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ABSTRAK

NURFADHILAH ASFA. Uji Efek Kurkumin Terhadap Ekspresi Gen tom40
dan indy pada Model Autoinflamasi Drosophila melanogaster (dibimbing oleh
Firzan Nainu dan Risfah Yulianty).

Kurkumin menjadi bahan obat yang sering digunakan untuk mengobati
berbagi macam penyakit seperti inflamasi. Penyakit autoinflamasi
berimplikasi pada banyak kondisi patologis. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui efek kurkumin terhadap gen diduga berkaitan dengan penyakit
autoinflamasi, yakni tom40 dan indy. Dalam penelitian ini digunakan 5
kelompok uji, diantaranya kontrol sehat, kontrol pelarut, dan kurkumin
dengan konsentrasi 10 uM, 50 uM dan 250 puM. Pengujian yang dilakukan
yaitu uji survival dan uji ekspresi gen dengan metode RT-gPCR. Hasil uiji
survival menunjukkan kurkumin memberikan efek peningkatan masa hidup
yang signifikan pada setiap kelompok perlakuan. Uji ekspresi gen tom40
menunjukkan perbedaan yang bermakna dengan pemberian kurkumin 250
MM (p<0,05) dibandingkan dengan kelompok kontrol, sedangkan pada
ekspresi gen indy menunjukkan terdapat perbedaan yang signifikan pada
kelompok perlakuan kurkumin 10 puM, 50 uM dan 250 pM. Berdasarkan hasil
yang diperoleh dapat disimpulkan bahwa pemberian kurkumin dapat
meningkatkan masa hidup dan mencegah penyakit autoinflamasi pada
mutan PGRP-LB melalui penurunan ekspresi gen indy dan peningkatan
ekspresi gen tom40

Kata Kunci: Autoinflamasi, Drosophila melanogaster, indy, Kurkumin,
tom40.



ABSTRACT

NURFADHILAH ASFA. Effect of Curcumin on the Expression of tom40 and
indy Genes in The Autoinflammatory Model Drosophila melanogaster
(Supervised by Firzan Nainu and Risfah Yulianty).

Curcumin is a drug that is often used to treat various diseases such as
inflammation. Autoinflammatory disease is implicated in many pathological
conditions. This study aims to determine the effect of curcumin on genes
thought to be associated with autoinflammatory disease, namely tom40 and
indy. In this study, we used 5 test groups including untreatment control,
negative control, and series of curcumin concentrations: 10 puM, 50 uM and
250 uM. The tests carried out survival and gene expression tests using the
RT-gPCR method. The results of the survival test showed that curcumin had
a significant life-extension effect in each treatment group. The tom40 gene
expression test showed a significant difference with the administration of 250
UM curcumin (p<0.05) compared to the control group, while the indy gene
expression showed a significant difference in the 10 uM, 50 uM and 250 uM
curcumin treatment groups. Based on the results obtained, it can be
concluded that administration of curcumin can increase life span and prevent
autoinflammatory disease in PGRP-LB mutants through indy and tom40
related mechanisms.

Keyword: Autoinflammatory, Drosophila melanogaster, indy, Curcumin,
tom40.
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BAB |
PENDAHULUAN

I.1 Latar Belakang

Penyakit autoinflamasi ditandai dengan adanya aktivasi yang
berlebihan dari sistem imun alamiah, utamanya terjadi abnormalitas fungsi
sel seperti monosit, makrofag, neutrofil dan sel NK (Koga and Kawakami,
2018). Saat ini, IL-1B3 diketahui memegang peran penting dalam terjadinya
autoinflamasi. Jenis interleukin ini juga memicu peningkatan sitokin pro-
inflamasi lain utamanya IL-6 dan TNF-a (Havnaer and Han, 2019). Terapi IL-
1 inhibitor digunakan untuk menurunkan jumlah IL-18 dalam menangani
penyakit autoinflamasi.

Autoinflamasi dapat berimplikasi pada beberapa penyakit lain seperti
penyakit neurodegeneratif, sindrom metabolik, serta penuaan (Ciccarelli et
al., 2013). Telah diketahui kerusakan fungsi mitokondria berkaitan dengan
beberapa kondisi inflamasi akut dan kronik. Produksi ROS yang berlebihan
pada saat terjadi kerusakan mitokondria memicu oksidasi membran lipid,
protein serta mutase DNA mitokondria (mtDNA) yang selanjutnya
menimbulkan kerusakan sel. Hal ini akan memicu produksi sitokin pro-
inflamasi yang merupakan indikasi penyakit autoinflamasi (Lépez-Armada et
al., 2013; Riley and Tait, 2020).

Peningkatan kadar ROS dapat diatasi dengan proses autofagi sebagai

jalur kompensasinya (Cedikova et al., 2016). Protein yang berperan dalam



proses autofagi mitokondria serta homeostatis mitokondria adalah TOM40
(translocase outer membrane 40) (Gottschalk et al., 2016). Suatu penelitian
menunjukkan bahwa penurunan ekspresi gen tom40 menyebabkan disfungsi
mitokondria (Xiao et al., 2019). TOM40 berperan dalam proses autofagi
dengan berinteraksi dengan mitochondria-endoplasmic reticulum contact
sites (MERCS) (Valverde et al., 2019)

Faktor transkripsi NF-kB yang berperan dalam inflamasi juga berkaitan
dengan restriksi kalori. Restriksi kalori diperkirakan menekan aktivasi NF-kB
dan respon imun (Taniguchi and Karin, 2018). Gen yang berperan dalam
proses restriksi kalori adalah gen I’'m not dead yet (indy) yang homolog gen
SLC13A2 pada manusia. Mutasi gen indy secara signifikan dapat
meningkatkan lifespan dari lalat buah Drosophila melanogaster melalui
proses restriksi kalori (Omelyanchuk et al., 2015). Penurunan ekspresi indy
dapat menurunkan jumlah ATP/ADP yang dapat memicu biogenesis
mitokondria dan mencegah timbulnya peningkatan respon inflamasi (Rogers
and Rogina, 2015; Huang et al., 2019; Olivo-marston et al., 2014).

