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RINGKASAN

Celah orofasial merupakan anomali kongenital yang sering terjadi dengan etiologi
multifaktorial. Pada umumnya kelainan ini dipengaruhi oleh faktor genetik dan lingkungan
yang memicu terjadinya defek genetik, dan secara klinis menimbulkan deformitas wajah. Pada
data nasional tercatat bahwa prevalensi CLP di Indonesia sebesar 0,2%. Pada tahun 2012
organisasi internasional Pusat Pelatihan Celah Bibir menyatakan peningkatan kasus CLP
sekitar 7500 kasus per tahun di Indonesia. Penderita CLP yang terdaftar pada Yayasan CLP
Surabaya berjumlah 1257 pasien. Cleft Lip and Palate (CLP) paling banyak terjadi pada ras
Asia dan keturunan Indian di Amerika, yaitu satu kasus dari 500 kelahiran.

Cleft Lip and Palate (CLP) merupakan hasil dari gangguan pembentukan bibir pada
minggu ke-4 sampai ke-7 pada masa embryogenesis. Adanya gangguan pada proses terscbut
menyebabkan celah pada bibir dan/atau palatum. Keluhan yang banyak ditemukan pada
penderita CLP adalah adanya problem pengunyahan, infeksi telinga yang rekuren, maloklusi
dan gangguan fonetik, sehingga dibutuhkan perawatan multidisiplin dari bidang obstetrik,
pediatri bedah plastik, rehabilitasi, dan kedokteran gigi. Faktor lingkungan pada masa
kehamilan yang berpengaruh pada proses palatogenesis adalah infeksi pada ibu hamil, usia ibu
yang lebih dari 40 tahun saat hamil, defisiensi nutrisi, paparan bahan teratogenik saat masa
kehamilan, dan kebiasaan merokok, baik aktif maupun pasif. Terjadinya CLP karena faktor
genetik merupakan akibat dari ckspresi berbagai gen yang diduga memiliki peran terhadap
palatogenesis, antara lain: TBX22, PVRLI, dan IRF6, tetapi hasil tersebut dapat berbeda,

dipengaruhi oleh lokasi geografis, etnis dan ras.

Pada penelitian ini dikembangkan pemeriksaan imunogenetik menggunakan spesimen

saliva. Saliva merupakan refleksi dari kondisi sistemik tubuh, tidak terbatas pada keadaan di

rongga mulut. Penelitian mengenai cleft lip and palate sudah banyak dilakukan di Indonesia,
iii
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akan tetapi belum memberikan pemahaman yang mendalam tentang pola ekspresi protein dari
PVRLI1 dan IRF6. Berdasar hal tersebut maka perlu dilakukan penelitian untuk menjawab

permasalahan yang mendasari terjadinya CLP di Indonesia.

iv
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1.1 Latar Belakang

Celah orofasial merupakan anomali kongenital yang sering terjadi dengan etiologi
multifaktorial (Ladeira and Alonso, 2012). Pada umumnya kelainan ini dipengaruhi oleh faktor
genetik dan lingkungan yang memicu terjadinya defek genetik (Kaewkhampa er al.,, 2012).
Celah orofasial mengakibatkan deformitas wajah yang terdiri dari celah bibir (cherloschisis),
celah palatum (palatoschisis), atau kombinasi keduanya (cleft lip and palate / CLP) (Leslie et
al., 2016).

Penderita yang ditemukan selama ini berbeda, dipengaruhi oleh lokasi geografis, etnis
dan ras (Cooper et al. 2006). Sebagaimana dilaporkan oleh Sozen er al. (2008), ditemukan
sekitar dua kasus Cleft lip dan/atau palate (CLP) dari 1000 kelahiran bayi di seluruh dunia.

Menurut Tobing (2017), data nasional mencatat bahwa prevalensi CLP di Indonesia
sebesar 0,2%. Pada tahun 2012 organisasi internasional Pusat Pelatihan Celah Bibir
menyatakan peningkatan kasus CLP sckitar 7500 kasus per tahun di Indonesia (Kembaren,
2012). Sementara itu di RSUP Prof. Dr. R. D. Kandou Manado dilaporkan terdapat 60 kasus
CLP dalam kurun waktu Januari 2011 — Oktober 2012 (Loho, 2013). Penderita CLP yang
terdaftar pada Yayasan CLP Surabaya berjumlah 1257 pasien (Reswan, 20006).

Cleft Lip and Palate (CLP) paling banyak terjadi pada ras Asia dan keturunan Indian
di Amerika, yaitu satu kasus dari 500 kelahiran. Pada ras Kaukasia, didapatkan satu kasus CLP
dari 1000 kelahiran, Ras Afrika-Amerika mempunyai resiko paling rendah untuk menderita
CLP, yaitu satu kasus dari 2000 kelahiran (Supit dan Prasetiyono, 2008). Di regional Asia
Tenggara, didapatkan prevalensi CLP sebesar 1,54 dari 1000 bayi yang lahir di Filipina

(Cooper et al., 2006).
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Cleft Lip and Palate (CLP) merupakan hasil dari gangguan pembentukan bibir pada
minggu ke-4 sampai ke-7 pada masa embriogenesis, dan dilanjutkan dengan perkembangan
palatum pada minggu ke-7 kehamilan. Adanya gangguan pada proses tersebut menyebabkan
celah pada bibir dan/atau palatum (Leslic ef al., 2016). Keluhan yang banyak ditemukan pada
penderita CLP adalah adanya problem pengunyahan, infeksi telinga yang rekuren, maloklusi
dan gangguan fonetik, sehingga dibutuhkan perawatan multidisiplin dari bidang obstetrik,

pediatri bedah plastik, rehabilitasi, dan kedokteran gigi (Giaquinto-Cilliers er al., 2013).

Posisi organ yang terganggu pada kasus CLP adalah bibir atas, alveolar ridge, palatum
durum, palatum molle, hidung, dan mata (Istiyana dkk, 2016). Pada umumnya penderita Cleft
lip dan/atau palate mengalami celah bibir bersamaan dengan celah langit-langit, tetapi hanya
sekitar 5% kasus celah bibir yang terjadi tanpa disertai celah langit-langit (Sianita dan
Alawiyah, 2011). Berdasarkan jenis kelamin, celah bibir lebih banyak terjadi pada laki-laki
dibandingkan perempuan dengan rasio 2:1, sedangkan celah palatum lebih banyak terjadi pada

perempuan dibanding laki — laki dengan rasio 2:1 (Dixon et al., 2011).

