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Abstrak

Penyakit jantung (kardiovaskuler) merupakan penyakit tidak menular penyebab kematian
utama di Indonesia selain stroke dan diabetes. Infark miokard dikenal sebagai manifestasi
penyakit kardiovaskuler yang secara spesifik ditandai dengan peningkatan marker
biologis (biomarker) berupa peningkatan kadar protein troponin hingga lebih dari 99%
dari batas acuan atas. Dalam penelitian ini, sebuah platform biosensor pintar berbasis
nanomaterial grafena oksida tereduksi (rGO), nanopolimer kitosan, terintegrasi polimer
termoresponsif (poly(N-isopropylacrylamide); PNIPAM), dan aptamer
(aptamer/PNIPAM/rGO/kitosan/Au) telah difabrikasi untuk deteksi dini troponin T.
Metode elektrokimia digunakan sebagai pengukuran utama biosensor menggunakan
elektroda cetak kerja (screen printed electrode) berbasis emas. Hasil menunjukkan bahwa
molekul penyusun biosensor telah terdeposisi pada permukaan elektroda kerja (emas)
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yang ditunjukkan dengan perubahan transfer muatan (charge transfer). Disamping itu,
aptamer dapat secara efektif digunakan sebagai molekul pengenal biomarker troponin T
pada biosensor yang telah difabrikasi, yang ditunjukkan dari menurunnya arus (Ampere)
pada pengukuran sampel troponin T. Batas deteksi (/imit of detection) pada penelitian ini
diperoleh 6,249 ppm. Biosensor berbasis aptamer dan termoresponsif polimer dapat
digunakan sebagai platform deteksi yang sensitif tehadap biomarker troponin T pada
penyakit jantung.

Kata Kunci: Aptamer, biosensor, nanomaterial, poly(N-isopropylacrylamide), troponin
T



1. Latar Belakang

Penyakit jantung (kardiovaskuler) merupakan penyakit tidak menular penyebab
kematian utama di Indonesia selain stroke dan diabetes. Berdasarkan data dari Survei
Sample Registration tahun 2014, penyakit jantung koroner (PJK) dinyatakan sebagai
penyebab kematian kedua setelah stroke, dengan prevalensi sebesar 12,9 %. Sedangkan
menurut hasil Riskesdas (2013), prevalensi tertinggi untuk penyakit kardiovaskuler di
Indonesia adalah PJK, yakni sebesar 1,5% (Kementrian Kesehatan Republik Indonesia,
2013). Secara global, sejumlah 17,5 juta orang di dunia meninggal akibat penyakit
kardiovaskuler atau sebanding dengan 31% dari 56,5 juta total kematian di seluruh dunia.
Lebih dari 3/4 kematian akibat penyakit kardiovaskuler terjadi di negara berkembang
termasuk Indonesia. Dari seluruh kematian akibat penyakit kardiovaskuler, 7,4 juta
(42,3%) di antaranya disebabkan oleh PJK dan 6,7 juta (38,3%) disebabkan oleh stroke
(World Health Organization, 2017).

Infark miokard merupakan manifestasi penyakit kardiovaskuler yang secara
spesifik ditandai dengan peningkatan marker biologis (biomarker) troponin hingga lebih
dari 99% dari batas acuan atas yang diikuti oleh beberapa patokan tambahan lain misalnya
gejala iskemia (Bax et al., 2012). Troponin juga merupakan biomarker jantung yang
disarankan oleh The Third Global Myocardial Infarction Task Force World Health
Organisation (Febriana et al., 2018). Secara struktural, troponin merupakan protein
pengatur yang terdapat di filamen tipis apparatus kontraktil otot bergaris, terdiri dari tiga
subunit, yaitu troponin T, troponin I, dan troponin C. Protein ini dilepaskan ketika terjadi
kerusakan pada otot jantung misalnya pada serangan jantung. Semakin tinggi tingkat
kerusakan, maka semakin tinggi jumlah troponin (khususnya T dan 1) yang ditemukan
dalam darah. Di antara ketiga jenis troponin tersebut, troponin T merupakan biomarker
yang paling sering digunakan dalam analisa. Oleh karenanya, deteksi dini biomarker ini
merupakan kunci yang efektif dalam rangka pencegahan dan penanganan dini penyakit
kardiovaskuler khususnya infark miokard.

