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ABSTRAK

Pendahuluan: Autofagi adalah jalur penting yang mengatur hemeostasis
organisme, ketika keseimbangan autofagi terganggu maka dapat menyebabkan
keadaan yang bersifat patologis. Autofagi terbagi menjadi tiga jenis, (1)
makroautofagi, (2) mikroautofagi, dan (3) Chaperone-mediated autophagy
(CMA). Modulator tahap autofagi terdiri dari (1) inisiasi, saat terjadinya starvasi
mTORCI dihambat dan fosforilasi oleh AMPK, kemudian akan meng aktivasi
ULK1, (2) Ekspansi, yang melibatkan BECLIN1, dan (2) elongasi, akan
melibatkan peran LC3B. Sel melakukan autofagi untuk mendaur ulang organel
yang rusak dan protein yang salah pelipatan, bekerja sama dengan sistem
kekebalan adaptif untuk menjaga hemeostasis sel serta kualitas protein dan
organel. Kelainan pada proses autofagi akan berdampak pada kejadian mutasi
genetik khusus nya pada mutasi Missense dan Frameshift. Mutasi genetik ditandai
oleh perubahan urutan asam amino yang dapat mengakibatkan perubahan fungsi
protein. Tujuan: Mengetahui tingkat kefatalan mutasi Missense dan Frameshift
gen LC3B terhadap protein autofagi. Metodologi: Memprediksi tingkat kefatalan
mutasi dengan menggunakan perangkat lunak SIFT dan PolyPhen-2. Hasil: Hasil
prediksi gen LC3B menggunakan perangkat lunak SIFT pada mutasi Missense
didapatkan 55% sampel mengalami Deleterious dan 45% sampel mengalami
Tolerated. Mutasi Frameshift didapatkan 20% sampel mengalami Deleterious dan
80% sampel mengalami Tolerated. Sedangkan perangkat lunak PolyPhen-2 pada
mutasi Missense didapatkan hasil 45% untuk Benign, 14% untuk Possibly
Damaging, dan 45% untuk Probably Damaging. Mutasi Frameshift didapatkan
hasil 20% untuk Benign, 40% untuk Possibly damaging, dan 40% untuk Probably
Damaging. Kesimpulan: Setelah dilakukan penelitian dapat disimpulkan bahwa
mutasi Missense dan Frameshift pada gen LC3B dapat mempengaruhi
fungsionalitas protein LC3B.

Kata Kunci: LC3B, Autofagi, Missense, Frameshift, SIFT, PolyPhen-2
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ABSTRACT

Introduction: Autophagy is an important pathway that regulates an organism's
hemostasis, when the balance of autophagy is disturbed it can cause pathological
conditions. Autophagy is divided into three types, (1) macroautophagy, (2)
microautophagy, and (3) Chaperone-mediated autophagy (CMA). The autophagy
stage modulator consists of (1) initiation, when starvation occurs, mTORCI is
inhibited and phosphorylated by AMPK, which then activates ULK1, (2)
expansion, which involves BECLIN1, and (2) elongation, which involves the role
of LC3B. Cells perform autophagy to repair damaged organelles and misfolded
proteins, working together with the adaptive immune system to maintain cell
hemeostasis and the quality of proteins and organelles. Abnormalities in the
autophagy process will have an impact on the occurrence of genetic mutations,
especially Missense and Frameshift mutations. Genetic mutations are
characterized by changes in the amino acid sequence which can result in changes
in protein function. Objective: To determine the fatality rate of Missense and
Frameshift LC3B gene treatment for autophagy proteins. Methodology:
Predicting treatment fatality rates using SIFT and PolyPhen-2 software. Results:
The results of LC3B gene prediction using SIFT software for Missense treatment
showed that 55% of samples were damaged and 45% of samples were Tolerated.
Frameshift mutations found that 20% of samples experienced Deleterious and
80% of samples experienced Tolerated. Meanwhile, the PolyPhen-2 software for
Missense treatment obtained results of 45% for Benign, 14% for Possible
Damage, and 45% for Possible Damage. Frameshift mutations get results of 20%
for Benign, 40% for Likely Destructive, and 40% for Likely to Destruct. Results:
After conducting research, it can be concluded that Missense and Frameshift
treatment on the LC3B gene can affect the functionality of the LC3B protein.

Keywords: LC3B, Autophagy, Missense, Frameshift, SIFT, Polyphen-2
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BAB |
PENDAHULUAN
1.1  Latar belakang

Autofagi adalah proses seluler alami yang bertanggung jawab untuk
mempertahankan homeostasis sel dengan cara mendegradasi komponen intraseluler
termasuk agregat protein atau organel sel." Autofagi diinduksi oleh stresor seluler seperti
starvasi sel sehingga autofagi dibutuhkan sebagai homeostasis seluler.> Autofagi akan
mempertahankan metabolisme sel dengan cara menghilangkan protein dan organel yang
rusak untuk menjaga kualitas dan kuantitas protein dan organel agar tetap dalam keadaan
baik. Pada aktifitas autofagi seperti makromolekul sitoplasma, protein agregat, dan organel
yang rusak akan dikirim ke lisosom dan dicerna oleh enzim hidrolase lisosom untuk
menghasilkan nukleotida, asam amino, asam lemak, gula, Adenosine Trifosfat (ATP) yang
akhirnya akan didaur ulang ke dalam sitosol. Hal ini menunjukkan bahwa autofagi berperan
pada kondisi patofisiologis penyakit seperti kanker, degenerasi saraf, penyakit autoimun,
penuaan, kematian sel, penyakit jantung dan infeksi. Mekanisme autofagi ini disebut
sebagai mekanisme kematian sel terprogram tipe 11.2

Autofagi mempunyai tiga tahapan regulasi yaitu dimulai dari inisiasi, nukleasi
fagofor, dan ekspansi. Adapun tiga jenis dari autofagi meliput macroautophagy,
chaperone- mediated autophagy, dan microautophagy. Langkah penting untuk
pembentukan autofagosom adalah penggabungan protein rantai ringan terkait mikrotubulus
3 [LC3])/ATG8 ke lipid fosfatidiletanolamin, suatu reaksi yang melibatkan kerja
terkoordinasi dari ATG7, ATG3, dan ATG5-12-16. LC3B sebagai gen penanda/ marker
aktivitas autofagi. Autofagosom merupakan ciri khas sitosolik pada autofagi. Ukuran dan
jumlah autofagosom juga dapat diatur oleh protein ATG8/LC3. Kehadiran gen LC3B pada
fagosom dapat membentuk autofagosom di tahapan ekspansi regulasi autofagi dan
meningkatkan efisiensi pematangan fagolisosom. *

Variasi genetik adalah perbedaan urutan Deoxyribonucleic acid (DNA) antara
individu dalam suatu populasi. Mutasi dan rekombinasi adalah sumber utama terjadinya
variasi. Variasi genetik dalam gen LC3B memiliki keterlibatan besar terhadap penyakit

yang berdampak pada respon imun bawaan dan respon imun adaptif.>® Deteksi mutasi
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genetik yang cepat dan tepat sebagai biomarker berbagai penyakit juga berperan penting
dalam penatalaksaan yang efektif.’

Jenis mutasi yang dapat terjadi pada manusia yaitu mutasi Missense dan
Frameshift. Mutasi Missense ditandai dengan perubahan satu asam amino menjadi asam
amino lain sehingga menyebabkan salah arti pada penerjemahan urutan basa.® Sedangkan
mutasi Frameshift adalah mutasi yang terjadi akibat perubahan kerangka pembacaan basa-
basa nukleotida. Gen yang mengalami pergeseran bingkai menghasilkan protein yang
terpotong, tidak berfungsi, dan berpotensi bersifat sitotoksik.’

Database seperti dbSNP berguna untuk meyaring dan mengidentifikasi varian
yang berpotensi mempengaruhi fungsi protein sehingga diperlukan perangkat lunak
algoritma seperti SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant) yang digunakan untuk
memprediksi varian mutasi pada fungsi protein. SIFT menjadi salah satu alat standart
untuk mengkarakterisasi varian Missense. Pada studi sebelumnya, SIFT telah digunakan
untuk meneliti efek mutasi genetik pada manusia seperti kanker, penyakit herediter dan
penyakit menular.!® Perangkat lunak lain yang digunakan dalam prediksi fungsi protein
pada mutasi gen vyaitu PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping v2), dengan cara
memprediksi kemungkinan dampak substitusi asam amino terhadap stabilitas dan fungsi
protein manusia.’* Stabilitas protein juga merupakan karakteristik utama dari protein
fungsional, dan dengan demikian, mutasi pada asam amino protein dapat sangat
mempengaruhi stabilitasnya.> Dengan demikian penelitian ini dilakukan untuk menilai
persentase kefatalan akibat variasi genetik gen LC3B terhadap fungsionalitas protein
autofagi.?

1.2 Rumusan Masalah

Bagaimana tingkat kefatalan mutasi Missense dan Frameshift gen LC3B terhadap
fungsionalitas protein autofagi dengan menggunakan perangkat lunak SIFT dan PolyPhen-
27

1.3  Tujuan Umum
Mengetahui prediksi tingkat kefatalan mutasi Missense dan Frameshift gen LC3B

terhadap fungsionalitas protein autofagi menggunakan perangkat lunak SIFT dan
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PolyPhen-2.

1.4  Tujuan Khusus

1. Mengidentifikasi mutasi Missense dan Frameshift pada gen LC3B.

2. Mengetahui prediksi tingkat kefatalan mutasi Missense dan Frameshift pada gen
LC3B menggunakan perangkat lunak SIFT.

3. Mengetahui prediksi tingkat kefatalan mutasi Missense dan Frameshift pada gen
LC3B menggunakan perangkat lunak PolyPhen-2.

4. Mengetahui mutasi Missense dan Frameshift dari gen LC3B yang memiliki
tingkat kefatalan (Deleterious, Possibly Damaging, dan Probably Damaging)
pada perangkat lunak SIFT dan PolyPhen-2.

5. Mengetahui mutasi Missense dan Frameshift dari gen LC3B yang tidak fatal
(Tolerated dan Benign) pada perangkat lunak SIFT dan PolyPhen-2.

1.5 Manfaat Penelitian

Diharapkan penelitian ini dapat memberikan wawasan yang lebih baik mengenai
prediksi tingkat kefatalan mutasi Missense dan Frameshift gen LC3B terhadap
fungsionalitas protein autofagi.
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BAB I
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Autofagi
2.1.1 Definisi Autofagi

Autofagi adalah proses intraseluler degradatif lisosom. Proses ini memungkinkan
terjadinya daur ulang organel yang rusak dan makromolekul yang teragregasi atau salah
lipatan pada rantai DNA asam amino.*** Hal ini merupakan mekanisme yang membantu
mempertahankan homeostasis sel. Autofagi merupakan respon tubuh terhadap starvasi, dan
ketika sebuah organel tidak diperlukan lagi.*®

Autofagi memiliki proses yang kompleks dan mekanisme pengaturan yang sangat
penting dalam kondisi fisiologis dan patologis. Dengan berkembangnya penelitian hingga
sekarang maka dijelaskan terdapat hubungan antara autofagi dengan beberapa penyakit

akibat variasi genetik."

