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ABSTRAK

RESKI AMALIA ROSA. “Eksplorasi Efek Etanol Terhadap Ekspresi Gen
JAK-STAT Pada Drosophila melanogaster” (dibimbing oleh Firzan Nainu
dan Risfah Yulianty).

Etanol pada dosis tinggi bersifat toksik dan dapat menyebabkan
kerusakan pada organ-organ tubuh termasuk otak, hati, dan ginjal. Di
dalam tubuh, etanol akan memicu terbentuknya reactive oxygen species
(ROS). Kadar ROS yang berlebih akan menyebabkan kematian sel
melalui jalur apoptosis. Dalam hubungannya dengan apoptosis, jalur JAK-
STAT memiliki peran penting dalam mengekspresikan tot sebagai respon
terhadap kondisi stres pada sel dan juga mengatur proliferasi sel. Tujuan
dari penelitian ini yaitu untuk mengetahui pengaruh paparan etanol
terhadap ekspresi gen upd3 dan totA pada JAK-STAT pathway
menggunakan organisme model Drosophila melanogaster. Untuk
mencapai tujuan tersebut, D. melanogaster w!!'® dipaparkan etanol
secara inhalasi dengan konsentrasi 85% dan 65%, kemudian dilanjutkan
dengan isolasi RNA dan analisis ekspresi gen dilihat dari hasil RT-gPCR.
Selanjutnya dilakukan pengujian tingkat kesintasan D. melanogaster yang
dipaparkan etanol pada konsentrasi yang telah ditentukan. Pada
pengujian ekspresi gen diperoleh hasil bahwa ekspresi totA mengalami
peningkatan yang signifikan seiring dengan meningkatnya konsentrasi
etanol. Namun, hal tersebut tidak disertai dengan peningatan ekspresi gen
upd3. Kondisi ini berujung pada penurunan tingkat kesintasan D.
melanogaster yang mendapatkan paparan alkohol. Sebagai kesimpulan,
peningkatan ekspresi totA mengindikasikan bahwa kondisi stres terjadi
pada sel namun hal tersebut tidak diperantarai oleh jalur utama yang
dimediasi oleh gen upd3 dan hal ini berujung pada penurunan tingkat
kesintasan organisme model yang digunakan dalam studi ini.

Kata Kunci: Lalat buah, etanol, JAK-STAT, upd3, totA

viii



ABSTRACT

RESKI AMALIA ROSA. “Exploration of Ethanol Effects on the Expression
of Drosophila melanogaster JAK-STAT genes” (supervised by Firzan
Nainu and Risfah Yulianty).

High dose ethanol is toxic and can promote damage on certain organs
such as brain, liver, and kidney. In human’s body, ethanol can trigger the
formation of reactive oxygen species (ROS). High concentration of ROS
can cause cell death via apoptosis. In relation to apoptosis, JAK-STAT
pathway plays an important role in the expression of tot as a response to
cell stress and also to regulate cell proliferation. The purpose of this
research is to investigate the effect of ethanol exposure on the expression
of upd3 and totA genes in JAK-STAT pathway by using model organism
Drosophila melanogaster. To achieve this purpose, D. melanogaster w118
was exposed to ethanol at concentration of 85% and 65% followed by
RNA isolation and gene expression analysis based on the RT-gPCR
results. Next, survival analisis was performed on D. melanogaster that
have been exposed to ethanol at given concentrations. In gene expression
analysis, it was found that the expression of totA was significantly
enhanced in response to ethanol in a concentration-dependent manner.
However, it was not accompanied by elevated expression of upd3. This
condition was culminated in a decline of survival rate in the ethanol-
exposed D. melanogaster. In conclusion, an increase in totA expression
indicates that stress conditions occur in cells but this is not mediated by
the upd3 gene as canonical pathway and this leads to a decrease in the
survival rate of the model organism used in this study.