Penyakit autoinflamasi dapat diamati pada hewan coba D.
melanogaster mutan PGRP-LB. Jenis mutan ini memiliki masa hidup yang
lebih singkat dikarenakan hilangnya protein PGRP-LB yang berfungsi
sebagai regulator negatif dari jalur Imd pada D. melanogaster (Orlans et al.,
2021). Dengan tidak adanya protein tersebut, maka terjadi kondisi

autoinflamasi yang hampir serupa pada manusia. Oleh karena itu, lalat



mutan PGRP-LB dapat menjadi model hewan coba untuk menggambarkan
kondisi autoinflamasi pada manusia (Kounatidis et al., 2017)

Oleh karena itu, pada penelitian ini digunakan senyawa kurkumin untuk
mengetahui efek senyawa tersebut terhadap gen yang berpotensi berkaitan
dengan penyakit autoinflamasi yakni gen tom40 dan indy. Senyawa kurkumin
telah diketahui memiliki banyak manfaat. Efek terapetik kurkumin dapat
dikaitkan dengan sifatnya sebagai antioksidan kuat (mencegah ROS dan
menetralkan nitrit oksida (NO), dapat mencegah dan mengatasi penyakit
neurodegeneratif karena efek antioksidannya (Chongtham and Agrawal,
2016). Penelitian sebelumnya mendapatkan bahwa kurkumin dapat
meningkatkan lifespan lalat buah pada konsentrasi 0,01% b/b (Evangelakou
et al., 2019).

Berdasarkan pada publikasi sebelumnya terkait manfaat kurkumin
dalam menangkal ROS serta peran gen tom40 dan indy dalam menangani
penyakit autoinflamasi, maka penelitian mengenai efek kurkumin terhadap
gen tersebut perlu untuk dilakukan. Penelitian ini akan menggunakan
Drosophila melanogaster sebagai hewan coba untuk mengetahui efek
kurkumin terhadap ekspresi gen tom40 dan indy. Hasil yang diperoleh dalam
penelitian ini akan memberikan gambaran dasar mengenai peran kedua gen
tersebut terkait mekanisme kerja kurkumin dalam proses autoinflamasi.

[.2 Rumusan Masalah
Bagaimana efek kurkumin terhadap ekspresi gen tom40 dan indy

pada model autoinflamasi Drosophila melanogaster ?



[.3 Tujuan
Untuk mengetahui efek kurkumin terhadap ekspresi gen tom40 dan

indy pada model autoinflamasi Drosophila melanogaster



BAB I
TINJAUAN PUSTAKA

[1.1 Kurkumin
[1.1.1 Deskripsi

Kurkumin adalah bagian golongan senyawa kurkuminoid yang
menghasilkan pigmen warna kuning pada rimpang temulawak dan kunyit.
Senyawa kurkumin termasuk senyawa fenolik yang larut pada pelarut
organik seperti etanol dan asam asetat glasial serta kurang larut dalam air.
Senyawa ini stabil pada suasana asam namun tidak stabil pada kondisi basa
dan cahaya (Sharifi-Rad et al., 2020). Tiga komponen dari kurkuminoid
semuanya berada dalam bentuk turunan disinnamoilmetan yaitu kurkumin
{diferuloilmetan-1,7-bis-(4-hidroksi-3-metoksifenil)-hepta-1,6-diene-3,5-
dione}, demektoksikurkumin {p-hidroksi-n-namoil feruloil ~metan-1-(4-
hidroksifnil)-7(4-hidroksi-3-metoksifenil-hepta-1,6-diene-3,5-dione)} dan
bisdemektoksikurkumin-{p,p-dihidroksidisinnamoilferuloilmetan-1,7-bis-(4
hidroksifenil)-hepta-1,6-diene-3,5-dione} (Li, 2011).

O 0

H;CO \ / OCHjs

HO OH

Gambar 1. Struktur Kurkumin



[1.1.2 Indikasi

Kurkumin banyak digunakan secara tradisional untuk pengobatan
penyakit kulit, penyakit yang berhubungan dengan pernafasan, saluran
pencernaan, infeksi saluran kencing, bengkak, rematik, hepatitis, sakit mata,
dan pengobatan wanita setelah melahirkan (Sharifi-Rad et al., 2020). Kadar
kurkumin pada Curcuma longa adalah 3-5%. Dari hasil uji toksisitas,
diketahui kurkumin aman dikonsumsi oleh manusia. Dosis kurkumin yang
aman untuk untuk dikonsumsi adalah 100 mg/hari sedangkan untuk tikus
sekitar 5 g/hari (Abrahams et al., 2019)

Kurkumin telah ditemukan dapat memperbaiki gejala Alzheimer dalam
beberapa model Drosophila AD. Kurkumin dengan 0,01% b/b menghasilkan
peningkatan kesehatan dan masa hidup lalat buah, sementara itu kurkumin
juga mengurangi neurotoksisitas dengan memicu konversi fibril amiloid dan
pengurangan spesies oligomer beta amyloid yang diketahui berperan dalam
pathogenesis (Evangelakou et al., 2019).

Polifenol termasuk kurkumin dapat menghambat produksi ROS XO
(xanthine oksidase), MAO, dan NADPH oksidase (NOX). Kurkumin dapat
berperan sebagai donor atom hidrogen yang kuat, dan gugus hidroksil
fenolik, -diketo, dan metilen yang diperlukan untuk aktivitas antioksidan.
Kurkumin lipofilik dapat mencegah hidrogen peroksida, radikal hidroksil, dan
peroksinitrit serta mencegah peroksidasi lipid in vivo dan in vitro (Wang et al.,
2020). Kurkumin juga mencegah apoptosis mitokondria yang diinduksi oleh

iskemia/reperfusi pada tikus (Hussain et al., 2018)
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Gambar 2. Mekanisme kerja kurkumin pada beberapa reseptor (Hussain et al., 2018)

Beberapa senyawa polifenol seperti kurkumin secara langsung
mengaktifkan reseptor koaktivator 1a (PGC-1a) yang diaktifkan melalui jalur
protein kinase (AMPK)-situin-1 (Sirtl) yang diaktifkan-AMP. Polifenol juga
meningkatkan ekspresi PGC-1a melalui jalur sinyal mitokondria faktor
transkripsi A (TFAM)/CREB dan jalur protein kinase/Nrf/ARE. Selain itu,
polifenol mengaktifkan protein kinase dan faktor transkripsi lainnya serta
meningkatkan ekspresi gen yang mengatur fungsi mitokondria dan
homeostasis (Hussain et al, 2018).

