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Abstrak

Plasmodium resisten terhadap artemisinin menjadi salah satu permasalahan kesehatan di dunia karena belum
ada obat baru pengganti artemisinin. Resistensi P, falciparum terhadap obat antimalaria artemisinin dapat terjadi
karena dipengaruhi oleh faktor internal dari P, falciparum, antara lain induksi ekspresi gen yang mengekspresikan
protein. Salah satu gen tersebut adalah gen Triptophan-rich Protein (PArt). Fungsi Triptophan-rich Protein penting
dalam membrane-spanning protein dan berperan dalam folding protein untuk menjaga kontak hidrofobik.
Penelitian ini bertujuan membuktikan overekspresi gen Triptophan-rich Protein P. falciparum galur Papua 2300
yang disebabkan oleh paparan artemisinin berulang in vitro. Waktu penelitian dilaksanakan bulan Februari
sampai November 2013. Tempat penelitian di Rumah Sakit Penyakit Tropik dan Infeksi Universitas Airlangga.
Desain penelitian yang digunakan adalah experimental design dengan post test only control group design. Kultur
in vitro P. falciparum galur Papua 2300 dibagi dalam kelompok kontrol (K) dan kelompok perlakuan paparan
artemisinin berulang, yaitu paparan artemisinin ke-1 (PO1), paparan artemisinin ke-2 (PO2) dan paparan
artemisinin ke-3 (PO3) menggunakan konsentrasi IC, . Ekspresi gen Triptophan-rich Protein (PArt) diukur dengan
gRTPCR. Hasil menunjukkan paparan artemisinin berulang pada P. falciparum dapat meningkatkan level ekspresi
gen Part (2%4“T) relatif terhadap kontrol. Simpulan, paparan artemisinin in vitro menyebabkan overekspresi gen
Tryptophan-rich Proteins (PArt) oleh promoter P, falciparum galur Papua 2300. [MKB. 2015;47(3):129-36]

Kata kunci: Artemisinin, fenotip, gen Triptophan-rich Protein (PArt), P. falciparum galur Papua 2300

Effect of Artemisinin Exposure toward PArt Gene Expression in
Plasmodium falciparum Papua 2300 Strain

Abstract

Artemisinin resistant Plasmodium has become one of the worldwide health problems, since there is currently
no new therapeutic medicine to replace artemisinin. Even though the mechanism of artemisinin resistance has
not been clearly understood, the resistance of P. falciparum towards the antimalaria artemisinin may occur due
to the influence of by the internal factors of P. falciparum, including the induction of the protein-expressing
gene expression. One of the genes is the Triptophan-rich Protein (PArt) gene that is important in the membrane-
spanning protein and plays a role in protein folding to maintain hydrophobic contact.. This study aimed to prove
that Triptophan-rich Protein overexspression in P. falciparum Papua 2300 strain may cause repeated artemisin
exposure in vitro. This study was performed in a period from February to November 2013 in Infection and Tropical
Diseases Hospital, Airlangga University. The design used was experimental study with post-test only control group
design. In-vitro culture of P, falciparum Papua 2300 strain were divided into a control group (K) and treatment
groups that were treated regularly with artemisinin, i.e. artemisinin exposure I (PO1), artemisinin exposure 2
(PO2) and artemisinin exposure 3 (PO3) using IC50 concentration. The Tryptophan-rich Protein gene expression
level was detected using qRTPCR. The result showed that in vitro repeated artemisinin exposure in P. falciparum
Papua 2300 strain relatively increased the expression level of the Tryptophan-rich Protein (PArt) genes (224°T)
when comparedwith control. In conclusion, in vitro artemisinin exposure may cause Tryptophan-rich Proteins
(PArt) gene overexpression by P. falciparum Papua 2300 strain promoter. [MKB. 2015;47(3):129-36]
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Pendahuluan

Penyakit malaria merupakan salah satu penyakit
infeksi yang tersebar di seluruh dunia. Sampai
saat ini penyakit malaria masih menjadi masalah
kesehatan masyarakat (public health problem)
di 104 negara endemik malaria. Laporan yang
dikeluarkan oleh WHO diperkirakan terjadi 219
juta kasus malaria dan kematian akibat penyakit
tersebut sekitar 660.000 orang pada tahun
2010.

