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ABSTRAK

Nama : Abdul Halim Sadikin

Program Studi : Magister limu Biomedik FKUI, Kekhususan Biokimia

Judul : Stres Oksidatif Pada Hati Tikus yang Diinduksi Hipoksia
Sistemik

Keadaan hipoksia menyebabkan peningkatan Hypoxia Inducible Factor (HIF)
sebagai respon terhadap menurunnya kadar oksigen. Selain menyebabkan
peningkatan HIF, hipoksia juga menyebabkan peningkatan pembentukan dan
penglepasan Reactive Oxygen Species (ROS) dani dalam mitokondria yang kemudian
akan meregulasi respons terhadap O vang rendah. Akibat peningkatan pembentukan
ROS, kemungkinan dapat tesjadi stres oksidatif. Penelitian ini bertujuan untuk
mempelajari dan mengamati pengaruh hipoksia sistemik terhadap ekspresi gen HIF
1-a dan stres oksidatif pada jaringan hati tikus yang diindiksi hipoksia sistemik
selama I, 3, 7 dan 14 hari yang dibandingkan dengan kelompok normoksia sebagai
kontrol.

Induksi hipoksia sistemik dilakukan dengan memaparkan tikus jantan
Sprague-Dawley terhadap lingkungan dengan oksigen 10% dan nitrogen 90% dalam
sungkup hipoksia, Kadar protein, glutation (GSH) dan malondialdehid (MDA)
diperiksa dan homogenat hati tikus. Kadar protein dihitung dengan mengukur
serapan pada A 280 nm dan dibandingkan dengan serapan larutan standar Bovine
Serum Albumin. Kadar malondialdehid (MDA) ditetapkan dengan metode Wills dan
kadar glutation (GSH) diukur dengan metode Ellman. Analisis ekspresi gen HIF 1-u
dilakukan dengan metode Western Blot dengan menggunakan anti HIF 1-u sebagai
antibodi primer, anti IgG mouse sebagai antibodi sekunder dan pewamaan
menggunakan aminoethyl carbazole.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa kadar MDA hati meningkat mulai hari
ke-1 hipoksia dan bertahan sampai 14 hari, walaupun tidak bermakna secara statistik.
Kadar GSH hatt menunjukkan penurunan yang bermakna seiring dengan lamanya
hipoksia. Hasil Western Blor menunjukkan adanya HIF 1-a pada normoksia, hipoksia
1 hari dan 3 hari. Dapat disimpulkan bahwa terjadi stres oksidatif di jaringan hati
seiring dengan lamanya hipoksia.

Kata kunci: Hipoksia sistemik, stres oksidatif, Western Blot, MDA GSH, HIF 1-u
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ABSTRACT
Name : Abdul Halim Sadikin
Study Program . Biomedical Science, Faculty of Medicine, University of
Indonesia
Title : Oxidative Stress in Liver of Systemic Hypoxia-Induced Rat.

Hypoxia condition increases the level of hypoxia-inducible factor (HIF) as
response to oxygen deprivation. Hypoxia also increases production and releases of
reactive oxygen species (ROS) from mitochondria. Excessive production of ROS can
lead to oxidative stress, due to its reactivity with macromolecules within cell, 1.e
lipid. The objective of this study is to observe the effects of induction of systemic
hypoxia on expression of HIF 1-a gene and its relation oxidative stress in rat liver
lissue.

The experiment was conducted on 25 male Sprague-Dawley rats, which were
divided into 5 groups : normoxic, hypoxia for 1 day, 3 days, 7 days and 14 days.
Induction of systemic hypoxia was camed by exposing the rats in a hypoxic chamber
with environment 10% O, and 90% N, To asses the oxidative stress condition,
malondialdehyde (MDA) and glutation (GSH) concentration in liver was measured
using Wills’ and Ellman’s method, respectively. Expression of HIF l-a gene was
analyzed using Western Blot.

The result showed that MDA concentration is higher in all hypoxic group
with no statistically significance difference. The GSH level decreased significantly
until day 14. It seemed that oxidative stress occurred at day 14. HIF l-a was
expressed in normoxic condition, hypoxia day 1 and day 3. It was concluded that
oxidative stress was more likely 1o occur at day 14 of hypoxia.

Keywords: hypoxia, oxidative stress, MDA, GSH, HIF 1-o, liver, Westem Blot
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BAB }
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Hipoksia adalah suatu keadaan dimana suplai oksigen tidak mencukupi
untuk keperluan sel, janngan atau organ. Keadaan hipoksia menyebabkan
meningkatnya Hypoxia Inducible Factor (HIF) sebagai respon terhadap
menurunnya kadar oksigen. HIF 1 merupakan molekul protein heterodimer,
terdiri dan subunit o dengan BM 120 kDa yang sensitif terhadap perubahan kadar
oksigen dan subunit B dengan BM 91-94 kDa yang merupakan protein konsitutif,
HIF I-a merupakan protein vang labil karena pada keadaan normal HIF 1-a
didegradasi oleh sistem ubikitin proteasom dan mengalami stabilisasi sebagai
respon terhadap hipoksia (Giaccia, 2004). Agar aktif, HIF 1-o harus membentuk
kompleks dengan HIF 1-f dan keadaan ini dapat terpenuhi jika terjadi hipoksia.
Kompleks ini kemudian bertranslokasi ke inti untuk berikatan dengan hypoxia
response element (HRE) pada promotor gen sasaran HIF-1 dan menginisiasi
ekspresi gen ") Sejumlah gen akan mengalami peningkatan regulasi yang
bertujuan untuk mengurangi ketergantungan sel terhadap oksigen dan
meningkatkan pasokan oksigen ke jaringan ‘. Banyak gen yang diregulasi oleh
HIF-1 terlibat dalam mekanisme adaptasi terhadap hipoksia, seperti enzim jalur
glikolisis, eritropoetin dan VEGF.

