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ABSTRAK

M. ILHAM AKBAR. Uji Aktivitas Vtiamin D3 terhadap Fungsi Kognitif
Drosophila Transgenik yang Mengekspresikan Amiloid-Beta (dibimbing
oleh Firzan Nainu dan Habibie)

Amiloid-beta (AB) dikenal sebagai salah satu protein yang dapat
menyebabkan penyakit Alzheimer. Adanya penumpukan plak AB pada otak
dapat meningkatkan Reaktive Oxygen Species (ROS), yang berujung pada
penurunan fungsi kognitif. Enzim yang dapat merespon terjadinya stres
oksidatif akibat adanya ROS dalam tubuh yaitu Superoxide Dismutase 1
yang ekspresinya diatur oleh gen sod17. Penelitian ini bertujuan mengetahui
bagaimana efek pemberian Vitamin D3 terhadap fungsi kognitif dan
ekspresi gen sod1 dengan menggunakan model Drosophila transgenik
yang mengekspresikan Amiloid-beta. Uji yang dilakukan meliputi, uji
survival, uji lokomotor, uji fungsi kognitif, dan analisis ekspresi protein
Amiloid-Beta dan gen sod7. Hasil pengujian menunjukkan terdapat
peningkatan tingkat survival, lokomotor dan fungsi kognitif yang ditunjukkan
oleh kelompok GAL4-UAS yang diberi perlakuan Vitamin D3 25, 50 dan 100
mM dibandingkan dengan kontrol lalat GAL4-UAS tanpa perlakuan dengan
nilai yang signifikan (p<0.05), dan hasil analisis ekspresi Amiloid-Beta
menurun secara signifikan pada konsentrasi 25 dan 50 mM (p<0.05) dan
pada konsentrasi 100 mM (p<0.01) namun tidak didapat hasil yang
signifikan pada analisis ekspresi gen sod71. Dari pengujian dapat
disimpulkan terdapat efek pemberian Vitamin D3 terhadap fungsi kognitif
dan tidak ada efek pemberian Vitamin D3 terhadap ekspresi gen sod1.

Keywords: Penyakit Alzheimer, Amiloid-Beta, Vitamin D3, Fungsi Kognitif,
Superoxide dismutase
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ABSTRACT

M. ILHAM AKBAR. Activity Test of Vitamin D3 on Cognitive Function of
Transgenic Drosophila Expressing Amyloid-Beta (supervised by Firzan
Nainu and Habibie)

Amyloid-beta (AB) is known as one of the proteins that can cause
Alzheimer's disease. The accumulation of AB plaques in the brain can
increase Reactive Oxygen Species (ROS), leading to a decline in cognitive
function. An enzyme that responds to oxidative stress caused by ROS in
the body is Superoxide Dismutase 1, whose expression is regulated by the
sod1 gene. This study aims to determine the effects of Vitamin D3
administration on cognitive function and sod1 gene expression using a
transgenic Drosophila model expressing Amyloid-beta. Tests conducted
include survival tests, locomotor tests, cognitive function tests, and analysis
of Amyloid-Beta protein expression and sod1 gene expression. The test
results show an increase in survival rate, locomotor activity, and cognitive
function in the GAL4-UAS group treated with Vitamin D3 at concentrations
of 25, 50, and 100 mM compared to the untreated control GAL4-UAS flies,
with significant values (p<0.05). The analysis of Amyloid-Beta expression
decreased significantly at concentrations of 25 and 50 mM (p<0.05) and at
a concentration of 100 mM (p<0.01), but no significant results were obtained
in the sod1 gene expression analysis. From the testing, it can be concluded
that there is an effect of Vitamin D3 administration on cognitive function, and
there is no effect of Vitamin D3 administration on sod1 gene expression.

Keywords: Alzheimer's Disease, Amyloid-Beta, Vitamin D3, Cognitive
Function, Superoxide dismutase
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Penyakit Alzheimer di seluruh dunia memberikan dampak pada
fungsi normal tubuh manusia seperti penurunan fungsi kognitif dan
dimensia yang dialami oleh sekitar 50 juta orang di seluruh dunia hingga
tahun 2020 dan akan meningkat hingga 3 kali lipat pada tahun 2050 (Zhang
et al., 2021; Stevens et al., 2022). Menurut penelitian oleh Brothers et al
(2018) dan Zhang et al (2023) sekresi protein Amiloid-beta secara
berlebihan dapat menyebabkan penumpukan yang membentuk plak
Amiloid-beta, yang kemudian diketahui merupakan patogenesis dari
penyakit Alzheimer. Akibat dari rusaknya rantai transpor elektron normal
dalam tubuh, meningkatkan produksi dari Reaktive Oxygen Species (ROS),
selain itu adanya reaksi reduksi ion logam aktif, seperti Cu dan Fe dalam
tubuh yang berikatan dengan AB menyebabkan terbentuknya ROS dan
dapat merusak keseimbangan oksidatif tubuh yang kemudian
menyebabkan terjadi penurunan fungsi kognitif (Zhang et al., 2023).

