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Abstract

Th€ Molecular Analysis on the Expression of Oral Mucosa Protein Anomaly in R€curr€nt Aphthous
Stomatitis (RAS)

The purpose ofthis study was to disclose one of the etiopathogenesis ofrecunent aphthous stomatitis
(RAS) at nol€cular level by analyzing the exFession of protein anomaly in oral mucosa. This was a cross-
sectional explorative and analfic observational study. Samples, who met inclusion and exclusion criteria,
wer€ taken fiom total population. Samples of protein swab w€re obtained from oml mucosa, serum were
taken from 15 patients with major RAS, 20 patients with minor RAS and 15 wer€ control. The
characterization of protein anomaly expressed on the surface of oral mucosa epithelium was carried out using
SDS-PACE 12% and Westembiot methods. The result of oral mucosa protein anomaly expressjon analysis in
patients with major RAS using SDS-PAGE 12% revealed five prot€in bands with molecular weights of 87,
65, 30,25, and 20 kDa. In minor RAS cases with protein anomaly expression there were four prot€ins wirh
mol€cular weights of8?, 65,25, and 20 kDa" and th€ protein in remission RAS had four proteins bands with
molecular weight of87, 65, 25 and 20 kDa. The band disappeamnces by using Westemblot test, of30 kDa of
major cases, 87 and 20 kDa ofminor cases and 20 and 25 kDaofr€mission cases, indicaled that those patients
were not reacted with polyclonal antibodjes of rabbit serumi th€refore they had no role in the induction of
RAS- ln conclusion, the antigenic protein exFessed in oral mucosa ofmajor, ninor, and remission RAS was
predominantly 65 kDa molec\ulat weighr. Indonesian Jaurnal of Dentist'y 2006; Edisi Khusus KPPIKC XIV:
215-220
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Pendahuluan

Pe.tyakit Recwrcnt Apthous Stonatitis (RAS)
merupakan penyakit pada jaringan lunak rongga
mulut berupa ulser yang timbulnya secara
kambuhan. Peyakit ini tidak ganas tetapi
keberadaamya di rongga mulut merupakan masalah
ters€ndiri bagi penderita dan sangat mengganggu
karena keluhan rasa sakit yang hebat s€hingga
mengakibatkan kesulitan dalam berbicara, makan,
seda menimbulkan bau mulut yang tidak enak. dan

penyakit ini dapat mempengaruhi estetik bila te4adi
pada daerah bibir. Penyakit iri secara epidemiologi
l idak mengenal barasan. umur. jent keldmin.
genetik, dan balkan ditemokan di seluruh dunia. ir

Prevalensi R4,9 cukup tinggi, terbuki dari hasil
pen€litian di berbagai dmia nenunjuklcn angka
bervariasi antara 17% - 66old dari populasi t€|tentu.'
Hasil penelitian di Thailand menyebutkan bahwa
preval€nsi RAS cukup tinggi yaitu 46,1Vr.4 Dari
tahun l99l - 1995 di klinik llmu Penyakit Mulut
FKG"Unair dijumpai 2663 penderiia R{.s dari 448?



penderita yaDg datang Dari rahun l9c6 _ )O0O
diiurnoai 1808 pend€rita R45"" Disribusi usia pada
r.ruu rcfotpol umur mulai anak ffak sampal
dewasa. Tampaklya predileksi terbanyak terjadi
oada wanila. Pemah dilaporlan bah$a 56% dari
oender;ta adatah wanila dan usia vang banval
ierlihatnya ulser adalah antara 19 30 tahun. '

S€cara klinis ulser timbul pada p€rmukaan
mukosa tongga mulut yang non kerattnEed'
misalnya, mukosa bukal, mukosa labial, permukaan
venaal lidah. dasar mulut dan palatum molle, juga
Dada Dermukaan dorsum lidah, sedangkan pada
perlekatan gusi atau palatum durum jamng sekali
timbul uls€r tersebut Hasil p€nelitian Emawati
menuriukkan bahwa kasus R{,S lokasi terbesar
Gekfta; 80%) adalah pada mukosa labial dan
mukosa bukal, sedangkan pada daerah mukosa
palatum durum. giogiva. alau pun da€rah yang
menealami keratinisasi iarang dit€mukan' Lesi
dapai be entul bulat atau oval dengan diameter
samDai sepuluh milimeter, satu ulser atau banyak,
tera;a nyeri, dan dapat sembui sendiri setelah dua
sampai empat minggu, dengan atau tanpa
pembennrkan jaringan parut, tergantung kePada
macam vaiasi ulser tersebut.'

