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RINGKASAN

PENGAR JH PIRIDOKSIN TERHADAP BIOSINTESIS IMMUNOGLOBULIN G
(IgG) DA ¥ IMMUNOGLOBULIN M (igM)

Peaelitian tentang  taktor-faktor yang berpengarub terhadap peningkatan
sistem pe tahanan tubuh sangat perlu dilakukan. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetah: | sejauhmana pengaruh piridoksin terhadap biosintesi~ immunoglobulin
G (IgG) Jan immunoglobulin M (IgM),sekaligus untuk mengunghap apakah ada
perbedaan yang signifikan  kadar IgG dar [gM serum pada kondisi defisicnsi
piridoksin  kondisi normal dan piridoksin beriebih.

Delam penelitian ini digunakan 15 ekor ayam broiler umur satu_hari (DOC)
Strain Abrr Acres CP-707. Percobaan dirancang dengan Rancangan Acak Lengkap
(RAL) dergan tiga perlakuan dan masing-masing perlakuan diberi lima ulangan.
Perlakuan yang diberikan adalah berupa kondisi piridoksin  yang bervariasi yaitu
defisiensi ,normal dan berlebih (suplementasi). Peubah yang diamati dalam
penelitian ni adalah kadar I1gG dan IgM serum. Biosintesis Immunoglobulin pada
ayam perc :baan dilakukan dengan penyuntikan antigen = Newecastle Diseace Virus”
(NDV). Pcmisahan fraksi albumin dan globulin serum dilakukan dengan metode
“salting - ur”, isolasi  immunoglobulin dengan  kromatograli gel filtrasi
menggunal an gel-sephadex G-200. Selanjutnya isolasi IgG dan 1gM dilakukan
dengan K omatografi gel filtrasi dengan bubur protein A Scparose  CL-4b.
Identifikas dan analisis fraksi IgG dan [gM dilakukan dengan elektroforesis gel
poliakrilan ida terdenaturasi (SDS-PAGE). Kadar lgG dan IgM ditentukan dengan
metode Bri dford. Data yang diperoleh dianalisis dengan sidik ragain dan dilanjutkan
dengan uji Beda Nyata Terkecil (BNT). Pengujian hipotesis dilakukan pada taraf
signifikasi = 0,05.

Has | penelitian ini menunjukkan bahwa piridoksin berpengaruh nyata
terhadap b.osintesis [gG dan IgM. Selanjutnya diperoleh kesimpulan bahwa kadar
[gG dan I¢M serum berbeda secara nyata pada kondisi defisiensi , normal dan
kondisi pir doksin berlebih. Kadar IgG dan I[gM pada subjek yang mengalami
defisiensi p ridoksin lebih rendah dibandingkar: dengan subjek yang diberi piridoksin
dengan dos:s normal dan berlebih. Rataan kadar 1gG pada serum ayam broier
dengan kon lisi piridoksin defisiensi, normal dan yang diberi suplementasi 3.0 mg/ig
ransum, berturut-turut sebesar 238,96 + 1,66 5 355,84 + 1.66 dan 167,41 + 2,50
mg/100 mL Rataan kadar [gM serum berturut-turut sebesar 109,09 + 1,66 ; 191,14
+ 2,50 ¢ 218,88 + 5,01 mg/100 mL. Dengan adanya takta-fakta bahwa pada
kondisi def’ siensi piridoksin diperoleh kadar immunoglobulin (IgG dan IgM) serum
yang paling rendah, maka dapat disimpulkan bahwa piridoksin berperan penting
dalam bios ntesis 1gG dan IgM. Hasil peneiitian ini diharapkan akan menjadi
sumbangan yang sangat berguna dalam mengembangkan  kajian  ilmiah yang
berkaitan d 'ngan upaya peningkatan sistem pertahanan tubuh pada hewan dan
manusia di 11asa yang akan datang.



SUMMARY

EFFECTS OF PYRIDOXINE ON BYOSINTHESIS IMMUNOGLOBULIN G (IgG)
AND IMMUNOGLOBULIN M (IgM)

Study «n factors affecting the body immunity sy;tcm improvement is very important
to be condu ted. This study was aimed to understand the effect of pvridoxine ¢n both
immunoglob ilin G (IgG) and immunoglobulin M (IgM) and ‘0 evoke a probable
significant d fference in serum level of 1gG and 1gM, cither in the deficient, normal or
supplemente:: condition of pyridoxine.

For thi goal, a completely randomized experimental design with three different
treatments, e ch treatment consisted of five replications, using 15 one day-old (DOC) of
Abror Acres “P-707 broiler chicken was applied. The treatments were a serial condition of
pyridoxine, i 2. deficient, normal and supplemented conditions. Observed variable in this
study was tie serum level of IgG and IgM. After stimulation of immunoglobulin
biosynthesis »y using Newcastle Disease Virus (NDV) antigen, chicken serum albumin
and globulin was fractionated (salting out), and immunoglobulin was isolated using a gel
filtration chr matography (gel-sephadex G-200). IgG and 1gM were then isolated from
immunoglobt lin fraction by using gel filtration chromatography with a sludge of protein A
Sepharose Cl -4b. The last fraction of IgG and IgM was identified and analyzed with
denatured po vacrylamide gel clectrophoresis (SDS-PAGE), and then quantified with a
standard metl od of Bradford. The differences between treatments were analyzed by using
analysis of va-iance followed by a post hoc analysis of least significant difference (LSD).
All hypothesi: testing were conducted at the significant level of o = 0.03)

The resilts of this study indicate that pyridoxine has a significant effect on
biosynthesis ¢ both IgG and IgM. Furthermore, it is obtained that the serum level of [gG
and IgM are : ignificantly different in three different conditions of pyridoxine (deficient,
normal and supplemented conditions). Mean (+ SD) serum level of both 1gG and IgM (in
mg/100 mL) ¢ { pyridoxine deficient-chicken (1gG: 238.96 + 1.66, 1gM: 109.09 + 1.66) is
significantly | wer than that of normal- (IgG: 355.84 + .66, [gM: 191,14 £ 2.50) and
supplemented- :hicken (1gG: 467.41 + 2.50, 1gM: 218.88 = 5.01) The fact that the
deficiency in j yridoxine resulted in the lowest serum level of immunoglobulin (both [gG
and IgM), it can be concluded that pyridoxine has an important role in IgG and 1gM
biosynthesis. | : the future, the results of this study could be contributed significantly in the
development ¢ " scientific studies in the range of immunity system improvement, beth in
animals and es »ecially in human being.
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PRAKATA

Puj dan syukur penulis panjatkan kepuada Tuhan Yang Maha Fsa, atas segala
berkat dan ahmatNya sehingga tahapan penelitian Fundamental tahun 2008 ini dapat
terselesaiki n dengan baik sesuai dengan waktu yang direncanakan. yuaitu merupahan
tahap perta na dari penelitian yang direncanakan berlangsung 2 tahun,

Penlitian ini dimaksudkan untuk mengungkap bagaimana  keterlibatan
piridoksin ialam biosintesis [gG dan IgM, apakah ada perbedaan yang signifikan
kadar IgG lan IgM serum pada kondisi defi-iensi piridoksin, normal dan kondis;
piridoksin t :rlebih.

Pad: kesempatan ini, penulis menyampaikan ucapan terimakasih kepada tim
peneliti yan s sudah bekerja keras dalam menyclesaikan penelitian ini demikian juga
Kepada mal 1siswa yang turut serta membantu nelaksanaannya. Ucapan terimakasih
Juga kami s impaikan kepada Pimpinan Proyek Penclitian Fundamental yang sudih
menyediaka © dana sehingga penelitian tahun pertama ini dapat dilaksanakan. Ucapin
terimakasih juga disampaikan kepada pimpinan UNIMED Medan yang telah
memberikan izin pelaksanaan penelitian dan kepada semua pihak yang sudah banyak
membantu tin peneliti mulaj dari proses pembuatan usulan penelitian, pelaksanaan
hingga pen: usunan laporan hasil penelitian. Penulis berharap agar hasil penelitian
ini dapat di ;unakan untuk mengembangkan Lajian ilmiah dalan: rangka upay.
peningkatan sistem pertahanan tubuh pada hewan  dan manusia Kiranya hasl

penelitian ini dapat berman faat bagi pengembangan ilmu pengetahuan dan tehnologi
di masa yang 1kan datang.
Medan, 10 November 2008

Ketua Peneliti,

Drs. P. Maulim Silitonga, MS
NIP. 131477049
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BAB I
PENDAHULUAN

V tamin adalah senyawa organik yang dibutuhkan dalan; Jumlah kecil pada
diet hewin maupuﬁ manusia untuk menjamin berlangsungnya pertumbuhan dan
reproduks yang wajar (Conn, 1987). Karen: vitamin dibutuhkan dalam diet hanya
dalam jun lah milligram atau mikrogram per hari, maka vitamin disebut juga “mikro
nutrient”  Lehninger, 1982). Tidak adanya vitamin dalam diet s1ay tersedia dalam
Jumlah ya g cukup tetapi hanya sedikit yang diserap dari sistem pencernaan, pada
umumnya akan dapat mengakibatkan sejenis nenyakit defisiensi dengan gejala yang
khas (Con , 1987).

Vitumin B6 atau piridoksin sebagai sulah satu Kelompok vitamin vang larut
dalam air, merupakan vitamin yang sangat penting untuk hewan maupun manusia.
Piridoksal yosfat (PLP) sebagai bentuk aktif dari vitamin B6 merupakan koenzim
yang serbauna yang berperan untuk mengkatalisis berbagai reaksi penting dalam
metabolisn ¢ asam amino dan protein scperti transaminas;. dekarboksilasi,
resemisasi, dan transulfurasi. Salah satu peranan piridoksin yang paling menarik
adalah den:an adanya fakta-fakta bahwa viiamin ini juga terlibat dalam aspek
pembentuk: n sistem imun atau pertahanan tubuh terhadap invasi mikroorganisme.

Pertsahan-perubahan dalam sistem imun, baik sistem imun humoral maupun
sistem imut seluler pada hewan percobaan dar manusia yang mengalami defisiensi
piridoksin, elah menarik perhatian para pencliti. Perubahan in; sangat mungkin
terjadi dengan alasan sebagaimana yang dikemukakan olch Beise! (1982) vang
menyatakan bahwa pada keadaan normal, piridcksin dibutuhkan dalam sintesis asam
nukleat dan sintesis protein. Oleh karena itu tidak mengherankan Jika defisiensi
piridoksin capat menyebabkan pengaruh yang lebih banyak terhadap system
kekebalan tu uh dibandingkan dengan defisiensi vitamin B yang lainnya.

