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Abstrak 

Sarkoidosis adalah penyakit granulomatosis sistemik yang belum 

diketahui penyebabnya. Untuk lebih memperjelas patogenesis penyakit 

ini, dicari gen-gen baik yang telah dikenal maupun yamg belum dikenal 

tetapi terekspresi secara spesifik pacta penyakit sarkoidosis. Sel-sel 

yang didapat melalui kurasan bronkoalveolar (BAL) 18 penderita 

sarkoidosis dan 8 penderita penyakit parli selain sarkoidosis dianalisis 

menggunakan cara differential display. Diekstraksi mRNA dari sel BAL 

dan di reverse transcript (RT) dengan 12 macam anchored primer yang 

secara teoritis akan mencakup seluruh mRNA, kemudian diikuti dengan 

polymerase chain reaction (PCR) menggunakan anchored primer dan 

arbitrary primer dengan besar 10 mer. Produk PCR kemudian 

ditampakkan pacta agar poliakrilamida. Beberapa fragmen yang 

menunjukkan perubahan intensitas yang karakteristik pacta sarkoidosis 

atau penyakit paru lain diekstraksi, dilakukan sequencing dan 

dibandingkan dengan data dasar DNA pacta perangkat lunak Genbank 

atau European Molecular Biology Library (EMBL). 

Terdeteksi satu fragmen yang intensitasnya menunjukkan 

peningkatan serta satu fragmen dengan penurunan intensitas secara 

spesifik pacta penderita sarkoidosis. Kedua fragmen ini adalah bagian 

dari gen yang belum dikenal. Ditemukan pula sequences eDNA dari 
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CD44 dan tumor necrosis factor (TNF-ct) sebagai fragmen yang hampir 

sering ditemukan pacta sarkoidosis. 

Fragmen yang intensitasnya secara spesifik meningkat dan 

menurun pacta sarkoidosis ini mungkin dapat memberikan informasi 

penting pacta patogenesis sarkoidosis. Cara ini juga dapat 

dipertimbangkan sebagai alat diagnosis yang cukup berguna bila dilihat 

dari bentuk khas penampakan yang diperoleh. 

ABSTRACT 

Sarcoidosis is a systemic granulomatous disease of unknown 

origin. To clarify its pathogenesis, we searched for known or unknown 

genes which are specifically expressed in sarcoidosis. Bronchoalveolar 

lavage (BAL) cells from 18 patients with sarcoidosis and 8 patients with 

various lung diseases were analyzed by differential display method. 

mRNA was extracted from BAL cells and reverse transcribed with 12 

kinds of anchored primer, which theoretically cover all mRNAs, followed 

by polimerase chain reaction (PCR) with the anchored pri1ner and a 1 O­

rner arbitrary primer. PCR products were displayed on a polyacrylamide 

gel and fragments showing characteristic alterations in intensity 

between sarcoidosis and other patients were extracted, sequenced, and 

compared against Genbank and EMBL DNA data bases. One fragment 

was detected with specifically increased intensity and another 
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disappeared in patients with sarcoidosis. These fragments were likely 

derived from unknown genes. CD44 and tumor necrosis factor (TNF- a) 

eDNA sequences were also detected as fragments commonly expressed 

in sarcoidosis. The cloned fragments with specifically increased or 

decreased intensity in sarcoidosis may provide important information 

on the pathogenesis of sarcoidosis, and the display pattern implies the 

potential usefulness of this method as a tool for diagnosis of the disease. 
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SARKOIDOSIS 

Definisi 

BAB I 

PENDAHULUAN 

Sarkoidosis adalah penyakit multisistem ditandai oleh tuberkel 

sel epitelioid tanpa perkijuan pacta seluruh organ yang terlibat. Organ 

yang paling sering terlibat adalah organ intratoraks berupa pembesaran 

kelenjar getah bening hilus dan infiltrasi parenkim paru. 1 Organ lain 

yang juga sering terlibat adalah mata serta kulit. Penyakit ini dapat 

menyerang laki-laki maupun perempuan pacta semua golongan umur. 

Prevalensi sarkoidosis bervariasi antara kurang dari 1 sampai 64 kasus 

per 100.000 populasi tergantung dari negara, wilayah serta ras. 2,3 

Patogenesis dan etiologi 

Paru adalah organ yang hampir selalu terlibat pacta kelainan ini 

dan menjadi penyebab kesakitan dan kematian penyakit ini, walaupun 

organ lain dapat pula terlibat. 3,4 Proses patologik yang mendasari 

adalah akun1ulasi makrofag dan pembentukan jaringan granuloma 

akibat hiperfungsi sellimfosit T di tempat timbulnya lesi sarkoid. Belum 

ditemukan penyebab awal aktivasi limfosit T, diduga akiba t stimulasi 

reseptor antigen pacta limfosit T oleh suatu antigen atau au toantigen 
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yang berikatan ctengan histocompatibility leukocyte antigen (HLA) kelas 

II pacta fagosit mononuklear (lihat gambar 1). Sel limfosit T teraktivasi 

memproctuksi interleukin-2 yang juga akan merangsang proliferasi 

limfosit T. Pacta gambar 1 ctapat ctilihat skema patogenesis sarkoictosis. 

HLA T -helper/inducer 
class II lymphocyte ~ 

Antigen 
receptor 

0 0 0 0 
0 

Other 
lymphokines 0 

... 

0 

0 0 
0 

""\ 
0 0 0 0 

0 IFN-y 

Capillary 
0 O 0 0 

~ :0: 0 
Blood ~~ 

monocyte 0 d-J 
/) 

0 

Gambar 1. Patogenesis sarkoidosis. 

~ ~ • IL-2 
A • .A • ~ .. 

Stimulus/antigen mengaktivasi makrofag alveolar mengeluarkan IL-l, 
dan limfosit T mengeluarkan IL-2 sehingga terbentuk akumulasi 
limfosit T yang telah teraktivasi di paru. Umfosit T ini akan membentuk 
granuloma dengan mengeluarkan beberapa sitokin seperti monocyte 
chemotactic facwr dan interferon -y yang akan menarik sel monosit 
darah ke dalam jaringan dan akan berubah menjadi makrofag dan sel 
epitelioid. Makrofag, sel epitelioid dan limfosit T bersama -sama 
membentuk granuloma. 

Dikutip dari (1) 
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Di samping itu limfosit T mengeluarkan beberapa limfokin seperti 

monocyte chemotactic factor dan interferon-y yang akan menyebabkan 

akumulasi sel monosit darah di daerah lesi serta merangsang 

diferensiasi monosit menjadi makrofag dan sel epitelioid. Sel limfosit 

teraktivasi juga mengeluarkan interleukin-4 atau interleukin-6 yang 

akan merangsang dan n1engaktivasi sel limfosit B memproduksi gama 

globulin serum.l 

Sej ak sarkoidosis pertama kali diperkenalkan oleh ] on a than 

Hutchinson pacta tahun 1869 sampai kini upaya mencari penyebab 

penyakit ini terus dilakukan. Mikobakterium, Mycobacterium atypical, 

pine pollen dan beberapa virus sempat dicurigai sebagai penyebab dan 

menjadi pusat perhatian para peneliti, namun tak satupun memberi 

hasil yang reprodusibel, sehingga diduga sarkoidosis adalah penyakit 

yang bukan disebabkan oleh satu agen penyebab, tetapi disebabkan 

oleh lebih dari satu materi patogenik yang mengaktivasi limfosit T. l ,3 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

Gam bar an klinik sarkoidosis 

Sarkoidosis intratoraks 

Kelainan intratoraks terdiri dari limfadenopati hilus, pembesaran 

kelenjar getah bening paratrakeal dan infiltrat di parenkirn paru. Gejala 

yang ditimbulkan biasanya ringan. Kelainan pacta foto toraks lebih 

banyak terdeteksi secara tidak sengaja pacta pemeriksaan rutin. lni 

sering didapatkan pacta orang kulit putih dan orang Asia. Pacta orang 

kulit hitam penyakit umumnya timbul sesuai dengan gejala yang 

ditimbulkan seperti batuk dan sesak napas. Sesak timbul pacta penyakit 

yang kronik dan telah terjadi fibrosis . l,3 

Gambaran radiologis 

Berdasarkan gambaran radiologis derajat sarkoidosis dibagi atas: 

- Derajat 0 = foto toraks normal 

- Derajat 1 = limfadenopati hilus 

- Derajat 2 = limfadenopati hilus dan infiltrat paru 

-Derajat 3 = infiltrat paru dan atau fibrosis tanpa 

Hmfadenopati hilus 
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Sebagian besar penderita sarkoidosis menunjukkan limfadenopati hilus 

bilateral sekalipun pada awalnya unilateral. l 

Sarkoidosis ekstra toraks 

Sarkoidosis kulit 

Ada dua jenis yaitu akut dan kronik, bentuk yang akut biasanya 

berupa eritema nodosum. Didapatkan bilateral pada permukaan 

anterior ekstrernitas inferior. Pada yang kronik lesi lebih bervariasi, 

seperti plaque, n1aculopapular rashes, lupus pernio dan sarcoid scar. 5,6 

Sarkoidosis mata 

Uveitis disertai penglihatan kabur bilateral adalah kelainan pada 

mata yang sering dijumpai pada sarkoidosis. Selain itu dapat pula 

ditemukan konjungtivitis nonspesifik dan nodul konjungtiva. 7 

Sarkoidosis jan tung 

Kelainan jantung dijumpai pada sekitar 5 % penderita sarkoidosis. 

