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Abstrak

Inter leukin, IL-10 dikenal sebagai salah satu elemen imun yang bersifat anti inflamasi

memiliki peran penting di dalam sistem homeostasis. Gen IL-10RB yang termasuk kelompok sitokin

kelas 2 merupakan lokus utama terhadap kejadian infeksi hepatitis B, yang diperlihatkan dengan

adanya data single nucleotide polymorphisme, SNPs pada E47K. Studi in silico dilakukan untuk

mengetahui mutasi dan perubahan fungsi dari protein IL-10RB yang mengalami mutasi terhadap

kejadian infeksi oleh virus hepatitis B. Hasil analisis sikuen protein menunjukkan bahwa mutasi

2834167 tidak merubah sifat umum maupun topologi protein IL-10RB terhadap kejadian infeksi

hepatitis B. Hasil analisis struktur protein menunjukkan bahwa mutasi juga tidak merubah struktur

sekunder maupun struktur Kristal D protein IL-10RB.

Kata kunci; in silico, gen, protein, IL-10RB, hepatitis B

Abstract

Inter leukin, IL-10 is known as one of the immune element anti-inflammatory properties have

an important role in the system homeostasis. The IL-10RB gene belongs to the class 2 cytokine

group is the main locus for the incidence of hepatitis B infection, which is shown by the data of single

nucleotide polymorphism, SNPs at E47K. In silico studies were carried out to determine mutations and

function changes of IL-10RB proteins that mutated the incidence of infection by hepatitis B virus. The

results of protein sequence analysis showed that the mutation 2834167 did not change the general

nature and topology of IL-10RB proteins against the incidence of hepatitis B infection. The results of

protein structure analysis showed that the mutations also did not change the secondary structure or

the structure of the Crystal D protein IL-10RB.
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Pendahuluan

Respons tubuh manusia terhadap

patogen yang datang digambarkan sama seperti

perlawanan sistem pertahanan tubuh terhadap

benda asing apapun yang masuk ke dalam

tubuh. Semua mekanisme imun yang melibatkan

sejumlah interaksi humoral dan seluler saling

bekerja sama berusaha mengeluarkan

konfigurasi asing tersebut (Abbas, 2010).

Berbagai molekul permukaan sel, seperti

reseptor, molekul ko-reseptor dan molekul

penyaji berkolaborasi dengan substansi humoral

seperti sitokin baik pro dan anti inflamasi dengan

tujuan menjaga homeostasis tubuh.

Inter leukin, IL-10 yang dikenal sebagai

salah satu elemen imun yang bersifat anti

inflamasi memiliki peran penting di dalam sistem

homeostasis. IL-10 diproduksi oleh sel T helper,

Th-2 yang teraktivasi. Hikami et al., (2007)

menjelaskan bahwa aktivasi IL-10 dipengaruhi

oleh modulasi kompleks reseptor IL-10 melalui

ekspresi receptor betha inter leukin 10, IL-10RB

atau receptor dua inter leukin 10, IL-10R2.

Dengan kata lain peranan molekuler gen IL-

10RB adalah mengaktivasi reseptor melalui

berbagai mekanisme biologi seperti, menjadi

mediator jalur sinyal sitokin, respons imun,

transduksi sinyal, pertahanan tubuh terhadap

infeksi virus sampai dengan menekan

mekanisme respons inflamasi

Kompleks reseptor IL-10 pertama kali

diperkenalkan oleh Malefyt (1991) melalui

penemuannya yang menjelaskan ada dua

komponen reseptor yaitu receptor satu inter

leukin sepuluh, IL-10R1 dan receptor dua inter

leukin sepuluh, IL-10R2. Dalam mekanisme kerja

sebagai anti inflamasi,aktivasi IL-10 akan

berikatan dengan protein IL-10R1 kemudian

menginduksi gen IL-10RB membentuk kompleks

reseptor IL-10. Gen IL-10RB memiliki fungsi

sebagai reseptor permukaan sel yang

dibutuhkan untuk mengaktivasi sekelompok

sitokin, diantaranya 5 sitokin kelas II yaitu; IL-10,

IL-22, IL-26, IL-28 dan inter feron satu, IFN-1

(Malefyt, 1991)

Frodshman et al. (2006) melaporkan

bahwa ada beberapa penyakit terkait dengan

polimorfisme gen IL-10RB. Lebih jauh dijelaskan

bahwa IL-10RB yang termasuk kelompok sitokin

kelas 2 merupakan lokus utama terhadap

kejadian infeksi oleh virus hepatitis B, yang

diperlihatkan dengan adanya data single

nucleotide polymorphisms, SNPs pada E47K.