Kurkumin menurunkan regulasi jalur sinyal PI3K/Akt/mTOR dan
MTOR/p70S6K sehingga mengaktitkan autofagi dan menunjukkan

perlindungan saraf pada tikus transgenik ganda APP/presenilin dan pada



model seluler A53T Syn dari PD. Kurkumin memulihkan pengurangan
penanda autofagi LC3I/Il oleh paraquat dan sel SH-SY5Y yang dilindungi
(Naoi et al. 2019)

Aktifitas antiinflamasi kurkumin juga telah dibuktikan pada beberapa
penelitian. Telah diketahui bahwa kurkumin menekan beberapa jalur
inflamasi yang menyebabkan penghambatan aktivasi, maturasi dan produksi
sitokin pada sel imun bawaan serta sel T. Kurkumin berperan sebagai
molekul yang menargetkan beberapa persinyalan seperti NF-kB, JAK/STAT,
MAPK dan Wnt/B catenin sehingga berpotensi sebagai agen terapi untuk
inflamasi dan beberapa penyakit lain (Kahkhaie et al., 2019)

Tetrahydrocurcumin, metabolit aktif dari kurkumin, dilaporkan
memperpanjang umur tikus C67BL/6JHsd. Sejak itu, beberapa peneliti telah
menunjukkan efek umur panjang kurkumin pada Drosophila. Suplementasi
makanan dengan kurkumin memperpanjang lifespan lalat dengan perubahan
ekspresi gen yang terkait dengan penuaan (Sharifi-Rad et al., 2020). Selain
itu, suplementasi diet larva dengan kurkumin memperpanjang umur lalat, dan
efek perpanjangan umur suplementasi kurkumin dilaporkan untuk tahap
kehidupan tertentu di Drosophila (Lee dan Min, 2019)

[I.2 Autoinflamasi
[1.2.1 Pengertian

Penyakit autoinflamasi adalah sekelompok gangguan yang

disebabkan oleh disregulasi sistem imun bawaan. Penyakit ini hampir mirip

dengan penyakit autoimun karena memiliki kesamaan disebabkan oleh



respons imun yang abnormal. Dalam kebanyakan kasus, penyakit
autoinflamasi dipengaruhi oleh faktor genetik dengan adanya mutasi pada
gen (Touitou dan Aksentijevich, 2019).

Penyakit autoinflamasi menunjukkan gambaran klinis utama berupa
episode berulang beberapa lesi inflamasi yang dapat mempengaruhi kulit,
persendian, tulang, mata, saluran pencernaan, dan sistem saraf, dalam
hubungannya dengan tanda-tanda peradangan sistemik (Aksentijevich et al.,
2009). Penyakit autoinflamasi tidak hanya digambarkan sebagai sindrom
demam episodik tetapi juga dengan periode peradangan akut yang
melibatkan sistem imun bawaan (Caso et al., 2018). Penyakit autoinflamasi
dicirikan oleh episode inflamasi di situs rawan penyakit, tidak adanya sel T
autoreaktif dan peningkatan tingkat autoantibodi (Ben-Chetrit E, et al, 2018)
[1.2.2 Etiologi

Studi sebelumnya menjelaskan autofagi, epigenetik, disregulasi
mikrobioma, dan autoantibodi kemungkinan berkontribusi sebagai
patogenesis penyakit autoinflamasi. Sistem kekebalan bawaan bertindak
sebagai garis pertahanan pertama dengan mengaktitkan PAMP (Pathogen
Associated Molecular Pattern) dan DAMP (Damage Associated Molecular
Pattern). Autofagi adalah sistem degradasi intraseluler yang memberikan
stresor seluler seperti protein yang mengalami false folding, organel yang
rusak, atau mikroorganisme intraseluler ke dalam lisosom. Hal ini adalah hal
yang penting dalam mekanisme sistem imun bawaan untuk mengatur

peradangan, yang dapat ditunjukkan bahwa setelah stimulasi oleh
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penginduksi, proses autofagi akan mencegah akumulasi mitokondria yang
rusak dan menurunkan jumlah ROS. Baik ROS dan DNA mitokondria
mengaktitkan NLRP3 inflammasome sehingga menyebabkan peradangan
yang berlebihan. Pirin, yang juga dikenal sebagai TRIM20 berfungsi memicu
persinyalan komponen autofagi. Diketahui bahwa mutasi pada gen MEFV
mengubah kapasitas untuk autofagi langsung dari komponen inflammasome,
yang mengarah ke peningkatan produksi IL-1B (Krainer et al., 2020)

Hubungan penting lainnya antara kekebalan adaptif dan bawaan
adalah IL-1B. IL-1B adalah salah satu molekul efektor utama yang memicu
proses autoinflamasi dan juga bekerja pada sel efektor dari sistem imun
adaptif, sel B dan T (Doria et al, 2012). Saat ini dikenal istilah defisiensi
antagonis reseptor interleukin-1 (DIRA) untuk menunjukkan penyakit
autoinflamasi resesif autosomal yang disebabkan oleh mutasi gen sehingga
mempengaruhi IL1IRN. Tidak adanya antagonis reseptor interleukin-1
memungkinkan kerja interleukin-1 tanpa perlawanan, mengakibatkan
peradangan sistemik yang dapat mengancam jiwa (Aksentijevich et al., 2009;
Krainer et al., 2020).

