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ABSTRAK

MEGA MUSTOFATUN TUMADA WAODE. Pengaruh Pemberian Kafein
Terhadap Ekspresi Gen dpt dan cat Pada Model Autoinflamasi Drosophila
melanogaster (dibimbing oleh Firzan Nainu dan Elly Wahyudin).

Autoinflamasi merupakan penyakit yang menyebabkan peradangan terjadi
secara terus menerus yang disebabkan oleh aktivasi secara berulang pada
sistem kekebalan tubuh bawaan. Autoinflamasi dapat disebabkan oleh
terjadinya peningkatan produksi sitokin proinflamasi secara berlebihan dan
peningakatan produksi dari Reactive Oxygen Species (ROS). Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui efek pemberian kafein terhadap ekspresi gen
dpt dan cat pada model autoinflamasi Drosophila melanogaster. Pada
penelitian ini digunakan lima kelompok uji, diantaranya kontrol tanpa
perlakuan, pemberian kafein dengan konsentrasi 0,08 mM, 0,016 mM,
0,0032 mM dan 0,00064 mM. Pengujian ini dilakukan dengan melihat
ekspresi gen dpt dan cat dari D.melanogaster jenis mutan PGRP-LB jantan
dengan menggunakn metode RTg-PCR. Hasil penelitian menunjukan bahwa
pemberian kafein dapat menurunkan ekspresi gen dpt secara signifikan pada
semua konsentrasi, serta dapat meningkatkan eskpresi gen cat secara
signifikan pada konsentrasi 0,0032 mM. Kesimpulan pada penelitian ini yaitu
kafein dapat berpengaruh pada level eskpresi gen yakni dapat menurunkan
ekspresi gen dpt dan dapat meningkatkan ekspresi gen cat pada Drosophila
melanogaster.

Kata Kunci : Kafein, Autoinflamasi, Drosophila melanogaster, dpt, cat.



ABSTRACT

MEGA MUSTOFATUN TUMADA WAODE. Effect of Caffeine Administration
on the Expression Autoinflammation in of Model Drosophila melanogaster
(supervised by Firzan Nainu and Elly Wahyudin).

Autoinflammation is a disease that causes inflammation to occur
continuously caused by repeated activation of the innate immune system.
Autoinflammation can be caused by an excessive increase in the production
of proinflammatory cytokines and increased production of Reactive Oxygen
Species (ROS). The aim of this study was to determine the effect of caffeine
administration on the expression of Drosophila melanogaster gene
expression of Drosophila in autoinflammation model melanogaster. In this
study, five test groups were used, including control without treatment, giving
caffeine with a concentration of 0.08 mM, 0.016 mM, 0.0032 mM and
0.00064 mM. This test was carried out by looking at the expression of the
reproducible and cat genes mutant PGRP - LB of male D.melanogaster using
the RTg-PCR method. The results showed that the administration of caffeine
could significantly reduce the expression of the vet at all concentrations, and
it could significantly increase the expression of the cat at a concentration of
0.0032 mM. The conclusion of this study is that caffeine can affect the level
of gene expression, namely it can decrease the expression of melanogaster
and can increase the expression of the paint in Drosophila melanogaster.

Keywords : Caffeine, Autoinflammation, Drosophila melanogaster, dpt, cat.
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BAB |

PENDAHULUAN

I.1 Latar Belakang

Autoinflamasi merupakan penyakit yang menyebabkan peradangan
terjadi secara terus menerus akibat aktivasi secara berulang pada sistem
kekebalan tubuh bawaan (Haar et al., 2016). Peradangan yang terjadi secara
terus menerus dapat berimplikasi dengan berbagai penyakit seperti
gangguan piogenik, penyakit granulomatosa, penyakit vaskulitis, dan
gangguan metabolik seperti gout dan diabetes mellitus tipe 2 (Haar et al.,
2016 ; Kastner et al., 2010). Salah satu penyebab utama autoinflamasi yaitu
terjadi mutasi pada gen yang secara langsung mengatur sitokin proinflamasi,
utamanya (IL)-1B sehingga memicu produksi sitokin yang berlebihan (Kastner
et al, 2010). Sitokin diproduksi untuk mengatur dan mempengaruhi respon
imun seperti misalnya respon inflamasi. Produksi sitokin yang berlebihan
dapat memicu terjadinya respon inflamasi (Kany et al., 2019).

Sitokin proinflamasi dapat menginduksi produksi Reactive Oxygen
Species (ROS) (Khansari et al., 2009). ROS diproduksi secara teratur di
dalam tubuh, khususnya di mitokondria selama proses respirasi dan
metabolisme (Barboza et al., 2017). Namun, produksi ROS yang berlebihan
di dalam tubuh dapat menyebabkan kerusakan oksidatif pada berbagai

biomolekul seperti DNA, protein, dan lipid sehingga mengakibatkan terjadinya



kerusakan sel, dan akhirnya kematian sel (lrazabal and Torres, 2020 ;
Arulselvan et al., 2016). Selain itu, peningkatan ROS di dalam sel juga dapat
menyebabkan pelepasan sitokin pro-inflamasi (misalnya TNF-a, IL-1(3, IL-6)
yang selanjutnya dapat memicu terjadinya respon inflamasi (Liu et al., 2020).