Dari hasil-hasil penelitian telah diketahui bahwa pada kondisi defisiensi
piridoksin p.da berbagai spesies hewan maupun manusia menunjukkan adanya
kelainan-kele nan dalam sistem pertahanan tubuh. Total sel-sel pembentuk antibodi

dan limfosit lebih sedikit pada subjek vang mengalami defisiensi piridoksin



dibandii gkan dengan keadaan normal (Kumar dap Axelrod, 1968: Debes dan
Kirksey 1979; Beisel, 1982).

fludi tentang pengaruh piridoksin terhadap  sintesis antibod; pada ayam
broiler 1=lah dilakukan (Silitonga, 1992). Hasi penelitian menunjukkan bahwa
pemberiin piridoksin berpengaruh terhadap titer HJ (titer antibodi) dan kadar
globulin serum., Pemberian piridoksin dengan dosis 3.0 mg/kg ransum memberikan
Kadar gl¢ bulin paling tinggi. Penelitian selanjutnya menunjukkan bahwa piridoksin
berpenga uh nyata terhadap kadar Immunoglobulin serum, kadar DNA dan RNA
organ bu sa Fabricus. Defisjens; piridoksin memberikan kadar Immunoglobuiin |
DNA dan RNA paling rendah sebaliknya suplementas; piridoksin dengan dosis 3,0
mg/kg rar sum memberikan kadar Immunoglobulin yang paling tinggi dibandingkan
dengan k¢lompok defisiensi (Silitonga, 1996 Pz{x)da ayam telah dapat dideteksj 3
kelas Imn unoglobulin yaitu lgG, 1gM dan IgA. Immunoglobulin G (1gG) dan IgM
merupakar kelas Immunoglobulin yang terdapat dalam konsentrasi tertinggi dalam
serum dar: h, dan karena ity kelas ini berperan utama dalam mekanisme pertahanan
yang diper intarai oleh antibodi. Immunoglobulin A (IgA) terdapat dalan ekskresi
cksternal tt buh seperti ludah, air mata, kolustram dan keringat (Khare. 1996; Tizard,
1982; Litm in dan Good, 1998). ).

Walwpun telah diketahy; bahwa kadar Immunoglobulin serum lebih rendah
pada ayam roiler yang mengalami defisiens; piridoksin dibandingkan dengan subjek
yang diberi piridoksin dengan dosis normaj (Silitonga, 1996),namun penelitian
tersebut beium mengungkapkan apakah piridoksin terlibat dajam biosintesis
keseluruhan kelas Immunogiobulin atau hanya untuk kelas tertenty saja. Oleh karena
itu penelitiai- inj dimaksudkan untuk mengungkap bagaimana keterlibatan piridoksin
dalam biosin‘esis 18G dan IgM, apakah ada perbedaan yang signifikan kadar IgG dan
[gM serum  pada kondis; defisiensi piridoksin, normal dan kondisi piridoksin
berlebih. Ha.il penelitian ini akan menjadi sumbangaﬁ yang sangat berguna dalam
mengembangxan kajian ilmiah dalam rangka Upaya peningkatan sistemn pertahanan

tubuh pada hcwan dan manusia di masa yang akan datang.
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Gambar 2. 1. Struktur Piridoksin, Piridoksal. Piridoksamin. Piridoksal fosfat, dan
Piridoksamin fosfat.

2.2, Metabo-isme dan Fungsi Biokimia Piridoksin

Vitan:in B6 mempunyai vitamer-vitamer yang mampu untuk saling berubah
dalam sel-sel hewan dengan melibatkan enzim scperti: (a) PL Kinase, (b) PMP/PNP
Oksidase, (c) transferase, (d) fosfatase, dan (e) PL oksidase ( Ink dan Henderson
1984).  Met: bolisme vitamer-vitamer vitamin B6 pada sel hewan disajikan pada

Gambar 2.2.
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Gar ibar 2.2, Metabolisme vitamer-vitaiier vit

amin B6 pada sel hewan

Piric oksal fosfat merupakan koenzim ang serbaguna yany berperan untuk

mengkatalic s berbagai reaksi penting dalam n-etabolisme asam amine dan protein,

Telah diket: hui sekitar 60 jenis reaksi-reaksi asum amino vang melibathan piridoksal

posfat (Con 1, 1987). Piridoksal posfat terlibat dalam reaksi transulfurasi, misalnva

pada reaksi pengubahan metionin menjadi sistein (Martin, 198%), dalam reaksi

dekarboksili si asam amino tirosin, arginin asam glutamat. dihidroksifenilalanin

(DOPA) dar beberapa asam amino lainnya. Piridoksal posfat berfungsi Juga dalam

sintesis tript »fan dari indol dan serin. Disamping itu, vitamin ini lernyata berperan

Jjuga dalam intesis d-aminolevulinat yang me-upakan zat pemul: bugi senyawi:-

senyawa hej (Moeljohardjo, 1988). Vitamin E6 terlibat juga dalam pembentukan

hemoglobin Ensminger, 1990). Klorofil pign-en fotosintetik tanman dan hem

protoforpirin besi hemoglobin pada hewan, kedianya disintesis dalem sel-sel hidup

dengan jalan yang sama. Dalam proses sintesis tersebut, dua zat pemula adalal:

“suksinat akt: ™ derivat koenzim A dari asam suksinat yang berasal duri <ikulus asan:

sitrat dalam 1 itokondria dan asam amino glisin. Dalam reaksi ini, piridoksal fosfat

berperan untt < mengaktifkan glisin, kemungkinan dalam hal ini piridcksal pospat

bereaksi deng i glisin membnetuk “basa Schifl* dimana karbon aifa glisin dapat

bergabung der gan karbon karboni suksinat. (Mar‘in, 1985). Pada proses selanjutnya,

hasil dari reak .i kondensasi antara suksinil - KoA dengan glisin yaitu asama-amino-

Bketo adipat, ¢ :ngan cepat dikarboksilasj menjadi asam § amino levulinat,

wn



Sel:in dari fungsi biokimiaw; di atas, »iridoksal fosfat juga berperan sebagai
gugus pros etik enzim transaminase misalnya ¢lutamat oksaloasetat transaminase dan
glutamat p ruvat transaminase (Moeljohardjo, 1988). Prinsip kerju piridoksal fosfat
dalam reak i dekarboksilasi dan transaminas. nampak pada reaksi dari gugus -
amino dari 1sam amino dengan gugus aldehid hada posisi 4 piridoksal fosfat, Reaksi
ini berlang: ing karena piridoksal fosfat mempunyai kemampuan untuk membentuk
imino atau “basa Schiff* dimana oksigen dari gugus aldehid dipertukarkan,
sedangkan itrogen dari o-amino dicantelkan <epada karbon aldehid dengan suaty
ikatan rangh ap (Scott, | 982),

Pade reaksi transminasi yang dikatalsis oleh enzim transaminase atay
aminotransfi rase, piridoksal fosfat yang terikit kuat berfungsi sebagai pembawa
gugus asam amino dari senyawa donor yaitu asam a-amino kepada akseptor gugus
amino yaitu asam « keto. Selanjutnya Lehninger (1982) menyatakan bahwa pada
siklus katalir k transaminase, gugus amino dari suatu substrar g-amino dipindahkan
ke piridoksa fosfat yang terikat kuat oleh enyim. kemudian turunan amino yang
dihasilkan k- substrat yang kedua yaitu asan a-keto. sedang koenzim kembali

dibentuk piri. oksal fosfat. (Lehninger, 1982),

2.3. Kebutuhan dan Defisiensi Piridoksin pada Ayam.

Unggi s sangat peka terhadap defisiens;j vitamin, hal ini disebabkan oleh
karena (1) (nggas tidak memperoleh keuntingan dari sintesis vitamin oleh
mikroorganisi ie dalam alat pencernaan, bahkan mikroorganisme usus pada unggas
Justru bersainy dengan tuan rumahnya sendiri dalam memperoleh vitamin. (2) unggas
mempunyai ke butuhan yang tinggi terhadap vitamin untuk reaksi-reaksi metabolisme
dalam tubuh. (3) populasi vang padat dalim peternakan  unsgas modern.
menimbulkan berbagai macam stress, sehingg:: unggas tersebut membutuhkan
banyak vitamii (Yasin, 1988).

Berbag i penelitian telah dilakukan untux mengetahui tinghat kebutuhan
vitamin B6, b ik bagi hewan maupun manusia. Makin tinggi kandungan protein
ransum, maka xebutuhan akan vitamin B6 semaxin meningkat (Daghir dan Shah
1973 ; Gries d: n Scott ,1972) ‘



Kcoutuhan piridoksin untuk ayam broiler yang direkomedasikan oleh NR("
(1977) ad: lah 3.0 mg/kg ransum, sedangkan kebutuhan protein secar: normal adalah
23 persen (Wahju, 1988). Menurut Weiss diun Scott (1979), pemberian piridoksin
sebanyak . .0 mg/kg ransum ayam petelur narmpaknya sudah mencukupi, sedangkan
menurut » RC (1977) kebutuhan vitamin upituk ayam petelur sekiar 4.5 mg’kg
ransum. kcbutuhan piridoksin untuk kalku1 stater adalah 4.0 mg/kg ransum,
sedangkan untuk itik bebek (“breeder”) dibutuhkan sebanvak 3.0 mg/kg ransum
(Wahju, 1-88). Meskipun beberapa faktor 12lah diketahui dapat mempengaruhi
tingkat keb ituhan piridoksin, tetapi penggunaan jagung. bungkil kacang kedele dan
bahan-baha | lain yang merupakan sumber energi dan proteir dulam ransun,
biasanya su iah memenuhi kebutuhan piridoksi; (Wahju. 1988).

Karcna piridoksin, piridoksal dan piridoksamin terlibat dalam metabolisme
asam-asam mino dan protein maka kebutuhan akan vitamin tersebut meningkat jika
konsumsi d;.t kaya protein, terutama protein yang mengandung metionin dan asam
amino bers Ifur lainnya. Oleh karena jwy d:fisiensi vitamin R6 menyebabkan
timbuinya gjala sebagai akibat terganggunya nietabolisme asam amino atau protein
(Moeljohard », 1988).

Berb: gai jenis gejala defisiens; piridoksii pada ayam dewasa ditandai dengan
penurunan p oduksi dan daya tetas telur, pentrunan konsumsi pakan. kehilangan
berat badan ¢ in kematian. Defisiensi piridoksin vang hebat dimana tingkat piridoksin
ransum di  awah 0.5 mg/kg ransum, dapat mengakibatkan rambatan  pada
perkembanga kantong telur, saluran telur, jenuger, dan pilial pada avam petelur
dewasa. Pada 1yam jantan dapat terjadi hambatan perkembangan pad testes, jengge:
dan pial (Wal w, 1988; Scott, 1982).

Weiss dan Scott (1979) mengemukakan bihwa pada ayam petelur, defisiens;
piridoksin day at mengakibatkan gejala anorexia, Kehilangan berat badan. penurunan
cadangan len ak tubuh, menurunnya fertilitas dan daya tetas teiur. Defisiens
piridoksin yai ¢ kronis pada ayam dapat mengakibatkan perosis, biasanya satu
kakinya pincar g, satu atau dua jari tengah memberigkok (Gries dan Scott.. 1972).

