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D dapat mempengaruhi estetik bila terjadi
ada daerah bibir. Penyakit in/ secara epidemiologi
Penyakit Recurrent Apthous Stomatitis (RA tidak mengenal batasan, umur, jenis kelamin,
merupakan penyakit pada jaringan lunak rongga  genetik, dan bahkan ditemukan di seluruh dunia. e
mulut berupa ulser yang timbulnya secara Prevalensi RAS cukup tinggi, terbukti dari hasil
kambuhan. Peyakit ini tidak ganas tetapi  penelitian di berbagai dunia menunjukkan angka
keberadaannya di rongga mulut merupakan masalah  bervariasi antara 17% - 66% dari populasi tertentu.*
tersendiri bagi penderita dan sangat mengganggu  Hasil penelitian di Thailand menyebutkan bahwa
karena keluhan rasa sakit yang hebat sehingga  prevalensi RAS cukup tinggi yaitu 46,7%." Dari
mengakibatkan kesulitan dalam berbicara, makan, tahun 1991 - 1995 di klinik Ilmu Penyakit Mulut
serta menimbulkan bau mulut yang tidak enak, dan =~ FKG-Unair dijumpai 266‘3 penderita R4S dari 4487
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penderita yang datang. Dari tahun 1996 - 2000
dijumpai 1808 penderita RAS.>® Distribusi usia pada
semua kelompok umur mulai anak-anak sampai
dewasa. Tampaknya predileksi terbanyak terjadi
pada wanita. Pernah dilaporkan bahwa 56% dari
penderita adalah wanita dan usia yang banyak
terlihatnya ulser adalah antara 19 — 30 tahun. ;
Secara klinis ulser timbul pada permukaan
mukosa rongga mulut yang non keratinized,
misalnya, mukosa bukal, mukosa labial, permukaan
ventral lidah, dasar mulut dan palatum molle, juga
pada permukaan dorsum lidah, sedangkan pada
perlekatan gusi atau palatum durum jarang sekali
timbul ulser tersebut. Hasil penelitiaa ati
menunjukkan bahwa kasy
(sekitar 80%) adala
mukosa bukal, sed
palatum durug i
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Stomatitis. Hal ini sesuai dengan penelillantiSisiig,
bahwa pada R4S ditemukan antibodi secara sistemik
terutama lgG, dan IgA pada saat fase akut.'
Menurut McNally, sistem imun yang tersensitisasi
oleh protein yang terdapat pada daerah spesifik di
rongga mulut. kemungkinan akan mengakibatkan
disregulasi respons imun yang akhirnya dapat
menimbulkan ulser pada mukosa mulut."
Sampai saat ini telah banyak penelitian yang
mengarah pada temuan mekanisme patogenesis RAS,

2@

tetapi sampai sekarang masih belum ada hipotesis
jelas yang berkaitan dengan mekanisme secara
molekuler ekspresi anomali protein. Oleh karena itu
penelitian ini bertujuan untuk menganalisis secara
molekuler ekspresi anomali protein mukosa mulut
yang berperan pada timbulnya RAS

Bahan dan Cara Kerja

Bahan penelitian adalah protein mukosa mulut
dan serum yang dikumpulkan dari pasien RAS dan
non RAS di bagian Oral Medicine Fakultas
Kedokteran Gigi Universitas Airlangga.

Bahan kimia yang digunakan dalam penelitian
Tk is-HCL, glycin. sodium dodecyl sulphat,
1 lamid, ammonium persulphat,
tanol, glutaraldehid, alkohol,
, perak nitrat (AgNO3), Fast®
i rabbit, konjugat anti human,
0,, OPD, acetic acide,
1, zitroen znure, selofan,
00 pl, dan mouse

sa Mulut

enderita RAS yang
Sampel diambil
tkan (swab) pada
asukkan ke dalam
vangs8udah berisi medium

deng cara
nkosa mulut. [
g Eppendord 007

tanpa serum, impan pada freezer
C. Setelah sa mpul selanjutnya
kan sentrifug ecepatan 40.000 rpm

jam denMr 10 °C. Setelah itu

i. Dialisis protein atau
ny ara memasukkan sampel
emudian dimasukkan ke dalam

8.2 dan diputar dengan shaker yang

dapat magnetic bar, kemudian diputar

kecepatan lambat selama 24 jam dan
ditempatkan pada temperatur 4°C. Setelah itu
sampel dipindahkan ke dalam tabung Eppendorf dan
disimpan

