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PCR

Western blot

Uji PHOSAG0

GLOSARIUM

Reaksi amplifikasi / penggandaan daerah tertentu dari urutan basa
dalam suatu DNA (template) dengan bantuan dari enzim DNA
polimerase, yang terdiri atas beberapa siklus (biasanya 20 hingga
40 siklus).

Metode biokimia untuk mengobservasi suatu protein dengan
menggunakan antibodi yang spesifik terhadap protein yang dicari
(protein of interest) yang divisualisasi dalam bentuk band protein
yang memiliki ukuran basepair tertentu dalam suatu gel khusus
(biasanya menggunakan SDS-Page gel).

Metode enzimatik untuk pengukuran kuantitatif autofagi pada
model S. cerevisiae dengan mengukur kadar protein fosfatase
alkalin termodifikasi, PHO8A60. Fosfatase alkalin ini dihantarkan
ke dalam lumen vakuola selama proses autofagi, sehingga kadar
protein tersebut dapat menggambarkan intensitas autofagi yang

sedang berlangsung di dalam sel.
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Analisis sintesis tetes lemak pada gen DGA 1, LRO1, AREI dan ARE2
pada proses autofagi dengan model khamir Saccharomyces cerevisiae

Venty Muliana Sari Soeroso

ABSTRAK

Latar Belakang: Tetes lemak merupakan organela sitoplasmik yang berfungsi sebagai
cadangan lipid sel. Penelitian terkini menunjukkan tetes lemak juga berperan pada
berbagai penyakit inflamasi dan infeksi. Patogen misalnya, memanfaatkan tetes lemak
dan menggunakan sistem autofagi untuk perkembangbiakan dan pertahanan diri.
Sebaliknya, sel mengaktifkan autofagi untuk eliminasi patogen. Penelitian sebelumnya
menemukan bahwa sel khamir mutan RS4A, yang terdelesi pada 4 gen dalam sintesis
tetes lemak, DGAI, LROI, ARE] dan ARE2, tidak mampu mengaktifkan respon stres
autofagi akibat paparan toksik asam lemak eksogen. Sehingga diduga ada hubungan
antara sintesis tetes lemak dan autofagi.

Metode: Strain Saccharomyces cerevisiae wild-type Y10000 dan mutan RS4A dikultur
dalam media starvation (tanpa nitrogen) untuk menginduksi autofagi, kemudian
kemampuan autofagi sel dievaluasi dengan mikroskop, western blot (WB) dan tes
kuantitatif uji PHO8A60. Pada observasi mikroskopik, sel ditransformasi dengan
plasmid marker fluoresen pSU9-GFP dan pVphl-RFP. WB mendeteksi lepasnya ikatan
protein Atg8-GFP oleh protease vakuolar saat autofagi. Uji PHO8A60 mengukur kadar
fosfatase alkalin yang merefleksikan intensitas autofagi. Analisis peran gen dilakukan
dengan uji PHO8A60 menggunakan mutan RS4A, dgalA,lrolA dan mutan ganda
dgalA,IrolA.

Hasil: Sel mutan RS4A menunjukkan gambaran mikroskopik autofagi negatif. Dengan
WB, protein GFP bebas tidak terdeteksi pada mutan RS4A. Intensitas autofagi mutan
RS4A sangat rendah mendekati 0 dan berbeda bermakna (p=0.000) dengan wild-type.
Mutan ganda dgalA,lrol A memiliki intensitas autofagi yang rendah dan tidak berbeda
bermakna dengan RS4A (p=0.183).

Kesimpulan: Sintesis tetes lemak terutama oleh fungsi gen DGAI dan LROI untuk
sintesis Triasilgliserol memiliki peranan penting dalam proses autofagi.

Kata Kunci: Tetes lemak, gen DGAI, LRO1, AREI, ARE?2, autofagi
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Analysis of" lipid droplets synthesis on DGA1, LRO1, AREI and ARE?2 genes
in autophagy process using Saccharomyces cerevisiae yeast model

Venty Muliana Sari Soeroso

ABSTRACT

Background: Lipid droplets (LDs) is a cytoplasmic organel whose function as lipid
storage. Recent studies showed that LDs are involved in various human diseases.
Pathogene uses LD and autophagy system of cell host for its reproduction and survival
mechanism. Previous study identified that deletion in 4 genes (DGAI, LRO1, AREI and
ARE2) on LDs synthesis leads to disturbance in autophagy stress response due to
exogenous fatty acid toxic exposure in yeast cell. Therefore we suggested that LDs
might be involved in autophagy process.

Method: S.cerevisiae wild-type Y10000 strain and RS4A mutant were cultured in a
starvation media (without nitrogen) to induce autophagy. Cell’s autophagy ability was
evaluated by microscope, western blot (WB) and PHOS8A60 quantitative test. In
microscope evaluation, cell was transformed with fluoroscence marker’s plasmid pSU9-
GFP and pVphl-RFP. WB detected the loose of protein Atg8-GFP bound by vacuolar
protease during autophagy. PHOSAG60 assay was utilized to measure the level of
alkaline phosphatase that reflected autophagy intensity. Gene role was analyzed by
PHOB8A60 test in mutant RS4A, single mutant dgalA and IrolA and double mutant
dgalA,lrolA.

Result: Mutant RS4A showed negative autophagic microscopic images. Protein band
GFP free was not detected in mutant RS4A using WB. There was significant difference
between level of autophagy in mutant RS4A and wild-type (p=0.000). Double mutant
dgalA,lrolA had very low autophagy intensity and had no significant difference with
mutant RS4A (p=0.183).

Conclusion: LDs synthesis by gene DGAI and LROI which is reponsible for
Triacylglycerol synthesis plays an important role in autophagy process.

Key words: lipid droplets, DGAI, LROI, AREI, ARE2, autophagy
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