Indonesiamerupakannegaratropik, sebanyak
35% penduduknya tinggal di daerah berisiko
tinggi malaria, dari 293 kabupaten/kota yang ada
di Indonesia, 167 kabupaten/kota merupakan
wilayah endemis malaria. Diperkirakan terjadi
sekitar 30 juta kasus malaria setiap tahunnya,
Walaupun telah dilakukan program pelaksanaan
dan pemberantasan penyakit malaria sejak tahun
1959, namun hingga saat ini angka kesakitan dan
kematian masih tinggi. Sebagian besar kematian
oleh infeksi malaria di Indonesia disebabkan
oleh Plasmodium falciparum (P. falciparum).?

Upaya penanggulangan terhadap penyakit
malaria telah banyak dilakukan, namun angka
kesakitan dan kematian malaria di beberapa
negara masih tetap tinggi. Di antara faktor-faktor
penyebab kesulitan penanggulangan terhadap
penyakit malaria, faktor resistensi Plasmodium
terhadap obat antimalaria merupakan faktor
yang paling sulit diatasi karena mutasi yang
bervariasi pada beberapa gen Plasmodium sulit
dikendalikan.?

Sampai saat ini belum terdapat vaksin yang
dapat memberikan perlindungan penuh pada
infeksi malaria sehingga penanggulangan
penyakit malaria masih bergantung pada obat
antimalaria (OAM). Obat antimalaria yang saat
ini digunakan yaitu artemisinin dan derivatnya,
tetapi penggunaan monoterapi artemisinin per
oral telah diidentifikasi sebagai salah satu faktor
yang dapat menimbulkan resistensi terhadap
obat artemisinin. Hal ini menjadi masalah serius
dalam penatalaksanaan penyakit malaria karena
belum terdapat obatbaru pengganti artemisinin.*
Hasil penelitian in vitro menunjukkan bahwa
paparan artemisinin berulang pada Plasmodium
falciparumgalur Papua2300dapatmeningkatkan
nilai IC., artemisinin dan mempercepat waktu
viabilitas.® Selain itu, juga paparan artemisinin
berulang in vitro dapat menyebabkan perubahan
morfologi dorman pada Plasmodium falciparum
galur Papua 2300.°

Kecepatan rekudesensi mempunyai korelasi
positifdenganjumlah parasitdormanyangterjadi
pada host. Data penelitian ini memperlihatkan

130

bahwa stadium dorman yang terjadi in vivo dan
perannya pada rekudesensi sesudah diterapi
dengan artesunat diyakini sebagai mekanisme
baru pertahanan parasit terhadap obat anti-
malaria.” Hasil penelitian yang dilakukan oleh
Veiga dkk.? menyatakan bahwa perlambatan
perkembangan siklus hidup dalam stadium ring
dengan morfologi dorman dan induksi ekspresi
gen yang mengekspresikan protein (overekpresi
protein) sebagai salah satu mekanisme penting
bagi parasit Plasmodium untuk membebaskan
diri dari pengaruh obatantimalaria dan bertahan
hidup. Meskipun mekanisme terjadi resistensi
obat artemisinin belum diketahui dengan pasti,
tetapi diduga resistensi obat antimalaria terjadi
karena peningkatan regulasi ekspresi transkipsi
gen, antara lain Tryptophan-rich Protein (PArt)
maka masalah ini masih perlu untuk dilakukan
pembuktian.

Metode

Penelitian ini menggunakan true experimental
design dengan post test only control group
design. Waktu penelitian dilaksanakan mulai
bulan Februari sampai dengan November 2013.
Tempat penelitian di Rumah Sakit Penyakit
Tropis Infeksi (RSPTI) Universitas Airlangga
Surabaya.

