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ABSTRAK

RIZKYA CHAERATUNNISA. Uji Aktivitas Kurkumin Terhadap Ekspresi Gen
pepck dan cat pada Smurf D. melanogaster (dibimbing oleh Firzan Nainu dan
Rangga Meidianto Asri)

Saluran gastrointestinal memegang peranan penting bagi tubuh, salah
satunya yaitu usus. Penurunan fungsi fisiologis usus terjadi seiring dengan
proses penuaan, yang ditandai salah satunya dengan terjadinya leaky gut atau
peningkatan permeabilitas usus. Leaky gut dapat menyebabkan infeksi pada
usus, organisme rentan terhadap penyakit yang berujung pada kematian.

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui efek pemberian kurkumin
terhadap gen yang diduga memiliki hubungan dengan penuaan dan
permeabilitas usus yaitu pepck dan cat.

Dalam penelitian ini digunakan Drosophila melanogaster yang diinduksi
leaky gut menggunakan larutan dextran sodium sulfate 5% dan
dikelompokkan menjadi 5 kelompok pengujian, yaitu kontrol tanpa perlakuan,
kontrol pelarut dan kurkumin dengan konsentrasi 250uM, 50uM, dan 10uM
yang dilanjutkan dengan uji survival. Kemudian dilakukan uji ekspresi gen
menggunakan metode RT-qPCR.

Hasil uji survival menunjukkan adanya peningkatan masa hidup dengan
pemberian kurkumin pada konsentrasi 250uM. Uji ekspresi gen pepck
menunjukkan perbedaan yang signifikan antara kelompok tanpa perlakuan
dan kelompok perlakuan kurkumin 250uM. Uji ekspresi gen cat menunjukkan
adanya perbedaan signifikan antara kelompok perlakuan kurkumin 250uM
dengan kelompok tanpa perlakuan dan kontrol pelarut. Berdasarkan hasil
yang diperoleh, disimpulkan bahwa pemberian kurkumin mempengaruhi masa
hidup dan level ekspresi gen pepck dan cat bergantung pada konsentrasi yang
diberikan. Pemberian kurkumin juga dapat mengatasi leaky gut pada smurf
D. melanogaster.

Kata kunci: cat, Drosophila melanogaster, kurkumin, Leaky gut, pepck.



ABSTRACT

RIZKYA CHAERATUNNISA. Effect of Curcumin Activities on the Expression
of pepck and cat Genes in Drosophila melanogaster Smurf (supervised by
Firzan Nainu and Rangga Meidianto Asri)

The gastrointestinal tract plays an important role in the body, one of which
is the intestine. Decreased intestinal physiological function occurs along with
the aging process, characterized by leaky gut or increased intestinal
permeability. A leaky gut can cause infection in the intestine, the organism is
susceptible to disease which can lead to death.

This study aims to determine the effect of curcumin administration on
genes that are thought to have a relationship with aging and intestinal
permeability, namely pepck and cat.

In this study, Drosophila melanogaster was induced by leaky gut using
5% dextran sodium sulfate solution and grouped into 5 test groups, namely
untreated control, solvent control, and curcumin with concentrations of 250uM,
50uM, and 10uM followed by a survival test. Then a gene expression test was
performed using the RT-gPCR method.

The results of the survival test showed an increase in survival time by
administering curcumin at a concentration of 250uM. The pepck gene
expression test showed significant differences between the untreated and
250uM curcumin-treated groups. The paint gene expression test showed a
significant difference between the 250uM curcumin treatment group and the
untreated and solvent control groups. Based on the results obtained, it was
concluded that the administration of curcumin affected the life span and
expression levels of the pepck and cat genes depending on the concentrations
given. Giving curcumin can also overcome leaky gut in smurf D. melanogaster.

Keywords: cat, Drosophila melanogaster, curcumin, leaky gut, pepck.
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BAB |

PENDAHULUAN

.1 Latar Belakang

Saluran gastrointestinal memegang peranan penting dalam tubuh
manusia untuk memastikan pencernaan dan penyerapan nutrisi yang
memadai bagi tubuh (An et al., 2018). Barier epitel usus memiliki peran
penting dalam melindungi mukosa pada saluran gastrointestinal khususnya
pada bagian usus dan dalam mempertahankan homeostasis. Barier epitel
usus ini tidak hanya melindungi lapisan dinding usus tetapi juga mengatur
jalannya mikroorganisme, toksin, antigen dan molekul proinflamasi (Farré et

al., 2020).

Penurunan fungsi dari barier epitel usus terjadi seiring dengan proses
penuaan. Penuaan merupakan suatu proses yang pasti akan dialami oleh
seluruh manusia. Proses penuaan ditandai dengan hilangnya integritas
fisiologis secara progresif yang dapat menyebabkan gangguan fungsi, mudah
terserang berbagai macam penyakit dan peningkatan kerentanan terhadap
kematian (Dumic et al., 2019). Penurunan fungsi dari barier epitel usus dapat
meningkatkan permeabilitas usus (leaky gut) dan menyebabkan infeksi pada
usus serta gejala-gejala gastrointestinal (Wilms et al., 2020). Peningkatan
reactive oxygen species (ROS) selama proses penuaan menjadi salah satu
penyebab peningkatan permeabilitas usus (Kuhn et al., 2018). Jumlah ROS

yang berlebihan menyebabkan terjadinya apoptosis pada sel epitel usus yang



mengakibatkan terjadinya peningkatan permeabilitas usus (Aviello & Knaus,

2016).

ROS yang berlebih dapat dinetralisir dengan antioksidan. Antioksidan
dapat menekan peningkatan antioksidan yang selanjutnya dapat mengatasi
leaky gut yang terjadi (Ballway & Song, 2021). Tubuh memiliki beberapa
antioksidan endogen diantaranya superoxide dismutase (sod), catalase (cat),
dan glutathione peroxidase (gpx). cat merupakan antioksidan intraseluler yang
melawan radikal bebas dengan mengubah hidrogen peroksida (H202) menjadi
H20 dan Oz (Shin et al., 2018). Penelitian yang dilakukan oleh Chen dan tim
(2022), menyebutkan bahwa peningkatan level ekspresi gen cat dapat
meningkatkan masa hidup dan kualitas hidup dari hewan uji (Chen et al.,

2020).