Terdapat suatu enzim yang dapat merespon terjadinya stres oksidatif

dalam tubuh yaitu Superoxide Dismutase 1 (sod1) merupakan enzim yang

1gi sel pada toksisitas dari ROS dan bekerja ketika terjadi

ukan ROS (Bunton-Stasyshyn et al., 2014). Pada tahun 2021

023 ditemukan terapi untuk menurunkan gejala pada Penyakit
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Alzheimer menggunakan obat imunoterapi ataupun obat-obatan golongan
Acetylcholinesterase (AChE) Inhibitor (Nikl et al., 2019; Zhang et al., 2023).
Obat golongan Acetylcholinesterase (AChE) Inhibitor mampu mencegah
terjadinya penurunan fungsi kognitif yang peningkatan jumlah acetylcholine
melalui penghambatan enzim AChE mampu meningkatkan fungsi kognitif
(Showell et al., 2020; Sabandal et al., 2022; Sehar et al., 2022). Namun
penggunaan obat obatan golongan ini tidak dapat memberikan perbaikan
pada sel otak yang mati akibat terjadinya peningkatan ROS (Al-hamed et
al., 2020). Sehingga perlu ditemukannya alternatif pengobatan dalam
menangani hal tersebut. Untuk mengurangi terjadinya stres oksidatif akibat
peningkatan ROS, digunakan antioksidan yang dapat berperan menjadi
neuroprotektif salah satu contoh antioksidan yang dapat digunakan adalah
Vitamin D3.

Penelitian menunjukkan bahwa kekurangan vitamin D3 dapat
meningkatkan kerusakan pada DNA, hal ini dipicu oleh adanya pro-oxidant
activity yang menyebabkan terjadinya stres oksidatif pada tubuh
(Sepidakish et al., 2019; Zhao et al., 2020). Pada suatu penelitian Vitamin
D3 terbukti efektif mengurangi terjadinya stres oksidatif pada mencit dengan
memperbaiki fungsi dari mitokondria yang dapat menurunkan formasi ROS
dan mengontrol ekspresi antioksidan dalam tubuh (Zhang et al., 2021;

Wang et al., 2023). Namun penggunaan hewan coba ini memiliki beberapa

pan seperti pemeliharaan dan analisis data yang memakan waktu

llo et al., 2022).
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Penggunaan Drosophila melanogaster dalam penelitian sebagai
model menyakit Alzheimer telah digunakan dengan pertimbangan
kemiripan genetik dengan manusia sebesar 75% dan jalur metabolisme
yang mirip dengan manusia (Nainu, 2018; Cheng et al., 2020). Salah satu
model lalat yang digunakan dalam penelitian Penyakit Alzheimer adalah
model lalat buah dengan sistem GAL4/UAS (Tello et al., 2022). Sistem
GAL4/UAS adalah metode yang paling sering digunakan pada Drosophila
melanogaster untuk tujuan pengukuran ekspresi gen yang diinginkan pada
jaringan tertentu, seperti ekspresi Amiloid-beta (Barwell et al., 2017).

Melalui uraian di atas, maka perlu dilakukannya pengujian efek dari
pemberian Vitamin D3 terhadap penurunan stres oksidatif dan peningkatan
fungsi kognitif pada penumpukan Amiloid-beta menggunakan lalat buah
(Drosophila melanogaster) dengan GAL4/UAS System melalui ekspresi AR
dan gen sod1.

.2. Rumusan Masalah

Rumusan masalah pada penelitian ini adalah bagaimana efek
pemberian Vitamin D3 terhadap fungsi kognitif Drosophila transgenik yang
mengekspresikan Amiloid-beta.

.3. Tujuan Penelitian
Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui bagaimana efek

pemberian Vitamin D3 terhadap fungsi kognitif Drosophila transgenik yang

spresikan Amiloid-beta.

Optimization Software:
www . balesio.com 3




BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA

.1 Penyakit Alzheimer

Penyakit Alzheimer (Alzheimer Disease) pertama kali ditemukan
pada tahun 1906 yang menjadi salah satu penyebab kematian terbanyak di
seluruh dunia. Penyakit Alzheimer merupakan penyakit yang diderita oleh
50 juta hingga tahun 2020, yang diperkirakan akan meningkat hingga tiga
kali lipat pada tahun 2050 (Zhang et al., 2021; Stevens et al., 2022).
Penyakit Alzheimer merupakan penyakit neurodegeneratif yang pada
biasanya muncul bertahap dan perlahan, penyakit ini merupakan penyebab
utama terjadinya 60-70% kasus dimensia (Simon et al., 2018). Gejala yang
paling umum ditunjukkan oleh penderita Alzheimer adalah penurunan
fungsi dalam mengingat, fungsi tubuh menurun, hingga pada kematian
(Todd et al., 2013). Penyakit ini biasanya bermula pada usia 65 tahun,
walaupun sebanyak 10% kasus muncul lebih awal pada usia 30 hingga 60
tahun (Mendez, 2012).