2.1.2 Klasifikasi Autofagi

Beberapa jenis autofagi dijelaskan sebagai berikut:

1) Makroautofagi adalah proses yang mengarah pada degradasi substrat secara
massal dengan memproduksi autofagosom dan autolisosom.** Membran isolasi
(phagophore) menyita sebagian substrat sitoplasma yang terdegradasi. Struktur
yang dihasilkan disebut autofagosom. Kemudian membran autofagosom akan
menyatu dengan membran lisosom sehingga akan terjadi penyatuan isi sel ke
dalam lumen lisosomal dan menghasilkan autolisosom. Pada autolisosom,
degradasi terjadi melalui aksi enzimatik pada pH asam.®

2) Mikroautofagi adalah proses di mana komponen sitoplasma memasuki lisosom
melalui invaginasi atau deformasi pada membran lisosom. Mikroautofagi
mendegradasi komponen seluler, termasuk peroksisom, mitokondria, lipid, dan
nukleus, melalui mekanisme selektif dan non- selektif.*?

3) Chaperone-mediated autophagy (CMA) adalah proses dimana protein intraseluler
larut dan berikatan dengan molekul protein pendamping motif pentapeptida yaitu
KFERQ, kemudian diangkut menuju lisosom untuk dicerna oleh enzim lisosom

dengan bantuan gen Lysosome- associated membrane protein 2 (LAMP2) sebagai

4 Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara



bantuan pintu masuksubstrat menuju lisosom.™****°

Macroausophagy Microautophagy Chaperone-mediated
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Gambar 2. 1 Jenis Autofagi berdasarkan tahapannya dibagi menjadi tiga, yaitu;
makroautofagi, mikroautafagi, dan CMA.*®

sumber : Pritchard, Dorian J. KB, 2013

Beberapa protein ATG memiliki kemampuan dalam berinteraksi langsung dengan
membran sel, mentransfer lipid antar membran, dan mengatur metabolisme lipid. Protein
ATG turut serta dalam membantu proses autofagi. Protein inti ATG secara fungsional
dikategorikan ke dalam unit-unit terpisah seperti kompleks Atgl/ULK, fosfatidylinositol-3-
kinase (PI3K) kelas Ill, kompleks Atg2-Atgl8/WIPI4, vesikula Atg9, sistem konjugasi
Atgl2, termasuk ATG12-5-16L1 dan WIPI2B, dan sistem konjugasi Atg8/LC3. Autofagi
terkait dengan kejadian tumorigenesis, perkembangan mamalia, metabolisme lipid,
degradasi patogen intraseluler, dan degenerasi saraf. Dalam beberapa tahun terakhir,

beragam peran fisiologis dan patologis autofagi telah ditemukan.*’
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2.1.3 Regulasi Autofagi

Secara skematis regulasi autofagi dapat dibagi menjadi tiga fase yaitu (1) inisiasi, (2)
nukleasi phagophore, (3) ekspansi.® Autofagi diinduksi oleh berbagai reaksi dalam
organisme, seperti starvasi sel, kesalahan pelipatan, penurunan kadar ATP, dan keadaan
hipoksia.™®

Tahap inisiasi dimulai dengan kompleks autofagi yang mengaktifkan ULK1.
Kemudian diikuti oleh pembentukan vesikel membran yang disebut fagofor menjadi
vesikel bilayer lipid berbentuk seperti bola yang disebut sebagai autofagosom.
Autofagosom kemudian menyatu dengan lisosom atau vakuola untuk menguraikan
komponen sitoplasma yang telah direkrut. Kompleks ULK1 yang terlibat dalam memulai
autofagi diatur oleh Mammalian target of rapamycin (mTORC1). Starvasi asam amino dan
penurunan kadar insulin menyebabkan inaktivasi mTORC1 sehingga menginduksi
terjadinya autofagi.'®

Setelah mTORC1 dinonaktifkan, maka proses autofagi akan berlanjut pada tahap
nukleasi. Tindakan penghambatan MTORC1 diimbangi oleh AMP-activated protein kinase
(AMPK), yang merespons penurunan level ATP dengan memfosforilasi ULK1 dan
BECN1 (Beclin 1). ULK1 mendukung proses autofagi dengan memfasilitasi aktifitas
fosfatidylinositol-3-kinase dari kompleks multiprotein yang dibentuk oleh BECNL,
PIK3C3/VPS34 (subunit Kkatalitik fosfatidylinositol-3-kinase tipe 3), PIK3R4/VPS15
(subunit pengatur fosfoinositida-3-kinase 4), ATG14, dan NRBF2 (faktor pengikat reseptor
nuklir 2). Beberapa interaksi regulasi dari kompleks BECN1-PIK3C3/VPS34 telah
diidentifikasi, termasuk UVRAG (terkait resistensi radiasi UV), SH3GLB1 (domain SH3
yang mengandung seperti GRB2, endofilin B1l), dan AMBRAI1 (autophagy/beclin-1
regulator 1), yang memfasilitasi aktifitas katalitik."

PIK3C3/VPS34, serta RUBCN (regulator autophagy rubicon) dan BCL2 (regulator
apoptosis BCL2)." Kompleks PI3K mengandung banyak kompleks dengan faktor
penyusun yang berbeda meliputi Beclin-1 dan Atgl4 yang berfungsi pada tahap awal
pembentukan fagofor. Kemudian dimobilisasi sebagai protein efektor PI3P yang bekerja
pada Atg2. Pada tahap ini Atg2 berfungsi sebagai penghubung membran retikulum
endoplasma (RE) dan fagofor untuk pengangkutan lipid dan memasok lipid ke

autofagosom.*®
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Pada tahap expansi, LC3 oleh ATG4 dilakukan pembelahan menghasilkan bentuk
LC3-I. Ketika autofagi diinduksi, LC3-1 akan berikatan dengan phosphatidylethanolamine
(PE) pada membran fagofor. Reaksi ini dikatalisis lagi olen ATG3 dan ATG7. Sementaraitu
kompleks ATG12-ATG5-ATGI16L yang sudah direkrut di permukaan fagofor berfungsi
sebagai enzim sehingga membentuk LC3-1l yang berasosiasi dengan membran dalam dan
luar fagofor. LC3-I terkonjugasi menjadi LC3-11 yang direkrut ke membran autofagosomal.
Kargo dikenali oleh protein sequestosome (SQSTM) yang juga berikatan dengan LC3-11
sehingga struktur membran fagofor muncul di sitoplasma. Setelah fagofor memanjang
cukup untuk mengakomodasi substratnya, fagofor menutup dan membentuk sebuah
membran ganda yaitu autofagosom.*®

Setelah proses ekspansi selesai maka ujung dari vesikel akan menyatu sehingga
menghasilkan vesikel membran ganda bernama autofagosom. Autofagosom akan
mempertahankan LC3-11 di membran dalam yang nantinya akan melebur dengan lisosom
yang berisi substrat. Kemudian membran dalam autofagosom akan terdegradasi secara
bersamaan dengan protein kargo dan LC3-1l. Produk degradasi dapat mendaur ulang

organel sel dan dilepaskan kembali ke dalam sitoplasma.?®

Peil) —® (L ———————————————————————> {340

Gambar 2. 2 Regulasi autofagi terbagi menjadi tiga tahapan yaitu inisiasi, nukleasi, dan

ekspansi.
Sumber: Klionsky DJ, Petroni G, Amaravadi RK, et al. 2021
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22 LC3B
2.2.1 Definisi LC3B

Microtuble-associated protein light chain 3, isoform B (LC3B) berfungsi sebagai
penanda autofagi. Dalam proses pembentukan autofagosom, bentuk LC3B- | yang larut
diubah menjadi bentuk LC3B-Il. LC3B terdistribusi secara merata di seluruh sitoplasma
dan terlokalisasi di daerah nukleolus. LC3B aktif pada jalur konjugasi dimana LC3B
terkonjugasi menjadi phosphatidylethanolamine (PE), dengan demikian secara selektif
akan melokalisasi ke dalam membran autofagosomal. Konversi LC3 dari bentuk tidak
terkonjugasi (LC3-1) menjadi bentuk terkonjugasi PE (LC3-11) sangat penting dalam
pembentukan autofagosom.?

Homolog LC3B pada ragi yaitu ATG8. Pada manusia terdapat tiga ortolog ATG8
yaitu LC3A, LC3B, LC3C yang dikodekan oleh masing-masing MAP1LC3.2%?? Protein
ATGS8 berperan dalam pembentukan, pemanjangan, dan penutupan autofagosom, serta fusi

dengan lisosom.*

2.2.2 Peran LC3B Terhadap Autofagi

LC3B berfungsi sebagai penanda jika autofagosom dihasilkan pada proses autofagi.
Gen LC3B terletak di kromosom-16 pada Homo Sapiens. Pengikatan protein LC3 terkait
mikrotubulus dan sistem reaksi pengikatan ATG12 dan ATGS terlibat dalam pembentukan
autofagosom. Dalam sistem pengikatan LC3 akan terlibat dalam pemanjangan dan
penutupan membran autofagosom dengan mengikat phosphatidylethanolamine (PE) yang
disebut dengan tahap ekspansi. Kemudian LC3 yang dilipidisasi secara selektif akan
mendegradasi substrat spesifik dengan berinteraksi oleh banyak reseptor autofagi selektif.*®

Setelah nukleasi selesai, maka autofagi akan masuk pada tahap ekspansi. LC3. LC3
dibagi menjadi dua bentuk yaitu LC3-l yang terletak di sitoplasma dan yang lainnya
terkonjugasi menjadi phosphatidylethanolamine (PE) dalam autofagosom yang dibatasi
membran sebagai LC3-Il. Studi menemukan bahwa kelimpahan LC3-I1 dikaitkan dengan
tingkat pembentukan autofagosom.?® Dalam proses pembentukan autofagosom, terjadi

proses konversi dari LC3-1 menjadi LC3-11 yang diatur oleh Atg4, Atg3 dan Atg7.**
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Berbagai modifikasi biologis diperlukan untuk beralih dari LC3-11 yang belum
matang menjadi LC3-11 yang matang. Kemudian LC3 akan berikatan dengan membran
autofagosom menjadi penanda atas terbentuknya autofagosom. Akhirnya, di bawah aksi
ATGA4B, LC3II dipisahkan dari PE dan menyelesaikan seluruh proses pematangan dan
degradasi LC3.*
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Gambar 2. 3 Proses modifikasi dan pematangan LC3B pada pembentukan autofagosom. 2