Berbeda dengan gen pepck (phosphoenolpyruvate carboxykinase) yang
berperan dalam proses glukoneogenesis dan merupakan faktor utama dalam
homeostasis. Gen pepck merupakan salah satu gen yang berkaitan dengan
proses penuaan. Ekspresi berlebih gen pepck memiliki kemampuan untuk
meningkatkan masa hidup dari hewan uji dan proses glukoneogenesis yang
terjadi dapat meningkatkan kualitas hidup selama penuaan (Onken, Kalinava

and Driscoll, 2020; Carlson et al., 2015).

Peningkatan level ekspresi gen antioksidan endogen dapat diinduksi
oleh senyawa bahan alam, salah satunya vyaitu kurkumin. Kurkumin

merupakan senyawa golongan polifenol alami. Kurkumin dapat bekerja



dengan meningkatkan antioksidan endogen dan juga sebagai antioksidan
eksogen (Araujo et al., 2022). Efek antioksidan kurkumin memiliki potensi
besar untuk mengurangi kerusakan sel terkait usia yang disebabkan oleh
reactive oxygen species (ROS) yang juga dapat digunakan dalam mengatasi
leaky gut atau peningkatan permeabilitas usus (Huang et al., 2021; Zia et al.,

2021; Bielak-Zmijewska et al., 2019).

Sebuah metode yang telah dikembangkan dalam pemeriksaan leaky gut
adalah metode smurf fly dengan menggunakan hewan uji Drosophila
melanogaster dengan pemberian pakan biru. Smurf ditandai dengan
perubahan warna biru pada tubuh D. melanogaster yang menunjukkan adanya

peningkatan permeabilitas usus pada D. melanogaster (Pereira et al., 2018).

Terkait peranan catalase sebagai antioksidan yang mampu mengatasi
ROS terkait penuaan dan pepck dalam proses glukoneogenesis yang juga
berperan dalam proses penuaan serta dapat meningkatkan masa hidup, maka
pada penelitian ini akan dilakukan pengujian efek senyawa kurkumin terhadap
ekspresi gen catalase dan pepck pada model smurf Drosophila melanogaster

akibat leaky gut sebagai salah satu tanda penuaan.

.2 Rumusan Masalah
Bagaimana efek pemberian kurkumin terhadap ekspresi gen cat dan
pepck serta hubungannya dengan leaky gut pada model hewan uji Drosophila

melanogaster?



.3 Tujuan Penelitian
Untuk mengetahui efek pemberian kurkumin terhadap ekspresi gen cat
dan pepck serta hubungannya dengan leaky gut pada model hewan uji

Drosophila melanogaster.



BAB Il

TINJAUAN PUSTAKA

.1 Leaky Gut

Usus memiliki peranan penting dalam proses absorpsi nutrisi, ion dan
komponen lain yang penting bagi tubuh manusia serta sebagai penghalang
dari zat-zat berbahaya (Stewart et al., 2017). Barier epitel usus berperan
penting dalam mencegah masuknya mikroorganisme patogen dan zat beracun
luminal sekaligus mengatur penyerapan nutrisi, elektrolit dan air dari lumen ke

sirkulasi sistemik (Fukui, 2016).

Disfungsi barier epitel usus menyebabkan terjadinya peningkatan
permeabilitas usus (leaky gut) sehingga berbagai zat berbahaya dapat
menembus usus dan menuju ke saluran sistemik yang dapat menyebabkan
infeksi pada usus serta gangguan pada sistem gastrointestinal (Paray et al.,
2020; Fukui, 2016; Wilms et al., 2020). Peningkatan permeabilitas usus juga
disebabkan oleh faktor endogen (misalnya stres psikologis, peradangan usus)

dan faktor eksogen (misalnya diet, asupan alkohol) (Vanuytsel et al., 2021).

Peningkatan permeabilitas usus juga dapat terjadi seiring dengan
bertambahnya usia (penuaan). Pada proses penuaan terjadi penurunan
kognisi dan/atau fungsi fisik terkait usia, salah satunya vyaitu terjadinya
peningkatan inflamasi kronik. Peningkatan inflamasi dikaitkan dengan

peningkatan permeabilitas usus yang tidak normal pada orang lanjut usia



(Ahmadi et al., 2020). Peningkatan reactive oxygen species (ROS) yang terjadi
pada proses penuaan, juga dapat memicu peningkatan permeabilitas usus.
Stres oksidatif yang berlebihan akan mengakibatkan inflamasi pada usus dan
apoptosis epitel mukosa usus, yang selanjutnya akan merusak barier epitel

usus sehingga permeabilitas usus juga akan meningkat (Wen et al., 2019).

Symbiosis @ Dysbiosis ¢ Leaky gut syndrome

Genetic factors Cytokine response
Environmental factors Epithelial barrier dysfunction

Pathobionts
E. gallinarum K. pneumonia
P. gingivalis F. nucletum

’\u

Autoantigen mimic
Inflammatory response

}e( secretary IgA = tight junctions ® » proinflammatory cytokines
@ oo : . ‘
® antimicrobial peptides @o T cells % macrophages
q polymeric IgA receptor © soeis \*— dendritic cells Autoimmunity

Gambar 1. Mekanisme terjadinya peningkatan permeabilitas usus (Leaky gut) (Kinashi
& Hase, 2021)

Peningkatan permeabilitas usus juga dapat diinduksi menggunakan
Dextran sulfate sodium (DSS). DSS dapat meningkatkan permeabilitas usus
dengan mengurangi ekspresi protein pada tight junction (TJ) yang meniru
patofisiologi inflamasi usus pada pasien (Eom et al., 2022). Tight junction (TJ)

adalah kompleks protein yang terdiri dari Occludin, ZO, claudins dan junctional



adhesion molecule (JAM) membentuk sawar aktif fisiologis yang dapat
mengubah permeabilitas berdasarkan lingkungan seluler (Eichele &

Kharbanda, 2017).

.2 Smurf Fly

Smurf fly merupakan suatu metode yang dikembangkan untuk
pemeriksaan leaky gut menggunakan hewan uji D. melanogaster. Leaky gut
pada D. melanogaster dideteksi dengan adanya pewarna makanan biru yang
tidak dapat diserap (FD&C blue dye #1) di luar saluran pencernaan setelah
pemberian (Rera et al., 2012). FD&C blue dye #1 (Brilliant blue) merupakan
pewarna yang bersifat non-toksik dan tidak mempengaruhi masa hidup dari

hewan uji yang digunakan selama waktu pemberian (Martins et al., 2018).

