa) dan protein non spesifik dengan berat 
molekul 60 kDa dan 70 kDa. Hasil imunobloting menunjukkan salah satu protein 
inisiator apoptosis tersebut adalah caspase J 0 yang terekspresi dengan berat 
molekul 17 kDa. 
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1.1 Latar Belakang 

BABI 

PENDAHULUAN 

Penyakit Gumboro disebut juga infectious avian nephrosis, infectious bursal 

discease (ffiD), yang merupakan penyakit infeksi pada unggas yang ditemukan di 

seluruh dunia dan disebabkan oleh virus (Retno dkk., 1998). Penyakit ini bersifut 

akut, menular dan imunosupresif. Aogka morbiditasnya mencapai 100"10 sedang 

angka mortalitasnya beoosar 5-60%. Aogka kematian dapat mengalami 

peningkatan bila disertai dengan infeksi sekunder (Becht and Muller, 1991; 

Kibenge et.al.,1998; Retno dkk, 1998). 

Ayam merupakan salah satu spesies yang rentan terhadap virus gwnboro, 

dengan memperlihatkan gejala Idinis dan perubahan patologi yang khas 

(Partadireja, 1992). Menurut penelitian, ayam ras dari strain White Leghorn 

paling peka terhadap virus gwnboro dengan gejala klinis yang lebih hebat 

(Weisman & S.B. Hitchner, 1985). Wabah penyakit Gumboro yang terjadi 

umurnnya menyerang peternakan ayam ras baik tipe petelur maupun tipe pedaging 

dan belum peruah dilaporkan adanya kasus yang sarna menyerang atau mewabah 

pada ayam buras (Darminto, 1985). 

Penyakit Gumboro merupakan penyakit viral pada unggas yang disebabkan 

oleh genus Avibimavirus, dari familia Bimaviridae penyakit ini bersifat 

imunosupresif pada ayam mnda (antara usia 3 - 6 minggu), yang ditandai dengan 

adanya pengrusakan pada prekursor pembentuk antibodi sel B yang berada dalam 
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BAHU 

TINJAUAN PUSTAKA 

2.1. Gambaran Umum Gumboro 

2.1.1. Etiologi. 

Virus gumboro (Virus Infectious Bursal Disease) adaIah suatu virus yang 

tennasuk dalam genus Avibimnvirus serta familia dari Birnaviridae. Virus IBD 

merupakan virus RNA W1tai ganda, dengan bentuk capsid icosahedrai, dengan 

diameter 60 - 65 nm, serta tidak mempWlyai amplop, sifitt dari penyakit ini adalah 

akut, sangat menular, dan imWlosupresif (Muller et al., 1979 ; kibenge et al., 

1988). Penularan penyakit Gumboro dapat terjadi secara mekanis yaitu antara 

lain melalui peralatan peternakan, kendaraan, pakan, air, dan kotoran. Gejala 

kIinis dari penyakit ini berupa diare, anoreksia, ayam gemetar, penurunan 

produktivitas dan pertumbuhan (Resang, 1984). 

2.1.2. Patogencsa 

Ayam merupakan spesies yang dapat terinfeksi secara a1ami oleh virus 

gumboro, dengan periode kepekaan antara umur 3 - 6 minggu. Apabila infeksi 

terjadi pada umur kurang dari 3 minggu, tidak menunjukkan adanya tanda-tanda 

kIinik. Kejadian ini mempunyai arti ekonomi yang penting dari akibat yang 

ditimbulkan, yaitu menyebabkan terjadinya imunosupresi (Lukert and Sait: 1991). 