Sumber: Raudenska M, et al., 2021

2.3 Variasi Genetik

Variasi genetik terjadi karena adanya mutasi dan rekombinasi. Mutasi adalah
perubahan pada urutan nukleotida DNA dan dapat diwariskan pada suatu organisme
sehingga akan menghasilkan keragaman variasi genetik. Terdapat empat basa nitrogen
yang merupakan unit pembentuk DNA yaitu adenin (A), guanin (G), sitosin (C), dan timin
(-I-).16

Variasi genetik dalam gen memiliki keterlibatan besar terhadap penyakit yang
berdampak pada respon imun bawaan dan respon imun adaptif. Sejumlah karakteristik gen
telah terbukti terkait dengan mutabilitas. Gen dengan tingkat ekspresi yang tinggi lebih
berpotensi mengalami frekuensi mutasi somatik. Panjang gen telah terbukti berkorelasi
dengan penggunaan kodon selektif (komposisi nukleotida) sedangkan waktu replikasi
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berkorelasi dengan tingkat ekspresi gen.>® Hal ini berkaitan dengan beberapa kondisi

penyakit seperti gangguan neurodegeneratif, nefropati dan diabetes.®

2 TT 1.1 T1T.

Sense strand: ATGT T C:
Anti-sense T A CiA A '

strand: %) I -

Amino acids Met—Fhe — Aép Arg —

——
—
-

T ok R B S
-
—

Gambar 2. 4 Pasangan urutan asam amino pada sekuens normal.*®

Sumber: Pritchard, Dorian J. KB. 2013

2.3.1 Mutasi Gen

Mutasi adalah modifikasi permanen dalam urutan dasar DNA yang melibatkan
substitusi, penghapusan, atau penyisipan. Perubahan purin menjadi purin yang lain atau
pirimidin dengan primidin yang lain adalah transisi, pertukaran purin dan pirimidin adalah
transversi. Pada tingkat gen, mutasi melibatkan puluhan hingga ribuan basis. Pada tingkat
genom, mutasi mencakup penghapusan atau duplikasi ratusan ribu hingga jutaan basa,
hingga penataan ulang kromosom dan aneuploidi.*® Deteksi mutasi genetik yang cepat dan
tepat sebagai biomarker berbagai penyakit juga sangat penting untuk pemilihan pengobatan
yang efektif.”

Adapun jenis-jenis dari mutasi genetik, yaitu:

a. Missense mutation adalah perubahan DNA yang dikodekan pada posisi tertentu

dalam protein yang dihasilkan sehingga dapat mengubah sifat kimia protein dan

memiliki efek yang merusak.®
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Gambar 2. 5 Pasangan urutan asam amino pada sekuens mutasi Missense.*®

Sumber: Pritchard, Dorian J. KB. 2013

b. Frameshift mutation adalah mutasi yang terjadi akibat penambahan atau hilangnya
nukleotida pada suatu gen sehingga akan menimbulkan pergeseran kerangka
pembacaan. Penerjemahan kode genetik dimulai pada mRNA, kemudian

diterjemahkan sebagai tiga basa yang berurutan.?®

Wild type

Frameshift AT ST ST

mRNA &

IMutat,ion.s Protein  [“Het 1 ys N Pow 1 G0 | gigp

" Frameshift deletion

Extra U

“ Frameshift insertion o |1 | e ) o

@ Missing

o
® No frameshift o 1 ol ]

Gambar 2. 6 Urutan asam amino mutasi Frameshift®®
Sumber: Warmadewi DA. 2017
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2.4 Kelainan yang Timbul Akibat Variasi Genetik Gen LC3B Pada Autofagi

1. Pada tahap awal perkembangan tumor, autofagi bertindak sebagai penekan tumor
dengan cara membuang protein dan organel yang rusak. Mutasi gen pada autofagi
merupakan tahap awal perkembangan tumor. Mutasi secara signifikan mengurangi
interaksi dengan ATG7, sehingga hal ini mengakibatkan adanya gangguan selektif
dalam pengikatan LC3B ke beberapa protein. Dengan mutasi ini maka akan
menurunkan aktifitas autofagi sehingga meningkatkan tahap awal perkembangan
tumor. Adanya mutasi pada gen akan menekan pembentukan dan melemahkan
homeostasis lipid LC3B. Penekanan pengikatan LC3B dengan ATG7 dapat
mencegah terjadinya proses autofagi sehingga mempercepat perkembangan
tumor.?’

Misalnya, penyakit Von Hippel-Lindau (VHL) adalah sindrom tumor yang
diturunkan secara dominan autosomal. Penyakit ini ditandai dengan pertumbuhan
kista dan tumor. Salah satu lesi yang terjadi pada penyakit VHL yaitu berkaitan
dengan penyakit Renal Cell Carcinoma (RCC).?® Ekspresi VHL menurun secara
signifikan pada RCC. Hal ini berkaitan dengan autofagi yang terlibat dalam proses
pertumbuhan tumor, invasi, diferensiasi, dan metastasis tumor. Ekspresi VHL dan
protein LC3B berkorelasi terbalik untuk tumor jaringan RCC. Autofagi akan
menginduksi kematian sel dengan meningkatkan sinyal apoptosis pada sel RCC.
Hal ini berhubungan dengan perkembangan tumor sehingga menunjukkan bahwa
VHL menekan pembentukan autofagosom yang dimediasi LC3B.%°

2. Respon autofagi yang tidak teregulasi dengan baik akan meningkatkan resiko
timbulnya Penyakit Paru Obstruktif Kronik (PPOK). LC3B sendiri merupakan
pengatur utama fungsi sel silia. Perangsangan sel epitel saluran napas PPOK
dengan interleukin-13 (IL-13) dapat menyebabkan kerusakan fungsional, seperti
proliferasi sel mukosa, berkurangnya panjang silia, dan penurunan ekspresi
LC3B. Pada keadaan normal LC3B sangat diekspresikan dalam sel silia,
sedangkan pada sel basal dan sel goblet ekspresinya akan lebih rendah. LC3B
menunjukkan potensi yang cukup besar untuk mengatur diferensiasi sel pada
penderita PPOK. Oleh karena itu, diferensiasi sel pernafasan akan mempengaruhi

penilaian derajat autofagi. Dalam hal ini dijumpai perbedaan yang signifikan
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ekspresi LC3B antara inti sel normal denganpenderita PPOK.*

. Selama jalur autofagi selektif berjalan, yaitu mitofagi maka reseptor autofagi akan
mengikat protein famili ATG8 termasuk subfamili MAP1LC3/LC3 dan
GABARAP melalui motif LC3-interacting region (LIR). Dengan bantuan protein
famili ATG8 berupa reseptor autofagi selektif, yaitu optineurine (OPTN) dan
Nuklear Dot Protein 52 kDa (NDP52) menghubungkan Outer Mitochondrial
Membrane (OMM) ke membran autofagosomal. Hal ini memainkan peran penting
dalam penyakit neurodegeneratif yaitu Alzheimer disease yang berkaitan dengan
MAP1LC3B/LC3B.** OPTN dan NDP52 serta adaptor autofagi lainnya terlibat
dalam perekrutan protein LC3 terkait autofagosom. Protein PARKIN secara
selektif direkrut dari sitosol dan ikut serta dalam proses degradasi mitokondria yang
rusak. PARKIN menghubungkan adaptor IMM dan protein PHB2 untuk merekrut
autofagosom dengan mengikat protein LC3B, yang memungkinkan terjadinya
degradasi mitokondria yang cacat secara langsung di dalam lisosom.** Dengan
keterlibatan LC3 maka akan mempercepat pembersihan mitokondria yang rusak
melalui autofagi. Dengan demikian dapat disimpulkan bahwa adanya mutasi LC3B
dapat menghambat proses degradasi mitokondria sehingga beresiko menyebabkan

Alzheimer disease.*!
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2.5  Kerangka Teori
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Gambar 2. 7 Kerangka teori
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2.6

Kerangka Konsep

Mutasi Missense dan Frameshift
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Gambar 2. 8 Kerangka konsep
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BAB I11
METODE PENELITIAN

3.1 Definisi Operasional

Tabel 3. 1 Definisi operasional

No Variabel  Definisi Operasional Alat Ukur  Skala Hasil
1. Gen Merupakan penanda Database = Nominal Sekuens
LC3B aktifitas autofagi pada NCBI
tahap elongasi
2. Variasi Mutasi pada urutan SIFT Nominal ~ Missense
genetik gen DNA sehingga dan dan
LC3B menyebabkan kelainan PolyPhen- Frameshift
pada suatu organisme 2
3. Dampak  Dampak yang SIFT dan Ordinal  SIFT
kefatalan  ditimbulkan dari variasi ~ PolyPhen- (Deleterious
mutasi genetik 2 , Tolerated)
dan
PolyPhen-2
(Probably
Damaging,
Possibly
Damaging,
benign)
4. Persentase Persentase dari jumlah SIFTdan  Ordinal  Persentase
dampak prediksi kefatalan setelah PolyPhen-2
kefatalan  dianalisis menggunakan
mutasi piranti lunak SIFT dan
Range PolyPhen-2 SIFT dan  Ordinal  SIFT (0,00-

16
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5. dampak Rentang skor dari piranti  PolyPhen-2 0,05):
kefatalan  lunak SIFT dan Deleterious,
PolyPhen-2 >0,05-1,00:
Tolerated)

PolyPhen-2:
rentang skor
ditentukan
dari hasil

piranti lunak

3.2 Desain Penelitian
Jenis penelitian ini adalah deskriptif observasional dengan analisa
bioinformatika untuk memprediksi tingkat kefatalan mutasi Missense dan

Frameshift pada gen LC3B terhadap fungsionalitas protein autofagi.

3.3 Waktu dan Tempat Penelitian
3.3.1 Waktu

Penelitian ini dilakukan pada bulan Juli 2023 — November 2023 dengan
mengambil data variasi genetik gen LC3B dari database National Centre For
Biotechnology Information (NCBI).

Tabel 3. 2 Waktu penelitian
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Bulan

No Kegiatan Juni | Juli | Agustus | September | Oktober | November
2023|2023 | 2023 2023 2023 2023

1. Pembuatan
Proposal

2. | Sidang Proposal

3. | Persiapan Sampel
Penelitian

4. Penelitian

5. | Penyusunan Data
Dan Hasil
Penelitian

6. Analisis Data

7. Pembuatan
Laporan Hasil

3.3.2 Tempat

Penelitian ini  dilakukan di Fakultas Kedokteran Universitas
Muhammadiyah Sumatera Utara dengan mengambil data mutasi Missense dan
Frameshift gen LC3B dari database National Centre for Biotechnology
Information (NCBI).

3.4 Populasi dan Sampel Penelitian
3.4.1 Populasi

Populasi yang digunakan berasal dari database yang berisi mutasi Missense
dan  Frameshift pada gen LC3B pada database NCBI dbSNP

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp.