Artinya ada perubahan atau mutasi pada urutan

rantai asam amino ke 47 yang semula K (lisin)

menjadi E(glutamin). Kondisi ini memperlihatkan

adanya hubungan dengan resiko kejadian infeksi

organ hati manusia oleh virus hepatitis B (Gong

et al., 2009)

Infeksi hepatitis B merupakan salah satu

penyakit mudah menular yang dapat menjadi

penyebab utama hepatitis kronik yang dapat

berkembang menjadi sirosis dan berakhir

dengan kanker hati sebagai penyebab kematian,

dengan kasus 1 juta orang per tahun (Perz et al.,

2006). Virus hepatitis B ditularkan dari satu

orang ke orang lainnya melalui cairan, seperti

darah, air mani, air liur atau cairan tubuh lain

yang terkontaminasi virus. Orang dengan sistem

kekebalan tubuh lemah berisiko tinggi terinfeksi

penyakit hepatitis B (Ott et al., 2012)

Di Indonesia tercatat sejumlah orang

dengan hepatitis B terus mengalami peningkatan

pada setiap tahunnya. Berdasarkan Riskesda

2017, sebanyak 7,1 persen penduduk Indonesia

tertular oleh infeksi ini. Kemenkes, 2017

memperkirakan terdapat 150 ribu bayi yang 95

persen diantaranya berpotensi mengalami

hepatitis kronis pada 30 tahun ke depan. Apabila

kondisi ini tidak segera diatasi maka akan
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memberikan dampak kerugian ekonomi negara

dari segi pendidikan dan kesehatan, terutama

produktivitas kerja.

Studi in silico dilakukan untuk melihat

hasil analisis sikuen dan analisis struktur protein

IL10RB. Apakah ada mutasi dan perubahan

fungsi protein IL-10RB yang mengalami mutasi

terhadap kejadian infeksi oleh virus hepatitis B

Bahan dan Metoda Penelitian

Penelitian ini merupakan penelusuran

informasi terhadap gen IL-10RB sebagai bahan

awal penelitian dalam studi in silico (Gambar 1.)..

Menurut RefSeq 2008, Reference sequence

genome pada IL-10RB diperoleh kode

NC_00021,9 (DNA) Data ini dapat digunakan

untuk menelusuri informasi awal yang spesifik.

Selanjutnya akan dilakukan penelusuran

informasi untuk homologi protein, baik untuk

ortolog dan paralog menggunakan perangkat

BLASTP dan mencari informasi keterkaitan IL-

10RB dengan infeksi hepatitis B melalui OMIM.

Selanjutnya dilakukan analisis protein pada gen

IL-10RB dengan accession number

NM_000628.4 dengan gene ID: 3588 untuk

melihat apakah perubahan struktur

mempengaruhi perubahan fungsi.

Gambar 1. Penelusuran bioinformatika gen
menggunakan program open source

Penelusuran informasi:

Gen IL-10RB memiliki nama lain CRFB4,

D21S58 dan D21S66 merupakan rantai asesori

penting yang berperan mengaktivasi kompleks

reseptor IL-10. Untuk mampu menginduksi kerja

IL-10, gen IL-10RB bekerja sama dengan IL-

10RA membentuk kelompok gen reseptor kelas-

2 dengsn IFAR2, IFNAR1dan IFNGR2 yang

pada manusia berlokasi di lokus kecil pada

kromosom 21 yaitu 21q22.11, sedangkan pada

animal yaitu Mus musculus ditemukan pada

kromosom 16

Hasil BLASTP menunjukkan gen IL-

10RB memiliki 5 transkrip, namun hanya satu

yang berperan sebagai penyandi protein yaitu

protein precursor IL-10RB dengan assession

number NP_00019.3 dan disandi pada Genom

RNA dengan assession number NM_000628.4.

IL-10RB merupakan protein eukariot pada Homo

sapiens yang tersusun atas 325 asam amino,

melalui menu Genom berukuran 1996 bp dan

melalui menu Nucloetide yang disandi pada

nukleotida urutan ke 1…..30875

Lokasi utama dari protein IL-10RB

berada pada membran plasma dan memiliki

fungsi molekuler mengaktivasi reseptor dan

fungsi biologi sebagai pertahanan terhadap

infeksi virus. Ekspresinya dapat ditemukan

dalam bentuk komponen membran di hati, ginjal,

paru, jantung, pankreas, plasenta, otot, urin, sel

epitel retina dan stem sel

Hasil BLASTP menunjukkan bahwa

protein IL-10RB human memiliki ortologi

(kemiripan) dengan protein IL-10RB pada Mus

musculus dengan identitas sebesar 69%, dan

memiliki paralogi dengan Homo sapies pada

CRFB4 dengan identitas sebesar 99%.

Melalui OMIM diketahui ada beberapa

variasi nukleotida tunggal yang tidak

mempengaruhi fungsi gen IL-10RB, namun ada
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satu data missense yang memberikan resiko

dampak klinis yaitu pada kejadian infeksi

hepatitis oleh virus B, yang ditunjukkan pada

asam amino urutan ke-47 dimana pola asam

amino K(Lysine) menjadi E(Glutamate).

Pada tahap berikutnya dilakukan analisis

bioinformatika untuk membandingkan gen IL-

10RB human yang normal dan mutan dengan

menggunakan beberapa program open source

dari website di bawah ini (Gambar 2.).