Faktor lingkungan pada masa kehamilan yang berpengaruh pada proses palatogenesis
adalah infeksi pada ibu hamil, usia ibu yang lebih dari 40 tahun saat hamil, defisiensi nutrisi,
paparan bahan teratogenik saat masa kehamilan, dan kebiasaan merokok, baik aktif maupun
pasif (Lopes et al., 2014). Terjadinya CLP karena faktor genetik merupakan akibat dari
ekspresi berbagai gen yang diduga memiliki peran terhadap palatogenesis, antara lain: MSX1
(muscle segment homeobox 1) (Cuddapah et al., 2016); TBX22 (T-box transcription factor 22),
(Kaewkhampa e al., 2012); PVRLI (poliovirus receptor-like 1) (Shu et al., 2015); p63 (rumor
protein 63), FGFR1 (fibroblast growth factor receptor 1) (Dixon ef al., 2011); dan IRF6
(interferon regulatory factor 6) (Kerameddin e al., 2015). Beberapa literatur menyebutkan
telah ditemukan ekspresi HLA (human leukocyte antigen) yang meningkat pada penderita CLP
dibandingkan dengan kelompok yang tidak menderita CLP (Inoyatov ef al, 2012). Dari

2
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berbagai gen tersebut, gen yang paling sering mengalami mutasi dan berperan penting

terjadinya CLP adalah PVRLI (Scapoli et al., 2006) dan IRF6 (Kerameddin ef al., 2015).

PVRLI atau disebut juga Nectinl adalah protein receptor-like yang memiliki struktur
mirip dengan immunoglobulin (Avila et al., 2006). Fungsi dari PVRL1 adalah untuk perlekatan
antar sel epitel. Pada proses pembentukan palatum di periode embrional, penyatuan palatal
shelves terbentuk setelah terjadi fusi dari jaringan epitel di palatum. Proses tersebut sangat
dipengaruhi oleh PVRLI, sehingga mutasi PVRL1 memiliki keterkaitan dengan terjadinya
CLP (Shu ef al., 2015). Fungsi lain dari PVRL1 adalah sebagai reseptor virus herpes. Infeksi
yang terjadi selama masa kehamilan dapat meningkatkan resiko terjadinya CLP pada janin
(Avila et al., 2006).

Interferon Regulating Factor 6 (IRF6) merupakan faktor transkripsi yang diduga
berperan pada perkembangan struktur orofasial (Wu-Chou ef al., 2013). Faktor transkripsi
adalah protein yang meregulasi proses transkripsi suatu gen. IRF6 banyak terekspresi di sisi
median dari palatal shelves sebelum dan selama terjadinya fusi saat palatogenesis. Ekspresi
IRF6 juga ditemukan di folikel rambut, rugae palatina, benih gigi, dan kulit. IRF6
menyebabkan hiperproliferasi epidermis sehingga terjadi kegagalan diferensiasi sel. Kondisi
ini mengakibatkan adhesi antar epitel semakin banyak yang mengakibatkan CLP
(Gurramkonda et al., 2017).

IRF6 terletak pada kromosom 1 dan merupakan kandidat gen yang berperan terhadap
terjadinya CLP yang terdiri dari 10 ekson (Gurramkonda et al., 2017). Zhou et al. (2013)
menyatakan bahwa terdapat kaitan antara IRF6 dengan terjadinya CLP. IRF6 diduga
mengakibatkan perubahan asam amino posisi 274 dari valin menjadi isoleusin (V274l).
Perubahan asam amino tersebut ditemukan di penderita CLP pada populasi Asia dan Amerika-
Indian. Menurut Park er al. (2007), ekspresi IRF6 meningkatkan resiko terjadinya CLP pada

populasi penderita CLP di Korea Selatan. Hasil yang berbeda didapatkan oleh Pegelow er al.
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(2008) yang menyatakan bahwa tidak ada hubungan yang signifikan antara ekspresi IRF6
dengan terjadinya CLP pada populasi penderita CLP di Swedia. Perbedaan hasil tersebut
diduga terkait dengan kondisi geografis dan ras penderita, sehingga pada penelitian ini dipilih
populasi penderita CLP yang terdaftar di Surabaya Cleft Lip and Palate Centre sebagai subjek
penelitian.

Sampai saat ini masih terjadi perdebatan mengenai adanya hubungan antara mutasi
PVRLI terhadap terjadinya CLP, meskipun berbagai literatur menyebutkan bahwa mutasi
PVRLI1 merupakan faktor resiko terjadinya CLP. Kondisi tersebut sesuai dengan penelitian
yang dilakukan oleh Shu ef al., (2015) yang menyatakan bahwa mutasi PVRLI lebih sering
terjadi pada populasi penderita CLP di benua Eropa, Amerika Utara dan Amerika Selatan
dibandingkan dengan penderita CLP di benua Asia. Mutasi PVRLI yang ditemukan pada
penderita di benua Asia berbeda di beberapa negara. Pada populasi penderita CLP di Filipina
ditemukan mutasi PVRLI di exon 2 dan 6, pada populasi Thailand ditemukan mutasi pada
exon 6. Pada populasi penderita CLP di Jepang tidak didapatkan hasil mutasi PVRL] yang
signifikan, sedangkan pada populasi penderita CLP di Taiwan dan Cina tidak didapatkan

mutasi PVRLI1.

Analisis genetik menyediakan informasi profil molekuler dan perubahan yang terjadi
pada tingkat RNA, tetapi informasi mengenai proses modulasi fungsi dan aktivitas protein,
seperti perubahan pada proses post-translasi tidak bisa didapatkan dari analisis RNA. Oleh
karena itu, diperlukan data mengenai profil protein antara plasma normal dengan penderita cleft
lip and palate sebagai penunjang analisis genomik. Protein tersebut merupakan hasil dari
proses translasi, post-translasi, dan post-transkripsi yang berdampak baik secara langsung
maupun tidak langsung terhadap berbagai proses biologis (Ahrens et al., 2010). Terdapat lebih

dari satu juta tipe protein yang terdapat pada sel, jaringan, dan cairan tubuh, tapi profil protein

LAPORAN PENELITIAN POLA EKSPRESI PVRL-1... SRI AGUS SUDJARWO



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

antar individu bervariasi tergantung dari kondisi fisiologis, fase diferensiasi sel, serta

perubahan lainnya sebagai respons terhadap perubahan lingkungan (Barbosa ez al., 2012).

Penelitian mengenai cleft lip and palate sudah banyak dilakukan di Indonesia, akan
tetapi belum memberikan pemahaman yang mendalam tentang pola profil protein penderita
CLP dan ekspresi protein PVRL1 dan IRF6 pada penderita CLP. Berdasar hal tersebut maka
perlu dilakukan penelitian untuk menjawab permasalahan yang mendasari terjadinya CLP di

Indonesia.

1.2 Rumusan Masalah

1. Apakah terdapat perbedaan profil protein dan berat molekul antara penderita CLP
dengan orang normal?

2. Apakah terdapat peningkatan ekspresi protein PVRLI pada penderita cleft lip and
palate?

3. Apakah terdapat peningkatan ekspresi protein IRF6 pada penderita cleft lip and
palate?

4. Apakah terdapat perbedaan nilai migrasi relatif protein (Rf) antara penderita CLP

dengan orang normal?
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|
BAB 2 WHIVERSITAS AIRLANGIA

EURABAYA
TINJAUAN PUSTAKA -

2.1 Cleft Lip and Palate

CLP adalah keadaan bibir dan palatum yang terpisah, sehingga terdapat celah di antara
bibir dan palatum karena adanya kegagalan perkembangan embrio di dalam kandungan. Jika
celah tersebut hanya melibatkan bibir, disebut /abioschisis. Perkembangan palatum merupakan
sekuens yang kompleks, dimulai dari terbentuknya palatal shelves yang berasal dar1 prosesus
maksilaris pada minggu keenam embryogenesis. Gangguan yang terjadi pada proses tersebut
menyebabkan kegagalan penyatuan palatum (Marcano ef al., 2004). Jika celah melibatkan
palatum, maka disebut palatoschisis. CLP merupakan malformasi kongenital yang paling
sering terjadi, dan kondisi ini disebabkan oleh faktor genetik dan pengaruh faktor lingkungan

(Agbenorku, 2013).