Etiopatologi R4S sampai saat ini belum
diketahui dengan jelas karena banyak faL1or lokal
dan sislemik )ang berPanisipasi dalam patogenesis
RlS.7'3 Beberapa hasil penelitian mengindikasikan
adanya inunological disorder yang terletak di antara
komponen regulator dan efellor sistem imun.

Ril,S merupakan suatu kondisi kerusakan pada
epitelium yang kemungkinan diakibatkan oleh f:tKor
ekstemal (seperti traum4 infeksi bakteri' infeksi
virus) dan faklor intemal (seperti gen€tik, homonal,
gangguan sistem imun, defisiensi hematinih
penyakit gastrointestinal, alergi makanan, dan
Dsikis). Faktor-faktor yang berkaitan dengan 1R4,9
dapat bertindak sebagai agen yang akan membentuk
ikatan komplek dengan epitel mukosa mulut '

Adanya anomali protein mukosa yang dapat
memodulasi reaksi yang berlebihan secam lokai
kemungkinan dapat berperan sebagai salah satu
faktor Demicu awal tinnbukrya Reatrrent Aphthoxs
Stonatitis. tlal ini sesuai dengan penelitian Stsrt&
bahwa pada &43 ditemukan antibodi secara sistemik
terutama lgc, dan IgA pada saat fase akut.ro
M€Nrut McNally, sistem imun yang tersensitisasi
oleh proteh yang terdapat pada daerah spesifik di
rongga mulut. kemungkinan al€n me[gakibatkan
disregulasi respons imun yang akhimya dapat
menimbulkan ulser pada mukosa mulut "

Sampai saat ini telah banyak penelitian yang
mengarah pada temuan mekanisme patogenesis R 45

tetapi sanpai sekarang masih belum ada hipolesis
jelas yang berkaitan d€ngan mekanisme secara
moleknler ekspresi anomali prot€in. Oleh kar€na itu
penelitian ini bertujuan untuk menganalisis secara
molekuler ekspresi anomali Protein mukosa mulut
yang berperar pada timbulnya RIS

Bahan atan Cara Kerja

Bahan penelitia.n adalah protein mukosa multrt
dan serun yang dikumpulkan dad pasien R{S dan
non R4S di ba1ian Otul Medicine Fakitas
Kedokteran Gigi Universitas Airlangga.

Bahan kimia yang digunakan dalam penelitian
ini adalah tris-HCL, glycin. sodiun dodecyl sulphat,
acrylanid, bisacrylomid, amnonin persulphat,
TEMED, HrO, metanol, glutaraldehid, alkohol,
gliserin, PBS, e-buffer perak nitrat (AgNO3), narrq
Red,konFgat lgc anti rubbit,konjngat anti h nan,
membnn nitoselulose, IIrOr, OPD, acetic acide,
NaOH, fonnaldehid, butanol, zitoen znare, se],ofan,
nicrcplate tipe 200 pl, 1000 pl, dan nouse
MonoABJD Kit (HRP).

Koleksi Sampel Protein Mukosa Mulut
Samp€l diperol€h dari penderita &{S vang

sesuai dengan kiteria sampel. Sampel diambil
dengan cara melakukan kerokan G}'d,) pada
mukosa mulut. Hasil srr6 dimasukkan ke dalam
tabung Eppendod400 tll yang sudah berisi medium
MEM tanpa serun. kemudian disimpan pzd^ Jier"r
-20 'C. Setelah sampel terkumpul selanjutnya
dilakukan sentritugasi dengan kecepatan 40 000 rym
selama 5 jam dengan tempertur l0 "C. Setelah ;tu
supematan dibuang dan peletnya disuspensikan
dengan PBS, selanjutnya dilakukan dialisis agar
didapatkan protein murni Dialisis prciein atau
sampel dilakukan dengan cara memasukkan sampel
ke dalam selofan kemudian dimasukkan ke dalam
PBS dengan pH 8,2 dan diputar dengan sraler yang
didalamnya terdapat ,xdgretic d/, kemudian diputar
dengan kecepatan lambat selama 24 jarl:. dalr.
ditempatkan pada temperatur 4"C. Setelah iiu
sampel dipindahlGn ke dalam tabung Eppendorf dan
disimpan