Keyword: fruit fly, ethanol, JAK-STAT, upd3, totA
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BAB |

PENDAHULUAN

I.1 Latar Belakang

Etanol merupakan salah satu senyawa kimia yang sangat dikenal
oleh manusia. Etanol dapat menyebabkan berbagai efek pada tubuh,
dimulai dari munculnya rasa senang atau euforia, dehidrasi, kehilangan
fungsi motorik, dan sedasi pada penggunaan etanol dengan dosis rendah,
hingga pada timbulnya sesak pada pernapasan. kerusakan pada organ-
organ tubuh termasuk otak, hati, dan ginjal, bahkan kematian akibat
penggunaan alkohol yang berlebihan (Scholz et al, 2000; Roehrs and

Roth, 2001).

Romeo et al. (2007) menyatakan bahwa secara langsung etanol
memiliki hubungan dengan sistem imun. Etanol dapat menyebabkan
supresi sistem imun, sehingga berbagai penyakit infeksi dapat timbul
sebagai efek samping dari penggunaan alkohol. Selain itu, kadar alkohol
yang berlebih dalam tubuh akan memicu terbentuknya reactive oxygen
species (ROS). Inilah yang telah dibuktikan berkontribusi besar dalam
proses transformasi sel normal menjadi sel tumor yang pada akhirnya
mengaktifkan berbagai sistem imun yang ada dalam tubuh (Ratna and
Mandrekar, 2017). Di sisi lain ROS yang berlebih akan menyebabkan

kematian sel melalui jalur apoptosis (Dutordoir and Bates, 2016).



Secara umum, apoptosis merupakan proses kematian sel sebagai
respon terhadap beberapa kondisi patologis yang berbahaya, seperti
inflamasi kronik, ateroklerosis, kanker, permasalahan respirasi, dan
neurodegeneratif. Sel-sel yang mengalami apoptosis akan direspon oleh
makrofag dan sel-sel fagosit lainnya melalui proses fagositosis sel
apoptosis yang pada akhirnya mengurangi sel-sel mati dengan
meminimalkan kerusakan pada sel lainnya (Dutordoir and Bates, 2016).
Sel-sel apoptosis yang gagal dibersihkan melalui proses fagositosis,
kemudian berlanjut pada tahap nekrosis (Arandjelovic and Ravichandran,
2016). Selama proses nekrosis, sel melepaskan DAMPs (Damage
Associated Molecule Patterns) yang merupakan molekul endogen pro-

inflamasi dan mengaktifkan sistem imun (Martin, 2016).

Jessica et al. (2009) memperlihatkan bahwa paparan etanol pada
hewan coba tikus menyebabkan stres oksidatif yang memicu apoptosis
dan berkontribusi dalam menyebabkan kerusakan pada organ hati. Lebih
lanjut, dengan menggunakan organisme model Drosophila melanogaster,
Edwin (2018) mendemonstrasikan bahwa paparan etanol dapat
menginduksi apoptosis pada D. melanogaster dan hal tersebut berujung
pada penurunan tingkat kesintasan (survival rate). Penelitian lanjutan
yang dilakukan kemudian memberikan indikasi bahwa apoptosis dan
penurunan tingkat kesintasan berhubungan dengan status respon imun
pada jalur sinyal Toll, namun tidak dengan jalur sinyal IMD, dari lalat buah

(Latada 2020, komunikasi pribadi).



Drosophila melanogaster memiliki tiga jalur utama sistem imun
yang homolog dengan manusia, yaitu jalur Toll, IMD (Immune Deficiency)
dan JAK-STAT (Janus Tyrosine Kinase-Signal Transducers and Activator
of Transcription). Jalur JAK-STAT merupakan salah satu jalur yang
penting dari D. melanogaster karena memiliki berbagai peran, termasuk di
antaranya sebagai indikator stres sel (melalui ekspresi Tot) dan juga
dalam mengatur proliferasi sel pada kondisi apoptosis (Agaisse and
Perrimon, 2004; Caldow and Smith, 2012). Hingga saat ini belum tersedia
informasi mengenai apakah jalur sinyal JAK-STAT teraktivasi akibat
paparan etanol secara inhalasi pada D. melanogaster. Hal inilah yang
kemudian menjadi latar belakang penelitian ini. Eksplorasi aktivasi jalur
JAK-STAT D. melanogaster sebagai respon terhadap paparan etanol
dapat dilakukan dengan cara memeriksa level ekspresi gen terkait JAK-

STAT, yaitu upd3 dan totA.