A non-smurfs  uncertain status light smurf smurfs

Gambar 2. Perbandingan D. melanogaster non-smurf dan smurf (Martins et al., 2018)

D. melanogaster yang mengalami smurf akan menunjukkan perubahan
warna biru pada tubuhnya. Hal ini disebabkan oleh peningkatan permeabilitas

usus pada D. melanogaster sehingga pewarna yang digunakan akan keluar



dari saluran intestinal menuju hemolymph dan mewarnai tubuh D.

melanogaster (He & Jasper, 2014).

1.3 Kurkumin

1.3.1 Deskripsi

Kurkumin {diferuloilmetan-1,7-bis-(4-hidroksi-3-metoksifenil)-hepta-1,6-
diene-3,5- dione}, merupakan salah satu senyawa utama yang terkandung
dalam Curcuma longa (L) dan Curcuma spp, berbentuk kristal kuning-oranye
yang umum digunakan sebagai bahan tambahan makanan dan pewarna (Abd
El-Hack et al., 2021; Lestari & Indrayanto, 2014). Senyawa kurkumin termasuk
dalam golongan senyawa fenolik yang larut dalam pelarut organik dan memiliki
kelarutan yang kurang baik dalam air. Senyawa kurkumin memiliki kestabilan
yang baik dalam suasana asam, tetapi tidak stabil terhadap cahaya dan
suasana asam (Sharifi-Rad et al., 2020). Tiga konstituen kimia utama kunyit
yang semuanya termasuk dalam kurkuminoid adalah kurkumin (77%),
demetoksikurkumin (17%), dan bisdemetoksikurkumin (3%) (Huang et al.,

2020).

Gambar 3. Struktur kurkumin (Zia et al., 2021)



I1.3.2 Indikasi

Dalam dunia kesehatan, kurkumin memiliki berbagai manfaat
diantaranya sebagai antioksidan, efek antikarsinogenik, imunomodulator,
antikanker, dan antiinflamasi (Abd El-Hack et al., 2021; Huang et al., 2020).
Selain itu, penelitian menunjukkan bahwa kurkumin dapat mengatasi sindrom
metabolik, hiperlipidemia, artritis (radang sendi), dan juga dapat membantu
meredakan radang yang disebabkan oleh olahraga dan nyeri otot (Hewlings

and Kalman, 2017).

Kurkumin memiliki gugus fenolik yang merupakan gugus donor elektron
utama pada senyawa kurkumin yang berperan dalam aktivitas antioksidan.
Kurkumin dapat secara langsung mengurangi radikal bebas yang berlebihan
dan mencegah produksi reactive oxygen species (ROS) (Xu et al., 2018).
Aktivitas antioksidan dari kurkumin dipengaruhi oleh berbagai enzim seperti
catalase, superoxide dismutase, dan glutathione peroxide. Beberapa
penelitian melaporkan bahwa senyawa kurkuminoid memiliki kemampuan
paling tinggi dalam aktivasi makrofag untuk mengurangi radikal bebas (H20:2

dan NO) (Abd El-Hack et al., 2021).

Efek anti inflamasi dari senyawa kurkumin telah dibuktikan melalui
berbagai eksperimen. Kurkumin dapat menurunkan regulasi berbagai
mediator inflamasi termasuk menurunkan regulasi COX-2, pengaktifan
mitogen dan janus kinase (JAK), serta menghambat TNF-q, IL-1, IL-2, IL-6, IL-

8, IL-12 dan 5-protein kinase teraktivasi adenosin monofosfat (Boroumand et
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al., 2018). Penelitian yang dilakukan oleh Rinkunaite et al., (2021),
menggunakan hewan uji tikus yang terkena artritis (radang sendi) melaporkan
bahwa setelah pemberian kurkumin selama 10 hari dapat mengurangi radang
sendi pada hewan uji. Selain itu juga, dapat menurunkan level sel imun (sel
darah putih dan neutrofil) serta sitokin pro inflamasi, TNF-a, IL-1, dan IL-6

hampir mendekati kontrol sehat.

.4 Drosophila melanogaster

1.3.1 Deskripsi

Drosophila melanogaster atau yang dikenal sebagai lalat buah telah
lama digunakan dalam penelitian terkait genetik genetik, sekitar 110 tahun.
Penggunaan Drosophila dalam penelitian biologi telah dimulai sejak awal awal
abad ke-20 dan saat ini merupakan salah satu organisme model yang paling
populer. D. melanogaster memiliki ukuran yang kecil (3 mm), hanya memiliki
4 pasang kromosom yang dapat memudahkan modifikasi genetik. D.
melanogaster memiliki £13,600 gen yang dikodekan dam memiliki kemiripan

75% secara genetik dengan manusia (Panchal and Tiwari, 2017).

D. melanogaster memiliki banyak keuntungan sebagai model hewan uji
dalam penelitian yaitu, tidak memerlukan biaya yang cukup besar jika
dibandingkan dengan hewan uiji lain seperti mencit dan tikus, reproduksi tinggi
dan dapat menghasilkan lalat dalam jumlah besar, memiliki masa hidup yang
lebih singkat (2-3 bulan) yang cocok digunakan dalam mempelajari

mekanisme penuaan, serta tidak membutuhkan kode etik (Nainu, 2018).
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11.3.2 Siklus Hidup

D. melanogaster memiliki siklus hidup yang singkat, hanya sekitar 10
— 12 hari pada suhu 25°C. D. melanogaster betina dapat bertelur sebanyak
30 — 50 setiap hari. Perkembangan D. melanogaster dimulai dari tahap larva,

pupa, hingga menjadi lalat dewasa (Panchal & Tiwari, 2017).

? 1% Instar

/3

)
g 2" Instar
Instar

4
Gambar 4. Siklus hidup D. melanogaster (Flatt, 2020)

Larva D. melanogaster akan melewati 3 fase larva yaitu larva instar 1-
3. Perkembangan telur D. melanogaster menjadi larva instar 1 membutuhkan
waktu satu hari. Kemudian akan menjadi larva instar 2 dan instar 3 di hari
berikutnya selama 1 dan 2 hari. Pada hari ke-5 (dimulai ketika menjadi larva)
larva akan berubah menjadi pupa yang kemudian akan menjadi lalat setelah
4-4.5 hari. Pada tahap larva instar 1, larva akan makan di permukaan pakan,
kemudian akan masuk menggali ke dalam pakan pada tahap larva instar 2

(Flatt, 2020).
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1.5 Ekspresi Gen

I.4.1 Gen catalase

Tubuh memiliki antioksidan endogen yang dapat menangkal dan
menetralisir radikal bebas diantaranya superoxide dismutase, catalase, dan
glutathione peroxidase. Catalase merupakan salah satu antioksidan yang
banyak terdapat pada peroksisom dan bekerja dengan cara mengubah
hidrogen peroksida (H202) menjadi molekul air (H20) dan oksigen (O2)

(Ighodaro & Akinloye, 2018).