2.1.1 Etiologi CLP

Sampai saat ini etiologi dari CLP belum bisa diidentifikasi secara pasti, namun ada
beberapa faktor yang memengaruhi terjadinya CLP, yaitu faktor genetik dan faktor lingkungan
yang bersifat teratogenik sehingga berdampak pada perkembangan embrio di dalam kandungan

(Shkoukani ef al., 2013).

2.1.1.1 Faktor Genetik

Pengaruh faktor genetik pada perkembangan terjadinya CLP pertama kali ditemukan
oleh Fogh-Anderson, dengan pola herediter yang bervariasi (Marcano et al., 2004). CLP bisa

terjadi sebagai salah satu manifestasi dari sindrom sistemik, seperti trisomi 13, amniotic band
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anomalad, sindrom Fryns, sindrom Meckel, sindrom Stickler, sindrom Treacher Collins,
sindrom van der Woude, sindrom Velocardiofacial, dan lain-lain. Namun, CLP juga bisa terjadi

tanpa disertai adanya sindrom-sindrom sistemik tersebut (Agbenorku, 2013).

Dari hasil penelusuran literatur, telah diidentifikasi adanya mutasi dari gen tertentu
yang berperan pada proses terjadinya CLP (Jiang er al, 2012). Gen-gen tersebut antara lain:
IRF6 (interferon regulatory factor 6), MSX1 (muscle segment homeobox 1), TBX22 (T-box
transcription factor 22), dan PVRL] (poliovirus receptor-like 1) (Shu et al., 2015). Dari
berbagai gen tersebut, gen yang paling sering mengalami mutasi sehingga berperan pada

terjadinya CLP adalah TBX22 (Marcano et al., 2004) dan PVRL1 (Scapoli et al., 2006).

2.1.1.2 Faktor Non-Genetik

Selain faktor genetik, terjadinya CLP juga dipengaruhi oleh faktor non-genetik atau
faktor lingkungan. Faktor lingkungan tersebut dapat diidentifikasi dan dicegah melalui
konsultasi prenatal mengenai faktor resiko terjadinya CLP, dan konseling genetik (Lopes ez al,

2014).

Terdapat berbagai macam faktor lingkungan pada masa kehamilan yang bisa memicu
terjadinya CLP, antara lain: kebiasaan merokok (baik sebagai perokok aktif maupun pasif) dan
konsumsi minuman beralkohol, kualitas diet ibu hamil, asupan asam folat, paparan terhadap
bahan kimia dan kontaminan, usia kehamilan, infeksi, diabetes, berat badan ibu yang terlalu
tinggi atau rendah, dan konsumsi obat-obatan selama masa kehamilan (Neves et al., 2015).
Orang tua yang berusia lebih dari 40 tahun, beresiko sekitar 50% lebih tinggi untuk memiliki
anak yang menderita CLP daripada pasangan orang tua dengan usia lebih muda dari 40 tahun
(Herkrath er al, 2014). Ibu hamil yang memiliki kebiasaan merokok ataupun yang selalu

terpapar asap rokok memiliki resiko 2 kali lebih tinggi untuk melahirkan bayi dengan kondisi
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CLP (Martelli et al., 2015). Mekanisme hubungan antara kebiasaan merokok dengan terjadinya
CLP masih belum diketahui secara mendalam, tetapi kondisi tersebut diduga karena merokok
berpotensi menimbulkan modifikasi rransforming growth factor alpha (TGF-c). Janin yang
membawa TGF-a yang termodifikasi tersebut dilaporkan lebih rentan menderita CLP. Efek
lain dari kebiasaan merokok pada ibu hamil adalah resiko terjadinya mutasi pada gen yang
meregulasi proses detoksifikasi sehingga tubuh tidak bisa mengeliminasi efek toksik tembakau

(Radojicic et al.,2006).

Bahan kimia dapat bersifat teratogenik, sehingga berperan dalam terjadinya CLP.
Bahan kimia tersebut antara lain terkandung dalam obat-obatan, di antaranya: asam valporat,
antikonvulsan, derivat asam retinoat, thalidomide, phenytoin, dan antibiotik. CLP juga bisa
terjadi karena kualitas diet yang rendah selama masa kehamilan, antara lain karena defisiensi
vitamin, defisiensi asam folat, iritasi intrauterin, dan infeksi selama masa kehamilan. Asam
folat sangat dianjurkan untuk wanita dalam rentang usia reproduksi aktif untuk menghindari
terjadinya defek pada neural ube, dinding abdomen, dan mengurangi resiko CLP (Jagomagi

et al., 2010).

2.1.2 Klasifikasi CLP

Klasifikasi CLP pada umumnya berdasarkan gambaran klinisnya yang bervariasi dari
defek yang paling kecil hingga celah komplit yang melibatkan tulang alveolar dan palatum.
Celah bibir (cleft lip) dibagi menjadi tiga jenis yaitu: tipe mikroform, tipe inkomplit, dan tipe

komplit yang melibatkan tulang alveolar (Shkoukani ef al., 2013).
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Gambar 2.1: Klasifikasi CLP berdasarkan Davis & Ritcie
(A) tipe mikroform, (B) tipe inkomplit, (C) tipe komplit (Shah et al., 2015)

Celah yang terdapat pada palatum durum dan/atau palatum molle masih dapat tertutup
oleh mukosa. Kondisi tersebut dinamakan submucous clefi palate, yang pada pemeriksaan
klinis akan terdapat gambaran segitiga berwarna kebiruan setelah celah pada palatum lunak.
Gambaran tersebut menunjukkan adanya celah pada tulang palatum di bawah mukosa. Celah
palatum tersebut dapat berbentuk menyerupai huruf V dan huruf U (Singh et al., 2015).
Terdapat beberapa klasifikasi celah langit-langit (cleft palate). Klasifikasi yang paling sering
digunakan adalah menurut Veau dan menurut Davis da Ritchie (Singh e al., 2015). Klasifikasi
menurut Davis dan Ritchie membagi celah ke dalam tiga kelompok berdasarkan posis celah

tersebut dan relasinya terhadap prosessus alveolaris (Shah er al., 2015).