Selain menyebabkan meningkatnya HIF, hipoksia juga menyebabkan
peningkatan pembentukan dan penglepasan Reactive Oxygen Species (ROS) dari
dalam mitokondria yang kemudian akan meregulasi respons terhadap O, yang
rendah. Pembentukan ROS terjad: terutama pada kompleks 1l dari rantai
transport elektron di dalam mitokondria. Pada pembentukan ubikinol darn
ubikinon terbentuk radikal ubisemikinon. Radikal ini berpotensi untuk
mendonorkan elektronnya kepada O: sechingga terbentuk radikal anion
superoksida {O;""). Pada keadaan hipoksia, pembentukan ROS dari kompleks ini
meningkat. Bila transport elektron dihambat dengan inhibitor pada tempat yang

Universitas Indonesia
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lebih proksimal, dengan rotenon, ubikinon teroksidasi penuh dan pembentukan
ROS pada kompleks III tidak terjadi

Bila kadar ROS melewati pertahanan antioksidan tubuh, ROS dapat
bereaksi dengan lipid, protein dan DNA sehingga menyebabkan kerusakan sel ¢7.
Peroksidasi lipid merupakan reaks! antara radikal bebas dengan asam lemak tak
jenuh jamak yang banyak terdapat di membran. Peroksidasi lipid dapat
menyebabkan kerusakan membran sel dan membran organel. Peroksida lipid akan
mengalami degradasi antara lain menjadi malondialdehid (MDA) . Ada
mekanisme yang melawan-imbang produksi ROS. Glutation (GSH) merupakan
antioksidan utama vang berperan penting dalam mempertahankan kesetimbangan
redoks intrasel. Glutation dapat mereduksi ROS melalui reaksi yang dikatalisis
glutation peroksidase "%,

Penelitian ini dilakukan dengan menginduksi hewan coba dengan hipoksia
sistemik, Kondisi hipoksia sistemik dicapai dengan memasukkan hewan coba ke
dalam hypoxic chamber dengan kadar oksigen 10% dan nitrogen 90%. Organ
yvang diamati pada penelitian ini adalah hati karena organ ini merupakan organ
yang mengandung antioksidan endogen, terutama glutation (GSH) sehingga perlu
diteliti ketahanannya dalam menanggulangi ROS yang ditimbulkan oleh hipoksia.

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang dapat disimplkan beberapa mamusan masalah

sebagai berikut:

1.2.1 Apakah terjadi stres oksidatif pada hat tikus yang diinduksi hipoksia
sistemik?

1.2.2 Apakah induksi hipoksia sistemik menyebabkan peningkatan ekspresi gen
HIF 1-a pada hati tikus?

1.3 Hipotesis Penelitian
1.3.1 Induksi hipoksia sistemik akan meningkatkan kondisi stres oksidatif hati

tikus.,

Universitas Indonesia
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1.3.2 Induksi hipoksia sistemik akan meningkatkan ekspresi gen HIF 1-a hati

tikus.

1.4 Tujuan Penelitian
1.4.1 Tujuan umum
Menganalisis stres oksidatif dan ekspresi gen HIF 1-a pada hati tikus yang
dinduksi hipoksi sistemik.
1.4.2 Tujuan khusus
- Mengukur kadar MDA akibat pembentukan peroksidasi lipid di jaringan
hati tikus yang diinduksi hipoksia sistemik.
- Mengukur kadar GSH jaringan hati tikus yang diinduksi hipoksia sistemik.
- Mengukur kadar protein HIF l-o semikuantitatif pada hati tikus yang
diinduksi hipoksia sistemik

1.5 Manfaat Penelifian
Penelitian ini diharapkan dapat
1. Memberikan kontribusi terhadap pemahaman mengenai respon
sel terhadap hipoksia sistemik, khususnya jaringan hati.
2. Hubungan antara stres oksidatif dengan hipoksia sistemik dan
kemungkinan penggunaan antioksidan untuk mengatasi stres
okstdatif pada keadaan hipoksia.

