pPISSEN 126-07 4%
#3EN 233682230

okteran Bandu

Bandung Medical Journal




Majalah Kedokteran Bandung

Bandung Medical Journal

Susunan Redaksi l

Pelindung
Dekan Fakultas Kedokteran Universitas Padjadjaran

Penasehat
Wakil Dekan 11

Penanggung Jawab
Budi Setlabudlawan

Redaksi Senior
Herry Garna

Pemimpin Redaksi
Henn! Djuhaeni

Sekretaris Redaksi
Rd. Renl Ghrahanl

Anggota Rediksl

Nur Melani Sari  Diba Artslyanti E P.
Irma Rusling Defi Sharon Gondodiputro
Kemala |, Mantilidewi Sri Endah Rahayuningsih

Sekretariat

Ati Sulastri  Devi Fabiola Syahfitr|
Rahadian Erlan Aditya Ardiansyah
Widiastuti Restu Pudjani

Alamat Redaks|
|alan Prof. Eijkman No. 38 Bandung 40161
Mobile: 0811217293 (Budi Setlabudiawan};
Telepon (022) 2032170 ext 1401/085103039773; Faks: (022) 2030776
E-mail: mkh fiunpad@gmall.com; Website: http://journal.Acunpad.acid /index.php/mkb

Torakreditasi DIKTI (SK No. 58/DIKT1/Kep/2013)

Terindeks di:

{7 o tci aa :
=~ Hidl £154D Google Grosre! Ghionacar D01 S
Diterbitkan oleh:

Unit Publikasi Ilmiak dan HKI

Fakultas Kedokteran Universitas Padjadjaran

Terbit Setiap 3 Bulan Reke
Atas nama: Rektor Unpad Khusus

Maret, [uni, September, Desember Nama Bank: BNI 46
Uang Langganan Rp3(:0.000,/tahun No, Rekening 0023405490




Editorisl Team

Editor in Chief

, Depariment of Neroaungery Facuity of Medicine Untversta Padiadjacnn /D, Hasen Sedhh Genersl Hosp sl Besdung, indonmia
Managing Editor

, Department of Child Health Fectty of Medicine Universtas Padjudjeren/De Mo Saskn General ringtal Burduny, indonmie
Editorial Board

» Deparument of Chila Health Facutty of Medicine Univeraitas Padjadisran e Sasan Satiiin Ceneral Sopitsl Bandusy, Infonesls
, Ansoc late vofesswor, Advwnced Medical and Dertal iImtitutte, Usiverstl Sab Malaysle, Malwyi
. Dupartment of Blclogy, Bogor Agricyltural LiniversRy, indumes s
, Oecalogy and St Cell Working Ceoup Faculty of Medicioe Unbtersitas Padtiad mran, Indonmis
, Department of Blochembtry and Moleculsr Biclogy, Faculty of Dentistry, Trisskt! Unlversity Jakarta, Indonesis
Department aof Publc Meslth, Facutty of Medicine Unfeersitas Padiad aran Sancung, indonesa
. Dopartment of Ovid Mesith facuity of Medicine Unrversitas Padjadiaran Bandung, Ussversitas lan Bandurg, Inconesta
, Department of Pyl and Rehatriitation Science Facutty of Medicine Unsverstas Padsadiaran /D, Hasan Sadiin General Mosprita
Handung, indrwsis
. Degarument of Sargery Faculty of Medicne Unrersitas Padjad jaran /Dr. Hasao Sadiin Gesecal HospRa Bandung, indonesi
Faclity & Binafuty Bowrd, Departman of Chemicsl Exgroering, Universitis indonevls, Indonesla
; Dyprtment of Clinkcsl Genetics Ersamus MC Sotterdam, Netheriands
+ Dapartment of Pharmacoiogy ans Therapy, Facdty of Medicine Universitas Padtjadiaran, ndonesyy
Department of Putic Nealth, Faculty of Medicine Unversitay Pacjadjaran Bandung, donesla
Degartment of Onld Mesith Facunty of Mediome Usiversites Fadsadiaran /Dy, Mazan Sadiin General Mosomal Sandung,
e e
, Departmern of Blomedical SCiences Faculty of Madicine Lndwers s Padiad)aran, Wionesia