Sampel penelitian adalah 35 penderita,R4S dan
15 pend€rita non R.{.S yang datang ke bagian OIal
Medicine Fakrultas Kedokteran Gigi Universitas
Airlangga Surabaya. Unit analisis adalah protein
mukosa hasil swab pada mukosa mulut yang telah
dilakukan purifikasi d€ngan sephadex G I25
komatografi dan serum penderita RrS

l
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Kriteria penderita yang diambil sebagai sarnpel
-ai penderita R4S. a) Umur 10-60 rahun, b)
--ai mengalami ulserasi 3 kali arau lebih
--.-.:alun. c) mukosa mulut tanpa kelainan atau
!::"dangan kecuali lesi RAS, dan d) diarneter uls€r

: nm. Kriteria penderita non ,R1S adalah a) umur
{0 ralrun. b) mukosa muiur sehat, dan c) ianpa

:::r,) a radang atau lesi lain pada mukosa mulut.

lrd;um Dedocyl Sulphat-Polyscrylamid Gel
Elertrophor€sis (SDS-PACE)

Protein hasil pernumian dengan sistem
-:'hadex G 125 kemudian dicampur larutan taemli
rr;fer dengan perbandingan l:3 dan selanjutnya
::masukkan ke wa@bath pada temperatur l00oc
!:lama 5 menit. Suspensi samp€l tersebut kemndian
jinasutkan ke dalam gei poliakrilamid konsentrasi
: %. Elektroforesis dijalankan pada voltase 150

::ngan 40 rnA. Aldrimya basil SDS-PACE dari
nrorein sampel divisualisasikan dengan pengecatan
:iira nitrat (AgNOj). Selanjutnya dilakukan
:denliflkasi .^molekul protein berdasarkan bent
nolekulnya.''''

Stnilling Weste blot
Protein RIS dengan analisjs SDS-PAGE 12 t;

masjh belum leidentifikasi dengan spesifik. Oleh
kar:na itu perlu dilakukan nji spesifisiras dengan
caja westenblot. Sampel yang svdah dl-running
dengan elekaroforcsis tanpa dilakukan pewamaan,
iiemudian ditransfer ke m€mbran nitroseruiose
menggunakan 

-10 
mA dan volt 150. Proses lnr

berlangsung 1,5 jam. Setelal djtansfer ke membran
niroselulose, dipotong sebesar 3 mm. kemudran
masukkan potongan-potongan tersebut ke dalam
patlr (tlot ) dan di-blocking dengan BSA 1% selama
1 jam lalu dicuci derean PBS Tween 0,05 %.
serelah itu direaksikan dengan s€rum penderita rR,lS
selarna l8 jam. Dicuci kembali dan direaksikan
dengan konjugat ftagmen imunoglobulin G anti
human. Penentuan spesifisitas protein di
visualisasikan dengan pewamaan lBrled, dengan
demikian akan didapaxkan proaein spesifik R4S
dengan berar molehrl  renentu. selanjumla di lakukan
purifikasi protein spesjfik.r/ r'