Selanjutnya, mutasi pada banyak gen-gen ini dapat mengakibatkan
overaktivitas bawaan sistem imun (autoinflammasi) dan sistem imun adaptif
sistem (autoimun) dan disertai dengan ketidakefektifan respon imun
(immunodefisiensi). Hal ini membuktikan fungsi spesifik sel dari enzim ini
dalam regulasi jalur pensinyalan metabolisme dan kekebalan (Beck and

Aksentijevich, 2019)
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[1.2.3 Patogenesis

Mekanisme patogenetik penting pada penyakit autoinflamasi adalah
disregulasi langsung dan tidak langsung dari inflammasome, yang
merupakan sitoplasma multiprotein kompleks yang relevan dengan imunitas
bawaan dan respon inflamasi. Komponen utama inflammasom adalah famili
pengikat nukleotida domain oligomerisasi (NOD)-like receptor (NLR). Ketika
diaktifkan oleh pemicu pelepasan sitokin pro-inflamasi seperti rangsangan
yang ditransmisikan oleh patogen atau sel yang rusak, NLR akan mendeteksi
patogen atau kerusakan sel dan memulai pelepasan inflammasome.
Selanjutnya, menginduksi aktivasi proteolitik dari caspases dan mengubah
pro-interleukin (IL)-1 menjadi aktif (IL)-1, dimana hal ini menjadi penanda
molekul inflamasi dan imunitas bawaan (EI-Shebiny et al., 2021)

Disregulasi pensinyalan NF-kB berkaitan dengan sistem ubiquitinasi.
Selain aktivasi konstitutif NF-kB, kehilangan fungsi pada sistem regulasi NF-
kB yang dimediasi ubiquitin menyebabkan penyakit autoinflamasi
(Moghaddas and Masters, 2015). Defisiensi IL-1RA menghasilkan
pensinyalan IL-1a, IL-18 dan NF-kB yang tidak terkontrol (Jesus and

Goldbach-Mansky, 2014)
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Gambar 3. Patogenesis penyakit autoinflamasi (Masumoto et al., 2021)

Gangguan keseimbangan di dalam jalur pensinyalan ini berkontribusi

pada patogenesis dari penyakit autoinflamasi (Masumoto et al., 2021).

OTULIN adalah deubiquitinase sangat terkonservasi untuk

yang
menghidrolisis Rantai Ub terkait-metl (linier) dari substrat terkonjugasi.
OTULIN berfungsi sebagai regulator negatif dari jalur NF-kB kanonik dengan
mendeubiquitinasi rakitan rantai ubiquitinasi linier kompleks (LUBAC)
sehingga penurunan ekspresi protein ini diduga menjadi penyebab timbulnya
kondisi autoinflamasi (Heger et al., 2018)
[1.2.4 Autoinflamasi dan kaitannya dengan masa hidup

Jalur pensinyalan NF-kB adalah salah satu dari beberapa jalur
respons pensinyalan yang terlibat dalam penuaan, yang meliputi IGF-1,
MTOR, SIRT1 dan p53. Sebuah studi lintas spesies, menggunakan

pemetaan motif pada promotor gen yang diregulasi dengan perpanjangan
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masa hidup yang berkaitan dengan penuaan, mengemukakann bahwa NF-
kB adalah faktor transkripsi yang paling terkait dengan penuaan. Selain itu,
ekspresi berlebih dari salah satu dari dua subunit NF-kB, c-rel dan RelA/p65,
menginduksi penuaan dalam sel yang dikultur (Tilstra et al., 2011)

Fenotipe sekretorik terkait penuaan spesifik telah dibuktikan dalam sel
yang telah tua, yang terdiri dari peningkatan ekspresi IL-6, IL-8, IL-7, MCP-2,
MIP-3, ICAM, ll-1a, dan Il -B. Sebagian besar sitokin dan kemokin ini diatur
secara transkripsi oleh NF-kB. Penelitian sebelumnya juga menunjukkan
bahwa NF-kB berperan menentukan masa hidup dari suatu organisme

(Balistreri et al., 2013).
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Gambar 4. Kaitan antara penuaan dan autoinflamasi (Balistreri et al., 2013)

[1.3 Drosophila melanogaster

[1.3.1 Klasifikasi
Kingdom : Animalia
Filum : Arthropoda

Kelas : Insecta
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Ordo : Diptera

Family : Drosophilidae

Genus : Drosophila

Spesies : Drosophila melanogaster (Verma and Singh, 2020)
[1.3.2 Deskripsi

Tubuh Drosophila mirip dengan serangga lain, tersegmentasi. Beberapa
segmen membentuk kepala, 3 segmen membentuk dada dan 8 segmen
membentuk abdomen. Bagian kepala terdiri dari antena sedangkan kaki dan
sayap muncul dari segmen toraks (Verma and Singh, 2020).

D. melanogaster memiliki cincin hitam melintang pada abdomen. Untuk
membedakan jenis kelamin lalat, dapat dilihat adanya bercak hitam pada
bagian abdomen lalat jantan yang tidak ada pada lalat betina. Lalat jantan
juga memiliki sex combs (sisir kelamin), dan deretan bulu gelap di tarsus kaki
pertama. Lalat jantan juga memiliki sekelompok rambut runcing yang disebut
claspers yang mengelilingi anus dan alat kelamin. Claspers digunakan lalat
jantan untuk menempel pada lalat betina saat kawin (Verma and Singh,
2020).