Universitas Indonesia
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BAB 11
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Hipoksia

Oksigen sangat penting bagi manusia dan organisme eukariot lainnya,
karena oksigen sangat dibutuhkan untuk mendapatkan energi. Energi didapat
melalui rantai pemapasan di mitokondria. Sumber energi seperti glukosa diubah
menjadi  piruvat melalui jalur glikolisis di dalam sitoplasma sel. Di dalam
mitokondria, molekul piruvat diubah menjadi asetil Ko-A dan mengeluarkan CO,.
Asetil Ko-A melalui siklus Krebs dalam mitokondria akan menghasilkan elektron
melalui pembentukan NADH dan FADH, yang akan menyumbangkan
elektronnya ke proses fosforilasi oksidatif. Fosfonlasi oksidatif berlangsung
dalam membran mitokondria dan melibatkan empat komplek protein (komplek I-
IV). Aliran elektron melalui rantai transfer elektron akan menghasilkan perbedaan
muatan proton membran dalam mitokondna Perbedaan muatan proton ini akan
digunakan untuk memfosforilasi ADP menjadi ATP. Keseluruhan proses
glikolisis, siklus Krebs dan fosforilasi oksidatif berjalan dengan efisien dan
menghasilkan 38 molekul ATP untuk setiap molekul glukosa yang digunakan ",

Dalam keadaan keseimbangan, hampir 90% dar oksigen yang tersedia
dipergunakan oleh mitokondria untuk menghasilkan ATP melalui proses
fosforilasi oksidatif. ATP yang dihasilkan berfungsi sebagai bahan bakar dari
hampir semua proses sel. Oleh karena itu, keseimbangan suplai oksigen sangat
dibutuhkan untuk kelangsungan fungsi dan daya tahan sel %,

Hipoksia terjadi karena adanya ketidakseimbangan antara konsumsi
oksigen seluler dengan ketersediaan cadangan oksigen bagi sel sehingga
oksigenasi jaringan berkurang menjadi di bawah tekanan oksigen kritis. Tekanan
oksigen kritis adalah tekanan minimal oksigen yang dibutuhkan untuk oksidasi
sitokrom ¢ dalam mitokondria secara sempuma. Kondisi seperti ini dapat tegadi
akibat berbagai hal. Antara lain adalah menurunnya kapasitas transport O; oleh
Hb (anemic hypoxia). Kondisi yang sama yang terlihat pada anemic hypoxia dapat
juga terjadi karena pembentukan karboksihemoglobin pada perokok berat. Karbon
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monoksida lebih tinggi afinitasnya terhadap hemoglobin sehingga pada perokok
berat hemoglobin lebih kuat berikatan dengan karbon monoksida, yang
menyebabkan kapasitas transpor oksigen oleh Hb menurun ),

Penyebab lain dani terjadinya hipoksia adalah aliran darah yang tidak baik
pada jaringan. Pembuluh-pembuluh pada jaringan seringkali mempunyai fungsi
dan struktur yang tidak normal seperti jaringan pembuluh yang tidak teratur,
pemendekan, pemanjangan, kurangnya reseptor dan tidak adanya regulasi aliran
darah. Selain itu hipoksia dapat juga disebabkan oleh gangguan difusi oksigen
(diffusional hypoxia). Diffusional hypoxia tenadi karena meningkatnya jarak
difusi, biasanya terjadi pada tumor. Hal ini menyebabkan tidak cukupnya
cadangan oksigen dari pembuluh darah ke jaringan yang jauh. Penyebab hipoksia
yang lainnya adalah tekanan parsial oksigen (pO,) yang rendah dalam darah arteri
(13)

Jaringan dapat bertahan terhadap keadaan hipoksia dalam waktu tertentu
tergantung pada jaringan dan spesies organisme. Otot skelet lebih tahan terhadap
hipoksia dibandingkan dengan jaringan saraf. Agar dapat beradaptasi terhadap
hipoksia, jaringan harus mampu mengindera perubazhan kadar O, untuk

mempertahankan homeostasis O, ©.

2.2 Hypoxia Inducible Factor (HIF)

HIF merupakan protein yang mengatur respons seluler dan sistemik
terhadap keadaan hipoksia melalui peningkatan regulasi berbagai gen agar dapat
beradaptasi terhadap perubahan kadar O,. HIF-1 merupakan heterodimer, terdiri
atas subunit o dengan BM 120 kDa yang sensitif terhadap perubshan kadar O,
dan subunit B dengan BM 91-94 kDa yang merupakan protein konsitutif. HIF-la
merupakan protein yang labil dan mengalami stabilisasi sebagai respons terhadap
hipoksia, kelator ion dan kation divalent &)

HIF-13 dikenal juga sebagai ARNT (aryl Aydrocarbon nuclear
transiocator). Agar aktif, HIF-1a harus membentuk kompleks dengan HIF-1§,
yang kemudian bertranslokasi ke inti untuk kemudian berikatan dengan hypoxia
response element (HRE) pada promotor gen sasaran HIF-1 dan menginisiasi

1.23)

ekspresi gen Banyak gen yang diregulasi oleh HIF-1 terlibat dalam
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mekanisme adaptasi terhadap hipoksia, seperti enzim jalur glikolisis, ertropoetin
dan YEGF.