Selain ayam, kalkWJ juga dilapodcan dapat tc:rinfeksi virus ini sccara aIami, akan 

tetapi penyakit yang ditimbulkan tidak separah pada ayam (Jackwood et al., 
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BABm 

MATERI DAN METODE 

3.1. Waktu Dan Tempat Penelitian 

Periode pelaksanaan penelitian dimulai bulan Juni 2003 berakhir bulan Januari 

2004. Bertempat di Laboratorium Patologi Fakultas Kedokteran Hewan Universitas 

Airlangga, Laboratorium BioIogi Mclekuler Fakultzs Kedokteran Hewan Universitas 

Airlangga, Tropical Disease Center Universitas Airlangga, dan Pusat Veterinaria 

Farma Surabaya. 

3.2. Materi Penelitian 

3.2.1. Hewan Coba 

Hewan coba yang digunakan pada penelitian ini adalah ayam pedaging berumur 

satu bari (DOC) sebanyak 50 ekor, yang kemudian dipelihara sampai dengan umur 21 

bari, yang diperoleh dari PT. Reza Perkasa Breeding Farm. 

3.2.2. Virus Gumboro 

Virus gumboro yang digunakan dalam penelitian ini adalah virus gumboro 

isolat Tasik 98 yang diperoleh dari Pusat Veterinaria Farma. 

3.2.3. Bahan Penelitian 

PBS steril ( Phospat Buffer Salin ), running gel 12%, stacking geI12%, pewarna 

silver, elektrophoresis buffer, transfer buffer, BSA (Bovine Serum Albumin) 1%, 
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BABIV 

HASIL PENELITIAN 

Hasil SOS-PAGE 12% menunjukkan adanya pita protein yang terekspresi 

daIam berat molekul (kDa) seperti ditunjukkan pada tabe14.1. dan tabeI4.2. 

4.1 Tabel Berat Molekul HasiI SOS-PAGE 12 pada Gel I. 

Kolom Serat Molelwl kDa) 
I 17 29 33 42 60 70 91 
II 17 29 33 42 60 70 91 
III 17 55 60 70 
IV 17 29 33 42 60 70 91 
V 17 29 33 42 60 70 91 
VI 17 55 60 70 
VII 17 29 33 42 60 70 91 
VIII 17 29 33 42 60 70 91 

koIom 1 & D : bona pcrlokuon • _hi ... k<> 1 I.ri kc-2 post infcbi (pI & Pl. Hr·D) 

kolom ill : bona kmtrol. _biIon k .. 1 ban kc-2 post infcbi (1(1. Hr U) 

kolom IV & V : bona ~ pcnpmhilao kc-2 ban k<>4 post infcbi (PI & Pl. Hr IV) 

koIom VI : bona _. pcupmbiIao k<>2 ban k<>4 post infcbi (1(1. Hr IV) 

koIom YO & VID : bona ~ _biIao kc-1I.ri _ post infcbi (PI & 1'2. Hr VI) 

4.2 Tabel Berat Molekul Hasil SOS-PAGE 12% pada Gel II. 

Kolom Derat Molekul (\illa) 
IX 17 55 60 70 
X 17 29 33 42 60 70 91 
XI 17 29 33 42 60 70 91 
XII 17 55 60 70 
XIII 17 29 33 42 60 70 91 
XIV 17 29 33 42 60 70 91 
XV 17 55 60 70 

: 

kolom IX : bona kmtroi. palplDbiIao kc-3 bori _ post infcbi (1(1. Hr VI) 

kolom X & XI : bona ~ palplDbiIao k<>4 bori kc-8 post infcbi (pI & Pl. Hr VIU) 

koIom xu : bona kootroI, pcupmbiIao ~ I.ri kc-8 pool iDfebi (1(1. Hr VIU) 

koIom xm & XIV : bona ~ pcupmbiIao kc-S bori kc-IO pool iDfebi (PI& P2. Hr Xl 

IcoIom xv : bona kmtroI. pcupmbiIao kc-S bori kc-IO pool infcbi (1(1. Hr Xl 
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BABV 

PEMBAHASAN 

Ayam per1akuan dalam penelitian ini diinfeksi dengan virus gumboro secara 

peroral, intraldoaka, dan intraokular pada umur 21 bari. Secara bertahap tiap-tiap 

kelompok periakuan dan kelompok kontroI diambil 5 ekor ayam untuk diambiI bursa 

fabrisiusnya. Tiap-tiap tabap itu adaIab bari ke-2, 4, 6, 8, dan 10. Untuk karakterisasi 

caspase IO sebagai protein inisiator apoptosis, diambiI secara random masing masing 

2 sampeI untuk kelompok periakuan dan 1 sampeI untuk kelompok kontroI dari tiap

tiap bari pengambilan. 

