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AIR GANDARUSA (Justicia gendarussa Burm. f.) DAN GAMBARAN
GEN HYALURONIDASE LEWAT ANALISIS PCR

(Gandarusa (Justicia gendarussa Burm. f.) Water and Expression of Hyaluronidase
Gene by PCR Analysis)

Sri Lestari Utamil, Didik P Restanto2, Bambang Prajogo EW3

ABSTRACT

Gandarusa (J. gendarussa Burm. f.) is an etnomedicine which is used as a male contraceptive alternative, known to inhibit the enzyme
function of spermatozoa hyaluronidase during fertilization. One of the ideal contraceptive conditions is the safetyness (among others non
mutagenic), requiring a long research during the verification process. The early research is the gene expression of hyaluronidase mice
(M.musculus L.) testis given water fraction of the gandarusa with PCR analysis. The total RNA was isolated from the normal mice testis
(as the negative control or no treatment group) and the mice testis from the treatment groups. The treatment groups consisted of group I
and II treated with water fraction of the gandarusa 15 mg/20 gr BW and 7.5 mg/20 gr BW, subsequently, the positive control group was
also given hesperidins 1 mg/20 gr BW once a day per oral during the 1.5 times of spermatogenesis cycle (for 55 days). The results of the
study showed that (1) the cDNA fragment confirmed as the gene of hyaluronidase mice testis (with 710 bp length of nucleotide) passed
through RT-PCR at the total RNA negative control group, sequenced, isolated and alignment in the NCBI gene bank. (2) the same cDNA
fragment gene of hyaluronidase mice testis (from the negative control group) did not transcript in the treatment I and positive control
groups (where there is no band), but this gene will be transcripted in the treatment II group (where the band is emerged).

Key words: Male contraception, gandarusa, hyaluronidase gene, PCR analysis

ABSTRAK

Gandarusa (J. gendarussa Burm. f.) sebagai etnomedisin merupakan pilihan kontrasepsi dari laki-laki, yaitu bahan yang diketahui
dapat menghambat fungsi enzim hyaluronidase di kepala akrosom spermatozoa selama pembuahan. Di antara syarat kontrasepsi
yang baik adalah bahan tersebut aman penggunaannya (di antaranya adalah non mutagenik), dan untuk itu selama pembuktiannya
memerlukan penelitian yang lama. Penelitian awalnya adalah mengenai ekspresi gen hyaluronidase testis mencit (Mus musculus
L.) yang diberi fraksi air gandarusa menggunakan analisis PCR. RNA lengkap diisolasi dari testis mencit sehat (sebagai kelompok
pembanding negatif atau tanpa perlakuan) dan kelompok perlakuan. Kelompok perlakuan: kelompok I dan II diberi fraksi air
gandarusa 15 mg/20 gr BB dan 7,5 mg/20 gr BB serta kelompok pembanding positif diberi hesperidin mg/20 gr BB sebanyak satu
kali sehari lewat rongga mulut selama 1,5 kali siklus pembentukan spermatogenesis (55 hari). Hasil kajian ini adalah: Fragmen
cDNA yang dapat dipastikan sebagai gen hyaluronidase testis mencit (dengan panjang nukleotida 710 bp), yang didapatkan melalui
RT-PCR di RNA lengkap kelompok pembanding negatif, diurutkan, diisolasi dan dijajarkan menggunakan bahan dari Bank gen NCBI;
Fragmen cDNA dari gen hyaluronidase kelompok pembanding negatif tersebut tidak ditranskripsikan di kelompok perlakuan I dan
pembanding positif (tidak ada pita), tetapi ditranskripsikan di kelompok perlakuan II (terlihat pita).

Kata kunci: Kontrasepsi laki-laki, gandarusa, gen hyaluronidase, analisis PCR

PENDAHULUAN dan berusaha lebih memegang kendali.?* Metode
kontrasepsi yang umum dipakai dianggap mempunyai
kelemahan di antaranya adalah senggama terputus
kontrasepsi untuk laki-laki, karena hanya terdapat kurang tepat guna (4—24%), kondom akan menghadapi
tiga (3) jenis kontrasepsi yang benar-benar umum  registens; psikologis dan mempunyai tingkat kegagalan
dipakai olehnya, yaitu senggama terputus (coitus 3159 dan sifat reversibilitas vasektomi yang tidak
interruptus/withdrawal), kondom dan vasektomi dapat diandalkan. Di samping itu vasektomi diduga
(sterilisasi laki-laki).12 Padahal menurut hasil survey terkait dengan timbulnya kanker prostat yang mungkin
lebih dari 50% laki-laki mengatakan, bahwa mereka terjadi kemudian.14-6

bersedia menggunakan kontrasepsi hormonal untuk Gandarusa (J. gendarussa Burm. f) digunakan
meringankan beban perempuan pasangannya sebagai kontrasepsi untuk laki-laki oleh masyarakat