[.2. Rumusan Masalah
Apakah pengaruh paparan etanol terhadap ekspresi gen upd3 dan

totA pada JAK-STAT pathway pada Drosophila melanogaster.

[.3 Tujuan Penelitian

Untuk mengetahui pengaruh paparan etanol terhadap ekspresi gen

upd3 dan totA pada JAK-STAT pathway pada Drosophila melanogaster.



BAB I

TINJAUAN PUSTAKA

[I.1 Etanol

Berdasarkan Farmakope Indonesia Edisi 3 bahwa etanol
merupakan campuran antara etil alkohol dan air. Etanol (Cz2HsOH)
berbentuk cairan tidak berwarna, jernih, mudah menguap, serta memiliki
bau khas. Secara farmakologi, etanol merupakan salah satu bahan obat
yang sangat mudah menguap dan memiliki efek langsung pada
neurostrasmiter sistem saraf dengan rentang tertentu (Goodman and
Gillman, 2011).

Etanol memiliki efek fisiologis pada sistem saraf pusat (Central
Neuron  System) dapat mengganggu keseimbangan  antara
neurotransmiter eksikatori dan inhibitori di otak, sehingga menghasilkan
efek anxiolysis, ataxia, dan sedasi. Selain itu, etanol dapat memberikan
efek melalui stimulasi terhadap fungsi protein, sebagaimana yang tertera

di Tabel 1.



Tabel 1. Efek etanol pada neurotransmiter sistem saraf

No. Neurotransmiter Efek

1 GABAA Melepaskan ~ GABA, meningkatkan
densitas reseptor.

2 NMDA Menghambat postsinaps reseptor NMA

DA Meningkatkan DA di sinaps

4 ACTH Meningkatkan konsentrasi ACTH pada
CNS dan darah

5 Opioid Melepaskan 3 endorphin, mengaktivasi
M reseptor

6 5-HT Meningkatkan 5-HT di celah sinaps.

7 Cannabinoid Meningkatkan  aktivitas CB1  ->
perubahan DA, GABA, dan aktivitas
glutamat.

Sumber: Goodman and Gillman. 2011. The Pharmacological Basis of Therapeutics.
The Mc-Graw Hill. California. 629-634.

1.2 Apoptosis

Apoptosis atau kematian sel yang diprogramkan adalah suatu
proses biologis yang berperan dalam proses pertumbuhan, seperti selama
metamorfosis pada serangga dan amfibi, dan ogenesis pada seluruh
organisme multiseluler. Proses ini memiliki peran yang penting dalam
proses dinamik seperti remodeling jaringan dan respon terhadap stres
serta dapat diinisiasi oleh berbagai hal, salah satunya yaitu induksi
kerusakan DNA oleh radiasi dan bahan kimiawi, respon stres, faktor
pertumbuhan, serta adanya pemicu pada reseptor tertentu. Dalam regulasi
sistem imun, apoptosis disebut sebagai mekanisme perlindungan yang
secara langsung melisis sel yang terinfeksi virus, serta sel asing (Abbas

and Lichtman, 2007; Wu and Ding, 2001).



Terdapat dua jalur terjadinya apoptosis, yaitu instrinsik dan
ekstrinsik apoptosis (Gambar 1). Jalur instrinsik atau mitokondria yaitu
jalur yang melibatkan protein tertentu, sehingga menyebabkan kebocoran
mitokondria dan protein-protein yang menginduksi kematian sel yang
seharusnya berada di dalam mitokondria dilepaskan. Sedangkan, jalur
ekstrinsik atau death receptor yaitu adanya pemicu yang menyebabkan

aktivasi kematian sel (Abbas and Lichtman, 2007).