Kelainan yang paling sering didapatkan adalah gangguan hantaran atau 

aritmia yang dapat dihubungkan dengan kematian mendadak. 8 

Pemeriksaan La bora tori urn 
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Tidak ada kelainan yang khas pacta pemeriksaan darah. Pacta fase 

aktif cenderung terjadi limfositopenia. Laju endap darah sering 

meningkat. Lebih dari 30 % penderita sarkoidosis menunjukkan 

peningkatan kadar gama globulin, tetapi peningkatan ini bukan 

disebabkan oleh peningkatan salah satu subkelas imunoglobulin. 

Peningkatan ini tidak berhubungan dengan prognosis penyakit. Serum 

angiotensin converting enzyme (SACE) diproduksi oleh sel-sel makrofag 

yang teraktivasi serta granuloma sel epitelioid. Kadar SACE meningkat 

pacta 60 % sampai 70 % penderita sarkoidosis aktif. Tingginya kadar 

enzim ini dapat digunakan sebagai indikator aktivitas penyakit 

walaupun belum dapat menjadi indikator prognosis penyakit.l,6 

Kurasan bronkoalveolar ( Bronchoalveolar lavage = BAL ) 

Pacta penderita sarkoidosis paru yang aktif, cairan bronkoalveolar 

menunjukkan peningkatan jumlah sel limfosit T dan rasio CD4/ CD8. 

Walaupun tidak khas nilai ini juga dapat digunakan sebagai indikator 

aktifitas penyakit.l -4 

Uji fungsi paru 

Jarang ditemukan kelainan fungsi paru pacta sarkoidosis stadium 

1 dan 2. Pacta stadium 3 dimana proses fibrosis telah terjadi timbul 
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kelainan restriksi atau obstruksi.l 

Uji Kveim 

.Uji Kveim adalah suatu uji dengan memasukkan larutan jaringan 

limpa penderita sarkoidosis yang telah dimumikan secara intrakutan 

kepada seseorang yang dicurigai menderita sarkoidosis. Dikatakan uji 

positif bila setelah 3-5 minggu pacta kulit bekas tempat suntikan timbul 

papula yang berisi granuloma sel epitelioid. Uji Kveim saat ini sudah 

tidak rutin dikerjakan lagi dikarenakan sulitnya memperoleh reagen 

yang sangat murni.l,s 

Diagnosis 

Untuk mendapatkan diagnosis definitif sarkoidosis pemeriksaan 

biopsi harus dilakukan. Khususnya untuk derajat 0 dan derajat 3. 

Pembesaran kelenjar getah bening hilus bilateral pacta derajat 1 dan 2 

mudah di kenai secara radiologis. Akurasi diagnosis pacta stadium ini 

meningkat pacta penderita asimptomatik dan tidak ada riwayat terpajan 

oleh sesuatu yang menyebabkan penyakit pneumokoniosis. Pemeriksa­

an biopsi paru lewat bronkus sering dilakukan karena relatif noninvasif 

walaupun angka kepositifannya hanya 50 %. Biopsi menggunakan 

n1ediastinoskopi memiliki akurasi mendekati 100 %.1 
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Pengohatan 

Kortikosteroid adalah ohat yang efektif untuk penyakit 

sarkoidosis. Tetapi kortikosteroid tidak diherikan pacta penderita 

sarkoidosis tanpa gejala. Beherapa gejala I keadaan yang perlu 

diherikan steroid adalah hila secara radiologis tampak perburukan, 

hiperkalsernia dan hiperkalsiuria, didapatkan uveitis, ada gejala akihat 

infiltrasi ke n1eningeum dan aritmia jantung.l ,7 ,8 Diherikan dosis awal 

20-40 mg prednison setiap hari selama 4 sampai 8 minggu. Bila efektif 

dosis dapat diturunkan secara hertahap sampai 6 bulan dan 

dipertahankan 5 - 10 mg setiap hari. Pengobatan dihentikan hila gejala 

menghilang dan diulang hila kambuh kembali. Untuk mengurangi efek 

samping obat pemberian prednison dapat diherikan selang sehari. Bila 

kortikosteroid tidak efektif, penghentiannya juga dilakukan secara 

bertahap.l 

Prognosis 

Penderita muda asimptomatik dengan pembesaran kelenjar getah 

hening hilus bilateral dan umur dibawah 30 tahun mempunyai 

prognosis baik, karena gambaran radiologis dapat menghilang spontan 

dalam jangka waktu 2 tahun.l Prognosis lehih huruk hila didapatkan 
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sarkoidosis ekstratoraks, umur penderita lebih tua terutama wanita.l .6 

TEKNIK DIFFERENTIAL DISPLAY 

Setiap organisme memiliki sekitar 100.000 gen, tetapi hanya 

kurang lebih 15% atau sekitar 15.000 terekspresi dalam tiap sel. 

Perubal1an-perubahan yang terjadi pacta gen menentukan seluruh 

fenomena kehidupan termasuk kehidupan normal, diferensiasi, proses 

menua serta perubahan patologik. Uang dan Pardee mengembangkan 

teknik yang dapat mengidentifikasi seeara langsung perbedaan ekspresi 

gen di antara 15.000 mRNA yang ada pacta setiap individu. Pacta 

penelitiannya diidentifikasi beberapa gen yang hanya terekspresi pacta 

sel nom1al tetapi tidak pacta sel tumor. Teknik ini disebut sebagai 

teknik differential display (DD). 9 Pacta prinsipnya teknik ini terdiri dari 

beberapa tahap ( lihat gambar 2). Tahap pertama adalah mengubah 

mRNA menjadi eDNA menggunakan teknik reverse transcription (RT). 

Dengan menggunakan anchored prin1er seperti T11CA 

('TITTTfTTTTTCA= 11 basa timin , bas a sitosin dan basa adenin), maka 

akan diperoleh eDNA yang mengandung timin, guanin dan poly 

(polypeptide) A (TGAAAAAAAAAAA). Artinya primer TnCA akan 

terkait pacta ujung mRNA yang mengandung TG pacta lokasi poly A 

berada ( poly A adalah bagian akhir/ ujung mRNA pacta hampir seluruh 
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mRNA sel eukariotik). 

TAAAAAAAAA.AAA-An 

--------------- CA.AAAAAAAAAAA-An 

----------------- GA.AAAAAAAAAAA-An 

I
I.REVERSE TRANCRIPTION I 

5'-AC Ill TI Till I r-Tn-3' 

Reverse transcriptase 1 dN"TPs 

--------------------- TGAAAAAAAAAAA-An 
f-------- ACI I I I I I I I I I 1-Tn 

=In:-. -A-M=P--L=IF,..-lKA---s=r_:.P--C--R-----,1 ~~~~~TIAGACGC-3' ( AP) 

y-32P ATP 1 Taq DNA polymerase 

GGTIAGACGC --------~ 

-------------AClll I I I I I I I I -Tn 

1 
GGTTAGACGC ----------7 

_________________________ Ac~I~I~I~I~I~II~I~r~I~I-Tn 

lm. GEL DENATURI.t'fG POLYACRYL~E I 
SAMPEL RNA: X y IELEKTRODA NEGATIVE\ 

lELEKTRODA POSITIF I 

Gambar 2 . Skema prinsip dasar teknik differential display. 

Dikutip dari (10). 
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Tahap kedua adalah tahap amplifikasi eDNA menggunakan arbitrary 

primer. Arbitrary primer berbeda dengan primer yang bias a cligunakan 

pacta amplifikasi biasa dalam hal jumlah basanya. Pasangan primer 

dengan jumlah basa sekitar 20 - 30 buah, pacta amplifikasi biasa akan 

dihasilkan 1 buah pita yang spesifik, sedangkan dari pasangan anchored 

primer dengan arbitrary primer yang jumlah basanya 10 buah akan 

dihasilkan sekitar 50-100 buah pita dengan ukuran 100- 500 bp ( base 

pair) pacta agar DNA sequencing setelah clipajankan pacta film X- ray. 

Hal ini sesuai dengan tujuan penelitian yaitu mendapatkan gen 

sebanyak mungkin tetapi masih dapat dibedakan cliantara 

kemajemukannya bila dibandingkan dengan populasi sel yang memiliki 

karakteristik berbeda. Inilah yang dimaksud dengan differential 

display. Semakin banyak variasi anchored dan arbitrary primer yang 

digunakan, n1aka semakin banyak pita/ gen yang dapat diclisplay dan 

berarti semakin banyak kemungkinan pita/ gen spesifik diperoleh. 

Setelah diperoleh pita mRNA yang ekspresinya meningkat atau 

melemah secara bermakna, maka tahap berikutnya adalah 

mengidentifikasi susunan basal nukleotida mRNA tersebut dengan 

teknik yang disebut sequencing. Sequencing adalah teknik untuk 

membaca rangkaian urutan nukleotida suatu DNA dengan tepat. Analisis 

sekuen DNA dapat digunakan untuk mencari data homologi sekuen DNA 
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atau protein yang akan dipelajari fungsi, struktur gen serta produknya. 