OH™ O
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Gambar 5. Mekanisme kerja katalase (Rakotoarisoa et al., 2019)

Selain memiliki fungsi utama dalam penguraian H202, katalase juga
dapat menguraikan peroksinitrit (ONOQO") dan mengoksidasi oksida nitrit (NO)
menjadi nitrogen dioksida (NO2z). Penurunan ekspresi gen katalase berkaitan
dengan tingginya produksi hidrogen peroksida. Penguraian hidrogen

peroksida oleh katalase sangat tinggi, dengan jumlah pergantian substrat yang
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melebihi reaksi enzimatik lainnya (Rakotoarisoa et al., 2019; Heck et al.,

2010).

Katalase dapat menguraikan jutaan molekul hidrogen peroksida dalam
satu detik. Dalam jumlah rendah hidrogen peroksida mengatur beberapa
proses fisiologis seperti pensinyalan dalam proliferasi sel, kematian sel,
metabolisme karbohidrat, fungsi mitokondria, dan aktivasi trombosit. Namun,
ketika jumlahnya meningkat dapat merusak sel-sel tubuh. Oleh karena
kemampuannya dalam membatasi konsentrasi H202 dalam sel, katalase
memiliki peran penting dalam proses fisiologis serta menjadi enzim

pertahanan antioksidan lini pertama (Ighodaro & Akinloye, 2018).

1.4.2 Gen pepck

Pepck merupakan gen yang mengkode enzim Phosphoenolpyruvate
carboxykinase dan berperan dalam proses glukoneogenesis. Gen pepck
banyak terekspresi di hati dan korteks ginjal. Pada mamalia gen pepck terbagi
menjadi 2 yaitu PEPCK-C (dalam sitosol) dan PEPCK-M (dalam mitokondria).
PEPCK-C memegang peranan paling besar dalam regulasi metabolik (Onken

et al., 2020; Rajas et al., 2000).

PEPCK memiliki mekanisme kerja dengan mendekarboksilasi dan
memfosforilasi oksaloasetat untuk membentuk fosfoenolpiruvat pada tahap
kedua proses glukoneogenesis. Secara normal, gen pepck akan terekspresi

ketika diinduksi oleh glukagon, katekolamin dan glukokortikosteroid selama
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periode puasa dan sebagai respon ketika stress (Wang & Dong, 2019; Quinn

& Yeagley, 2005).

Biosynthesis

Glycogenesis Glycogen "--_______‘
I

PPP R-5-P
Nudleotide synthesis NADF*

NADPH synthesis MNADPH

Glyceroneogenesis  Glycerol-3-p 4

Serine synthesis Sering """

Cataplerosis
Oxaloacetate

Lactate

Glutamine

Glutamate

Glutaminolysis Glutamine

Gambar 6. Mekanisme kerja PEPCK (Wang and Dong, 2019)

1.4.3 Ekspresi Gen pada Drosophila melanogaster
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Gambar 7. Level ekspresi Gen pepck (FlyBase)
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Gambar 8. Level ekspresi gen catalase (FlyBase)

1.6 PCR (Polymerase Chain Reaction)

Polymerase chain reaction (PCR) merupakan suatu metode yang
digunakan dalam amplifikasi DNA, ditemukan pertama kali pada tahun 1985
oleh Kary Mullis. Pada metode PCR konvensional, templat DNA, primer, DNA
polimerase, dNTPs (deoksiribonukleotida trifosfat) dan larutan buffer dicampur
dalam sebuah series termal untuk menghasilkan jutaan salinan dari templat

DNA (Sreejith et al., 2018).

Reverse transcriptase quantitative polymerase chain reaction (RT-
gPCR) merupakan salah satu metode PCR yang kuat untuk kuantifikasi tingkat
ekspresi gen secara real time. Prinsip kerja dari RT-qPCR adalah mengubah
RNA templat menjadi cDNA menggunakan enzim reverse transcriptase. RT-
gPCR adalah salah satu teknik yang paling efisien, andal, dan dapat

diproduksi untuk mengukur ekspresi gen (LU et al., 2018).
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Gambar 9. Skema kerja RT-qPCR (Hawkins & Guest, 2017)

Dalam PCR, terdapat tiga langkah utama yaitu denaturation, annealing,

dan extension (Joshi and Deshpande, 2010):

a.

Denaturation. Pada tahap ini rantai ganda DNA diubah menjadi DNA rantai
tunggal. Proses ini terjadi pada suhu 90-97°C.

Annealing. Tahap ini merupakan proses penempelan primer pada untai
cetakan DNA tunggal. Proses ini menghasilkan duplikasi DNA asli, dengan
masing-masing molekul baru mengandung satu untai DNA lama dan satu
untai baru. Kemudian masing-masing untaian ini dapat digunakan untuk
membuat dua salinan baru dan seterusnya. Proses ini terjadi pada suhu
50-60°C.

Extension. Pada tahap ini primer diperpanjang oleh DNA polymerase

disepanjang untai rantai DNA.



BAB il

METODE KERJA

lll.1 Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini, yaitu alat-alat gelas, BSC
Il (Biosafety Cabinet Class Il), micropestle (Geneaid®), papan CO2 (CO:2
stage), Thermal cycler qPCR (RotorGene Q, Qiagen®), zoom stereo

microscope (Motic®), vial dan plugs Drosophila (Biologix®).