Untuk mengetahui SNP pada gen IL-

10RP perlu dilakukan desain primer

menggunakan software primer3. Primer akan

digunakan dalam mengamplifikasi gen pada

proses PCR. Hasil amplifikasi ini kemudian

dianalisis dengan metode RFLP menggunakan

enzim retriksi. Penelusuran dan analisis situs

restriksi dilakukan menggunakan software

BioEDit

Gambar 2. Skema penelusuran bioinformatika protein menggunakan program open source

Hasil Penelitian

1. Hasil analisis yang dilakukan menggunakan

gen IL-10RB melalui dua situs ini yaitu;

www.ncbi.nlm.gov dan www.uniprot.org

ditunjukkan dengan assession number

NC_0000219.9 dan protein precursor IL-

10RB dengan assession number

NP_000619.3. dan SNP rs 2834167

2. Hasil BLASTN menggunakan situs

www.ncbi.nlm.nih.gov. menunjukkan bahwa

sekuen kueri homolog dengan Homo sapiens

gen IL-10RB dengan nilai identifikasi 100%.

Dan hasil BLASTP menunjukkan struktur

kristal protein IL-10RB memiliki kode

3LQM_A (Gambar 3.).

3. Hasil penelusuran melalui situs

http://www..ncbi.nlm.nih.gov/SNP menunjuk-

kan mutasi pada daerah missense kromosom

21 dengan variasi alel berupa substitusi A

menjadi G. Ini menghasilkan protein mutan

yang mampu merubah susunan asam amino

pada posisi 47 dari K menjadi E (Gambar 4.)..

4. Hasil analisis Restriction Fragment Length

Polymorphism, RFLP menunjukkan terdapat

enzim restriksi yang mampu mengenali

nukleotida di daerah mutasi, namun tidak

terdapat perbedaan situs restriksi antara

genom yang mutasi dan normal.
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Gambar 3: Struktur Kristal protein IL-10RB melalui 3LQM_A

Gambar 4. Struktur 3D protein IL10RB  untuk tipe normal (A) dan tipe mutan (B) dengan titik mutasi yang sama

Diskusi

Karakterisasi mutasi dapat dilihat pada

perubahan susunan asam amino K47E yang

ditunjukkan dengan perubahan Lisin menjadi

Glutamin tetapi tidak memberikan perbedaan

sifat antara kedua asam amino tersebut.

Walaupun asam amino K bersifat hidrofobik

(non-polar) berubah menjadi asam amino E yang

bersifat hidrofilik (polar), namun demikian mutasI

missense yang mengubah susunan asam amino

penyusun protein tidak mampu memberikan

dampak terhadap sifat protein. Keadaan ini juga

tidak mempengaruhi fungsi protein. Diduga

mutasi yang terjadi bukan pada sisi aktif protein

tersebut.

Prediksi posisi protein IL-10RB  pada

transmembrane diperlihatkan pada skala asam

amino di atas angka 0.5 menggunakan analisis
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TMHMM. Daerah transmembrane terletak pada

urutan asam amino 221-242. Hasil analisis tidak

ditemukan adanya perbedaan pada posisi

protein transmembran pada tipe normal dan

mutan.

Hasil analisis TMHMM prediksi membran

heliks tidak berbeda baik untuk protein IL-10RB

yang mutan dan normal. Demikian halnya

dengan hasil analisis protein IL-10RB

menggunakan perangkat SignalP menunjukkan

situs protein transmembran dengan motif signal

peptide tidak berbeda antara IL-10Rb yang

mutan dan normal.

Hasil penelusuran program PSIPRED

menunjukkan struktur sekunder protein IL-10RB

tersusun atas lipatan rantai polipeptida, yang

menghasilkan berbagai bentuk seperti; bentuk

alpha (α)-heliks berupa pilinan rantai asam

amino yang berbentuk spiral, bentuk beta (β)-

sheet berbentuk lembaran lebar yang tersusus

atas sejumlah rantai asam amino yang saling

terikat melalui ikatan hidrogen atau tio, dan

bentuk struktur koil yang berbentuk tali.

Perubahan susunan asam amino K47E terdapat

pada struktur koil dari protein IL10RB.

Mutasi yang terjadi tidak menyebabkan

missense, walaupun missense yang terjadi pada

sr2834167 disebabkan karena polimorfisme

(Frodsham et al., 2006). Pengaruh mutasi tidak

memberikan perubahan karakteristik protein IL-

10RB pada parameter yang dianalisis dengan

program ProtParam dari web www.expasy.org.

Simpulan
1. Hasil analisis sikuen protein menunjukkan

bahwa mutasi 2834167 tidak merubah sifat

umum maupun topologi protein IL-10RB

terhadap kejadian infeksi hepatitis B

2. Hasil analisis struktur protein menunjukkan

bahwa mutasi juga tidak merubah struktur

sekunder maupun struktur Kristal D protein

IL-10RB

Saran
Diharapkan dapat dilakukan penelitian in

silico untuk protein lain yang secara mekanisme

terkait respons imun terhadap suatu kejadian

penyakit infeksi.
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