HIF diregulasi melalui proses hidroksilasi yang tergantung O; pada residu
Pro402 dan Pro564 dalam molekul HIF-1a atau HIF-2a pada oxygen-dependent
degradation domain (ODD domain). Terdapat 3 prolil hidroksilase (PHD), yaitu
PHD-1, PHD-2 dan PHD-3. PHD merupakan dioksigenase yang memeriukan O,
dan 2-oksoglutarat sebagai kosubstrat PHD mengandung Fe yang berikatan
dengan 2 residu His dan ] residu Asn. Pengikatan O; ini memerlukan vitamin C
untuk mempertahankan Fe dalam bentuk fero. PHD mentransfer 1 atom oksigen
ke residu Pro dan HIF-la dan I atom oksigen lainnya ke oksoglutarat
membentuk suksinat dan CO,. Bila O; berkurang atauv PHD mengalami inaktivasi
karena kompetisi dengan substrat analog, residu Pro tidak mengalami perubahan.
Efek yang sama ditemukan pula pada kelasi Fe, oksidasi dan adanya ion Co.
Daerah transaktivasi pada C-terminal dari HIF-la juge mengalami hidroksilasi
yang tergantung O, Hidroksilasi pada daerah ini terjadt pada residu Asn803 dan
Asn851 yang mengatur aktivitas HIF-la setelah berikatan dengan koaktivator
CBP/p300 %%,

Pada keadaan normoksia, hidroksilasi residu prolin akan menyebabkan
degradasi proteolitik, karena berinteraksi dengan protein von Hippel-Lindau
(pVHL), suatu protein supresor tumor. Interaksi terjadi melalui ikatan hidrogen
dengan kantung pengikatan OH-Pro pada domain-f pVHL. HIF yang telah
berikatan dengan pVHL akan didegradasi melalui sistem ubikitin-proteasom.
Terdapat juga HIF-2a dan HIF-3a. HIF-2a yang sangat mirip dengan HIF-1a
dalam hal struktur dan fungsi, tetapi ekspresinya terbatas pada jaringan tertentu.
Juga terdapat perbedaan gen sasaran antara HIF-la dengan HIF-2a.

Selain mekanisme stabilisasi HIF-1a melalui hipoksia, banyak growth
Jactors dan sitokin yang diketahui dapat menstabilisasi HIF-la. pada keadaan
normoksia ®). Termasuk di dalamnya antara lain insulin, insulin-like growth
factors | dan 2, epidermal growth factor, fibroblast growth factor 2, interleukin
1B, tumor necrosis factor o, angiotensin 11, trombin, transforming growth factor
By, platelet-derived growth factor dan hepatocyte growth factor. Kebanyakan dari

growth factor ini kemungkinan menstabilisasi HIF-1a melalui jalur kinase yang
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diaktifkan melalui reseptor-reseptor tertentu. Tetapi belum diketahui bagaimana
HIF-la akhirnya benar benar stabil melalui jalur-jalur ini.

Hypoxia m

nyaroxyiases

P4
As3araging
hydroxylase

1IPAS
Proteosomal
degradation
of HIF-1u

H"”‘EHCL_, SR

DNA

Gambar 2.1. Mekanisme regulasi HIF 1-a, pada hipoksia

2.3 Reactive Oxygen Species (ROS)

Reactive Oxpgen Species (ROS) merupakan senyawa-senyawa turunan
oksigen yang bersifat oksidan. Tiap atom oksigen mempunyai dua elektron yang
tidak berpasangan pada kulit terluamya Atom atau molekul dengan elektron tidak
berpasangan merupakan radikal bebas dan sangat reaktif Reduksi oksigen
menjadi air yang merupakan reaksi terakhir pada rantai transport elektron
memerlukan empat elektron. Pembenan elektron kepada cksigen selama proses
int dapat membentuk ROS sebagai zat antara dan “kebocoran elektron™ juga
berperan dalam pembentukan ROS.

Singlet oksigen bersifat lebih reaktif dari oksigen stabil. Pemberian satu
elektron kepada singlet oksigen menghasilkan pembentukan radikal superoksida
(O;7). Pembenan elektron kedua (penambzhan elektron kepada radikal
superoksida) menghasilkan pembentukan peroksida yang kemudian mengalami
protonasi dan menjadi hidrogen peroksida (H,0:). Pemberian elektron ketiga
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membentuk radikal hidroksil (OH) yang sangat reaktif. Dan akhirnya pemberian
elektron keempat menghasilkan pembentukan air,

ROS dapat terbentuk di jaringan melalui berbagai mekanisme,
Pembentukan ROS dapat terjadi dan reaksi yang dikatalisis oleh xantin oksidase
(X0), NAD(P)H oksidase, sitokrom P450, melalui autooksidasi katekolamin dan
uncoupling NO sintase (NOS). NO mengandung elektron yang tidak berpasangan
dan dapat bereaksi dengan O,  dan membentuk peroksinitrit (ONOOQO") yang
merupakan suatu oksidan kuat .

Terdapat beberapa mekanisme seluler yang melawan-imbang produksi
ROS, baik secara enzimatik maupun non enzimatik. Jalur enzimatik yang sangat
dikena! adalah katalase dan glutation peroksidase yang mengkatalisis H>0»
menjadi air. Selain itu ada pula superoksida dismutase (SOD) yang mengkatalisis
pembentukan H,O, dari Qp". Mekanisme non enzimatik meliputi antioksidan
intraseluler seperti vitamin E, C dan B-karoten (prekursor vitamin A}, ubukuinon
dan asam lipoat.