Tabel 2.1: Klasifikasi celah palatum berdasarkan Davis dan Ritchie (Shah et al., 2015)

Tipe I Tipe lI Tipe I
Celah pre-aveolar Celah Post-Alveolaris Celah Alveolaris
Celah bibir unilateral ~ Celah palatum keras Celah alveolaris unilateral
Celah bibir bilateral Celah palatum lunak Celah alveolaris bilateral
Celah bibir medial Celah palatum keras dan lunak Celah alveolaris medial

Celah submukosa
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Tabel 2.2: Klasifikasi celah palatum berdasarkan Veau (Shah e al., 2015)
‘TipeI(A)  Defek hanya terdapat pada palatum lunak

TipeII (B)  Defek melibatkan palatum keras, palatum lunak, tetapi tanpa melibatkan
: foramen insisivus

Tipe I (C) Celah unilateral komplit. Celah memanjang dari palatum lunak, tulang
~ alveolar, hingga melibatkan bibir.

| Tipe IV(D) Celah bilateral komplit. Sama seperti tipe III, tetapi melibatkan kedua sisi |
~ (bilateral)

Gambar 2.2; Klasifikasi celah palatum berdasarkan
Veau (Shah et al., 2015)

2.1.3 Epidemiologi CLP

Prevalensi CLP berkisar antara 1:500 hingga 1 : 2500 kelahiran tergantung dari wilayah
geografis, ras, suku, dan kondisi sosial-ekonomi penderita (Sozen ef al., 2008). Prevalensi
terjadinya CLP yang tertinggi adalah pada wilayah Asia dengan rasio 14 : 10.000 kelahiran,
diikuti dengan ras Kaukasoid dengan rasio 10 : 10.000 kelahiran, ras Afrika-Amerika dengan
rasio 4 : 10.000 kelahiran. Terdapat rata-rata 700 kasus kelahiran bayi yang mengalami CLP
di Amerika setiap tahunnya (Agbenorku, 2013).

10
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Celah bibir dan palatum lebih banyak terjadi pada laki-laki diandingkan perempuan
dengan rasio 2:1. Berdasarkan lokasinya, celah tersebut lebih sering terjadi di sebelah kiri
wajah dibandingkan kanan dengan rasio 2:1. Predileksi lokasi tersebut diperkirakan karena

perkembangan arteri fasialis kiri yang lebih lambat dibandingkan arteri fasialis kanan

(Shkoukani ef al., 2013).

Resiko terjadinya CLP meningkat pada keluarga yang salah satu anggotanya menderita
CLP. Jika di dalam suatu keluarga memiliki anak yang menderita CLP, maka anak selanjutnya
beresiko 2-5% lebih tinggi untuk terkena CLP dibandingkan dengan keluarga yang tidak
memiliki riwayat terjadinya CLP. Resiko terjadinya CLP semakin tinggi jika dalam keluarga
tersebut memiliki lebih dari satu anggota keluarga yang mengalami CLP, yaitu 10-12% lebih
beresiko. Apabila terdapat riwayat sindrom sistemik yang menyebabkan manifestasi CLP pada
suatu keluarga, maka resiko menjadi 50% lebih tinggi menderita CLP daripada individu tanpa

riwayat sindrom sistemik. (Agbenorku, 2013).

Menurut Tobing (2017), data nasional mencatat bahwa prevalensi CLP di Indonesia
sebesar 0,2%. Pada tahun 2012 organisasi internasional Pusat Pelatihan Celah Bibir
menyatakan peningkatan kasus CLP sekitar 7500 kasus per tahun di Indonesia (Kembaren,
2012). Sementara itu di RSUP Prof. Dr. R. D. Kandou Manado dilaporkan terdapat 60 kasus
CLP dalam kurun waktu Januari 2011 — Oktober 2012 (Loho, 2013). Penderita CLP yang

terdaftar pada Yayasan CLP Surabaya berjumlah 1257 pasien (Reswan, 2006).

2.1.4 Komplikasi CLP

Komplikasi yang dialami oleh penderita CLP antara lain: gangguan estetik, gangguan
pengunyahan, proses menelan, nasal regurgitasi, gangguan pendengaran, gangguan bicara,

masalah, infeksi telinga rekuren, dan maloklusi. Dilaporkan bahwa orang tua dari penderita
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CLP mengalami gangguan psikososial setelah mengetahui bahwa anaknya menderita CLP

(Agbenorku, 2013).

Penatalaksanaan dari CLP memerlukan intervensi mitidisplin ilmu. Terapi wicara
diperlukan untuk mengoreksi gangguan fonetik karena adanya defek otot. Seiring
bertambahnya usia, penderita juga memerlukan terapi orotodonsia supaya didapatkan oklusi

yang harmonis, serta memerlukan terapi bedah (Ifzah et al., 2016).

2.2 PVRLI1 (Polio Virus Receptor —like- 1)

Fungsi dari PVRL] adalah untuk perlekatan antar sel-sel epitel. Pada proses
pembentukan palatum di periode embrional, penyatuan palatal shelves terbentuk setelah terjadi
fusi dari jaringan epitel di palatum. Proses tersebut sangat dipengaruhi oleh PVRLI, sehingga
mutasi PVRL1 memiliki keterkaitan dengan terjadinya CLP (Shu et al., 2015). Fungsi lain dari
PVRL1 adalah sebagai reseptor virus herpes. Infeksi yang terjadi selama masa kehamilan dapat

meningkatkan resiko terjadinya CLP pada janin (Avila et al., 2006).

Produk protein dari PVRL1 adalah poliovirus receptor-related protein (PRR) yang
berfungsi sebagai molekul adhesi antar sel. Ekspresi PVRLI] berada di jaringan epitel median
dari palatal shelves, dan epitel permukaan kulit (Kohli and Kohli, 2012). PVRL1 mampu
melakukan coding terhadap Nectin-1 yang merupakan protein transmembran yang berfungsi

molekul adhesi antar sel (Rahimov ez al., 2012).

Mutasi PVRL1 lebih sering terjadi pada populasi penderita CLP di benua Eropa,
Amerika Utara dan Amerika Selatan dibandingkan dengan penderita CLP di benua Asia.
Mutasi PVRLI yang ditemukan pada penderita di benua Asia berbeda di beberapa negara. Pada
populasi penderita CLP di Filipina ditemukan mutasi PVRLI di exon 2 dan 6, pada populasi

Thailand ditemukan mutasi pada exon 6. Pada populasi penderita CLP di Jepang tidak
12
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didapatkan hasil mutasi PVRL1 yang signifikan, sedangkan pada populasi penderita CLP di

Taiwan dan Cina tidak didapatkan mutasi PVRLI (Shu ez al., 2015).

2.3 IRF6 (Interferon Regulatory Factor-6)

Kelompok faktor transkripsi Interferon Regulatory Factor (IRF) terdiri dan IRF1,
IRF2, IRF3, IRF4, IRF5, IRF6. Pada awalnya IRF diketahui berfungsi untuk regulasi respons
interferon pada infeksi virus, tetapi pada perkembangannya IRF diduga berperan juga pada
tahap perkembangan embrio dan keganasan (Joly er al., 2016). IRF1 dan IRF2 diperlukan untuk
perkembangan sel NK. IRF4 dan IRF8 terlibat dalam diferensiasi sel B, serta perkembangan
sel mieloid dan sel dendrit. IRF3, IRFS, dan IRF7 berperan pada regulasi respons imun innate,
dan aktivasi jalut Toll-like receptor (Li et al., 2011). IRF6 terletak pada kromosom 1, dan
merupakan salah satu gen yang terkait dengan CLP. Gen IRF6 terdiri dari 10 exon, 3 di
antaranya yaitu exon 1, 2, dan 10 bersifat non-coding. IRF6é memberikan kode terhadap 517
asam amino, memiliki domain N-terminal winged-helix DNA-binding, dan domain C terimnal

SMIR (Smad-Interferon Regulatory Factor-binding) (Gurramkonda et al., 2017).