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini, yaitu aquadest,
etanol 70% (Onemed®), Etanol 96% (Sigma-Aldrich), Drosophila
melanogaster Oregon R (Laboratory Host Defense and Responses,
Kanazawa University), Kertas saring (Whatman™), mikropipet (Dragonlab),
microtube (Gene follower), pakan Drosophila, pewarna FD&C blue dye #1
(Sigma-Aldrich), RNAqueous™ Total RNA Isolation Kit (Invitrogen™),
Kurkumin (Sigma-Aldrich), (Treff tube (Treff lab), satu set primer cat, satu set
primer pepck, satu set primer rp49, SensiFAST SYBR No-ROX One-step

Kit (Bioline™).

lll.2 Metode Kerja

lll.2.1 Penyiapan Hewan Uji (Drosophila melanogaster)
Pada penelitian menggunakan hewan uji lalat buah atau Drosophila
melanogaster Oregon-R yang diperoleh dari Laboratory Host Defense and

Responses (Kanazawa University, Jepang). Lalat dipelihara dan

17
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dikembangbiakkan di dalam vial kultur yang berisi pakan dan disimpan pada
suhu sekitar 25°C. D. melanogaster yang digunakan dalam eksperimen

berusia 3-5 hari.

lll.2.2 Pembuatan Pakan Drosophila melanogaster

Bahan-bahan yang digunakan dalam pembuatan pakan D. melanogaster
terdiri dari tepung jagung, yeast, agar, gula pasir, air, metil paraben, dan asam
propionat. Setiap pembuatan 200 ml pakan ditimbang tepung jagung 15 gram,
yeast 5 gram, agar 1,8 gram, gula pasir 9 gram, metil paraben 900 pl, asam
propionat 800 ul, dan air yang dicukupkan hingga 200ml. Semua bahan-bahan
yang telah ditimbang serta air dicampurkan dalam gelas beaker dan

dihomogenkan. Campuran dipanaskan pada suhu 100°C selama %1 jam

dengan disertai pengadukan hingga mengental. Selanjutnya ditambahkan
asam propionat dan metil paraben menggunakan pipet mikro. Setelah itu
campuran akhir yang terbentuk dimasukkan ke masing-masing vial dan

dibiarkan hingga memadat selama 24 jam.

I11.2.3 Uji Dosis Dekstran

Permeabilitas usus lalat ditingkatkan menggunakan penginduksi berupa
Dextran sulfate sodium (DSS). Usus yang bocor ditandai dengan terjadi
perubahan warna pada seluruh tubuh lalat. Untuk pengujian, lalat dewasa
dipuasakan selama 2 jam di dalam vial kosong. Kemudian kertas saring
direndam dalam larutan yang berisi 5% DSS dalam 5% larutan sukrosa.

Setelah itu, lalat yang telah dipuasakan dipindahkan ke dalam vial yang berisi
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kertas saring yang telah direndam dalam larutan Dextran sulfate sodium dan
perlakuan diberikan selama 10 hari. Lalu alat dipindahkan ke dalam vial yang

telah berisi pakan biru. Kemudian lalat diamati fenotip smurf setiap hari.

lll.2.4 Pembuatan Pakan Biru Drosophila melanogaster
Pada pembuatan pakan biru dilakukan dengan pembuatan pakan biasa
yang ditambahkan pewarna FD&C blue dye #1 konsentrasi 2,5% ketika proses

pengadukan.

1.2.5 Preparasi Sampel Kurkumin

Sampel kurkumin sebanyak 0,0184 gram dilarutkan menggunakan
etanol sebanyak 1 ml hingga diperoleh 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 yM, 50 yM, dan 250 pM.

ll.2.6 Pemberian Kurkumin dan Pengamatan survival Drosophila

melanogaster

Pengujian survival dilakukan untuk melihat efek pemberian senyawa
kurkumin terhadap lifespan dan juga terhadap smurf yang dialami D.
melanogaster. Pengujian ini dengan memasukkan D. melanogaster yang
mengalami smurf ke dalam vial berisi pakan yang dikelompokkan menjadi 5
kelompok. Kelompok | diberikan pakan kontrol (tanpa kurkumin), kelompok |l
diberikan pakan kontrol pelarut, kelompok Il diberikan pakan yang

mengandung kurkumin 10 uM, kelompok [V diberikan pakan yang
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mengandung kurkumin 50 pM dan kelompok V diberikan pakan yang

mengandung kurkumin 250 yM.

ll.2.7 Penyiapan Sampel RNA

Isolasi RNA menggunakan RNAqueous™ Total RNA Isolation Kit
(Invitrogen™). Sebanyak lima ekor D. melanogaster yang masih hidup
dimasukkan ke dalam ftreff tube. Siapkan reagen lysis buffer segar yang telah
dicampur dengan 2-mercaproethanol dimana setiap 300 pL lysis buffer untuk
setiap sampel dan ditambahkan 2-mercaptoethanol sebanyak 1% dari total
volume lysis buffer. Setelah itu, ditambahkan sebanyak 300 yL campuran
tersebut ke dalam masing-masing tube sampel dan sampel lalat dihancurkan
dengan menggunakan micro pestle. Kemudian, disentrifugasi selama 2 menit
dengan kecepatan 14.000 rpm. Lisat ditransfer ke tube baru kemudian
ditambahkan 300 pL etanol 70% dan divortex selama 10 detik. Selanjutnya,
sampel ditransfer ke spin cartridge dan disentrifugasi selama 15 detik dengan

kecepatan 14.000 rpm, proses diulangi sebanyak 2 kali.

Setelah itu, filtrat dibuang dan dimasukkan kembali spin cartridge pada
tube yang sama. Sebanyak 700 uL Wash Buffer | ditambahkan kedalam spin
cartridge kemudian 19 sentrifugasi dengan kecepatan 14.000 rpm selama 15
detik pada suhu ruang. Filtrat dibuang dan spin cartridge dipindahkan pada
collection tube baru. sebanyak 500 yL Etanol 96% ditambahkan pada spin

cartridge, kemudian disentrifugasi selama 15 detik pada kecepatan 14.000



21

rpm pada suhu ruang. Filtrat dibuang dan ditempatkan kembali pada collection

tube yang sama. Proses tersebut diulangi sebanyak 2 kali.

Selanjutnya, spin cartridge kembali disentrifugasi dengan kecepatan
14.000 rpm selama 1 menit pada suhu ruang. Kemudian ditambahkan 40 pL
RNAse free water pada bagian tengah spin cartridge dan diulangi dengan
menambahkan kembali RNAse free water dalam jumlah yang sama. Setelah
itu diinkubasi pada temperatur ruang selama 1 menit. Kemudian ditambahkan
kembali 40 yL RNAse free water ke dalam spin cartridge dan disentrifugasi
selama 2 menit pada kecepatan 14.000 rpm. Spin cartridge dibuang dan

collection tube yang mengandung RNA disimpan pada suhu — 80°C.