Selain itu digunakan pula untuk mengidentifikasi daerah- daerah yang 

mengkode protein, mengidentifikasi mutasi pacta sekuen DNA yang 

menimbulkan penyakit dan untuk mendisain suatu primer untuk PCR. 

Saat ini teknik sekuensing Sanger atau dideoxy chain termination 

sequencing paling sering digunakan.ll Prinsip dasar metode ini adalah 

digunakannya 2', 3'- dideoksiribonukleosida- 5' trifosfat ( ddNTP ) 

sebagai inhibitor terhadap 2'- deoksiribonukleosida- 5' trifosfat ( dNTP 

) . Bila ctctNTP ctigunakan pacta reaksi sintesis DNA maka beberapa 

nukleotida tidak dapat membentuk ikatan fosfoctiester yang dibutuhkan 

untuk pembentukan rantai DNA berikutnya atau dengan kata lain 

reaksi terputus. Maka untuk melengkapi pembentukan rantai DNA 

hingga tetap utuh dibutuhkan sejumlah kecil ctdNTP yang spesifik serta 

keempat dNTP. Pacta gambar 3 ctapat dilihat skema cara kerja 

sekuensing dideoksi ( dikutip dari 11). 

Hasil sebuah sekuen actalah pita- pita nukleoticta pacta film X- ray 

yang tersusun berdasarkan posisinya secara konsisten berurutan ctari 

atas ke bawah sesuai dengan urutan sekuen. Saat ini metode 

sekuensing ctideoksi suctah ctapat dilakukan secara otomatis 

n1enggunakan alat. 
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.;. DNA polymerase 

~ 4 dNTPs 

-ddTTP 

b 
A T T G C A AGGCGA T T C I I 

... 
ddT A A G I I 

ddT C C G C T A A G I I Synthesized strands 
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Deduced sequence of 
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Gam bar 3. Skema cara kerja sekuensing dideoksi cara Sanger. 
Dikutip dari ( 11). 

Program komputer digunakan untuk menyimpan dan menganalisa data 
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sekuen DNA sebagai suatu bank ( Genbank, EMBL= European Molecular 

Biology Library). Program terse but membantu mencari suatu sekuen 

homologi dan mengidentifikasi fungsi suatu sekuen yang belum 

diketahui.ll 

APLIKASI DD 

Usaha mengisolasi mRNA yang gambarannya meningkat atau 

melemah berbeda bermakna diantara 2 populasi sel atau lebih . 

dibutuhkan teknik yang mudah, cepat, sensitif dan reprodusibel. DD 

adalah hasil pengembangan teknik yang telah terbukti mempunyai 

sifat-sifat tersebut. Dalam bidang onkologi misalnya, menggunakan 

teknik ini diperoleh satu fragmen mRNA yang ekspresinya sangat lemah 

pacta sel JB6 jenis neoplastik dibandingkan dengan jenis praneoplastik. 

JB6 adalah varian sel epidermis mencit. Hasil sekuen terungkap bahwa 

fragmen tersebut temyata identik dengan inhibitor metalloproteinase-3 

jaringan manusia, yaitu salah satu gen yang mempunyai peran pacta 

tumorigenesis dan invasi tumor.l2 Dalam bidang metabolik diteliti 

pengaruh pemberian glukosa konsentrasi fisiologik (5.5 mM) 

dibandingkan dengan konsentrasi patologik (20 mM) terhadap ekspresi 

gen pacta sel perisit retina sapi. Setelah glukosa diberikan selan1a 7 hari, 

menggunakan tehnik DD didapatkan hasil bahwa p rotein Caldesmon 
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pacta sel perisit yang diberikan konsentrasi patologik ekspresinya 

menurun dibandingkan dengan yang memperoleh konsentrasi fisiologik. 

Protein Caldesmon berfungsi menghambat kerja aktomiosin ATPase eli 

jaringan otot. Penurunan protein Caldesmon akan mengurangi 

efektifitas penghambatan kerja aktomiosin ATPase sehingga kontraksi 

vaskular meningkat dan aliran vaskular menurun. Proses ini terbukti 

terjadi pacta retina tikus percobaan hanya 1 minggu setelah mengalami 

hiperglikemia.B Teknik DD untuk membandingkan ekspresi mRNA 

dia.ntara 2 populasi sel terbukti muda.h, cepat, sensitif dan 

reprodusibel.l2,13 

Untuk lebih memperjelas patogenesis sarkoidosis perlu penelitian 

lebih lanjut sehingga didapatkan suatu gen yang mempunya.i peran 

penting pacta proses patogenesis penya.kit ini. Dalam upaya 

mendapatkan gen-gen yang ekspresinya menunju~an ga.mbaran 

penya.kit sa.rkoidosis, dilakukan · differential · display (DD) yang 

dikembangkan oleh Liang dan Pardee. 9 Da.ri fragmen -fragmen yang 

didapat ditentukan DNA sequence -nya kemudian diidentifikasi jenis 

gen-nya menurut datadasa.r DNA/ RNA seca.ra komputerisasi. 
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BAB III 

PENELITIAN SENDIRI 

Telah banyak dilakukan penelitian untuk mempelajari penyebab 

serta patogenesis yang mendasari sarkoidosis paru. Beberapa hasil 

penelitian menunjukkan bahwa terdapat peningkatan ekspresi sitokin 

seperti tun1or necrosis faktor-a (TNF-a),l4-22 interleukin 1~ (IL-

1~),17 , 18,20 interleukin-6 (IL-6) ,20-22 platelet-derived growth factor- B 

(PDGF-B) dan granulocyte-macrophage colony stimulating factor 

(GMCSF).22 Disamping sitokin, telah dilaporkan pula peningkatan 

ekspresi LeuCAM leucocyte adhesion molecules di leukosit darah 

perifer23 dan intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) di serum dan 

cairan kurasan bronkoalveolar (BAL) penderita sarkoidosis.2~ 

Walaupun sitokin-sitokin dan adhesion molecule tersebut terbukti 

terlibat pacta patogenesis sarkoidosis, namun penyebab sarkoidosis 

masih tetap belum diketahui. 

TU]UAN PENELITIAN 

Tujuan Umum : 

Untuk lebih memperjelas patogenesis sarkoidosis 

Tujuan Khusus : 

Mendeteksi gen- gen baik yang sudah dikenal maupun yang belum 
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dikenal yang ekspresinya meningkat atau melemah secara spesifik pacta 

sel- sel kurasan bronkoalveolar penderita sarkoidosis paru 

METODE PENELITIAN 

Sifat Penelitian 

Penelitian ini bersifat survei 

Subyek Penelitian 

Sampel yang diteliti adalah sel BAL penderita sarkoidosis paru 

pacta Rumah Sakit Perusahaan Kereta Api Hokkaido di Sapporo, Jepang 

dan sel BAL penderita penyakit paru selain sarkoidosis pacta Rumah 

Sakit Universitas Hiroshima yang memenuhi kriteria penelitian. 

Kri teria Penerimaan 

1. Penderita sarkoidosis,_pria dan wanita, usia 13- 80 tahun 

2. Diagnosis sarkoidosis ditegakkan berdasarkan klinik dan histopatolo­

gik 

3. Penderita sarkoidosis tidak mendapat terapi kortikosteroid pacta 

waktu pemeriksaan BAL dilakukan 

4. Kasus kelola adalah penderita penyakit paru selain sarkoidosis yang 

diketahui jumlah sellimfosit pacta cairan BAL meningkat 

5. Diagnosis klinik kasus kelola ditegakkan berdasarkan anamnesis, 
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pemeriksaan fisik, pemeriksaan darah, radiografi, dan BAL 

6. Pemeriksaan BAL pada semua penderita untuk tujuan diagnostik 

sesuai prosedur baku disertai informed consent 

Kriteria Penolakan 

Penderita sarkoidosis yang mendapat terapi kortikosteroid pada 

waktu pemeriksaan BAL 

jumlah Sampel 

Berhubung penderita sarkoidosis dan kasus kelola jumlahnya 

sedikit maka untuk menentukan jumlah sampel yang diperik.sa tidak 

digunakan run1us statistik. Sel BAL diperoleh dari 18 orang penderita 

sarkoidosis dan 8 penderita penyakit paru selain sarkoidosis seperti 

pneun1oni tis hipersensi tit ( HP), tu berkulosis milier, fibrosis paru 

idiopatik, pneumokoniosis, pneumonitis lupus dan bronchioli-tis 

obliterans organizing pneumonitis (BOOP). Semua penderita sarkoidosis 

didiagnosis secara histopatologik kecuali kasus nomer17 yang 

diagnosisnya ditegakkan hanya berdasarkan klinis yaitu · manifestasi 

pada mata. Sepuluh orang di antaranya perokok. 
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Ekstraksi dengan kit ekstraksi mRNA 

RT menggunakan anchored primer 

PCR menggunakan anchored dan 
arbitrary primer 

Elektroforesis pacta agar sekuen 6 % 

DISPLAY ---)4 Estimasi intensitas pita 
'-----~-----' dengan alat 

CCD imaging system 

Purifikasi pita spesifik dan ulangan PCR 

I Fragmen mRNA spesifik I 

l Sekuensing dan dibandingkan 
dengan Genbank/ EMBL 

I Pencarian homologi 

Gambar 4. Skema tahapan aplikasi DD rnRNA sel BAL. 