Penggunaan biomolekul pengenal dan nanomaterial dalam suatu platform
biosensor adalah inti dari selektivitas dan sensitivitas suatu metode deteksi. Dalam
penelitian ini, kami mengajukan biosensor aptamer (aptasensor) untuk mendeteksi
troponin T berbasis nanomaterial terintegrasi polimer termoresponsif dan kitosan yang

dikombinasikan dengan suatu studi komputasi untuk mengetahui interaksi antar molekul



penyusun biosensor. Penggunaan kitosan didasarkan pada sifatnya yang biokompatibel
dan mampu meningkatkan sinyal elektrokimia pada konstruksi biosensor (Putri et al.,
2017). Penelitian ini mampu menciptakan metode deteksi baru dengan performa yang
baik meliputi liniearitas dan sensitivitas, disertai dengan studi komputasi in silico guna

mengkarakterisasi interaksi aptamer dan protein troponin T sebagai target biomarker.

2. Metode Penelitian

Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah alat gelas dalam
laboratorium seperti gelas kimia, batang pengaduk, gelas ukur, dan corong gelas, Selain
alat gelas, beberapa alat juga digunakan dalam penelitian ini diantaranya sentrifugator,
lemari pendingin, ultrasonikator (Branson 1800, USA), dan magnetic stirrer. Pengukuran
Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR; Agilent Technologies Cary 630, USA)
dilakukan dengan di Laboratorium Instrumen Stifar “Yayasan Pharmasi Semarang” untuk
menganalisis gugus fungsi pada beberapa bahan serta mengkonfirmasi adanya
interferensi terhadap bahan tersebut sebelum digunakan untuk konstruksi biosensor.
Pengukuran elektrokimia dilakukan di Laboratorium Kimia Analisis Universitas
Diponegoro  Semarang menggunakan  instrumen  Core  Sell  CS-150
potentiostat/galvanostat (China) dengan elektroda screen printed electrode (SPE 220AT;
DropSens, Methrom, Switzerland). Elektroda kerja (working electrode) pada SPE berupa
emas (Au), counter electrode berupa Au, dan elektroda referensi (reference electrode)
berupa Ag/AgCl.

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian adalah grafena oksida (GO;
Techinstro, India), Kkitosan (derajat deasetilasi 94,88%; Chimultiguna, Indonesia),
polimer poly-(N-isopropylacrylamide), aptamer DNA spesifik troponin T: 5’-
NHACGTACCGACTTCGTATGCCAACAGCCCTTTATCCACCTC-3"26 (Integrated
DNA Technology, Singapore), protein Troponin T (Novus Biologicals, USA) serta
reagen p.a. yang meliputi akuades, akuabidestilata, akuademineralisata, etanol, KH2POa,
K2HPO4, NaCl, KCI, MgClz, Ks[Fe(CN)s], Ka[Fe(CN)s] yang diperoleh dari Sigma-
Aldrich, USA.



Prosedur Penelitian

Preparasi dan Deposisi Elektrokimia Kitosan pada Elektroda Au
Sebanyak 0,5% kitosan dipreparasi dalam 1% asam asetat dan pH di-adjust hingga
~ 5,0. Screen printed electrode (SPE) dibilas akuademineralisata tiga kali dan 50 uL

larutan kitosan diteteskan pada permukaan ketiga-elektroda selama lima menit.

Preparasi Larutan Aptamer, PNIPAM, rGO, dan Nanokomposit Apt/PNIPAM/rGO

Aptamer troponin T (ujung termodifikasi amino) dilarutkan ke dalam 10 mM PBS
pH 7,4 (mengandung 10,0 mM NaCl, 50 mM KCI, dan 1,0 mM MgCl,) dan
dihomogenkan hingga larut (konsentrasi final: 15,5 ppm). Larutan didiamkan selama 1
jam, kemudian dialikuot. Larutan aptamer yang tak terpakai disimpan di dalam lemari
pendingin dengan suhu 4°C (Jo et al., 2015, Ying et al., 2018).

Sebanyak 50 mg rGO dilarutkan ke dalam 1% sodium lauryl sulfate (SLS)
(konsentrasi final rGO: 1 mg/mL). PNIPAM dipreparasi dengan melarutkan PNIPAM
hydrogel yang sudah dikeringkan ke dalam akuademineralisata (konsentrasi final: 1
mg/mL). Aptamer 15,5 ppm lalu ditambahkan ke dalam suspensi rGO/PNIPAM dan

disonikasi hingga homogen.

Deposisi Komposit rGO, Aptamer, PNIPAM pada Kitosan/Elektroda Au

SPE dibilas dengan akuademineralisata tiga kali sebelum digunakan. Larutan
komposit (50 L) diteteskan di atas kitosan/elektroda Au dan didiamkan selama lima
menit, lalu cairan dihapus. Jenis larutan selanjutnya mengikuti sedemikian rupa untuk
pengaplikasiannya. Pelaksanaan deposisi ini dilakukan pada suhu ruang. Selain itu, untuk
mendapatkan profil individual dari tiap komponen biosensor, komponen diaplikasikan di
atas permukaan SPE selama lima menit, kemudian cairan dibilas. Larutan [Fe(CN)e]*~
sebanyak 0,05 M kemudian diaplikasikan setelahnya untuk pengukuran karakter respon

elektrokimia masing-masing tersebut (Jo et al., 2015, Ying et al., 2018).

