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ABSTRAK 

Ramadhani, Nofi Nurina. 2013. Actinomycetes Antimalarial Therapy (AAT) : 
Agen Terapi Malaria Isolat Bakteri Actinomycetes Pada Mencit 
Balb/c Terinfeksi Plasmodium berghei Berbasis Ubiquitin 
Proteasome System. Tugas Akhir, Program Studi Pendidikan Dokter, 
Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya. Pembimbing: Dr.dr.Loeki 
Enggar Fitri, MKes, SpParK. 

 

Kejadian resistensi obat antimalaria sudah terjadi pada monoterapi 
malaria konvensional bahkan pada lini pertama antimalaria Artemisinin 
Combination Therapy (ACT) sehingga diperlukan penemuan baru pengobatan 
malaria. Streptomyces hygroscopicus, bakteri golongan Actinomycetes,  
memproduksi analog eponemycin (kelas epoxyketone) yang merupakan 
proteasome inhibitor. Pemberian ekstrak metabolit S. hygroscopicus terbukti 
menghambat fungsi Ubiquitin-Proteasome System (UPS) yang berperan dalam 
siklus sel, DNA repair, dan degradasi protein untuk mempertahankan 
homeostasis sel. Mencit Balb/C dibagi menjadi 3 kelompok perlakuan (ekstrak 
metabolit 130 µg/kgBB, 580 µg/kgBB, dan 2600 µg/kgBB) dan kontrol positif. 
Infeksi dilakukan dengan menyuntikkan P.berghei 107 intraperitoneal dan terapi 
diberikan sebanyak lima kali intraperitoneal. Akumulasi protein diamati melalui 
terbentuknya band protein terpoliubiquitinasi pada kelompok perlakuan dan 
kontrol positif, serta terdapat peningkatan densitas band pada kelompok 
perlakuan. Akumulasi poliubiquitinasi tertinggi ditunjukkan pada kelompok 
perlakuan dosis 2600 µg/kgBB, yakni dengan optikal densitas (OD) sebesar 
30,35. Uji Kruskall Wallis menggunakan data kuantifikasi densitometri Western 
blot belum menunjukkan perbedaan bermakna antarperlakuan (p=0,927). Pada 
uji korelasi Pearson tidak ada hubungan antara peningkatan dosis terhadap 
Western blot Ubiquitin (p= 0,968). Meskipun demikian, secara kualitatif adanya 
band protein pada Western blot Ubiquitin telah membuktikan adanya peranan 
ubiquitin di dalam kelangsungan hidup malaria.  Selain itu, analog eponemycin 
dalam metabolit S. hygroscopicus berpotensi menjadi pengobatan terbaru 
malaria karena dapat berikatan dengan subunit β1 dan β5 proteasome sehingga 
menyebabkan gangguan dalam proses degradasi protein residu intraselular 
parasit.  

 
 
Kata kunci : Malaria, Streptomyces hygroscopicus, P.berghei, Ubiquitin, UPS. 



vi 
 

 
ABSTRACT 

Ramadhani, Nofi Nurina. 2013. Actinomycetes Antimalarial Therapy (AAT) As 
Malaria Therapeutical Agent Using Actinomycetes Bacteria In 
Balb/c Mice Infected by Plasmodium berghei : Ubiquitin 
Proteasome System Approached. Final Assignment, Medicine Major, 
Faculty of Medicine Brawijaya Univeristy. Supervisor: Dr.dr.Loeki 
Enggar Fitri, MKes, SpParK. 

 

 Malaria is still included as one of the most important parasitic infection in 
the world and the efforts to reduce the high mortality and morbidity of malaria is 
quite difficult due to the development of anti-malarial drug resistance. World 
Health Organization (WHO) has recommended the use of artemisinin-based 
combination therapy (ACT) as first-line malaria treatment to prevent treatment 
failure, resistance, and relapse, however the combination of artemether-
lumefantrin has been decreasing of efficacy in several areas. Streptomyces 
hygroscopicus, a member of family of Actinomycetes produce eponemycin, a 
proteasome inhibitor that can inhibit Ubiquitin-Proteasome System (UPS) function 
in eucaryotic cell. This research was done to reveal if eponemycin that is 
contained in metabolite extract of S. hygroscopicus can inhibit Ubiquitin-
Proteasome System (UPS) function of Plasmodium berghei. This study was an 
experimental study using P.berghei infected Balb/C mice as malaria model. 
Samples  were divided into 1 control group and 3 treatment groups, there were 
mice that infected with P.berghei and treated intraperitoneally with metabolite 
extract of S. hygroscopicus dose 130 µg/kgBW, 580 µg/kgBW, and 2600 
µg/kgBWfor 5 days. Mice were infected through the peritoneal injection of 107 

P.Berghei and the therapy  using metabolite extract of S.hygroscopicus were 
given for 5 days intraperitoneally as well. There were accumulation of 
polyubiquitinated proteins in the treatment groups shown by Western blot. The 
highest accumulation was shown in the third treatment group with 30,35 optical 
density (OD). Kruskall Wallis test using the data of Western blot densitometric 
quantification yet to show significant differences within treatment groups (p = 
0.927). Pearson correlation test showed no correlations between concentration of 
extracts and Western blot Ubiquitin result (p=0,968). Nevertheless, the bands on 
the Western blot Ubiquitin had proved the existence of the role of ubiquitin in the 
survival of malaria. Analog eponemycin in S. Hygroscopicus metabolite is a 
potential candidate for new malarial drug because this component can bind with 
β1 dan β5 subunit proteasome, hence the degradation of intracellular protein of 
parasite will be altered.  
 
 
Keywords : Malaria, P.berghei, Streptomyces hygroscopicus, Ubiquitin, UPS 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

1.1 LATAR BELAKANG  

 Malaria merupakan penyakit menular yang masih menjadi masalah 

kesehatan dunia. Malaria merupakan suatu penyakit yang disebabkan oleh 

parasit dan menjadi perhatian dunia karena hampir 1,5 hingga 2,7 juta jiwa 

penduduk dunia meninggal setiap tahunnya (WHO, 2000).  Malaria yang 

menyerang manusia umumnya disebabkan oleh protozoa genus Plasmodium. 

Sebagian besar malaria disebabkan oleh Plasmodium vivax, namun Plasmodium 

falciparum seringkali menimbulkan manifestasi dengan tingkat keparahan yang 

tinggi hingga kematian (Oaks et al, 1991; Chin,2000). Pada tahun 2008, malaria 

menyerang 108 negara sehingga menimbulkan 247 juta kasus serta lebih dari 1 

juta kematian di seluruh dunia akibat dari penyakit malaria (WHO, 2010).  

Indonesia merupakan salah satu negara yang masih berisiko terhadap 

penyakit malaria. Daerah endemis malaria sebanyak 73,6% dari keseluruhan 

daerah di Indonesia (Depkes RI, 2008). Kasus baru malaria di Indonesia pada 

tahun 2009/2010 terdiagnosis adalah 22,9 per 1000 penduduk, dengan kasus 

terbanyak adalah di Papua sejumlah 261.5, Papua Barat sejumlah 253.4, Nusa 

Tenggara Timur sejumlah 117.5, dan Maluku Utara sejumlah 103.2 per 1000 

penduduk (Riskesdas RI, 2010). Studi epidemiologi di Indonesia menunjukkan 

86,4% kasus malaria disebabkan oleh P. falciparum (Riskesdas RI, 2010). 

Jumlah kasus malaria pada tahun 2006 sebanyak 2 juta kasus dan pada 

tahun 2007 menurun menjadi 1.774.845 kasus. Penurunan kasus ini mendukung 

target Millenium Development Goals (MDGs) Indonesia dalam mengendalikan 
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dan menurunkan kasus malaria (Depkes RI, 2009), namun berdasarkan World 

Malaria Report penurunan jumlah kasus di Indonesia tersebut tidak signifikan dan 

dianggap tidak mengalami perubahan, hal ini juga disebabkan oleh kecilnya 

skala kegiatan dalam usaha mengendalikan malaria dibandingkan dengan jumlah 

total populasi yang beresiko (WHO, 2010). 