Tempat dan Waktu 

• Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Bagian Penyakit Dalam II 
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Fakultas Kedokteran Universitas Hiroshima, Jepang 

• Penelitian ini dikerjakan mulai 1 April 1994 sampai 31 Agustus 1995 

CARA KER]A 

Sel BAL yang diperoleh dihitung jumlah total, hitung jenis serta 

jenis limfosit (CD3, CD4 dan CD8). Prosedur pemeriksaan BAL, hitung 

jumlah sel total, hitung jenis dan jenis limfosit terlampir. Sisa sel 

kemudian dicuci dengar.L larutan Hank, disentrifugasi dan disimpan pacta 

suhu minus so· C sebelum digunakan. Garnbaran klinik serta profil BAL 

tiap subyek dapat dilihat pacta tabel induk. 

Ekstraksi RNA dan Reverse transcribe (RT) 

Poly(A)+RNA diekstraksi langsung dari 1-2 X 10<> sel BAL 

menggunakan larutan guanidium tiosianat dan oligo ( dT)-cellulose spun 

colUIIlll (Quick Prep mRJ."l"A Purification Kitl"i'-1 , Pharn1acia Biotech, USA). 

RNA direvers transkrip menjadi eDNA dalarn campuran larutan yang 

terdiri dari 20 pmol anchored dT prin1er (T 1sAA, T 1sAG, T 1 sCG, T 1 sGC, 

T1 sGT, T1sGA, T1sAC, T1sGG, T1sAT, T1sCf, T1sCC atau T1sCA, dibuat oleh 

Toyobo, Osaka, Jepang), 20 n1M n1asing-1nasing deoksinukleotida 

(Takara, Kyoto, ]epang), 50 mM Tris-HCl (pH 8.3), 75 mM KCl, 3 tnM 

MgCl2 , 10 mM DTT, 20 unit RNase inhibitor (RNasin'lt-1, Promega, 
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Madison, Ml), dan 200 unit Molony murine leukemia virus RNase H-

reverse transcriptase (Superscript'™, GIBCO/BRL, Gaithersburg, MD). 

Campuran larutan RT diinkubasi pacta suhu 42 oc selama 60 menit, 

·, 
kemudian pacta suhu 95 oc selama 5 menit untuk menginaktifkan kerja 

enzim reverse transkriptase. 

Amplifikasi PCR dan differential display 

Dilakukan cara differential display seperti telah dilakukan 

sebelumnya9.10 dengan beberapa modifikasi. Digunakan 19 set primer 

seperti tertera pacta tabel 1. Fragmen fosfogliserat kinase (PGK) 25 

sebesar 330 base pair (bp) merupakan amplifikasi dari set primer 1 

berfungsi sebagai internal control. Satu mikroliter eDNA dilakukan PCR 

dalam 20 ~-tl larutan campuran yang mengandung 8 pmol anchored 

primer yang telah dilabel dengan 74 Kbq y-32p ATP, 50 rnM KCl, 10 

mM Tris HCl (pH 8.8), 1.5 rnl\11 MgCl2, 2mM tiap deoksinukleotida, 50 

pmol arbitrary primer dan 1 unit Taq DNA polymerase (Wako, Osaka, 

Japan). PCR clilakukan menggunakan alat Program Temp Control System 

( PC-7001M, ASTEC, Fukuoka, Japan) sebanyak 40 siklus dengan kondisi 

sebagai berikut: denaturasi pacta suhu 95 oc selama 60 detik, annealing 

pacta suhu 40 oc kecuali primer set 4, 6, dan 8 (35 OC) selama 90 detik, 

dan extension pacta suhu 7 2 oc selama 60 detik. Tiap produk PCR 
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ditanam pacta agar poliakrilamida 6% kemudian dielektroforesis pacta 

500 Volt selama 16 jam, dikeringkan, kemudian dipajankan pacta film 

X-ray Fuji pacta suhu minus 80 oc selama 16 jam. Prosedur ini diulang 

dua kali untuk konfirmasi reproduksibilitas patron dari display. 

Tabel 1. Daftar primer yang digunakan untuk differential display 

Set Primer Anchored Primer Arbitrary Primer 

1 T1sCA 5'-GGAACCCITA-3' 
2 T1sCA 5'-GGTIAGACGC- 3' 
3 T1sAG 5'-TCAGGTGACC-3' 
4 T1sAG 5'-ACCAAGGGGT-3' 
5 T1sAA 5'-GAATGATGAG-3' 
6 T1sAA 5'-ACCGGGGTAT-3' 
7 . T1sCA 5'-GGTICCATGC-3' 
8 T1sAG 5'-GAATGATGAG-3' 
9 T1sAA 5'-GGAACCCITA-3' 
10 T1sAG 5'-GGAACCCITA-3' 
11 T1sCG 5'-GGAACCCITA-3' 
12 T1sa:: 5'-GGAACCCITA- 3' 
13 T1sGT 5'-GGAACCCITA-3' 
14 T1sGA 5'-GGAACCCIT A-3' 
15 T1sAC 5'-GGAACCCITA-3' 
16 T1sffi 5'-GGAACCCITA- 3' 
17 T1sAT 5'-GGAACCCITA- 3' 
18 T1sCT 5'-GGAACCCITA-3' 
19 T1sCL 5'-GGAACCCITA- 3' 
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Intensitas pita yang tampak pacta display diukur dengan alat charge­

coupled device (CCD) imaging system ( Depsitograph'IM AE-6900 MF, 

ATTO, Tokyo, Japan) dan diekpresikan sebagai persentase dari area 

puncak pita yang diinginkan dibagi dengan seluruh area pita yang 

terdeteksi untuk memperkirakan jumlah total mRNA. Fragmen-fragmen 

yang intensitasnya khas dan reprodusibel pacta penderita sarkoidosis 

kemudian diisolasi dari agar keringnya dan direndam dalam 100 I-ll air 

suling. 

Sequencing 

Satu rnikroliter larutan DNA dari fragmen yang telah diisolasi 

tersebut dilakukan PCR menggunakan set primer yang sama digunakan 

di DD dalam SO I-ll campuran larutan terdiri dari 20 mN1 dNTP, 4 pmol 

arbitrary primer, 20 pmol anchored primer, 1 unit Taq DNA Polimerase. 

PCR dilakukan dengan kondisi yang sama seperti di DD. Produk PCR ini 

kemudian disaring menggunakan Ultrafree-C3TK Millipore Column · t~t 

dengan sentrifugasi dan dilakukan sequencing n1enggunakan dsDNA 

cycle Sequencing System K.i(fM (GIBCO BRL) dengan n1asing-n1asing 

primer yang digunakan pacta PCR. Untuk konfirmasi reprodusibilitas, 

lebih dari 2 DNA sampel hasil ekstraksi dari tiap pita yang ukuran 

besarnya sama dilakukan sequencing secara terpisah. Novelitas 
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sequence ditentukan dengan komputer dan dibandingkan dengan 

Genbank dan data dasar European Molecular Biology Ubrary (EMBL). 

Kuantifikasi mRNA dari gen-gen spesifik 

Setelah gen-gen yang telah dikenal didapatkan sebagai pita-pita 

yang intensitasnya karakteristik di DD pacta penderita sarkoidosis, 

tingkat ekspresinya dikonfirmasi menggunakan RT-PCR kuantitatif 

dengan primer spesifik sesuai cDNAnya. Karena fragmen CD44 dan TNF­

a yang didapatkan temyata memberikan gambaran yang umum pacta 

sarkoidosis, primer spesifik untuk CD44 dan B-actin (sebagai internal 

control) didisain sesua;_ dengan publikasi terdahulu 2h,n dan primer 

spesifik untuk TNF-a dipesan dari Perkin Elmer Cetus (Norwalk, CT) 

untuk RT-PCR sebagai berikut: 

CD44 (162 bp) 

F: 5'-CCATACCACTCATGGATCTG-3' 

R: 5 '-GCAA TGCAAACTGCAAGAA TC-3' 

TNF-a (301 bp) 

F: 5'-CAGAGGGAAGAGTTCCCCAG-3' 

R: 5'-CCTTGGTCTGGTAGGAGACG-3' 
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~-aktin (218 bp) 

F: 5'-AAGAGAGGCATCCTCACCCT-3' 

R: 5'-TACATGGCTGGGGTGTTGAA-3' 

Satu mikroliter larutan eDNA yang telah direverse traskrip dengan 

anchored prin1er T15AA diamplifikasi dalam campuran lanttan berisi 

25 pmol tiap primer, 200 mM tiap deoksinukleotida, 50 mM KCl, 10 mM 

Tris HCl(pH 8.8), 1.5 mM MgC12 dan 1 unit Taq DNA Polimerase(Wako, 

Osaka, Japan). PCR dilakukan dengan kondisi sebagai berikut: denaturasi 

pacta suhu 95°C selama 60 detik, annealing pacta suhu 58°C (CD44), 60°C 

(TNF-a) , atau 63°C ( ~-aktin) selama 60 detik, dan extension pacta suhu 

74°C selama 60 detik (CD44 dan ~-aktin) atau selan1a 90 detik (TNF-n ). 