Copyeditors

Dogartment of Ovid Hanlth Faculty of Medicine Undryim Padiadjaren Bandury, Usiversitm Islam Bending, Indoresis
o Sciertifie Pultication mnd rtellectun Property ights Usi, Facuty of Medicine, Uriiveryitas Sadijad Jaran,
Santung, Iadonesis

Layout Editor
y Scientific Pubtcation and Imtefisctual Property Rights Unit, Faculty of Medicine, Untersiias Padiadfaran, Inconesia
Editorial Assistants

Somradfic Bublication and ntellectusl Property Rights Unit, Faculty of Medicine, Untversitas Padiactisran, ndonesm
, Scientific Publication and inteliactusl Froperty Rights Unit, Faculty of Medicne, Universitas Fadjadieran, inconesla
. Soientific Pudlcation and intefectual Property Rights Unit, Faculty of Medicine, Usiversitas Padjadiaran, Indonesia
. Soemifc Fublication and Inteliectus Froperty Rights Unit, Feoutty of mecficine, Unhersitas Padjadaran, Indonesia, Indonesia



Majalah Kedokteran Bandung

Bandung Medical Journal

PISSN 0126-074X aISSN 2338-4223 Volume 47 Nomor 3. September 2015

i Artikel Penelitian

Pengaruh Paparan Artemisinin terhadap Ekspresi Gen PArt pada Plasmodium falciparum
Galur Papua 2300
Hanl Plumeriastuti, Lilik Maslachah, Chalrul A. Nidom

Aspek Kualitas Bakteriologis Depot Air Minum Isi Ulang {DAMIU) di Kabupaten Bandung
Barat
Ari Khoerlyah, Anies

Protektivitas, Reaksi Lokal dan Sistemik Pascaimunisasi dengan Vaksin Campak (Bio
Farma) dari Bets Vaksin yang Berbeda pada Anak Sekolah Dasar di Sumatera Barat
Julitasari Sundoro, Novilia Sjafri Bachtiar, Syafriyal, Rini Mulia Sari

Pengembangan Metode In-House HLA-Typing Gen HLA Kelas | (HLA A, HLA B, dan HLA C)
Menggunakan Vext Generation Sequencing liflumina MiSeq
Rika Yuliwulandari, Kinasih Prayuni, Kenconoviyatl, R, W. Susilowati,
Abdul Salam M. Sofro

Aktivitas Polifenol Teh Hijau (Camellia sinensis (L) O. Kuntze) Sebagal Imunomodulator
melalul Respons Supresi Imunoglobulin E (1gE) pada Rinitis Alergika
Yusni, Teuku Husni T, R, Trl Hanggono Achmad

Pengaruh Heat Treatment untuk Mengembalilan Sifat Mekanik Kawat T-loop Segmentol
Stainfess Steel terhadap Besaran Gaya yang Dihasilkan
Avi Laviana, Tono S. Hambali, Bergman Thahar, Endah Mardiatl

{B\;\aldlsls Fllogenetik Gen L1 Human Paplilomavirus 16 pada Penderita Kanker Serviks di
ndung
Fitri Rahmi Fadhilah, Edhyana Sahiratmadja, Ratu Safitrl, Anl Melani
Maskoen, Herman Susanto

Hubungan BRAF V60OE dan EGFR dengan Metastasis ke Kelenjar Getah Bening pada
Adenokarsinoma Kolorektal
Fenny Ariyanni, Abdul Hadi Hassan, Bethy S. Hernowo

Korelasl Antara Visual Analogue Scale (VAS) dan Peak Nasal Inspiratory Flow [PNIF)
Sebelum dan Sesudah Septoplasti
Augustien Yuliet Tamus, M. Thaufig S. Boesoirie, Nur Akbar Aroeman

Hubung Tipe Thalassemia [} serta Polimorfisme ¢.-582 A>G Promotor Gen HAMF dan
Status Besi thalassermia [} Berat Baru
Susi Susanah, Ponpon ldjradinata

129

137

144

152

160

167

174

179

186

192




Pedoman Bagi Penulis

Majalah Kedokteran Bandung (MKB) merupakan
majalah publikasi ilmiah vang terbit setfap tiga bulan
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Pengaruh Paparan Artemisinin terhadap Ekspresi Gen PArt pada
Plasmodium falciparum Galur Papua 2300