Di dalam tubuh terdapat antioksidan endogen yang bekerja efektif
dalam menangkal dan menetralisir Reactive Oxygen Species (ROS).
Antioksidan endogen terdiri dari antioksidan enzimatik salah satunya yaitu
catalase (cat). Antioksidan enzimatik ini memiliki efek perlindungan yang
efektif terhadap oksidatif aktif seperti ROS. Katalase dapat menetralkan
hidrogen peroksida seperti ROS dengan cara menguraikannya menjadi
molekul oksigen dan air (He et al., 2017). Peningkatan ROS didalam sel juga
dapat memicu produksi AMP (Antimicrobial Peptides). AMP adalah sistem
imun yang ada pada Drosophila melanogaster, salah satunya yaitu Dipterisin
(Dpt). Salah satu tanda dari inflamasi yaitu terjadi hiperaktivasi pada jalur NF-
kB yang homolog dengan relish yang ada pada Drosophila melanogaster.
Terjadinya hiperaktivasi pada jalur NF-kB dapat memicu peningkatan
produksi AMP yang berlebihan (Kounatidis et al., 2017).

Untuk mengatasi peningkatan produksi ROS secara berlebihan,
dibutuhkan antioksidan eksogen. Salah satu sumber antioksidan yang
berasal dari tumbuhan vyaitu kafein. Kafein memilik berbagai sifat
farmakologis, salah satunya yaitu sebagai antioksidan (Kolahdouzan and

Hamadeh, 2017). Dimana senyawa antioksidan yang ada dalam kafein



BAB Il

TINJAUAN PUSTAKA

[I.1 Autoinflamasi
[1.1.1 Defenisi Autoinflamasi

Inflamasi atau peradangan merupakan respon alami tubuh terhadap
rangsangan dari beberapa faktor seperti infeksi, cedera, dan toksin (Liu et al.,
2020). Namun peradangan yang terjadi secara berlebihan dan tidak terkontrol
dapat menyebabkan gangguan fungsi normal pada jaringan sel sehingga
dapat mengakibatkan berbagai penyakit (Danilov et al., 2015).

Autoinflamasi merupakan penyakit yang menyebabkan peradangan
terjadi secara terus menerus yang disebabkan oleh aktivasi secara berulang
pada sistem kekebalan tubuh bawaan (Haar et al., 2016). Autoinfimasi
merupakan kondisi Kklinis yang ditandai dengan terjadinya peningkatan
inflamasi yang abnormal (Ciccarelli et al., 2014). Kondisi ini dapat
menyebabkan peradangan sistemik yang dapat mengakibatkan kerusakan
pada berbagai organ (Haar et al., 2016). Peradangan yang terjadi secara
terus menerus dapat berimplikasi dengan berbagai penyakit seperti
gangguan piogenik, penyakit granulomatosa, penyakit vaskulitis, dan
gangguan metabolik seperti gout dan diabetes mellitus tipe 2 (Haar et al.,

2016 ; Kastner et al., 2010).



11.1.2 Mekanisme/Patofisiologi

Salah satu penyebab utama autoinflamasi yaitu disebabkan oleh
mutasi pada gen yang secara langsung mengatur sitokin proinflamasi,
sehingga memicu produksi sitokin yang berlebihan (Kastner et al, 2010).
Selain itu, peningkatan produksi dari Reactive Oxygen Species (ROS) di
dalam sel juga dapat menyebabkan pelepasan sitokin pro-inflamasi. yang

selanjutnya dapat memicu terjadinya respon inflamasi (Liu et al., 2020).
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Gambar 1. Mekanisme autoinflamasi (Masters et al., 2009).

Mekanisme terjadinya autoinflamasi dapat disebabkan oleh gangguan
aktivasi NF-kB dan gangguan aktivasi IL-1B. Produksi Reactive Oxygen

Spesies (ROS) akan mengaktivasi NF-kB. Pada kondisi autoinflamasi, terjadi



mutasi pada NLRP12 yang merupakan regulator negatif dari NF-kB. Mutasi
pada NLRP12 akan menyebabkan terjadinya overaktivasi NF-kB, sehingga
akan menghasilkan produksi sitokin proinflamasi secara berlebihan. Selain
itu, pada kondisi autoinflamasi terjadi mutasi pada NLRP7 yang merupakan
regulator negatif dari produksi IL-1B. Sehingga apabila terjadi mutasi pada
NLRP7, akan menyebabkan produksi IL-18 secara berlebihan. Sitokin
diproduksi untuk mengontrol aktivasi sistem imun bawaan, sehingga apabila
terjadi gangguan pada reseptor sitokin akan menyebabkan terjadinya
autoinflamasi (Masters et al., 2009).
II. 2 Stres Oksidatif