Plasmodium  falciparum (P falciparum)
galur Papua 2300 yang sudah disimpan dalam
nitrogen cair dilakukan thawing menggunakan
Metode Rowe. Diambil setiap 1 mL larutan
suspensi eritrosit tersebut dan dicampurkan
dengan 9 mL medium komplet plus 15% serum
manusia golongan O dan dimasukkan ke dalam
botol biakan (cultur flask) dan diinkubasi di
dalam inkubator CO, pada suhu 37°C, CO, 5%, O,
5%, danN,90%. Penggantian medium dilakukan
setiap 48 jam dengan hati-hati memakai pipet
Pasteur yang steril, kemudian ditambahkan
9 mL medium baru untuk setiap botol biakan
dan juga diinkubasi kembali. Untuk mengetahui
pertumbuhan parasit, dibuat hapusan darah tipis
difiksasi dengan metanol dan diwarnai dengan
Giemsa dan dihitung tingkat parasitemia dengan
menghitung jumlah eritrosit yang terinfeksi
setiap 1.000 eritrosit di bawah mikroskop.

“Hasil uji IC, (10® M) digunakan sebagai
dosis awal pemaparan obat artemisini I, setelah
48 jam terpapar obat, Plasmodium falciparum
galur Papua 2300 dilakukan pencucian dari
obat dengan cara ditambahkan medium komplet
dengan perbandingan 1:4, kemudian disentrifus
200 rpm 5 menit. Supernatan dibuang, diulang
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2 kali, dan juga ditumbuhkan kembali dengan di
inkubasi kembali di dalam inkubator CO, pada
suhu 37°C, CO, 5%, O, 5%, dan N, 90% sampai
mencapai parasitemia lebih dari 5%. Setelah
mencapai parasitemia >5% yang dipapar obat
artemisini ke-2 dengan cara yang sama begitu
juga untuk paparan obat ke-3 dengan hasil IC,,
baru.

Plasmodium falciparum galur Papua 2300
resisten klorokuin dari perlakuan kontrol (K) dan
dari setiap perlakuan paparan obat ke-1 (PO1),
paparan obat ke-2 (P0O2), dan paparan obat ke-3
(PO3) yang sudah tumbuh mencapai parasitemia
>5% dipanen, kemudian disentrifus 2.500 rpm 5
menit. Pellet dilisiskan dalam 5x volume dengan
trizol. Proses ekstraksi RNA mempergunakan
metode konvensional dengan memakai reagen
trizol (invitrogen). Whole blood sebanyak 0,5
mL+trizol 1 mL ditampung dalam tabung falcon
15 mL dan diresuspensi hingga homogen,
kemudian ditampung campuran darah dan trizol
dalam tabung mikrosentrifus masing-masing
0,5 mL. Homogenat diinkubasi pada suhu ruang
(30°C) selama 5 menit dan ditambahkan 0,2 mL
kloroform, kemudian diinversi (tabung dibolak-
balik) selama 15 detik. Selanjutnya, diinkubasi
selama 2-3 menit pada suhu ruang (30°C).
Disentrifus 12.000 rpm x 15 menit pada suhu
4°C. Supernatan dipindahkan ke dalam tabung
mikrosentrifus steril, lalu ditambahkan 0,5 mL
isopropanol. Diinkubasi selama 10 menit pada
suhu ruang (30°C). Disentrifus 12.000 rpm x 15
menit pada suhu 4°C. Supernatan dipindahkan
dengan aspirator. Precipitat dilarutkan dengan
mempergunakan 1 mL etanol 75%. Disentrifus
10.000 rpm selama 5 menit pada suhu 4°C dan
supernatan dipindahkan memakai aspirator,
kemudian tabung mikrosentrifus dikeringkan.
Presipitat RNA dilarutkan dengan 10 pL akua
destilata steril (free-RNA dan DNA) dan inkubasi
pada suhu 55-60°C selama 10 menit

Pengukuran kadar RNA itu dapat dihitung
menggunakan metode spektrofotometri sebagai
berikut: sampel RNA 1 pL dicampurkan dengan
99 uL distilled water (free-RNA dan DNA).
Pengukuran kadar RNA dapat dilakukan dengan
menggunakan spektrofotometri pada OD,, dan
0D, ,: perhitungan kadar RNA (ug/uL) = [OD
X 0,04

Pemeriksaan RT PCR tryptophan-rich protein
mempergunakan RNA yang didapatkan diubah
menjadi cDNA. Kuantitatif real time PCR cDNA
menggunakan Rotorgene Q dengan 40 siklus
(95°C 15 detik, 55°C 15 detik, dan 60°C 45
detik). Reaksi dikerjakan dalam 20 pL volume
menggunakan SYBR green PCR master mix.