1I1.2.8 Analisis Ekspresi Gen

Untuk mengukur level ekspresi gen pepck dan cat, dilakukan real-time
PCR menggunakan SensiFAST SYBR No-ROX One-step Kit (Bioline™).
Real-time PCR dijalankan menggunakan satu set primer pepck (urutan dpt
forward primer: 5’- CCG CCG AGAACC TTATTG TG - 3’ dan urutan pepck
reverse primer: 5- AGA ATC AAC ATG TGC TCG GC - 3’) dan cat primer
(urutan cat forward primer: 5’- TTC CTG GAT GAG ATG TCG CAC T -3’ dan
urutan cat reverse primer: 5’- TTC TGG GTG TGA ATG AAG CTG G - 3)
dalam volume reaksi 20 ul dengan rangkaian siklus sebagai berikut 1 siklus
95°C selama 10 detik, 63°C selama 30 detik dan 72°C selama 30 detik.
Sebagai referensi tingkat ekspresi gen inang, digunakan satu pasang primer

protein ribosomal rp49 (5 — GAC GCT TCA AGG GAC AGT ATC TG — 3’ untuk
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forward primer dan 5 — AAA CGC GGT TCT GCA TGA G — 3’ untuk reverse

primer) yang dijalankan sesuai prosedur RT-gPCR di atas.

Tabel 1. Sekuens primer masing-masing gen

Sekuens Primer

Nama Gen isi
Forward Reverse Kondisi
1. PCR cycle: 40 Siklus
2. Reverse transcriptation:
5- CCG CCG AGA 5- AGA ATC AAC 37°C, 15 menit
pepck ~ ACCTTATIGTG ATG TGC Tcg 3 Hotstart 95°C, 10 menit
4. Denaturasi: 95°C, 10
— 3’ (20 mer) GC - 3’ (20 mer) detik
5. Annealing: 63°C, 30 detik
6. Extension: 72°C, 10 detik
1. PCR cycle: 40 Siklus
5. TTC CTG GAT 5-TTC TGG GTG 2- Reverse transcriptation:
37°C, 15 menit
cat GAG ATG TCG TGA ATG AAG 3 ot start: 95°C, 10 menit
CACT -3 (18 CTG G - 3 (18 4. Denaturasi: 95°C, 10
mer) mer) detik
5. Annealing: 63°C, 30 detik
6. Extension: 72°C, 10 detik
1. PCR cycle: 40 Siklus
5-GAC GCTTCA 5 — AAA CGC 2. Reverse transcriptation:
37°C, 15 menit
rp49 AGG GAC AGT GGT TCT GCA 3 ot start: 95°C, 10 menit
ATC TG - 3 (23 TGA G - 3 (19 4. Denaturasi: 95°C, 10
mer) mer) detik
5. Annealing: 63°C, 30 detik
6. Extension: 72°C, 10 detik

11.2.9 Analisis Data

Data yang diperoleh dari hasil uji survival akan diolah menggunakan
software GraphPad Prism 5 dengan metode log-rank. Hasil data analisis
ekspresi gen diolah menggunakan software GraphPad Prism 5 dengan hasil
berupa Ct Value. Kemudian setelah itu, diolah menggunakan software Qgene
dan dianalisis secara statistik menggunakan One Way Anova menggunakan

software GraphPad Prism 5



BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

IV.1 Hasil Uji Survival

Pada pengujian ini digunakan D. melanogaster yang telah mengalami
leaky gut berdasarkan dari pengujian smurf, kemudian diberikan kurkumin
sebagai treatment. Induksi leaky gut pada D. melanogaster dilakukan
menggunakan Dextran sulfate sodium (DSS). Diketahui bahwa pemberian
DSS dapat menginduksi kerusakan epitel usus yang kemudian menyebabkan
terjadinya leaky gut (peningkatan permeabilitas usus). Pada D. melanogaster,
leaky gut merupakan salah satu penanda akan terjadinya kematian (Fasano,

2020; Lee et al., 2022).

Pengujian pengamatan masa hidup D. melanogaster ini bertujuan untuk
mengetahui efek pemberian kurkumin terhadap masa hidup dari D.

melanogaster. Hasil pengujian dapat dilihat pada grafik berikut.
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Gambar 10. Grafik survival D. melanogaster dengan pemberian kurkumin
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Grafik di atas menunjukkan bahwa pemberian kurkumin dapat
mempengaruhi masa hidup dari D. melanogaster, bergantung pada
konsentrasi yang diberikan. Pada pemberian kurkumin dengan konsentrasi
250pM memiliki masa hidup yang lebih tinggi dibandingkan dengan kontrol
tanpa perlakuan dan kontrol pelarut. Sedangkan D. melanogaster dengan
pemberian kurkumin pada konsentrasi 10uM dan 50uM memiliki masa hidup

yang tidak jauh berbeda dengan kontrol tanpa perlakuan dan kontrol pelarut.

Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Suckow dan tim, 2006
menunjukkan bahwa pemberian kurkumin dapat meningkatkan masa hidup
dari D. melanogaster, dengan mekanisme yang diperkirakan meningkatkan
ekspresi gen antioksidan (Suckow & Suckow, 2006). Penelitian serupa
dilakukan oleh Lee dan tim, 2010 menunjukkan peningkatan masa hidup pada

D. melanogaster mutan lves pada konsentrasi 250uM (Lee et al., 2010).

Selain meningkatkan masa hidup, pemberian kurkumin juga dapat
mengatasi leaky gut dengan memperbaiki permeabilitas usus D.
melanogaster. Hal ini ditandai dengan penurunan jumlah D. melanogaster
yang mengalami smurf setelah pemberian kurkumin. Penelitian yang
dilakukan sebelumnya menunjukkan bahwa pemberian kurkumin dapat
memperbaiki permeabilitas usus, dengan pengujian secara in Vvitro

menggunakan sel usus manusia (Wang et al., 2017; Martel et al., 2022).
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IV.2 Pemeriksaan Analisis Gen

IV.1.1 Uji Ekspresi Gen pepck
Pengujian ekspresi gen pepck dilakukan menggunakan D. melanogaster
yang tidak mengalami smurf setelah pemberian kurkumin. Hasil pengujian

ekspresi gen dengan RT-qPCR dapat dilihat pada gambar berikut.
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Gambar 11. Hasil ekspresi gen pepck setelah pemberian kurkumin (Ket: ns = non
signifikan)

Grafik di atas menunjukkan bahwa tidak ada perbedaan yang signifikan
terhadap ekspresi gen pepck pada kelompok perlakuan kurkumin setiap
konsentrasi dengan kontrol pelarut. Gen pepck merupakan gen yang
mengkode enzim Phosphoenolpyruvate carboxykinase dan berperan dalam
proses glukoneogenesis. Gen pepck pada D. melanogaster homolog dengan
PCK2 pada manusia (Onken et al., 2020). Gen pepck mengkatalisis
oksaloasetat menjadi fosfoenolpiruvat, prekursor piruvat dan terlibat dalam
pengaturan homeostasis piruvat. Peningkatan ekspresi gen pepck

menyebabkan terjadinya peningkatan proses glukoneogenesis, yang
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selanjutnya dapat meningkatkan autofagi dan berperan dalam peningkatan

masa hidup (Wang et al., 2018; Onken et al., 2020).