Sampel penelitian adalah 35 penderita R4S dan

15 penderita non RAS yang datang ke bagian Oral

Medicine Fakultas Kedokteran Gigi Universitas

Airlangga Surabaya. Unit analisis adalah protein

mukosa hasil swab pada mukosa mulut yang telah

dilakukan purifikasi dengan sephadex G 125

kromatografi dan serum penderita RAS.

- ‘ arn_, peletnya disuspensikan
enge BS, .selan dilakukan dialisis agar
ida J’M! atel wini

3 *Iw.
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Kriteria penderita yang diambil sebagai sampel .

=alah penderita RAS: a) Umur 10-60 tahun, b)
cemah mengalami ulserasi 3 kali atau lebih
pertahun, ¢) mukosa mulut tanpa kelainan atau
teradangan kecuali lesi RAS, dan d) diameter ulser
> 2 mm. Kriteria penderita non R4S adalah a) umur
10-60 tahun, b) mukosa mulut sehat, dan c) tanpa
zdanva radang atau lesi lain pada mukosa mulut,

Sedium Dedocyl Sulphat-Polyacrylamid Gel
Electrophoresis (SDS-PAGE)

Protein hasil pemurnian dengan sistem
sephadex G 125 kemudian dicampur larutan laemli
buffer dengan perbandingan 1:3 dan selanjumya
dimasukkan ke waterbath pada temperatur 10
selama 5 menit. Suspensi sampel texge - ;
dimasukkan ke dalam gel poliak d
12 %. Elektroforesis dijala
dengan 40 mA. Akhirg it
protein sampel divisua
sitver nitrat  (AgNO
identifikasi mole ‘-‘
molekulnya.'*"

Straiffing Wes
Protein A : 3
masih belum engail spesif
karena itu p pesifisitas dengay
cara wester ' sudal Nl
dengan eleks dilakukan “pewarnaan
kemudian ditra embran nitrog8gluloss
menggunakaris. volt 150. Proses in
berlangsung ditransfer eri
nitroselulose, : mudi

1 jam lalu dicu
setelah itu direaks
selama 18 jam. Di
dengan konjugat fragm
human.  Penentuam_ " sp
visualisasikan dengan pewa
demikian akan didapatkan p
dengan berat molekul tertentu, selanjuta
purifikasi protein spesifik.'>"

Hasil

Analisis Berat Molekul Anomali Protein

Hasil fraksinasi protein melalui sepadhex
kromatografi  yang telah dikoleksi, selanjutnya
semua fraksinasi protein dicampur dan berat
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molekul protein dianalisis dengan menggunakan
SDS-PAGE 12%. Setelah dilakukan visualisasi

‘dengan menggunakan AgNO; ditemukan beberapa

pita protein seperti pada Gambar 1 di bawah ini.

kDa M1 23 4 5

4— §7kDa
97,4

66,2 <4— 65KkDa

<4— 30 kDa
44— 25kDa

< 20 kDa

otein dengan SDS-PAGE
atografi yang dicampur.

ke 1=2. Campuran fraksi
AN pro : Campuran fraksi
pemurnia Al ampuran fraksi
pemurnian  p ; alisasi  protein

itkar (AgNO;).

GE 12 % pada penderita
o0 2 Lajur M: marker. Lajur
ajur 37 mayor, lajur 4: remisi

etelah dilakukan pengecatan dengan silver
nitrat (AgNO;) menunjukkan adanya beberapa pita

-pada semua lajur. Pada lajur 1 dan 2 sampel

campuran fraksi protein 87 kDa, 65 kDa, 25 kDa dan
20 kDa. Hasil analisis SDS-PAGE di atas
menunjukkan bahwa anomali protein yang di
ekspresikan secara signifikan tidak berbeda di antara
kasus R4S, walaupun pada kasus mayor ditemukan




protein yang diekspresikan secara kualitatif tidak
menunjukkan perbedaan vang signifikan.