Tantangan terbesar saat ini adalah meningkatnya kejadian resistensi 

terhadap pengobatan malaria khususnya P. falciparum. Pada Januari 2006, 

World Health Organization (WHO) Guidelines for The Treatment of Malaria 

menyatakan bahwa monoterapi artemisinin sudah tidak lagi direkomendasikan 

karena penemuan kasus resistensi terhadap monoterapi artemisinin di 

perbatasan antara Kamboja dan Thailand, Kamboja bagian barat, Myanmar 

Selatan, perbatasan Cina-Myanmar, dan di Vietnam Selatan (WHO, 2010). Oleh 

karena itu, WHO merekomendasikan penggunaan Artemisinin-based 

Combination Therapy (ACT)  yaitu kombinasi artemisinin dengan obat antimalaria 

lainnya (Garner dan Graves, 2005), yang kemudian diketahui juga telah mengalami 

resistensi (WHO, 2010). 

Berdasarkan data resistensi pengobatan malaria di atas, diperlukan 

pengembangan obat malaria baru mengingat artemisinin yang merupakan obat 

lini pertama dalam pengobatan malaria, sudah ditemukan resistensinya baik 

monoterapi dan kombinasi. Streptomyces hygrocopicus (S. hygroscopicus) yang 

termasuk golongan Actinomycetes merupakan bakteri gram positif yang banyak 

ditemukan di tanah. Streptomyces hygrocopicus mengandung eponemycin yang 

berfungsi sebagai antitumor dan antiplasmodial. Eponemycin berfungsi sebagai 

inhibitor proteasome pada Plasmodium sp. yang ditandai dengan adanya 

penumpukan ubiquitin. S. hygrocopicus merupakan bakteri yang mudah 
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ditemukan di tanah dan lingkungan sekitar dan potensial dikembangkan sebagai 

obat antimalaria baru. 

1.2 Rumusan Masalah  

Apakah pemberian ekstrak metabolit isolat bakteri S. hygroscopicus dapat 

meningkatkan kadar Ubiquitin pada mencit balb/c terinfeksi Plasmodium 

berghei? 

1.3 Tujuan Penelitian 

Mengetahui pengaruh pemberian ekstrak metabolit isolat bakteri S. 

hygroscopicus terhadap peningkatan kadar Ubiquitin pada mencit 

terinfeksi Plasmodium berghei. 

1.4 Manfaat Praktis 

1. Tersusunnya artikel ilmiah yang dapat menunjukkan potensi isolat 

bakteri golongan S. hygroscopicus dalam pengobatan malaria dan 

pengaruhnya terhadap Ubiquitin 

2. Didapatkan suatu terapi baru dalam pengobatan malaria baik sebagai 

terapi tunggal atau kombinasi. 

1.5 Manfaat Teoritis 

1. Dapat dijadikan sebagai dasar teori dalam pengembangan obat malaria 

sebagai usaha untuk mengatasi resistensi pengobatan malaria. 

2. Dapat dijadikan sebagai dasar informasi kepada peneliti, farmasi, dan 

industri dalam pengembangan pengobatan malaria.  
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Malaria 

2.1.1 Etiologi 

Di Indonesia, ditemukan 4 spesies parasit malaria yang menginfeksi 

manusia yaitu P. falcifarum, P.vivax, P. malariae dan P. ovale. Plasmodium 

falcifarum menyebabkan malaria tertian maligna (malaria tropika) (Ahmadi, 

2008). Dari empat spesies malaria, spesies yang dianggap paling berbahaya 

adalah P.falciparum karena paling mematikan dibandingkan ketiga jenis lainnya 

yang umumnya kurang berbahaya dan tidak mengancam hidup (Hasibuan, 

2010). Saat ini telah ditemukan spesies baru Plasmodium yang dapat menyerang 

manusia, yaitu Plasmodium knowlesi, sebuah spesies Plasmodium alami kera di 

Asia Tenggara. Spesies kelima Plasmodium knowlesi (P. knowlesi), ditemukan 

pertama kali pada monyet dan ternyata juga bisa menjadi patogen untuk manusia 

(McCutchan et al, 2008). 

Malaria ditularkan melalui gigitan nyamuk Anopheles betina yang 

mengandung Plasmodium. Genus Anopheles terdapat 400 spesies, 80 spesies 

diantaranya terbukti sebagai vektor malaria, dan 22 diantaranya ditemukan di 

Indonesia (Ahmadi, 2008). Hampir sebagian besar masyarakat di Indonesia yakni 

sebanyak 250 juta jiwa berada pada area endemik malaria. Terdapat insiden dan 

prevalensi malaria yang lebih tinggi oleh P. falciparum dan P. Vivax pada area selain 

Jawa dan Bali (Karyana et al, 2008). 
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2.1.1.1 Siklus Hidup Plasmodium 

Siklus hidup Plasmodium sp. dapat dibagi menjadi dua, aseksual dan 

seksual. Fase aseksual terjadi di dalam tubuh manusia dan fase seksual terjadi 

di dalam tubuh nyamuk Anopheles betina. Fase aseksual dibagi menjadi dua, 

fase pre-eritrosit dan fase eritrosit (Brooks, et al., 2004).  

Semua Plasmodium sp. ditransmisikan oleh gigitan nyamuk Anopheles 

betina. Pada saat nyamuk menggigit manusia, sporozoit yang berada di dalam 

kelenjar ludah masuk melalui pembuluh darah. Sporozoit beredar dalam darah 

dalam waktu yang singkat kemudian menginvasi hepatosit. Parasit berkembang 

menjadi skizon eksoeritrositik di dalam hepar antara 7-10 hari. Setelah hepatosit 

ruptur maka skizon akan melepas merozoit ke peredaran darah dan ribuan 

merozoit akan menginvasi eritrosit. Pada P. vivax dan P. ovale, beberapa parasit 

akan dorman di dalam hepar membantuk hipnozoit dan akan keluar sewaktu-

waktu menyebabkan terjadinya relaps,  sedangkan P. falciparum dan P. malariae 

tidak memiliki fase hipnozoit atau fase dorman (Gillespie dan Richard, 2001). 

Fase eritrosit dimulai ketika merozoit mulai menginvasi eritrosit. Sebuah 

skizon eksoeritrositik mengandung 10000 – 30000 merozoit yang dapat 

dilepaskan dan menginvasi eritrosit. Ketika fase ini, merozoit berkembang di 

dalam eritrosit dan berkembang menjadi ring form sampai menjadi tropozoit 

matur yang diikuti dengan skizogoni untuk membentuk skizon. Tiap-tiap eritrosit 

yang terinfeksi mengandung 24-32 merozoit. Apabila eritrosit tersebut ruptur, 

maka merozoit akan lepas dan menginvasi eritrosit lainnya (Gillespie dan 

Richard, 2001). 
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 Gambar 2.1 Siklus hidup Plasmodium (Brooks, et al., 2004). 

Subpopulasi dari parasit akan berkembang menjadi gametosit yang akan 

menginfeksi nyamuk yang menggigit dan memulai fase seksual di dalam 

tubuhnya. Setelah masuk, gametosit akan berkembang menjadi bentuk 

mikrogamet dan makrogamet. Kedua gamet tersebut bersatu dan membentuk 

zigot. Zigot yang membesar akan masuk ke dalam midgut dan berubah menjadi 

ookista. Perkembangan parasit akan terus terjadi sampai oocyst mengandung 

ribuan sporozoit. Pecahnya ookista akan melepaskan sporozoit tersebut ke 

kelenjar ludah dan akan masuk ke dalam tubuh manusia lagi apabila terkena 

gigitan nyamuk (Gillespie dan Richard, 2001). 

2.1.1.2  Patogenesis dan Manifestasi Klinis 

Infeksi malaria dapat memberikan spektrum manifestasi klinis mulai dari 

asimtomatis sampai penyakit fulminan yang berakibat kematian. Pola klinis 

malaria banyak ditentukan oleh spesies parasit yang menginfeksi, usia penderita, 
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status imun penderita, dan derajat endemisitas malaria di daerah tersebut. Pada 

infeksi malaria, khususnya yang disebabkan oleh P. falciparum  terjadi 

perubahan patologik yang dimungkinkan berhubungan dengan gangguan aliran 

darah sebagai akibat melekatnya eritrosit berparasit pada endotel kapiler. 