1.4 Gen

Gen adalah unit fungsional informasi genetik yang dikodekan dalam
bentuk kode genetik yang diuraikan untuk mengekspresikan/menghasilkan
produk berupa RNA atau protein. Seperti yang kita ketahui bahwa ekspresi
gen adalah aliran informasi genetik dari DNA ke RNA ke protein. Yang

dimulai dari pengambilan informasi dari DNA untuk mensintesis RNA dan
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akhirnya protein. Ekspresi gen ini dalam bentuk yang paling sederhana
diringkas dalam biologi molekuler sebagai dogma sentral yang merupakan
aliran informasi dari DNA ke RNA ke protein dan juga terbalik dari RNA ke
DNA (Kumar, 2014).
[1.4.1 tom40

Kompleks TOM (translocase of the outer membrane) dibentuk oleh tujuh
subunit dan bertugas mengimpor prekursor protein mitokondria ke dalam
mitokondria (Colin et al., 2009). Selama autofagi, phagophores tumbuh
menjadi vesikel membran ganda yang disebut autophagosomes, tetapi
mekanisme yang mendasarinya masih belum jelas. Atg2A berperan penting
dalam ekspansi fagofor. Interaksi Atg2A-TOM40 bertanggung jawab untuk
lokalisasi MAM dari Atg2A dan membutuhkan protein reseptor TOM70 (Tang
et al., 2019). Selain itu, penghambatan interaksi Atg2A-TOM40 atau Atg2A-
Atg9A merusak ekspansi fagofor dan mengakumulasi vesikel Atg9A di
sekitar struktur autophagi. Studi sebelumnya mengemukakan bahwa
kompleks TOM70-TOM40 merekrut Atg2A ke MAM untuk transportasi lipid
vesikular dan/atau non-vesikular ke fagofor yang berkembang untuk
menumbuhkan ukuran autofagosom untuk fluks autofagik yang efisien (Tang
et al., 2019).

Disfungsi tom40 telah dicatat pada penyakit Parkinson dan mungkin juga
berhubungan dengan penyakit Huntington. Protein TOMMA40 adalah saluran

utama yang harus dilalui oleh protein dan peptida untuk mendukung fungsi
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dinamis mitokondria, mengidentifikasi faktor patogen daripada yang mungkin
dihasilkan melalui perubahan ekspresi mMRNA (Roses et al. 2016 )

Studi lain mengemukakan interaksi a-synuclein dengan TOM40 dan
SAM50 sedangkan Bender et al. (2013) melaporkan penurunan kadar protein
TOM40 pada sampel otak tengah manusia post-mortem dan pada model
tikus transgenik a-synuclein. Selain itu, ekspresi berlebih tom40 dalam model
tikus transgenik a-synuclein mengakibatkan penurunan level a-synuclein
(Franco-lborra et al, 2018)

Kompleks TOM awalnya mengangkut prekursor TOM40 melintasi
membran luar. Kompleks SAM memasukkan prekursor TOM40 dari sisi IMS
ke dalam OM dan mempromosikan perakitannya dengan protein TOM kecil
(Grevel et al.,, 2019). Kompleks TOM adalah portal masuk utama untuk
sebagian besar protein mitokondria yang disintesis secara sitoplasmik dan
TOM40 adalah subunit kunci dari kompleks tersebut, pori yang harus dilalui
oleh sebagian besar protein impor. Kompleks TOM lengkap berisi tujuh
subunit: TOM40, TOM22, dua reseptor proprotein, TOM20, dan TOM70, dan
tiga protein yang lebih kecil, TOM5, TOM6 dan TOM7. TOM40 memegang
peran penting dalam biogenesis mitokondria.

Pada knock down C. elegans TOMM40 juga menekan sekresi DAF-
28/insulin. Hasil ini menunjukkan bahwa pengurangan kadar TOM40
menyebabkan disfungsi mitokondria, serta mengganggu proses yang sangat

bergantung pada mitokondria yang sehat (Gottschalk, et al, 2017)
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11.4.2 indy

Regulasi proses metabolisme oleh gen indy (I'm Not Dead Yet)
(SLC13A5/NaCT) diketahui melalui penelitian menggunakan D.melanogaster
dan C.elegans. Menekan ekspresi indy pada kedua spesies ini
memperpanjang masa hidup dengan mekanisme yang menyerupai
pembatasan kalori, tanpa mengurangi asupan makanan. Dalam D.
melanogaster, mutasi gen indy mengurangi kandungan lemak tubuh, protein
seperti insulin dan produksi ROS. Studi selanjutnya menunjukkan bahwa
indy mengkodekan transporter sitrat yang terletak di membran plasma sel
(Willmes et al., 2018)

Lalat yang mengalami penurunan ekspresi gen indy tidak menunjukkan
penurunan laju metabolisme dan tidak ada penurunan kecepatan terbang
maksimal, geotaksis negatif, atau tingkat aktivitas selama 24 jam. Penurunan
ekspresi indy dapat memperpanjang rentang hidup dengan mempengaruhi
metabolisme perantara dan menciptakan keadaan metabolisme seperti pada
restriksi kalori (Wang et al., 2009)

Gen indy mengkodekan transporter trikarboksilat yang terlibat dalam
reabsorbsi zat antara siklus Krebs, seperti sitrat, piruvat, dan a-ketoglutarat
yang berfungsi transporter intermediet siklus Krebs. Studi pada oosit katak
dan sel mamalia menunjukkan bahwa INDY memediasi fluks dikarboksilat
dan sitrat dengan afinitas tinggi independen Na*, K*, dan CI~ melintasi

membran plasma (Inoue et al., 2002; Knaufet et al., 2002). Studi lebih lanjut
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telah menunjukkan bahwa INDY berfungsi sebagai penukar anion
intermediet siklus Krebs dikarboksilat dan trikarboksilat (Knaufet et al., 2006)

Gen indy pada lalat paling banyak diekspresikan di usus, tubuh lemak,
dan oenosit, semua tempat di mana metabolisme perantara berlangsung,
menunjukkan perannya dalam metabolisme (von Loeffelholz et al., 2017).
Berdasarkan ekspresi indy dan peran dalam pengangkutan intermediet siklus
Krebs, telah dihipotesiskan bahwa penurunan aktivitas indy menciptakan
keadaan yang mirip dengan pembatasan kalori. Studi pada lalat dan tikus
mendukung hipotesis ini terutama dengan menunjukkan kesamaan antara
fisiologi lalat mutan indy dan tikus knockout mindy pada makanan berkalori
tinggi dan lalat kontrol dan tikus pada restriksi kalori (Rogina and Helfand,
2013)