Hingga saat ini penyebab terjadinya penyakit Alzheimer belum
diketahui secara luas, penyakit ini bisa disebabkan oleh banyak faktor
seperti faktor genetik, trauma kepala, depresi dan peningkatan tekanan

darah (Burns et al., 2009).

— enyakit Alzheimer ditandai dengan rusaknya neuron dan sinaps

rada di Kortes Serebral dan beberapa wilayah subkortikal tertentu

apat menyebabkan degenerasi pada lobus otak terutama lobus
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temporal dan lobus parietal hingga pada inti batang otak (Desikan et al.,
2009; Braak and Tredici, 2012). Diketahui kondisi fisiologis utama yang
terjadi pada penderita Alzheimer adalah terbentuknya Plak Beta-Amiloid
dan Agregasi Neurofibril di otak (Tiraboschi et al., 2004). Menurut penelitian
oleh Brothers, et al (2018) dan Zhang, et al (2023) sekresi protein Amiloid-
beta secara berlebihan dapat menyebabkan penumpukan yang membentuk
plak Amiloid-beta, yang kemudian diketahui merupakan patogenesis dari
Penyakit Alzheimer. Akibat dari rusaknya rantai transpor elektron normal
dalam tubuh, meningkatkan produksi dari Reaktive Oxygen Species (ROS),
selain itu adanya reaksi reduksi ion logam aktif, seperti Cu dan Fe dalam
tubuh yang berikatan dengan AP menyebabkan terbentuknya ROS dan
dapat merusak keseimbangan oksidatif tubuh yang kemudian
menyebabkan terjadi penurunan fungsi kognitif (Zhang, et al., 2023).
.2 Vitamin D3

Antioksidan merupakan senyawa yang dalam konsentrasi rendah
dapat memberikan efek penghambatan dalam proses oksidasi dengan cara
melakukan donor elektron atau reduktan. Senyawa ini dapat menghambat
terjadinya reaksi oksidasi dengan mengikat radikal bebas dan molekul yang
bersifat sangat reaktif (Winarsi, 2007). Senyawa ini dapat menghambat
terjadinya auto oksidasi yang dapat mengurangi pembentukan radikal

bebas dalam tubuh. Antioksidan dibutuhkan untuk menetralkan dan

hcurkan radikal bebas yang mana dapat menyebabkan kerusakan
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sel dan biomolekul seperti DNA, Protein hingga dapat menyebabkan
terjadinya penyakit degeneratif (Klemchuk, 2012).

Beberapa penelitian telah menunjukkan bahwa vitamin D3 memiliki
aktivitas antioksidan. Vitamin D3 telah dibuktikan sebagai antioksidan yang
menghambat lipid yang diinduksi besi peroksidasi liposom otak. Vitamin D3
sistemik menekan lipid yang tinggi. Aktivitas peroksidasi diamati pada tikus
kekurangan vitamin D3. Sebuah analog vitamin D3 telah ditemukan dapat
menghambat endotoksin melalui regulasi pembentukan radikal bebas.
Selain itu, vitamin D3 telah dilaporkan mengurangi stres oksidatif dengan
menaikkan pertahanan antioksidan sistem, termasuk kandungan glutation,
glutation peroksidase, dan superokside dismutase pada astrosit dan di hati

(Lin et al., 2005; Zahra et al., 2017)

HO"

Gambar 1. Struktur senyawa Vitamin D3 (Lee et al., 2008)

.3 Superoxide Dismutase

— Lperoxide Dismutase atau dikenal dengan sod71 adalah enzim yang
i 1) | nya diatur oleh gen sod7 (Milani et al., 2011). OD1 mengikat ion

dan seng dan merupakan salah satu dari tiga superoksida
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dismutased yang bertanggung jawab untuk menghancurkan radikal bebas
dalam tubuh. Isozime yang dihasilkan adalah protein sitosolik dan ruang
antarmembran mitokondria yang larut, bertindak sebagai homodimer untuk
mengubah radikal superoksida (Sea et al., 2015). Dengan adanya senyawa
ini yang merupakan enzim antioksidan yang melindungi sel dari toksisitas
ROS dan mencegah terjadinya kematian sel (Bunton-Stasyshyn et al.,
2015).
.4 Drosophila melanogaster