Berdasarkan hasil yang diperoleh, diketahui bahwa pemberian kurkumin
tidak mempengaruhi level ekspresi gen pepck. Selain itu, peningkatan masa

hidup D. melanogaster tidak dipengaruhi oleh gen pepck.

IV.1.2 Uji Ekspresi Gen cat

Pemeriksaan analisis ekspresi gen dilakukan untuk melihat efek
pemberian kurkumin terhadap ekspresi gen antioksidan endogen yakni cat
pada D. melanogaster. Hasil analisis ekspresi gen cat dapat dilihat pada

gambar berikut.
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Gambar 12. Hasil analisis ekspresi gen cat setelah pemberian kurkumin (Ket: ns = non
signifikan; * = p<0,05)

Grafik di atas menunjukkan adanya peningkatan ekspresi gen cat setelah
pemberian kurkumin dengan konsentrasi 250uM dibandingkan kontrol tanpa

perlakuan dan kontrol pelarut secara signifikan (p<0,05). Namun, pada
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kelompok perlakuan kurkumin lainnya tidak menunjukkan adanya perbedaan
yang signifikan dengan kelompok kontrol tanpa perlakuan dan kontrol pelarut.
Hal ini menunjukkan adanya pengaruh pemberian kurkumin terhadap

peningkatan ekspresi gen cat bergantung pada konsentrasi yang diberikan.

cat merupakan salah satu antioksidan endogen pada D. melanogaster
dan homolog dengan catalase pada manusia. Gen cat banyak terdapat pada
peroksisom dan bekerja dengan cara mengubah hidrogen peroksida (H202)
menjadi molekul air (H20) dan oksigen (O2) (Ighodaro & Akinloye, 2018).
Peningkatan ekspresi gen cat akan meningkatkan perubahan hidrogen
peroksida (H202) yang selanjutnya akan menghambat peningkatan reactive

oxygen species (ROS) (Galasso et al., 2021).

Enzim antioksidan seperti CAT sangat penting untuk mengurangi tingkat
molekul radikal bebas dan memperlambat penuaan yang akan berdampak
pada peningkatan masa hidup. Beberapa penelitian sebelumnya juga
menunjukkan bahwa peningkatan antioksidan endogen berperan dalam

peningkatan masa hidup (Zhang et al., 2021; Deepashree et al., 2022).

Berdasarkan penjelasan tersebut, peningkatan ekspresi gen cat pada
pemberian kurkumin konsentrasi 250uM juga menunjukkan kesesuaian
dengan hasil uji survival yang ditandai adanya peningkatan masa hidup D.

melanogaster pada konsentrasi yang sama.



BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

V.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian, diketahui bahwa kurkumin dapat
meningkatkan masa hidup dari D. melanogaster smurf pada konsentrasi
250uM. Hasil analisis gen menunjukkan bahwa peningkatan masa hidup D.
melanogaster smurf terjadi melalui peningkatan level ekspresi gen cat, tetapi
tidak melalui ekspresi gen pepck. Efek yang diberikan setelah perlakuan
kurkumin bergantung pada konsentrasi. Pemberian kurkumin juga dapat
mengatasi leaky gut yang dialami oleh D. melanogaster yang ditunjukkan
dengan tidak terjadi perubahan warna biru pada D. melanogaster yang

diberikan pakan biru setelah perlakuan kurkumin.

V.2 Saran

Saran untuk penelitian selanjutnya agar dapat melakukan penelitian
lebih lanjut terkait smurf fly menggunakan mutan Drosophila melanogaster dan
terkait mekanisme kurkumin dalam mengatasi leaky gut pada D.melanogaster
serta mengenai profil usus D.melanogaster yang mengalami leaky gut

sebelum dan setelah treatment.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Preparasi sampel

Sampel kcurcumin

l - larutkan dengan etanol 96%

Larutan kurkumin 50mM

- encerkan

! l

Kurkumin 10 mM Kkurkumin 2mM

Lampiran 2. Penyiapan Hewan Uji

D. melanogaster wildtype Oregon-R

l - dikembangbiakkan

D. melanogaster usia 3-5 hari

Lampiran 3. Pembuatan Pakan

Tepung jagung, yeast, agar, gula pasir, air

- diaduk
- dipanaskan hingga 100°C = 1 jam

A 4

Ditambahkan asam propionat dan metil
paraben

Vial D. melanogaster
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Lampiran 4. Pengujian Dekstran

D. melanogaster Oregon R

l - dipuasakan 2 jam

Larutan dextran 5%

Lampiran 5. Pengujian Smurf

D. melanogaster yang telah diberi dekstran 5%

l

Pakan standar yang mengandung
(FD&C blue dye #1)

Lampiran 6. Penyiapan Pakan Pengujian

Larutan kurkumin 50 mM, 10 mM, dan 2 mM

l - dicuplik 25 uL

5 mL pakan D. melanogaster

\ 4

Pakan kurkumin konsentrasi 250 yM, 50
MM dan 10 uM

37



Lampiran 7. Penyiapan Sampel RNA

Lima D. melanogaster

Treff tube

Dihancurkan

A\ 4
Micropastel

l Diproses

RNAqueous™ Total RNA
Isolation Kit

- Dipindahkan
- Simpan pada suhu -80°C

y
Elution

Lampiran 8. Analisis Ekspresi Gen

Eution tube berisi sampel RNA

Diproses

SensiFAST SYBR No-ROX One-step
Kit (Bioline™). menggunakan dua set Primer
srl dan indy dengan kontrol internal rp49.