Menekan gen indy memberikan efek perpanjang umur dengan cara
restriksi kalori. Ekspresi mRNA indy pada usus Drosophila berubah sebagai
respons terhadap penuaan dan nutrisi. Reduksi genetik ekspresi indy
meningkatkan ekspresi regulator mitokondria spargel/dPGC-1a, yang disertai
dengan peningkatan biogenesis mitokondria dan pengurangan spesies
oksigen reaktif (ROS). Studi genetik mengkonfirmasi bahwa dPGC-1a
memediasi efek regulasi INDY yang menunjukkan kemungkinan protein
INDY merupakan regulator fisiologis yang memodulasi metabolisme
intermediet sebagai respons terhadap perubahan ketersediaan nutrisi dan
kebutuhan organisme dengan memodulasi dPGC-1a (Rogers and Rogina,

2014)
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Gambar 5. Mekanisme kerja protein INDY dalam proses restriksi kalori (Rogers
and Rogina, 2015)

INDY berfungsi sebagai pengangkut sitrat selama metabolisme
intermediet, sehingga aktivitas transpornya secara langsung mempengaruhi
jalur downstream yang terkait dengan metabolisme sitrat. Ketika kadar sitrat
tinggi, jalur glikolisis dan oksidasi asam lemak diatur ke bawah dan jalur
sintesis asam lemak aktif. Sitrat sitoplasma dipecah menjadi oksaloasetat
dan asetil-KoA oleh ATP-sitrat liase. Asetil-KoA dapat digunakan untuk
biosintesis asam lemak, trigliserida, lipoprotein densitas rendah dan
kolesterol. Selain itu, oksalasetat sitoplasma dapat diubah menjadi malat dan
diangkut oleh transporter malat ke mitokondria dan digunakan untuk produksi
energi dalam siklus Krebs. Tingkat sitrat sitoplasma juga diatur oleh

pembawa sitrat mitokondria (CIC, SLC25A1), yang mengangkut sitrat dari
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mitokondria sehingga berkontribusi pada regulasi sitrat sitoplasma (Willmes
et al., 2018)

11.4.3 Data ekspresi gen pada Drosophila melanogaster

stages - modENCODE RNA-seq

Gambar 6. Ekspresi gen tom40

stages - modENCODE RNA-seq

Gambar 7. Ekspresi gen indy



BAB Il

METODE PENELITIAN

[11.1 Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah Autoklaf
(Hirayama®), oven (Memmert®), alat-alat gelas, zoom stereo microscope
(Motic®), papan CO2 (CO: stage), BSC Il (Biosafety Cabinet Class IlI),
Thermal cycler qPCR (RotoGene Q, Qiagen®), Bunsen, micropestle
(Geneaid®), vial Drosophila (Biologix®).

Bahan-bahan yang digunakan dalam penilitian ini adalah kurkumin
(Sigma-Aldrich), Drosophila melanogaster PGRP-LB2 dan Oregon R
(Laboratory Host Defense and Responses, Kanazawa University), pakan
Drosophila, etanol 96% (Onemed®), aquadest, mikropipet (Dragonlab),
microtube (Gene follower), kapas, Treff tube (Treff lab), RNAqueous™ Total
RNA Isolation Kit (Invitrogen™), satu set primer indy, satu set primer tom40,
satu set primer rp49 dan kit SuperScript™ Il One-Step gRT-PCR
(Invitrogen™)

[11.2 Cara Kerja
[11.2.1 Penyiapan Hewan Uji

Penelitian ini menggunakan lalat buah atau Drosophila melanogaster
genotip PGRP-LB2dan Oregon R (Laboratory Host Defense and Responses,
Kanazawa University) sebagai hewan coba. Lalat dikembangbiakkan dan

ditempatkan di dalam vial kultur berisi pakan. Usia Drosophila yang

21
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digunakan dalam eksperimen yaitu 2-4 hari. Penyimpanan dijaga pada suhu
25°C.
[11.2.2 Penyiapan Pakan

Pembuatan pakan D. melanogaster, membutuhkan tepung jagung, gula
pasir, ragi, agar, metil paraben, asam propionat, dan aquadest. Tepung
jagung, gula pasir, ragi, dan agar masing masing ditimbang untuk ukuran 200
ml,
[11.2.3 Penyiapan Sampel

Sampel disiapkan dengan membuat larutan stok dengan konsentrasi 50
mM kemudian dilakukan pengenceran menggunakan etanol 96% untuk
mendapatkan konsentrasi 10 mM dan 2 mM. Masing-masing larutan uji
dimasukkan kedalam pakan untuk mendapatkan konsentrasi uji 10 uM, 50
uM, dan 250 uM
[11.2.4 Uji Survival

Pengujian survival digunakan untuk melihat efek senyawa yang

diberikan terhadap lifespan D. melanogaster dengan memasukkan 10 ekor
D. melanogaster kedalam vial berisi pakan perlakuan. Terdapat 6 kelompok
uji yang digunakan, yakni kelompok tanpa perlakuan yang berisi lalat buah
PGRP-LB* dan Oregon R, kelompok kontrol pelarut, dan tiga kelompok
konsentrasi uji kurkumin.
[11.2.5 Penyiapan Sampel RNA