Ekspresi IRF6 ditemukan di berbagai bagian tubuh yaitu: plasenta, ginjal, hepar,
keratinosit, dan sel-sel epitel terutama epitel rongga mulut. Pada sel keratinosit, IRF6 terlibat
pada feedback loop dengan p63 untuk meregulasi diferensiasi epidermis dan migrasi keratinosit
(Biggs et al., 2014). Pada tahap perkembangan embrio, terjadi peningkatan ekspresi IRF6 saat
fase adhesi dan fusi kedua palatal shelves ketika proses palatogenesis. Pada hewan coba yang
mengekspresikan IRF6 dalam jumlah yang sedikit mengakibatkan anomali orofasial,
ekstremitas, dan epidermis (Joly et al., 2016). Zhou et al. (2013) menyatakan bahwa variasi

dari IRF6 merupakan salah satu faktor etiologi dari CLP.

I3
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BAB 3 SURABAYA

TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN

3.1 Tujuan Penelitian

1. Menganalisis perbedaan profil protein dan berat molekul antara penderita CLP

dengan orang normal.

)

Menganalisis peningkatan ekspresi protein PVRLI1 pada penderita cleft lip and
palate.

3. Menganalisis peningkatan ekspresi protein IRF6 pada penderita cleft lip and palate.
4. Menganalisis perbedaan nilai Rf yang signifikan antara kelompok penderita CLP

dan kelompok kontrol.

3.2 Manfaat Penelitian
3.2.1 Manfaat Teoritis

Memberikan kontribusi keilmuan dalam mengungkap peran imunogenetik terhadap

patogenesis terjadinya kasus cleft lip and palate.

3.2.2 Manfaat Klinis

Dengan ditemukannya ekspresi protein PVRLI dan IRF6 pada proses terjadinya cleft
lip and palate, dapat dijadikan sebagai biomarker untuk deteksi dini dan upaya

preventif CLP pada kelompok masyarakat yang berisiko menderita CLP.
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BAB 4 BURABAYA

METODE PENELITIAN

4.1 Tempat Penelitian

1. Pengambilan spesimen dilakukan di Yayasan Cleft Lip and Palate Center Surabaya
2 Analisis Laboratorium dilakukan di Laboratorium HIV dan Laboratorium Toxoplasma,

Lembaga Penyakit Tropis, Universitas Airlangga.

4.2 Waktu Penelitian

Januari 2018 — November 2018.

4.3 Alat dan Bahan Penelitian

Alat dan bahan yang diperlukan dalam penelitian ini meliputi: dry plate, inkubator,
pipet, comb, elektroforator, power supply, kertas saring, membran PDVF, spons, glass plate,
transfer apparatus, elektroda, shaker, sampel, marker, larutan buffer, H20, gel, reagen AP,
reagen TEMED, skim milk 5%, antibodi primer, antibodi sekunder, bovine serum albumin,

campuran ECL.

4.4 Tahapan Penelitian

Spesimen diambil dari darah dan saliva penderita cleft lip and palate setelah mendapat
informed consent dari keluarga penderita. Darah sebanyak 7 cc dimasukkan ke dalam tabung
centrifuge untuk mendapatkan plasma, kemudian di-vortex dan dilanjutkan dengan inkubasi

selama 15 menit.

h
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4.4.1 Persiapan Subjek Penelitian

Pasien dan keluarga dari pasien yang memenuhi kriteria inklusi sampel diberi
penjelasan terlebih dahulu mengenai tujuan penelitian dan metode pemeriksaan yang akan
dilakukan. Jika pasien dan keluarganya paham dan setuju akan prosedur yang akan dilakukan,
maka diminta untuk menandatangani lembar informed consent. Dalam penelitian ini, sampel
yang akan diambil berupa sediaan darah dan saliva dari penderita cleft lip and palate (CLP)

yang terdaftar di Yayasan Cleft Lip and Palate Centre Surabaya.

Penjelasan yang akan diberikan kepada pasien dan keluarganya menurut Nijhawan et
al. (2016) meliputi: (1) Peneliti dan petugas yang mengambil spesimen memperkenalkan diri
kepada pasien dan keluarganya, lalu dicek apakah pasien tersebut cocok dengan identitas yang
ada di rekam medis/formulir laboratorium. (2) Menanyakan apakah pasien pernah menderita
alergi. (3) Kesediaan pasien untuk dilakukan pengambilan dan pemeriksaan sampel. (4) Tujuan
dan urgensi penelitian. (5) Jenis sediaan yang akan diambil beserta pertimbangan
menggunakan sediaan tersebut. (6) Penjelasan singkat mengenai teknik pengambilan dan
pemeriksaan sampel di laboratorium. (7) Potensi risiko dari tindakan. (8) Menanyakan apakah

pasien memiliki pertanyaan mengenai prosedur yang akan dilakukan.

4.4.2 Pengambilan Spesimen

Spesimen berupa sediaan whole blood diambil dari pasien CLP. Sebelum spesimen
diambil, perlu dipersiapkan peralatan yang akan digunakan terlebih dahulu. Peralatan yang
dibutuhkan meliputi: tabung yang mempunyai tutup untuk menampung darah beserta label,
bleeding pack jika volume darah yang diambil banyak, sarung tangan, tourniquet, peralatan

pengambilan darah, alcohol hand rub, swab alkohol 70% untuk desinfeksi kulit, cotton-wool
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ball untuk menekan daerah insersi jarum, dan wadah untuk membawa sampel darah menuju

laboratorium.

Tahapan pengambilan spesimen darah dari pasien: petugas mencuci tangan terlebih
dahulu menggunakan air, sabun, dan bila perlu menggunakan alcohol rub. Ditentukan lokast
vena di area fossa antecubital serta memasang tourniquet sejauh 5-10 cm di atas tempat insersi
jarum. Area kulit di sekitar lokasi insersi jarum dibersihkan terlebih dahulu menggunakan
alcohol swab 70% selama 30 detik dan tunggu hingga mengering. Penggunaan alkohol lebih
disarankan untuk desinfeksi daripada povidone iodine karena povidone iodine dapat
meningkatkan kadar potassium, asam fosfat atau asam urat dalan darah ketika dilakukan tes
laboratorium. Setelah itu petugas melakukan fiksasi dengan cara menggenggam lengan pasien.
Jarum diinsersikan dengan sudut < 30° kemudian darah diambil sesuai volume yang
dibutuhkan. Tourniquet dilepas terlebih dahulu sebelum jarum dikeluarkan. Kemudian jarum
ditarik perlahan sambil menekan daerah insersi mengunakan kassa. Kemudian pasien
diinstruksikan untuk menekan daerah insersi menggunakan kassa tersebut untuk menghentikan

perdarahan dan tidak dibolehkan untuk menekuk lengan supaya tidak terjadi hematoma.