Defisic 1si piridoksin pada anak ayam akan memperlihatkan gerala saraf yang
khas. Anak ay. m tersebut berjalan terhenti-hent;. serakan gangguan saraf pada kaki

dan sering mer perlihatkan konvulsi ekstrim yang oerakhir dengan kematian. Selama



adanya ge ala konvulsi ini, anak ayam kelihati:n berjalan tanpa tujuan. sayap terkulai,
Jjatuh tergt ling-guling, melakukan gerak dalain kandang yang terhenti-henti (Wahju,
1988).

Da am melakukan penelitian, kondixi defisiensi piridoksin dapat dibuat
dengan du. cara yaitu dengan memberikan mzkanan basal vang tersusun dari bahan-
bahan atai zat yang tidak mengandung pir:doksin atau dengan cara pemberian

deoksipiricksin suatu analog struktural yang bersifat antagonis terhadap piridoksin
(Beisel, 19 .2),

2.4. Sistem [mun dan Immunoglobulin.

Sist-m imun adalah suatu system perlindungan atau pertahanan tubul pada
vertebrata  erhadap invasi mikroorganisme «tau bahan-bahan asing yang dapat
menggangg : kesehatannya. System imun ade dua macam, vang pertama adalah
system imu : humoral yang ditandai oleh sinte.is dan sekresi zat antibodi ke dalam
sirkulasi da 1h atau cairan tubuh lainnya oleh scl-sel limfosit B dan plasma di dalam
organ limfo d. Sistem imun vang kedua adalan sistem imun seluler vang respons
terhadap ant gen atau bahan organik asing yang ditandai oleh suaty reaksi penolakan
atau pengha icuran terhadap benda asing oleh -el-sel efektor (Sel T) vang terdapat
pada organ imfoid, misalnya reaksi penolakan terhadap organ yang dicangkokkan
yang merupc <an benda asing bagi penerima (Sikar, 1987).

Pada inggas, organ bursa Fabricius dan timus digolongkan ke dalam systerm
imun sebaga organ limfoid primer (Cooper, 1965), f3ursz1 fabricius pada ayam secara
langsung daj at menangkap antigen dari lingkvngan lvar atau isi usu-. masuk ke
dalam lumer kemudian melalu; epitel usus masuk ke dalam folike] dan akhirnya
terjadi sintesi . antibodi terhadap antigen tersebut ' Sikar, 1987)

Antibcdi dibawakan oleh suatu protein serum yaitu y-globulin karens
molekul antiodi adalah globulin, maka antibodi tersebut lebih dikenal sebagai
Immunoglobt iin. Dengan demikian, Immunoglobulin dapat didefinisikan sebagai
semua proteir hewani yang mempunyai aktifitas antibodi (Bell dan I'reeman, 1971:
Tizard, 1982: soodman, 1987).

Immur oglobulin terdiri dari kelompok yang heterogen  yang lumlahnya

sekitar 20 pe sen dari total protein plasma. Immunoglobulin adalz ¢likoprotein



dengan k- :mposisi 82-96 persen polipeptida dan 4-8 persen karbohidrat, kKomponen
polipeptica ini memiliki hampir semua siiat biologi yang berhubungan dengan
molekul aatibodi (Goodman, 1987).

Bcrdasarkan berat molekul dan sifat-wifat kimianya maka dikenal lima kelas
Immunog obulin yang diantaranya adalah Ig(i, IgM, dan IgA yang secara kuantitatif
lebih ban: ak, disamping itu terdapat kelas I¢D dan IgE masing-masing mempunyai
sifat-sifat dasar sebagaimana disajikan dalan tabel 2.1. Disamping kelima kelas
immunog ubolin, dikenal juga beberapa sub xelas. gG dibagi atas cmpat sub kelas
yaitu IgG , 1gG2, 1gG3 dan IgG4, sedangkar 1gA dibagi lagi menjadi dua sub kelas
yaitu IgA  dan IgA2. Tiap sub kelas berbeda dalam hal susunan asam amino dan

berat molckulnya, sekaligus berbeda juga sifai-sifat biologisnya (Kresno, 1984).

Tanel 2.1. Sifat Dasar Beberapa Kelas Immunoglobulin.

Immuncglobulin Berat Molekul | Kocfisicn Sedimentasi T'Tipe Rantai H |
G 150000-180000 7S T Gamma
[ M 900000-950000 19S T T
A |7300000-600000 IS T TAlpa
1D 160000-200000 7S Delta
IE 190000 8S " Epsilon |

Sumber : Metzler (1977); Tizard (1982); Kresno (1984)

Di ntara kelima kelas Immunoglobulin, 1gG merupakan kelas yang terdapat
dalam ko sentrasi tertinggi di dalam serum. oleh karena itu kelas ini memainkan
peranan u ama dalam mekanisme pertahanaa yang diperantaras antibodi (Tizard,
1982). Im nunoglobulin G (IgG) mampu membentuk kekebalan terhadap banyak
perantara rembawa infeksi yang menyebar melalui udara termasuk virus, bakieri,
parasit, b berapa jamur dan toksin mikroorganisme tersebut. D: samping itu
Immunoglbulin ini memberikan aktivitas artibody dalam jaringan-jaringan (Roitt
1980). . Fingga saat ini, telah dapat dideteksi adanya tiga kelas Immunoglobulin

pada ayan yaitu 1gG, IgM, dan IgA. Kadar immunoglobulin G (Ig() pada serum
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ayam ada ah sekitar 300 - 700 mg/100 ml. IgM sckitar 120 - 250 mg/ 100 ml
sedangkar IgA berkisar antara 30 — 0 mg/ 109 ml (Tizard, 1982).

2.5. Piridc ksin dan Biosintesis Immunoglobulin

Be:bagai penelitian tentang hubungan vitamin B6 dengan aspek kekebalan
tubuh padz hewan maupun manusia telah banyak dilaporkan oleh pencliti. Defisiensi
piridoksin rada kerang laut dapat menurunkan fungsi kekebalan tubuh ( Chen, 2005).
Stoerk dan Eisen (1946) melaporkan bahwa titer antibodi serum ternvata menurun
pada tikus lefisiensi piridoksin, Selanjutnya A xelord (1947) menyatakan bahwa titer
hemaglutin si  individual pada tikus difisiesi piridoksin dan defisiensi asum
pentotenat nengalami penurunan yang drastis Brown dan Pike (1969) melakukan
penelitian y ang bertujuan untuk melihat perubithan yang terjadi pada \olume darah,
hematokrit, hemoglobin, total protein serum dan fraksi-fraks; protein serum pada
tikus buntir g dan tikus betina dewasa yang diberi deoksipiridoksin dan piridoksin.
Mereka me1dapatkan bahwa kadar Y -globulin dan total y-globulin vang beredar
pada semua tikus percobaan yang diberi dioksipiridoksin lebih rencdah dibandingkan
dengan tiku: yang diberi pirdoksin.

Beat :n (1953) melaporkan bahwa kadar globulin serum pada tikus deifisiensi
vitamin B6 lebih rendah dibandingkan dengan kadar globulin tikus vang diberi
ransum deng in kandungan vitamin B6 yang cubup. Pada tikus defisiensi vitamin B6
diperoleh rat an kadar albumin. globulin, total protein berturut-turut sebesar 3.5, 1.0,
dan 5.1 grai persen, sedangkan pada tikus yaing diberi vitamin B6 vang cukup
diperoleh ratian kadar albumin, globulin dan toral protein berturut-iury: sebesar3.3,
1.8, dan 5.1 ¢ ram persen. .

Sintet s antibodi seluler telah diamati Kimar dan Axelrod (1968) pada tikus
vang diberi ansum normal dan ransum defisiensi piridoksin. Tixus diimunisasi
dengan eritrc :it domba. Ternyata. sel-sel pembentuk antibodi pada limfa dan titer
antibodi pade tikus yang diberi ransum dengan Fandungan vitamin 136 vang cukup.
Dengan demi.ian, mereka menarik kesimpulan mahwa defisiensi viiamin B6 dapat
mengakibatkz 1 menurunnya produksi antibodi. Fenelitian Debes dan Kirkey (1979)
telah membu tikan bahwa anak dari induk tikus yang diberi ransum defisiensi

vitamin B6 s¢ ama masa kebuntingan dan masa I 1ktasi. mempunyai jumiah limfosit



dan sel-se pembentuk antibody yang lebih sedikit dibandingkan dengan kelompok
kontrol yai-g diberi vitamin B6 yang cukup.

Ha: il penelitian pada manusia menunjukkan bahwa pemberian makanan yang
tidak men :andung vitamin B6, dapat  menuakibatkan terjadinva lomfositopenia
(Cheslock fan McCully, 1960; Beisel, 1982). I'embentukan antibodi terhadap tetanus
dan tifus 1kan terganggu pada subjek yany mengalami defisiensi vitamin B6
(Hodges, 162a), bahkan respon antibodi terhadap vaksin tetanus dan tifus sama
sekali tidak ditemukan pada subjek yang defisiensi vitamin B6 sekaligus defisiensi
asam panto enat (Hodges, 1962b).

Pen litian tentang pengaruh piridoksin terhadap status imun pada manusia
lanjut usia telah dilakukan oleh Talbott (1987). Mereka melaporkan bahwa
suplementa i piridoksin pada manusia lanjut usia dapat memperbaiki tungsi limfosit
serta menst mulasi sistem kekebalan. Sementara itu, Baisel (1982) mengemukakan
bahwa defi iensi piridoksin pada hewan dan manusia, dapat menurunkan respon
immun berpcrantara sel (cell-mediated immune ﬁmcli&n) dan respon immun humoral
terhadap beibagai jenis antigen.

Trak tellis dan Axelrod (1965) telah mclakukan penelitian tentang pengaruh
defisiensi v ‘amin B6 terhadap sintesis DNA (an RNA. Mereka memperoleh data
bahwa sinte .is DNA dan RNA mengalami peaurunan di dalam imfa tikus yang
diberi ransui 1 defisiensi piridoksin. Hasil peneli‘ian ini sesuai dengan hasil penelitian
vang dilapor <an oleh Montjar (1965), yang mevimpulkan bahwa defisiensi vitamin
B6 pada tiku s, dapat menyebabkan menurunnya iaju sintesis r-RNA Jan m-RNA.

Studi tentang pengaruh piridoksin terl:adap sintesis antibodi pada ayam
broiler telah dilakukan (Silitonga, 1992). Hasil penelitian menunjukkan bahwa
pemberian jiridoksin berpengaruh terhadap tter HI (titer antibodi) dan kadar
globulin sert m. Pemberian piridoksin dengan dosis 3,0 mg/kg ransam memberikan
kadar globul n paling tinggi. Penelitian selanjutaya menunjukkan bahwa piridoksin
berpengaruh ayata terhadap kadar Immunoglotulin serum, kadar DNA dan RNA
organ bursa “abricus. Defisiensi piridoksin memberikan kadar Immunoglobulin .
DNA dan RM A paling rendah , sebaliknya suple mentasi piridoksin dengan dosis 3,0
mg/kg ransur - memberikan kadar Immunoglobuin yang paling tinggi dibandingkan

dengan kelon pok defisiensi (Silitonga, 1996).