Patofisiologi malaria adalah multi faktorial dan mungkin berhubungan dengan 

penghancuran eritrosit sehingga terjadi anemia, anoksia jaringan, hingga 

hemolisis intravaskuler; adanya mediator endotoksin yang dikeluarkan oleh 

parasit akan memicu pelepasan mediator proinflamasi oleh makrofag dan 

menyebabkan perubahan patologis serta sekuestrasi eritrosit yang terinfeksi 

sehingga memengaruhi afinitas eritrosit terhadap endotelium kapiler darah dalam 

organ dalam (Ahmadi, 2008). 

Infeksi malaria dapat memberikan manifestasi klinis yang berbeda pada 

daerah dengan endemisitas malaria yang tinggi dan rendah. Pada daerah 

dengan endemisitas malaria yang tinggi dan stabil setiap tahunnya seperti Afrika, 

anak – anak daerah setempat dapat terpapar malaria sejak dari lahir. Manifestasi 

klinis yang umum timbul pada kasus malaria non-severe dapat berupa demam 

yang tidak spesifik. Demam jarang sesuai dengan deskripsi klasik yang terdiri 

dari siklus demam dengan fase panas tinggi, fase penurunan, dan diikuti 

menggigil sehingga sulit dibedakan dengan penyakit infeksi anak yang lain. 

Keadaan anak dapat bervariasi tergantung temperatur tubuhnya. Gejala penyerta 

yang ada dapat berupa batuk, nyeri abdomen, muntah, dan diare ringan. Anak 

yang lebih dewasa dapat mengeluh sakit kepala dan nyeri seluruh tubuh. Pada 

daerah dengan endemisitas yang stabil, infeksi malaria ataupun penyakit yang 

diakibatkannya tidak dapat didiagnosa berdasarkan tampakan klinis dengan 



8 
 

parameter tertentu. Oleh karena itu, definisi klinis berdasarkan pada epidemiologi 

dan densitas parasit sangat diperlukan (Marsh, 2005) . 

Kasus malaria berat memiliki definisi yang beragam tergantung dari 

tujuan pendefinisiannya. Pendefinisian malaria berat dapat berdasarkan pada 

survey epidemiologi, clinical trial, dan peran pelayanan kesehatan. Ada dua 

keparahan yang penting pada infeksi malaria yaitu adanya gangguan kesadaran 

dan distress pernapasan dalam berbagai derajat. Hal ini merupakan indikasi 

rawat inap di rumah sakit. Beberapa manifestasi klinis berat dijelaskan pada 

gambar berikut (Marsh, 2005). 

Tabel 2.1 Manifestasi berat pada malaria P.falciparum (Marsh, 2005) 

 

2.1.2 Penggolongan Obat Anti Malaria Berdasarkan Tempat Kerja Obat 

Anti Malaria    

Obat antimalaria memberikan  pengaruh pada organel subseluler 

Plasmodium  dengan mengganggu  proses atau metabolisme pada organel 

subseluler yang berbeda. Beberapa mekanisme kerja dan target dari obat anti-

malaria seperti pada tabel ini. 
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Tabel 2.2  Target dari Senyawa Antimalaria (Rosenthal, 2003) 

 

 

Lokasi 
target 

Jalur 
Mekanisme Molekul Target 

Terapi yang 
ada 

Komponen 
Baru Referensi 

Sitosol 
metabolisme 
folat 

Dihidrofolat 
reduktase 

Pyrimetamine, 
proguanil Klorproguanil Nzila et al.,2000 

     
Mutabingwa et 
al.,2001 

  
Dihidropteroat 
sintase 

sulfadoxine, 
dapsone   

  Timidilate sintase   

Turunan 5-
flourocorotate 
Gossypol  Rahod et al., 1992 

 glikolisis 
Laktat 
dehidrogenase   

Razakantoanina et 
al., 2000 

membran 
parasite 

Sintesis 
fosfolipid 

Transporter 
kholin   G25 

Wengelnik et al., 

2002 

  
Membran 
transport Jalur unik   

Dimer 
dinukleosida Gero et al., 2000 

vakuola 
makanan 

Polimerisasi 
heme  Hemozoin quinolin quinolin baru De et al., 1998 

 
Hidrolisis 
hemoglobin  Plasmepsin  

Inhibotor 
Protease  Stock et al.,2002 

     Francis et al., 1994 

     Haque et al., 1999 

  Falcipains  
Inhibitor 
Protease Rosenthal, 2001b; 

     Shenai et al ., 2003 

 
Pembentukan 
radikal bebas Tidak diketahui artemisin Peroksida baru 

Vennesstrom et al., 
2000; 

     Borsnik et al.,2002 

Mitokondria 
transport 
elektron 

Cyt. C 
Oksidoreduktase atovaquon     

Apikoplas 
Sintesis 
protein  

Apikoplast 
ribosom antibiotik     

 Sintesis DNA  DNA girase qinolon   

 Transkripsi  RNA polimerase Rifampin   

 

Biosintesis 
asam lemak 
Tipe Tipe II  FabH  Thiolaktomicin Waller et al., 1998 

  Fabl  Triklosan 
Surolia and 
Surolia, 2001 

 
Sintesis 
Isoprenoid  

DOXP 
reduktoisomerase  Fosmidomicin Jomaa et al.,1999 

 
Farmesilasi 
Protein  

Farmesil 
transferase  Peptidomimetik 

Onkanda et 
al.,2001 

          
Chacrabarti et 
al.,2002 
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Gambar 2.2 Target aksi obat antimalaria pada organel subseluler 
parasit Plasmodium intraeritrositik (Greenwood et al., 2008) 

 
Obat antimalaria bekerja dengan cara mengganggu proses atau jalur 

metabolisme di dalam organel subseluler yang berbeda (Gambar 2.2). Obat 

golongan 4-aminokuinolin ( klorokuin, amodiakuin) dan kuinolin metanol ( kuinin 

dan meflokuin) berkonsentrasi dalam vakoula makanan yang bersifat asam. Obat 

golongan ini sangat esensial dalam mengganggu proses pencernaan hemoglobin 

oleh parasit dengan jalan mengadakan interaksi dengan  -hematin atau 

menghambat pembentukan hemozoin. Falcipain inhibitor bekerja dengan cara  

menghambat enzim plasmepsin dan enzim falcipain yang berperan dalam 

pemecahan globin menjadi asam amino. Hemozoin dan asam amino diperlukan 

untuk pertumbuhan parasit sehingga jika pembentukan dihambat maka parasit 

akan mati. Antibiotik seperti azitromisin, doksisiklin, dan klindamisin bekerja di 

dalam organel plastid seperti kloroplas yang disebut apikoplas. Obat ini 

menghambat translasi protein sehingga progeni parasit yang diberi obat 

mengalami kematian. Atovakuon dan senyawa lain tertentu menghambat 

transport elektron dalam mitokondria dan melalui penghambatan 
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oksidoreduktase sitokrom C. Antifolat mengganggu biosintesis folat de novo 

dalam sitosol. Obat anti-malaria Sulfadoksin-Pyrimetamin (SP) dan kombinasi 

baru Klorproguanil-Dapson (Lapdap) merupakan inhibitor kompetitif yang 

berperan dalam jalur folat. Generasi obat dari Artemisin menghasilkan radikal 

bebas yang berfungsi untuk mengalkilasi membran parasit (Greenwood et al, 

2008). Ubiquitin – Proteasome System merupakan target baru pengobatan 

malaria yang cukup potensial untuk dikembangkan. Selama ini inhibitor 

proteasome, seperti eponemycin, epoxomycin, PS-341, dan lactacystin, 

merupakan obat yang dikembangkan sebagai terapi kanker. Pengembangan 

inhibitor proteasome merupakan jalur terapi malaria baru yang potensial untuk 

dikembangkan. 