ROS berperan pada beberapa proses biologis. ROS diketahui berperan
pada bermacam-macam jalur transduksi sinyal, vaitu berperan sebagai second
messengers bagi ligan-ligan tertentu seperti TGF-f1, PDGF, ATIl, FGF-2,
endotelin dan lain-lain. ROS juga berperan memodulasi aktivitas faktor transkripsi
termasuk NF-xB dan activator protein-1 (AP-1}. Pengaruh biologis ROS yang
paling dikenal adalah ketika ROS bereaksi langsung dengan lipid seluler, protein

dan DNA sehingga mengakibatkan kematian dan kerusakan sel (0,

2.4 Antioksidan

Halliwell mendefinisikan antioksidan sebagai suatu substansi yang pada
konsentrasi rendah dapat mencegah atau memperlambat oksidasi secara signifikan
walaupun kadamya lebih rendah dibandingkan dengan zat yang dioksidasi
tersebut .

Antioksidan dapat disintesis secara in vivo (antioksidan endogen) atau
dapat pula berasal dari makanan (antioksidan eksogen). Terdapat beberapa

kategori antioksidan, yaitu ®*
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1. Enzim-enzim yang mengkonversi ROS menjadi moleku! yang tidak
reaktif. Misalnya superoksida dismutase (SOD), superoksida reduktase,
katalase dan enzim-enzim peroksidase.

2. Molekul yang mengurangi pembentukan ROS. Pada kategori ini termasuk
protein yang meminimalisasi tersedianya pro-oksidan, misalnya
transferrin, albumin, haptoglobin, haemopexin, haem oksigenase dan
metalotionein.

3. Molekul yang dioksidasi oleh ROS untuk melindungi biomolekul yang
lebih penting. Misalnya glutation (GSH), a-tokoferol, bilirubin, askorbat,
dan plasmogen.

Perlindungan antioksidan berbeda antara jaringan yang satu dengan yang
lain, juga antara tipe sel yang satu dengan fipe sel yang lain. Sebagai contoh, sel
punca embrionik kaya akan antioksidan tetapi menjadi semakin berkurang ketika
sel berdiferensiasi. Seringkali perlindungan antioksidan meningkat setelah suatu

organisme terpapar pada ROS dan beberapa sitokin,

2.4.2 Glutation (GSH}

Glutation merupakan antioksidan endogen dan reduktor itrasel yang
penting. GSH disintesis dari asam amino glutamat, sistein dan glisin. Sintesisnya
terdiri atas dua tahap. Tahap pertama adalah pembentukan y glutamil-sistein dari
asam amino glutamat dan sistein dengan bantuan enzim y-glutamilsistein sintetase
(y-GCS). Tahap kedua adalah penambahan glisin pada ujung C dari y-glutamil-
sistein sehingga membentuk glutation tereduksi (GSH). Reaksi ini dikatalisis oleh
enzim glutamil sintase (GS). Kedua tahap im membutuhkan ATP agar dapat
berjalan'®.

Fungsi GSH disebabkan oleh adanya gugus ~-SH yang terdapat pada residu
sistein dari GSH. GSH dapat menguraikan H»,0, atau peroksida organik lainnya
dengan bantuan enzim glutation peroksidase sehingga terbentuk H20 dan GSH
terokisdasi menjadi GSSG. H>0O; merupakan hasil konversi anion superoksida
oleh enzim superoksida dismutase (SOD). GSSG tidak dapat berfungsi sebagai
antioksidan, oleh karena itu harus dapat direduksi kembali menjadi GSH dengan
bantuan enzim GSSG reduktase. Enzim ini membutuhkan ko-fakior NADPH
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untuk reaksinya “'> NADPH ini berasal dari jalur HMP Shunt, yaitu pada reaksi
yang dikatalisis oleh enzim glukosa 6-P dehidrogenase an

Skema sintesis, mekanisme kerja dan recycling GSH ditampilkan pada
Gambar 2.2.
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Gambar 2.2. Sintesis, mekanisme kerja dan recycling GSH dalam melawan-
imbang produksi ROS %

GSH dapat disintesis di semua sel, terutama jaringan yang terpapar terhadap
jumiah ROS yang tinggi. Kadar GSH paling tinggi ditemukan di dalam jaringan

hati dan juga lensa mata .

2.5 Stres Oksidatif Pada Hipoksia

Reactive oxygen species (ROS) merupakan senyawa turunan oksigen yang
bersifat reaktif. ROS dapat terbentuk pada keadaan fisiologis maupun patologis.
Sifat reaktif ROS dapat dircdam oleh antioksidan yang terdapat di dalam sel,
schingega tidak terjadi efek merugikan dari ROS yang dapat merusak
makromolekul di dalam sel. Apabila jumlah ROS melebihi kapasitas antioksidan
untuk mengatasinya maka akan terjadi ketidakscimbangan antara ROS dengan
antioksidan, schingga timbul keadaan yang disebut sebagai stres oksidatif.