Sik.lus untuk amplifikasi adalah 30-34 untuk ~-aktin ( gambarS) dan 40 

untuk CD44 dan TNF-a. Produk PCR ( 8 ~tl) dielektroforesis pacta agar 

agarosa 2 % dan dipulas dengan etidium bromida. Intensitas etidium 

bromida tiap produk PCR diukur dengan CCD in1aging system seperti 

terlihat pad a gam bar 5. 

Analisis statistik 

Analisis statistik dilakukan menggunakan perangkat lunak Stat 

View-JII pacta kon1puter Macintosh. Uji nonparametrik Mann Whitney 

digunakan untuk membandingkan nilai kuantitatif antara penderita 

sarkoidosis dengan penyakit paru lain. Nilai probabilitas kurang dari 
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0.05 secara statistik dianggap mempunyai nilai signifikan. 

Sarcoidosjs Others 
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Gambar 5. Perhitungan jumlah relatif mRNA 13---aktin sebagai internal control 
menggunakan CCD imaging system. Memakai primer spesifik untuk 
eDNA p-aktin, tiap eDNA sampel dilakukan PCR berturut-turut 30, 32 dan 
34 siklus . Produk PCR kemudian dielektroforesis pada agar agarosa 2% 
dan dipulas dengan etidium bromida (panel sebelah atas). Intensitas pita 
diukur dengan CCD imaging system (panel sebclah bawah). Ditetapkan 
bahwa proses amplifikasi berlangsung pada fase eksponensial dari 
amplifikasi antara 30 sampai 34 siklus di semua sampel. M=panjang 
penanda(lOO bp DNA ladder ); C=produk PCR ~aktin kelola untuk 
menyesuaikan variasi intensitas tiap agar. 
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BAB IV 

BASIL PENELITIAN 

Telah dianalisis tingkat ekspresi bermacam gen di sel BAL 

penderita sarkoidosis dibandingkan dengan penyakit paru lain 

menggunakan 19 set primer untuk DD. Dari tiap satu set primer untuk 

DD dapat divisualisasikan kurang lebih 100- 150 pita berukuran antara 

100 sampai 350 bp. Menggunakan set primer 1, fragmen mRNA dari 

PGK sebagai internal control terdeteksi hampir di seluruh sampel 

dengan intensitas yang relatif sama kecuali 1 kasus dengan intensitas 

lemal1 ( kasus kelola no mer 7, bagian atas gam bar G). Basil ini 

dikonfirmasi dengan menghitung intensitas relatif pita, yaitu rasio 

antara area puncak pita PGK dengan area total seluruh pita yang 

terdeteksi. Tidak didapatkannya perbedaan statistik nilai ini antara 

penderita sarkoidosis dengan penyakit lain menandakan bahwa cara ini 

dapat digunakan untuk membandingkan tingkat ekspresi mRNA 

berbagai sampel ( tabel 2). Walaupun mRNA di sel BAL menunjukkan 

patron yang secara umum sama pacta hampir seluruh subyek yang 

diperiksa seperti juga didapatkan pacta hasil penelitian terdahulu 

menggunakan bal1an lain, 9,12 ,28 ditemukan 2 fragmen yang perubahan 

intensitasnya spesifik dan reprodusibel pacta penderita sarkoidosis 
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Sarcoidosis Others 
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Gambar 6. Dilferenrial displa.\' mRNA sel BAL. Menggunakan set primer 1 
fragm en PGK terdeteksi sebagai internal conrrol (bagia n atas). Pita 
ini terlihat pada seluruh sampel dengan sedikit perbedaan 
intensitas kecuali pada kasus nomor 7 pada "others" yang 
intensitasnya lemah.TNF-a dan fragmen 10 ( # 10) diklon memakai 
set primer 6 (bagian tengah). sebagai fragmen yang ekspresinya 
sangat kuat pada penderita sarkoidosis. Fragmen 12( #12) diklon 
memakai set primer 8 (bagian bawah) sebagai gen bakal yang 
ekpresinya sangat lemah pada penderita sarkoidosis. 
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dibandingkan dengan penyakit lain( #10 pacta bagian tengah gambar 6 , 

dan #12 pacta bagian bawah gambar 6). Fragmen 10 ( #10) terdeteksi di 

seluruh penderita sarkoidosis yang diagnosisnya ditegakkan secara 

histologik, sementara tidak terdeteksi di 3 dari 8 sampel kelola dan juga 

di kasus sarkoidosis nomer 17 yang diagnosis histologiknya tidak 

didapatkan. Nilai rasio antara area puncak #10 dengan area total 

seluruh pita yang terdeteksi pacta sarkoidosis secara bermakna lebih 

tinggi dibandingkan dengan kelola (p < 0 .01, gcunbar 7, tabel 2) . 

Fragmen 12 ( # 12) terdeteksi pacta lebih separuh sampel kelola, 

sementara tidak satupun pita ini terdeteksi pacta sarkoidosis. Baik 

fragmen # 10 maupun # 12 tidak mempunyai homologi yang signifikan 

terhadap gen-gen manusia yang telah tercatat di Genbank atau data 

dasar EMBL (gambar 8). Di samping kedua fragmen ini diisolasi 

beberapa fragmen lain yang ekspresinya hampir selalu ditetnukan pacta 

penderita sarkoidosis (tabel 3). Hampir seluruh fragmen ini tidak 

memiliki homologi yang signifikan terhadap satupun sequence mRNA 

atau DNA manusia. Kecuali 2 fragmen disamping PGK, terbukti identik 

dengan sequence mRNA yang telah dikenal yaitu TNF-u :L<> dan 

glikoprotein sel pennukaan CD44. 25,30 
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Tabel 2. Nilai ekspresi relatif PGK, fragmen 10, CD44 dan TNF-a yang 
diukur menggunakan teknik DD atau RT-PCR 

DD** RT-PCR , 
Kasus* 

PGK #10 CD44 

Sl 7.04 7.10 1.03 
S2 6.56 8.31 0.78 
S3 6.89 5.19 0.57 
S4 6.84 6.76 0.81 
ss 7.51 9.27 0 .5 1 
S6 7.43 3.69 0 .89 
S7 7.93 4 .82 1.10 
S8 7.11 9.61 0.80 
S9 9.19 3.82 0 .64 
SlO 9.41 4.29 1.58 
Sll 7.45 1.91 0.94 
S12 8.74 6 .2 1 0.90 
S13 9.63 5.32 0.93 
S14 7.67 29.2 0 .97 
SIS 10.62 7.0 0.98 
S16 8.56 15.8 0.85 
S17 7.03 0 1.72 
S18 6 .77 4.35 0 .95 
Cl 9.17 0 1.45 
C2 11.59 0 1.77 
C3 7.45 0 .85 0.56 
C4 9.44 0 0.80 
cs 6.73 1.73 0.82 
C6 7.53 2.88 0.54 
C7 4.39 3.82 5.20 
C8 7.76 6.33 0.38 

* Sl-18= penderita sarkoidosis; Cl-8= penderita penyakit paru bukan 
sarkoidosis 

TNF-a 

1.24 
0.66 
0.28 
0.64 
0.26 
1.10 
1.10 
0.76 
1.06 
0.48 
1.30 
1.45 
1.60 
1.04 
0.86 
0.90 
1.30 
0.78 
1.10 
0.10 
0 .28 
0.02 
0.20 
0.80 
0.80 
0.80 

** Intensitas relatif PGK dai1 fragmenlO pacta analisis DO dihitung sebagai (area 
puncak pita yang diinginkan)/(area total seluruh pita yang terdeteksi ) 

~ Intensitas relatif pita CD44 dan TNF-a pada analisis RT-PCR dihitung sebagai (area 
puncak pita yang diinginkan)/(area puncak pita ~-aktin). Tingkat ekspresi #10 
dan TNF-a lebih besar pada penderita sarkoidosis dibanding dengan penyakit 
lain (p<O.Ol dan p<O.OS), sementara tidak didapatkan perbedaan berrnakna 
secara statistik antara PGK dan CD44. 
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Tabel 3. Analisis sekuens beberapa fragmen yang didapat dari sel 
BAL menggunakan teknik differential display 

Nomor Set Primer Panjang Panjang Nilai ekspresi* Homologi 
Fragmen fragmen sekuens 

(bp) (bp) 

1 1 330 300 Ekivalen PGK 

2 1 217 217 Ekivalen Novel 

3 1 .,.260 160 Ekivalen Novel 

4 5 .,.175 135 Ekivalen Novel 

5 5 .,.210 170 Ekivalen Novel 

6 5 :::.230 185 Ekivalen Novel 

7 · 5 .,.330 230 Ekivalen Novel 

8 5 :::.200 120 Umum CD44 

9 6 285 230 Urn urn TNF-a 

10 6 :::.2 20 172 Meningkat Novel 

11 7 :::.180 146 Menurun TS** 

12 8 .,.240 115 Tidak Novel 
terdeteksi 

· *Ekivalen=terdeteksi pacta seluruh penderita sarkoidosis dan kasus 
kelola dengan sedikic perbedaan intensitas; Umum= terdeteksi pacta 
hampir seluruh penderita sarkoidosis dengan sedikit perbedaan 
intensitas; Meningkat= intensitasnya meningkat pacta sarkoidosis 
dibandingkan penyakit lain; Menurun/ tidak terdeteksi= 
intensitasnya menurun pacta sarkoidosis dibandingkan dengan 
penyakit lain. 
**97% h omolog terhadap intron 3 dari tirnidilat sintase 
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Gam bar 7. Analisis fragmen 10( #10) menggunakan CCD imaging 
system. Intensitas relatif J 10 tiap sampel dihitung dengan 
(area2)/ (area1+area2+area3) yaitu (area puncak 
#10) / (area total seluruh puncak yang terdeteksi). Nilai 
baris 2 (kasus sarkoidosis nomor 2) adalah 8.31, 
sedangkan baris 22 (kasus nomor 3 pacta "others") adalah 
0.85. 