Sekarang ini banyak dikembangkan metode
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Jurusan Budi daya Pertanian Fakultas Pertanian Universitas Jember
3 Bagian Ilmu Bahan Alam Fakultas Farmasi Universitas Airlangga
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Sentani (Papua).” Di antara penelitian terkait
gandarusa adalah pemberian infusnya akan
menyebabkan ada penurunan daya pisah/dispersi
kumulus oophorus manusia di lingkup buatan;8
Sari metanolnya akan menghambat penetrasi
spermatozoa, menurunkan aktivitas akrosin dan
B-glukosidase kelinci;? Secara kualitatif keberadaan
sifat penghambat hyaluronidase di testis sapi;!©
Kandungan senyawa aktif di gandarusa dari golongan
flavonoid (di antaranya disebut sebagai gendarusin A
dan B) akan mencegah penetrasi spermatozoa mencit
pada pembuahan di lingkup buatan (IVF) serta
menunjukkan ada penurunan aktivitas hyaluronidase
tersebut.!! Hesperidin (termasuk glikosida flavonoid
dan sebagai kajian pembanding pada penelitian
ini) dapat mencegah penetrasi spermatozoa mencit
dalam proses IVF.10-13 Hesperidin juga menurunkan
aktivitas enzim hyaluronidase spermatozoa mencit
dan bersifat penghambat hyaluronidase testis
sapi.l4 Enzim hyaluronidase terdapat di akrosom
spermatozoa yang berperan dalam melonggarkan
matriks luar sel kumulus oophorus sebagai penghalang
spermatozoa pada pembuahan.!®> Bukti yang terdapat
tidak dapat diragukan bahwa flavonoid tertentu
bersifat mutagenik, sehingga berkemampuan sebagai
karsinogenik.16

Sebagian besar ekspresi materi genetik yang
terjadi melalui hasil proteinnya, yang melibatkan dua
(2) langkah yang berurutan dan tempat penjelasan
pengubahan dari satu bentuk ke bentuk yang lain:
transkripsi (DNA — RNA) dan pengalihan (RNA —
protein).'” Ekspresi gen dapat terlihat di pembentukan
spermatogenesis,'8-1° sehingga RNA lengkap yang
dihasilkan di spermatogenesis oleh sel spermatogenik
sangat tinggi.20

Analisis banyaknya RNA merupakan segi kajian
gambaran gen yang penting dan merupakan inti
pemahaman mekanisme yang mengatur aktivitas
gen.?l Penerapan teknik PCR (Polymerase Chain
Reaction) di kajian tentang gambaran gen di berbagai
kepustakaan akan mengarah kepada RT-PCR.22-23 RT-
PCR (Reverse Transcriptase atau Reverse Trancription
- Polymerase Chain Reaction) merupakan salah satu
terobosan utama dari bermacam-macam tatalangkah
PCR yaitu menemukan RNA.24 Tatalangkah RT-PCR
terbukti lebih peka dan merupakan pembeda yang jelas
daripada dengan analisis Northern blot, uji pelindungan
nuklease dan hibridisasi in situ. Di samping itu
tatalangkah ini lebih cepat, mudah dikerjakan, dapat
dilakukan analisis bersamaan beberapa transkripsi dari
RNA lengkap dan dapat digunakan untuk perkiraan
relatif atau mutlak dari mRNA-mRNA. Tatalangkah
ini juga murah dan bahkan dapat digunakan untuk
mempelajari RNA walaupun dalam jumlah yang sangat

sedikit serta biasanya hanya terlihat satu gen pada
waktu tertentu.2425-30

Berdasarkan latar belakang di atas, maka penelitian
ini dityjukan untuk menganalisis gambaran gen
hyaluronidase testis mencit pada pemberian fraksi
air gandarusa dengan teknik PCR (melalui RT-PCR)
sebagai awal pembuktian gandarusa sebagai “pil
laki-laki” yang bagus (bukan merupakan bahan yang
mutagenik).

METODE

Bahan tanaman yang digunakan adalah daun
tanaman gandarusa yang diperoleh di daerah Trawas,
Mojokerto dan hewan yang diteliti adalah mencit
jantan galur Balb C yang diperoleh dari Pusvetma
Surabaya, berumur antara 2-3 bulan, berat badannya
antara 20-30 gram dan sehat.

Penyarian fraksi air daun Gandarusa
(J. gendarussa Burm. f.)

