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BAB 1. PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

Tingkat kematian akibat penyumbatan pembuluh darah otak dan miokard di 

Indonesia meningkat dari tahun ke tahun. Salah satu faktor penting yang berperan 

dalam proses penyumbatan tersebut adalah trombosis (Canon et al., 2005). Trombosis 

merupakan suatu pembentukan bekuan darah di dalam pembuluh darah. Terdapat 3 hal 

yang berperan dalam gangguan trombosis yaitu kerusakan dinding pembuluh darah, 

perubahan aliran darah, dan perubahan daya beku darah. Trombosis dapat terjadi pada 

pembuluh arteri maupun vena (Makin, 2002). 

Trombosis yang terjadi pada pembuluh arteri yang diakibatkan adanya plak 

aterosklerosis dapat menyebabkan serangan jantung dan stroke. Trombosis pada 

pembuluh vena adalah salah satu gangguan vascular yang paling sering terjadi setelah 

serangan jantung dan stroke (Gross & Weitz, 2009). Insidensi gangguan trombosis 

yang terjadi pada arteri maupun vena cukup tinggi. Pada tahun 2014 jumlah penderita 

penyakit jantung di Amerika pada kelompok usia lebih 20 tahun mencapai 80 % dari 

total populasi dan lebih dari 13 % dari total populasi menderita stroke (American Heart 

Association, 2014).  

Proses pembentukan trombus dan patofisiologi hemostasis sangat dipengaruhi 

oleh fungsi platelet (Harrison, 2005). Apabila proses hemostasis terganggu, seperti 

menurunnya fungsi atau jumlah platelet, maka resiko perdarahan akan meningkat. 

Selain itu, jumlah dan reaktivitas platelet yang berlebihan dapat memicu pembentukan 

trombus abnormal dalam pembuluh darah (Harrison, 2005). Platelet berada dalam 

bentuk tidak teraktivasi ketika berada dalam sirkulasi darah. Ketika terjadi kerusakan 

pembuluh darah platelet akan teraktivasi dan menempel pada lapisan sub-endotelium 

selanjutnya mengalami adhesi (White & Jenning, 1999). Kemudian platelet akan 

melepaskan isi granul, menarik platelet lain disekitarnya dan membentuk agregat 

sehingga terbentuk sumbat yang mencegah kehilangan darah. 
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Kegagalan hemostasis dan perkembangan dari pembekuan darah memerlukan 

penanganan klinis yang terdiri dari pemberian agen trombolitik intravena (Collen et 

al.,1988; Collen, 1990; Francis & Marder, 1991), agen trombolitik tersebut dapat 

berasal dari protein kelenjar saliva Arthropoda. Beberapa protein yang terdapat pada 

saliva Arthropoda mempu berperan dalam membantu vasodilatasi, menghambat 

agregasi platelet, dan mencegah koagulasi darah saat vektor melakukan blood feeding 

(Ribeiro et al., 2007). Salah satu Arthropoda yang memiliki kelenjar saliva dengan 

karakteristik tersebut adalah nyamuk Aedes aegypti. Protein kelenjar saliva pada Aedes 

aegypti mengandung beberapa substansi penting yang berperan dalam proses transmisi 

patogen ketika blood feeding. Substansi tersebut berupa vasodilator dan 

imunomodulator (Andrade et al., 2005). Kedua substansi tersebut berperan dalam 

blood feeding nyamuk. Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan Oktarianti et al., 

(2014) terdapat dua protein imunogenik dari kelenjar saliva Aedes aegypti dengan berat 

molekul 31 kDa dan 56 kDa. Berdasarkan analisis Liquid Chromatography – Tandem 

Repeat Mass Spectrometry (LC-MS/MS), diketahui bahwa protein dengan berat 56 

kDa memiliki komponen penyusun utama apirase (Oktarianti et al., 2015). 