3.4.2 Sampel
Sampel yang digunakan adalah data mutasi Missense dan Frameshift gen
LC3B pada database NCBI dbSNP https://www.ncbi.nim.nih.gov/snp yang
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memenuhi kriteria inklusi dan eksklusi.

A. Kriteria inklusi
1) Merupakan spesies Homo sapiens.
2) Merupakan kategori mutasi Missense.
3) Merupakan kategori mutasi Frameshift.
4) NCBI, database yang digunakan untuk mengambil sequence reference
gen.
5) UniProt, database yang digunakan untuk mengambil sekuens
reference protein.
B. Kriteria eksklusi
1) Mutasi intron, mutasi yang tidak merubah basa nukleotida.
2) Mutrasi inframe, terjadi perubahan basa nukleotida tetapi tidak

merubah pembacaan kodon.

3.4.3 Teknik Pengambilan Sampel

Teknik pengambilan sampel yang digunakan pada penelitian ini
menggunakan teknik purposive sampling dengan pengambilan sampel non-
randomized. Setelah dihitung besar sampel menggunakan rumus Slovin
didapatkan hasil 98 sampel. Maka, pada penelitian ini angka sampel dibulatkan
menjadi 100 sampel variasi missense yang diambil dari SbSNP secara urut dimulai
dari sampel nomor 1 s/d 100. Varian Frameshift didapati sebanyak 10 sampel
pada dbSNP, tetapi pada urutan ke 1, 4, 5, 6, dan 10 tidak dapat diprediksi

“error”” sehingga hanya diambil 5 sampel.

3.4.4 Cara Pengambilan Sampel
a. Mutasi Missense
1. Membuka internet dengan menggunakan situs informasi bioteknologi
yaitu National Centre for Bioctechnology Information (NCBI).

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp

2. Memasukkan kata kunci berupa gen LC3B di kolom pencarian.
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. Ubah kotak yang terdapat di sebelah kolom pencarian menjadi

Gen untuk memfilter dan mengisi LC3B di kolom pencarian.
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6. Lalu mengisi MAP1LC3B pada kolom pencarian kemudian memfilter

dengan mengklik missense dibagian sebelah Kiri, didapatkan 118.
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7. Lalu diambil 100 sampel dari 118 pada variasi missense yang sudah
sesuai dengan Kriteria inklusi.

Jumlah populasi berasal dari database NCBI yang di akses pada
tanggal 3 September 2023. https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc.

b. Mutasi Frameshift
1. Membuka internet dengan menggunakan situs informasi bioteknologi

yaitu National Centre for Biotechnology Information (NCBI).
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2. Memasukkan kata kunci berupa LC3B didalam kolom pencarian dan

mengubah kotak di sebelah kiri kolom pencarian menjadi Gen untuk

memfilter, lalu klik cari.
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3. Kemudian pilih MAP1LC3B homo sapiens kromosom 16.

4. Di bagian sebelah kanan klik SNP Gene Review.

5. Setelah itu, di bagian sebelah kiri mengklik varian Frameshift untuk

memfilter sampel.

gy X f n ] B
—

6. Didapati 10 sampel mutasi Frameshift. Tetapi pada urutan ke
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1,4,5,6, dan 10 tidak dapat diprediksi “error” sehingga hanya diambil
5 sampel.

Jumlah sampel berasal dari database NCBI yang diakses pada

tanggal 3 September 2023. https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc.

3.4.5 Besar Sampel
Pengambilan sampel dalam penelitian ini dihitung dengan rumus Slovin.

Sehingga digunakan rumus:

N
" T TEN(e)?
Keterangan :
n : Besar sampel
N : Banyak populasi
e : batas toleransi kesalahan
4.847
"= 1+ 4847(0,10)2
4.847
" T 1+ 4.847(0,0D)
4.847
T 1¥4847

n = 98 sampel

Jadi sampel yang didapat yaitu sebanyak 98 sampel.
3.5 Teknik Pengumpulan Data

Pengumpulan data pada penelitian ini dengan cara pengambilan ataupun

pencatat data yang diperoleh dari NCBI dbSNP yang memenubhi kriteria inklusi.
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3.6 Pengolahan dan Analisis Data

3.6.1 Pengolahan Data

Data yang dikumpulkan akan diolah melalui beberapa tahapan-tahapan

antara lain:

a.

Editing

Memeriksa ketepatan dan kelengkapan data.

. Coding

Data yang terkumpul dikoreksi ketepatan dan kelengkapannya kemudian
diberi kode untuk proses analisis di computer
Entry

Memasukkan data ke dalam perangkat komputer.

. Cleaning Data

Pemeriksaan semua data yang telah dimasukkan untuk menghindari

kesalahan dalam pemasukkan data.

. Saving

Penyimpanan data yang akan dianalisis

3.6.2 Analisis data

Analisis data yang digunakan dalam penelitian ini adalah analisis data

kuantitatif dengan statistik deskriptif. Data yang diperoleh kemudian disajikan

dalam bentuk narasi dan tabel distribusi frekuensi.

Setelah data dianalisis dengan piranti lunak, maka akan diketahui skor

kefatalan dari mutasi genetiknya. Hasil skor tersebut akan diolah dengan program

Microsoft excel dan disesuaikan dengan statistik deskriptif untuk diinterpretasikan

ke dalam bentuk persentase yang dikategorikan, kemudian disajikan dengan

narasi, dan pie chart sebagai visualisasi dari tabel.
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3.7 Alur Penelitian

Memenuhi kriteria inklusi dan

A 4
Mengambil sekuens reference gen di

dbSNP dan sekuens protein di
UniprotKB protein LC3B

l

Mengambil struktur protein di
UniProtKB

Mengambil sampel dari database
(dbSNP)

|

Memprediksi dampak mutasi

Missense dan Frameshift gen LC3B
menggunakan piranti lunak SIFT dan
PolyPhen-2

Gambar 3. 1 Alur Penelitian
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Hasil Penelitian

Peneliti menggunakan sampel data gen LC3B dengan variasi mutasi
Missense dan Frameshift yang diperoleh dari database NCBI (National Centre for
Biotechnology Information) dbSNP. Distribusi sampel yaitu sejumlah 105
database, dengan 100 mutasi tipe Missense dan 5 mutasi tipe Frameshift yang
memenuhi Kriteria inklusi dan eksklusi untuk dilakukan penelitian. Database akan
dimasukkan ke dalam perangkat lunak SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant)
dan PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping v2) untuk melihat tingkat kefatalan
dari mutasi genetiknya.

4.1.1 Analisis Prediksi Mutasi Missense dan Frameshift Gen LC3B dengan

Perangkat Lunak SIFT dan PolyPhen-2

Variasi genetik yang digunakan peneliti merupakan gen LC3B dengan jenis
mutasi Missense dan Frameshift dengan total 105 sampel. Database dari mutasi
Missense dan Frameshift kemudian dimasukkan ke dalam perangkat lunak SIFT
dan PolyPhen-2 untuk dilihat skor dan persentase kefatalannya. Setelah dilakukan
analisis menggunakan kedua perangkat lunak tersebut, maka didapatkan
interpretasi hasil berdasarkan perangkat lunak yang digunakan, yaitu; SIFT
(Deleterious dan Tolerated), dan PolyPhen-2 (Probably Damaging, Possibly

Damaging,Beningn).
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1. Hasil Analisis Perangkat Lunak SIFT

Tabel 4. 1 Hasil prediksi tingkat kefatalan mutasi Missense dengan perangkat

lunak SIFT
Skor Efek Mutasi Jumlah Sampel Persentase (%0)
0.00-0.04 Deleterious 55 55
0.05-1.00 Tolerated 45 45
Total 100 100

Berdasarkan hasil penelitian pada Tabel 4.1, mutasi Missense yang
dianalisis dengan SIFT menunjukkan bahwa 55% sampel bersifat Deleterious dan
45% sampel bersifat Tolerated. Jika suatu asam amino pada urutan protein
digantikan oleh asam amino lain, maka urutan rangkaian protein tersebut akan
berubah dan akan mempengaruhi fungsi protein tersebut. Sampel dengan hasil
Deleterious akan mempengaruhi fungsi protein sehingga tidak berfungsi dengan
normal. Sedangkan sampel dengan hasil Tolerated diduga tidak mempengaruhi
fungsi protein. Skor kefatalan pada perangkat lunak SIFT dapat dilihat pada Tabel
4.1.

Tabel 4. 2 Hasil analisis prediksi mutasi Frameshift dengan perangkat lunak SIFT

Skor Efek Mutasi Jumlah Sampel Persentase (%0)
0.00-0.04 Deleterious 1 20
0.05-1.00 Tolerated 4 80

Total 5 100

Berdasarkan hasil penelitian pada Tabel 4.2, mutasi Frameshift yang
dianalisis dengan SIFT menunjukkan bahwa 80% sampel bersifat Tolerated dan
20% sampel bersifat Deleterious. Jika suatu asam amino pada urutan rangkaian
protein digantikan oleh asam amino lain, maka urutan rangkaian protein tersebut
akan berubah dan hal ini diperkirakan dapat mempengaruhi fungsi protein
tersebut. Sampel dengan hasil Deleterious diperkirakan dapat mempengaruhi
fungsi dari protein sehingga tidak dapat berfungsi dengan normal. Sedangkan
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sampel dengan hasil Tolerated diduga tidak mempengaruhi fungsi protein. Skor
kefatalan pada perangkat lunak SIFT dapat dilihat pada Tabel 4.2.

2. Hasil Analisis Perangkat Lunak PolyPhen-2

Tabel 4. 3 Hasil analisis prediksi mutasi Missense dengan piranti lunak PolyPhen-

2
Skor Efek Mutasi Jumlah Persentase (%0)
Sampel
0,000-0,336 Benign 45 45
0,500-0,899 Possibly Damaging 15 15
0,946-1,000 Probably Damaging 40 40
Total 100 100

Berdasarkan hasil penelitian yang disajikan pada Tabel 4.3 menunjukkan
bahwa mutasi Missense yang telah dianalisis dengan perangkat lunak PolyPhen-2
diperoleh hasil 45% Benign, 15% Possibly Damaging, dan 40% Probably
Damaging. Oleh karena itu, menurut hasil analisis diatas, sampel dengan hasil
benign tidak mempengaruhi fungsi protein, hasil Possibly Damaging diperkirakan
dapat mempengaruhi fungsi protein dan mungkin juga tidak mempengaruhi fungsi
protein, dan hasil Probably Damaging akan mempengaruhi fungsi protein dan
tidak berfungsi dengan normal, sehingga hal ini dapat mengganggu regulasi

autofagi.