IIasil

Analisis Berot Mol€kul Anomati Protein
Hasil fiaksinasi protein melalui sepadhex

homalogafi yang telah dikoleksi, seta4jutnya
semua ftaksinasi protein dicampur dan berat

molekul protein dianalisis dengan menggunakan
SDS'PACI- 1200. Serelah di lal ,xran visuat isasi
dengan menggmakan AgNOr ditemukan bebe.alra
pita Fotein sepeti pada cambar 1 di bawah ini.
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l. Analisis b€rat nolelal prcteir dedgM SDS-PACE
12% d&i protcin h.sil krcmatognli ymg dicmpur
LajN M: N*er Lajur !a:- Cmputu fmtsi
penumrd proiein nayor laju 3-4: CamDUrm n I5i
penurnie protei. ni.or, taju 5r Cdp!tu fa&si
pmunb prolein retuisi. visulisNi prolein
dilalukd pongec.ta. dengd silvt iitrat (A4NO).
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Gmbar2. Ilasil dalisis SDS-PAGE I2 % pada petrdenk
non R 1s pada laju no 2 Laj n M: na*e. Lajnl
1r mino! laju.3r mayor lajur 4: remisi

Setelab dilaku&an pengecaran dengu st/vel
,rt at (AgNOt rnerunjukkan adanya bebpf4pa pira
pada sem a lajur. Pada lajur I dan 2 qarspFl
campuran ilaksi protein 87 kDa, 65 kDa,25 kDa oan
20 kDa. Hasil analisis SDS-PACE di alas
menunjukkan bahwa anomali protein yang di
ekspresikan s€cara signifrkan ridak berbeda di antara
kasus R4,t ,alaupun pada kasus mayor ditemukan

r.;'" tdffi

*
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Fotein yang diekspresikao secam kualitatif tidak
menunjukkan pe$edaan yang signifi l(an.

Protein ini selanjutnya diamlisis dengan
inunoblotting yar..ghasilnya seperti pada Gambar 3
di bawah ini

M

Gdbd3 Analisis prot€j. spesi,Fk .]€ngat WestetublaL Lajw Ml
Mftet, lajvt r: .Mpttb prclein ddi 'R.4,t nayor
yog diekstr'.tsi ddgar pnenol. lajur 2 : cmpu@
proteir mayor. lajur :14: Campuran prolein dri R4t
minor, lajw t: proleio tnisi. lajr 6: s@Pd kondol
neeatii seltujltnya dir€atsika does s@n yug
ftmgddung dribodi eti eomali polein dengrn tilor
I l0 000 (da1a lonekat tiddt dilampilkd), k€Dudim
diraksik@ den$n dlibodi kedua Goniogai) Fab
\mg drlabel Jengd 'oslalz'e alkali. d@ t$ime
divisualisAikd ddean poRm@ Fasl-ned

Protein yang ditransfer ke membran nitro-
seiulose dan kemudian dilakukan analisjs protein
dengan Westenblot menunjul*an. bahwa tidak
semua protein dapat bereaksi dengan aftibodi
poliklanal anti whole prclein dalam serum kelinci.
Hasijnya dapat dilihat pada Gambar 3. pita yang
dapat bereaksi dengan antibodi poliklonal adalah
protein yang berasal dari kasus R4S mayor
ditemukan empat macam pita protein dengan berat
noleklrl 20 kDa, 25 kDa, 65 kDa dan 87 kDa,
sedangkan pada potein yang berasal dari kasus RIS
minor hanya ditemukan dua macarn pita plotein
yaitu proteiD dengan berat molekul 65 kDa dan 25
kDa walaupun saqat tjpis, retapi protein yang
berasal dari kasus R,l,S rcmisi ditemukan dua macam
protein yang mempunyai berat molekul beda dengan
kasls R{S minor yaitu ditemukan protein dengan
berat molekul 65 kDa dan 87 kDa. Hasil ini
nenunjulilGn bahwa protein yang nampak s€telah
dilakukan analisis We.sternblot memptrJryai afti
penting dalam respons jmun- Oleh kal€na itu
selanjutnya dilakukan analisis straifring bloting yang
dir€aksikan dengan antibodi pasien yang berbeda.

<- 6s kDa

cmbtu 4. Amlisis .taa,r,a ry?stenrlo, potein nukosa mulut
sp6fi,R.4S. Seld.jut ya direalsiL?n deng4 utibodi
polikloml dai nraing-msing pdien d€nge
ienegunard tonjleat lab IBC dli hme
menunju*l@ .danya beds spsijlt 65 kDa d€nse
r.akivits ymg tinggi.