JALUR MITOKONDRIA JALUR RESEPTOR KEMATIAN-DEATH RECEPTOR
(INTRINSIK) (EKSTRINSIK)

[ . lnlonnl reseptor-ligan
e = -Jj Heaeotov TNF

Jejas sel " Mitckondria
* Kohilangan fakior g ;
pertumbuhan ~ Protein adaptor 3
* Kerusakan DNA / - 4 | \ oy \
(akibat radiasl, -~ Sitokrom ¢ dan \ 908
toksin, racdikal  / Keluarga pmleln pro!om SRl Nﬂ!vw . . \ ) \
bebas) eieiﬂov Bd-2 (Bax, Bak] b % 2 ;-
* Protoin \ /4 Hioshs caspa ’ T,
salah fipat g Fleguhkx K 7|
(stres RE) I” Sensor (Bck-2, Bol-x) y ' 2 |
B8H3 A ' J
Aktivasi Penguraian ¥\ -
endonuklease sioskeleton
Fragmenmsl

reseptor sel
fagosit

Jisim apoptosis

Gambar 1. Jalur proses kematian sel melalui apoptosis
(Sumber: Kumar et al. 2019)

[1.3 Drosophila melanogaster (Lalat Buah)

Drosophila melanogaster (lalat buah) merupakan salah satu jenis
dari hewan coba yang digunakan dalam berbagai jenis penelitian. Lalat
buah memiliki beberapa kelebihan, yaitu mudah dalam hal regenerasi
(waktu generasi), mudah dalam mengkultur hewan coba ini dengan siklus

hidup yang cepat hanya sekitar 12 hari pada suhu ruang untuk reproduksi



lalat dewasa. Kemudian, memiliki biaya pemeliharaan yang murah, dan
hewan betina dapat memiliki keturunan hingga 100 lebih. Selain itu,
organisme model ini memiliki kemiripan genetik yang cukup besar
terhadap manusia, yaitu sekitar 75%. Secara umum, manusia dan D.
melanogaster identik pada level nukleotida atau protein dengan
persentase sekitar 40% homolog, bahkan pada domain fungsional dapat
mencapai 80-90% atau lebih tinggi (Dahman, 2008; Jakson, 2008; Nainu,
2018; Rothenfluh, 2012).

Lalat buah atau D. melanogaster mengalami pertumbuhan mulai
dari embrio, larva, pupa dan lalat dewasa. Pada lalat dewasa memiliki
struktur dengan fungsi yang mirip dengan mamalia, yaitu pada fungsi
jantung, paru-paru, ginjal, usus, dan reproduksi. Otak lalat dewasa
memiliki lebih dari 1000 neuron dan neuropil yang memediasi kebiasaan
kompleks dari organisme ini, termasuk tidur, makan, agresif, dan lainnya.
Secara signifikan, respon dari organisme ini terhadap kebanyakan obat,
khususnya kerja CNS mirip dengan respon pada mamalia (Pandey and

Nichols, 2011).

[1.3.1. Taksonomi Drosophila melanogaster

Drosophila melanogaster dapat diklasifikasikan sebagai berikut:
(Perveen, 2018).
Kingdom : Animalia

Filum . Arthropoda



Kelas . Insecta

Ordo : Diptera

Family : Drosophilidae

Genus : Drosophila

Spesies  : Drosophila melanogaster

11.3.2. Morfologi dan Karakteristik Drosophila melanogaster

Kepala

Toraks

Abdomen

Gambar 2. Morfologi Drosophila melanogaster (Sumber: Chyb and Sylwester, 2013)

Tubuh lalat terdiri atas tiga bagian utama yaitu kepala, toraks, dan
perut (abdomen) (Gambar 2). Lalat buah jenis betina memiliki berat 1,4
mg, sedangkan jantan memiliki berat sekitar 0,8 mg. Lalat jantan dan
betina dapat dibedakan dengan melihat warna pada ujung posterior dan
bentuk lingkaran pada abdomen. Selain itu, lalat jantan juga memiliki sex

combs pada bagian kakinya (Gambar 3) (Dahman, 2008).



Secara umum, deskripsi mengenai morfologi dan karakteristik D.
melanogaster dibandingkan dengan hewan model lainnya dapat dilihat

pada Tabel 2.