Tabel 4. 4 Hasil analisis prediksi mutasi Frameshift dengan perangkat lunak

Skor Efek Mutasi Jumlah Sampel  Persentase (%)
0,000-0,011 Benign 1 20
0,851-0,974 Possibly Damaging 2 40
0,975-1,000 Probably Damaging 2 40

Total 5 100

Berdasarkan hasil penelitian yang disajikan pada Tabel 4.4 menunjukkan

bahwa mutasi Frameshift yang telah dianalisis menggunakan perangkat lunak
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PolyPhen-2 diperoleh hasil 20% Benign, 40% Possibly Damaging, dan 40%
Probably damaging. Maka sesuai hasil analisis diatas, sampel dengan hasil
Benign tidak mempengaruhi fungsi protein, hasil Possibly Damaging diperkirakan
dapat mempengaruhi fungsi protein dan mungkin juga tidak mempengaruhi fungsi
protein, dan hasil Probably Damaging dapat mempengaruhi fungsi protein dan
tidak berfungsi dengan normal, sehingga hal ini dapat menganggu regulasi

autofagi.

4.1.2 Analisis prediksi mutasi Missense gen LC3B yang tergolong fatal dan
tidak fatal berdasarkan perangkat lunak SIFT dan PolyPhen-2

PROBABLY DAMAGING DELETERIOUS POSSIBLY DAMAGING

Gambar 4. 1 Hasil analisis sampel Missense gen LC3B yang tergolong fatal
berdasarkan persilangan perangkat lunak SIFT dan PolyPhen-2

Berdasarkan pada software SIFT prediksi kefatalannya yaitu Deleterious,
sedangkan PolyPhen-2 prediksi kefatalannya yaitu Probably Damaging dan
Possibly Damaging. Berdasarkan hasil penelitian yang disajikan pada gambar 4.5
telah diperoleh hasil analisis persilangan dari sampel mutasi Missense berdasarkan
dua perangkat lunak yang digunakan. Sampel dari hasil persilangan kedua
perangkat lunak tersebut masuk pada tingkat kefatalan. Terlihat pada gambar
bahwa 36,36% (28 sampel) dari Deleterious di SIFT juga merupakan Probably
Damaging di PolyPhen-2, sedangkan 7,79% (6 sampel) dari Deleterious di SIFT
juga merupakan Possibly Damaging di PolyPhen-2. Data cross dari sampel mutasi
Missense berdasarkan kedua perangkat lunak terdapat di lampiran 3.
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TOLERATED BENIGN

Gambar 4. 2 Hasil analisis sampel Missense gen LC3B yang tergolong tidak fatal
berdasarkan persilangan perangkat lunak SIFT dan PolyPhen-2

Berdasarkan pada software SIFT hasil prediksi ketidak fatalannya yaitu
Tolerated, sedangkan PolyPhen-2 hasil prediksi nya yaitu Benign. Berdasarkan
hasil penelitian yang disajikan pada gambar 4.6 telah diperoleh hasil analisis
persilangan dari sampel mutasi Missense berdasarkan kedua perangkat lunak yang
digunakan. Sampel dari hasil persilangan kedua perangkat lunak tersebut masuk
pada tingkat ketidak fatalan. Terlihat pada gambar bahwa 34,32% (23 sampel)
merupakan mutasi yang tidak fatal dengan hasil analisis kedua perangkat lunak
SIFT dan PolyPhen-2. Data cross dari sampel mutasi Missense berdasarkan kedua

perangkat lunak terdapat di lampiran 3.

4.1.3 Analisis prediksi mutasi Frameshift gen LC3B yang tergolong fatal dan
tidak fatal berdasarkan perangkat lunak SIFT dan PolyPhen-2

PROBABLY DAMAGING POSSIBLY DAMAGING

Gambar 4. 3 Hasil analisis sampel Frameshift gen LC3B yang tergolong fatal
berdasarkan persilangan perangkat lunak SIFT dan PolyPhen-2
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Berdasarkan pada perangkat lunak SIFT prediksi kefatalannya yaitu
Deleterious, sedangkan PolyPhen-2 prediksi kefatalannya yaitu Probably
Damaging dan Possibly Damaging. Berdasarkan hasil penelitian yang disajikan
pada gambar 4.7 telah diperoleh hasil analisis persilangan dari sampel mutasi
Frameshift berdasarkan dua perangkat lunak yang digunakan. Sampel dari hasil
persilangan kedua perangkat lunak tersebut masuk pada tingkat kefatalan. Terlihat
pada gambar bahwa 25% (1 sampel) dari Deleterious di SIFT juga merupakan
Probably Damaging di PolyPhen-2, sedangkan tidak dijumpai data perpotongan
antara Deleterious pada SIFT dan Possibly Damaging pada PolyPhen-2. Data
cross dari sampel mutasi Frameshift berdasarkan kedua perangkat lunak terdapat

di lampiran 3.

TOLERATED

Gambar 4. 4 Hasil analisis sampel Frameshift gen LC3B yang tergolong tidak
fatal berdasarkan persilangan perangkat lunak SIFT dan PolyPhen-2.
Berdasarkan pada software SIFT prediksi ketidak fatalannya yaitu
Tolerated, sedangkan PolyPhen-2 prediksi kefatalannya yaitu Benign.
Berdasarkan hasil penelitian yang disajikan pada gambar 4.8 telah diperoleh hasil
analisis persilangan dari sampel mutasi Missense berdasarkan dua perangkat lunak
yang digunakan. Sampel dari hasil persilangan kedua perangkat lunak tersebut
masuk pada tingkat ketidak fatalan. Terlihat pada gambar bahwa 25% (1 sampel)
merupakan hasil irisan mutasi yang tidak fatal dengan hasil analisis kedua
perangkat lunak SIFT dan PolyPhen-2. Data cross dari sampel mutasi Frameshift

berdasarkan kedua perangkat lunak terdapat di lampiran 3.
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4.2 Pembahasan

Gen LC3B Terdapat total 4841 SNPs dengan berbagai macam tipe variasi
genetik yang ada pada gen LC3B. Data variasi genetik pada gen LC3B homo
sapiens diambil dari database NCBI dbSNP. Tipe variasi genetik yang digunakan
pada penelitian ini yaitu Missense dan Frameshift. Setelah dilakukan
penghitungan jumlah sampel yang digunakan menggunakan rumus Slovin hasil
yang didapatkan yaitu minimal 98 sampel dari total populasi variasi genetik gen
LC3B. Dari hasil identifikasi variasi genetik diatas diperoleh dua tipe mutasi
dengan total 105 sampel yaitu Missense sebanyak 100 sampel dan Frameshift
sebanyak 5 sampel.

Pada hasil analisis karakteristik dampak variasi genetik mutasi missense
pada gen LC3B pada penelitian ini dijumpai beberapa hasil mutasi yang dapat
mengganggu kerja autofagi (55%). Hal ini sejalan dengan penelitian dari Burcu
Aykac Fas et al yaitu didapatkan 28 mutasi missense pada LC3B yang ditemukan
pada 13 jenis kanker yang berbeda. Hal ini menjelaskan bahwa beberapa mutasi
missense pada LC3B membahayakan fungsi LC3B dan mempengaruhi autofagi
sehingga dapat menyebabkan keadaan yang patologis.*

Hasil penelitian Gal Chaim Nuta et al menggunakan pendekatan dengan
mengidentifikasi 20 point mutation pada 12 gen autofagi yang diperiksa dalam
database Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer (COSMIC) tentang point
mutation pada kanker. Dampak paling signifikan yang ditemukan pada tumor hati
dan melanoma adalah mutasi missense. Terjadi perubahan asam amino tirosin
menjadi sistein pada posisi 113 (Y113C) pada gen LC3B. Mutasi tersebut
melemahkan lipidasi LC3B, menunjukkan bahwa substitusi asam amino tunggal
ini menganggu autofagi dengan mengurangi ikatan antara LC3B dengan protein
ATG7. Dengan terganggunya ikatan tersebut pada autofagi maka akan memicu
pembentukkan, diferensiasi, dan metastasis tumor. **

Berdasarkan penelitian lain yang dilakukan oleh Feyeza Sadia Laskar et al,
hasil prediksi deleterious dapat menyebabkan kerusakan protein sehingga tidak

bisa berfungsi secara normal sedangkan Tolerated tidak merusak protein. Untuk
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perangkat lunak Polyphen-2 dengan hasil prediksi Possibly Damaging yaitu
kemungkinan dapat merusak protein dan mungkin juga tidak merusak, hasil
Probably Damaging dapat menyebabkan protein tersebut tidak bisa berfungsi
secara normal karena adanya kerusakan pada protein tersebut yang disebabkan
oleh mutasi pada asam amino, dan hasil prediksi Benign tidak merusak protein.*

Penelitian ini menggunakan gen LC3B sebagai sampel dikarenakan gen
LC3B berperan dalam terjadinya regulasi autofagi. Dari hasil penelitian di atas
diperoleh bahwa gen LC3B dapat bermutasi tseperti pada varian Missense dan
Frameshift. Untuk mengetahui tingkat kefatalan variasi genetik dilakukan analisis
dengan perangkat lunak SIFT dan PolyPhen-2 dengan hasil seperti di atas. Jika
gen LC3B mengalami mutasi maka regulasi autofagi akan terganggu karena gen
LC3B berperan dalam regulasi pada tahap elongasi.

Penelitian yang dilakukan oleh Mahalakshmi Kumaraguru et al,
menggunakan gen CHRNAS dengan mutasi missense telah dilakukan analisis
prediksi menggunakan tiga perangkat lunak vyaitu SIFT, PolyPhen-2, dan
PROVEAN. Setelah dilakukan analisis maka didapatkan hasil persentase
distribusi dari ketiga perangkat lunak yaitu sebanyak 83% (134) bersifat damaging
dan 17% (27) bersifat not damaging.®

Penelitian yang dilakukan oleh Zhang R et al, yaitu dengan menggunakan
gen AKTL1 untuk mengidentifikasi mutasi missense yang bersifat deleterious dan
memprediksi efek fungsional dan struktural dari gen AKT1 yang mengalami
mutasi dengan menggunakan beberapa perangkat lunak seperti PolyPhen-2, SIFT,
PROVEAN, SNAP-2, Mutation Assesor, PANTHER, PON-P2, dan P-Mut. Pada
penelitian tersebut mendapati hasil SNP mutasi Missense sebanyak 12 SNP yang
bersifat deleterious sehingga dapat mempengaruhi struktur dan fungsi protein
AKTLY
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BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan maka dapat disimpulkan

penelitian adalah:

1.

Berdasarkan hasil penelitian diperoleh mutasi Missense dan Frameshift
yang dapat merusak maupun tidak merusak protein autofagi.
Berdasarkan hasil penelitian diperoleh tingkat kefatalan mutasi
Missense dengan perangkat lunak SIFT vyaitu sebanyak 55 sampel
(55%) Deleterious serta 45 sampel (45%) Tolerated, dan untuk mutasi
Frameshift sebanyak 1 sampel (20%) Deleterious serta 4 sampel (80%)
Tolerated.