Hani Plumeriastuti,® Lilik Maslachah,? Chairul A. Nidom?
LDepartemen Patologi Veteriner Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Airlangga, 2Lab. Farmasi Veteriner
Departemen Kedokteran Dasar Veteriner Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Airlangga, *Lab. Biokimia
Departemen Kedokteran Dasar Veteriner Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Airlangga

Abstrak

Plasmodium resisten terhadap artemisinin menjadi salah satu permasalahan kesehatan di dunia karena belum
ada obat baru pengganti artemisinin. Resistensi P. falciparum terhadap obat antimalaria artemisinin dapat terjadi
karena dipengaruhi oleh faktor internal dari P. falciparum, antara lain induksi ekspresi gen yang mengekspresikan
protein. Salah satu gen tersebut adalah gen Triptophan-rich Protein (PArt). Fungsi Triptophan-rich Protein penting
dalam membrane-spanning protein dan berperan dalam folding protein untuk menjaga kontak hidrofobik.
Penelitian ini bertujuan membuktikan overekspresi gen Triptophan-rich Protein P. falciparum galur Papua 2300
yang disebabkan oleh paparan artemisinin berulang in vitro. Waktu penelitian dilaksanakan bulan Februari
sampai November 2013. Tempat penelitian di Rumah Sakit Penyakit Tropik dan Infeksi Universitas Airlangga.
Desain penelitian yang digunakan adalah experimental design dengan post test only control group design. Kultur
in vitro P. falciparum galur Papua 2300 dibagi dalam kelompok kontrol (K) dan kelompok perlakuan paparan
artemisinin berulang, yaitu paparan artemisinin ke-1 (PO1), paparan artemisinin ke-2 (PO2) dan paparan
artemisinin ke-3 (PO3) menggunakan konsentrasi IC, . Ekspresi gen Triptophan-rich Protein (PArt) diukur dengan
gRTPCR. Hasil menunjukkan paparan artemisinin berulang pada P. falciparum dapat meningkatkan level ekspresi
gen Part (224¢T) relatif terhadap kontrol. Simpulan, paparan artemisinin in vitro menyebabkan overekspresi gen
Tryptophan-rich Proteins (PArt) oleh promoter P. falciparum galur Papua 2300. [MKB. 2015;47(3):129-36]

Kata kunci: Artemisinin, fenotip, gen Triptophan-rich Protein (PArt), P. falciparum galur Papua 2300

Effect of Artemisinin Exposure toward PArt Gene Expression in
Plasmodium falciparum Papua 2300 Strain

Abstract

Artemisinin resistant Plasmodium has become one of the worldwide health problems, since there is currently
no new therapeutic medicine to replace artemisinin. Even though the mechanism of artemisinin resistance has
not been clearly understood, the resistance of P. falciparum towards the antimalaria artemisinin may occur due
to the influence of by the internal factors of P. falciparum, including the induction of the protein-expressing
gene expression. One of the genes is the Triptophan-rich Protein (PArt) gene that is important in the membrane-
spanning protein and plays a role in protein folding to maintain hydrophobic contact.. This study aimed to prove
that Triptophan-rich Protein overexspression in P. falciparum Papua 2300 strain may cause repeated artemisin
exposure in vitro. This study was performed in a period from February to November 2013 in Infection and Tropical
Diseases Hospital, Airlangga University. The design used was experimental study with post-test only control group
design. In-vitro culture of P. falciparum Papua 2300 strain were divided into a control group (K) and treatment
groups that were treated regularly with artemisinin, i.e. artemisinin exposure | (PO1), artemisinin exposure 2
(PO2) and artemisinin exposure 3 (PO3) using IC50 concentration. The Tryptophan-rich Protein gene expression
level was detected using gRTPCR. The result showed that in vitro repeated artemisinin exposure in P. falciparum
Papua 2300 strain relatively increased the expression level of the Tryptophan-rich Protein (PArt) genes (224°T)
when comparedwith control. In conclusion, in vitro artemisinin exposure may cause Tryptophan-rich Proteins
(PArt) gene overexpression by P. falciparum Papua 2300 strain promoter. [MKB. 2015;47(3):129-36]

Key words: Artemisinin, phenotype, Triptophan-rich Protein (PArt) gene, P. falciparum Papua 2300