Protein ini selanjutnya dianalisis dengan
imunoblotting yang hasilnya seperti pada Gambar 3
di bawah ini : Y

<t -

~Gambar 4. Analisis Straifing Wesrernblor protein mukosa mulut

spesifik R4S, Selanjutnya direaksikan dengan antibodi

poliklonal dari masing-masing pasien dengan

encgunakan  konjugat Fab IgG anti human

pjukkan adanya bands spesifik 65 kDa dengan
Byang tinggi.

ar 4 menunjukkan hasil yang
otéin anomali dengan berat
pa ginduksi respons imun
I Campuran. ThicalidlR 4 cmpunyai $ifat ominan. Pada lajur satu
6: ¢ ! bereaksi positif dengan
idircaksikan demgar e 47 antibodi P sepim: pasien RAS mayor.
(;rtg ami p; : Sedang pada, laJurdud | ig caksi positif dengan
P bodi TolR bodi pelik non RAS. Pada lajur
n fosfatase alka @l lima dan 8 yen :egksi positif dengan
gan pe an Fa ¥ adi pol i Asien yang remisi.
edang lajur tig enunjukkan adanya

g ditransfer k i aktivitas antibod pasien RAS minor.

dian dilaku a.nall
lot menunjukka E .

n _ dapat bera den nhasan
hole protei

Gambar 3. A

dilihat pada Gamba pra s Serdasarkan nelitian  ditemukan
dapat i dengan” antib »iw : 2 gberapa macam, protein spesifik RAS dengan berat
protein ﬂ 4\ < 10 B% bulnya anomali protein
ditemukan em -H pita, p nadadi mungkinan. disebabkan dua mekanisme
molekul

S "‘-ﬂ-——ﬂ-‘“"'.qkﬂ-umum i7im polimerase 11 dan melalui
sedangkamypada se. Mekanisme ini berkaitan

minor hanya di acan pro dengan g linis dari RAS seperti pada R4S
yaitu protein dengauybesa lekul 65 kDa dan We an remisi, Jalur enzim polimerase 1T
kDa walaupun sangat™tip 0 ! awall dengan aktifnya enzim polimerase I1
berasal dari kasus RAS remisi"ditcrmuikanidua mac yang akan menyebabkan peningkatan asam glutamin

protein yang mempunyai berat molekul bed 84N dan asparagin, sedang aktifnya protein kinase akan
kasus RAS minor yaitu ditemukan protein dengan meningkatkan pembentukan protein pada fase
berat molekul 65 kDa dan 87 kDa. Hasil ini  yanglasi yang berpengaruh terhadap ikatan gugus
menunjukkan bahwa protein yang nampak setelah  NH, dan COOH siklus multiplikasi sel, yang dapat
dilakukan analisis Festernblot mempunyai arti  mengakibatkan perubahan struktur primer protem
penting dalam respons imun. Oleh karena ifu  pada mukosa mulut menjadi anomali protein. '
selanjutnya dilakukan analisis straiffing bloting yang Hasil analisis ekspresi protein mukosa mulut
direaksikan dengan antibodi pasien yang berbeda. pada penderita RAS mayor dengan menggunakan
SDS-PAGE 12 %, ditemukan lima pita protein
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gengan berat molekul 87 kDa, 65 kDa, 30 kDa, 25
D= dan 20 kDa. Selanjutnya protein tersebut
Ziznzlisis dengan Westernblot menggunakan serum
poliklonal dari kelinci yang sudah diimunisasi
dengan whole anomali protein anti RAS. Ternyata
menunjukkan sifat yang berbeda, terutama sifat yang
w=mpak adalah reaktivitas protein tersebut terhadap
zntibodi polikional. Bahkan beberapa protein yang
ditemukan pada SDS-PAGE 12% tidak mempunyai
reakiivitas terhadap antibodi poliklonal anti protein
znomali setelah dianalisis dengan Westernblot (data
lengkap tidak ditampilkan)