260]
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Primer yang digunakan untuk gen Trytophan-
Rich Protein (Part)® sebagai berikut:

F 5
TTTAATTTTATCCTATTGTTTTGCCATATC.3’ R 5’
TTTTTAAGCACAATATACATAAAGAGGGA.3’

Untuk normal endogen yang diduga
transporter menggunakan primer PF10425w

F:5 AATACTACGAAAAAAATCGATGAATC 3’

R :5" TCTTCACCTACAGGCTCTATATCAG 3’

Proses real time ini menggunakan two-step
RT- PCR dengan cetakan bersumber dari cDNA.
Adapun langkah-langkahnya, yaitu dengan
supercript 11 RT menggunakan random hexamers,
preekstension 10 menit 25°C, ekstension 50
menit 42°C.

Untuk melakukan two step RT-PCR (iTaq Sybr
Green, Biorad) sebelumyadisiapkandahuludalam
boks dingin reagen PCR (iTaq SybrGreen), Primer
(forward dan reverse 10 pmol), ddH,0 steril,
DNA template/cDNA. Sebanyak 5 pL. PCRmix
((iTaq SybrGreen) ditampung dalam tabung
PCR (0,2 mL) ditambahkan forward primer (10
pmol) dan reversed primer (10 pmol) sebanyak
0,5 pL. Kemudian, sampel DNA yang sudah
dipersiapkan ditambahkan 2 pL pada masing-
masing sampel uji dan sampel kontrol (positif
dan negatif). Ditambahkan ddH,0 sebanyak 2
pL. Setelah semua komponen dipastikan dalam
tabung PCR, dilakukan pencampuran (1.600
rpm), kemudian spindown cairan dalam tabung
PCR. Sampel diletakkan dalam rotor sesuai
nomor urutnya. Diatur program set dalam
mesin (Rotorgene (@), kemudian dilakukan
analisis hasil. Analisis hasil kuantifikasi jumlah
kopi DNA target dalam sampel yang perlu
diperhatikan, yaitu penggunaan kontrol yang
telah terkuantifikasi jumLah DNA (konsentrasi
terendah dan tertinggi). Jika tidak menggunakan
kontrol tersebut maka analisis ini tidak dapat
digunakan, analisis hasil berupa kurva melting
(melting curve). Data yang didapatkan dari hasil
periksaan triptophan-rich protein P. falciparum
galur Papua 2300 dengan kuantitatif real time
PCR dianalisis dengan rumus Livak.!?

Hasil

Hasil perhitungan kadar RNA dan cDNA P
falciparum galur Papua 2300 pada Tabel 1
menggunakan spektrofotometri, hasilnya nilai
konsentrasirasio A, ., yang menunjukkan nilai
kemurnian RNA dan cDNA sangat kecil di bawah
standar kemurnian RNA, yaitu 2.0 dan cDNA 1.8.
Keadaan ini bergantung pada kualitas sampel
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Tabel 1 Perhitungan Kadar RNA dan cDNA P. falciparum galur 2300

Perlakuan A0 200 kA Konsentrasi ,, (1g/mL) A0 280008 Korl[i:egr}t;laf)i cDNA
Kontrol 1,4809 0,0207 1,5448 0,1095
PO1 1,0615 0,0030 1,1001 0,1107
P02 1,0651 0,0254 0,9314 0,1693
PO3 0,6994 0,0049 1,8660 0,0723

dan efektivitas proses RNA dan sintesis cDNA.
Gambar 1 menunjukkan proses annealling
dariprimer padasekuenstargetuntukamplifikasi
RNA P, falciparum galur Papua 2300 yang terjadi
setelah siklus ke-15. Pada Gambar 2 ditunjukkan
peak tunggal pada analisis kurva melting yang
menunjukkan hasil produk PCR sudah tunggal
yang mengonfirmasikan bahwa amplikon dari
hasil amplifikasi sudah sesuai dengan ukuran