Apirase merupakan salah satu enzim dalam saliva haematophagous arthropod 

yang mampu menghambat reaksi spesifik pada sistem hemostasis inang yaitu 

menghambat agregasi platelet. Enzim ini  dapat memecah adenosine triphosphate 

(ATP) dan adenosine diphosphate (ADP) menjadi adenosine monophosphate (AMP) 

dan inorganic phosphate (Pi) (Ribeiro, 1987; Law et al., 1992). ADP merupakan salah 

satu substrat apirase yang dihasilkan dari granula-granula platelet, dan berperan 

sebagai induser untuk agregasi platelet melalui reseptor membran (Kunapuli, 2002). 

Kemampuan penghambatan agregasi platelet melalui hidrolisis ADP dimiliki oleh 

seluruh haematophagous arthropods sebagai komponen vasodilator untuk 

mempermudah proses blood feeding. Aktivitas apirase telah terdeteksi di dalam 

kelenjar saliva nyamuk (Ribeiro et al., 1984 & Marinotti et al., 1996), bed bugs 

(Valenzuela et al., 1996), black flies (Cupp et al., 1995), ticks (Ribeiro et al., 1991 & 

Mans et al., 1998), fleas (Ribeiro et al., 1990) dan Culicoides (Perez & Tabachnick, 
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1996). Oleh karena apirase merupakan komponen  utama  pada protein 56 kDa  kelenjar 

saliva Aedes aegypti dan diketahui mampu menghambat agregasi platelet, sehingga 

diperlukan  analisis lebih lanjut terhadap fraksi protein imunogenik 56 kDa kelenjar 

saliva Aedes aegypti terkait peranannya dalam menghambat agregasi platelet. 

 

1.2 Rumusan Masalah 

Berdasarkan latar belakang di atas dapat dirumuskan masalah yaitu : 

Bagaimana aktivitas fraksi protein 56 kDa kelenjar saliva Aedes aegypti dalam 

menghambat agregasi platelet sehingga berpotensi sebagai agen trombolitik? 

 

1.2 Tujuan 

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk menganalisis aktivitas fraksi protein  

56 kDa kelenjar saliva Aedes aegypti dalam menghambat agregasi platelet. 

 

1.3 Manfaat 

Manfaat dari penelitian ini adalah diharapkan dapat memberikan informasi 

mengenai aktifitas fraksi protein imunogenik 56 kDa kelenjar saliva Aedes aegypti 

sebagai agen trombolitik yang berpotensi dikembangkan sebagai protein terapeutik. 
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA  

2.1 Protein Kelenjar Saliva Aedes aegypti dan Fungsi Biologisnya 

Saliva menjadi kunci penting dalam siklus transmisi virus dengue ke dalam 

tubuh inang karena memiliki komponen anti hemostasis, anti inflamasi dan 

imunomodulator yang dapat memudahkan transmisi patogen ke dalam tubuh inang. 

Komponen anti hemostasis pada saliva nyamuk dapat mengganggu hemostasis pada 

tubuh inang, komponen ini mampu mencegah vasokonstriksi dan pembekuan darah 

pada pembuluh darah saat nyamuk melakukan blood feeding, sehingga nyamuk dapat 

menghisap darah lebih mudah (Fontaine et al., 2011). Komponen anti inflamasi pada 

saliva nyamuk dapat mencegah adanya inflamasi yang akan memudahkan vektor 

mentransmisikan patogen ke dalam tubuh inang (Kazimirova & Stibraniova, 2013). 

Komponen imunomodulator pada saliva nyamuk dapat memodulasi respon imun 

inang. Imunomodulator pada saliva Aedes aegypti dapat membantu kesuksesan 

transmisi patogen ke dalam tubuh inang karena mampu memodulasi respon imun 

inang. Selain itu komponen ini mengandung protein imunogenik yang dapat 

memunculkan respon imun adaptif, yang menghasilkan antibodi melawan komponen 

saliva (Schneider & Higgs, 2008). 

Beberapa protein yang berperan dalam proses blood feeding dan dapat 

menginduksi respon imun inang diantaranya protein D7, adenosine deaminase, purin 

hidrosilase, apirase, 30 kDa allergen dan serpin  (Almeras et al., 2010) (Gambar 2.1). 