Isolasi RNA menggunakan RNAqueous™ Total RNA Isolation Kit

(Invitrogen™). Sebanyak lima ekor D. melanogaster yang masih hidup
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dimasukkan ke dalam treff tube. Kemudian, sebanyak 175 ul RNA lysis
buffer ditambahkan dan lalat dihancurkan dengan menggunakan micropestle.
Selanjutnya, homogenat disentrifugasi dengan kecepatan 14.000 rpm
selama 2 menit. Pindahkan lisat ke tabung RNAase free water yang baru,
kemudian tambahkan sebanyak 300 pL etanol 70%. Campuran divorteks
untuk menghilangkan presipitat yang terbentuk setelah penambahan etanol
70%. Setelah itu, pindahkan sampel kedalam spin cartridge. Kemudian,
sentrifugasi selama 15 detik dengan kecepatan 14.000 rpm. Setelah itu,
ulangi proses sebelumnya selama 2 kali. Setelah itu, buang filtrat dan
masukkan kembali spin cartridge pada tube yang sama. Tambahkan
sebanyak 700 puL Wash Buffer | kedalam spin cartridge kemudian
sentrifugasi dengan kecepatan 14.000 rpm selama 15 detik pada suhu
ruang. Buang filtrate dan pindahkan spin cartridge pada collection tube baru.
Tambahkan 500 uL etanol pada spin cartridge, kemudian sentrifugasi selama
15 detik pada kecepatan 14.000 rpm pada suhu ruang. Buang filtrat dan
tempatkan kembali pada collection tube yang sama. Ulangi proses tersebut
selama 2 kali.
Spin cartridge dibuang dan collection tube yang mengandung RNA disimpan
pada suhu -80 °C.
[11.2.6 Analisis Ekspresi Gen

Untuk mengukur level ekspresi gen, selanjutnya dilakukan real-time PCR
menggunakan kit SuperScript™ Ill Platinum® SYBR® Green One-Step qRT-

PCR with ROX (Invitrogen™). Real-time PCR dijalankan menggunakan satu
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set primer tom40_F dan tom40_R, indy F dan indy_R di dalam tube PCR
dengan volume 20 pL.
[11.2.7 Analisis Data

Data yang diperoleh kemudian dianalisis menggunakan QGene Software
dan disajikan sebagai log-rank (survival). Selanjutnya dilakukan analisis
statistik menggunakan metode One Way Anova (posthoc Tukey)

menggunakan software GraphPad Prism 9 dan SPSS 21.
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

IV.1 Hasil Uji Survival

Uji survival dilakukan untuk mengetahui kelangsungan hidup hewan uji
setelah diberikan perlakuan ekstrak ataupun bahan obat. Pada pengujian ini,
lalat yang digunakan yakni jenis Oregon R dan mutan PGRP-LB. Umumnya,
masa hidup D. melanogaster mutan PGRP-LB lebih singkat dikarenakan
hilangnya protein PGRP-LB yang berfungsi mengatur regulasi jalur NF-kB
atau dalam hal ini Relish pada D. melanogaster sehingga tetap berada dalam
kondisi homeostatis. Dengan tidak adanya protein tersebut, maka terjadi
overekspresi jalur Relish (NF-kB) (Kounatidis et al., 2017)

Pemberian kurkumin dapat memperbaiki kelangsungan hidup
D.melanogaster. Berdasarkan pada pengamatan uji survival, hewan uji pada
kelompok tanpa perlakuan telah mati hingga 100% pada hari ke 30,
sementara pada hari yang sama, masih terdapat hewan uji pada kelompok
perlakuan kurkumin dengan konsentrasi 10, 50 dan 250 uM yang hidup
hingga diatas 50% dan berbeda secara signifikan (p<0,05). Hasil ini
membuktikan bahwa kurkumin dapat memperpanjang masa hidup dari lalat
buah yang kemungkinan besar berperan dalam mengatasi autoinflamasi
yang terjadi pada mutan PGRP-LB (Gambar 8).

Berdasarkan hasil uji statistik, tidak terdapat perbedaan yang signifikan
antara kelompok tanpa perlakuan dan kelompok pelarut. Hal ini menunjukkan

bahwa pelarut yang digunakan (etanol 96%) tidak memberikan efek dan
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dapat digunakan sebagai kontrol negatif. Efek kurkumin terhadap
kelangsungan hidup D. melanogaster tergantung pada konsentrasi yang
diberikan (concentration dependent). Peningkatan kelangsungan hidup D.
melanogaster diduga merupakan efek penekanan sistem imun pada D.
melanogaster mutan PGRP-LB. Hasil yang sama telah dilaporkan dengan
menggunakan lalat buah mutan Ives pada konsentrasi 250 uM dimana lalat
mutan jenis ini merupakan mutan yang mengalami penyakit neurodegeneratif
(Lee et al., 2010; Chandrashekara et al., 2014).

IV.2 Hasil Analisis Ekspresi Gen

IV.2.1 Analisis Ekspresi Gen tom40 dan indy pada Oregon R vs Mutan
PGRP-LB

D.melanogaster mutan PGRP-LB terbukti menghasilkan sitokin pro-
inflamasi yang berlebihan yang telah dilaporkan dalam penelitian Charroux et
al (2018). Peningkatan kadar Diptericin dan Drosocin sebagai sitokin yang
homolog dengan manusia pada Drosophila yang signifikan menunjukkan
adanya inflamasi kronik akibat overaktivasi jalur NF-kB (Relish) yang
berkaitan dengan neurodegeneratif dan penurunan masa hidup (Charroux et
al., 2018)

Adanya peningkatan kadar AMPs pada mutan PGRP-LB, maka mutan
tersebut dapat digunakan sebagai model penyakit autoinflamasi. Pada
penelitian ini dilakukan pengukuran level ekspresi gen tom40 dan indy.
Berdasarkan gambar 9, tidak terdapat perbedaan yang signifikan pada level

ekspresi gen tom40 antara lalat wildtype Oregon R dan mutan PGRP-LB.
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Peningkatan level ekspresi gen indy terjadi akibat pelepasan mediator
inflamasi yang berlebihan seperti IL-6. Hal ini menyebabkan peningkatan
ekspresi gen indy, sehingga dapat memicu adanya kondisi patologis seperti
peningkatan resistensi insulin, penurunan biogenesis mitokondria dan
mitophagi (Simmons, et al 2020; von Loeffelholz et al., 2017). Peningkatan
level ekspresi gen indy yang dikemukakan pada penelitian ini menunjukkan
adanya keterlibatan gen indy pada penurunan masa hidup akibat penyakit
autoinflamasi mutan PGRP-LB.