yang dikehendaki. Pergeseran suhu optimum
melting point RNA P falciparum galur Papua
2300 terjadi pada primer yang berbeda. Primer
untuk standar PF10425w berkisar 71-72°C dan
primer untuk gen Tryptophan-rich Protein (Part)
mengalami pergeseran yaitu berkisar 68-69°C
Tabel 2 memperlihatkan hasil C_ real time
PCR P falciparum galur 2300 untuk berbagai
perlakuan memperlihatkan ekspresi gen target
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Gambar 1 Data Kuantifikasi Siklus Amplifikasi RNA P. falciparum Galur 2300
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Gambar 2 Kurva Melting point RNA P. falciparum Galur 2300
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Tabel 2 Hasil C_ Real Time PCR P. falciparum Galur 2300 untuk Berbagai Perlakuan

Konsentrasi Konsentrasi ,
Warna Nama Jenis Dig:;;lg(an Terhitung l{.;';s;'es;?;
(ug/uL) (ug/uL)

. K1 Standar .3530000 .3530000 0,70
K2 Standar .0353000 .0353000 0,51

. K3 Standar .0035300 .0035300 1,13
. K4 Standar .0003530 .0003530 1,04
K5 Standar .0000353 .0000353 1,00

. K Part Kontrol .2614498 0,78
B K() Kontrol () 0041518 0,14
. PO1 Part Perlakuan .0014689 1,07
. PO2 Part Perlakuan .0066808 1,21
PO3 Part Perlakuan .0943879 0,92

K PF10425w Kontrol .2386594 0,80

. PO1 PF10425w Perlakuan .3084469 0,74
P02 PF10425w Perlakuan 1492592 0,58

. PO3 PF10425w Perlakuan .2934845 0,75

Tryptophan-rich Protein (PArt) pada semua
kelompok perlakuan paparan obat antimalaria
artemisinin dan normal endogen (PF10425)
yang tidak terpengaruh oleh paparan obat.
Tabel 3 dan Gambar 3 menunjukkan nilai
AC, untuk kelompok perlakuan paparan
artemisinin berulang (PO1, PO2, dan PO3) dan
kelompok kontrol nilai AAC, merupakan AC,
Kontrol - ACTTp erlakuan UNtUK masing-masing perlakuan
dan 22T yang merupakan perbandingan level

ekspresi gen Part. Hasil tersebut menunjukkan

bahwa perbandingan level ekspresi gen Part
(2%4¢T) relatif terhadap kontrol masing-masing
perlakuan yaitu PO1 1.2568 dari kontrol, PO2
1.0757 dari kontrol dan PO3 1.663 dari kontrol.

Pembahasan
Pada hasil penelitian ini menunjukkan bahwa

paparan artemisinin berulang pada P, falciparum
dapat meningkatkan level ekspresi gen Part

Tabel 3 Hasil Analisis Gen Tryptophan-rich Protein (PArt) dan Normal Endogen (PF10425)
dengan Metode Comparative Threshold Cycle Analysis (AAC,)

rotan O e 06, M Lot Prbandingen
PO1 -0.3069 0.3298 1.2568
P02 -0.0825 0.1052 1.0757
P03 -0.1990 0.2219 1.1663
Kontrol 0.0228 - -
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Gambar 3 Kurva Perbandingan Level Ekspresi Gen PArt