Be-bagai pendapat dan hipotesis teli:h diajukan para penelit sehubungan
dengan alanya bukti-bukti keterlibatan v.tamin B6 dalam kekebalan tubuh.
Trakatellis (1992)  menyatakan  bahwa menurunnya  aktivitas  enzim  serin
hidroksimctil transferase (SHMT) sebagai al.ibat defisiensi piridoksin merupakan
Kunci utaria terganggunya sistem kekebalan tubuh dan perkembangbiakan el
Menurut N ontjar (1965), menurunnya laju sintesis antibodi pada hewan yang diber;
ransum  de isiensi vitamin B6 merupakan akibat lanjutan dar lerganggunya sintesis
m-RNA pa la hewan tersebut. Selanjutnya Kumar dan Axelrod (1968)'berpendupat
bahwa gariguan yang diakibatkan oleh keudaan defisiens piridoksin  terhadap
respon  in mun, berhubungan dengan terjadinya hambatan pada  proses
perkembang biakan sel-sel sebagai akibat dari ketidakcukupan DNA dan menurunnya

produksi m- RNA yang dibutuhkan untuk sintes:s IgM.

2.6. Hipote: is Penelitian
Dala n keadaan normal, hewan dan marusia membutuhkan piridoksin untuk

proses sinte .is asam nukleat. asam amino dan protein. Fakta-fakta menunjukkan
bahwa piric ksin berperan dalam biosintesis DNA, RNA dan Immunoglobulin.
Immunoglot alin G (IgG) dan IgM merupakan kelas Immunoglobulin yang utama
dan terbanyz < ditemukan dalam serum ayam, d: mana kedua kelas Immunogiobulin
tersebut berteda dalam hal susunan asam-asam amino dan berbagai sifat fisikokimia
lainnya. Den san demikian, keterlibatan piridoksin dalam  biosintesis lgG dan IgM
diduga akan menunjukkan perbedaan yang cubup berarti pada kondisi defisiensi,
normal dan K ndisi piridoksin yang berlebih. Berdasarkan hal tersebut, imaka dalam
penelitian ini liajukan hipotesis sebagai berikut:

a. Ada p :ngaruh piridoksin terhadap biosintcsis IgG dan [gM,

b. Ada jerbedaan yang signifikan kadar 3G dan [gM serum pada kondisi

defisicsi, normal dan kondis; piridoksii berlebih.



BAB Il
TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN

3.1. Tujuan Penelitian
Tujuan p :nelitian ini adalah sebagai berikut:
a. Ui tuk mengetahui bagaimana pengaruh piridoksin terhadap biosintesis [eG
da [gM.
b. Us ik mengetahui apakah ada perbed:an yang signifikan kadar IgG dan igM

se um pada kondisi defisiensi , normal dan kondisi piridoksin berlebih.

3.2. Manfaat Penelitian
Hasil penclitian ini diharapkan dapat bermanfaat :
a. Seoagai tambahan informasi bagi pengembangan ilmu, tentang perananan
pir-doksin dalam biosintesis Immunoglobulin G (IgG) dan Immunoglobulin
M IgM).
b. Seiagai bahan pertimbangan untuk penelitian lanjutan yang bertujuan untuk
me nanfaatkan  piridoksin -~ dalam  biosintesis Immunoglobulin =~ dan

me ringkatkan sistem pertahanan tubuh baik pada hewan maupun manusia.



BAB IV
METODE PENELITIAN

4.1. Temp.it dan Waktu Penelitian

Per :litian ini dilakukan dj Laboratorium Biokimia FMIPA UNIMED Medan
yang men: angkut tahap “bioassay” vaitu tahap pemberian perlakuan piridoksin
terhadap a am broiler. Analisis kadar 1gG dan IgM dari sampel dilakukan dj
laboratoriu; 1 Biokimia FMIPA — IPB Bogor. Penelitian ini dilakukan selama sepuluh

bulan yang filakukan sejak bulan Maret hingga November 2008.

4.2. Bahan Penelitian

Bah.n utama yang digunakan dalam peaelitian ini adalah avan: broiler umur
satu hari ()OC) Strain Abror Acres CP-70" sebanyak 13 ekor. Antigen yang
digunakan ¢ dalah vaksin NDV (Newcastle De:easa Virus) Strain La sota Produksi
PT. Rhone Poulec Indonesia Pharma — Bogcr. Ransum vang digunakan selama
penelitian a lalah ransum darj pasaran (ransuri komersil yang telah mengandung
piridoksin dengan dosis normal). Piridoksin yarg dicobakan dalam penelitian adalah
Piridoksin k« masan 5 gram, antagonis piridoksin digunakan adalah deoksipiridoksin
kemasan 50¢ mg. Bahan-bahan kimia dan ala: yang digunakan diselutkan dalam

prosedur pen -litian.

4.3.Mectode I'enelitian
4.3.1. Rancagan Percobaan

Penel :ian ini bersifat eksperimental, falam perancangannya  digunakan
Rancangan . .cak Lengkap (RAL) dengan tiza perlakuan dan masing-masing
perlakuan dil eri lima ulangan. Digunakan 15 :kor ayam broiler amur satu hari
(DOC) Strain Abror Acres CP-707. Ayam dikelorapokkan menjadi 3 (tiga) kelompok
yaitu kelompck defisiensi (D), Kontrol (K) dan xelompok Suplementas;i (S) Ayam
percobaan dil eri perlakuan pemberian piridoksin dengan kondisi vang bervariasi
yaitu defisien i, normal dan berlebih. Rincian parlakuan yang diberikan disajikan

pada Tabel 4.}



Taoel 4.1. Rincian Perlakuan dalam Penelitian Pengaruh Piridoksin Terhadap
Biosintesis I1gG dan IgM

:
\
|

Kelhmpok Perlakuan L
|

~ . B . . N T
Defisier si (D) Diberi ransum komersii yang telah mengandung  piridoksin |

dengan dosis normal, dan diberi antagonis piridoksin yaitu |

i
i
i
I

deoksipiridoksin dengan Josis 3,0 mg/kg ransum

Kontrol K) Diberi ransum komersi: yang telah mengandung  piridoksin |

dengan dosis normal.

Suplemc ntasi (S) Diberi ransum komersii yang telah mengandung  piridoksin |

dengan dosis normal ,dengan tambahan piridoksin 3,0 mg/kg |

ransum.

4.3.2. Prosedur Penelitian

Adapun tchapan-tahapan kerja yang dilakulan dalam penelitian adalah sebagai

berikut:

l.

(U5}

Bicsintesis  Immunoglobulin pada «yam percobaan (hioassay) dengan
me:aberi perlakuan kondisi piridoksin » ang bervariasi selama 30 hari. Setelah
um.r tiga minggu, semua, ayam percobaan disuntik dengan antigen *
Nevcastle Diseace Virus” (NDV). Sepuluh hari setelah penyuntikan antigen
NDV, darah diambil untuk preparasi serum yang akan digunakan untuk
ana isis, isolasi, identifikasi dan penentuan kadar IgG dan [gM serum.

Pen isahan fraksi albumin dan globulii serum dengan metode “salting our”
(He bert,1970)

Isolisi Immunoglobulin  dilakukan dengan kromatografi gel filtrasi
met zgunakan gel-sephadex G-200 (M ckenzic. 1990)

Isol :si lgG dan’ IgM dilakukan dengan Kromatografi gel filtrasi dengan bubur
prot:in A Separose CL-4b (Khare, 199¢)

Ider tifikasi dan analisis fraksi 1gG dan IgM dilakukan dengan clektroforesis
gel Holiakrilamida terdenaturasi (SDS-PAGE) (Hames dan Rickwood, 1990;
Mac <enzie, 1990 ; Alexander. 1985)



6. Pe entuan kadar IgG dan IgM dengan Metode Bradford sesuai prosedur
(A :xander. 1985).

4.3.2.1. Bihsintesis Imm unoglobulin Pada Avam

Dis :diakan satu buah kandang yang dibagi menjadi tiga petak dengan bentuk.
ukuran dar bahan yang scragam. Kandang dibersihkan, dicat dan dibebashamakan
dengan la utan karbol. Ayam percobaan ciberi nomor kode pada sayap dan
ditempatka 1 masing-masing lima ekor dalan: satu petak. Tata cara pemeliharaan
selama 30 hari dilakukan sesuai dengan prosedur (Murtidjo, 1990: AAK. 1991).
Selama pemeliharaan, Kelompok Defisiens: diberi ransum komersil yang telah
menganduny  piridoksin dengan dosis normal, tetapi diberi antagonis piridoksin yaitu
deoksipirido <sin dengan dosis 3,0 mg/kg ransum dengan cara cekok. Kelompok kontrol
hanya  diveri ransum komersil dari pasaran dengan dosis piridoksin normal.
selanjutnya Kelompok Suplementasi diberi ransum komersil yang telah mengandung
piridoksin dt ngan dosis normal dengan tambahan piridoksin 3.0 mg/kg ransum dengan cara

pencekokan ingsung pada ayam.

Pad v umur tiga minggu, semua ayam percobaan disuntik dengan antigen
NDV.  Sewluh hari setelah penyuntikan antigen NDV. daran diambil untuk
preparasi s rum yang akan digunakan untux analisis, isolasi, identifikasi dan

penentuan kidar IgG dan [gM serum.

4.3.2.2. Penvisahan Albumin dan Globulin dengan metode “Salting out”

Ke dilam tabung sentrifus dimasukkan 1,0 m! serum. kemudian ditambahkan
0,18 gr natri im sulfat anhidrat (18 % b/.v) sedik it demi sedikit sambil diaduk hingga
larut dengan kejenuhan 33%. Larutan tersebut diinkubasi selama 30 menit pada suhu
25% C. Larutin dipusing pada suhu 25 ° C, 5000 rpm selama 30 menit. Supernatan
dipisahkan lan endapan globulin dilarutkan dalam 1,0 ml aquades. Tahapan
selanjutnya, <e dalam larutan ditambahkan kembali natrium sulfa: anhidrat 14 %o
(W/v) dan di nkubasi pada suhu 25° C selama 30 menit., lalu dipusing selama 39
menit pada suhu 25° C dengan kecepatan 5100 rpm. Supernatan dibuang dan

endapan glo ulin dilarutkan dalam 1,0 mi aquades. Proses “salting out” dengan



natrium : ulfat anhidrat (14% wy/v) diulangi ekali lagi. Endapan globulin dilarutkan

dalam 1,( buffer pospat mM(pH 8,2) dan disimpan untuk analisis berikutnya.