IV.2.2 Hasil Pengukuran Level Ekspresi Gen tom40 dengan Pemberian

Kurkumin pada Mutan PGRP-LB

Berdasarkan hasil ekspresi gen, tidak terdapat perbedaan yang
signifikan pada level ekspresi gen tom40 pada kontrol tanpa perlakuan
dengan kontrol pelarut (Gambar 11A) sehingga kontrol pelarut diketahui tidak
memberikan pengaruh terhadap ekspresi gen tersebut dan dapat digunakan

sebagai pembanding.

Adanya gangguan permeabilitas dan fungsi mitokondria dapat
menyebabkan kenaikan level ROS dan DNA mutase (Haas, 2019).
Berdasarkan pustaka, penurunan tom40 berasosiasi dengan peningkatan
kerusakan oksidatif dan mutase DNA (Bender et al., 2013). Gen tom40
berperan dalam proses autofagi untuk mencegah adanya disfungsi
mitokondria. Disregulasi autofagi mitokondria yang mengalami kerusakan
dapat menjadi penyebab penyakit yang berkaitan dengan inflamasi,

(Rambold and Lippincott-Schwartz, 2011). Oleh karena itu, autofagi menjadi
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penting dalam hal mencegah timbulnya radikal bebas yang merupakan hasil
dari disfungsi mitokondria (Liu et al., 2018). Berdasarkan pada penelitian ini,
perbaikan lifespan pada D. melanogaster mutan PGRP-LB melalui
peningkatan ekspresi gen tom40, tetapi hanya pada pemberian kurkumin

dengan konsentrasi tertinggi,

IV.2.3 Hasil Pengukuran Level Ekspresi Gen indy dengan Pemberian
Kurkumin pada Mutan PGRP-LB

Kegagalan biogenesis mitokondria dapat berakibat pada disfungsi
mitokondria itu sendiri (Simmons, et al 2020). Berdasarkan penelitian yang
dilakukan oleh Olivo-Marston et al (2014), restriksi kalori menekan produksi
sitokin pro-inflamasi pada mencit yang mengalami kondisi restriksi kalori
dibandingkan pada kontrol secara signifikan. Hal ini membuktikan bahwa
penekanan ekspresi gen indy diketahui berperan dalam penyakit
autoinflamasi (Olivo-marston et al., 2014). Penurunan level ekspresi gen indy
yang memicu proses restriksi kalori akan menghasilkan metabolit beta
hidroksi butirate. Metabolit ini akan menghambat inflammasome NLRP3
sehingga berpotensi berperan sebagai antiinflamasi (Gabande-Rodriguez et
al, 2020). Hasil serupa diperoleh pada penelitian ini yang membuktikan
penekanan ekspresi gen indy dalam penyakit autoinflamasi yang berkaitan
dengan peningkatan masa hidup mutan PGRP-LB.

Efek penghambatan langsung oleh kurkumin diketahui juga berimplikasi
pada aktivasi NLRP3 inflamasome pada makrofag. Penelitian Yin et al (2018)

menunjukkan bahwa diet kurkumin dapat menghambat inflammasome
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NLRP3 secara in vivo. Hal ini menimbulkan pencegahan terhadap inflamasi
metabolik. Selain itu, kurkumin juga menjadi kandidat pengobatan pada
penyakit yang diatur NLRP3 seperti diabetes, gout dan Alzheimer (Yin et al.,

2018)



BAB V
KESIMPULAN

V.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian, diketahui bahwa kurkumin dapat
meningkatkan masa hidup Drosophila melanogaster mutan PGRP-LB pada
konsentrasi 10, 50, dan 250 pM. Hasil analisis ekspresi gen menunjukkan
bahwa penurunan lifespan mutan PGRP-LB melalui peningkatan level
ekspresi gen indy. Pemberian kurkumin dapat menekan proses autoinflamasi
melalui peningkatan ekspresi gen tom40 namun hanya pada konsentrasi
tertinggi dan penurunan ekspresi gen indy.

V.2 Saran

Berdasarkan hasil penelitian yang diperoleh, sebaiknya dilakukan
penelitian lebih lanjut mengenai uji ekspresi gen lain yang terkait mekanisme
perpanjangan umur pada Drosophila melanogaster serta mengenai

keterkaitan gen mitokondria yang berperan dalam proses autoinflamasi

30
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Skema Kerja

Lampiran 1.1 Penyiapan hewan uji

Drosophila melanogaster genotip
Oregon R dan PGRP-LB*

Dikembangbiakkan

Lalat baru

Disimpan selama 2 hari

D. melanogaster usia 2-4 hari

Lampiran 1.2 Penyiapan sampel

Sampel kurkumin

Dilarutkan dengan etanol 96%

Larutan kurkumin 50 mM

/Ngenceran

Larutan Larutan
kurkumin 10 kurkumin 2 mM
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Lampiran 1.3 Penyiapan pakan

Tepung jagung,gula pasir,ragi,
agar, aquadest

-Dicampur
-Dipanaskan hingga mengental

Tambahkan asam propionat
dan metil paraben

Dipindahkan

Vial pakan Drosophila
melanogaster

Lampiran 1.4 Uji survival

Drosophila melanogaster
genotip Oregon R dan PGRP-LB*

Dipindahkan
Pakan Pakan + Pakan + Pakan + Pakan +
tanpa Kurkumin Kurkumin Kurkumin etanol
Kurkumin 50 mM 10 mM 2mM 96%

Amati dan catat jumlah lalat yang
masih hidup selama 30 hari
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Lampiran 1.5 Penyiapan sampel RNA

Lima Drosophila
melanogaster

Treff

tube

Dihancurkan

Micropestle

Diproses

RNAqueous™ Total RNA
Isolation Kit (Invitrogen™)

J/ -Dipindahkan

-Simpan pada suhu -80°C

Elution tube

Lampiran 1.6 Pengujian dengan PCR

Elution tube berisi sampel
RNA

Diproses
\4

Kit SuperScript™

Il Platinum® SYBR®

Green One-Step qRT-PCR with ROX
(Invitrogen™). menggunakan 1 set
Primer tom40 dan indy dengan
kontrol internal rp49

Dianalisis

Thermal cycler
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