Stres oksidatif didefinisikan sebagai suatu kondisi dimana terjadi
ketidakseimbangan antara produksi dan eliminasi dari Reactive Oxygen
Species (ROS) atau penurunan sistem pertahanan antioksidan bawaan tubuh
untuk menetralkan atau memperbaikinya sehingga mengakibatkan
peningkatan kadar ROS yang berlebihan (Ligouri et al., 2018 ; Kattoor et al.,
2017). Stres oksidatif muncul dari peningkatan kadar ROS atau dari
penurunan kemampuan perlindungan antioksidan, yang ditandai dengan
berkurangnya kapasitas antioksidan endogen untuk melawan serangan
oksidatif. Kerusakan akibat radikal bebas dalam stres oksidatif telah
dikonfirmasi sebagai kontributor patogenesis dan patofisiologi pada banyak

masalah kesehatan (Pisoschi and Pop, 2015).



Reactive Oxygen Species (ROS) diproduksi secara teratur di dalam
tubuh, khususnya di mitokondria selama proses respirasi dan metabolisme
(Barboza et al., 2017). ROS diproduksi secara teratur sebagai respons
terhadap isyarat fisiologis yang bertindak sebagai molekul pensinyalan
penting untuk mengatur proses seperti pembelahan sel, fungsi kekebalan,
autophagy, dan peradangan. Namun, produksi ROS yang tidak terkontrol
menghasilkan kondisi stres oksidatif yang dapat merusak fungsi seluler dan

berkontribusi pada berbagai penyakit (Ma, 2013).
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Fig. 1. Oxidative stress: Imbalance between free radicals and antioxidants.

Gambar 2. Stres oksidatif : ketidakseimbangan antioksidan dan radikal bebas

(Ighodaro and Akinloye, 2017).

Pada kondisi stres oksidatif terjadi ketidakseimbangan antara tingkat
antioksidan dan radikal bebas (oksidan). Hal Ini terjadi ketika produksi ROS
melebihi tingkat yang dapat diatasi oleh pertahanan antioksidan alami tubuh

(Ighodaro and Akinloye, 2017). Terjadinya ketidakseimbangan ini dapat



menyebabkan peningkatan kadar ROS yang berlebihan di dalam tubuh, yang
selanjutnya dapat menyebabkan kerusakan oksidatif pada berbagai
biomolekul seperti DNA, protein, dan lipid sehingga mengakibatkan terjadinya
kerusakan sel, dan akhirnya kematian sel yang mengarah ke berbagai

kondisi penyakit (Irazabal and Torres, 2020 ; Arulselvan et al., 2016).

[1.3 Antioksidan Endogen

Tubuh memiliki enzim antioksidan yang dapat menetralkan kelebihan
jumlah Reactive Oxygen Species (ROS). Di dalam tubuh terdapat antioksidan
endogen yang bekerja efektif dalam menangkal dan menetralisir ROS (He et
al., 2017). Antioksidan endogen terdiri dari antioksidan enzimatik yaitu
katalase (CAT), superoksida dismutase (SOD), glutathione peroxidases
(GPX), dan glutation reductase (GRx) (Galasso et al., 2021). Katalase
merupakan antioksidan endogen yang memiliki efek perlindungan yang
efektif terhadap oksidatif aktif seperti ROS. Katalase adalah antioksidan
enzimatik yang mengandung heme yang berfungsi mengkatalisis hydrogen
peroksida (H.O,) menjadi molekul oksigen (O;) dan air (H.O) sehingga
mengurangi risiko pembentukan radikal bebas (He et al., 2017 ; Abolaji et al.,
2018).

Katalase bekerja sangat efisien karena dapat memecah jutaan molekul
hidrogen peroksida dalam satu detik. Hidrogen peroksida dalam konsentrasi

rendah cenderung mengatur beberapa proses fisiologis seperti pensinyalan



dalam proliferasi sel, kematian sel, metabolisme karbohidrat, fungsi
mitokondria, dan aktivasi trombosit, namun pada konsentrasi tinggi dapat
merusak sel. Oleh karena itu, kemampuan katalase secara efektif dapat
membatasi konsentrasi H,O, dalam sel untuk digunakan dalam proses

fisiologis (Ighodaro and Akinloye, 2017).
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Gambar 3. Mekanisme kerja antioksidan endogen (Tonnies and Trushina, 2017).