Sedangkan berdasarkan analisis transkriptomik dan proteomik, protein yang ada dalam 

saliva nyamuk diantaranya apirase, serpin 1 dan 2, protein D7, ADA (Adenosin 

deaminase), amilase, lectin, purin dan protease (Ribeiro et al., 2007). Protein yang 

terdapat pada kelenjar saliva Aedes aegypti dan fungsinya dapat dilihat pada Tabel 2.1. 
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Tabel 2.1 Komponen kelenjar saliva Aedes aegypti dan fungsi biologisnya 
Nama Protein Aktivitas dan fungsi biologis 

D7 salivary protein Menghambat aksi amina biogenic seperti 

serotonin, histamin, dan norepinefrin membantu 

dalam menghisap darah, dan bertindak sebagai 

allergen 

Serpins Protease inhibitor 

Apyrase nukleotida, adenosine deaminase, 

purine nucleosidase, serine protease sugar 

hydrolases amylase, β- glucosidase 

Agregasi antiplatelet, fungsi anti inflamasi, terkait 

dengan imunitas, aktivitas anti inflamasi 

Lectins lysozyme bacteolytic proteins Opsonisasi, melanisasi-antimikrobia polypeptide-

pengenalan sistem imun 

Gambicin lysozyme defensins Aktivitas antimikrobia 

Factor Xa Antikoagulan 

Vasodilator 

Sialokins Faktor Anti-tumor necrosis 

Aed a 3 Reaksi alergi 

  (Sumber : Luplertop, 2014) 

 

 Protein D7 merupakan komponen yang jumlahnya paling banyak dalam 

kelenjar saliva nyamuk Aedes aegypti betina dewasa (Calvo et al., 2005). Protein D7 

ditemukan pada lobus bagian distal-lateral dan medial kelenjar saliva nyamuk. Protein 

ini berperan sebagai anti hemostasis dengan cara menghambat aksi dari amina biogenic 

(serotonin, histamin dan norepinefrin) yang menyebabkan gagalnya proses 

vasokonstriksi dan agregasi platelet, sehingga dapat mempermudah proses blood 

feeding dan transmisi patogen ke dalam tubuh inang (Calvo et al., 2006; Ribeiro et al., 

2007). Serotonin akan dilepaskan selama proses aktivasi platelet, menyebabkan 

peningkatan permeabilitas vaskular, dan berperan sebagai vasokonstriktor. Histamin 

akan dilepaskan dari jaringan sel mast dan platelet selama inflamasi karena kerusakan 

jaringan. Selain itu, serotonin dan histamin juga menginduksi sensasi panas dan gatal  
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Gambar 2.1 Peran protein kelenjar saliva Arthropoda (Fontaine et al., 2011). 

 

yang dirasakan inang sehingga mengganggu blood feeding yang dilakukan oleh vektor. 

Sedangkan norepinefrin menstimulus terjadinya vasokonstriksi (Calvo et al., 2005). 

 Protein serpin pada saliva nyamuk berperan sebagai antikoagulan. Protein ini 

dapat menghambat aksi Xa dalam proses koagulasi darah. Protein 30 kDa allergen 

merupakan protein yang menimbulkan respon alergi pada inang. Protein ini termasuk 

dalam kelompok aegyptin, yang memiliki fungsi sebagai anti hemostasis dengan cara 

menghambat aktivasi platelet dan agregasi trombosit sehingga dapat mempermudah 

proses blood feeding (Calvo et al., 2005; Ribeiro et al., 2007; Almeras et al., 2010). 

  

2.2 Potensi Protein Kelenjar Saliva Aedes aegypti Sebagai Agen Trombolitik 

 Berdasarkan hasil analisis western blot yang dilakukan Oktarianti et al. (2014) 

terdapat dua protein imunogenik yang berasal dari kelenjar saliva Aedes aegypti dengan 

masing-masing memiliki berat molekul 31 kDa dan 56 kDa. Analisis lebih lanjut 

dengan menggunakan Liquid Chromatography - Tandem Repeat Mass Spectrometry 
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(LC – MS/MS), diketahui bahwa protein dengan berat molekul 31 kDa memiliki 

komponen utama yang disebut D7 dan protein dengan berat molekul 56 kDa memiliki 

komponen utama apirase (Oktarianti et al., 2015). 