4.4.3 Penanganan Spesimen

Spesimen yang sudah diambil dan berada di dalam tabung yang sudah dicampur
antikoagulan kemudian diberi label sesuai identitas pasien. Tabung tersebut digerak-gerakkan
supaya spesimen darah bercampur dengan antikogulan. Spesimen kemudian disentrifus selama
12 menit dengan kecepatan 1350+/- 150 rcf (sesuai anjuran pabrik) pada suhu ruang untuk
mendapatkan plasma (Sun et al., 2012).

Melalui proses tersebut akan didapatkan tiga lapisan (dari atas ke bawah): plasma,

leukosit (buffy coat), dan eritrosit. Setelah itu plasma diambil menggunakan disposable
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transfer pipette ke dalam polypropylene centrifuge tube. Plasma yang didapatkan kemudian di
sentrifus kembali, sehingga terbentuk endapan buffy coar di bagian bawah tabung. Plasma
dipisahkan dari buffy coat. Plasma kemudian diletakkan ke dalam tabung cryovial dan disimpan

pada temperatur -80°C jika tidak segera dilakukan analisis (Durat and Sukesh, 2014).

4.4.4 Persiapan Sampel (Mahmood and Yang, 2012)

Volume protein pada setiap well ditentukan sebesar 50 ug. Konsentrasi yang digunakan

ditentukan menggunakan rumus: konsentrasi = %:n%. Diberikan 5 pg larutan buffer pada

sampel. Volume dibuat sama sebesar 15 pL dengan cara menambahkan H20. Sampel

dipanaskan menggunakan dry plate pada suhu 100°C selama 5 menit.

4.4.5 Dot-Blot

Sampel yang terdilusi 10x, sebanyak 5 ul sampel diteteskan pada membran
nitroselulosa. Selanjutnya, membran diinkubasi pada 4°C selama 12 jam. Uji keberhasilan dot
blot menggunakan staining CBB selama 5 menit dan destaining selama 30 menit. Membran
nitroselulose kemudian diblocking dengan 5% skim milk low fat dalam PBS-T (Phospahte
buffer saline — Twieen) yang diinkubasi selama 30 menit. Setelah itu, membran di cuci dengan
PBS sebayak 3 kali. Antibodi primer dan sekunder disiapkan dengan perbandingan 1:5000

pada antibodi primer dan 1:200 pada antibodi sekunder dengan pelarut PBS.

Membran direndam dalam 15 ml larutan selama 3 jam kemudian membran dicuci
kembali dengan PBS sebayak 3 kali. Sebanyak 500 p TMB diteteskan secara merata diatas
membran kemudian di inkubasi selama 15 menit pada ruang gelap dan sebayak 500 pl stop

solution diteteskan diatas membran. Hasil imuno — dot blotting discan untuk didokumentasi.
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Gambar 4.1, Antibodi primer vang digunakan
untuk metode dot-blot.

4.4.6 Persiapan Gel (Mahmood and Yang, 2012)

Sy

Setelah larutan separating gel 12% disiapkan, dilakukan solidifikasi gel menggunakan
AP 10% dan TEMED. Stacking gel ditambahkan dengan menggunakan pipet hingga
volumenya mencapai garis indikator pada glass plate, lalu diberi H20. Ditunggu selama 15-30
menit sampai konsistensi gel berubah menjadi lebih padat. Air dibuang lalu, masukkan comb,

dan dipastikan tidak ada gelembung udara yang masih terjebak. Kemudian ditunggu hingga gel

menjadi padat.

Gambar 4.2. Proses persiapan Gel. (A) Pembuatan separating gel, (B) pembuatan stacking gel.
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4.4.7 Karakterisasi SDS-PAGE

Serum yang terkoleksi dilakukan 10x dilusi menggunakan PBS 1x pH 8 (Phosphate
buffer saline). Sampel kemudian dicampurkan dengan /laemmli buffer dengan perbandingan
1:1 kemudian dipanaskan selama 15 detik dan langsung di dinginkan di freezer selama 10
menit. Sampel yang sudah siap kemudian di sebayak 25 pl dimasukkan kedalam sumur gel
12% SDS-Page (Szabo et al. 2012). Gel SDS-page dijalankan menggunakan alat Mini protean
tetra (Bio-Rad) menggunakan buffer TGS pada kondisi 200 v selama 45 menit. Setelah
selesai, gel diambil dari kaca (spacer) kemudian gel diletakkan di wadah untuk dilakukan
pewarnaan dengan commasie brilian blue (CBB). Larutan CBB dituangkan kedalam wadah
yang berisi gel, kemudian di inkubasi selama 15 menit dan secara bersamaan dishaker secara
perlahan. Larutan CBB dibuang dan diganti dengan larutan destaining (H2O, methanol, and
acetic acid dengan ratio of 50/40/10) kemudian diinkubasi selama 1 jam hingga terlihat pita-
pita protein. Dokumentasi hasil pewarnaan protein SDS-Page menggunakan geldoc EZ (Bio-

Rad) dan analisis volume (int) protein menggunakan software imagelab 5.2.1.

Gambar 4.3. Proscs SDS-PAGE
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Gambar 4.4. Proscs staining dan destaining.

Gambar 4.5, Contoh hasil teknik SDS-PAGE.
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White Tray

Gambar 4.6. Dokumentasi gel menggunakan Gel-Doc.

4.4.8 Elektrotransfer (Mahmood and Yang, 2012)

Kertas saring dan membran polyvinylidene fluoride (PDVF) disiapkan sesual dengan
gel. Spons dan kertas saring dibasahi menggunakan transfer buffer. Membran PDVF dibasahi
menggunakan metanol, dan glass plate dipisahkan dari gel. Transfer sandwich dilakukan
dengan urutan; spons — 3 lembar kertas saring - gel PVDF 3 lembar kertas saring. Pastikan
bahwa tidak ada gelembung udara yang terjebak anatara gel dengan membran PDVF. Cairan

yang berlebih dibuang.

Sandwich dipindah ke transfer apparatus yang didinginkan pada suhu 4°C. Larutan
transfer buffer ditambahkan ke apparatus, dan dipastikan bahwa sandwich sudah tertutup oleh
buffer. Elektroda diletakkan pada sisi atas dari sandwich. Membran PDVF berada di antara gel

dan elektroda positif. Proses transfer dilakukan selama 90 menit.

I~
(S ]
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4.4.9 Inkubasi Antibodi dan Blocking (Mahmood and Yang, 2012)

Membran diblok menggunakan skim milk 5% pada TBST selama 1 jam. Antibodi
primer ditambahkan pada bovine serum albumin (BSA) dan diinkubasi semalaman pada suhu
4°C di dalam shaker. Membran dan TBST dicuci selama 5 menit, diulangi sebanyak 3 kali.
Proses pencucian dilakukan pada shaker menggunakan suhu ruang Antibodi sekunder
ditambahkan pada TBST dengan skim milk 5%, lalu diinkubasi selama 1 jam. Membran dicuci
menggunakan TBST selama 5 menit, dan diulangi sebanyak 3 kali Campuran ECL
dipersiapkan menggunakan rasio antar larutan yang sudah ditentukan oleh pabrik. Membran
kemudian diinkubasi selama 1-2 menit. Pada proses ini digunakan pipet 1000 pL supaya
membran tertutupi dengan ECL. Hasil penelitian yang didapat kemudian diamati di ruang

gelap.
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HASIL DAN LUARAN YANG DICAPAI

5.1 Hasil yang Dicapai
5.1.1 Uji Dot-Blot

Berdasarkan uji dot-blot didapatkan hasil positif dari target protein IRF6 dan PVRLI
pada kelompok anak, orang tua, dan kontrol seperti yang ditunjukkan oleh gambar 5.1. Hasil
yang positif dapat diartikan bahwa terdapat ekspresi target protein PVRLI dan IRF6 pada
spesimen plasma dari setiap kelompok, sehingga dapat dilanjutkan dengan teknik SDS-PAGE

untuk mengamati fragmentasi protein.