Selama hipoksia, proscs pembentukan ROS akan meningkat dan hal ini
akan menycbabkan terjadinya stres oksidatif. Hipoksia sccara paradoks

merangsang pembentukan dan penglepasan ROS dari dalam mitokondria yang
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kemudian akan meregulasi respon terhadap O yang rendah ®. Transpor elektron
di mitokondria dimediasi oleh protein seperti suksinat-koenzim Q reduktase (pada
kompleks 1I} dan koenzim Q-sitokrom ¢ reduktase (pada kompleks IM).
Pembentukan ROS di mitokondria terjadi terutama pada kompleks Il dar rantai
transport elektron di dalam mitokondria. Pembentukan ubikinol dari ubikinon
biasanya membentuk ubisemikinon yang merupakan radikal bebas. Radikal ini
berpotensi untuk mendonorkan elektronnya yang tidak berpasangan kepada O-
sehingga terbentuk radikal anion superoksida {0,""). Pada keadaan hipoksia,
pembentukan ROS dari kompleks I ini meningkat. Bila transport elektron
dihambat dengan inhibitor pada tempat yang lebih proksimal, dengan rotenon,
ubikinon teroksidasi penuh dan pembentukan ROS pada kompleks IIT tidak
terjadi. Peningkatan ROS ini akan memicu jalur transduksi sinyal yang antara lain
akan menyebabkan stabilnya HIF 1-a ysng selanjutnya menyebabkan
diekspresikannya berbagai protein sebagai respon terhadap hipoksia ©!¢%.
Pembentukan ROS pada keadaan hipoksia ditampilkan pada Gambar 2.3.
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Gambar 2.3 Rantai transport elektron dan terbentuknya ROS %

Stres oksidatif berdampak buruk bagi tubuh karena dapat bereaksi dengan
lipid, protein dan DNA sehingga menyebabkan kerusakan sel €7,
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Salah satu kerusakan yang diakibatkan oleh kondisi stres oksidatif adalah
peroksidasi lipid. Peroksidasi lipid didefinisikan oleh Tappel sebagai
teroksidasinya senyawa lipid yang memliki dua atan lebih ikatan rangkap
(polyunsaturated fatty acid = PUFA) ®. PUFA merupakan salah satu komponen
vang menentukan fluiditas membran. Rusaknya PUFA akan menyebabkan
penurunan fluiditas membran vang akan berpengaruh pada fungsi membran
terutama sebagai tempat diffusi moleku! antar sel ataupun intrasel (membran

organel)} 13

1. Tahap inisiasi

Pada tahap ini terjadi reaksi yang menyebabkan satu atom H terpisah dari
gugus metilennya (-CHy-). Asam lemak yang tidak memiliki atau hanya memiliki
satu ikatan ganda lebih resisten terhadap proses ini dibandingkan PUFA. Di
membran dan lipoprotein, terpapamya rantai samping PUFA pada permukaan luar
menyebabkan reaksi ini lebih mudah terjadi .

2. Tahap propagasi

Hilangnya satu atom H mengakibatkan gugus metilen memiliki satu
elektron yang tidak berpasangan. Radikal karbon ini dapat saling bergabung
membentuk konyugat diene (R-C-C-R). Radikal karbon jika bereaksi dengan
oksigen akan mengakibatkan terbentuknya radikal peroksil (ROO7/ RO3). Hal ini
akan menyebabkan reaksi berantai peroksidasi berlanjut.

Pada kadar oksigen vang rendah, radikal karbon ini dapat bereaksi dengan
sesama radikal, atau atom karbon lainnya (mengambil satu atom H molekul lipid
lainnya), ataupun komponen membran lainnya seperti gugus sulftda protein.

3. Tahap terminasi

Proses terminasi dapat terjadi karena penggabungan dengan radikal lain
schingga terbentuk senyawa yang bersifat tidak radikal seperti konyugasi diene.
Pada tahap terminasi ini juga berperanan senyawa-senyawa atau reaksi-reaksi
anti-oksidan seperti asam askorbat, vitamin E dan glutation.

Peroksida lipid dapat dengan mudah diubah menjadi senyvawa lain yang
sangat reaktif dan mudah dilacak, yaitu malondialdehid (MDA) ¥, MDA dapat
digunakan untuk mengukur peroksidasi hipid. Bila MDA direaksikan dengan asam
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tiobarbiturat (TBA) maka akan terbentuk senyawa bewarna merah muda yang

dapat menyerap cahaya pada panjang gelombang 530-532 nm.