Lalat buah (Drosophila melanogaster) dalam sistematika taksonomi,

dapat diklasifikasikan sebagai berikut (Hadi et al., 2009):

Kingdom : Animalia

Filum : Arthropoda

Subfilum : Hexapoda

Kelas . Insecta

Ordo : Diphtera

Famili : Drosophilidae

Genus : Drosophila

Spesies : Drosophila melanogaster

5ambar 2. Drosophila melanogaster (Reaume dan Solowski, 2006)
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Drosophila normal memiliki mata merah, berbentuk bulat agak elips.
Warna tubuh kuning kecoklatan dan memiliki warna hitam di tubuh bagian
belakang. Tubuh berukuran 2-5 mm. Sayap panjang dan transparan. Torak
berbulu warna putih, sedangkan abdomennya bersegmen dan memiliki
garis berwarna hitam. Drosophila betina lebih besar ukurannya dari
Drosophila Jantan (Kardinan, 2010).

Siklus hidup Drosophila melanogaster dapat diamati langsung pada
makanannya. Lalat buah melakukan aktivitas mulai dari pembuahan, telur,
larva hingga menjadi lalat dewasa pada sumber makanannya (Reaume dan
Solowski, 2006).

Lalat buah dapat hidup hingga 2-3 bulan, yang dimulai dari proses
metamorfosis sempurna dari telur, larva, pupa dan akhirnya menjadi lalat
dewasa. Telur yang berumur 2-3 hari setelah dikeluarkan oleh lalat buah
betina melalui ovipositor yang merupakan alat bertelurnya. Telur akan
menetas menjadi larva dan berkembang menjadi larva instar pertama
dalam waktu 1 hari lalu kemudian menjadi larva instar kedua dan ketiga
dalam waktu 1-2 hari. Kemudian larva instar ketiga akan berkembang
menjadi pupa dan akan menetas menjadi lalat dewasa dalam 4-5 hari. Lalat
dewasa akan keluar dari cangkang pupa untuk melanjutkan siklus hidup

(Nainu, 2018; Kardinan, 2010).
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Gambar 3. Siklus hidup Drosophila melanogaster (Nainu, 2018)

I.L5 Drosophila Transgenik

Drosophila Transgenik adalah Drosophila melanogaster yang
mengalami proses transgenesis, yaitu transfer gen dari organisme lain ke
dalam spesies lalat buah (Kamimura et al., 2011). Kemampuan melakukan
transgenesis untuk menargetkan gen tertentu yang akan digunakan untuk
dapat mengidentifikasi dan mempelajari bagaimana pengaruhnya terhadap
aktivitas dari lalat buah (Barwell et al., 2017).

Salah satu sistem yang digunakan dalam proses transgenesis
adalah GAL4-UAS Sistem. Dimana EG menggunakan promotor yang berisi
pengaktif Upstream Activating Sequens (UAS) dan faktor transkripsi GAL4

yang dapat dikendalikan oleh enhancher-trap atau promotor Drosophila

o et al., 2017).
PDF

o
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Gambar 4. GAL4/UAS System pada Drosophila melanogaster (Kelly et al., 2017).

I.L6  Polimeration Chain Reaction (PCR)

Polymerase Chain Reaction (PCR) merupakan teknik biologi
molekuler yang digunakan untuk menghasilkan Salinan dari suatu DNA
spesifik dari dua urutan oligodeoksiribonukleotida, yang digunakan dalam
kuantifikasi mMRNA dalam proses analisis ekspresi gen (Higuchi at al.,
1993). Salah satu metode PCR yang digunakan adalah Reverse
Transcription Quantitative Polymerase Chain Reaction (RT-gPCR). Metode
ini merupakan metode yang paling sensitif dalam proses kuantifikasi mRNA,
dengan memungkinkan deteksi transkrip langka dan observasi dalam
jumlah yang kecil dalam ekspresi gen. Penggunaan metode ini biasanya
digunakan untuk membandingkan perubahan dalam ekspresi mRNA antara

sampel yang berbeda (Ho-Pun-Cheung et al., 2009).

= CR memiliki prinsip salinan dari rantai asam nukleat tertentu sesuai
| _ argetkan. Polymerase Chain Reaction (PCR) adalah suatu untaian

[ng digunakan untuk menghasilkan hingga jutaan salinan DNA
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tertentu (Joshi dan Deshpande, 2010). Dalam penggunaan RT-qPCR
sendiri, dapat memberikan informasi lebih dari sekedar deteksi DNA,

penggunaan ini dapat langsung melakukan kuantifikasi dan deteksi secara

real-time (Garibyan dan Avashia, 2013).
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