DonsaL asoomen Sex comss

Gambar 3. Perbedaan D. melanogaster jantan dan betina secara fenotip
(Sumber: Chyb and Sylwester, 2013)
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Tabel 2. Karakteristik D. melanogaster dibandingkan dengan beberapa organisme

model
Lalat buah Cacing gelang ] _
o ) B Zebraffish Mencit
NO Karakteristik Drosophila Caenorhabditis _ )
Danio rerio Mus musculus
melanogaster elegans
1  Ukuran tubuh 3 mm 1 mm 40 mm 10 cm
Ukuran
~180 MB ~100 MB ~1,4 GB ~2,6 GB
genom
Jumlah
8 12 50 40
kromosom
4 Jumlah gen ~13.600 ~19.000 ~25.000 ~25.000
) _ ~10 hari (pada ~3,5 hari (pada
5  Sikslus hidup ~3 bulan ~3-4 bulan
25°C) 20°C)
6 Masa hidup 90-120 hari 3-4 minggu ~3,5 tahun ~4 tahun
Pertumbuhan ) ) ) Di dalam
7 _ Diluar tubuh Di dalam tubuh  Di luar tubuh
embrio tubuh
~300/tiga hari ~5-6 ekor
Kemampuan 30-50 ]
8 ] . pada puncak ~200/minggu pada masa
reproduksi telur/hari ) .
reproduksi melahirkan
Homologi
9 dengan ~75% ~65% ~70% ~99%
manusia
Ketersediaan
10 genotip ++++ +++ +++ ++
mutan
Ketersediaan
11 jenis ++++ ++++ + +
transgenic
Skrining
12 forward ++++ ++++ +++ +
genetics
Skrining
13 reverse ++++ +++ ++ +
genetics
Tidak Tidak Tidak
14 Kode etik Membutuhkan
membutuhkan  membutuhkan  membutuhkan
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Sumber: Nainu, F. 2018. Penggunaan Drosophila melanogaster Sebagai Organisme

Model Dalam Penemuan Obat. Jurnal Farmasi Galenika. 4(1):50-67.

11.3.3. Siklus Hidup Drosophila melanogaster

Siklus hidup D. melanogaster membutuhkan waktu sekitar 10 hari
lamanya, yang dimulai dengan munculnya telur kemudian setelah kurang
lebih 24 jam akan muncul instar pertama larva. Pertumbuhannya
membutuhkan waktu selama 4 hari dan pada saat tersebut berat larva
meningkat sekitar 200x dari instar larva pertama. Kemudian, pada hari ke-
5 larva menjadi prepupa dan sekitar 4 hari waktu yang dibutuhkan untuk
menjadi pupa. Pada lalat dewasa memiliki panjang tubuh sekitar 3 mm
untuk jantan, sedangkan betina memiliki ukuran tubuh yang lebih panjang

(Dahman, 2008).

Fermale Make
J ' ! ! 4 TN
-

Embryo

P

18t inslar tarva

Prepupa i

2nd instar larva

Pupa

3ra instar larva

Gambar 4. Sikus hidup Drosophila melanogaster (Dahman, 2008)
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[1.4 Sistem Imun Drosophila melanogaster

Sistem imun pada D. melanogaster terdapat tiga jalur dengan
fungsinya masing-masing, yaitu: Toll, Imd (Immune Deficiency), dan JAK-
STAT (Janus Tyrosine Kinase-Signal Transducers and Activator of
Transcription). Jalur Toll berfungsi sebagai salah satu respon imun
terhadap fungi serta bakteri gram positif. Jalur Toll pada D. melanogaster
mirip dengan jalur MYD88-dependent Toll Like Receptor pada manusia.
Kemudian, Imd berfungsi sebagai salah satu respon imun terhadap bakteri
gram negatif. Pada manusia, Imd mirip dengan TNF (Tumor Necrosis

Factor) (Buchon et al. 2014).

11.4.1 JAK/STAT

JAK-STAT merupakan jalur signal yang pertama diidentifikasi di
mamalia karena memiliki peran dalam hal sitokin dan faktor pertumbuhan.
Dalam hal regulasi sistem imun, salah satu contohnya yaitu JAK/STAT
(Gambar 5) memiliki hubungan dengan beberapa aspek dari sistem imun
termasuk dalam mengontrol respon inflamasi dan penyembuhan luka
maupun pada aktivasi neutrofil dan makrofag. Jalur signal ini juga terdapat
pada mamalia yang aktif jika diinduksi oleh sitokin. Selain itu, jalur ini
teraktivasi sebagai respon kondisi stres yang dibuktikan dari suatu
penelitian, menyatakan bahwa TotA terinduksi oleh adanya tekanan
mekanik, dehidrasi, dan panas atau dalam kondisi stres (Agaisse and