N S H0 b S
SV AR K LU PR
R Y T .
T B R = . + IH
Stk : “\'/QCH—CH:c-rl‘&-N ’
- CH H0
TBA  MALONDIALDEHID PIGMEN TBA

Gambar 2.4. Reaksi antara MDA dan TBA membentuk pigmen TBA &

2.6 Hipoksia Pada Hati
Hati merupakan organ tubuh manusia terbesar dengan berat 1200 sampai
1600 gram dan menempati hampir seluruh rongga abdomen. Konsistensinya
lunak, berwarna merah tua/ cokelat yang disebabkan oleh adanya darah yang amat
banyak. Hati mendapat darah dari vena porta dan arteri hepatika. Hati merupakan
salah satu organ yang melakukan banyak fungsi penting dalam tubuh, terutama
yang berhubungan dengan metabolisme zat gizi serta sebagian besar obat dan zat
toksik. Senyawa toksik biasanya akan mengalami proses detoksifikasi. Pada
hewan coba telah dibuktikan bahwa kerusakan 80% parenkim, hati masth dapat
mempertahankan fungsi normal. Demikian pula halnya pada manusia, pada
kerusakan hati yang luas sekali, baru terlithat gejala Klinik.
Hati mempunyai bebagai fungsi, antara lain:
1. Metabolisme, terutama metabolisme karbohidrat, lemak dan protein.
2. Sintesis protein plasma seperti albumin dan globulin serta memproduksi
empedu.
3. Mensintesis faktor pembekuan darah.
4. Eritropoesis.
5. Detoksifikasi
Pada sel-sel parenkim hati terbentuk gradien oksigen akibat aliran darah
yang bersifat satu arah dari arah vena porta dan periportal ke vena sentral
(perivenus). Gradien oksigen ini makin bertambah karena adanya proses

metabolisme yang mengkonsumsi oksigen pada sel-sel parenkim dan membuat
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tekanan oksigen menurun dar 60-65 mmHg di daerah periportal menjadi 30-35
mmHg di vena sentral (perivenus). Akibatnya terdapat 3 zona metabolisme pada
hati berdasarkan konsumsi oksigen. Hepatosit pada daerah periportal (zona 1) dan
perivenular (zona 3) mempunyai perbedaan kapasitas metabolisme dan struktur
sub-seluler. Secara morfologis pun keduanya berbeda Hepatosit pada zona 1
mengandung badan Golgi dua kali lebih banyak, lisosom lebih banyak dan lebih
sedikit retikulum endoplasma hatus dibandingkan hepatosit di zona 3 “'®,
Hepatosit pada daerah periportal marupakan daerah yang pertama kali
diahrt darah sehingga kaya akan oksigen dan metabolismenya tergantung oksigen.
Karena posisinya yang demikian, area ini Kkecil kemungkinan mengalami
defisiensi nutrisi ataupun aliran darah. Sel-sel pada daerah perivenus mendapatkan
darah dengan kandungan oksigen lebih rendah sehingga daerah ini lebih rentan
terhadap iskemia dan nekrosis. Sepertt pada jaringan lain, ketika hati mengalami
hipoksia, sel-sel beradaptasi agar dapat bertahan. Adaptasi ini bertujuan untuk
meningkatkan cadangan oksigen dan mengkompensasi kehilangan energi ',
Gradien oksigen di parenkim hati berperan penting dalam regulasi gen
yang mengkode enzim-enzim untuk metabolisme karbohidrat. Sebagai contoh,
enzim-enzim plikolisis seperti glukokinase atau piruvat kinase ekspresinya
menguat pada area yang kurang aerob yaitu zona perivenus, sedangkan enzim-
enzim glukoneogenesis lebih dominan ekspresinya di zona periportal yang lebih
aerob. Faktor transkripsi yang diketahui terlibat pada sintesis enzim-enzim ini
adalah HIF-1, HNF-4 dan p300. Ditemukan bahwa pada jaringan hati tikus
terdapat 3 macam subunit HIF-a. mRNA dan HIF 1-o, HiF 2-a dan HIF 3-a
ditemukan dominan pada zona perivenus, akan tetapi ekspresi gen HIF 1-o tidak
terzonasi. Protein ini ditemukan merata dalam sitosol hepatosit dengan kadar yang
rendah, sedangkan dalam nukleus terdapat dengan kadar yang tinggi, baik pada
daerah perportal maupun perivenus. Ekspresi gen HIF 1-a temyata juga
ditemukan di hepatosit jaringan hati tikus normal ‘'"'®, walaupun banyak peneliti
menyatakan bahwa HIF 1-o. mengalami stabilisasi pada keadaan hipoksia.
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2.7 Western Blot

Western blor atau seringkali disebut immunoblot adalah suatu teknik
analisis yang digunakan untuk mendeteksi suatu protein spesifik dari homogenat
atan ekstrak jaringan. Teknik ini menggunakan metode SDS-PAGE untuk
memisahkan protein berdasarkan berat molekulnya Kemudian protein ditransfer
ke suatu membran yang biasanya terbuat dari bahan nitroselulosa atau PVDF
{(polyvinylidene fluoride), dimana kemudian sampel dideteksi menggunakan
antibodi yang spesifik terhadap protein yang diinginkan ‘>,

Sampel dapat diambil dari seluruh jaringan ataupun dani hasil kultur sel.
Sampel jaringan dapat dihancurkan menggunakan blender, homogenizer ataupun
sonikasi, Selama penghancuran jaringan biasanya ditambahkan deterjen, garam
atau buffer untuk membantu lisis sel dan melarutkan protein. Inhibitor fosfatase
dan protease juga ditambahkan untuk mencegah penghancuran sampel oleh
enzimnya sendiri.