area 

Ukuran fragmen PGK dan TNF- a sesuai dengan ukuran sequence mRNA 

yang diperk.irakan. Walaupun sequence fragmen 8 identik dengan 

bagian gen CD44, pacta 3 san1pel BAL yang diperiksa (2 sarkoidosis dan 

1 HP) poly A site -nya berlokasi di 544 bp upstream terhadap sequence 

eDNA CD44 retikulosit yang telal1 dipublikasikan.30 
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Fragment 10 (#10) 

ACCGGG&TAT · --(-60bp)-· AGGGATAATG 
AAGATTGTAA NNNCATAGTA CTCAACCAAT 
TGCGTGCTAG GAGATAAATT ACCTGTTGTG 
TCACCAGACA CCNAATCTTG CAAGACTGTT 
··( -20 bp)-· TT AAAAAAAAAAAAAAA 

AAACTTAGGN GNCAACTGGG 
GAGGAACNGG GGGAGGGACT 
ACTGCCGTGG ATGTGCCTGC 
ATNAANGTCT CA 

Fragment 12 (#12) 

Gambar 8. 

GAATGATGAG ·-(-10bp)- - GAGGAA&TAG AGTNHNCAAA AACATTTTGA 
AAAGGAGAGA AAGTAATGGC TA TTTTGAAA GATT A TAGCT GGCTCTGTAA 
AACTACTCAG AAAACCCTTT AT GAGA TTAG GCAAA - -( -1 Obp)--
CTAAAAAAAAAAAAAAA 

Sekuen . nukleoti?a fra~men 10 dan fragmen 12 yang 
ekspresmya masmg-masmg .meningkat dan menurun di sel 
BAL p~nderita sarkoidosis. Sekuen set primer tampak d igaris 
bawah1. Sekuen-sekuen ini tidak menunjukkan homolocri 
terhadap satupun gen dikenal yang tercatat pacta data das:r 
Genbank atau EMBL. 

Sekuen fragmen 11 ( #11) yang diisolasi sebagai fragmen yang 

intensitasnya rendah pacta sarkoidosis ternyata 97 % homolog dengan 

intron 3 gen timidHat sintase (TS) man usia. 31 Ini menandakan 

ken1ungkinan terjadi positif palsu pita dari genomik DNA yang 

mengkontan1inasi mRNA. Untuk mengkonfirmasi apakah ekspresi CD44 

dan TNF-a selalu ditemukan pacta penderita sarkoidosis seperti tampak 

di DD, dianalisis RT-PCR menggunakan primer spesifik CD44, TNF- u dan 

~ -aktin manusia sebagai internal control. 

Seperti perkiraan dari hasil analisis DD, ekspresi kedua gen terdeteksi 
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secara konstan pacta penderita sarkoidosis dan tingkat ekspresi TNF-a 

didapatkan lebih tinggi bermakna pacta penderita sarkoidosis dibanding 

penyakit lain (p < 0.05, uji Mann Whitney, gambar 9). Nilai rasio 

CD44/ p-aktin dan TNF-cx/p-aktin tiap sampel dapat dilihat pacta tabel 2. 

Pacta kasus kontrol non1or 7 dengan pita PGK lemah, produk PCR p-

aktinnya juga kurang dari 1/ 10 kasus kelola yang lain, sehingga rasio 

CD44/ p-aktin menjadi lebih besar. 

Sarcoidosis Others 

Case M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 111213 14 15161718 1 2 3 4 5 6 7 8 C 
-

CD44 
- . 

-------------- . .. .. . . 

TNF -a =----- · ----- -~~ - · . 

.. -... -- ..... -·­
• < 

- . .... 

~ ... 

-~-- --- - -- --
Gamha r <J. lri'-PCR kua ntita tif mRN/\ d a ri CD44 (bagian a tas) dan TNF- n 

(bag ia n ba wah) . f\l e ngg unakan primer spesifik untuk m as in g­
masi ng eDNA, terd eteks i ekspres i kedua gen tersehut di semua 
pcnderita sarkoidosis. lntensitas tiap pi ta di bagi inte nsi tas 1~ 
a ktin tiap sampcl dan rasio CD44 a tau TNF-n d ianggap sepadan 
J c ngan jumlah r ela ti f m asing-m as ing mRN/\. jumlah rcla tif 
mH.N/\ TNF-a di sel 13/\L penderita sarkoidosis lcbih besar 
be rm akn a diband ingka n d en gan penderit a bukan sarkoidos is. 
M= pa nj ang pena nda (ladder DN/\1 00 b p ); C= kelola produk PCR 
C:D44 a tau TNF-n untuk menyelaraskan va ri as i intensi tas pi ta 
tia p agar. 
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Dari hasil pen eli tian disimpulkan : 

1. Dengan teknik DD diidentifikasi 12 fragmen mRNA yang berasal 

dari sel BAL penderita sarkoidosis paru dan penderita penyakit 

paru selain sarkoidosis 

2. Diantara 12 fragmen tersebut: 

a. 1 fragtnen yang homolog dengan PGK dapat berfungsi sebagai 

internal control dari teknik yang digunakan 

b. 2 fragmen masing- masing ekspresinya meningkat dan 

menurun secara bermakna pacta sarkoidosis, diharapkan 

menjadi bagian dari suatu mRNA yang berperan pacta 

patogenesis sarkoidosis 

c. Ekspresi CD44 konsisten pacta hampir seluruh penderita 

sarkoidosis, tetapi q.ibandingkan dengan penyakit paru lain 

secara kuantitatif tidak berbeda bermakna. Ekspresi TNF- ex. 

juga terlihat pacta hampir seluruh penderita sarkoidosis, dan 

secara kuantitatif berbeda bermakna dibandingka.n penyakit 

paru lain 

3. Teknik ini dapat diaplikasikan untuk mengidentifikasi beberapa 

gen spesifik pacta sel BAL penderita sarkoidosis 
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BAB V 

PEMBAHASAN 

Penelitian ini adalah penelitian pertama yang membandingkan 

tingkat ekspresi mRNA bermacam gen termasuk gen yang belum 

dikenal pacta penderita sarkoidosis dan penyakit paru lainnya. Untuk 

tujuan ini digunakan teknik DD dan temyata tehnik ini cukup sensitif 

dan reprodusibel, sama seperti telah dilaporkan oleh peneliti 

lain.9,10,12,13 Untuk deteksi gen spesifik pacta sarkoidosis, yang tingkat 

ekspresinya secara spesifik bukan disebabkan oleh proses inflamasi 

atau akibat peningkatan jumlah limfosit di sel BAL, digunakan sampel 

BAL penderita sarkoidosis dan bervariasi penyakit paru lainnya 

daripada menggunakan orang normal sebagai kelola. Tidak didapatkan 

perbedaan bermakna pacta jumlah · hitung jenis sel lirnfosit _dan 

makrofag antara grup sarkoidosis dan grup kelola. Pacta autoradiogram 

patron ekspresi mRNA yang berbeda dari sel BAL penderita sarkoidosis 

dan penyakit paru lain hampir identik, sehingga memberikan latar 

belakang yang reprodusibel dan dengan denlikian perbedaan yang 

spesifik dapat dikenali. Kasus nomor 7 penderita kelola memiliki 

ekspresi n1RNA PGK dan ~-aktin yang rendah sebagai gen housekeeping 

atau sebagai internal control . Kemungkinan sampel ini kurang baik 
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akibat terjadi kerusakan mRNA, sehingga dengan menggunakan internal 

control pacta DD kita dapat menseleksi sampel yang tidak baik. Secara 

teoritis dibutuhkan 120-240 set primer pacta DD untuk 

mengekspresikan seluruh mRNA di sel.9 Dengan menggunakan 19 set 

primer didapatkan 2 fragmen yaitu #10 dan #12 yang ekspresinya 

karakteristik dan reprodusibel menampakkan intensitas meningkat 

atau melemah pacta sampel sarkoidosis. Hasil ini menandakan bahwa 

cara ini men1iliki poteasi dan berguna sebagai alat bantu diagnosis 

penyakit ini. Fragmen 10 terdeteksi pacta seluruh penderita sarkoidosis 

yang didiagnosis secara histologis tetapi tidal< terdeteksi pacta pasien 

nomor 17 yang diagnosisnya ditegakkan hanya berdasarkan gejala 

klinis. Penderita ini menderita uveitis, tetapi foto toraksnya tidak 

menunjukkan kelainan dan tidak ditemukan lesi granuloma pacta 

pemeriksaan biopsi paru melalui bronkus. Sehingga fragmen 10 

kelihatannya spesi~ik untuk sarkoidosis dengan lesi granuloma. 