2.1.3 Resistensi Pengobatan Malaria 

Resistensi obat adalah salah satu hambatan terbesar dalam usaha 

menurunkan jumlah kasus malaria. Sampai saat ini, tiga dari lima spesies 

penyebab malaria yaitu,P. falciparum, P. vivax dan P. malariae diketahui sudah 

mengalami resistensi terhadap obat. Resistensi obat dipersulit dengan adanya 

resisten silang yang terjadi diantara obat dengan mekanisme kerja yang sama 

(WHO, 2010). 

Pada Januari 2006, WHO Guidelines for The Treatment of Malaria 

menyatakan bahwa monoterapi artemisinin sudah tidak lagi 

direkomendasikan.Hal ini dikarenakan penemuan kasus resistensi monoterapi 

artemisinin di perbatasan antara Kamboja dan Thailand, Kamboja bagian barat, 

Myanmar selatan, perbatasan Cina-Myanmar, dan di Vietnam selatan.Saat ini 

tercatat bahwa kasus resistensi tidak terbatas hanya pada monoterapi 

artemisinin tetapi juga terjadi pada ACT. Kegagalan pengobatan menggunakan 
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kombinasi artesunate-amodiaquine ditemukan dalam 4 studi di Indonesia (WHO, 

2010). 

Mekanisme terjadinya resistensi obat belum diketahui dengan pasti tetapi 

diduga bahwa resistensi terjadi karena mutasi gen, mutasi ini terjadi karena 

tekanan obat atau penggunaan obat dalam dosis subkuratif. Menurut Clyde, 

Cowman dalam Tarigan (2003) klorokuin bekerja dengan mengikat cincin 

feriprotoporfirin IX suatu hematin yang merupakan hasil metabolisme hemoglobin 

didalam parasit. Ikatan feriprotoporfirin IX-klorokuin ini bersifat melisiskan 

membran parasit sehingga parasit mati. Resistensi parasit terhadap klorokuin 

terjadi karena tempat ikatan klorokuin pada eritrosit berkurang sehingga parasit 

dalam eritrosit tidak dapat dibunuh dan mutasi terjadi multigenetik sehingga 

resisten cepat terjadi.  

Klorokuin adalah obat antimalaria  pada pertengahan kedua abad 20an, 

tetapi peningkatan kecepatan resistensinya menimbulkan perubahan pengobatan 

lini pertama di Tanzania dengan ditetapkannya obat kombinasi sufadoxin-

pirimetamin pada 2001 sebagai pengganti klorokuin, tetapi resistensi pada 

sufadoxin-pirimetamin juga cepat terjadi dan kegagalan terapi terjadi di 

Muheza,Tanzania, sehingga pada tahun 2006 di Tanzania artemisinin kombinasi 

digunakan sebagai obat lini pertama. Kejadian resistensi antimalaria klorokuin 

dihubungkan dengan adanya perubahan pada asam amino lysin menjadi 

Threonine pada kodon 76 dari chloroquin resistance transporter gen (pfcrt) 

Plasmodium falciparum, juga adanya mutasi dari aspargin menjadi tyrosin pada 

kodon 86 pada  multidrug resistant gen (pfmdr).  Disamping itu, mutasi pada gen  

pfmdr1 N86 dihubungkan juga dengan terjadinya resistensi  pada lumefatrine, 

yang secara luas obat ini digunakan sebagai kombinasi bersama dengan 
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artemether, Mutasi pada gen ini juga menyebabkan penurunan sensitivitas 

Plasmodium falciparum pada artemisinin (Djimde et al, 2001 ; Duraisingh et al, 

2005) 

Pirimetamin bekerja dengan menghambat enzim dihidrofolat reduktase 

sehingga parasit tidak mampu membuat asam tetrahidrofolat akibatnya parasit 

tidak  mampu melanjutkan siklus hidupnya yang akhirnya akan difagosit. 

Sulfadoksin bekerja dengan mengadakan kompetisi dengan PABA (para amino 

benzoic acid) dalam memperebutkan enzim dihidrofolat sintase sehingga 

pembentukan asam dihidrofolate terganggu dan asam folat yang diperlukan 

parasit tidak terbentuk. Resistensi  pada obat pirimetamin dan sulfadoksin 

disebabkan karena mutasi gen sehingga parasit mampu menggunakan jalur 

metabolisme lain  yang dapat terhindar dari pengaruh obat. Pada umumnya bila 

terjadi resistensi terhadap suatu obat  malaria akan diikuti dengan resistensi obat 

malaria lainnya (Alker, et al.,2005). 

Resistensi Sulfadoksin –Pirimetamin dihubungkan dengan mutasi pada 

gen dihidrofolate reduktase (pfdhfr) dan dihidropteronate sintase (pfdhps). 

Pirimetamin selektif inhibitor kompetitif  pada enzim dihidrofolate reduktase, 

Sedangkan obat Sulfadoksin menghambat pembentukan dihidropteroate sintase 

pada awal pembentukan folate. Beberapa titik mutasi  yang berhubungan dengan 

kejadian  resistensi obat antifolate  merupakan mutasi yang  berlipat (triple pfdhfr 

151, R59, N108, dan double pfdhps G437,E540)   Hal ini diyakini sebagai  

penyebab kegagalan terapi obat Sulfadoksin –Pirimetamin (Kublin et al, 2002). 

Atovaquone-proguanil adalah obat antimalaria yang relatif baru yang 

bekerja dengan menghambat transport elektron mitokondria. Titik mutasi pada 

gen pfcytb dikodon 268 sebagai penyebab  resistensi pada kombinasi obat ini. 
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Kegagalan pengobatan dengan obat kombinasi Atovaquone-proguanil  pada 

traveller dihubungkan dengan mutasi pada gen pfcytb dikodon 268 yang disebut 

sebagai T802A dan A803C. Adanya mutasi gen pfcytb ini  di Luanda, Anggola 

maka obat ini direkomendasikan sebagai profilaksis pada traveller (Wichman et 

al, 2004). 

Obat antimalaria artemisinin berinteraksi dan selektif menghambat 

PfATPase6. Hasil studi secara in vivo menunjukkan bahwa Plasmodium 

falciparum hambatannya meningkat (IC50) pada artemisinin dan menunjukkan 

mutasi titik yang spesifik pada kodon S769N pada lokus ATPase, dan dijelaskan 

juga bahwa mutasi ATPase6  A623E dan E431K dihubungkan juga dengan 

penurunan kepekaan P. falciparum pada artemisinin. Hasil ini merupakan 

keadaan yang membahayakan akan terjadinya  resistensi artemisinin yang 

meluas (Mugittu, 2006). 

2.2 Ubiquitin dan Jalur Proteolitik Proteasome 

Ubiquitin – Proteasome System (UPS) merupakan sistem yang 

meregulasi kebanyakan protein pada sel eukariot. Ubiquitin – Proteasome 

System bertanggung jawab terhadap kualitas protein, proliferasi sel, kematian 

sel, dan signal transduksi. Kontrol protein ada P. falciparum sangat penting oleh 

karena : (1) fase eritrosit Plasmodium memiliki kecepatan replikasi yang tinggi, 

(2) ukuran protein Plasmodium cukup besar, (3) low complexity region cukup 

banyak di antara dan di dalam globular domain, dan (4) protein Plasmodium 

tertekan oleh adanya panas akibat demam pada penderita. Hal tersebut 

merupakan tantangan bagi proses folding protein dan mesin pendegradasi 

protein untuk mencegah adanya akumulasi lethal dari protein nonfungsional dan 

misfolded. Ubiquitin – Proteasome System pada Plasmodium merupakan 20S 
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proteasome yang aktif secara enzimatis dan diekspresikan sepanjang siklus 

hidup Plasmodium (Kreidenweiss, 2008). 