Pengukuran Elektrokimia
Tiga konfigurasi elektroda digunakan: elektroda kerja Au, Ag/AgCI elektroda
referensi, dan elektroda counter Au. Rentang scan: -0,2 hingga +0,4 V, frekuensi 40 Hz,

scanrate: 20 mV/s. Pengukuran elektrokimia dilakukan pada suhu ruang selama 30 menit



secara CV. Sebanyak lima konsentrasi larutan (0,1; 0,75; 2,5; 5,0; 10,0 ppm) protein
troponin T dipreparasi di dalam larutan 10 mM PBS 7,4 dan masing-masing diaplikasikan
pada elektroda termodifikasi di atas (Jo et al., 2015). Adapun rangkaian metodologi

terangkum dalam Gambar 1.

3. Hasil dan Pembahasan

Dalam penelitian ini, konstruksi aptasensor dilakukan dengan deposisi polimer
kitosan, grafena oksida tereduksi (rGO), PNIPAM, dan aptamer secara berurutan pada
permukaan elektroda kerja emas (Au) (Gambar 1). Pada setiap tahap deposisi, dilakukan
pengukuran menggunakan metode cyclic voltammetry (CV) untuk mengetahui adanya
transfer elektron pasca penambahan komponen biosensor.
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Gambar 1. Tahapan konstruksi biosensor untuk deteksi troponin T secara skematis.

Sebelum melakukan pengukuran elektrokimia, dilakukan karakterisasi material
penyusun biosensor menggunakan Attenuated Total Reflectance (ATR)-FTIR terhadap
kitosan dan PNIPAM. Hasil spektra keduanya ditunjukkan pada Gambar 2 dan 3, secara
berurutan (untuk kitosan dan PNIPAM). Pada pengukuran ini, digunakan metode ATR-
FTIR karena hasil yang lebih akurat dibanding metode konvensional menggunakan pellet
KBr, serta kemudahan saat pengoperasian (termasuk saat preparasi sampel/sampling).

Pada kitosan, pita lebar terlihat pada bilangan gelombang 3280 cm™ menunjukkan adanya



gugus fungsi OH pada struktur. Di samping itu, beberapa pita lain juga terobservasi
diantaranya 2862 cm™* (C-H; alkana), 1651 cm™ (N-H; amina primer), dan 1025 cm™ (C-
O; eter) yang bersesuaian dengan gugus fungsi pada struktur kitosan (Gambar 2; inset).
Hal ini merupakan analisis konfirmasi bahwa material yang digunakan merupakan
kitosan murni sekaligus menjelaskan tidak adanya pengotor (interference) pada material
penyusun biosensor (Kumirska et al., 2010). Selain itu, pengukuran pada PNIPAM juga
menunjukkan hasil yang serupa dengan data analisis IR (IR assignment) sebagai berikut:
3328 cm (N-H, amina sekunder), 1632 cm™ (C=0, amida sekunder), dan 1457 cm™ (C-
H, alkana alifatik) (Qi et al., 2017). Adapun munculnya puncak yang cukup lebar pada
area 3000-3500 cm™ dimungkinkan karena pengaruh pelarut. Spektrum yang dihasilkan
pada pengukuran IR telah sesuai dengan gugus fungsi yang terdapat pada struktur
PNIPAM (Gambar 3; inset).
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Gambar 2. Spektrum FTIR Kitosan
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Gambar 3. Spektrum FTIR PNIPAM
Pengukuran elektrokimia dilakukan menggunakan instrumen

potentiostat/galvanostat dengan elektroda screen printed electrode (SPE). Elektroda kerja

(working electrode) berupa Au, counter electrode berupa Au, dan elektroda referensi

(reference electrode) berupa Ag/AgCIl. Elektroda yang digunakan adalah ready to use dan

tidak diperlukan pre-treatment sebelumnya. Protokol yang dilakukan adalah berdasarkan

cara kerja yang tertera pada metode proposal dengan beberapa penyesuaian.

Urutan pengaplikasian komponen biosensor secara berurutan dilakukan dengan

deposisi polimer kitosan, rGO, PNIPAM, dan aptamer di atas elektroda kerja Au seperti

tertera pada Gambar 4. Setiap tahap deposisi larutan dilakukan pengukuran

menggunakan metode CV untuk mengetahui adanya transfer elektron pasca penambahan

komponen biosensor. Hasil pengukuran (scanning) CV ditunjukkan pada Gambar 5.
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Gambar 4. Skema biosensor elektrokimia untuk deteksi troponin T. Catatan: Gambar tidak

berkorelasi dengan ukuran sebenarnya.