Perrimon, 2004; Ekengren et al. 2001; Ramet dan Myllymaki, 2014). Jalur
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JAK/STAT pada D. melanogaster secara umum dapat diidentifikasi melalui

perannya dalam segmetasi embrio.

upd/ upd/

upd2/ upd2/

upd3 upd3

W, <7 ET

Dome Dome —
)y Pi61F ’

Stat§2 ¥

—
SUMOylation

RanBP3 A
RanBP10 \

Receptor
endocytloss

Gambar 5. Jalur JAK-STAT serta komponennya (Sumber: Ramet dan Myllymaki,
2014)

Terdapat empat komponen utama dari jalur ini, yaitu ligan unpaired
(Upd), reseptor domeless (Dome), JAK (Hopscotch/Hop) dan STAT

(STAT92E/Marelle) (Agaisse and Perrimon, 2004)

Tabel 3. Komponen Utama JAK-STAT

Komponen Utama JAK-STAT

No. Komponen pada D. melanogaster Homolog pada Manusia

1. Unpaired (Upd) 1,2,3 Sitokin dan interleukin

2. Domeless (Dome) Reseptor Interleukin-6

3. Hopscotch (Hop) Janus Kinase (Jak) 1, 2, 3, Tyk 2
4. STAT92E STAT1, 2, 3, 4, 5a, 5b, 6

Sumber: Trivedi, S. and Gaiano, M. 2018. Drosophila Jak/STAT Signaling:
Regulation and Revelance in Human Cancer and Metastasis.
International Journal of Molecular Sciences.



14

[1.4.2 Unpaired 3 (Upd3)

Unpaired (Upd) merupakan salah satu komponen dari jalur signal
JAK-STAT, yang berfungsi untuk mengaktifkan jalur signal ini pada D.
melanogaster (Agaisse and Perrimon, 2004). Upd terdiri dari beberapa
jenis, yaitu unpaired (upd), upd2, dan upd3. Ketiga molekul upd tersebut
dapat diinduksi secara lokal sebagai respon kerusakan jaringan atau pada
kondisi stres. Selain itu, terdapat gen yang diinduksi karena kondisi stres
yaitu tot (Turandot) yang ekspresinya bergantung pada jalur signal JAK-
STAT dan Imd (Ramet and Myllymaki, 2014). Aktivasi JAK-STAT dimulai
dari molekul Upd yang diaktivasi melalui ikatan dengan reseptor Domeless
(Dome) yang fungsinya mirip dengan reseptor sitokin class | pada

mamalia, seperti reseptor IL-6 (Ramet and Myllymaki, 2014).

Upd Upd
A\/4 |(

Dome DomeACYT

Cytoplasm |

Nucleus \/‘\ /\

Gambar 6. Jalur aktivasi JAK-STAT (Ramet and Myllymaki, 2014)
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Unpaired (Upd) atau Updl merupakan aktivator dari jalur JAK-
STAT melalui Hop tirosin fosforilasi yang diamati dengan adanya akspresi
dari upd. Dari pengujan ex vivo dan in vivo diperoleh bahwa Upd2 dapat
mengaktivasi JAK-STAT. Sedangkan, Upd3 juga memiliki peran dalam
aktivasi jalur JAK-STAT, khususnya dalam septic injury, dan
bertanggungjawab dalam menghasilkan ekspresi dari respon stres untuk

Tot A (Wright et al. 2011).

Penelitian yang dilakukan oleh Agaisse et al. (2003) terkait peran
dari Upd3 dalam ekspresi totA memperoleh hasil bahwa aktivasi Upd3 di
hemosit akan menyebabkan aktivasi dari TotA sebagaimana pada gambar

7.

SEPTIC I\JURY

cﬁ@@%
’ Ba&m
%%% S
o |
- J% ‘ PGRP-LC
che A

NN

> tot - dipt
FAT BODY

Gambar 7. Model aktivasi TotA dalam merespon septic injury
(Sumber: Agaisse et al. 2003)
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[1.4.3 Turandot A (TotA)

TotA adalah salah satu gen yang diregulasi oleh Jalur JAK-STAT.
dimana, ekspresi dari totA digunakan sebagai marker aktivasi JAK-STAT
dimaa kelompok gen ini diinduksi oleh kondisi stres (Agaisse and
Perrimon, 2004). Berdasarkan suatu penelitian terkait respon humoral
terhadap stres pada D. melanogaster memperoleh hasil bahwa TotA
diinduksi dengan kuat oleh adanya tekanan mekanik, dehidrasi, kondisi
panas, kondisi stres, radiasi-UV, dan reagen oksidatif sebagaimana pada

gambar 8.