Proteasome merupakan salah satu tipe jalur proteolisis makromolekul 

yang terdapat mulai dari archaebakteri sampai yeast dan manusia. Struktur 

proteasome ditentukan dengan menggunakan mikroskop elektron. Proteasome 

26S terdiri dari dua subunit (SU) yang berbeda : 20S core protein (CP) dengan 

berat molekul 700 kD yang diapit oleh dua 19S regulatory particles (RP). Bentuk 

proteasome yang lain adalah terdiri dari 20S unit diapit oleh dua 11S subunit 

yang dikenal sebagai imunoproteasome yang berperan pada proses antigen 

kelas I. CP tersusun atas empat cincin heptamer yang terdiri dari dua cincin luar 

dengan tujuh α-SUs di setiap cincinnya dan dua cincin dalam dengan tujuh β-

SUs di setiap cincinya. Empat cincin tersebut tersusun bertumpuk, sedangkan, 

pertikel 19S terdiri dari 18 subunit yang mengontrol pengenalan, deubiquitinilasi, 

dan unfolding dari substrat protein sebelum masuk ke dalam inti katalitik 

proteasome 20S (Delcros, 2003; Aminake et al, 2012). 
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Gambar 2.3 Ubiquitin – Proteasome System (Aminake et al, 2012) 

Proses degradasi protein proteasome dimulai dengan ubiquitinasi atau 

konjugasi ubiquitin (Ub). Proses ini melibatkan tiga kelompok enzim yang saling 

berhubungan, yaitu: Ub-activating enzyme E1, Ub-conjugating enzyme E2, dan 

Ub ligase E3. Seperti dapat dilihat pada gambar 2.3, awalnya E1 berikatan 

dengan Ub membentuk Ub-E1 thioester dan residunya ditransfer ke E2. 

Selanjutnya, E3 berinteraksi dengan E2 dan protein target sehingga terjadi 

transfer Ub dari E2 ke residu substrat lysine. Pada P. falciparum terdapat 

delapan putative E1-like enzymes, 14 putative E2-like enzymes, dan 54 putative 

E3-like enzymes. E3 merupakan enzim yang spesifik terhadap substrat protein 

yang dibagi menjadi empat kelas utama, yaitu: HECT, the RING, the PHD, dan 

U-box E3. Substrat yang terubiquitinasi akan ditranspor ke proteasome yang 

dimediasi oleh protein shuttle. Protein ekstraproteasome pengikat Ub yang 

berfungsi sebagai protein shuttle diantaranya: Rad23, Dsk2, Ddi1, dan Rpn10. 
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Ortholog protein tersebut yang terdapat di dalam P. falciparum adalah 

PF10_0114 (Rad23), PF11_0142 (Dsk2), dan PF14_0090 (Ddi1). Protein 

tersebut memiliki Ub-like domain (UbL) yang dapat berikatan dengan reseptor Ub 

di proteasome dan Ub-binding domain (UbA) (Aminake et al, 2012). 

Sebelum degradasi proteasome, Ub terlepas dari substrat dan mengalami 

siklus ubiquitinasi lainnya. Pelepasan Ub dimediasi oleh de-ubiquitinated 

enzymes (DUB). Pada manusia DUB terdiri dari lima family yaitu: JAMM, UCH, 

USP, OTU, dan MJD. Semua DUB merupakan protease sistein, kecuali JAMM 

yang merupakan zinc metalloprotease. RP berfungsi mengenal protein 

terubiquitinasi, membantu proses deubiquitinasi, dan membuka lipatan substrat. 

RP terdiri dari dua subkompleks, base dan lid. RP base tersusun atas 6 AAA-

type ATPase SU (Rpt1-6) dan 4 non-ATPase SU yaitu: Rpn1, Rpn2, Rpn10, dan 

Rpn13. Rpn 10 dan Rpn13 berfungsi sebagai reseptor ubiquitin, sedangkan 

Rpn1 dan Rpn2 berfungsi sebgai scaffold. Rpn10 juga berfungsi sebagai protein 

penghubung antara base dan lid. Lid terdiri dari 9 Rpn-type SU: Rpn3, Rpn5-9, 

Rpn11, Rpn12, dan Rpn15. Rpn11 berfungsi menimbulkan aktivitas 

deubiquitinasi. Uch2/Uch37 berinteraksi dengan reseptor proteasome Ub Rpn13. 

Ubp6/USP14 dan Uch2/Uch37 dapat berfungsi sebagai enzim ”proof-reading” 

untuk melepaskan rantai Ub dari protein salah terkonjugasi Ub oleh UPS. 

Substrat ikatan peptida akan terhidrolisis oleh residu aktif threonin N-terminal 

yang terdapat pada inti β-SUs. Terdapat tiga bagian aktif secara proteolitik dari 

tujuh β-SUs, yaitu : β1 yang menyerupai aktivitas caspase, β2 yang menyerupai 

aktivitas tripsin, dan β3 yang menyerupai aktivitas kemotripsin. Oleh karena sisi 

aktif proteasome terletak di dalam barel tertutup, diperlukan aktivator untuk 
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memfasilitasi akses protein ke dalam CP dalam bentuk tidak terlipat (unfolded) 

(Aminake et al, 2012). 

Tabel 2.3 Komponen UPS Manusia dan homolognya pada P. 
falciparum (Aminake et al, 2012) 
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2.3 Streptomyces  

Genus Streptomyces oleh Walksman dan Henrici dideskripsikan sebagai 

Actinomycetes yang aerobik dan mampu membentuk spora (William et al., 1989 

dalam Ceylan et al., 2008). Selain itu, genus ini juga memiliki karakteristik 

sebagai mikroba uniseluler, memiliki filamen, siklus hidup yang kompleks serta 

membentuk hifa dan metabolit sekunder. Estimasi saat ini mengindikasian bahwa 

hampir 50% dari 20.000 metabolit bioaktif sekunder yang dideskripsikan sejak 

1990 berasal dari filamen Aktinomycetes yang diinokulasikan dari tanah 

(Marinelli, 2009).  

Berdasarkan taksonomi, Streptomyces juga dikategorikan sebagai bakteri 

gram positif, memiliki sebuah DNA dengan kadar sitosin dan guanin yang tinggi 

(69 hingga 73 mol%) dan membentuk substrat yang memiliki banyak cabang 

ekstensif (Ceylan et al., 2008). Setiap spesies Streptomyces yang berbeda 

memproduksi sekitar 75% antibiotik untuk dunia kesehatan.  Streptomyces  

mampu memproduksi lebih dari setengah antibiotik yang kandungan senyawanya 

bisa dimanfaatkan (Miyadoh, 1993). Untuk menemukan antibiotik baru, beberapa 

studi telah dilakukan untuk mengisolasi Streptomyces dari habitat yang berbeda. 

Hal ini disebabkan karena identifikasi lingkungan ekologi yang baru merupakan 

faktor krusial dalam penemuan jenis baru dari Actinomycetes yang juga memiliki 

senyawa metabolit yang baru pula (Saadoun dan Gharaibeth, 2008 dalam 

Nurkanto et al, 2010). 

2.3.1 Streptomyces hygoscopicus 

Genus Streptomyces adalah salah satu genus yang mendominasi di 

antara Actinomycetes lainnya. Diketahui bahwa Streptomyces merupakan genus 

yang paling banyak memproduksi antibiotik dan molekul bioaktif dibandingkan 
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dengan genus lain dari Actinomycetes (Goodfellow dan Simpson 1987; Khamma 

et al.. 2008; Solanki et al.. 2008), bahkan juga lebih tinggi dibandingkan dengan 

mikroba lain seperti jamur dan yeast. Spektimonisin, neomisin, tetrasiklin, 

nystatin, eritromisin, dan kloramfenikol adalah beberapa contoh dari hasil 

metabolit yang dijadikan sebagai antibiotik dari Streptomyces sp. (Colorado 

Education, 2012). Streptomyces hygroscopicus merupakan salah satu spesies 

Streptomyces sp.  yang yang berpotensi menghasilkan antibiotik dari metabolit 

sekundernya. Pembentukan produk metabolit yang dihasilkan dari proses 

fermentasi mikroba filamen ini sangat bergantung pada level biomassa, profil 

morfologis dari kultur, serta lingkungan ekologi yang baru seperti hutan hujan 

tropis, dasar lautan, gurun pasir, dan daerah es (Nurkanto et al, 2010). 