Daun gandarusa yang diperoleh dipilah yang masih
segar (basah), dicuci, dikeringkan pada suhu kamar
dan diserbuk. Serbuk daun gandarusa disarikan secara
maserasi dan perkolasi dengan pelarut n-heksan dan
etanol 60%. Sari etanol kemudian akan diuapkan
sampai mengering dalam rotavapour dan lemari asam.
Kemudian akan diasamkan dengan HCl 2 N sampai
pH 3-4 dan dikocok dengan kloroform. Di tahap air
dan kloroform akan dipisahkan. Tahapan air yang
didapat akan dibasakan dengan NH,OH 25% sampai
pHnya antara 9-10. Setelah itu dikocok kembali
dengan kloroform dan tahapan air dipisahkan kembali
dari tahapan kloroform. Kemudian akan didapatkan
tahapan air dan kloroform lagi. Sari tahapan air ini
kemudian akan digunakan sebagai bahan uji.

Pemberian bahan uji di kelompok perlakuan

Penimbangan berat badan mencit dilakukan
setiap minggu. Bahan uji berupa fraksi air gandarusa
dan hesperidin, lama pemberiannya adalah 55 hari
(mengikuti 1,5 kali siklus spermatogenesis) satu kali
sehari lewat rongga mulut. Setiap kelompok perlakuan
terdiri dari 15 ekor mencit yang terbagi atas: kelompok
perlakuan I dan II yang diberi fasa air gandarusa
dengan dosis 15 mg/20 gr BB dan 7,5 mg/20 gr BB
serta kelompok perlakuan pembanding positif yang
diberi hesperidin sebanyak 1 mg/20 gr BB.

Analisis PCR (melalui RT-PCR)

Primer yang digunakan adalah forward dan reverse
yang dirancang terlebih dahulu dengan program
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Genetic Mark (McIntosh) homologik dengan beberapa
gen hyaluronidase testis di NCBI.

RNA lengkap yang digunakan di RT-PCR akan
diisolasi dari testis mencit kelompok tanpa perlakuan
(pembanding negatif) dan kelompok perlakuan dengan
buffer homogenisasi guanidium thiosianat dan CsCI31,
Hasil isolasi RNA lengkap akan diukur kepekatannya
dengan spektrofotometer pada A 260 nm. Sedangkan
perangkat RT-PCR dan PCR yang digunakan adalah
Access RT-PCR Introductory Systems dan PCR Core
Systems buatan Promega.

Pengelektroforesisan gel agarose dilakukan untuk
memperlihatkan RNA lengkap dan fragmen cDNA
yang didapat. Kepekatan gel agarose yang digunakan
adalah 1% (w/v), yang dialirkan dengan tegangan
arus listrik sebesar 100 Volt dan larutan TBE 1X.
Pewarnaannya menggunakan ethidium bromida dan
dilihat dengan UV illuminator setelah ditambahkan
loading dye. Petanda yang digunakan adalah 1 Kb Plus
DNA Ladder.

Isolasi fragmen cDNA dari gel agarose 1%
dilakukan dengan metode mendialisis membran, yang
dielektroforesiskan selama 1,5-2 jam dengan tegangan
arus listrik sebesar 100 Volt dalam TBE 1X. Kemudian
berturut-turut diperlakukan dengan PCI, etanol p.a.
dan natrium (sodium) asetat 3M pH 5,2. Setelah
pengendapan akan dilakukan pencucian dengan
etanol 70% sebanyak 2 kali. Pellet yang didapat akan
dikeringkan dalam pengering pompa kedap udara,
diberi buffer TE dan divisualisasi.

Pengurutannya akan didahului dengan isolasi
fragmen cDNA dari low melting agarose dan kemudian
dilakukan penempelan nama dengan Big Dye
Terminator. Sementara mesin yang digunakan adalah
mesin DNA Sequencer ABI Prism 310.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Beberapa urutan nukleotida gen hyaluronidase
testis dari NCBI yang dihomologikan mempunyai kode
gen (accession numbers), yaitu: AY228460; AK005638;

Tabel 1. Hasil absorbansi RNA lengkap testis mencit
pembanding negatif menggunakan spektrofotometer

dengan A 260 nm.
Daya sera Kepekatan RNA

Sampel A §60 nmp P (ug/ul)

Zero (akuabidest steril) 0,093 -
1 0,776 4,188

2 1,761 10,008

3 0,604 3,066

4 0,757 3,984

MU35958 dan RN2B1ANGN. Primer yang didapat akan
mempunyai 20 basa nukleotida, yang setiap urutan
basanya adalah: forward: 5- GCT TAG CTA TCA TTG
ACT GG- 3’ dan reverse: 5- GCA CAT TTT GGC TGC
TAG GG- 3. Melting temperature untuk primer adalah
antara 58 °C - 62 °C, yang berperan pada penentuan
suhu annealing.