Hasil pada Gambar 4 merrunjukllan hasil yang '
signifikan bahwa potein anomali dengan berat
molekul 65 kDa dapar menginduksi respons imun
dan mempunyai sifat yang dominan. Pada lajur satu
l€rlihat bahwa pita protein bereaki positif dengan
antibodi poliklonal dali senrm pasien R4,S mayor-
Sedaig pada lajur dua tidak bereaksi positif dengan
antibodi poliklonai dari pasien non RlS. Pada lajur
lima dan enam menunjukkan reaksi positif dengan
anlibodi poliklonal dari seruor pasien yang rernisi.
Sedang Iajur tiga dan empat menunjukkan adanya
reaktiviias anfibodi dad semua pasien rt4.l minor.

Pembahasan

Berdasarkan hasil penelitian ditemulGn
beberapa nacam protein spesifik RAS dengan berat
molekul yang berbeda. Timbuinya anomali potein
pada iRaS kemunglinan disebabkan dua mekanisme
yaitu nelalui jalur etrzim polimerase II dan melalui
jalur protein kinase- Mekanisme ini berkaitan
dengan gambaran klinis dari R{S seperti pada R,lS
mayor, minor dar remisi. Jalul enzim polimerase II
ini diawali dengan aktifnya enzim polimerase Il
yang akar menyebabkan peningkatan asam glutamin
dan asparagin, sedang aktiftya protein kinase akan
meningkatkan pembentukan protein pada fase
nanslasi yarg berpengaxuh torhadap ikatan gugus
NH, dan COOH siklus multiplikasi sel, yang dapal
mengakibatkan perubalan struktur primer ploxein
pada mukosa mulut menjadi anomali protein. '" ''

Hasil analisis ekspresi protejn nxtosa mulut
pada p€nderita R4,S rnayor deqan menggunakan
SDS-PAGE 12 %, ditemukan Lima pita protein
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&E n b€rat nolekul 87 kDa, 65 m4 30 kDa, 25
ll)€, dan 20 kDa. Selanjutnya prot€in tersebut
alaalisis dengan Wextemblot menBgl':,akar serum
poL}]onal dari kelinci yang sudah diimuniesi
Jl'ean ehole anomali protein anti R{,S. Temyata
@unjul*an sifat yang berbed4 terutama silat yang
mpak adalah reaktivitas protein teNebut terhadap
dibodi poliklonal. Bahkan beberapa protein yang
diEnukatr pada SDS-PACE I2% tidak mempunlai
Gzktivitas terhadap antibodi poliklonal anti protein
aomali setelah dianalisis denga':, Westernblot (data
leagkap tidak ditampilkan)

Pita Fotein dengan BM 30 kDa tidak bereaki
de gan antibodi poliklonal karena pertama,
kenungkinan di dalam serum kadar aDtibodi sangat
.edah, dan kedua adalah protein tersebut tidak
mempunyai sifat antigenik sehingga tidak dapat
neDginduksi antibodi. Hasil keempat protein setelah
dilakukan analisis Westernblot me )nj\*kan !ltrotein
65 kDa mempunyai sifat predominan dibandingkan
dedgan protein lainnya yang bemrti bahwa protein
reFebul mempunyai anligenitas yang baik sehingga
dapat mengindulsiantibodi dengan tiler yang Linggi.
Hal ini berkaitan dengan protein yang diekspresikan
pada permukaan sel epitel mukosa mulut, jika
protein tersebut di ekspresikan t€rus men€rus dalam
jumlah yang banyak maka stimulasi terhadap
respons antibodi juga semakin meningkat, karena
m€mori klon sel imun terus bertambah.