"25 37 38 319 40 41 42 °C

’ Hsp70
.‘ TotA
b o o o RS

1 25 45 6 7

Gambar 8. Induksi panas (suhu >40 °C) pada lalat dapat meningkatkan ekspresi
TotA

Berdasarkan gambar hasil PCR (Gambar 8) dapat dilihat pada
bagian TotA menunjukkan tebalnya pita yang mengindikasikan bahwa
ekspresi gen meningkat pada perlakuan suhu 41-42 °C (Ekengren et al.
2001).

Ekspresi totA dikontrol oleh Dome yang berfungsi untuk

memprediksi cytokine-like molecule yang berperan dalam pengotrolan
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ekspresi totA. Upd merupakan gen pengkode sitokin yang mengaktivasi
jalur JAK-STAT. Dimana, sitokin Upd3 diproduksi pada hemosit dan
mengaktivasi ekspresi totA sebagaimana pada (Gambar 9) (Agaisse and

Perrimon, 2004).

JAK/STAT

FAT BODY

Gambar 9. Proses aktivasi ekspresi totA (Sumber: Agaisse and Perrimon, 2004).

[1.5 Ribose Nucleic Acid (RNA)

Pada inti sel terdapat materi genetik yang disebut dengan
kromosom yang di dalamnya terdiri atas untai ganda DNA dan protein
histon. RNA (Asam ribo-nukleat) merupakan materi genetik yang
mengandung basa urasil yang berbeda dari timin sebagaimana di DNA
dan mengandung gula ribosa. Adapun basa nitrogen pada RNA, yaitu
sitosin (C), Guanin (G), dan Adenin (A), dan Urasil (U) dimana satu basa

nitrogen dengan yang lainnya membentuk ikatan hidrogen. Asam ribo
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nukleat-RNA merupakan polimer nukleotida yang beruntai tunggal (Kratz,
2009; Santoso dan Santri, 2016).
[1.6 RT-qgPCR (Real Time Quantitative PCR)

PCR (Polymeration Chain Reaction) merupakan suatu metode
untuk perbanyakan DNA secara terkontrol dimana pada proses
perbanyakan tersebut dibantu oleh enzim DNA polymerase (Viljoen et al,
2005). Salah satu jenis PCR yaitu RT-gPCR digunakan untuk analisis
secara kuantitatif dari ekspresi gen target dimana pada proses ampifikasi
peningkatan jumlah amplicon direkam melalui pendeteksian dari adanya
molekul yang berpendar yang menginformasikan akumulasi dari dari siklus
PCR (Smith and Osborn, 2008).

Dalam proses PCR adapun prinsipnya (Gambar 10), yaitu: Pada
tahap denaturasi, target DNA didenaturasi melalui pemanasan dengan
suhu 94°C selama 15 detik sampai 2 menit. Dalam proses denaturasi ini
terjadi perpisahan strain DNA dari double helix menjadi single helix yang
kemudian digunakan untuk proses replikasi denan DNA polymerase. Pada
tahap selanjutnya, temperatur kemudian diturunkan menjadi 40-60°C
dimana pada temperatur ini oligonukleotida dapat membentuk anneal
yang stabil dengan target DNA yang telah didenaturasi, tahap ini
berlangsung hingga 15-60 detik.

Kemudian, pada tahap selanjutnya, dimana DNA polimerase

memilki peran yang begitu penting dalam proses amplifikasi dengan
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temperatur yang digunakan 70-74°C selama 1-2 menit. Setelah itu,

temperatur dikembalikan menjadi 94°C pada denaturasi (Promega, 2011).
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Gambar 10 Skema dari tahap proses amplifikasi yang terdiri dari 1) denaturasi; 2)
primer Annealing; 3) polimerasi (amplifikasi) atau primer extension (Promega,
2011)