2.4 Kandungan Metabolit Streptomyces 

2.4.1 Pterocidin  

Pterocidin merupakan komponen sitotoksik baru yang diisolasi dari 

Streptomyces hygroscopicus TP-A0451. Pterocidin memiliki nama sistematis         

(5R,6R)-6-[(1E,3E,5S,7R,8S,9Z,11E)-8-Hydroxy-5,9-dimethoxy-7-methyl1,3,9,11-

tetradecatetraen-1-yl]-5-methoxy-5,6-dihydro-2H-pyran-2-one.Zat ini menunjukan 

aktivitas sitotoksik melawan galur sel kanker manusia dengan IC50 2,9 – 7,1 µM 

(Igarashi et al, 2006).  

2.4.2 Eponemycin 

Eponemycin adalah peptida linear a’,b’ epoxyketone anti-angiogenik yang 

diisolasi dari S. hygroscopicus P247-271. Senyawa ini diketahui memiliki  

aktivitas terhadap B16 Melanoma. Eponemycin juga ternyata berpengaruh 

terhadap aktivitas proteasome 20S (Won Chin et al,, 2006). 
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2.4.3 Geldanamycin 

Senyawa ini sedang dalam evaluasi penelitian karena menunjukkan 

aktivitas inhibisi terhadap protein chaperone dari heat shock protein (hsp) 90 

(Won Chin et al., 2006). 

2.4.4. Trichostatin 

Metabolit ini menunjukkan aktivitas sitotoksik terhadap sel-sel kanker dan 

mampu menginhibisi histon deasetilase (HDAC), sehingga menyebabkan growth 

arrest, differensiasi dan apoptosis dari sel tumor (Won Chin et al., 2006). 
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BAB III 

KERANGKA KONSEP  

 

3.1  Kerangka Konsep  

  

 

 

 

 

 

  

                          Keterangan:  

 

 

 
 

3.2 Hipotesis  

 Hipotesis yang digunakan pada penelitian ini adalah pemberian ekstrak 

metabolit isolat bakteri S. hygroscopicus dapat meningkatkan kadar Ubiquitin 

pada mencit balb/c terinfeksi P. berghei. 
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BAB IV 

METODE PENELITIAN 

 

4.1  Rancangan Penelitian 

 Penelitian ini menggunakan desain true experimental dengan 

metode yang digunakan yaitu Randomized Posttest Only Controlled Group 

Design. Penelitian dilakukan pada hewan coba atau in vivo. 

 

4.2  Sampel 

4.2.1 Kriteria Inklusi Sampel 

 Kriteria mencit yang digunakan pada penelitian ini adalah  termasuk galur 

Balb/c berjenis kelamin jantan yang berumur 8 – 12 minggu dengan berat badan 

20 – 30 gram dalam kondisi sehat yang ditandai dengan gerakan yang aktif dan 

belum menerima asupan bahan kimia/xenobiotik dengan cara apapun. 

 

 

 Mencit Balb/c 8 – 12 minggu berat 

20 – 30 gram 

Inokulasi 10
7
P.berghei intraperitoneal (hari ke-0/H0) 

Kontrol (+) Kelompok A Kelompok B Kelompok C Kontrol (-) 

Isolat Actinomycetes 

130µg/kgBB 

Isolat Actinomycetes 

580µg/kgBB 

Isolat Actinomycetes 

2600µg/kgBB 

Western blotting 

Ubiquitin 

Parasitemia 5-15% 

H7 dilakukan pembedahan mencit 
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4.2.2 Jenis Sampel 

Hewan coba yang digunakan dalam penelitian ini adalah mencit  galur 

Balb/c jantan. Pemakaian mencit sebagai hewan coba yang mudah ditangani, 

mudah dipelihara, dan memiliki respon imun yang mirip dengan  manusia.  

4.2.3   Estimasi Besar Sampel 

 Jumlah mencit dihitung dengan rumus (Andayani, 2003) 

dengan:  p(n-1) > 15    n = jumlah sampel tiap perlakuan, p = jumlah perlakuan. 

Dalam penelitian ini diketahui perlakuan (p) = 5, yaitu 1 kelompok kontrol negatif, 

1 kontrol positif, dan 3 kelompok perlakuan sehingga didapat nilai n sebagai 

berikut:  

5(n-1)>15; n-1>3; n>4 

Jadi dalam penelitian ini jumlah sampel tiap perlakuan minimal 5 ekor mencit 

sehingga jumlah total mencit yang dibutuhkan sejumlah 25 mencit.  

4.3     Variabel Penelitian dan Definisi Operasional 

4.3.1   Variabel Bebas Penelitian 

 Variabel bebas dalam penelitian ini adalah dosis ekstrak metabolit S. 

hygroscopicus. Hewan coba dibagi dalam lima kelompok dengan lima mencit 

pada masing – masing kelompok, yaitu: 

1. Kontrol positif : mencit diinokulasi 107 P. berghei saja 

2. Perlakuan 1 (P1): mencit diinokulasi 107 P. berghei+ekstrak metabolit 130  

μg/kgBB. 

3. Perlakuan 2 (P2): mencit yang diinokulasi P. berghei + ekstrak metabolit 580 

μg/kgBB. 

4. Perlakuan 3 (P3): mencit  yang diinokulasi P. berghei + ekstrak metabolit 2600 

μg/kgBB. 
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5. Kontrol negatif: mencit sehat tanpa diinokulasi P. berghei. 

4.3.2 Variabel Tergantung Penelitian 

 Variabel tergantung dalam penelitian ini adalah ubiquitin yang dievaluasi 

dengan metode western blot. 

4.3.3 Definisi Operasional 

 Definisi operasional yang digunakan dalam penelitian ini adalah : 

1. Mencit Balb/c :merupakan mencit jantan galur Balb/c yang dibeli dari 

Universitas Gajah Mada (UGM). Mencit berumur 8 – 12 minggu, berat 20 – 30 

gram.  

2. Plasmodium berghei yang didapatkan dari Laboratorium Biomedik Fakultas 

Kedokteran Universitas Brawijaya diinfeksikan pada hewan coba sebelum 

pemberian terapi isolasi Actinomycetes. Infeksi dilakukan secara 

intraperitoneal dengan parasit sebanyak 1x107/0,2 cc darah. 

3. Bakteri Streptomyces hygroscopicus dari laboratorium mikrobiologi Lembaga 

Ilmu Pengetahuan Indonesia (LIPI) diisolasi dan diidentifikasi berdasarkan 

metode yang dilakukan oleh Ambarwati. 

4. Pengukuran kadar Ubiquitin pada eritrosit mencit terinfeksi dilakukan 

menggunakan metode western blot dengan anti Ubiquitin (Biolegend, No. 

646302) di Laboratorium Biomedik Universitas Brawijaya. 

4.4  Lokasi dan Waktu Penelitian 

 Penelitian ini dilaksanakan di laboratorium Parasitologi, Biomedik, 

Mikrobiologi, Biokimia Biomolekuler, Farmakologi Fakultas Kedokteran 

Universitas Brawijaya Malang serta Laboratorium Kimia Farmasi Universitas 

Muhammadiyah Malang. Penelitian ini dilakukan dalam waktu tiga bulan. 
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4.5  Instrumen Penelitian 

4.5.1 Alat dan Bahan Untuk Pemeliharaan Mencit 

Alat dan bahan yang diperlukan adalah kandang pemeliharaan mencit, 

tutup kandang dari anyaman kawat, sekam, botol minum, tempat makan, pakan 

cornfeed (makanan standar mencit). 

4.5.2  Alat dan Bahan Thawing P. berghei 

 Alat yang digunakan adalah spuit insulin 1 mL, sentrifugasi, flask  culture. 

Bahan yang digunakan adalah NaCl 12%, NaCl 1,6%, glucose. 

4.5.3 Alat dan Bahan Inokulasi P. berghei pada Mencit 

 Alat dan bahan yang digunakan adalah spuit insulin 1 mL, alat semprot 

alkohol, kapas steril, alkohol 70%, hasil thawing P. berghei. 

4.5.4 Alat dan Bahan Pembuatan Isolasi dan Karakterisasi  

 S.hygroscopicus 

Starch-casein Agar (ScA), Raffinosa-histidin Agar (RhA) dan 

cyclohexamide. 

4.5.5 Alat dan Bahan Pemberian Isolat S. hygroscopicus 

Spuit insulin 1 mL, alcohol 70%, kapas steril, isolat Streptomyces 

hygroscopicus. 