Korespondensi: Hani Plumeriastuti, dr, Sp.PA, Departemen Patologi Veteriner Fakultas Kedokteran Hewan Universitas
Airlangga Surabaya, mobile 08563044094, e-mail: plumeriastuti@yahoo.co.id
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Pendahuluan

Penyakit malaria merupakan salah satu penyakit
infeksi yang tersebar di seluruh dunia. Sampai
saat ini penyakit malaria masih menjadi masalah
kesehatan masyarakat (public health problem)
di 104 negara endemik malaria. Laporan yang
dikeluarkan oleh WHO diperkirakan terjadi 219
juta kasus malaria dan kematian akibat penyakit
tersebut sekitar 660.000 orang pada tahun
20101

Indonesiamerupakan negaratropik, sebanyak
35% penduduknya tinggal di daerah berisiko
tinggi malaria, dari 293 kabupaten/kota yang ada
di Indonesia, 167 kabupaten/kota merupakan
wilayah endemis malaria. Diperkirakan terjadi
sekitar 30 juta kasus malaria setiap tahunnya,
Walaupun telah dilakukan program pelaksanaan
dan pemberantasan penyakit malaria sejak tahun
1959, namun hinggé saat ini angka kesakitan dan
kematian masih tinggi. Sebagian besar kematian
oleh infeksi malaria di Indonesia disebabkan
oleh Plasmodium falciparum (P. falciparum).?

Upaya penanggulangan terhadap penyakit
malaria telah banyak dilakukan, namun angka
kesakitan dan kematian malaria di beberapa
negara masih tetap tinggi. Di antara faktor-faktor
penyebab kesulitan penanggulangan terhadap
penyakit malaria, faktor resistensi Plasmodium
terhadap obat antimalaria merupakan faktor
yang paling sulit diatasi karena mutasi yang
bervariasi pada beberapa gen Plasmodium sulit
dikendalikan.?

Sampai saat ini belum terdapat vaksin yang
dapat memberikan perlindungan penuh pada
infeksi malaria sehingga penanggulangan
penyakit malaria masih bergantung pada obat
antimalaria (OAM). Obat antimalaria yang saat
ini digunakan yaitu artemisinin dan derivatnya,
tetapi penggunaan monoterapi artemisinin per
oral telah diidentifikasi sebagai salah satu faktor
yang dapat menimbulkan resistensi terhadap
obat artemisinin. Hal ini menjadi masalah serius
dalam penatalaksanaan penyakit malaria karena
belum terdapat obat baru pengganti artemisinin.*
Hasil penelitian in vitro menunjukkan bahwa
paparan artemisinin berulang pada Plasmodium
falciparumgalurPapua2300dapat meningkatkan
nilai IC_, artemisinin dan mempercepat waktu
viabilitas.® Selain itu, juga paparan artemisinin
berulang in vitro dapat menyebabkan perubahan
morfologi dorman pada Plasmodium falciparum
galur Papua 2300.°

Kecepatan rekudesensi mempunyai korelasi
positifdengan jumlah parasitdormanyangterjadi
pada host. Data penelitian ini memperlihatkan
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bahwa stadium dorman yang terjadi in vivo dan
perannya pada rekudesensi sesudah diterapi
dengan artesunat diyakini sebagai mekanisme
baru pertahanan parasit terhadap obat anti-
malaria.” Hasil penelitian yang dilakukan oleh
Veiga dkk?® menyatakan bahwa perlambatan
perkembangan siklus hidup dalam stadium ring
dengan morfologi dorman dan induksi ekspresi
gen yang mengekspresikan protein (overekpresi
protein) sebagai salah satu mekanisme penting
bagi parasit Plasmodium untuk membebaskan
diridaripengaruh obatantimalariadan bertahan
hidup. Meskipun mekanisme terjadi resistensi
obat artemisinin belum diketahui dengan pasti,
tetapi diduga resistensi obat antimalaria terjadi
karena peningkatan regulasi ekspresi transkipsi
gen, antara lain Tryptophan-rich Protein (PArt)
maka masalah ini masih perlu untuk dilakukan
pembuktian.

Metode

Penelitian ini menggunakan true experimental
design dengan post test only control group
design. Waktu penelitian dilaksanakan mulai
bulan Februari sampai dengan November 2013.
Tempat penelitian di Rumah Sakit Penyakit
Tropis Infeksi (RSPTI) Universitas Airlangga
Surabaya.