 Protein apirase adalah nukleosida trifosfat-difosfohidrolase yang banyak 

ditemukan pada organisme hematophagous. Apirase pada kelenjar saliva Aedes aegypti 

merupakan anggota dari kelompok gen pengkode 5’nucleotidase (Champagne et al., 

1995). Apirase ditemukan pada lobus kelenjar saliva bagian distal lateral dan medial 

(Juhn et al., 2011). Protein apirase adalah komponen penyusun utama protein 56 kDa 

dalam saliva Aedes aegypti (Oktarianti et al., 2005). Apirase dapat membantu proses 

blood feeding karena dapat menghambat agregasi platelet dengan cara mendegradasi 

ATP dan ADP menjadi AMP dan ortofosfat (Champagne et al., 1995). 

 Saat melakukan blood feeding, nyamuk akan menusukkan proboscis hingga 

endothelium, sehingga menyebabkan pembuluh darah rusak. Pada keadaan normal 

rusaknya pembuluh darah akan memicu mekanisme agregasi platelet. Platelet dapat 

aktif karena adanya aktivitas dari kolagen, thrombin, tromboxan A2 dan ADP. ADP 

memiliki fungsi penting dalam menjaga hemostasis, karena dapat menginduksi 

aktifnya platelet untuk melakukan proses agregasi platelet sehingga terjadi proses 

pembekuan darah. Namun dengan adanya komponen antikoagulan seperti apirase pada 

saliva nyamuk, menyebabkan proses agregasi platelet terhambat. Sehingga proses 

pembekuan darah terhambat dan darah tetap mengalir hingga proses blood feeding 

selesai (Ribeiro et al., 1984). 
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BAB 3. METODE PENELITIAN 

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian 

 Penelitian dilaksanakan pada bulan September 2018 sampai dengan bulan April 

2019, bertempat di  Laboratorium Bioteknologi, Jurusan Biologi, Fakultas Matematika 

dan Ilmu Pengetahuan Alam (FMIPA), Universitas Jember; Laboratorium Biomedik, 

Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya dan LSIH (Laboratorium Sentral Ilmu 

Hayati) Universitas Brawijaya.  

 

3.2 Alat dan Bahan 

 Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain : kandang nyamuk, 

kertas saring, pipet plastik, cawan plastik, tray, kapas, erlenmeyer, sungkup tikus, 

aspirator, tabung nyamuk, kain kasa, kain handuk, botol minum tikus, penutup kawat, 

mikroskop stereo, jarum diseksi, object glass, beaker glass, cawan petri, mikropipet, 

mikrotip (ukuran 0,5-10 L, 10-100 L, dan 100-1000 L), microtube ukuran 1,5 ml, 

ice box, ice gel, tisu, seperangkat alat SDS-PAGE, parafilm, thermoshaker, kompor, 

magnetic stirer, sentrifuge (Hettich Jerman), vacutainer berisi EDTA, nano-drop, 

microplate, dan microplate reader.  

Bahan-bahan yang dipergunakan terdiri atas nyamuk Aedes aegypti, tikus 

wistar, aquades steril, larutan sukrosa 10%, NaCl 0,5 %, Phenyl Methyl Sulfonyl 

Fluoride (PMSF) 1 mM, alkohol 70%, loading buffer (Tris, Gliserol, SDS, β-

mercaptoethanol, bromophenol blue dan H2O), buffer elektroda pH 8,3 (Tris Base, 

Glycine, SDS), Acrilamide/Bis-acrilamide 30%, SDS 10%, Tris – HCl 1,5 M pH 8,8 

dan 0,5 M pH 6,8 , larutan staining (Coomassie Brillint Blue R-250, methanol, asam 

asetat glacial, dan H2O), larutan destaining (methanol, asam asetat glacial, dan H2O), 