4.5.6  Alat dan Bahan Western Blot Ubiquitin 

 Alat dan bahan yang digunakan adalah gel SDS-PAGE, kertas  saring 

nitroselulose, anti Ubiquitin, dan Western blot kit . 

4.5.7 Alat dan Bahan untuk Pembedahan Mencit 

 Pisau bedah, papan bedah, pinset, kloroform. 

4.5.8  Alat untuk Sanitasi dan Higienisasi 

 Tempat cuci tangan, sarung tangan (hand gloves), jas laboratorium, 

sabun antiseptik, masker, alkohol dan cotton ball. 
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4.6  Prosedur Penelitian  

4.6.1  Persiapan Hewan coba 

 Hewan coba yang digunakan adalah mencit Balb/c jantan dengan  berat 

30 – 40 gram, sehat, aktif, dan berbulu putih yang dibeli dari Laboratorium 

Penelitian dan Pengujian Terpadu Universitas Gajah Mada (LPPT UGM). Mencit 

dipelihara dalam kandang 30 x 30 cm dengan 4 – 5 mencit tiap kandang. Mencit 

diberikan pakan standard dan minum setiap hari. Perlakuan pada hewan coba 

sudah disetujui oleh Komisi Etik Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya. 

Aklimatisasi dan adaptasi hewan coba dilakukan selama 7 hari. 

4.6.2 Thawing P.berghei 

 Sediaan pellet eritrosit terinfeksi P. berghei yang disimpan dalam liquid 

nitrogen tank bersuhu -1350C dicairkan dan  disentrifugasi 2000 rpm 5 menit. 

Pellet dicuci 2x dan tambahkan medium RPMI sesuai kebutuhan. 

4.6.3 Inokulasi P.berghei 

Inokulasi dilakukan secara intraperitoneal (i.p.) sebanyak 107  parasit 

dalam  0.2 ml darah untuk mencit. Darah yang terinfeksi diambil sebanyak 10μL 

dan dilakukan pengenceran 104 × dengan larutan PBS. Kemudian jumlah eritrosit 

dihitung dalam kamar hitung eritrosit Naubauer sehingga diketahui jumlah 

eritrosit/ml darah dengan rumus (N × 5 × 104 × pengenceran),dengan N adalah 

jumlah eritrosit. Selanjutnya, jumlah  parasit mencit donor dihitung dengan 

mengalikan jumlah eritrosit/ml darah  dengan persentase parasit dengan 

parasitemia. Jumlah parasit yang hendak diberikan sebesar 107 dalam 0.2 ml 

RPMI (Blazquez et al., 2008). 
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4.6.4  Western blot Ubiquitin 

 Sampel Western blot menggunakan darah mencit yang telah 

disentrifugasi untuk diambil pelletnya. Pellet hasil sentrifugasi dicuci dengan PBS 

dan diekstrak dengan menggunakan 0,15% saponin lysis, setelah itu dicuci 

dengan PBS yang berisi 20 mM NEM, 0,05 mM EDTA, 1 mM AEBSF, 0,02% 

Sodium Azide tanpa inhibitor cocktail. Protein kemudian diekstraksi dan sampel 

pellet parasit disonikasi dalam lysis buffer. Hasil dari sonikasi pellet diambil 

sebanyak 200 µL dan ditambahkan lysis buffer, disentifugasi 6000 rpm selama 

15 menit, diambil supernatannya dan dipisahkan dalam eppendorf secara 

terpisah. Hasil supernatan tersebut kembali disentrifugasi 12000 rpm selama 15 

menit. Hasil pellet (KP2, P2-1, P3-2, P1-4, KN) dari sentrifugasi kemudian 

dirunning dengan Sodium Dodecyl Sulfate Poly Acrylamide Gel Electrophoresis 

(SDS-PAGE). Hasil sentrifugasi sebelumnya yakni KP-4, P3-1, dan P2-4 juga 

dirunning. Running SDS-PAGE menggunakan layout : marker, KN1, KP2, P1-4, 

P2-1, P3-2, KP-4, P3-1,P2-4. Sebelum dilakukan running kembali, setiap pellet 

diberi Tris Cl 25 µL dan reduction sample buffer (RSB) 25 µL dengan 

perbandingan 1:1 dan dididihkan dalam electric stove. Setelah itu, semua sampel 

dipipetting dan dimasukkan ke dalam  well elektroforesis untuk dielektroforesis 

selama 1 jam. Gel dari hasil elektroforesis diambil, direndam  larutan  ponceaue,  

kemudian direndam  di dalam skim milk. Wadah yang berisi skim milk dan gel 

kemudian dibiarkan overnight dalam water bath. Setelah dibiarkan  overnight di 

dalam water bath,  gel dibilas  dengan TBS-Twin 0,05%. Kemudian, gel 

diinkubasikan dalam antibodi primer anti-Ubiquitin yang dilarutkan TBS-kim 0.5% 

selama 2 jam, antibodi sekunder selama 1 jam, SA-HRP selama 1 jam suhu  

ruang, substrat DAB, hingga pada proses akhir dibilas dengan aquades. Pada 
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tiap akhir proses inkubasi antibodi dan substrat, gel selalu dibilas dengan TBS 

Tween 0,05%. Hasil gel Western blot ditransfer untuk dilihat hasilnya. 

 

4.7 Analisis Data 

Western blot Ubiquitin dilakukan setelah pembedahan mencit pada hari 

kelima terapi. Analisis data dilakukan melalui kuantifikasi optikal densitas dari 

hasil Western blot dengan menggunakan Software ImageJ dan pengolahan 

menggunakan Software Statistical Product and Service Solution (SPSS) 16 One 

way ANOVA digunakan untuk mengatahui apakah ada efek bermakna dari 

treatment yang dilakukan. Uji korelasi Pearson digunakan untuk mengatahui 

dose effect relationship, dengan nilai p < 0,05 menunjukkan data statistik yang 

signifikan. 
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BAB V 

HASIL PENELITIAN DAN ANALISIS DATA 

 

5.1  Hasil Western blot Ubiquitin 

 Sampel serum dari mencit yang diinfeksi dengan P. berghei dan telah 

diberi terapi ekstrak metabolit S. hygroscopicus  dirunning dengan menggunakan 

gel SDS-PAGE melalui metode Western blot. Adanya hambatan pada fungsi 

UPS menimbulkan gambaran poliubiquitinasi dengan terlihatnya band atau pita 

protein dengan berat molekul tertentu. Pada gambar 5.1 terlihat band protein tipis 

pada kelompok kontrol positif (KP) yang diberikan inokulasi P. berghei tanpa 

terapi, diikuti dengan peningkatan densitas band protein berturut-turut mulai dari 

kelompok perlakuan 1 (P1) hingga perlakuan 3 (P3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 5.1 Western blot Ubiquitin dari ekstrak protein P.berghei 

 

 

 

 

 

 

 

Keterangan 

KP:Kontrol Positif;  P1:Perlakuan dosis 1;  P2:Perlakuan dosis 2; P3:Perlakuan dosis 3 
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5.2.   Densitometri Western blot Ubiquitin 

   Hasil Western blot Ubiquitin pada gambar 5.1 ditransfer dengan 

menggunakan Office Scanner  dan kemudian dianalisis dengan software 

ImageJ  untuk menghitung secara kuantitatif densitas band protein pada tiap 

kelompok perlakuan. Data kuantitatif densitas band protein terpoliubiquitinasi 

disajikan dalam grafik dan tabel berikut: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Grafik 5.1 Kuantifikasi hasil Optical Density (OD) Western blot 

 protein parasit  

 Tabel 5.2 Hasil Densitometri Western blot Ubiquitin 

 

 

 

 

 

 

 

No Kelompok (n = 5) Hasil Densitometri (OD) 

1 KP (kontrol positif) 19.59  

2 P1 (130  μg/kgBB) 20,278  

3 P2 (580  μg/kgBB) 20,7 

4 P3 (2600  μg/kgBB) 30,35 
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BAB VI 

PEMBAHASAN 

 