Fungsi utama katalase adalah dismutasi hydrogen peroksida (H,O5)
menjadi oksigen (0O;) dan air (H,O). Karena kemampuannya untuk
memodulasi kadar hidrogen peroksida (H,0.), katalase terlibat dalam banyak
proses yang berkaitan dengan hidrogen peroksida. H,O, memediasi efek
toksik pada komponen seluler karena kemampuannya untuk membentuk
ROS, oleh sebab itu katalase berperan penting dalam melindungi sel
terhadap efek toksik seluler yang disebabkan oleh ROS (Galasso et al.,

2021).



1.4 AMP (Antimicrobial Peptides)

Sistem imun pada Drosophila melanogaster ditandai dengan sintesis
dan sekresi dari AMP (Antimicrobal Peptides) melalui aktivasi dua jalur
persinyalan NF-kB yakni Toll dan IMD. Persinyalan pada jalur Toll diaktivasi
oleh jamur dan bakteri gram positif, sedangkan persinyalan pada jalur IMD
diaktivasi oleh bakteri gram negatif (Ozakman et al., 2021). Kedua jalur ini
memiliki kesamaan dengan jalur Toll dan jalur tumor necrosis factor (TNF)
pada mamalia yang masing-masing mengontrol ekspresi AMP yakni

drosomisin dan dipterisin (Prakash et al., 2021).

increased
activity

4

Siespan

Gambar 4. Aktivasi Antimicrobal Peptides (AMP) (Buchon et al., 2014).
AMP (Antimicrobal Peptides) adalah sistem imun yang ada pada
Drosophila melanogaster, salah satunya yaitu Diptericin (Dpt). Salah satu
tanda dari inflamasi yaitu terjadi hiperaktivasi pada jalur NF-kB yang homolog

dengan relish yang ada pada Drosophila melanogaster. Terjadinya
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hiperaktivasi pada jalur NF-kB dapat memicu peningkatan produksi AMP

(Kounatidis et al., 2017).

[1.5 Kafein

Kafein (1,3,7-trimetylxanthine) merupakan salah satu senyawa yang
ditemukan dalam berbagai jenis makanan dan minuman yang banyak
dikonsumsi sehari-hari. Secara alami senyawa kafein terdapat pada daun, biji
atau buah dari berbagai jenis tumbuhan. Sumber kafein yang paling banyak

terdapat pada kopi, biji kokka, kacang kola dan daun teh (Abebe Belay,

Q CHs
HSCL\‘N’/Jli:]:::P{
|
O)\T N/>

CHs;

2011).

Gambar 5. Rumus struktur kafein (Abebe Belay, 2011).

Salah satu sumber antioksidan yang berasal dari tumbuhan yaitu
kafein. Kafein memilik berbagai sifat farmakologis, salah satunya vyaitu
sebagai antioksidan (Kolahdouzan and Hamadeh, 2017). Dimana senyawa

antioksidan yang ada dalam kafein memiliki potensi perlindungan sel
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terhadap stress oksidatif yang disebabkan oleh ROS (Carelli-Alinovi et al.,
2016).

Efek antioksidan kafein terutama didasarkan pada dampaknya
terhadap regulator antioksidan endogen yakni mengatur tingkat Reactive
Oxygen Species (ROS) dengan cara meningkatkan produksi antioksidan
endogen (Ikram et al., 2020). Ketika kadar ROS meningkat dan mengancam
proses homeostatik tubuh, antioksidan endogen diaktifkan. Antioksidan
endogen juga akan bekerja sama dengan antioksidan eksogen untuk

menurunkan kadar ROS (Aguilar et al., 2016).

[1.6 Drosophila melanogaster
11.6.1 Deskripsi

Lalat buah Drosophila melanogaster merupakan salah satu organisme
model yang dapat digunakan dalam studi genetika. Penggunaannya sebagai
organisme model dalam riset genetika telah diaplikasikan secara luas untuk
menjelaskan berbagai fenomena biologis yang terdapat pada manusia.
Drosophila melanogaster sangat berpotensi digunakan sebagai organisme
model karena memiliki kemiripan genetik sekitar 75% dengan manusia.
Sebagai organisme model, D.melanogaster memiliki beberapa keuntungan
yaitu sangat mudah dipelihara, membutuhkan biaya pemeliharaan yang
rendah, memiliki reproduksi yang cepat, memiiliki waktu hidup yang relatif

singkat, dan dapat dibuat dalam bentuk mutan. D. melanogaster merupakan
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hewan invertebrata dengan ukuran tubuh sekitar 3 mm. D. melanogaster
dapat digunakan untuk mempelajari mekanisme penyusunan gen,
pengaturan aktivitas dan fungsi gen, serta pola mutasi pada organisme
eukariotik. Oleh karena itu, Drosophila melanogaster memiliki potensi sebagai
organisme model dalam riset mekanisme penyakit dan penemuan obat

(Nainu, 2018).