Pada kasus Rl,S minor ekspresi protein dengan
analisis SDS-PAGE dilemukan empat macam
protein dengm berat molekul 87 kDa, 65 kDa, 25
kDa, dan 20 kDa. Protein tersebut sama dengan
prot€in }?ng dilemukan pada kasus mayor,
sedangkan protein yang m€mpunyai BM 30 kDa
ridak ditemukan pada kasus R4.S minor. Protein ini
kemungkinan mempunyai peranan yang penting
pada berbagai kasus R4$ dan kemungkinan dapat
digunakan sebagai pembeda diantara tipe R {s'

SifaL reahivilas protein pada rR45 minor
setelah direaksikan dengan antibodi poliklonal anti
proteir anomali dengan .an Westernblot
m€nunjukkan, bahwa protein 65 kDa dan 25 kDa
mempunyai reaktivitas yang tinggi, walaupun 65
kDa lebih predominan dibandingkan 25 kDa. Pada
protein dengan BM 87 kDa, dan 20 kDa tidak
ditemukan adanya reaktivitas terhadap antibodi,
yang berani proLein rersebul tidak mempunyai
peranan penting dalam menginduksi R/S melalui
jalu imun kompleks Ag-Ab komplemen.

Protein yang predominan pada kasus R{S
minor melalui analisis Westenblot menunjukkan,
bahwa reaktivitas protein 25 kDa dan 65 kDa
terhadap antibodi poliklonal anti anomali protein

sangat jelas dan tingsi. Secara umum protein dengan
BM 6s kDa tidak menunjuktan perbedaan d€ngan
kasus RIS mayor. Tetapi sebagai pembeda kasus rni
adalah protein dengan BM 30 kDa. Ditemukannya
prokin ini adalah merupakan penegasan dari
fenomena yang timbul selama ini, bahwa R-{,s mayor
merupakan lanjutan R,]l,S minor. Tetapi dengan
dilemukannya protein ini, R 4,S tipe mayor dan minor
secara etiopatogenesis tidak ada hubunganya.
Fenomena ini sesuai dengan dala empiris di Bagian
Orul Medicine FKG Unak.'

Hasil analisis prolein pada R4S fase remisi
dengan SDS-PACE 12% ditemukan empat pita
prorein dengan BM 87 kDa, 65 kDa,25 kDa, dan 20
kDa (Gambar 1). Jenis protein yang di ekspresikan
pada RIS fase remisi tidak berbeda jauh dengan
protein yang diekspresikan pada R4S minor tetapi
berbeda dengan R {,s mayor yaitu ditemukan protein
d€ngan BM 30 kDa. i.4S minor dan rernisi tidak
ditemukan protein dengan BM 30 kDa, hal ini
kemungkinan be*aitan dengan frekuensi stimulator
pada proses translasi sel epit€l dimana tidak terjadi
induksi pada gen CDC 8 dan CDC 21.'" Pada fase
remisi protein 87 kDa di ekspresikan lebih stabil,
sehingga dapat menginduksi antibodi dengan titer
t'nggi, terbuldi pada analisis We^tterublot yary
mempunyai reaktifiatas terhadap antibodi poliklonal
anti anomali protein ditemukan pada protein dengan
BM 87 kDa dan 65 kDa. Oleh kar€na itu
kemungkinan fungsi dari Fotein 87 kDa adalah
sebagai induldor terhadap proses penyembuhan R4.S
melalui p€mb€ntukan keratinisasi.''

Stabilnya ekspresi protein anomali 65 kDa ini
menunjukkan adanya allivitas enzim polimerase ll
atau protein kinase yang simultan yang bemrti
terdapat rangsangan terus menerus menginduksi
faktor intemal ataupun ekslemal sehingga
m€ngakibatkan prot€in anomali t€rsebut
di€kspresikan secam terus menerus yang berakibat
R4S dapat terjadi berulang-ulang. Fenomera inl
ierbuki pada analisis densiiometri (data tidak
ditampilkan) medunujukkan bahwa protein 65 kDa
mempunyai homogenitas yang tinggi begilu juga
d€nsitasnya" sehingga protein t€rsebut dapat
menginduksi respons antibodi secara simultan.''
Protein 65 kDa merupakan protein yang sangat
penting dalam etiopatogenesis timbulnya R{3 naka
protein 65 kDa s€lalu ditemukan pada semua kasus
Rl,S (mayor, minor, remisi). Dari peneljtian ini
dapat disimpulkan bahwa anomali protein
predominan speifik R,,l,t yang diekspresikan pada
penderita adalah protein dengan berat nolekul
(BM) 87, 65, 25,20 kDa dan protein mukosa
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spesifik R4S yang paling utama (predominan)
adalah protein dengan BM 65 kDa.
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