4.3.2.3. I-olasi Immunoglobulin dengan Kromatografi Gel Filtrasi

Muir-mula kolom dipersiapkan dan diletakkan dalam tiang penyangga.
Kemudiai- kolom diisi dengan buffer posfat 100 mM (pH 8.2) dan bubur sephadex
G-200 sc:ara perlahan-lahan. Klem dibuka dan buffer dibiarkan mengalir terus,
seiring dengan itu dilakukan penambahan bubur Sephadex G-200 hingga mencapai
[-2 cm duri bagian atas kolom di klem dar: dilakukan penambahan buffer posfat
hingga I «m dari bagian atas kolom. 0

Seba iyak 500 pl sample hasil pemisahun “salting our” dimasukkan ke dalam
kolom, da: klem dibuka. Setelah seluruh sarapel terendam dalam gel. ditambahkan
buffer posiat 100 mM (pH 8,2) dan penambahan ini dilakukan terus menerus hingga
kolom tid.k sempat kering. Fraksi-fraksi/clucn ditampung masing-masing sebanyak
0,5 ml dal :m 24 buah tabung fraksi yang telah diberi nomor sebelumnya. Dari setiap
fraksi (tab.ng) diambil 30 ul dan dimasukkan ke tabung lain, lalu ditambahkan 2.5
ml pereaksi Bradford. Absorbansinya dibaci pada 595 nm dalam spektronic 20
(Lampira: 1). Fraksi-fraksi yang terelusi pada volume elusi sekitar 3 ml hingga 6
ml (untuk kolom 10 ml) dan mempunyai puncak paling tinggi dipastikan adalah
fraksi Imi:unoglobulin (Mackenzie, 1990). Sebanyak empat tabung fraksi-fraksi
Immunogl: bulin tersebut dikumpulkan/ dican pur menjadi satu dan disimpan untuk

isolasi dan «dentifikasi [gG dan IgM.

4.3.2.4. Isclasi IgG dan IgM dengan Kromatografi Gel Filtrasi

Kolon polietilen diisi dengan buffer posfat 100 mM (pH 8.2) dan bubur
protein A Separose CL-4b secara perlahar-lahan. Hasil penyatuan fraksi pada
prosedur 4 3.2.3. sebelumnya diambil 1 mL lclu dimasukkan ke dalam kolom tepat
Saat permu :aan bubur dibasahi oleh sedikit buffer. Pada saat bubur telah dilewati
sampel tep it pada tanda batas permukaannyi,kolom dibilas dengan | mL buffer
asetat pH 4 (Fase gerak untuk isolasi IgG ada ah 3,5-4.0). Fraksi cluen ditampung
dan disimpan untuk identifikasi IgG dengin  Eletroforesis Gel poliakrilamida

Terdenatur: si (SDS-PAGE). Prosedur seperti ¢i atas diulangi dengan menggunakan



pembilas buffer asetat pH 6,0 (Fase gerak uatuk isolasi IgM adalah 0,0-7,0). Fraksi
eluen ha:il dari kolom protein separose CL-4B ditampung dan disimpan untuk
identifika i IgM dengan Eletroforesis Ge: poliakrilamida Terdenaturasi (SDS-
PAGE).

4.3.2.5. Icentifikasi igG dan IgM dengan Elektroforesis Gel Poliakrilamida

T rdenaturasi (SDS-PAGE)
A. Identifikasi IgG

Paia tahap preparasi sampel disediakan 4 tabung (vial) vang bersih dan
kering yai g telah diberi nomor. Ke dalam masing-masing vial dimasukkan sampel

sebagai be-ikut:

Nomor Sampel yang dimasukkan Kode
Vial Sampel |
I
T, o e T e e
I ampel  IgG Jeluen  hasil  fraksinasi dengan  wolom Dl
-romatografi gel filtrasi dengan bubur protein A-separose C1 - J
+B,fase gerak bufter asetat pH 4, ayam yang diberi ransum f‘
fomersil yang telah mengandung piridoksin dengan dosis f
rormal,  dan  diberi  antagonis piridoksin  vaiw ;
ueoksipiridoksin dengan dosis 3,0 mg/kg ransum J

2 fampel IgG  /eluen hasil fraksinasi dengan kolom K
Fromatografi gel filtrasi dengan bubur protein A-separose Cl.- ‘
< B,fase gerak buffer asetat pH 4, aym yang diberi piridoksin i
¢ 2ngan dosis normal

3 Sampel  1gG  /eluen hasil fraksinasi dengan  kolom | S| [
kromatografi gel filtrasi dengan bubur protein A-separose CI - }
43,fase gerak buffer asetat pH 4, ayam yang diberi ransum :
komersil yang telah mengandung oiridoksin dengan dosis (
normal ,dengan tambahan piridoksin 3,0 mg/kg ransum B

}j4 Marker IgG M.IgG J

]

Ke calam masing-masing vial dipipet 10 pl sample, kemudian ditambahkan
100 ul “dissociation buffer” dihomogenkan dengan “vortex mixer”. didenaturasi
dengan per anasan dalam water bath 80°C seiama 3 menit. Selanjutnya ke dalam
masing-mas ng vial ditambahkan dua tetes [t-mercapto etanol, dikocok dengan

“vortex mix2r” dan dipanaskan kembali dalam water bath 80°C selama 5 menit.



Sampel t:rsebut disimpan di lemari es dan telah siap di “inject” ke dalam sumur-
sumur ge' poliakrilamida.

Schanyak 10 ul masing-masing san:ple dimasukkan (“diinject”) ke dalam
Sumur ge menurut urutan yang telah ditentukan yaitu DILKL.ST dan M-IgG. Plat
kaca yanj berisi gel dan sample dengan hati-hati dimasukkan ke dalam bak
elektrofor:sis SDS-PAGE. Proses elekroforesis dilakukan selama 3 jam hingga
warna pel icak mencapai dasar plat kaca. Denuan hati-hati plat kaca diangkat dari bak
dan dilakikan pemisahan gel dari plat kaca. Gel difiksasi dengan larutan TCA 12%
selama 24 jam dalam bak plastik dan dismpan dalam lemari es.

Pe varnaan dilakukan dengan mengeunakan larutan Comasie Blue R-250
dalam caripuran methanol, asam asetat dan aquades dalam bak plastik berisi gel
selama 4 jwm dan ditempatkan di atas “shake; " Pencucian gel (penghilangan warna)
dilakukan dengan larutan pencuci campurar methanol, aquades dan asam asetat
(5:4:1) da ditempatkan di atas “shaker” selama satu jam hingga gel jernih dan
nampak p-a-pita biru protein. Selanjutnya get direndam dalam larutan gliserol 1 %
dan disimy an dalam lemari es.

Un uk menentukan nilai Rf (laju mobiiitas) pita-pita protein, maka dilakukan
pengukura 1 jarak pergerakan pita-pita protein Jan pewarna pelacak dari tempat awal.

Nilai Rf dz+i protein ditentukan dengan rumus:

Rt = Jarak pergerakan pita protein dari tempat awal (cm)

Jarak pergerakan warna pelacak dari tem pat awal (cm)

Dengan me nbandingkan nilai Rf Marker [gM G (IgG) dengan nila: Rf sampel, maka

pita protein pada sampe!l dapat diidentifikasi.

Identifikas IgM. .
Pad: tahap preparasi sampe! disediakan 6 tabung (vial) yang bersih dan
kering yang telah diberi nomor/kode. Ke dalam masing-masing vial dimasukkan

sampel seba:zai berikut:
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Nomor Sampel yang dimasukkan Kode

T ”"”""—V—ﬁ'ﬂ[
Vial sampel |
1 campel  IgM /eluen hasil  fraksinasi dengan kolom | D2

I romatografi gel filtrasi dengan bubur protein A-separose CL.-
«B,fase gerak buffer asetat pH 6, ayam yang diberi ransum ;
Fomersil yang telah mengandung piridoksin dengan dosis f
rormal,  dan  diberi antagonis  piridoksin  yaitu |
ceoksipiridoksin dengan dosis 3,0 mg/kg ransum \

2 Sampel  IgM  /eluen hasil fraksinasi dengan  holom K2 |
hromatograti gel filtrasi dengan bubur protein A-separose Cl.- i
48B.fase gerak buffer asetat pH 6. ayam yang diberi piridoksin }
d:ngan dosis normal 5

k-omatografi gel filtrasi dengan bubur protein A-separose Cl.-
43,fase gerak buffer asetat pH 6, ayam yang diberi ransum
komersil yang telah mengandung piridoksin dengan dosis
normal ,dengan tambahan piridoksin 3,0 mg/kg ransum

3 Sampel IgM  /eluen hasil fraksinasi —dengan kolom | S2 ﬂ'(
!

4 | Marker IgM - e MIgM
5 NMarker Protein _M‘P_
6| Marker IgM T T™MiIgM |

Ke ¢ilam masing-masing vial dipipet 1) ul sample, kemudian ditambahkan
100 pl “dissociation buffer” dihomogenkan cengan “vortex mixer”. didenaturasi
dengan pem wasan dalam water bath 80°C selima 3 menit. Selanjutnya ke dalam
masing-mas 1g vial ditambahkan dua tetes [-mercapto etanol. dikocok dengan
“vortex mix 1" dan dipanaskan kembali dalan: water bath 80°C selama 5 menit.
Sampel terscbut disimpan di lemari es dan telch siap di “inject” ke dalam sumur-
sumur gel pcliakrilamida.

Sebaryak 10 pul masing-masing sample dimasukkan (“diinject”™) ke dalam
sumur gel m:nurut urutan yang telah ditentukar yaitu D2, K2, S2 | M-IgM ; MP.
dan M-IgM. Prosedur pengerjaan selanjutnya sama dengan Prosedur identifikas; [gG
sebagaimana dijelaskan sebelumnya. Dengan membandingkan nilai Rf Marker [gM
M (IgM) engan nilai Rf sampel, maka pita prolein pada sampel dapat
diidentifikasi



4.3.2.6.Pe:ientuan Kadar IgG dan IgM

Un uk menentukan kadar IgG dan IgM secara kuantitatif maka pita [¢gG dan
IgM hasi: elektroforesis diambil dan dilarutkan  dengan  buffer pospat lalu
dihomoger izer,selanjutnya dianalisis kadarnya dengan Metode Bradford (Alexander,
1985).

Dis ‘diakan 8 buah tabung reaksi yang bersih dan kering, he dalam tabung |
sampai dengan 6 dimasukkan 0;0,1 ;0,2 :0,450,6 ;dan 0,8 mL larutan standar BSA
dengan ko sentrasi berturut-turut: 0 ; 100 5 200 ; 300 ; 500 dan 1000 mg /mL, ke
dalam tabu 1g 7 dan 8 dimasukkan masing-masing 0,2 mL sampel IgG dan IgM hasil
isolasi sebc lumnya. Selanjutnya ke dalam masing-masing tabung dimasukkan air
sehingga vHlume 0,8mL, kemudian ditambal:kan 0.2 reagen Bradford ke dalam
masing-ma: ing tabung diaduk dengan mixer Jan diinkubasi selama S menit pada
temperatur amar. Absorbansinya dibaca pada 395 nm dengan spektronik 20. Dibuat
Kurva stand r dengan mem-plot konsentrasi vs bsorbansi. Kadar 1¢G dan 1gM dapat

ditentukan ¢ engan menggunakan kurva standar, o
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BAB YV
HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1. Hasil I-olasi dan Identifikasi [gG dengan Elektroforesis (SDS-PAGE)

Has | pemisahan fraksi-fraksi protei: serum ayam broiler yang diberi
piridoksin  lengan tingkatan yang bervaria i, menunjukhan tahv.a baik pada
kelompok « ofisiensi (D1), Kontrol (K1) maup:n kelompok suplerieniasi (S1) dapat
diidentifika i adanya fraksi Immunoglobulin G (1gG).