Normal

Anak OrangTua

Gambar 5.1. Hasil positif dari uji dot-blot untuk target protein: IRF6 (A) dan
PVRLI (B).

5.1.2 Karakterisasi SDS-PAGE
Nilai Rf (retardation factor) menunjukkan pergerakan relatif protein terhadap gel. Nilai Rf

ditentukan menggunakan rumus: (Rantam, 2003)

Jarak pergerakan protein darl tempat awal

Rf =

Jarak pergerakan warna dari tempat awal
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Gambar 5.2 Pita Analisis Rf dari hasil SDS-PAGE.

Tabel 5.1. Keterangan untuk gambar 5.2

Lane ke-... Keterangan Lane ke-... Keterangan
| Orang tua 6 Kontrol
2 Anak 7 Marker
3 Kontrol 8 Orang tua
4 Orang tua 9 Anak
5 Anak 10 Kontrol
Gambar 5.3 Nilai Rf dari hasil uji SDS-PAGE.
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Gambar 5.3 Nilai Rf dari hasil uji SDS-PAGE.

Pada penelitian ini, nilai Rf pada pita A, B, C, D, E ditentukan dengan menggunakan

analisis perangkat lunak ImageLab 5.2.1 (BioRad). Hasil rerata penghitungan nilai Rf

ditampilkan pada tabel 5.1.
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Tabel 5.2. Rerata nilai Rf

o B Subjek

Orang Tua 7 Anak ~ Kontrol
Rerata sD Rerata  SD Rerata SD
" PitaA* 0063 00l 0064 001 0072 001
PitaB 0,156 002 0,163 0,02 0,153 0,02
Pita C 0339 0,02 0,345 0,02 0352 0,02
Pita D* 0,518 002 0,534 0,02 0,505 0,02
PitaE 086 003 0,870 0,02 0,862 0,02

Berdasarkan uji anallsls statistik, terdapat perbedaan nilai Rf yang signifikan pada pita
A (p=0,006) dan pita D (p = 0,000) untuk a = 0,05. Perbedaan yang tidak signifikan didapatkan

pada pita B (p = 0,377), C (p = 0,124), dan E (p =0, 433).

5.1.3 Analisis Berat Molekul Protein

Berat molekul pada penelitian ini ditentukan melalui analisis perangkat lunak
ImageLab 5.2.1 (BioRad). Data berat molekul pada masing-masing pita ditampilkan dari setiap

kelompok ditampilkan pada gambar 5.3 dan 5.4.
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Gambar 5.4 Analisis berat molekul protein dari hasil SDS-PAGE.
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Tabel 5.3. Rerata Berat Molekul Protein

Subjek
Rentang Berat ~  OrangTua "Anak o Kontrol
Molekul Rerata SD Rerata - SD Rerata SD
(D) (kDa) . adw (kDa)

BM 250-150 19335 24,84 19040 20,86 193,76 18,738
BM 150-100 118,81 951 122,20 8,46 117,03 10,59
BM 100-75 88,90 6,84 8705 543 85,20 8,36 .
BM 75-50 63,36 7,48 63,70 6,03 59,55 8,62

BM 5037 44,66 2,40 44,92 3,48 4445 586
BM37-25 31,69 1,96 32,02 232 31,23 2,90

- BM 25-20 22,81 083 297 1,07 2,72 161

" BM 20-15 1882 4,15 1700 128 17,96 1,18
BM <15 ‘ 1323 1,00 1349 1,17 13,16 1,33

Dari hasil analisis berat molekul pada setiap sampel, didapatkan rerata berat molekul
yang terekspresi pada masing-masing kelompok (Tabel 5.3) adalah: 193,35 kDa; 118,81 kDa;
88,90 kDa; 63,36 kDa; 44,66 kDa; 31,69 kDa; 22,81 kDa; 18,82 kDa; 13,23 kDa (Kelompok
orang tua); 190,40 kDa; 122,20 kDa; 87,05 kDa; 63,70 kDa; 44,92 kDa; 32,02 kDa; 22,97 kDa;
17,90 kDa;13,49 kDa (Kelompok anak); 193,76 kDa; 117,03 kDa; 85,20 kDa; 59,55 kDa;
44,45 kDa; 31,23 kDa; 22,72 kDa; 17,96 kDa; 13,16 kDa (Kelompok kontrol). Tidak terdapat

perbedaan berat molekul protein yang signifikan antar masing-masing kelompok (p = 0,99).

5.1.4 Uji Intensitas Pita Protein

Hasil karakterisasi profil protein dari seluruh subjek yang terdiri dari penderita cleft lip
and palate (CLP), orang tua, dan kontrol menggunakan metode SDS-PAGE adalah sebagai

berikut:
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Gambar 5.5. Profil protein Menggunakan gel 12% SDS-PAGE pada Setiap ?&E:lompok.
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Tabel 5.4. Keterangan untuk gambar 5.5

Lane ke-... Keterangan Lane ke-... Keterangan
| Orang tua 6 Kontrol
2 Anak 7 Orang tua
3 Kontrol 8 Anak
4 Orang tua 9 Marker
3 Anak 10 Kontrol

Dari hasil pemeriksaan SDS-PAGE didapatkan protein dengan berat molekul 45-65
kDa didapatkan intensitas pita yang lebih tebal pada kelompok penderita dan orang tua,

dibandingkan pada kelompok kontrol.

1.560.000
1.550.000
1.540.000
1.530.000
1.520.000
1.510.000
1.500.000

Intensitas

Orang Tua Anak Kontrol

Gambar 5.6. Profil pita protcin dengan kisaran berat molekul
45-65 kDa yang diduga sebagai target protein IRF6.
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Tabel 5.5. Rerata Intensitas protein dengan kisaran berat molekul 45-65 kDa yang diduga
sebagai target protein IRF6.
Orang Tua Anak Kontrol
Rerata SD Rerata SD Rerata SD

1.547.751 368.636 1.549.865 368.461 1.516.657 | 349.010

Data gambar di atas menunjukkan rerata intensitas pita protein hasil dari SDS-PAGE
pada masing-masing kelompok yang diukur menggunakan perangkar Iunak TmagelLab 5.2.1
(Bio-Rad). Rerata dari masing-masing kelompok adalah: 1.547.751 (kelompok orang tua),
1.549.865 (kelompok anak); 1.516.657 (kelompok kontrol). Tidak terdapat perbedaan yang

signifikan antara masing-masing kelompok (p = 0,92).