Hasil mengisolasi RNA lengkap (empat/4 sampel)
akan digunakan untuk mendapatkan fragmen cDNA
dari kelompok pembanding negatif, yang berfungsi
sebagai pembanding kelompok perlakuan. Hasil
mengukur dan penggambarannya dapat dilihat di
Tabel 1, Gambar 1 dan Gambar 2.

RT-PCR yang dilakukan menggunakan RNA
template dari sampel ke-2 (kepekatan akhir 0,5 ug/
L), primer forward dan reverse (kepekatan akhir 10

RNA
tRNA dan RNA kecil lainnya termasuk mRNA

Gambar 2. Hasil mengelektroforesis isolasi RNA lengkap,
gambaran nomor 1-4 menunjukkan sampel 1, 2,
3 dan 4.

HASIL SPEKTROFOTOMETER

Y

nilai absorbansi

& & &

300 290 280 270

panjang gelombang (nm)

260 250 240 230 220

—e— Sampel zero —m— Sampel 1

Sampel 2

Sampel 3 —k— Sampel 4

Gambar 1. Hasil gambaran spektrum isolasi RNA lengkap (menggunakan spektrofotometer) ukuran daya serapnya pada A (nm)

tertentu.

Air Gandarusa (Justicia gendarussa Burm. E) - Utami, dkk 71



+710 bp

850 bp
650 bp

Gambar 3. Hasil mengelektroforesis RT-PCR. (1) Fragmen cDNA pembanding negatif, (2) Pembanding positif diambil dari

perangkat RT-PCR dan (3) Petanda.

pmol/ul) dan suhu annealing-nya adalah 55 °C. Hasil
visualisasi fragmen cDNA dengan prakiraan panjang
nukleotida = 710 bp (berdasarkan kesesuaian primer
yang digunakan dengan gen hyaluronidase testis
mencit dari bank gen NCBI) dan masih ada yang
berpita (band) dan smear dapat dilihat di Gambar 3.

Kemudian akan dilakukan isolasi fragmen cDNA
dari gel elektroforesis 1%, yang penggambarannya
dapat dilihat di Gambar 4.

Didasari pembacaan histogram (hasil mengurut
fragmen ¢cDNA) dan penjajaran menggunakan bank
gen NCBI (pengerjaan BLAST) didapat kesesuaian
dengan gen hyaluronidase testis mencit, yaitu gen
dengan accession numbers: AK005638 (Mus musculus
adult male testis cDNA, RIKEN full-length enriched
library) dan AY228460 (Mus musculus sperm
hyaluronidase PH-20 protein mRNA) (dengan angka
tertinggi (bits) = 955). Gambar 5 menunjukkan
urutan nukleotida dan asam amino dari fragmen cDNA
(panjang 710 bp dan terletak di basa bernomor 736—
1443) yang didapatkan melalui program Genetyx-Win
versi 3.1 dari homologis histogram dan gen dengan
accession numbers: AKO05638.

Fragmen cDNA gen hyaluronidase testis mencit
710 bp diperkuat dengan PCR menggunakan primer
forward dan reverse (kepekatan akhir 10 pmol/uL),
DNA template (konsentrasi akhir < 0,5 ug/50 ul) dan
perbaikan suhu annealing adalah 57° (tidak adanya
pita yang smear). Penggambaran hasil PCR dan isolasi

1 2

Gambar 4. Hasil mengelektroforesis isolasi fragmen cDNA
dari gel terelektoforesis, yang berbeda besar isi
muatannya, yaitu (1) 10uL dan (2) 2ul.

710 bp

fragmen cDNA hanya dapat dilihat di Gambar 4 dan
Gambar 6.

Dalam analisis PCR kelompok perlakuan akan
didahului dengan isolasi RNA lengkap, yang kepekatan
dan penggambarannya dapat dilihat di Tabel 2,
Gambar 7 dan Gambar 8.

RNA lengkap yang diperoleh akan digunakan
sebagai RNA template di RT-PCR dengan kepekatan
akhir disamakan, yaitu 0,48 ug/uL. Primer yang
digunakan sama dengan RT-PCR di kelompok
pembanding negatif dengan suhu annealing
57 °C (sebagai hasil perbaikan suhu annealing).
Penggambaran fragmen ¢cDNA 710 bp dari RT-PCR
kelompok perlakuan dan kelompok pembanding
negatif (lihat Gambar 9) menunjukkan kelompok
perlakuan I dan pembanding positif tidak terdapat
adanya pita yang diinginkan. Di kelompok perlakuan
II menunjukkan ada pita yang diinginkan.