APS 10%, TEMED (Nacalai Tesque), marker protein (BlueEye Prestained Protein 

Marker), surgical blade, Tris HCl 0,05 M pH 6,8, membran selofan, PBS pH 7,4, etanol 

absolute, PRP (Platelet Rich Plasma) manusia, ADP, dan Aspirin.
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3.3 Prosedur Penelitian 

 Prosedur penelitian ini dimulai dari preparasi alat, rearing nyamuk Aedes 

aegypti, isolasi kelenjar saliva Aedes aegypti, analisis SDS-PAGE, elektroelusi dan 

dialisis, dan uji agregasi platelet. Prosedur penelitian secara detail dapat dijelaskan 

sebagai berikut : 

 

3.3.1 Rearing Nyamuk Aedes aegypti 

 Nyamuk Aedes aegypti yang digunakan pada penelitan ini berasal dari rearing 

koleksi kelompok riset Vector Biology yang dilakukan di Animal Care Unit, Jurusan 

Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Jember. 

Rearing nyamuk dimulai dengan melakukan landing collection larva nyamuk Aedes 

aegypti di bak-bak mandi atau genangan-genangan air. Larva yang telah didapat 

selanjutnya diletakkan pada nampan plastik (tray) yang telah diisi air. Selama 

pertumbuhannya larva diberi makan dengan pelet ikan, larva-larva tersebut 

dikembangkan hingga membentuk pupa. Larva yang telah berkembang menjadi pupa 

dipindahkan menggunakan pipet plastik ke dalam cawan pupa. Selanjutnya cawan pupa 

dimasukkan ke dalam kandang nyamuk hingga pupa tumbuh menjadi nyamuk dewasa. 

Diletakkan pula cawan lain yang berisi 2 lembar kertas saring dengan ukuran masing-

masing adalah 4 x 12 cm pada sisi bagian dalam cawan yang disusun secara melingkar, 

fungsi kertas saring tersebut  sebagai tempat bertelur nyamuk dewasa. Selain itu di 

dalam kandang juga diletakkan larutan sukrosa 10 % sebagai sumber nutrisi nyamuk 

Aedes aegypti jantan dan seekor tikus wistar yang diletakkan pada kandang kecil untuk 

blood feeding nyamuk betina. 

Nyamuk dewasa diambil menggunakan alat aspirator selanjutnya dimasukkan 

ke dalam tabung nyamuk yang ditutup dengan kain kasa dan kapas pada bagian 

tengahnya. Nyamuk Aedes aegypti yang telah ditangkap selanjutnya dilakukan 

identifikasi morfologi sehingga diperoleh nyamuk Aedes aegypti betina untuk diisolasi 

kelenjar salivanya. 
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3.3.2 Identifikasi Nyamuk Aedes aegypti 

 Nyamuk Aedes aegypti hasil rearing dimasukkan dalam tabung nyamuk dan 

selanjutnya diletakkan ke dalam lemari pendingin bersuhu -20C selama ± 20 detik. 

Nyamuk yang telah di freeze kemudian ditempatkan pada cawan petri yang diletakkan 

dalam ice box, sebelum dilakukan isolasi kelenjar saliva, terlebih dahulu nyamuk hasil 

rearing diidentifikasi jenis kelamin dan spesiesnya. Identifikasi jenis kelamin dapat 

dilakukan dengan melihat struktur antenna nyamuk. Nyamuk jantan memiliki antenna 

dengan rambut yang panjang dan lebat, sedangkan nyamuk betina memiliki antenna 

dengan rambut yang pendek dan kurang lebat. Untuk membedakan spesies nyamuk 

Aedes dapat diketahui melalui deretan rambut putih yang membentuk pola garis pada 

tubuh bagian dorsal toraks nyamuk. Nyamuk Aedes aegypti memiliki 2 deretan rambut 

putih yang sejajar dan diapit dengan garis melengkung pada kedua sisinya. 
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