Hasil dari uji intensitas pada protein dengan kisaran berat molekul 70-100 kDa yang
diduga sebagai target protein PVRLI menunjukkan ketebalan pita yang lebih tebal pada
kelompok orang tua dan kelompok anak daripada kelompok kontrol. Rerata intensitas dari pita

protein dengan kisaran berat molekul 70-100 kDa disajikan pada gambar 5.9.

30000

20000

10000

Volume (intensitas)

Orang  Anak Kontrol

Gambar 5.7. Profil pita protein dengan kisaran berat
molekul 70-100 kDa vang diduga sebagai PVRLI

Tabel 5.6. Rerata Intensitas protein dengan kisaran berat molekul 70-100 kDa yang diduga
scbagai target protein PVRLI.
Orang Tua Anak Kontrol
Rerata SD Rerata SD Rerata SD
40913,04348 | 44113,4004 | 36238,71 | 32431,98 | 15232,26 | 17536,79
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Dari hasil uji intensitas protein dengan kisaran berat molekul 70-100 kDa didapatkan
rerata pada masing-masing kelompok adalah: 40913,04 (kelompok orang tua),
36238,71(kelompok anak), dan 15232,26 (kelompok kontrol). Terdapat perbedaan yang
signifikan antara masing-masing kelompok (p = 0,00). Uji intensitas juga dilakukan pada pita
protein dengan rentang berat molekul + 15-20 kDa. Rerata intensitas dari pita protein dengan
kisaran berat molekul 15-20 kDa disajikan pada gambar 5.10. Dari hasil pemeriksaan SDS-
PAGE didapatkan protein dengan berat molekul 15-20 kDa didapatkan intensitas pita yang

lebih tebal pada kelompok penderita dan orang tua, dibandingkan pada kelompok kontrol.

25000
20000
15000
10000

5000

Intensitas

Orang Tua Anak Kontrol

Gambar 5.8. Profil pita protein dengan kisaran berat
molekul 15-20 kDa.

Tabel 5.7. Rerata Intensitas protein dengan kisaran berat molekul 15-20 kDa.

Orang Tua Anak Kontrol
Rerata SD Rerata SD Rerata SD
2195054 | 2931916 | 207925 | 16688.07 9541.39 | 8550.85

Dari hasil uji intensitas protein dengan kisaran berat molekul 15-20 kDa didapatkan
rerata pada masing-masing kelompok adalah: 21950.54 (kelompok orang tua), 20792.5
(kelompok anak), dan 9541.39 (kelompok kontrol). Terdapat perbedaan yang signifikan antara

masing-masing kelompok (p = 0,03).

5.2 Luaran yang Dicapai

Telah dilakukan proses submit terhadap hasil penelitian ini ke jurnal internasional
terindeks Scopus, yaitu: Journal of International Society of Preventive and Community
Dentistry.

31

LAPORAN PENELITIAN POLA EKSPRESI PVRL-1... SRI AGUS SUDJARWO



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA
! MILIK
PERPUSTAKAAN
IHIVERSITAS AIRLANGGS

BAB 6 SURABAYA

RENCANA TAHAPAN BERIKUTNYA

Tahap selanjutnya yang akan dilakukan pada penelitian ini adalah melakukan uji
western blot terhadap protein PVRL-1 dan IRF6, serta melakukan analisis proteomik dengan

menggunakan MALDI-TOF/TOF-MS untuk mengidentifikasi protein target lainnya.
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BAB 7
KESIMPULAN DAN SARAN

7.1 Simpulan
Berdasarkan hasil penelitian ini, dapat disimpulkan sebagai berikut:

1. Terdapat perbedaan profil protein dan berat molekul protein yang
terekspresi melalui uji SDS-PAGE antara penderita CLP daripada
kelompok kontrol.

2. Didapatkan rata-rata intensitas protein yang lebih tinggi pada protein
dengan kisaran berat molekul 70-100 kDa yang diduga sebagai target
protein PVRL1 pada penderita cleft lip and palate dibandingkan
kelompok kontrol.

3. Didapatkan rata-rata intensitas protein yang lebih tinggi pada protein
dengan kisaran berat molekul 45-65 kDa yang diduga sebagai target
protein IRF6 pada penderita cleft lip and palate dibandingkan kelompok
kontrol.

4. Terdapat perbedaan nilai migrasi relatif protein (Rf) yang signifikan

antara penderita CLP dengan orang normal.

7.2 Saran

1. Diperlukan penelitian lebih dengan pendekatan proteomik yang lebih lanjut

untuk mengidentifikasi protein yang terekspresi berbeda pada kelompok

(S ]
(Fs ]
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penderita CLP dibandingkan kelompok kontrol, serta menunjang hasil SDS-
PAGE sehingga didapatkan profiling protein penderita CLP.

2. Diperlukan penelitian lebih lanjut untuk mengungkap dan membuktikan
ekspresi dan peran protein dengan berat molekul 222, 76 kDa terhadap
kejadian CLP.

3. Diperlukan penelitian lebih lanjut dengan pendekatan genomik untuk

menunjang analisis protein yang sudah didapat.
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ABSTRACT

Backzround: Cleft Lip azd Palate (CLF) belong: to congemstal anomaly that 1 chmeally —een as cleft
i lip, alveclar bone palate and pazal septum The panest: cuffer from esthetic 2nd vanou: functional
defect CL? = recwited Som tmpazed palitogener: dunng embevome phave The etology of (1P
influenced by genetic. emuonmental and combmanon of both According to the hteratures. (1P
highly azsociated with defect i IRF6 and PVRL] gene: Objectives: To profile total protein in plazma
of CLP panent: and mdennfy protem IRF6 and PVRL]. Method: Dot-Blot amalyric wa: parformed to
1dennify protean target of IRFS and PYRL]. SDS-PAGE wa: pexformed m gel concentzation 12%: unng
plazma of CLP patient:. thew parenrs. and control population. The gek were staned by Coomuazzie Blue
afterwards. Gel: were apalyzed through Imagel ab 5 2 1 softwaze Results: The mtentuty of major band:
in CLP panent: were darker than conmol group. but remain zinmlar to parent: group  The target protem
IRF6 and PVRL] wese poszitively identified through Dot-Blot. R (retardation value) were agmficantly
different m major bands of C1P panent: compared to connol moup. Cenclution: There pattan of
protem profile m CLP pahent: were different compared to noo-{1?

Keywords: Cleft Iip and palate, IRF6, PVRLI. SDS-PAGE

INTRODUCTION

Orofacial cleft is considered as congenzal anomaly with muitifactornl etiology. The
term orofacial cleft refers to cleft in either lip. palate. or both cleft Lip and palate. The etology
of the cleft 15 multifactonal. influenced by genetic and emvironmental factors (Souza and
Raskin. 2013). CLP ocaurs more frequently m Asian and Natve Amencan populatons
compared to Caucastans and Africans. with the icidence ranges from 1500 to 12000 Lve
births (Khazaei et al. 2011). The prevalence of CLP i Indonesia 15 0.2% (Tobing. 2017). It
was reported in 2012 by The International Orgamsation of Cleft Lip Tramng Centre that there
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