Untuk mengetabui karakter dari caspase IO sebagai protein inisiator apoptosis 

dilakukan pemeriksaan dengan menggunakan metode SOS-PAGE, yaitu metode yang 

digunakan untuk memisabkan molekuI-molekuI protein herdasarkan herat 

molekuInya. 

Oari pita protein yang terekspresikan dari basil SOS-P AGE, masing-masing 

sampeI menunjukkan adanya variasi protein herdasarkan herat molekuI. 

HasiI penelitian ini menj ukkan adanya protein spesiflk herdasarkan herat 

molekul pada kolom ke-l, 2, 4,5,7,8, 10, 11, 13, dan 14. Protein-protein tersebut 

adalah caspase 10 yang terekspresi dengan herat molekul 17 kDa (Reed,2000), 

protein virus I (VP 1) yang terekspresi dengan herat molekul 91 kDa, protein virus 2 

(VP 2) yang terekspresi dengan herat molekul 42 kDa, protein virus 3 (VP 3) yang 

terekspresi dengan herat molekul 33 kDa, dan protein virus 4 (VP 4) yang 
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4.1 Kesimpulan 

BABVI 

KESIMPULAN DAN SARAN 

Kesimpulan yang dapat diambil dari penelitian ini adalah protein inisiator 

apoptosis yaitu salah satunya adalah caspase 10, terekspresi dengan berat molekul17 

kDa pada metode SDS-PAGE 12 %, dan ma:npu bereaksi dengan antibodi &nti 

caspase 10 yang juga terekspresi dengan berat molekul 17 kDa pada metode 

Imunobloting. 

4.2 Saran 

Saran yang dapat diberikan dalam penelitian ini adalah : 

L Perlu dilakukan peneiitian lebih lanjut terhadap caspase inisiator laiunya 

pada infeksi virus gumboro. 

2. Perlu dilakukan karakterisasi caspase 10 dengan menggunakan antibodi 

monoldonal anti caspase 10. 

3. Perlu dilakukan penelitian lebih Ian jut tentang blocking agent yang 

diharapkan mampu mengeblok aktivitas caspase 10 pada jalur perf orin 

maupun granzim untuk mencegah apoptosis. 
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LAMPmAN 1 

Penentuan Serat Molekul pada protein berdasarkan pita protein yang terbentuk 

menggtmakan rumus : 

Rf = d/l 

Keterangan: Rf= Retardation Faktor 

d = Jarak pergerakan protein dari tempat awal 

L = Jarak pergerakar. warna dari tempat awal = 68 mm 

Marker 

1. Protein 160 kDa ----. Rf = 3/68 = 0,04 

2. Protein 85 kDa ----. Rf= 19/68 = 0,27 

3. Protein 50kDa ----. Rf = 35168 = 0,51 

4. Protein 30kDa ----. Rf= 49/68 = 0,72 

5. Protein 15kDa ----. Rf = 60/68 = 0,88 

Dari data yang didapatkan dari marker, selanjutnya nilai Rf dan log berat 

molekul dimasukkan ke dalam persamaan kuadratik (Sudjana, 200 I), dengan rumus : 

Y=a+bx+cx2 

Keterangan : Y = berat molekul sampel 

x = Rfsampel 

a, b, c = koefisien 

Sehingga didapatkan persamaan yaitu : 

Y = 5,2489 - 0,9609x - 0,2631x2 

Y = log dari berat molekul protein marker 
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