Pe1nakaian seluruh 12 anchored primer pacta RT, pita yang 

karakteristik pacta sarkoidosis akan didapatkan lebih banyak lagi bila 

digunakan arbitrary prilner lain daripada yang dig unakan pad a analisis 

DD ini. Di antara 12 fragmen yang telah diisolasi dan kemudian 

disekuen, 2 fragmen yang hampir selalu tampak pacta penderita 

sarkoidosis ternyata CD44 dan TNF- u. Temuan ini kemudian 
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dikonfirmasi lebih lanjut dengan analisis RT-PCR kuantitatif 

menggunakan primer spesifik untuk masing-masing cDNAnya. 

CD44 adalah suatu molekul adhesi permukaan sel termasuk dalam 

golongan protein tulang rawan dan diperkirakan mempunyai peran 

penting pacta proses fisiologis seperti homing of Jymphocyte,32 adhesi 

sel,33 aktivasi sel T,33,34 dan migrasi sel.3S Ekspresi CD44 pacta 

penderita sarkoidosis belum pemah dilaporkan, kecuali beberapa 

varian CD44 telah dilaporkan meningkat ekspresinya pacta jaringan 

neoplasma.36,37 CD44 juga merupakan reseptor permukaan sel 

terhadap hialuronat.38 Hialuronat berikatan dengan makrofag dan 

limfosit untuk menimbulkan agregasi" sel , pelepasan sitokin dan 

aktivasi sel T.39 Ekspresi CD44 juga terlihat pacta penyakit paru lain 

dan tampaknya tidak sangat spesifik untuk sarkoidosis. Tetapi 

peningkatan ekspresi CD44 bersama-sama dengan meningkatnya kadar 

hialuronat dalam cairan BAL penderita sarkoidosis 40,41 menambah 

kontribusi peran hialuronat dan CD44 pacta patogenesis sarkoidosis. 

CD44 diekspresi juga pacta makrofag, 42 semen tara makrofag merupakan 

sel imunoinflamator di paru yang berperan pacta proses inflamasi 

penyakit paru interstitial.43 Dengan demikian secara umun1 CD44 juga 

terlibat pacta patogenesis penyakit paru interstisial. 
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Sejumlah penelitil4-22 melaporkan peningkatan ekspresi TNF-n eli sel 

BAL penderita sarkoidosis. Pacta penelitian ini dengan teknik RT-PCR ini 

didapatkan pula peningkatan yang bermakna ekspresi mRNA TNF- ex 

penderita sarkoidosis dibanding penyakit paru lain. TNF- ct adalah 

sitokin yang dihasilkan oleh sel monosit dan makrofag setelah distimulir 

oleh bermacam penyebab. 44 TNF-a meningkatkan ikatan limfosit 

dengan sel endotelial sehingga ini diduga sebagai penyebab 

bermigrasinya limfosit dari darah ke dalam jaringan. 4S Dari percobaan 

binatang diketahui bahwa TNF-a juga mempunyai peran dalam proses 

fibrosis. 46 Webb dkk secara in vitro melaporkan peningkatan CD44 oleh 

antibodimonoklonal spesifik setelah diinduksi oleh TNF-n dan IL- 11:1.-n 

Satu fragmen (#11) diduga positif palsu berasal dari genomik DNA, 

karena sequence nya menunjukkan 97% homolog terhadap intron 3 dari 

gen tirnidilat sintase (TS) manusia.31 Tetapi karena 4 nukleotidanya 

berbeda dari sequence yang telah dilaporkan, maka masih ada 

kemungkinan ini bukan positif palsu melainkan berasal dari mRNA 

belum clikenal dengan homologi yang tinggi terhadap intron 3 dari gen 

TS. Dengan terbatasnya jumlal1 mRNA yang diperoleh dari sel BAL, sulit 

untuk mengkonfirmasi tingkat ekspresi mRNA dengan teknik Northern 

blotting. 
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BAB VI 

RING KASAN, KESIMPULAN DAN SARAN 

Ringkasan 

Telah dilakukan penelitian untuk menganalisis ekspresi beragam 

gen di sel BAL 18 pencterita sarkoidosis dibanctingkan dengan 8 

penderita penyakit paru selain sarkoidosis menggunakan teknik 

differential display . Penderita sarkoictosis berusia 13- 77 tahun dan 

kasus kelola berusia 4 7- 70 tahun. Semua penderita sarkoidosis 

dictiagnosis secara histopatologik kecuali kasus nomer 17 yang 

ctiagnosisnya ctitegakkan hanya berctasarkan klinis yaitu manifestasi cti 

mata. Tidak satupun penderita sarkoidosis mendapat terapi 

kortikosteroid pacta waktu pemeriksaan BAL ctilakukan. Pacta delapan 

penderita penyakit paru selain sarkoidosis diagnosis klinik ditegakkan 

berdasarkan anamnesis, pemeriksaan fisik, pemeriksaan darah, 

radiografi, dan BAL. 

Digunakan 19 set primer pacta penelitian ini, ctari tiap satu set 

primer dapat divisualisasikan kurang lebih 100- 150 pita berukuran 

antara 100 sampai 350 bp. Menggunakan set primer 1, fragmen mRNA 

dari PGK sebagai internal control terdeteksi hampir di seluruh sampel 
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ctengan intensitas yang relatif sama kecuali 1 kasus ctengan intensitas 

Iemah ( kasus kelola nomor 7). Tictak ctictapatkan perbectaan statistik 

antara nilai intensitas pita PGK pacta kelompok sarkoictosis ctengan 

kelompok kelola menanctakan bahwa cara ini ctapat ctigunakan untuk 

membandingkan tingkat ekspresi mRNA berbagai sampel. 

Menggunakan 19 set primer ctengan teknik DD diidentifikasi 12 

fragmen mRNA yang berasal ctari sel BAL penderita sarkoidosis dan 

kelola. Walaupun mRNA di sel BAL menunjukkan patron yang secara 

umum sama pacta hampir seluruh subyek yang ctiperiksa, ditemukan 2 

fragmen yang perubahan intensitasnya spesifik dan reproctusibel pacta 

penderita sarkoidosis dibandingkan ctengan penyakit lain yaitu fragmen 

10 dan fragmen 12. Fragmen 10 terdeteksi di seluruh penderita 

sarkoidosis yang diagnosisnya ditegakkan secara histologik, sementara 

tidak terdeteksi di 3 dari 8 sampel kelola dan juga di kasus sarkoidosis 
. . 

nomor 17 yang diagnosis histologiknya tidak didapatkan. Nilai rasio 

antara area puncak fragmen 10 dengan area total seluruh pita yang 

terdeteksi pacta sarkoidosis secara bermakna lebih tinggi dibandingkan 

ctengan kelola. Fragmen 12 terdeteksi pacta lebih separuh sampel kelola, 

sementara tidak satupun pita ini terdeteksi pacta sarkoidosis. Baik 

fragmen 10 maupun fragmen 12 tidak mempunyai homologi yang 

signifikan terhadap gen- gen manusia yang telah tercatat di GenBank 
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atau data dasar EMBL. Sepuluh fragmen lain ekspresinya hampir selalu 

ditemukan pacta penderita sarkoidosis, tetapi tidak merniliki homologi 

yang signifikan terhadap satupun sequence mRNA atau DNA manusia. 

Kecuali 2 fragmen disamping PGK, terbukti identik dengan TNF- a dan 

CD44. Sekuen fragmen 11 yang diisolasi sebagai fragmen yang 

intensitasnya rendah pacta sarkoidosis temyata 97% homolog dengan 

intron 3 gen timidilat ~intase manusia. Ini menandakan kemungkinan 

terjadi positif palsu pita dari genornik DNA yang mengkontaminasi 

mRNA. Untuk mengkonfirrnasi apakah ekspresi CD44 dan TNF-a selalu 

ditemukan pacta penderita sarkoidosis seperti tampak di DD, dianalisis 

RT-PCR menggunakan primer spesifik CD44 , TNF-a dan ~- ak tin 

manusia sebagai internal control. Seperti perkiraan dari hasil analisis 

DD, ekspresi kedua gen terdeteksi secara konstan pacta penderita 

sarkoidosis dan tingkat ekspresi TNF- a didapatkan lebih tinggi 

bermakna pacta penderita sarkoidosis dibanding penyakit lain. 

Peranan fragmen 10 dan fragmen 12 pacta patogenesis sarkoidosis 

belum dapat dijelaskan karena membutuhkan analisis struktur 

keseluruhan serta fungsi fragmen tersebut. 

Kesimpulan 

Basil penelitian ini menunjukk.an bahwa teknik differential · 
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display mRNA untuk menganalisis ekspresi beragam gen di sel BAL 

dalam rangka menerangkan patogenesis sarkoidosis dapat dilaksanakan, 

dan cara ini juga berguna sebagai alat bantu diagnosis penyakit ini. 

Kenyataan bahwa dengan DD dapat dideteksi mRNA CD44 dan TNF- a 

yang benar terekspresi di sel BAL penderita sarkoidosis, menguatkan 

dugaan bahwa 2 fragmen yang intensitasnya karakteristik pada 

sarkoidosis walaupun temyata berasal dari gen yang belum dikenal 

dapat merupakan 2 gen novel yang mempunyai peran penting pacta 

patogenesis sarkoidosis. CD44 yang terbukti ekspresinya konsisten pacta 

sarkoidosis bersama-sama dengan meningkatnya kadar hialuronat 

dalan1 cairan BAL penderita sarkoidosis, menambah kontribusi peran 

hialuronat dan CD44 pacta patogenesis sarkoidosis. 