Plasmodium falciparum (P. falciparum)
galur Papua 2300 yang sudah disimpan dalam
nitrogen cair dilakukan thawing menggunakan
Metode Rowe. Diambil setiap 1 mL larutan
suspensi eritrosit tersebut dan dicampurkan
dengan 9 mL medium komplet plus 15% serum
manusia golongan O dan dimasukkan ke dalam
botol biakan (cultur flask) dan diinkubasi di
dalam inkubator CO, pada suhu 37°C, CO,5%, O,
5%, danN,90%. Penggantian medium dilakukan
setiap 48 jam dengan hati-hati memakai pipet
Pasteur yang steril, kemudian ditambahkan
9 mL medium baru untuk setiap botol biakan
dan juga diinkubasi kembali. Untuk mengetahui
pertumbuhan parasit, dibuat hapusan darah tipis
difiksasi dengan metanol dan diwarnai dengan
Giemsa dan dihitung tingkat parasitemia dengan
menghitung jumlah eritrosit yang terinfeksi
setiap 1.000 eritrosit di bawah mikroskop.

Hasil uji IC_, (10® M) digunakan sebagai
dosis awal pemaparan obat artemisini |, setelah
48 jam terpapar obat, Plasmodium falciparum
galur Papua 2300 dilakukan pencucian dari
obat dengan cara ditambahkan medium komplet
dengan perbandingan 1:4, kemudian disentrifus
200 rpm 5 menit. Supernatan dibuang, diulang
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2 kali, dan juga ditumbuhkan kembali dengan di
inkubasi kembali di dalam inkubator CO, pada
suhu 37°C, CO, 5%, O, 5%, dan N, 90% sampai
mencapai parasitemia lebih dari 5%. Setelah
mencapai parasitemia >5% yang dipapar obat
artemisini ke-2 dengan cara yang sama begitu
juga untuk paparan obat ke-3 dengan hasil IC_;
baru.

Plasmodium falciparum galur Papua 2300
resisten klorokuin dari perlakuan kontrol (K) dan
dari setiap perlakuan paparan obat ke-1 (PO1),
paparan obat ke-2 (PO2), dan paparan obat ke-3
(P03) yang sudah tumbuh mencapai parasitemia
>5% dipanen, kemudian disentrifus 2.500 rpm 5
menit. Pellet dilisiskan dalam 5x volume dengan
trizol. Proses ekstraksi RNA mempergunakan
metode konvensional dengan memakai reagen
trizol (invitrogen). Whole blood sebanyak 0,5
mL+trizol 1 mL ditampung dalam tabung falcon
15 mL dan diresuspensi hingga homogen,
kemudian ditampung campuran darah dan trizol
dalam tabung mikrosentrifus masing-masing
0,5 mL. Homogenat diinkubasi pada suhu ruang
(30°C) selama 5 menit dan ditambahkan 0,2 mL
kloroform, kemudian diinversi (tabung dibolak-
balik) selama 15 detik. Selanjutnya, diinkubasi
selama 2-3 menit pada suhu ruang (30°C).
Disentrifus 12.000 rpm x 15 menit pada suhu
4°C. Supernatan dipindahkan ke dalam tabung
mikrosentrifus steril, lalu ditambahkan 0,5 mL
isopropanol. Diinkubasi selama 10 menit pada
suhu ruang (30°C). Disentrifus 12.000 rpm x 15
menit pada suhu 4°C. Supernatan dipindahkan
dengan aspirator. Precipitat dilarutkan dengan
mempergunakan 1 mL etanol 75%. Disentrifus
10.000 rpm selama 5 menit pada suhu 4°C dan
supernatan dipindahkan memakai aspirator,
kemudian tabung mikrosentrifus dikeringkan.
Presipitat RNA dilarutkan dengan 10 pL akua
destilata steril (free-RNA dan DNA) dan inkubasi
pada suhu 55-60°C selama 10 menit

Pengukuran kadar RNA itu dapat dihitung
menggunakan metode spektrofotometri sebagai
berikut: sampel RNA 1 pL dicampurkan dengan
99 pL distilled water (free-RNA dan DNA).
Pengukuran kadar RNA dapat dilakukan dengan
menggunakan spektrofotometri pada OD,, dan
: perhitungan kadar RNA (ug/pL) = [OD

280 260]

X 0,04

Pemeriksaan RT PCR tryptophan-rich protein
mempergunakan RNA yang didapatkan diubah
menjadi cDNA. Kuantitatif real time PCR cDNA
menggunakan Rotorgene Q dengan 40 siklus
(95°C 15 detik, 55°C 15 detik, dan 60°C 45
detik). Reaksi dikerjakan dalam 20 pL volume
menggunakan SYBR green PCR master mix.