6.1 Mekanisme Penghambatan UPS melalui Ubiquitin 

 Ubiquitin merupakan salah satu protein fungsional dengan berat molekul 

8.5 kDa yang terdapat pada eukariot, termasuk protozoa parasit. Fungsi dari 

ubiquitin sendiri adalah berikatan dengan satu hingga lebih rantai protein yang 

kemudian akan didegradasi melalui proteasom, sehingga disebut ubiquitin  

proteasome system (UPS).  Kelangsungan dari UPS ini mutlak diperlukan 

organisme eukariot untuk proses transkripsi, siklus sel, diferensiasi, DNA repair, 

dan respon terhadap stres (Ponder et al, 2007). Sementara itu, sel eukariotik 

(termasuk Plasmodium sp) memiliki UPS non-lisosomal yang besar yang terdiri 

dari proteasom 26 S dan ubiquitin. Ubiquitin Proteasome System  berfungsi untuk 

mengontrol regulasi proses sinyal protein suatu sel melalui regulasi dan 

degradasi dari cyclin, cyclin dependent kinase, cyclin-dependent kinase inhibitor 

selama mitosis, serta meregulasi ekspresi dari transkripsi gen dan progresi siklus 

sel. Seluruh fungsi ini terjadi melalui proses poliubiquitinasi, yakni penggabungan 

antara ubiquitin yang menjadi penanda protein untuk didegradasi oleh proteasom 

(Piwko, 2007; Aminake et al., 2012).  

 Akumulasi dari protein terubiquitinasi dapat terjadi melalui penghambatan 

pada UPS oleh proteasome inhibitor, yakni eponemycin. Senyawa eponemycin di 

dalam metabolit ekstrak Streptomyces hygroscopicus yang merupakan peptida 

linear α’,β’-epoxyketone (Sugiwara et al, 1990) mampu berikatan dengan β1i dan 

β5i subunit proteasome 20S serta menginhibisi lokasi yang aktif pada 

proteasome dengan derajat tertentu (Meng et al, 1999). Subunit β1, β2, dan β5 

32 
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merupakan tiga dari cincin heptamerik pada 20S core particle (CP) yang aktif 

digunakan untuk proses proteolisis. Subunit β1 menunjukkan aktivitas serupa 

dengan caspase, β2 serupa dengan trypsin, sedangkan β5 memiliki aktivitas 

chymotrypsin-like (Aminake et al., 2011). Melalui penghambatan pada subunit 

β1i dan β5i yang merupakan bagian dari 20S core particle (CP) proteasome 20S, 

maka aktivitas proteolisis dapat terhambat. Aktivitas proteolisis yang terhambat 

akan menyebabkan akumulasi protein residu intraseluler yang kemungkinan 

dapat menyebabkan fragmentasi pada DNA dari parasit dan menyebabkan 

kematian dari parasit.  Maka untuk menguji pengaruh proteasome inhibitor dalam 

ekstrak S. hygroscopicus terhadap lisat protein P. berghei, dilakukan analisis 

terhadap data hasil Western blot Ubiquitin.  

 Berdasarkan hasil Western blot secara kualitatif pada gambar 5.1 terlihat 

bahwa seiring dengan peningkatan dosis (P3), maka densitas protein 

terpoliubiquitinasi semakin meningkat. Pada kontrol positif (KP) yakni kelompok 

tanpa perlakuan dosis, tampak hanya sedikit akumulasi protein terpoliubiquitinasi 

yang ditandai dengan optikal densitas Western blot sebesar 19,59 OD. Pada 

grafik A dan B, terlihat ada sedikit peningkatan dengan kuantifikasi sebesar 

20,278 dan 20,7, sedangkan pada P3 akumulasi terlihat lebih jelas meningkat 

dengan kuantifikasi sebesar 30,35 OD.  

 Dari uji normalitas Shapiro-Wilk terhadap data kuantifikasi Western blot 

(lihat lampiran 5) didapatkan hasil bahwa data terdistribusi dengan normal 

(p>0,05) pada semua kelompok perlakuan. Uji Shapiro-Wilk dilakukan karena 

sampel berjumlah kurang dari 50. Sedangkan, uji homogenitas data dengan 

Levene’s test menghasilkan signifikansi sebesar 0,654  (p>0,05) yang 

menunjukkan bahwa belum terdapat perbedaan yang bermakna antar varian 
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kelompok perlakuan. Uji hipotesis komparatif dengan Kruskal-Wallis belum 

menunjukkan perbedaan yang bermakna di antara semua kelompok perlakuan 

(p>0,05). Kemudian, dilakukan uji korelasi Pearson agar menunjukkan hubungan 

antara densitas Western blot dan perlakuan yang diberikan. Pada hasil 

didapatkan nilai signifikansi sebesar 0,968 (p>0,01) yang menunjukkan bahwa 

korelasi antara perlakuan dan densitas belum bermakna.  

 Hipotesis adanya perbedaan interpretasi hasil kuantitatif dan kualitatif dari 

Western blot Ubiquitin dimungkinkan karena pengaruh dari proses transfer data 

gel SDS-PAGE terhadap akuisisi atau kualitas data yang diperoleh 

menggunakan Office Scanner dan ImageJ untuk analisis densitas. Gassmann et 

al (2009) pada penelitiannya “Quantifying Western blots: Pitfalls of Densitometry” 

membandingkan 100 jurnal publikasi tentang hasil kuantifikasi dari Western blot.  

Dari analisis tersebut (Gassman et al., 2009) didapatkan bahwa kualitas Office 

Scanner lebih rendah daripada Charged Coupled Device (CCD) Camera dalam 

proses scanning gel hasil elektroforesis sehingga terdapat perbedaan peak 

volume dari band yang dihasilkan. Selain itu, perubahan background pada image 

sebelum dianalisis dengan software ImageJ juga mampu mempengaruhi korelasi 

dari data. Maka, kuantifikasi Western blot belum bisa menjadi petunjuk korelasi 

satu-satunya untuk menunjukkan hubungan antara variabel dengan perlakuan, 

dalam hal ini efikasi proteasome inhibitor dalam ekstrak metabolit S. 

hygroscopicus terhadap densitas protein terpoliubiquitinasi . Meskipun demikian, 

adanya gambaran band protein Western blot Ubiquitin sudah mampu 

membuktikan proses poliubiquitinasi pada kelompok perlakuan. 
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BAB VII 

PENUTUP 

 

7.1  Kesimpulan 

 Pemberian ekstrak metabolit isolat bakteri Streptomyces hygroscopicus 

dapat meningkatkan kadar Ubiquitin pada mencit terinfeksi P. berghei secara 

kualitatif. Hal ini dibuktikan melalui hasil Western blot Ubiquitin yang meningkat 

dan berbeda antarkelompok perlakuan, yakni pada kontrol positif (KP) dengan 

optikal densitas sebesar 19,59, kelompok perlakuan dosis 1 (P1) dengan optikal 

densitas 20,278, kelompok perlakuan dosis 2 (P2) dengan optikal densitas 20,7, 

dan dosis 3 (P3) dengan optikal densitas sebesar 30,35. Berdasarkan Levane’s 

test didapatkan bahwa distribusi data normal (p>0,05),  namun data belum 

berbeda secara signifikan yang ditunjukkan dengan nilai uji Kruskal-Wallis  (p 

>0,05) dan tidak didapatkan korelasi melalui uji Pearson (p> 0,01). Namun, 

diduga hal ini disebabkan karena adanya interferensi data kuantifikasi Western 

blot melalui metode transfer dan analisis densitometri.  

 

7.2 Saran 

1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut dengan menggunakan range dosis yang 

berbeda, agar didapatkan dosis optimal terapi, dosis letal, dan pengamatan 

terhadap efek samping dari terapi. 

2. Pengukuran dengan metode fluorescent dapat digunakan sebagai metode 

pengecekan ubiqutin untuk mengukur efek pengobatan antimalaria yang 

menggunakan proteasome inhibitor secara kuantitatif.  
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3. Dalam proses kuantifikasi hasil dengan metode elektroforesis disarankan 

untuk menggunakan CCD camera dan MCID software untuk meminimalisasi 

interferensi data.  
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