(2-4¢Ty relatif terhadap kontrol tetapi antar-
kelompok paparan artemisinin berulang yaitu
paparan artemisinin ke-1, 2, dan 3 atau (PO1,
P02, dan PO3) memperlihatkan level ekspresi
gen Part (2%¢T) relatif yang hampir sama.
Seperti hasil penelitian yang dilakukan oleh
Deplaine dkk.® peningkatan PArt pada tekanan
obat artesunat ditunjukkan dengan cara studi
transkriptomik yang menggambarkan kadar
protein. Peningkatan paparan artesunat 40 ng/
mL selama 3 jam meningkat 5 sampai 6 kali pada
400 ng/mL pada protein referens seperti histon
H3 dan PfHSP70, sedangkan kadar RNA setelah
3 jam paparan artesunat mulai dosis 80 ng/mL
meningkat 3 sampai 4 kali pada 400 ng/mL.
Hasil overekspresi PArt setelah 72 jam paparan
obat antimalaria artesunat menunjukkan 100%
pada transgenic PArt overekspresi gen semua
parasit dapat hidup dibanding dengan kontrol.
Keadaan ini menunjukkan bahwa PArt berperan
pada mekanisme pertahanan parasit dalam
merespons induksi obat yang mampu merusak
pertumbuhan dan perkembangannya sehingga
padaparasittransgenic PArtoverekspresimampu
untuk bertahan dari kematian. Overekspresi
PArt dapat memperlambat pertumbuhan dan
perkembangan parasit dari efek kematian akibat
paparan obat. Hal ini ditunjukkan juga dari hasil
penelitian yang dilakukan olah Witkowki dkk.!!
pada P. falciparum yang sudah toleran terhadap
artesunat (F32-ART) yang diseleksi selama 3
tahun dengan pemberian artesunat, dengan
peningkatan dosis menunjukkan bahwa parasit
masuk dalam stadium istirahat dalam bentuk
dorman, yaitu gambaran morfologi seperti
bentukan titik dengan inti yang memadat.
Bentukan seperti ini adalah merupakan suatu
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quiescence mechanism dari P. falciparum untuk
diam dan tidak bergerak pada stadium ring
sehingga tetap dapatbertahan hidup dengan cara
memperlambat proses metabolismenya untuk
membatasi efek obat, karena pada keadaan
ini tidak terjadi sintesis DNA. Penelitian yang
dilakukan oleh Teuscher dkk.'? memperlihatkan
bahwa quiescence atau dorman stadium ring
setelah paparan obat akan mampu untuk
berkembang dengan normal setelah paparan
obat dihilangkan dan dapat tumbuh kembali
normal setelah 4-20 hari, dengan sekitar 0,044%
sampai 1,313% parasit mengalami pemulihan
kembali untuk tumbuh normal yang bergantung
pada konsentrasi obat dan galurnya.

Triptophan-rich Protein atau PArt adalah
suatu gen yang mempunyai struktur dua ekson
yang mengkode protein dengan berat molekul
sekitar 118 kDa. Triptophan-rich Protein (PArt)
juga terdapat pada regio interfacial dari lipid
bilayer dan mempunyai peran penting dalam
membrane-spanning protein, dan juga berperan
dalam folding protein untuk menjaga kontak
hidrofobik."** Triptophan-rich Protein (PArt) juga
memiliki peran pada pengaturan perkembangan
stadium di hati pada parasit malaria. Defisiensi
triptophan-rich protein menyebabkan gangguan
pada perkembangan parasit pada stadium di
hati.'> Selain itu, Triptophan-rich Protein dari
beberapa spesies Plasmodium mempunyai peran
penting pada interaksi host dan parasit.'*-** Hasil
penelitian terbaru menunjukkan efek protektif
pada tikus terinfeksi sporozoit yang diimunisasi
dengan Triptophan-rich Protein sehingga ada
indikasi bahwa triptophan-rich protein dapat
digunakan sebagai vaksin yang potensial."®

PArt berperan pada toleransi obat, tetapi
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efek protektifnya ditunjukkan pada konsentrasi
obat yang tinggi (pertahanan pada konsentrasi
obat yang tinggi), perubahan pada peningkatan
nilai IC_ diikuti juga peningkatan jumlah kopi,
ekspresi mRNA, dan ekspresi protein dari gen
pfmdr1 dan Partmerupakan salah satu faktordari
beberapa faktor seperti pfindr1.?° Simpulan hasil
penelitian ini bahwa paparan obat antimalaria
artemisinin secara in vitro dapat menyebabkan
overekspresi target aksi tryptophan-rich protein
oleh promoter Plasmodium falciparum galur
Papua 2300. Perlu dilakukan penelitian lebih
lanjut pada tataran proteomik untuk mengetahui
profil protein dan level transkripsi gen (mRNA)
yang lain dari target aksi artemisinin sebagai
marker resistensi P. falciparum galur Papua 2300
pada artemisinin in vitro.
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