MKB, Volume 47 No. 3, September 2015

Primer yang digunakan untuk gen Trytophan-
Rich Protein (Part) ® sebagai berikut:

F 5
TTTAATTTTATCCTATTGTTTTGCCATATC.3' R 5’
TTTTTAAGCACAATATACATAAAGAGGGA.3’

Untuk normal endogen yang diduga
transporter menggunakan primer PF10425w

F:5 AATACTACGAAAAAAATCGATGAATC 3’

R :5' TCTTCACCTACAGGCTCTATATCAG 3’

Proses real time ini menggunakan two-step
RT- PCR dengan cetakan bersumber dari cDNA.
Adapun langkah-langkahnya, vyaitu dengan
supercript I1 RT menggunakan random hexamers,
preekstension 10 menit 25°C, ekstension 50
menit 42°C.

Untuk melakukan two step RT-PCR (iTaq Sybr
Green,Biorad) sebelumyadisiapkandahuludalam
boks dingin reagen PCR (iTaq SybrGreen), Primer
(forward dan reverse 10 pmol), ddH,O steril,
DNA template/cDNA. Sebanyak 5 puL PCRmix
((iITaq SybrGreen) ditampung dalam tabung
PCR (0,2 mL) ditambahkan forward primer (10
pmol) dan reversed primer (10 pmol) sebanyak
0,5 pL. Kemudian, sampel DNA yang sudah
dipersiapkan ditambahkan 2 pyL pada masing-
masing sampel uji dan sampel kontrol (positif
dan negatif). Ditambahkan ddH,O sebanyak 2
pL. Setelah semua komponen dipastikan dalam
tabung PCR, dilakukan pencampuran (1.600
rpm), kemudian spindown cairan dalam tabung
PCR. Sampel diletakkan dalam rotor sesuai
nomor urutnya. Diatur program set dalam
mesin (Rotorgene Q), kemudian dilakukan
analisis hasil. Analisis hasil kuantifikasi jumlah
kopi DNA target dalam sampel yang perlu
diperhatikan, yaitu penggunaan kontrol yang
telah terkuantifikasi jumLah DNA (konsentrasi
terendah dan tertinggi). Jika tidak menggunakan
kontrol tersebut maka analisis ini tidak dapat
digunakan, analisis hasil berupa kurva melting
(melting curve). Data yang didapatkan dari hasil
periksaan triptophan-rich protein P. falciparum
galur Papua 2300 dengan kuantitatif real time
PCR dianalisis dengan rumus Livak.°

Hasil

Hasil perhitungan kadar RNA dan cDNA P
falciparum galur Papua 2300 pada Tabel 1
menggunakan spektrofotometri, hasilnya nilai
konsentrasi rasio A, ... yang menunjukkan nilai
kemurnian RNA dan cDNA sangat kecil di bawah
standar kemurnian RNA, yaitu 2.0 dan cDNA 1.8.
Keadaan ini bergantung pada kualitas sampel
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Tabel 1 Perhitungan Kadar RNA dan cDNA P. falciparum galur 2300

Perlakuan A )50 R0k Konsentrasi ., (1g/mL) N, Kon(suegn/tnrqall_s)i c
Kontrol 1,4809 0,0207 15448 0,1095
PO1 1,0615 0,0030 1,1001 0,1107
P02 1,0651 0,0254 0,9314 0,1693
PO3 0,6994 0,0049 1,8660 0,0723

dan efektivitas proses RNA dan sintesis cDNA.
Gambar 1 menunjukkan proses annealling
dariprimer padasekuenstargetuntuk amplifikasi
RNA P. falciparum galur Papua 2300 yang terjadi
setelah siklus ke-15. Pada Gambar 2 ditunjukkan
peak tunggal pada analisis kurva melting yang
menunjukkan hasil produk PCR sudah tunggal
yang mengonfirmasikan bahwa amplikon dari
hasil amplifikasi sudah sesuai dengan ukuran