Bila diperhatikan fraksi protein yang diperoleh dari sampei lgts Jeluen hasil
fraksinasi ¢ *ngan kolom kromatografi gel filtrasi dengan bubur protein A-separose
CL-4B.fase gerak buffer asetat pH 4 serum (Gambar 5.1). untuk setiap perlakuan
defisiensi (1), Kontrol (K1) dan Suplementasi (S1) terlihat bahw: pada senua
sampel dipcroleh pita tunggal. Berdasarkan pcrbandingan Ri sampel terhadap Rf
marker 1g( (M-1gG) sebagaimana disajikan pida Tabel 5.1 dapat dipastikan bahwa

pita tungga! tersebut adalah Immunoglobulin G (IgG).

DI Kt A Mg

Gambar 5.1 Hasil Isolasi dan Identifkasi IgG Jdengan Elektroforesis Serum ayam
Broiler yang  Diberi Perlakuan iridoksin yang Ber ariasi.
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Keteranga: :

Dl - Sampel /hasil fraksinasi dengan kolom kromatografi ge! filtrasi, ayam
Defisiensi Piridoksin

Kl : Sampel /eluen hasil fraksinasi dengan kolom kromatografi gel, ayam
yang diberi piridoksin dengan dosis normal

SI : Sampel /eluen hasil fraksinasi dengan kolom kromatografi gel filtrasi

ayam yang diberi suplementasi piridoksin 3.0 mg/kg ransum

M-lgG  : Marker IgG

Tabel 5.1. Nilai Laju mobilitas (Rf) Fraksi Prozein IgG serum ayam yang diber

‘erlakuan Piridoksin yang bervarias:

'k Kode sampel | a (cm) Rf(a/b)“ ]
[ DI’ 5.5 0.78
f K 5,5 0,78 |
’ Sl r‘ 55 | 078

|
! MigG J 5.0 T T

S

Fet: a=Jarak pergerakan pita protein dari tempat awa: (cim)
b = Jarak pergerakan warna pclacak dari tempat awal (7 cm)

Dari hasil pemisahan dengan teknik clektroforesis untuk  sampel-sampel
serum yang zrlebih dahulu difraksinasi dengan kromatografi gel filtrasi D1, K1, dan
Sl diperolch  masing-masing  satu pita protein yang diidentifikasi sebagai
Immunoglobilin G (IgG). Untuk perlakuan serum ayam broiler vang ‘mengalami
defisiensi pii:doksin (D1) kelihatan pita protein 1gG yang sangat tipis dibandingkan
terhadap pi 1 protein IgG kelompok kontraol (K1) dan suplementasi (ST
Kemungkina 1 perbedaan dalam hal kesempurnaan susunan dan ketebalan pita fraksi
[gG untuk  nasing-masing kelompok perlakuan piridoksin tersebut Jjuga ada
hubungannya dengan perbedaan konsentrasi [gts yang diperoleh dalam penelitian

ini.
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5.2. Hasil solasi dan Identifikasi IgM dengan Elektroforesis (SDS-PAGE)

Ha«:l pemisahan fraksi-fraksi protein serum ayam broiler vang diberi
piridoksin dengan tingkatan yang bervariasi, menunjukkan bahwa baik pada
kelompok efisiensi (D2). Kontrol (K2) maupun kelompok suplermeniasi (S2) dapat
diidentifik: si adanya fraksi Immunoglobulin M (IgM).

Bil: diperhatikan fraksi protein yang d¢iperoleh dari sampei 1eM /eluen hasil
fraksinasi « engan kolom kromatografi gel filt-asi dengan bubur protcin A-separose
CL-4B.fasc gerak buffer asetat pH 6 serum Gambar 5.2). untuk setiap perlakiuan
defisiensi 102), Kontrol (K2) dan Suplementasi (S2) terlihat bithwa pada sentua
sampel dip roleh pita tunggal. Berdasarkan perbandingan Rf sanipel terhadap Rt
marker Igh (M-IgM) sebagaimana disajikan pada Tabel 5.2 dapat dipastikan bahwa
pita tungga tersebut adalah Immunoglobulin N (IgM).

pe R 5, MBN Mp My

Gambar 5.2 Hasil Isolasi dan Identifkasi IgM cengan Elektroforesis Serum ayam
Broiler yang Diberi Perlakuan Pirdoksin vang Bervar:as:



Keterang: n :

D2 . Sampel /hasil fraksinasi dengan kolom kromatografi gel filtrasi, ayam
Defisiensi Piridoksin

K2 : Sampel /eluen hasil fraksinasj dengan kolom kromatografi gel, ayam
yang diberi piridoksin dengan dosis normal

S2 : Sampel /eluen hasil fraksinasi dengan kolom kromatografi gel filtrasi

ayam yang diberi suplementasi piridoksin 3,0 mg/kg ransum
M-Igh : Marker IgM
M-P : Marker Protein
M-Igh : Marker IgM

Tabel 5.2. Nilai Laju Mobilitas (Rf) Fraksi Protein IgM serum ayam yang diberi
Perlakuan Piridoksin yang bervariasi

Nomc - KODE SAMPEL

Pita D2 K2 S2 ! MIgM
a | Rf | a ‘ Rf | a | Rf

|
;’
|

(8]
]
1
t
1
'

=~ (98]
1
'
'
'
'

(4

- — —

6 1617084761 10.8476,1]084]63 087163 087

7 i T T S N e e e I V0 S
NIRRT
Ket  a=Jarak pergerakan pita protein dari tempat awal (cm)
b = Jarak pergerakan warna pelacak dari tempat awal (7,2 cm)

Dari hasil pemisahan dengan teknik :lektroforesis untuk  sampel-sampel
serum yang erlebih dahulu difraksinasi dengan kromatografi gel filtras: D2, K2, dan
S2 diperole : masing-masing satu pita proteir diidentifikasi sebagai IgM. Untuk
perlakuan scrum ayam broiler yang mengalami defisiensi piridoksin (ID2) kelihatan
pita protein  gM yang sangat tipis dibandingkar: dengan pita protein IgM kelompok
kontrol (K:) dan suplementasi «(S2). Kemungkinan perbedaan dalam  hal
kesempurnain susunan dan ketebalan pita fraksi [gM untuk masing-masing
kelompok pcrlakuan piridoksin tersebut juga ada hubungannya dengan perbedaan

konsentrasi [ :M yang diperoleh dalam penelitias: ini.
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5.3. Kadai IgG dan IgM Serum
Un uk penentuan kadar IgG dan IgM serum,digunakan kurva standar yang
diperoleh lari pengukuran absorbansi larutun standar BSA dengan konsentrasi

berturut-tu ut: 0 ; 100 ; 200 ; 300 ; 500 dan 1000 mg /mL (Gambar 5.3)

0.900 -
0.800 -+
0.700 A
0.600 -
0.500
0.400
0.300
0.200
0.100
0.000
-0.100

y = D.0008x - 0.0124

Alrs {au}

T Y T T g}

200 400 600 500 1000 1200
BSA {myg/100 mL}

Gambar 5.3. Kurva Standar Pencntuan Kadar l¢G dan [gM Sampel

Datc Kadar 1gG dan IgM Serum Ayum Broiler Pada Kondisi Piridoksin
Defisiensi, Jormal dan Suplementasi yang diperoleh dalam penelitian ini disajikan
pada Lamp ran 2 dan Lampiran 3. Selanjutn-a, rataan kadar [gG dan [gM serum
ayam broile untuk setiap perlakuan piridoksin disajikan dalam Tabel 5.3..

Dari hasil uji statistik dengan sidik ragam (Lampiran 4 dan Lampiran 5)
disimpulkan bahwa Ho ditolak yang berarti ada pengaruh piridoksin terhadap kadar
IgG dan I¢M serum ayam broiler (P < 0.95). Selanjutnya dengan uji BNT
disimpulkan bahwa pada kondisi defisiensi piricoksin diperoleh kadar [gG dan IgM
serum yang paling rendah. Hasil yang diperolei dalam penclitian ini sesuai dengan
penelitian B awn dan Pike (1960), yang mendapatkan bahwa kadar t - globulin dan
total t — glohulin yang beredar pada tikus defisiensi piridoksin rendah dibandingkan

dengan tiku kontrol. Hal ini juga mendukung penelitian sebelumnya (Silitonga,



1996), di nana telah dibuktikan bahwa piridoksin berpengaruh nyata terhadap kadar
Immunogiobulin serum, kadar DNA dan RNA organ bursa Fabricus. Defisiensi
piridoksit  memberikan kadar [gM , DNA dan RNA paling rendah sebaliknya
suplemen asi piridoksin dengan dosis 3, mg/kg ransum  memberikan  kadar

Immunog obulin yang paling tinggi dibandingkan dengan kelompok defisiensi.

Tabel 5.3. Rataan Kadar IgG dan [gM Serum Ayam Broiler yang diberi perlakuan
cengan tingkat Piridoksin yang Bervariasi.

Peubah Tingkat Piridoksin

Defisiensi | Normal TS;uplementil_éi_

Kadar In-munoglobulin G 238,96 + 166" ‘ 355,84 +1.66° 467,41 + 2,5>OC
(1gG) serum (mg/100 ml) .
Kadar hrmunoglobulin M | 109,09 = 1,66™ 191,14 2,50

(IgM) sert m (mg/100 ml)

21888 +50:%

————— ]

Keteranga i1 Superskrip yang berbeda pada haris yang sama menunyukkan
perbedaan yang nyata untuk kadar 1gG dan IgM (P-= (.03)

Da.am penelitian ini ditemukan bahwa suplementasi piridoksin dengan dosis
3,0 mg/kg ransum memberikan kadar IgG dan IgM yang yang masih berada dalam
Kisaran no mal walaupun relatif lebih tinggi dibandingkan dengan kadar IgG dan
[gM pada <ondisi defisiensi dan kondisi normal. Diduga suplementasi piridoksin
dengan do:is 3,0 mg/kg ransum belum mencukupi®untuk memacu laju sintesis 1¢G
dan IgM hi igga batas kadar optimum, tetapi harus diberikan dalam dosis tinggi

Der san adanya fakta-fakta bahwa paca kondisi piridoksin diperoleh kadar
Immunogleoulin (IgG dan IgM) serum yang paling rendah, maka dapat disimpulkan
bahwa piri loksin berperan penting dalam b:osintesis Immunogiobulin baik 19G
maupun Ig¢M. Berbagai pendapat dan hipotesis telah diajukan para peneliti
sehubungar dengan adanya bukti-bukti keterlibatan vitamin B6 dalam kekebalan
tubuh. Men wrut Montjar (1965), menurunnya laju sintesis antibodi pada hewan yang
diberi ranst m  defisiensi vitamin B6 merupakan akibat lanjutan dari terganggunya
sintesis m-ANA pada hewan tersebut. Traxatellis (1992) menyatakan bahwa
menurunnyz aktivitas enzim serin hidroksimetil transferase (SHMT) sebagai akibat

defisiensi p ridoksin merupakan kupci utama terganggunya sistem kekebalan tubuh
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dan perk:ombangbiakan sel. Diduga, terganggunya = sistesis  immunoglobulin
merupakar akibat lanjutan dari ketidak aktivan enzim SHM7T dalam  kondisi
defisiensi piridoksin. Alternatif skema mekanisme keterlibatan piridoksin dalam

biosintesis immunoglobulin adalah sebagaimana diperlihatkan pada gambar §.4.