Dianalisis

\ 4
Thermal cycler
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Lampiran 9. Perhitungan Pengenceran Kurkumin

Pembuatan Larutan kurkumin 50 mM (50 x 10-3 M)

_ m , 1000
M = wur Xl
50x 103  =—— X122
368,38 1
m = 0,018419 gram (ad 1 ml EtOH 96%)

Dibuat pengenceran dengan konsentrasi 10 mM :

N1 x V1 = N2 x V2

50 x V1 =10x 1 ml

Vi =0,2ml

V1 = 200 pl (larutan kurkumin 10 mM, ad 1 ml etOH 96%)

Dibuat pengenceran dengan konsentrasi 2 mM :

N1 x V1 =N2x V2
50 x V1 =2x1ml
Vi =0.04 ml
V1 =40 yl (Larutan kurkumin 2 mM, ad 1 ml EtOH 96%)

Pembuatan pakan Drosophila yang mengandung Kurkumin dengan

Konsentrasi 250 uM

250 uM =250 X 10 Mm
N1 x V1 =N2x V2
50 x V1 =250 X 103 X 5 ml

Vi =25x 103 ml
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V1 = 25 pl (dari larutan kurkumin 50 mM, ad 5 ml pakan)

Pembuatan pakan Drosophila yang mengandung kurkumin dengan
konsentrasi 50 uM

50 pM=50 x 10 mM

N1 x V1 = N2 x V2

10 x V4 =50x 103 x 5 ml

Vi =25x 103 ml

V1 = 25 pl (dari larutan kurkumin 10 mM, ad 5 ml pakan)

Pembuatan pakan Drosophila yang mengandung kurkumin dengan
konsentrasi 10 uM

10 yM =10 x 103 mM

N1 x V1 = N2 x V2

2x Vi =10x 103 x 5 ml

Vi =25X103 ml

V1 = 25 pl (dari larutan kurkumin 2 mM, ad 5 ml pakan

Lampiran 10. Data Statistik

Tabel 2. Hasil one-way anova ekspresi gen pepck

ANOVA summary Value
F 5,005
P Value 0,0536
P Value summary ns
Significant diff among means (P<0,05)? No
R square 0,8002
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Tabel 3. Hasil uji lanjutanTukey’s Multiple Comparison Test ekspresi gen pepck

Tukey’s Multiple Comparison Test Mean Summary Adjusted
Diff P Value
Kontrol tanpa perlakuan vs pelarut -0,2155 ns 4,090
Kontrol tanpa perlakuan vs Kurkumin 250 uM -0,2625 ns 4,982
Kontrol tanpa perlakuan vs Kurkumin 50 yM -0,05400 ns 1,025
Kontrol tanpa perlakuan vs Kurkumin 10 uM -0,03250 ns 0,6168
Kontrol Pelarut vs Kurkumin 250 uM -0,04700 ns 0,8920
Kontrol Pelarut vs Kurkumin 50 yM 0,1615 ns 3,065
Kontrol Pelarut vs Kurkumin 10 uM 0,1830 ns 3,473
Kurkumin 250 yM vs Kurkumin 50 yM 0,2085 ns 3,957
Kurkumin 250 uM vs Kurkumin 10 yM 0,2300 ns 4,365
Kurkumin 50 yM vs Kurkumin 10 uM 0,02150 ns 0,4080

Tabel 4. Hasil one-way anova ekspresi gen cat

ANOVA summary Value
F 5,338
P Value 0,0475
P Value summary *
Significant diff among means (P<0,05)? Yes
R square 0,8103

Tabel 5. Hasil uji lanjutanTukey’s Multiple Comparison ekspresi gen cat

Tukey’s Multiple Comparison Test Mean Summary Adjusted P
Diff Value
Kontrol Pelarut vs. Tanpa Perlakuan 0,03350 ns 0,3771
Kontrol tanpa perlakuan vs Kurkumin 250 uM -0,3315 ns 5,277
Kontrol tanpa perlakuan vs Kurkumin 50 uM -0,1455 ns 2,316
Kontrol tanpa perlakuan vs Kurkumin 10 yM -0,0715 ns 1,138
Kontrol Pelarut vs. Kurkumin 250uM -0,3650 * 5,810
Kontrol Pelarut vs. Kurkumin 50uM -0,1790 ns 2,850

Kontrol Pelarut vs. Kurkumin 10uM -0,1050 ns 1,672



Kurkumin 250 uM vs Kurkumin 50 uyM 0,1860 ns 2,961
Kurkumin 250 uM vs Kurkumin 10 yM 0,2600 ns 4,139
Kurkumin 50 yM vs Kurkumin 10 uM 0,0740 ns 1,178
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Lampiran 11. Dokumentasi Penelitian

Gambar 13. Penyiapan hewan uji Gambar 14. Pengujian dosis dextran

Gambar 17. Isolasi RNA Gambar 18. Pengujian ekspresi gen




	UCAPAN TERIMA KASIH
	ABSTRAK
	ABSTRACT
	DAFTAR ISI
	DAFTAR TABEL
	DAFTAR GAMBAR
	DAFTAR LAMPIRAN
	BAB I
	PENDAHULUAN
	I.1 Latar Belakang
	I.2 Rumusan Masalah
	I.1
	I.2
	I.3 Tujuan Penelitian

	BAB II
	TINJAUAN PUSTAKA
	II.1 Leaky Gut
	II.2 Smurf Fly
	II.3 Kurkumin
	II.3.1 Deskripsi
	II.3.2 Indikasi

	II.4 Drosophila melanogaster
	II.3.1 Deskripsi
	II.3.2 Siklus Hidup

	II.5 Ekspresi Gen
	II.4.1 Gen catalase
	II.4.2 Gen pepck
	II.4.3 Ekspresi Gen pada Drosophila melanogaster

	II.6 PCR (Polymerase Chain Reaction)

	BAB III
	METODE KERJA
	III.1 Alat dan Bahan
	III.2 Metode Kerja
	III.2.1 Penyiapan Hewan Uji (Drosophila melanogaster)
	III.2.2 Pembuatan Pakan Drosophila melanogaster
	III.2.3 Uji Dosis Dekstran
	III.2.4 Pembuatan Pakan Biru Drosophila melanogaster
	III.2.5 Preparasi Sampel Kurkumin
	III.2.6 Pemberian Kurkumin dan Pengamatan survival Drosophila melanogaster
	III.2.7 Penyiapan Sampel RNA
	III.2.8 Analisis Ekspresi Gen
	III.2.1
	III.2.2
	III.2.3
	III.2.4
	III.2.5
	III.2.6
	III.2.7
	III.2.8
	III.2.9 Analisis Data


	BAB IV
	HASIL DAN PEMBAHASAN
	IV.1 Hasil  Uji Survival
	IV.2 Pemeriksaan Analisis Gen
	IV.1.1 Uji Ekspresi Gen pepck
	IV.1.2 Uji Ekspresi Gen cat


	BAB V
	KESIMPULAN DAN SARAN
	V.1 Kesimpulan
	V.2 Saran

	DAFTAR PUSTAKA
	LAMPIRAN