Hal ini menunjukkan bahwa gen hyaluronidase
testis mencit di kelompok perlakuan I dan pembanding
positif tidak tergambarkan, yaitu tidak terjadi
transkripsi dari gen tersebut setelah diberi pelakuan.
Hal ini berbeda dengan di kelompok perlakuan II
yang gennya masih tergambarkan walaupun telah
diberi gandarusa dengan dosis separuh dari milik
kelompok perlakuan I. Hal ini menunjukkan bahwa
besarnya dosis gandarusa yang diberikan sangat

Tabel 2. Hasil daya serapan RNA lengkap testis mencit
kelompok perlakuan menggunakan spektrofotometer

dengan A 260 nm
Daya serap Kepekatan RNA
Sampel 260 mm (ug/ul)
Zero (akuabidest steril) 0,204 -
Kelompok perlakuan I 0,273 0,552
Kelompok perlakuan II 0,473 2,152
Pembanding positif 0,360 1,2
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Gambar 6. Hasil mengelektroforesis dengan PCR, (a) petanda, (b) dan (c) fragmen cDNA (710 bp).
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Gambar 7. Hasil gambaran spektrofotometer pada A 300-220 nm dari isolasi RNA lengkap kelompok perlakuan.

berpengaruh di ekspresi gen hyaluronidase testis
mencit. Keadaan tersebut sesuai dengan telitian
sebelumnya yang menyebutkan ada kandungan
senyawa aktif di gandarusa yang terdapat di golongan
flavonoid (di antaranya sebagai gendarusin A dan

RNA RNA

Gambar 8. Hasil mengelektroforesis isolasi RNA lengkap, (A)
Kelompok perlakuan I, (B) Kelompok perlakuan
II dan (C) Kontrol positif.

Marker Pembanflmg
negatif
850 bp
710 bp
650 bp

Pembanding

B) akan mencegah penetrasi spermatozoa mencit
pada pembuahan di lingkup buatan (IVF) (dosis 15
mg/20 g BB dan 30 mg/20 g BB) serta menunjukkan
adanya penurunan aktivitas hyaluronidase.!! Di kajian
hesperidin dalam pengerjaan IVF juga akan mencegah
penetrasi spermatozoa mencit.!0

Tidak terekspresinya gen hyaluronidase testis
mencit di kelompok pelakuan I dan pembanding
positif (tidak terjadi transkripsi) dapat terjadi karena
banyak sebab, di antaranya terdapat senyawa aktif
gandarusa seperti gendarusin A dan B atau dari
hesperidin yang menyebabkan: Transkripsi tidak
terjadi atau menyebabkan penghalangan ekspresi
seperti ada penghalangan fungsi dari faktor transkripsi
atau promoter atau; Perubahan kecepatan transkripsi
gen, atau perubahan kecepatan transkrip RNA yang
diproses saat masih berada dalam nukleus dan
perubahan kemantapan molekul mRNA yang berarti
kecepatan saat mereka didegradasi.32

Di samping itu terdapat dua (2) keadaan yang
mempengaruhi  keberhasilan atau kegagalan
terselesaikannya molekul cDNA individual di RT-PCR,
yaitu (1) dihasilkannya truncated cDNA karena selalu
adanya kemungkinan tidak terselesaikan dengan
sempurna pembuatan satu atau beberapa untai cDNA
dan (2) keberadaan pasangan basa intramolekul RNA
juga dapat mengarah pada penyalinan yang tidak
lengkap.33

Perlakuan I Perlakuan II

positif

Gambar 9. Foto hasil mengelektroforesis PCR hasilan kelompok tanpa perlakuan (pembanding negatif) dan kelompok perlakuan

(perlakuan I, IT dan pembanding positif).
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SIMPULAN

Fragmen cDNA di pembanding negatif (710 bp)

sesuai dengan gen hyaluronidase testis mencit dengan
primer forward: 5" - GCT TAG CTA TCA TTG ACT GG
— 3 dan reverse: 5 - GCA CAT TTT GGC TGC TAG
GG - 3. Hasil ekspresi lewat analisis PCR (melalui RT-
PCR) diketahui, bahwa gen hyaluronidase testis mencit
di kelompok perlakuan I dan pembanding positif
tidak tergambarkan (tidak ada pita di 710 bp). Gen
di telitian ini yang terdapat di kelompok perlakuan II
tergambarkan (kemunculan pita di 710 bp).
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