Saran 

Perlu penelitian lanjutan terhadap fragmen 10 dan fragmen 12 

yaitu kloning keseluruhan sequence eDNA dari pustaka eDNA 

menggunakan 2 fragmen ini sebagai probe dan kemudian dianalisis 

struktur serta fungsinya. 
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LAMPIRAN 

PROSEDUR BAKU PEMERIKSAAN BAL 

1. Penderita puasa mulai 10 jam sebelum dilakukan pemeriksaan 

2. Setengah jam sebelun1 dilakukan bronkoskopi penderita diberikan 

suntikan Atropin Sulfat 0.125 mg intramuskular 

3. Kemudian dilakukan anestesi lokal menggunakan Xylocaine 20 % 

semprot secukupnya di daerah farings, larings 

4. Penderita terlentang dengan mata tertutup, dipasang oksimeter 

pacta ujung jari tangan, dipasang mouth piece dan bila perlu 

diberikan kanul oksigen sebanyak 2 liter/ menit 

5. Dimasukkan alat bronkoskop melalui mouth piece dan diobservasi 

keadaan farings, larings, karina, bronkus utama, orifisum tiap 

segmen kanan dan kiri, mukosa dan sekaligus diberikan cairan 

Xylocaine 2 % intra lumen seperlunya 

6. Dicapai muara orifisium segmen 4 atau 5 kanan atau kiri dan ujung 

bronkoskop dipertaha.nkan, ken1udian hubungkan botol penampung 

cairan BAL dengan bronkoskop 

7. Dimasukkan cairan NaCl 0 .9 % steril dengan suhu kamar sebanyak 3 

X 50 ml, tiap kali masuk 50 ml langsung dihisap menggunakan 

mesin penghisap dengan kekuatan penuh (sekitar minus 30 Cm 

H20) dan p enderita diminta membatukkan sampai cairan BAL 
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dalam lumen yang diperiksa diyakinkan sudah habis 

8. Setelah cairan BAL diperoleh, botol penampung dilepas dan 

dilanjutkan dengan pemeriksaan selanjutnya seperti biopsi paru 

lewat bronkus 

HITUNG JUMLAH SEL BAL TOTAL 

1. Cairan BAL kemudian dibagi dua volume sama banyak ke dalam 

dua tabung plastik 50 ml melalui kain kas bersih, dicatat jumlah 

volume cairan BAL yang ada di dalam kedua tabung tersebut 

kemudian ditutup 

2. Kedua tabung tersebut kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 

1100 RPM atau 240 G selama 10 menit 

3. Buang supernatant ( bila perlu disimpan), sedimen kemudian 

dihentak-hentak dengan jari sampai terlepas dari dinding tabung 

ditambahkan 10 mllarutan HBSS (Hank's Balanced Salt Solution) 

Bila tidak langsung digunakan, sedimen disimpan di freezer minus 

80° c 

4. Arnbil 50 f.ll dari 10 ml larutan supematan di atas campur dengan 

200 ~lllarutan Turk, kemudian hitung jumlah sel total menggunakan 

kamar hitung sel 
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HITUNG JENIS SEL BAL 

1. Ambil 50 ~tl dari 10 mllarutan supernatan di atas campur dengan 4 

ml larutan HESS kemudian masukkan ke dalam alat sitospin 

masing- masing 1 ml. Sebelumnya kaca obyek diberi nama 

penderita dan tanggal pemeriksaan 

2. Sentrifugasi dengan kecepatan 600 RPM selama 5 menit 

3. Kaca obyek bersama endapan sel dikeringkan dengan hembusan 

alat pengering ( dapat digunakan alat pengering ram but) 

4. Setelah kaca obyek bersama endapan sel kering, pacta posisi 

mendatar digenangi larutan Giemsa selama 45 detik 

5. Kemudian larutan Giemsa ditambah air agar lebih encer dan 

ditunggu sampai 4 menit 

6. Bagian bawah kaca obyek yang tidak ada endapan sel dialiri air 

keran sampai warna pekat larutan Giemsa menjadi terang dan 

tampak dengan jelas bayangan bulatan endapan sel pacta kaca 

obyek, kemudian keringkan dengan alat pengering 

7. Setelah kering bag ian bulatan endapan sel ditetesi larutan min yak 

emersi secukupnya dan ditutupi kaca penutup, kemudian dilihat 

dibawah mikroskop cahaya dengan pembesaran besar 

54 

Ekspresi mrna ..., Wiwien Heru Wiyono, FK UI, 1997



8. Hitung seluruh jenis sel yaitu makrofag alveolar, neutrofil, limfosit, 

eosinofil dan basofil di dalam endapan sel pacta kaca obyek sampai 

jumlah sel total 100 

9. Buat persentase tiap jenis sel 

HITUNG POPULASI CD3, CD4 DAN CD8 

1. Arnbil tabung 5 ml sebanyak 4 buah, beri label tiap tabung dengan 

masing-masing Negatif, CD3, CD4 dan CD8 

2. Masukkan 1 rnllarutan supernatan di atas ke tiap tabung yang telah 

diberi label 

3. Sentrifugasi dalam suhu 4 ° C selama 10 menit dengan kecepatan 

1500 RPM 

4. Supernatan dibuang dan sedimen dihentak-hentak dengan jari 

sampai terlepas dari dinding tabung 

5. Sesuai dengan label masukkan tiap tabung larutan antibodi 

monoklonal CD3, CD4, CD8 dan kontrol negatif sebanyak 10 f..ll, 

kemudian tiap tabung digetarkan dengan alat vortex 

6. Tabung- tabung tersebut kemudian diinkubasi dalam lemari es 

dengan suhu 4° C selama 30 menit 

7. Setelah 30 menit tiap tabung dimasukkan larutan HESS 1 ml, 

kemudian disentrifugasi dalam suhu 4 o C dengan kecepatan 1500 
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RPM selama 10 menit 

8. Buang supematan, ~edimen dihentak- hentakan dengan jari tangan 

sampai terlepas dari dinding tabung kemudian tiap- tiap tabung 

masukkan 400 ~tllarutan HESS 

9. Tabung- tabung tersebut kemudian dibenam ke dalam es 

10. Masing- masing tabung diperiksa menggunakan alat FACSorter 

(Becton Dickinson), prinsipnya alat secara otomatis ak.an 

menampakkan pacta layar monitor sub populasi limfosit, makrofag 

dan neutrofil. Kemudian alat secara otomatis akan menghitung 

kandungan CD3, CD4 dan CD8 pacta subpopulasi limfosit 
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Tabel Induk penelitian 

Gambaran klinis dan profil BAL penderita sarkoidosis* 

Kasus Umur Kelamin Perokok** Sel BAL *** 
(thn) Total MA(%) Lim(%) CD4/ CD8 

(x 10 5/ ml) 

1 22 L p 3.7 91 9 2.1 

2 13 L BP 1.7 59 35 1.0 

3 69 L p 1.8 87 13 3.6 

4 17 L p 2.0 61 34 1.3 

5 36 w BP 1.2 61 38 2.0 

6 55 w BP 2.4 53 47 2.4 

7 26 L p 3.2 35 65 2.9 

8 13 w BP 1.2 69 30 2.4 
9 50 w p 1.8 94 4 0.4 
10 25 L p 2.2 96 4 6.5 
11 69 L BP 0.5 70 28 7.6 
12 19 L p 3.0 83 16 9.7 
13 28 L p 3.4 91 9 4 .6 
14 28 L p 2.0 70 29 5.0 
15 22 w BP 3 .6 22 77 25.4 
16 27 L p 2.0 81 19 7.9 
17 77 w BP 0 .6 61 38 4.2 
18 30 w BP 1.3 85 13 3.2 
* Seluruh penderita tidak diterapi glukokortikoid 
Kecuali kasus no.1 7 , semua penderita didiagnosis sarkoidosis secara 
histopatologis 
** P=perokok; BP= bukan perokok 
*** MA=Makrofag alveolar; Lim=limfosit 
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Diagnosis dan profil BAL penderita penyakit paru lain sebagai kelola 

Kasus Umur Kelamin Diagnosis* Steroid Perokok** Sel BAL § 

Total MA Lim CD4/ CD8 
(x 105/ ml) (%) (%) 

1 47 L PH +· p 7.5 21 69 1.6 

2 64 L PH + BP 8.2 46 46 1.8 

3 49 L TM +· p 0.9 52 47 0.2 

4 64 L PH BP 5.2 38 54 0.8 

5 68 w FPI BP 1.1 79 14 0 .1 

6 55 L Pneumokoniosis BP 1.2 94 5 1D 

7 70 w BOOP & AR BP 5 .0 44 51 3.2 

8 54 w SLE BP 1.3 79 20 0.9 

* PH=pneumonitis hipersensitif; TM=tuberkulosis miller; FPI=fibrosis paru 
idiopatik; SLE=pneumonitis lupus; BOOP & AR=bronchiolitis obliterans organizing 
pneumonitis & artritis reumatoid 

** P=perokok; BP= bukan perokok 
§MA=makrofag alveolar; Lim=limfosit; TD=tidak diperiksa 
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