Voltamogram pada Gambar 5 menjelaskan adanya perbedaan transfer elektron
yang terjadi pada deposisi elemen-elemen biosensor pada elektroda Au kosong (bare).
Intensitas arus pada permukaan elektroda Au individu mengalami peningkatan puncak
voltammogram signifikan setelah elektroda kerja Au dideposisi oleh kitosan (Asano et
al.). Hal ini menunjukkan adanya peningkatan reaksi oksidasi dan juga reduksi yang
berkorelasi langsung dengan jumlah elektron transfer antar komposit. Hal ini juga dapat
dipahami mengingat Au dan kitosan merupakan dua material yang bersifat kationik
sehingga kitosan mampu meningkatkan jumlah elektron yang terdistribusi pada
permukaan Au (Au/Kit). Selanjutnya, penambahan komposit PNIPAM-rGO pada
bioelektroda (Au/Kit/PNm-rGO) menghasilkan peak voltammogram yang lebih rendah
terhadap Au/Kit elemen, mengindikasikan rendahnya transfer elektron yang terjadi pada
permukaan Au/Kit/PNm-rGO oleh spesies ferisianid. Hal ini dapat dipahami dari
karakteristik fisikokimia elemen terkait bahwa adanya PNIPAM yang merupakan non-
konduktif material sehingga lemah dalam mengakomodasi transfer muatan (Song and Hu,
2010, Putri et al., 2019). Arus peak kemudian turun sekitar 17 pA dibandingkan dengan
modifikasi Au/Kit/PNm-rGO dan Au/Kit setelah penambahan elemen aptamer (Apt)

dikarenakan transfer elektron terdisrupsi oleh bioelemen aptamer. Fenomena serupa juga



terindikasi pada modifikasi dengan protein troponin T (TrT) yang berbeda 5 pA dari
modifikasi elektroda dengan aptamer. Hal ini dikarenakan bahwa protein, secara
komposisi, memiliki ruahan biologis kompleks sehingga pada aplikasinya menghalangi
arus elektron pada permukaan bioelektroda. Hasil karakteristik elektroda termodifikasi
ini mengindikasikan bahwa aptamer dan protein telah terimobilisasi dengan baik di
permukaan elektroda.
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Gambar 5. Cyclic voltammogram biosensor Au/Kit/PNm-rGO/Apt/TrT dalam [Fe(CN)6]3- pada
scan rate 20 mV.s-1

Tahapan berikutnya adalah pengukuran saat PNIPAM dalam suhu di bawah LCST nya,
atom N dan O membentuk hydrogen bonding dengan air sehingga memudahkan
terjadinya transfer elektron. Sedangkan pada suhu LCST, PNIPAM mulai membentuk
hydrogel (ketidaklarutan dalam nuansa akuous) yang semakin sempurna
pembentukannya pada suhu 40°C (di atas LCST) (Gambar 6).
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Gambar 6. Voltamogram PNIPAAM dengan variasi suhu (20, 32, dan 40°C).

Pengukuran seri konsentrasi troponin T dilakukan pada elektroda termodifikasi aptamer
AU/Kit/PNm-rGO/Apt (pada hal ini dilakukan pada suhu 32°C) (Gambar 7). Hasil
menunjukkan penurunan arus elektron di tiap kenaikan konsentrasi troponin T yang
disebakan adanya hambatan pada transfer elektron yang terjadi seiring meningkatnya
ruahan biologis kompleks dari protein terkait. Adapun limit of detection (LOD) yang

diperoleh dari pengukuran troponin T menggunakan bioelektroda ini adalah 6,2486 ppm.



0.00004

0.00003

0.00002

0.00001

-0.00001

Current (A)

-0.00002

-0.00003

-0.00004

-0.00005

-0.3 -0.2 -0.1 0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
Potential (V)

Gambar 7. CV AU/Kit/PNm-rGO/Apt/TrT dalam [Fe(CN)e]*> pada scan rate 20 mV.s?
menggunakan konsentrasi troponin T (0,1; 0,75; 2,5; 5,0; 10,0 ppm) selama lima menit pada suhu
32°C.

4. Kesimpulan

Biosensor berbasis aptamer dan termoresponsif polimer dapat digunakan sebagai
platform deteksi yang sensitif tehadap biomarker troponin T pada penyakit jantung. Batas
deteksi (limit of detection) pada penelitian ini diperoleh 6,249 ppm. Aptamer sebagai
biomolekul pengenal pada biosensor dapat secara efektif berinteraksi dengan troponin T.
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