Berdasarkan hasil penelitian diperoleh hasil tingkat kefatalan mutasi
Missense dengan perangkat lunak Polyphen-2 yaitu sebanyak 45 sampel
(45%) Benign, 15 sampel (15%) Possibly Damaging, dan 40 sampel
(40%) Probably Damaging, dan untuk mutasi Frameshift sebanyak 1
sampel (20%) Benign, 2 sampel (40%) Possibly Damaging, dan 2
sampel (40%) Probably Damaging.

Berdasarkan hasil penelitian menurut data cross kedua perangkat lunak
SIFT dan Polyhen-2 yang tergolong fatal diperoleh sebanyak 23 sampel
(29,87%) pada mutasi Missense, dan 1 sampel (25%) pada mutasi
Frameshift.

Berdasarkan hasil penelitian menurut data cross kedua perangkat lunak
SIFT dan Polyhen-2 yang tergolong tidak fatal diperoleh 23 sampel
(34,32%) pada mutasi Missense dan 1 sampel (25%) pada mutasi

Frameshift.

5.2 Saran

1.

Penelitian menggunakan analisis bioinformatika ini sebagai landasan
awal, sehingga perlu mendapatkan validasi dengan pendekatan metode
eskperimental.

Penelitian ini perlu dianalisis dengan berbagai jenis perangkat lunak
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yang lain untuk mengetahui struktural protein sehingga menjamin hasil

validasi yang lebih akurat.
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caggctggag
tgattctcct
gctaatittt
tctcttoacc
gtcaccacgce
tgtgtagttc
aaaatttttt
ggcgtgatct
gcctectgag
tttttagtag
tgatctgecet
gcctcaaata
caggtcatta
tgtcaaatat
tattactata
ttttaatgga
ccttatgeac
ttcattagaa
aggccgagge
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tggacgrrtt
ttaggagagg
aaggataaga
ttttattttt
ggcgtgatct
gccteoctag
ttagtagaga
tccacccgec
accaaattta
tttgcaatct
aagttttgaa
aaagttitta
cccageactt
ggttaacagg
cggatgcctg
aggcggaget
agactctgtc
atgatattag
gttcgtgaca
caaggttatt
gttcacatat
actgtatttt
acagtctagt
ttttttrett
aatgtccget
ccgagtagcet
agagacggga
gatctgecca
gagcagttta
attgcatttce
aaattgaagt
gtgggtctge
gtcccatatt
tggccttaga
taggaaagat
accagcagca
tcattgcaga
tcccggtagg
cataagtgca
tcagtttcac
cccaggctgg
aagcagtcct
ctggctaatt
tgatctcaaa
ataggcatga
gctaccactt
acttcagaac
tgactcggec
gcatttrrct
ttgttgtgac
acacagacac
ctaaaaaaaa
tatttattta
tgtagtagceg
gcctcagect
gtatttttag
tcatgatccg
cggcctgatg
aaatacgtgt
18348344445
cggctcactg
tagctgggac
agacgaagtt
gcettggect
tttgtatttt
tqcacaaaac
aattttttca
attaggaact
tgaaaggttt
cagaacaacc
cttcagctgg
gggtggatca
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8581
8641
8701
8761
8821
8881
8941
9001
9061
9121
9181
9241
9301
9361
9421
9481
9541
9601
9661
9721
9781
9841
9901
9961
18021
10081
10141
10201
10261
10321
10381
18441
18501
18561
18621
10681
18741
10801
10861
18921
10981
11041
11101
11161
11221
11281
11341
11401
11461
11521
11581
11641
11701
11761
11821
11881
11941
12001
12061
12121
12181
12241
12301
12361
12421

cgaagtcagg ggttcgagac
tacaaaaatt agctgggcgt
ggcaggagaa ttgcttgaac
gcattccage ctgggcgaca
acttcagcca tgtctcagga
ttgaagctgg ttcccagect
atgtattttt catggttcca
cccecacttc ctacctgacqg
tagatgtcta agctagcaaa
totgctgttt caaagcccat
atttttaatt gttgatgact
aggctggagt geagtggeac
ttgtctcage ctcccgagta
atttttgtat ttttagtaga
ctgacctcag gtgatctgct
caccatgccc agcctgatga
aggctggagt gcggtggegc
cattctcctg cctcagectc
ctaatttttt tttgtatttt
cagtctcctg acctcgtgat
tgagccaccg cgcctggecc
tgataataga acgatacaag
ttgtacctga ccatgtcaac
ttgtttcata atatatttcc
tctttagttc tggttaaaat
gttatgatta aaacaatttc
ttacttgcta gactgcagag
ttasaatcag tgttacaagt
agactctgtg agtggcagta
atttgaactg ctttcttata
aaatcagcct aatatgtaat
gtgtcctgtg ctttatgaga
accgatcaga gtgggtgata
tttcttcacg ttgttttctt
cttcctgttg gtgaacggac
tgagagtgag aaagatgaag
cgggatgaaa ttgtcagtgt
ccttaccaag gaaaaaaaaq
gatcatgaaa cagtagtgtt
cagaaaaact gagctccaag
gctagettgt tttcaaattt
aataaaatag accttcaagt
ccagcagtaa tttaaaggct
ccgeegectt tttggataga
ttaggcctoa gttgtgaagce
aacgcagogt aaacgggetg
tgactcctaa gagaaccaca
tggtttgttc tctagatagt
tttataattt tgatcgagtt
tcaggttttg tctgagttca
gtgtcactct ggagtacagc
cagacacact cccttctgec
ttaatgttaa atgtgtaact
atcactctta ggtcagacag
agaaaacata gcaaaaagag
tcctcaggtt caacctgtga
atttatagtt ttcttggoag
gtgtagcagg tcacaactta
tagtgaaagc tgtttactgt
gattgttaaa ggagttcctg
gctaactttt aatatgtgta
agactgtata catcatatct
aagaaatact gctttttaag
gagtggtcac tttatttata
gcacaattaa aaactgtca

cagcctgacce
ggtggcggat
ccgggagtcg
gagcaagact
tatggtagtt
ctctgecteg
asactgaaac
gcagacatat
tgatcactct
tttggcatgt
attttattta
aacctcagct
gctggaaggce
gtcgggottt
ggccteacce
ctrrttrett
gatctcgget
ctgagtagct
tagtagagat
gtgcccgect
tgatgactat
ggtgagaagc
atgagtgaqc
tttgagtaac
ctttaaaaaa
aacttaaact
ccegtttctt
tattaaggta
aatggcacag
ttagacagtt
ctitcagtga
agtattggat
ttttaacaca
tcaatagaag
acagcatggt
atggattcct
aaaaccagaa
ggatgttacc
cccacctagg
tgagcacatt
taaaagttta
tattttaatg
ttcagagaga
agttttctac
gcaacccceg
tgtgagaaaa
cccaaagtcc
tacacacata
tcttaaaaga
aactagtgcc
Qggagaaaca
ttccggetta
cagtattact
ccatcagaat
ccgtacgctc
taaaagacta
tatcacagga
cccttgtagtg
aacggggaaa
tcacctgcte
tttttacatt
gacattattg
aaaaaaaata
ggatctttaa

aacatggtga
gcctgtaatc
gaggttgcag
ctgtctcaaa
ttggaattga
gtaaggcttyg
agaatgaaag
tgtctctett
tcacaggaga
gccagttaga
tttattggag
cactgcaacc
attacaggca
tgccatgttyg
tcccaaagtyg
tttttgagat
cactgcaagce
gggactacag
ggggtttcac
cggcectecca
tttasaatca
agcttcctot
tcatcaagat
ttcttattct
tatttttcag
ataaaatgtt
tcatcataac
ttgtacagca
gcttagatct
taacagctgt
ttatagctca
tcaagagcat
tgcttcatecc
gcgettacag
cagcgtctec
gtacatggtc
aaaatgcagce
aactgagatc
agtgttagga
cagctttgga
aaaataaaat
ctcttttctce
ccctgagtct
tcagctagag
caaaacgcat
cggcectgac
tcactcttge
aagacaccac
ccctggagaa
tgtgttgtta
caaaatagta
aagctgtgga
gaaaaggtac
tctcccacac
tttacagata
gtgcttccca
aaatcacaat
tttagatgty
accagattct
cececcacceee
atgtatattc
taactaccgt
acatqgctgag
aacattttta

aaccccatct
ccagctactce
tgagccaaga
asaaaaaaaa
gagtttcaga
aggtcttttt
gatacatagc
gtactatatt
gctatgagga
ctgtaggagg
acagtctage
tecegectect
cctgccacca
accaggctgg
ctgggattac
ggagtctcge
tccacctece
gcgeeegeea
catgttagcc
asatgctggg
cttctggett
tctggataaa
aattaggtat
ttatgaaact
ctgaattcag
tctttttttg
atcgtttaga
aagctagtta
tagaatagtt
tcagacagta
tgtcaatata
ttagaacatt
ttcttgtatt
ctcaatgcta
acaccaatct
tatgcetece
tcttctagaa
gatcagttca
agttgtgttt
aactatatta
actttgcatt
actaatagga
tctottcagg
agatctccct
ttgccatcac
tgtaaactgce
aggggtagac
tcaaaaggaa
agagtggcat
cggaaagcag
taactgaaaa
tgatccacgt
ccacattttg
caagtgcatg
ctaatgtcaa
gtacttgcat
tacaccactt
tatgaaatac
ttgcatctgg
cgcatgegte
ttaactggac
gtgatcagta
gggtgaccta
atgaactaag
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ctactaaaaa
aggaggctga
tcgtgecact
aaaaaaaaaa
tgtttrgtac
ctgactaggt
caagtatctt
ttgtaagggy
aactagtgaa
cattttgtat
tctatgecct
aggttcaagc
cacctggata
tctcgaactc
aggcatgtgc
tctgtcacce
gggttcacgc
ccatgececgg
agggtggtct
gttacaggtg
cttttccagg
acaaagttcc
tcagtcacct
tacagttaaa
ttctgattca
aggttttata
tgtttcctgt
aagagaatgt
cagaaactqt
tactagttta
atcaaaggaa
tttatatttt
gttgtcaata
atcaggectt
cagaggtgta
aggagacqtt
ttgtttaaac
tccaatcaca
gtgtttcaag
tttaatgtag
ctaagttgcc
acttgtaatt
ttcacaaaac
aagaggatct
agttggcaca
tgaaggtccc
atttctggtt
acttgaataa
ttcttctgtt
cagtgtacca
cattaacatt
ttttgttttt
aatagtagtt
tcagttgtgg
gagttaaacc
goggttcact
tagaccctat
ctgtatacat
gcectetact
tgtccacttg
tgtctcgttt
agattcctgt
tatcccatat
ttgaataaag
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Lampiran 2. Data Prediksi Variasi Genetik Gen LC3B
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Lampiran 3. Data cross sampel variasi genetik dari kedua piranti lunak