yang dikehendaki. Pergeseran suhu optimum
melting point RNA P. falciparum galur Papua
2300 terjadi pada primer yang berbeda. Primer
untuk standar PF10425w berkisar 71-72°C dan
primer untuk gen Tryptophan-rich Protein (Part)
mengalami pergeseran yaitu berkisar 68-69°C
Tabel 2 memperlihatkan hasil C_ real time
PCR P falciparum galur 2300 untuk berbagai
perlakuan memperlihatkan ekspresi gen target
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Gambar 1 Data Kuantifikasi Siklus Amplifikasi RNA P. falciparum Galur 2300
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Gambar 2 Kurva Melting point RNA P. falciparum Galur 2300
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Tabel 2 Hasil C_Real Time PCR P. falciparum Galur 2300 untuk Berbagai Perlakuan

Konsentrasi Konsentrasi .
Warna Nama Jenis Digg[}?(an Terhitung Fllnotspgétcilsq
(ug/uL) (ug/ulL)

. K1 Standar 3530000 3530000 0,70
K2 Standar .0353000 .0353000 0,51

. K3 Standar .0035300 .0035300 113
. K4 Standar .0003530 .0003530 1,04
K5 Standar .0000353 .0000353 1,00

B K Part Kontrol 2614498 0,78
B K() Kontrol () 0041518 014
. PO1 Part Perlakuan 0014689 1,07
. PO2 Part Perlakuan .0066808 1,21
PO3 Part Perlakuan 0943879 0,92

K PF10425w Kontrol .2386594 0,80

. PO1 PF10425w Perlakuan .3084469 0,74
PO2 PF10425w Perlakuan 1492592 0,58

. PO3 PF10425w Perlakuan .2934845 0,75

Tryptophan-rich Protein (PArt) pada semua
kelompok perlakuan paparan obat antimalaria
artemisinin dan normal endogen (PF10425)
yang tidak terpengaruh oleh paparan obat.
Tabel 3 dan Gambar 3 menunjukkan nilai
AC, untuk kelompok perlakuan paparan
artemisinin berulang (PO1, PO2, dan PO3) dan
kelompok kontrol nilai AAC, merupakan AC;
vontrol - ACqoerakuan UNTUK Masing-masing perlakuan
dan 22ec? yang merupakan perbandingan level
ekspresi gen Part. Hasil tersebut menunjukkan

bahwa perbandingan level ekspresi gen Part
(2%4¢T) relatif terhadap kontrol masing-masing
perlakuan yaitu PO1 1.2568 dari kontrol, PO2
1.0757 dari kontrol dan PO3 1.663 dari kontrol.

Pembahasan

Pada hasil penelitian ini menunjukkan bahwa
paparan artemisinin berulang pada P. falciparum
dapat meningkatkan level ekspresi gen Part

Tabel 3 Hasil Analisis Gen Tryptophan-rich Protein (PArt) dan Normal Endogen (PF10425)
dengan Metode Comparative Threshold Cycle Analysis (AAC,)

o GG, MG My LoVl Porbancingen
PO1 -0.3069 0.3298 1.2568
PO2 -0.0825 0.1052 1.0757
PO3 -0.1990 0.2219 1.1663
Kontrol 0.0228 - -
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Gambar 3 Kurva Perbandingan Level Ekspresi Gen PArt