Serin
Piridoksal »osfat(PLP) ———» l
(Enzim SFMT) ’

Unit C-l DNA
¢ .
Purin dan Pirimidin ——-—1" |

—> m-RNA
v
Immunoglobulin

Gan bar 5.4. Skema mekanisme pengaruh piridoksin terhadap biosintesis
Immunoglobulin,

Unt ik dapat bekerja sebagai katalis, enzim serin hidroksi metil transferase
(SHMT) singat tergantung dari keberadaan koenzim piridoksal pospat. Enzim
SHMT berseran dalam pengubahan serin menjadi glisin dan urit C-1 yang
dibutuhkan  untuk  sintesis nukleotida ‘purin  dan pirimidin).  Dengan
demikian,d« fisiensi vitamin B6 akan menurunkan aktivitas SHMT vang pada
gilirannya ¢kan mengurangi laju sintesis unit «>-1 dan akan mempengaruhi sintesis
DNA dan n -RNA. Gangguan atau hambatan pada proscs pcrkembungbi'akan sel-sel
sebagai ak bat dari ketidakcukupan DNA dan menurunnya produksi m-RNA

mempunyai konsekuensi logis terhadap menurunnya sisntesis immunoglobulin baik

[gG maupur IgM sebagaimana ditemukan dalam penelitian ini.



BAB VI
KESIMPULAN DAN SARAN

6.1. Kesympulan

Berdasarkan hasil-hasil yang diperoleh dalam penelitian ini maka dapat

ditarik kcsimpulan sebagai berikut,

1.

9]
L.

P ridoksin berpengaruh secara nyata tzrhadap biosintesis 1gG dan IgM.

Ala perbedaan yang signifikan kacar lgG dan 1gM cerum pada kondisi
dcfisiensi, normal dan kondisi pirid-ksin berlebih. Kadar leG dan [gM pada
sthbjek yang mengalami defisiensi piridoksin lebih rendan dibandingkan
dcagan subjek yang diberi piridoksin lengan dosis normai dan berlebih.

R taan kadar IgG pada serum ayam broiler dengan kondisi piridoksin
dc fisiensi, normal dan yang diberi suslementasi 3.0 mg/kg ransum, berturut-
tu ut sebesar 238,96 + 1,66 : 355,84+ 1,66 dan 467,41 +2.50 mg/100 mL.
Ri taan kadar IgM serum berturut-turut sebesar 109.09 + 1.66 - 191,14 + 2,50
dz1218,88 + 5,01 mg/100 mL.

6.2. Sara:

Berda arkan temuan penelitian ini, maka cisarankan:

l.

Pe lu dilakukan penelitian lanjutan yang konfrehensif tentang pengaruh
pir doksin terhadap biosintesis sub-sun kelas leG yait 1gG1L 1gG 2 dan 1gG
3 jada subjek yang sama karena tiap sub kelas berbeda dalam hal susunan
ascm amino dan berat molekulny:, sekaligus berbeda juga sifat-sifat
bic iogisnya.

Pe:lu dilakukan peneclitian lanjutan ur tuk mengetahui dosis piridoksin yang
tepit untuk disuplementasikan pada ransum sehingga dapat memberikan

per garuh yang optimal dalam meningkatkan kadar lgG maupun IgM.
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dibandingl an dengan subjek yang diberi piridoksin dengan dosis normal dan
berlebih.Sclanjutnya telah diperoleh bahwa rataan kadar [gG pada serum ayam
broiler der gan kondisi piridoksin defisiensi, normal dan yang diberi suplementasi
3.0 hﬂg/kg ransum, berturut-turut sebesar 28,96 + 1,66 : 35584 + 1,66 dan
467,41 £ 2 50 mg/100 mL. Rataan kadar IgM serum berturut-turut sebesar 109,09 +
1,60 ;191 14+£2,50 dan218,88 + §,OI mg/1)0 mL.

Sel'ubungan dengan hasil yang diperoleh dalam penelitian, masih pertu
dilakukan penelitian lanjutan yang konfrehensif tentang pengaruh piridoksin
terhadap b:osintesis sub-sub kelas IgG yaitu [gG1, IgG.2 dan [gG 3 pada subjek yang
sama,karera tiap sub kelas berbeda dalam hal susunan asam amino dan berat
molekulny:, sekaligus berbeda juga sifat-sifat biologisnya. Disamping itu perlu
dilakukan »senelitian lanjutan untuk mengetahui dosis piridoksin yang tepat untuk
disuplemer tasikan pada ransum sehingga dapa: memberikan pengaruh vang optimal

dalam men ngkatkan kadar IgG maupun [gM.

Ucapan Te-imakasin

Ucapan ter makasih disampaikan kepada Pimyinan Proyek Penelitian Fundamenial
Direktorat “endidikan Tinggi Depdiknas yang 12lah menyediakan dana sehingga
penelitian i dapat dilaksanakan.

Daftar Pus:aka

A.AK. 19¢1. Beternak Ayam Pedaging. Penerbit Kanisius, Yogyakarta.

Alexander, R.R., J.M. Griffiths dan M.L. Wilkinson. 1985. Basic Biochemical
Metiods. Jhon Wiley & Sons. New York.

Axelrod, A E., B.B. Carter, R.H. McCoy dan R. Geisinger. 1947, 'Circulating

antit odies in vitamin — deficiency states: Pyridoxine, Riboflavin and
Phar totenic deficiencies . Roc.Soc. Exp. Biol. And Med. 66: 137 - 140.

Beaton, J.R. J.L. Beare, J. M. White and E.W. NMicHenry. 1953a. Studies on vitamin
B6: . Biochemical changes in vitamin 36 deficiency in rat. J Biol. Chen.
201: 587 - 721.

Beisel, W.R 1982. Single nutrients and immunity. 4m. J Clin. Nutr. 35:417-418

Bell, D.J., ard B.M. Freeman. 1971. Physiology and Biochemistry of the Domestic



Fo vl Vol. . Academic Piess, London

Brown, NLL., and R.L. Pike. 1960. Blcod volume and serum protein In
dec xypyridoxine - fed rat d iring pregnancy. J. Nutr. 71: 191 — 199

Cheslock, K.E., and M.T. McCully. 1960. Response of human beings to a low-
vite min B6 diet. J. Nutr. 70: 507 - 513,

Chen, H., < Mai,, W.Zhang., Z.Liufu., W. Xu and B.Tan. 2005. Eftects of dietary
pyr doxine on immune responses in abalone, haliotis discus hannai ino. Fish
anc. Shellfish Immunology. 19 (3) :241-252

Conn, E.E. P.K. Stumpf, G. Bruening and R.H Doi. 1987. Qulines of Biochemistry.
Jho Wiley & Sons New York

Cooper, M. D., M.L. Swartz and R.A. Good. 1966, Retoration of gamma globulin
procuction in a gammaglobulinemia in chikens. Science. 151: 471.

Daghir, N. .and M.A. Shah. 1973. Effect of dietary protein level on vitamin B6
requirements of chicks. Poultry Sci. 52: 1247 — 1252,

Debes, S.A ., and A. Kirskey. 1979. Infulence of dietary pyridoxine on selected
imrr une capasities of rat dams and pups. J. Nurt. 109: 744 — 753

Ensminger, M.E., J.E. Oldfield and W.W. Heicman. 1990 Feeds & MNutrition, 2™,
ed.” he Ensminger Publishing Company. Clovis — USA.

Freed, M. 1166. Methods of vitamin Assay, Inter — Science Publishers. New York.

Goodman, . W. Immunoglobulins I; Structure & Function in States, D., ].D. Stobo
and J.V. Wells. 1987. Basic and Clinical immunoclogy. 6" ed. Appleton &
Lange.Los Altos — California.

Gries, C.L., and M.L. Scott. 1972. The patology of pyridoxine deficiency in chicks.
J. Nirr 102 1259 — 1268,

Hames, B.L and D. Rickwood. 1990. Ge/ Electrophoresis of protein: A practical
Apro ich. IRL Press. Oxford.

Heard, G.S., and E.F. Annison. 1986. Gastrointestinal absorption of vitamin B6 in
the cicken (Gallus demseticus). J. Nuzr. 116: 107 — 120,

Herbert, W.J 1970. Veterinary immunology, Blackwell Scientifications. Oxford.
Hodges, R.E . W.B. Bean., M.A. Ohlson and R.E. Bleiler. 1962a. Factors affecting

human antibody response: IV, Pyridoxine. Deficiency 4m. J Clin. Nurr. 11:
180-136 ‘ '



BEN

Hodges, k .E., W.B. Bean., M.A. Ohlson and R.E. Bleiler. 1962b. Factors affecting
hu nan antibody response: V. Combined deficincies of panthothenic acid and
py idoxine. Am. J. Clin. Nutr. 11; 1210 - 1222,

Ink, S.L., and LM, Henderson. 1984, Vitamin B6 metabolism. nn Rev. Nutr. 4:
45+ -470.

Khare, M L., S. Kumar and J. Grun. 1996.  Immunoglubins of the chicken
Antibody to Newcastle Discase Virus (Muktewwar and F Strain). Polutry Sci.
55 152-159.

Kresno, S B. 1984, Imunolgi: D.agnosis dun Prosedur Laboratorium. Penerbit
Fal ultas Kedokteran Universitas Indonesia, Jakarta.

Kumar, M, and A.E. Axelrod. 1968. Celluler antibody synthesis in vitamin B6 —
deficients rats. J. Nutr, 96; 53 -59.

Lehninger A.L. 1982. Principles of Biochemustry. Worth Publishers, [nc

Litman, G And R. Good. 1998. Immunoglubizs. Pelenum Medical beok Company.
Ne v York and London.