No Gen idrs Probably Camaging Dedetarious dan Tolerated
y LC38 13113610787
2 LCIB 15112861363
3 LC38 75139874587
4 LC3B 3141375676
5 [T=T] 5142958756
3 LC3B 5144107314
7 T=1 rs145476795
5 138 3145954536
9 1C38 3149003518
10 [l=]") r$149663518
1 138 1200708875
12 LC38 5200880487
13 LC3B 5367894639
14 138 15371925748
15 LCa8 75374049318
16 LC36 5536459957
17 LC38 5564990322
18 LC3B 14745784433
19 LC3B 5747037162
20 LC38 14747241240
1 L3R 75751222313
2 LC38 73753075601
3 LC38 r§753273870
24 LC38 5155252288
25 LC38 75756997154
26 [T= 5758538522
27 138 15759447346 |
18 38 760263872
29 LCI8 r57BOTSETES
30 LC3B 5761427573
31 LC38 5762464327
32 LCIB 78762678560
33 LC3B 5762766923
14 LCc3g 15766258510
35 I8 1766466303
% 138 75767001083
37 LC3B 1768443366
38 LC38 75769606792
39 LC3B rs769607522
40 LC38 5770530548 |
41 LC38 73773600180
42 LC3B 5775971070
43 138 5778084073
44 LC3B rs866304233
45 W38 35946755199
46 LC38 5947434234
47 | e [
48 [T=T) 1064213830 | j ;
49 LCIB 151001507647
%0 =T 51043979080
51 LC3B 741155904097
52 LC38 751159549670
53 LC3B ra1168561119
54 LC3B 51169428414
55 LC38 sl 188367024
56 = 31194622963
s7 =1 51158385032

Passibly Damaging Beni

3

B LHHL B BHN [ BN,
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58 LG38 1205463052
59 18| 1121578959
60 LC38 51232106476
6 138 | 11239320436
8 136 | 1244863548
63 LC38 1253481208
B4 136 | 1257683827
65 LC38 1267406070
86 T30 | 151257261961
67 18| 1273939278 |
o8 108 | 1276251647
69 LC3B 1277061660
70 130 | 11286045046
71 LC38 1294076302
7 1B | n1208120918
73 LC36 1304300602
7 G | m1312185767
75 LC38 51318273356
76 1| n1319586734
7 LC38 rs1346527718
78 TGI8 | 11367485018
79 LC38 s 1355405976
80 30| 1347427446
[} LG8 1370984614
82 1| n1372891566
B3 LC38 1405079418
84 18| n1a01977665
85 136 | 51389035002
86 138 | n1aA5256770
87 136 | 1436364882
# 138 | 1420825485
9 38 | 151466316304
92 LGB 1465274431
91 1B | 51458044148
N L8| 51472695422
H) 130 | n1467977978
94 L3R 1597391925
a5 138 | 51907615379
96 LC36 1907615500
a7 1B | 1907616404
98 LC38 rs1907890684
9 TC38 | 151907891187
100 LC38 rs1907892128
101 B | 746997312
102 LC38 81209134970
103 10 | 1908050229
104 1G38 | 151908050960
105 138 | 1453251667
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Lampiran 5. Artikel

PREDIKSI TINGKAT KEFATALAN MUTASI
GENETIK GEN LC3B TERHADAP FUNGSIONALITAS PROTEIN
AUTOFAGI DENGAN STUDI IN SILICO

Vanisa Pricilia Putri®, Tegar Adriansyah Putra Siregar
Fakultas Kedokteran Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara

JI. Gedung Arca No.53, Medan-Sumatera Utara, 2024

vanisapricilia1104@qmailcom1, tegaradriansyah@gmail.com?

Abstrak

Pendahuluan: Autofagi adalah jalur penting yang mengatur hemeostasis
organisme, ketika keseimbangan autofagi terganggu maka dapat menyebabkan
keadaan yang bersifat patologis. Autofagi terbagi menjadi tiga jenis, (1)
makroautofagi, (2) mikroautofagi, dan (3) Chaperone-mediated autophagy
(CMA). Modulator tahap autofagi terdiri dari (1) inisiasi, saat terjadinya starvasi
mTORCI dihambat dan fosforilasi oleh AMPK, kemudian akan meng aktivasi
ULK1, (2) Ekspansi, yang melibatkan BECLIN1, dan (2) elongasi, akan
melibatkan peran LC3B. Sel melakukan autofagi untuk mendaur ulang organel
yang rusak dan protein yang salah pelipatan, bekerja sama dengan sistem
kekebalan adaptif untuk menjaga hemeostasis sel serta kualitas protein dan
organel. Kelainan pada proses autofagi akan berdampak pada kejadian mutasi
genetik khusus nya pada mutasi Missense dan Frameshift. Mutasi genetik ditandai
oleh perubahan urutan asam amino yang dapat mengakibatkan perubahan fungsi
protein. Tujuan: Mengetahui tingkat kefatalan mutasi Missense dan Frameshift
gen LC3B terhadap protein autofagi. Metodologi: Memprediksi tingkat kefatalan
mutasi dengan menggunakan perangkat lunak SIFT dan PolyPhen-2. Hasil: Hasil
prediksi gen LC3B menggunakan perangkat lunak SIFT pada mutasi Missense
didapatkan 55% sampel mengalami Deleterious dan 45% sampel mengalami
Tolerated. Mutasi Frameshift didapatkan 20% sampel mengalami Deleterious dan
80% sampel mengalami Tolerated. Sedangkan perangkat lunak PolyPhen-2 pada
mutasi Missense didapatkan hasil 45% untuk Benign, 14% untuk Possibly
Damaging, dan 45% untuk Probably Damaging. Mutasi Frameshift didapatkan
hasil 20% untuk Benign, 40% untuk Possibly damaging, dan 40% untuk Probably
Damaging. Kesimpulan: Setelah dilakukan penelitian dapat disimpulkan bahwa
mutasi Missense dan Frameshift pada gen LC3B dapat mempengaruhi
fungsionalitas protein LC3B.
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Kata Kunci: LC3B, Autofagi, Missense, Frameshift, SIFT, PolyPhen-2
ABSTRACT

Introduction: Autophagy is an important pathway that regulates an organism's
hemostasis, when the balance of autophagy is disturbed it can cause pathological
conditions. Autophagy is divided into three types, (1) macroautophagy, (2)
microautophagy, and (3) Chaperone-mediated autophagy (CMA). The autophagy
stage modulator consists of (1) initiation, when starvation occurs, mTORCI is
inhibited and phosphorylated by AMPK, which then activates ULK1, (2)
expansion, which involves BECLIN1, and (2) elongation, which involves the role
of LC3B. Cells perform autophagy to repair damaged organelles and misfolded
proteins, working together with the adaptive immune system to maintain cell
hemeostasis and the quality of proteins and organelles. Abnormalities in the
autophagy process will have an impact on the occurrence of genetic mutations,
especially Missense and Frameshift mutations. Genetic mutations are
characterized by changes in the amino acid sequence which can result in changes
in protein function. Objective: To determine the fatality rate of Missense and
Frameshift LC3B gene treatment for autophagy proteins. Methodology:
Predicting treatment fatality rates using SIFT and PolyPhen-2 software. Results:
The results of LC3B gene prediction using SIFT software for Missense treatment
showed that 55% of samples were damaged and 45% of samples were Tolerated.
Frameshift mutations found that 20% of samples experienced Deleterious and
80% of samples experienced Tolerated. Meanwhile, the PolyPhen-2 software for
Missense treatment obtained results of 45% for Benign, 14% for Possible
Damage, and 45% for Possible Damage. Frameshift mutations get results of 20%
for Benign, 40% for Likely Destructive, and 40% for Likely to Destruct. Results:
After conducting research, it can be concluded that Missense and Frameshift
treatment on the LC3B gene can affect the functionality of the LC3B protein.

Keywords: LC3B, Autophagy, Missense, Frameshift, SIFT, Polyphen-2
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PENDAHULUAN
Autofagi adalah proses seluler
alami yang bertanggung jawab untuk
mempertahankan homeostasis  sel
dengan cara mendegradasi komponen
intraseluler termasuk agregat protein
atau organel sel.! Autofagi akan
mempertahankan metabolisme sel
dengan cara menghilangkan protein
yang
kualitas

dan organel rusak untuk

menjaga dan kuantitas
protein dan organel agar tetap dalam
keadaan baik. Hal ini menunjukkan
bahwa autofagiberperan pada kondisi
patofisiologis.®

Autofagi  mempunyai tiga
tahapan regulasi yaitu dimulai dari
inisiasi, nukleasi  fagofor, dan
ekspansi. Adapun tiga jenis dari
autofagi meliput macroautophagy,
chaperone- mediated autophagy, dan
microautophagy. Langkah penting
untuk pembentukan autofagosom
adalah penggabungan protein rantai
ringan terkait
[LC3])/ATGS8. LC3B sebagai gen

penanda/ marker aktivitas autofagi.

mikrotubulus 3

Variasi genetik adalah
perbedaan urutan Deoxyribonucleic
acid (DNA) antara individu dalam

suatu populasi. Variasi genetik dalam

o1

keterlibatan

yang
imun

gen LC3B memiliki

besar terhadap  penyakit

berdampak pada respon
bawaan dan respon imun adaptif.>®
Jenis mutasi yang dapat terjadi
pada manusia yaitu mutasi Missense
dan Frameshift.®® Database seperti
dbSNP berguna untuk meyaring dan
mutasi

mengidentifikasi  varian

sehingga diperlukan bantuan
perangkat lunak algoritma seperti
SIFT

Tolerant)

Intolerant From
PolyPhen-2
v2),

kemungkinan

(Sorting
dan
(Polymorphism  Phenotyping

untuk  memprediksi

dampak terhadap stabilitas dan
fungsionalitas protein.**
METODE

Penelitian ini  merupakan

penelitian analisis data kuantitatif
dengan statistik deskriptif. Data yang
diperoleh kemudian disajikan dalam
bentuk narasi dan tabel distribusi
frekuensi. Penelitian ini dilaksanakan
di Fakultas Kedokteran Universitas
Muhammadiyah  Sumatera Utara
pada bulan September 2023. Pada
penelitian ini digunakan 100 sampel
mutasi Missense dan 5 sampel mutasi

Frameshift gen LC3B dengan total
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105 sampel vyang diambil dari
database NCBI dbSNP. Data yang
telah terkumpul kemudian dianalisis
dengan  menggunakan  bantuan
perangkat lunak SIFT dan PolyPhen-
2 untuk dilihat tingkat kefatalannya.
Kemudian dari hasil skor tersebut
akan diolah ke dalam program
Microsoft Excel dan disesuaikan
dengan statistic deskriptif untuk
diinterpretasikan ke dalam bentuk
persentase, disajikan dengan narasi,
tabel distribusi frekuensi, dan pie
chart.