Pita protein dengan BM 30 kDa tidak bereaksi
dengan antibodi poliklonal karena
knmungkman di dalam serum kadar antibe

, dan kedua ada}ah wee
mempunyal sifat antigen
menginduksi antibodi
dilakukan analisis J
65 kDa mempun
dengan protein I g iwa |
tersebut me; : ang baikiseh

dapat meng detigan titer yangti
Hal ini bghk?
pada pd K
protein f di_eKspresiks
jumlah
respon; in meningka
memo S bertany

Pa or eksprest protein deng
analisis ditemukan empat
proteinolekul 87 kD, ﬁ é
kDa, rotein tersg
protein itgmukan pad :
sedang yang mempu

tidak dite da kasus R4 S 1 ine
kemungkinan_me ﬁ’ :
pada berbaga 4 ey
digunakan sebag ara (i

Sifat reaktivi
setelah direa
protein  anomali
menunjukkan, bahwa pre
mempunyai reaktivitas yang
kDa lebih predominan dibandingkan
protein dengan BM 87 kiDa, dan 20 kDa dz
ditemukan adanya reaktivitas terhadap antibodi,
yang berarti protein tersebut tidak mempunyai
peranan penting dalam menginduksi RAS melalui
jalur imun kompleks Ag-Ab komplemen.

Protein yang predominan pada kasus RAS
minor melalui analisis Westernblot menunjukkan,

bahwa reaktivitas protein 25 kDa dan 65 kDa
terhadap antibodi poliklonal anti anomali protein

g E

sangat jelas dan tinggi. Secara umum protein dengan
BM 65 kDa tidak menunjukkan perbedaan dengan
kasus RAS mayor. Tetapi sebagai pembeda kasus ini
adalah protein dengan BM 30 kDa. Ditemukannya
protein ini adalah merupakan penegasan dari
fenomena yang timbul selama ini, bahwa R4S mayor
merupakan lanjutan RAS minor. Tetapi dengan
ditemukannya protein ini, R4S tipe mayor dan minor
secara etiopatogenesis tidak ada hubunganya.
Fenomena ini sesuai dengan data empiris di Bagian
Oral Medicine FKG Unair.?

Hasil analisis protein pada RAS fase remisi
dengan SDS-PAGE 12% ditemukan empat pita
protein dengan BM 87 kDa, 65 kDa, 25 kDa, dan 20
Da (Gambar 1). Jenis protein yang di ekspresikan
RASytase remisi tidak berbeda jauh dengan

/2 spresikan pada RAS minor, tetapi
imayor yaitu ditemukan protein
4S minor dan remisi tidak
n BM 30 kDa, hal ini
frekuensi stimulator
dimana tidak terjadi
DC 21." Pada fase
presikan lebih stabil,
odi dengan titer
esternblot vyang
tibodi poliklonal
protein dengan
ch karena itu
7 kDa adalah
penyembuhan RAS

iti anomali p
BM Da
kemungkihan fung
sebagai induktor terhad
r%a pembentukargera asi.
Inya ekspresi

li 65 kDa ini
€] an adanya m polimerase 11
ein kinase y an yang berarti

erdan angsangan Mrus menginduksi
Mkstemal sehingga

o2 anomali tersebut
ickspre jnenerus yang berakibat
R -‘A‘-Lmlj'-lﬂ#‘ ang-ulang. Fenomena ini
Sasl densitometri (data tidak
{itanipikan) untijukkan bahwa protein 65 kDa
: \'. genitas yang tinggi begitu juga
e sehingga protein tersebut dapat
enginduksi respons antibodi secara simultan.'?
Protein 65 kDa merupakan protein yang sangat
penting dalam etiopatogenesis timbulnya R4S, maka
protein 65 kDa selalu ditemukan pada semua kasus
RAS (mayor, minor, remisi). Dari penelitian ini
dapat disimpulkan bahwa anomali protein
predominan speifik RAS yang diekspresikan pada
penderita adalah protein dengan berat molekul
(BM) 87, 65, 25, 20 kDa dan protein mukosa




spesifik RAS yang paling utama (predominan)
adalah protein dengan BM 65 kDa.
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