Mackenzie D.C. 1990. Tehnical Requirements Jor Amino Acid and Protein
Stricture. IPB — Australia

Martin, D. V., P.A. Mayes, V.W. Rodwell and D.K. Granner. 1985. Harper's Review
of Fiochemistry. (Iyan Darmawan). Penerbit E.G.C. Jakarta,

Metzler, D E. 1977. Biochemistry “ The chemical Reactions of Living Cells ™.
Acédemic Press, New York.

Montjar, T{, A.E. Axelrod and A.C. Trakatellis. 1965, Effect of pyridoxine
defiziency upon polysomes and messenger RNA of rats tissues. .J. Nutr. 85:
45- 31, ,

Murtidjo, 3.A. 1990. Pedoman Beternak Ayam Broiler. Penerbit Kanisius.
Yogyakarta. |

Roitt, LM. 1980. Essential Immunology. 4".cd. Blacwell Scientific Publications.
Oxfrd

Scott, M.L. M.C. Neishem and R.J. Young., 1982. Nutrition of the chickens. 3" ed.
M.L Scott & Associates. Ithaca, New York.

Sikar, S.H.t . 1987. Peranan Bursa Fabricus Dalam Produksi Antibodi Terhadap
Anti zen NDV Pada Ayam Kampung dan White Leghorn. Disertasi. Fakultas
Pascasarjana, Institut Pertanian Bogor.



5B T,

Silitonga, P.M. 1$72. P engar uh :}Piridoksin Terhadap Sintesis Antibodi Pada Ayam
Broiler. MS ~Thesis, Institut Pertanian Bogor.

Silitonga, P.M., M.Simor"‘_“gkir“dan M.Silitonga. 1996. Pengaruh Piridoksin
Te hadap Kadar Im:i198 lobulin, DNA dan RNA Pada Ayam Broiler |
Leporan Hasil Penelitian 1N yek PPTG-Dikti-Depdikbud.

Stoerk, I.C., and H.N. Eisen. 1;946. Suppression of circulating antibodies in
py idoxine deficiency. Proc. Soc. Exp. Biol Med. 62: 88 — 89,

Talbott, Ni.C., L.T. Miller and N.L Kerkvlict, 1987, Pyridoxine supplementation:

Ef ect on lymphocyte responises in elderly persons. Am. J. Clin. Nutr. 46: 639
- (64,

Tizard, 1.F. 1982. An Introduction to Veterinary Immunology. (M. Partodiredjo, cs).
Pe ierbit Universitas Airlangge, Surabava,

Trakatellis. A.C., and A.E. Axelrod. 1965. Effect of pyridoxine deficiency on nucleic
ac d metabolism in the rat. Biochem. J, 95: 344 — 349

Trakatellis. A.C,, A.Dimitriadou., M'.Exindari,, J.Scountzou., G.Koliakos., D.
Ch istodoulou., N. Malissiovas., A.Antoniadis and T.Polyzoni. 1992. Effect

of hyridoxine deficiency on immunological phenomena. Posigrad Med J. -
68 suppl 1: 570-577. '

Tucker, H A. 1964. Influence of Number of Suckling Young on Nucleic Acid

Cor tent of Lactating Rat mammary gland. Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 116
318 - 320. ‘

Wahju, J. 1788. Imu Nutrisi Unggas. Gajahmarla University Press, Yogyakarta.

Weiss, F.G, and M.L. Scott. 1979, Influence of vitamin B6 upon reproduction and
upc plasma and egg cholesterol in chickens. J. Nurr. 109: 1010 -1017.

1



DEPARTEMEN PENDIDIKAN NASIONAL
UNIVERSITAS NEGERI MEDAN
( STATE UNIVERSITY OF MEDAN)
LEMBAGA PENELITIAN
(RESEARCH INSTITUTE )
JI. W Iskandar Psr, V-.otak Pos No.1589 — Medan 20221 Telp. (061) 6636757, 6614002, 6613319.e-mail:lpunimed @
Indo.net.Id

SURAT PERJANJIAN KERJA
No. 147/H33.8/KEP/PL/2008

Pada hari ini Senin tangg. | empat belas bulan April tahun dua riby delapan, kami yang bertanda tangan

di bawan ini:

I. Dr. Ridwar A. Sani, M Sj :Ketua Lembaga Penelitian Universitas Iglegeri Medan, dan atas nama Rektor
Unimed, dan dalam perjanjian ini disebut PIHAK PERTAMA.

2. Drs. P. Maulim Siliton;, MS :Dosen FMIPA bertindak sebagai Peneliti/Ketua pelaksana penelitian, selanjutnya
disebut PITHAK KEDUA. ‘

Kedua belah pihak secara sersama-sama telah sepakat mengadakan Surat Perjanjian Kerja (SPK) untuk melakukan
penelitian sebagai berikut

Pasal |
Berdasarkan SP2HP Ta.iun Anggaran 2008 DP2M Dirjen Dikti Depdiknas, tanggal 6 Maret 2008 Nomor :
003/SP2H/PP/DP2M/IIN/2008, PIHAK PERTAMA memberi tugas kepada PIHAK KEDUA dan PIHAK KEDUA
menerima tugas tersebut u 1tuk melaksanakan/mengkoordinasi pelaksanaan penelitian Fundamental, berjudul :

"Pengaruh Piridoksin T rhadap Bosintetis Immunoglobulin G (g1G) dan Immunoglobun M (IgM) »

Yang berada di bawah tanzgung jawab/yang diketahui oleh : PIHAK KEDUA dengan masa kerja 8 (delapan) bulan,
terhitung sejak diterbitkani:ya SP2H Dirjen Dikti dan SPK ini ditanda tangani .

Pasal 2
1. PIHAK PERTAMA memberikan dana penelitian tersebut pada pasal 1 sebesar Rp. 30.000.000,-
(Tiga puluh juta rupiah) dilaksanakan secara bertahap,
2. Tahap pertama sebesar 70% yaitu Rp.21.000.000,- (Dua puluk: satu juta rupiah) dibayarkan  sewaktu Surat
Perjanjian Kerja ini ditardatangani oleh kedua belah pihak.
3. Tahap kedua sebesar 3)% yaitu Rp.9.000.000,- (Sembilan Juta rupiah) dibayarkan seteiah PIHAK KEDUA
menyerahkan laporan ha: il penelitian kepada PIHAK PERTAMA .

Pasal 3 .
i PIHAK KEDUA mengaj ikan/menyerahkan rincian anggaran biaya (RAB) pelaksanaan penelitian sesuai
dengan besarnya dana penelitian yang telah disetujui oleh Dikti dan alokasi dana mengikuti peraturan yang
berlaku

- Semua kewajiban yang b-rkaitan dengan pengelolaan keuangan dan aset Negara termasuk

kewajiban memungut dar menyetorkan pajak dibebankan kepada PIHAK KEDUA.
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Pasal 4

|. PIHAK KEDUA harus menyelesaikan penelitian serta menyeraltkan laporan hasil penelitian Fundamental
kepada PIHAK PERTAMA sebagaimana yang dimaksud dalam pasal | (selambat-lambatnya | Nopember 2008)
sebanyak 8 (delapan ) eksemplar, dalam bentuk "Hard Copy” disertai dengan 2 (dua) buah file elektronik”Soft
Copy” yang berisi laporan hasi! penelitian dan naskah artikel ilmiah hasil penelitian dalam bentuk Compact disk
(CD).

2. Sebelum laporan akhir penelitian diselesaikan, PIHAK KEDUA melakukan diseminasi hasil penelitiannya
melalui forum yang dikoordinasikan oleh Lembaga Penelitian UNIMED yang pembiayaannya dibebankan kepada

PIHAK KEDUA.

. Bahan Seminar dimaksud disampaikan ke Lembaga Penelitian Unimed sebanyak 5 (lima) eksemplar, diketik satu

setengah spasi ukuran kuarto, disertai file elektronik dalam format MICROSOFT WORD.

4. Bukti Pengeluaran keuangan menjadi arsip pada PTHAK KEDUA atau PIHAK LAIN yang berkepentingan sesuai
dengan peraturan yang berlaku.

(OS]

Pasal 5
. Apabila PIHAK KEDUA tidak dapat menyelesaikan pelaksanaan penelitian Fundamental sesuai dengan pasal 1
diata, maka PIHAK KEDUA wajib menyerahterimakan pelaksanaan penelitian tersebut kepada pengganti yang
dianggap mampu menyelesaikannya. )

. Apabila sampai batas waktu masa penelitian ini berakhir PTHAk KEDUA belum menyerahkan hasil penelitian

kepada PIHAK PERTAMA, maka PIHAK KEDUA dikenakan denda sebesar 1% perhari dan setinggi-
tingginya 5% dari seluruh jumlah dana penelitian yang diterima sesuai dengan pasal 2.

3. Bagi peneliti yang tidak dapat menyelesaikan kewajibannya dalam tahun anggaran berjalan dan proses pencairan
Biaya telah berakhir, maka seluruh dana yang belum cair yang belum sempat dicairkan dinyatakan hangus dan
PIHAK KEDUA harus membayar denda sebagaimana tersebut diatas kepada Kas Negara.

4. Dalam hal PIHAK KEDUA tidak dapat memenuhi perjanjian pelaksanaan penelitian Fundamental

PIHAK KEDUA wajib mengembalikan dana penelitian yang telah diterima kepada PITHAK PERTAMA untuk
selanjutnya disetorkan kembali ke Kas Negara.
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Pasal 6
Laporan hasil penelitian yang tersebut dalam pasal 4 harus memenuhi ketentuan sbb:

a. Bentuk kuarto

b. Warna cover disesuaikan dengan ketentuan yang ditetapkan Dirjen Dikti

c. Dibawah bagian kulitcover depan ditulis : Dibiayai oleh Direktorat Jenderal Pendidikan Tinggi,
Departemen Pendidikan Nasional, sesuai dengan Surat Perjanjian Pelaksanaan Dosen Muda, Fundamental,
Hibah Bersaing dan Hibah Pasca Nomor : 003/SP2H/PP/DP2M/11/2008 6 Maret 2008.

d. Dibagian dalam lembar pengesahan laporan akhir dituliskan Surat Perjanjian Kerja (SPK) di bawah point 3
(Pendanaan dan jangka penelitian) Nomor :148/H33.8/KEP/PL/2008 tanggal 14 April 2008.

Pasal 7

Hak Cipta penclitian tersebut ada pada PIHAK KEDUA, sedangkan untuk penggandaan dan penyebaran laporan
hasil penelitian berada dalam PIHAK PERTAMA. .

a

Pasal 8
Surat perjanjian kerja ini dibuat rangkap 5 (lima), dimana dua buah diantaranya dibubuhi materai sesuai dengan
ketentuan yang berlaku yang pembiayaannya dibebankan kepada PIHAK KEDUA, satu rangKap untuk PIHAK
PERTAMA, satu rangkap untuk PIHAK KEDUA, dan selainnya akan digunakan bagi pihak yang berkepentingan
untuk diketahui. '