HASIL

Hasil data yang diperoleh dari
penelitian berikut dengan analisis
data  kuantitatif dan  statistik
deskriptif berupa tabel dan pie chart
yang  menunjukkan  skor dan
persentase tingkat kefatalan mutasi

genetik gen LC3B dengan studi in

52

0.0 Tolerate 45 45
5- d
1.0

Total 100 100

Tabel 4.1 menunjukkan Hasil
prediksi tingkat kefatalan mutasi
Missense dengan perangkat lunak
SIFT yang menunjukkan bahwa 55%
sampel bersifat Deleterious dan 45%
sampel bersifat Tolerated.

silico.
Sko Efek Juml  Persent
r Mutasi  ah ase (%)
Samp
el

Sko Efek Jumla Persenta

r Mutasi h se (%)
Samp
el

0.00 Deleterio 1 20

- us

0.

0

4

0.05 Tolerated 4 80

1.00

Total 5 100

0.00 Deleterio 55 55
- us
0.04

Tabel 4.2 Hasil analisis prediksi
mutasi Frameshift dengan perangkat
lunak SIFT menunjukkan bahwa
80% sampel bersifat Tolerated dan
20% sampel bersifat Deleterious.
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Skor  Efek Jumlah Per
Mutasi Sampel sent
ase
(%)
0,000- Benign 45 45
0,336
0,500- Possibly 15 15
0,899 Damaging
0,946- Probably 40 40
1,000 Damaging
Total 100 100

Tabel 4.3 Tabel 4. 3 Hasil analisis
prediksi mutasi Missense dengan
PolyPhen-2

menunjukkan bahwa mutasi

piranti lunak

Missense yang telah dianalisis
dengan perangkat lunak PolyPhen-2
diperoleh hasil 45% Benign, 15%
Possibly Damaging, dan 40%
Probably Damaging.

Skor  Efek Jumlah Pers
Mutasi Sampel enta

se
(%)

0,000- Benign 1 20

0,011

0,851- Possibly 2 40

0,974 Damaging

0,975- Probably 2 40

1,000 Damaging

53

Total 5 100

Tabel 4. 5 Hasil analisis prediksi
mutasi Frameshift dengan perangkat
lunak menunjukkan bahwa mutasi
Frameshift yang telah dianalisis
menggunakan
PolyPhen-2 diperoleh hasil 20%
Benign, 40% Possibly Damaging,

perangkat  lunak

dan 40% Probably damaging.

Gambar 4. 5 Hasil analisis sampel
Missense gen LC3B yang tergolong
fatal berdasarkan persilangan
perangkat lunak SIFT dan PolyPhen-
2 menunjukkan bahwa 36,36% (28
sampel) dari Deleterious di SIFT
juga merupakan Probably Damaging
di PolyPhen-2, sedangkan 7,79% (6
sampel) dari Deleterious di SIFT
juga merupakan Possibly Damaging

di PolyPhen-2.
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Gambar 4. 6 Hasil analisis sampel
Missense gen LC3B yang tergolong
tidak fatal berdasarkan persilangan
perangkat lunak SIFT dan PolyPhen-
2 menunjukkan bahwa 34,32% (23
sampel) merupakan mutasi Yyang
tidak fatal dengan hasil analisis
kedua perangkat lunak SIFT dan
PolyPhen-2.

Gambar 4.3 Hasil analisis sampel
Frameshift gen LC3B yang tergolong
fatal berdasarkan persilangan
perangkat lunak SIFT dan PolyPhen-
2 menunjukkan Terlihat pada gambar
bahwa 25% (1 sampel) dari
Deleterious di SIFT juga merupakan
Probably Damaging di PolyPhen-2,
sedangkan tidak dijumpai data

perpotongan antara Deleterious pada
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SIFT dan Possibly Damaging pada
PolyPhen-2

TOLERATED

Gambar 4. 4 Hasil analisis sampel
Frameshift gen LC3B yang tergolong
tidak fatal berdasarkan persilangan
perangkat lunak SIFT dan PolyPhen-
2 menunjukkan gambar bahwa 25%
(1 sampel) merupakan hasil irisan
mutasi yang tidak fatal dengan hasil
analisis kedua perangkat lunak SIFT
dan PolyPhen-2.

PEMBAHASAN

Gen LC3B Terdapat total 4841
SNPs dengan berbagai macam tipe
variasi genetik yang ada pada gen
LC3B. Data variasi genetik pada gen
LC3B homo sapiens diambil dari
database NCBI dbSNP. Tipe variasi
genetik yang digunakan pada
penelitian ini yaitu Missense dan
Frameshift. Setelah dilakukan
penghitungan jumlah sampel yang

digunakan  menggunakan  rumus
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Slovin hasil yang didapatkan yaitu
minimal 98 sampel dari total
populasi variasi genetik gen LC3B.
Dari hasil identifikasi variasi genetik
diatas diperoleh dua tipe mutasi
dengan total 105 sampel vyaitu
Missense sebanyak 100 sampel dan
Frameshift sebanyak 5 sampel.

Pada hasil analisis karakteristik
dampak variasi genetik mutasi
missense pada gen LC3B pada
penelitian ini dijumpai beberapa hasil
mutasi yang dapat mengganggu kerja
autofagi  (55%). Hal ini sejalan
dengan penelitian dari Burcu Aykac
Fas et al yaitu didapatkan 28 mutasi
missense  pada LC3B  yang
ditemukan pada 13 jenis kanker yang
berbeda. Hal ini menjelaskan bahwa
beberapa mutasi missense pada
LC3B membahayakan fungsi LC3B
dan mempengaruhi autofagi sehingga
dapat menyebabkan keadaan yang
patologis.*

Hasil penelitian Gal Chaim
Nuta et al menggunakan pendekatan
dengan mengidentifikasi 20 point
mutation pada 12 gen autofagi yang
diperiksa dalam database Catalogue
Of Somatic Mutations In Cancer
(COSMIC) tentang point mutation
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pada kanker. Dampak paling
signifikan yang ditemukan pada
tumor hati dan melanoma adalah
mutasi missense. Terjadi perubahan
asam amino tirosin menjadi sistein
pada posisi 113 (Y113C) pada gen
LC3B. Mutasi tersebut melemahkan
lipidasi LC3B, menunjukkan bahwa
substitusi asam amino tunggal ini
menganggu autofagi dengan
mengurangi ikatan antara LC3B
dengan protein ATG7. Dengan
terganggunya ikatan tersebut pada
autofagi maka akan  memicu
pembentukkan, diferensiasi, dan
metastasis tumor. =3

Berdasarkan penelitian lain
yang dilakukan oleh Feyeza Sadia
Laskar et al, hasil prediksi
deleterious dapat menyebabkan
kerusakan protein sehingga tidak bisa
berfungsi secara normal sedangkan
Tolerated tidak merusak protein.
Untuk perangkat lunak Polyphen-2
dengan hasil prediksi  Possibly
Damaging yaitu kemungkinan dapat
merusak protein dan mungkin juga
tidak merusak, hasil Probably
Damaging dapat  menyebabkan
protein tersebut tidak bisa berfungsi

secara normal karena adanya
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kerusakan pada protein tersebut yang
disebabkan oleh mutasi pada asam
amino, dan hasil prediksi Benign
tidak merusak protein.'*

Penelitian ini menggunakan
gen LC3B  sebagai  sampel
dikarenakan gen LC3B berperan
dalam terjadinya regulasi autofagi.
Dari hasil penelitian di atas diperoleh
bahwa gen LC3B dapat bermutasi
tseperti pada varian Missense dan
Frameshift. ~ Untuk  mengetahui
tingkat kefatalan variasi genetik
dilakukan analisis dengan perangkat
lunak SIFT dan PolyPhen-2 dengan
hasil seperti di atas. Jika gen LC3B
mengalami mutasi maka regulasi
autofagi akan terganggu karena gen
LC3B berperan dalam regulasi pada
tahap elongasi.

Penelitian yang dilakukan oleh
Mahalakshmi  Kumaraguru et al,
menggunakan gen CHRNAS dengan
mutasi missense telah dilakukan
analisis prediksi menggunakan tiga
perangkat  lunak  vyaitu  SIFT,
PolyPhen-2, dan PROVEAN. Setelah
dilakukan analisis maka didapatkan
hasil persentase distribusi dari ketiga
perangkat lunak yaitu sebanyak 83%
(134) bersifat damaging dan 17%
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(27) bersifat not damaging.”

Penelitian yang dilakukan oleh
Zhang R et al, yaitu dengan
menggunakan gen AKT1 untuk
mengidentifikasi mutasi missense
yang bersifat  deleterious dan
memprediksi efek fungsional dan
struktural dari gen AKT1 vyang
mengalami mutasi dengan
menggunakan beberapa perangkat
lunak seperti PolyPhen-2, SIFT,
PROVEAN, SNAP-2,
Assesor, PANTHER, PON-P2, dan
P-Mut. Pada penelitian tersebut

Mutation

mendapati  hasil SNP  mutasi
Missense sebanyak 12 SNP yang
bersifat deleterious sehingga dapat
mempengaruhi struktur dan fungsi
protein AKTI.*

SIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian
dan  pembahasan maka dapat
disimpulkan penelitian yaitu
diperoleh mutasi Missense dan
Frameshift yang dapat merusak
maupun tidak merusak protein
autofagi. Berdasarkan hasil
penelitian diperoleh tingkat kefatalan
mutasi Missense dengan perangkat

lunak SIFT vyaitu sebanyak 55
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sampel (55%) Deleterious serta 45
sampel (45%) Tolerated, dan untuk
mutasi Frameshift sebanyak 1 sampel
(20%) Deleterious serta 4 sampel
(80%) Tolerated. Berdasarkan hasil
penelitian diperoleh hasil tingkat
kefatalan mutasi Missense dengan
perangkat lunak Polyphen-2 vyaitu
sebanyak 45 sampel (45%) Benign,
15  sampel (15%) Possibly
Damaging, dan 40 sampel (40%)
Probably Damaging, dan untuk
mutasi Frameshift sebanyak 1 sampel
(20%) Benign, 2 sampel (40%)
Possibly Damaging, dan 2 sampel
(40%) Probably Damaging.
Berdasarkan hasil penelitian menurut
data cross kedua perangkat lunak
SIFT dan Polyhen-2 yang tergolong
fatal diperoleh sebanyak 23 sampel
(29,87%) pada mutasi Missense, dan
1 sampel (25%) pada mutasi
Frameshift. Berdasarkan hasil
penelitian menurut data cross kedua
perangkat lunak SIFT dan Polyhen-2
yang tergolong tidak fatal diperoleh
23 sampel (34,32%) pada mutasi
Missense dan 1 sampel (25%) pada

mutasi Frameshift
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