(2-22¢T) relatif terhadap kontrol tetapi antar-
kelompok paparan artemisinin berulang yaitu
paparan artemisinin ke-1, 2, dan 3 atau (PO1,
P02, dan PO3) memperlihatkan level ekspresi
gen Part (2%4¢T) relatif yang hampir sama.
Seperti hasil penelitian yang dilakukan oleh
Deplaine dkk.° peningkatan PArt pada tekanan
obat artesunat ditunjukkan dengan cara studi
transkriptomik yang menggambarkan kadar
protein. Peningkatan paparan artesunat 40 ng/
mL selama 3 jam meningkat 5 sampai 6 kali pada
400 ng/mL pada protein referens seperti histon
H3 dan PfHSP70, sedangkan kadar RNA setelah
3 jam paparan artesunat mulai dosis 80 ng/mL
meningkat 3 sampai 4 kali pada 400 ng/mL.
Hasil overekspresi PArt setelah 72 jam paparan
obat antimalaria artesunat menunjukkan 100%
pada transgenic PArt overekspresi gen semua
parasit dapat hidup dibanding dengan kontrol.
Keadaan ini menunjukkan bahwa PArt berperan
pada mekanisme pertahanan parasit dalam
merespons induksi obat yang mampu merusak
pertumbuhan dan perkembangannya sehingga
padaparasittransgenic PArtoverekspresimampu
untuk bertahan dari kematian. Overekspresi
PArt dapat memperlambat pertumbuhan dan
perkembangan parasit dari efek kematian akibat
paparan obat. Hal ini ditunjukkan juga dari hasil
penelitian yang dilakukan olah Witkowki dkk.
pada P. falciparum yang sudah toleran terhadap
artesunat (F32-ART) yang diseleksi selama 3
tahun dengan pemberian artesunat, dengan
peningkatan dosis menunjukkan bahwa parasit
masuk dalam stadium istirahat dalam bentuk
dorman, yaitu gambaran morfologi seperti
bentukan titik dengan inti yang memadat.
Bentukan seperti ini adalah merupakan suatu
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quiescence mechanism dari P. falciparum untuk
diam dan tidak bergerak pada stadium ring
sehinggatetap dapat bertahan hidup dengan cara
memperlambat proses metabolismenya untuk
membatasi efek obat, karena pada keadaan
ini tidak terjadi sintesis DNA. Penelitian yang
dilakukan oleh Teuscher dkk.*> memperlihatkan
bahwa quiescence atau dorman stadium ring
setelah paparan obat akan mampu untuk
berkembang dengan normal setelah paparan
obat dihilangkan dan dapat tumbuh kembali
normal setelah 4-20 hari, dengan sekitar 0,044%
sampai 1,313% parasit mengalami pemulihan
kembali untuk tumbuh normal yang bergantung
pada konsentrasi obat dan galurnya.

Triptophan-rich Protein atau PArt adalah
suatu gen yang mempunyai struktur dua ekson
yang mengkode protein dengan berat molekul
sekitar 118 kDa. Triptophan-rich Protein (PArt)
juga terdapat pada regio interfacial dari lipid
bilayer dan mempunyai peran penting dalam
membrane-spanning protein, dan juga berperan
dalam folding protein untuk menjaga kontak
hidrofobik.*Triptophan-rich Protein (PArt) juga
memiliki peran pada pengaturan perkembangan
stadium di hati pada parasit malaria. Defisiensi
triptophan-rich protein menyebabkan gangguan
pada perkembangan parasit pada stadium di
hati.*®> Selain itu, Triptophan-rich Protein dari
beberapa spesies Plasmodium mempunyai peran
penting pada interaksi host dan parasit.’¢-1* Hasil
penelitian terbaru menunjukkan efek protektif
pada tikus terinfeksi sporozoit yang diimunisasi
dengan Triptophan-rich Protein sehingga ada
indikasi bahwa triptophan-rich protein dapat
digunakan sebagai vaksin yang potensial.*®

PArt berperan pada toleransi obat, tetapi

MKB, Volume 47 No. 3, September 2015



Hani P.: Pengaruh Paparan Artemisinin terhadap Ekspresi Gen PArt pada Plasmodium falciparum Galur Papua 2300

efek protektifnya ditunjukkan pada konsentrasi
obat yang tinggi (pertahanan pada konsentrasi
obat yang tinggi), perubahan pada peningkatan
nilai IC_, diikuti juga peningkatan jumlah kopi,
ekspresi mRNA, dan ekspresi protein dari gen
pfmdrldanPartmerupakansalah satu faktor dari
beberapa faktor seperti pfmdr1.2° Simpulan hasil
penelitian ini bahwa paparan obat antimalaria
artemisinin secara in vitro dapat menyebabkan
overekspresi target aksi tryptophan-rich protein
oleh promoter Plasmodium falciparum galur
Papua 2300. Perlu dilakukan penelitian lebih
lanjut pada tataran proteomik untuk mengetahui
profil protein dan level transkripsi gen (MRNA)
yang lain dari target aksi artemisinin sebagai
marker resistensi P. falciparum galur Papua 2300
pada artemisinin in vitro.
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