Protein dari jaringan dipisahkan mengunakan metode elektroforesis SDS-
PAGE (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis). Metode ini
memisahkan protein berdasarkan berat molekulnya. Dengan demikian protein
dengan ukuran lebih kecil akan bermigrasi iebth cepat melewati pon-pori gel,
sedangkan yang berukuran lebih besar bermigrasi lebih lambat.

Agar protein dapat dideteksi oleh antibodi spesifiknya, protein harus
ditransfer dari gel ke suatu membran yang terbuat dari bahan nitroselulosa atau
PVDF (blotting). Membran diletakkan diatas gel dan beberapa lembar kertas
saring diletakkan diatasnya Membran, gel dan kertas saring diletekkan di dalam
suatu larutan buffer. Larutan ini, dengan adanya gerak kapilarisasi, akan meresap
ke atas dari gel ke membran dan dengan bersaman membawa protein dari gel ke
membran. Metode lain adalah dengan mengpunakan arus listrik dan menarik
protein dari gel ke membran. Pada metode ini membran diletakkan di bawah gel.

Membran yang digunakan terbuat dari bahan nitroselulosa dan PVDF
karena kemampuannya mengikat protein. Karena antibodi spesifik yang
digunakan juga berupa protein, maka harus dilakukan pencegahan agar antibodi
tidak berikatan dengan membran. Pencegahan ini dikenal dengan sebutan

blocking. Blocking biasa dilakukan dengan merendam membran ke dalam larutan
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yang mengandung protein (BSA atau susu skim) dengan sedikit deterjen sepert
Tween-20. Protein pada larutan akan berikatan ke semua tempat di membran,
kecuali di tempat yang sudah terblor oleh protein dari gel, schingga ketika
antibodi ditambahkan, antibodi hanya akan berikatan di protein spesifiknya.

Untuk melacak protein yang diinginkan, membran direndam dalam larutan
vang mengandung antibodi spesifik dan diinkubasi. Lamanya inkubasi bervariasi,
daei 30 menit hingga semalaman, Selanjutnya membran dirandam dalam larutan
pencuct ubluk membersihkan membran dar sisa-sisa antibodi yang tidak
menempel ke protein sasaran. Setelab itu membran direndam dalam antibodi
kedua. Antibodi kedua ditujukan agar benkatan dengan antibodi pertama dan
dilabel dengan enzim sepertt enzim peroksidase, sehingpa pada waktu pewamaan
ketika diberikan substratnya, protein spesifik yang dilacak akan mengeluarkan

warna sebagal reaksi dari enzim dan substrat.
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BAB III
METODE PENELITIAN

3.1 Rancangan Penelitian

Penelitian ini merupakan bagian dari suatu proyek penelitian dengan tema
hipoksia. Penelitian ini dilakukan dengan cara eksperimen in vivo pada hewan
coba. Bahan yang diperiksa dari hewan coba adalah organ hati. Organ hati
diperoleh dari 5 kelompok tikus perlakuan yaitu: kelompok kontrol (normoksia),
kelompok hipoksia 1 han, kelompok hipoksia 3 hari, kelompok hipoksia 7 hari
dan ketompok hipoksia 14 hari @, Tikus dipercleh dari laboratorium LKM
Depkes RI Jakarta

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian dilakukan di Laboratorium Departemen Bickimia dan Biclogi
Molekuler, Fakultas Kedokteran Universitas Indonesia, Jalan Salemba Raya No.
6, Jakarta Pusat. Penelitian berlangsung sekitar 9 bulan, mulai Maret 2008 sampat
dengan November 2008.

3.3 Bahan Penelitian

Bahan penelitian yang digunakan yaitu organ hati dari hewan coba tikus
(Rattus sp. strain Spraque- Dawley) jantan berumur 6 minggu dengan berat badan
200-250 gram yang telah mengalami perlakuan hipoksia. Organ hati hasil
perlakuan hipoksia ini disimpan di deep freezer bersuhu -84°C, bila ftidak
langsung dikerjakan.

3.3.1 Penetapan jumlah sampel
Jumlah sampel untuk tiap perlakuan dihitung berdasarkan rumus Federer
20 yvaitu:
(t-D(n-1)215
(5-D(n-1>15

4n-4>15
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4n=19
n>4,75 ~5
dimana ; t = jumiah periakuan
n = jumlah ulangan di tiap kelompok
Perlakuan dalam penelitian ini dibagi lima, yaitu:
- Kontrol (K): sampel hati tikus yang tidak mengalami hipoksia (normoksia).
- Perlakuan 1 (P1): sampel hati tikus yang mengalami hipoksia selama 1 hari,
- Perlakuan 2 (P2). sampel hati tikus yang mengalami hipoksia selama 3 hari.
- Perlakuan 3 (P3): sampel hati tikus yang mengalami hipoksia selama 7 hari.
- Perlakuan 4 (P4): sampel hati tikus yang mengalami hipoksia selama 14
hari.
Berdasarkan rumus Federer di atas dan jumlah perlakuan maka didapatkan jumlah

minimal sampel untuk masing-masing perlakuan adalah 5 (lima) sampel.

3.3.2 Perlakuan hipoksia
3.3.2.1 Bahan .

Gas campuran khusus dalam tangki gas yang mengandung oksigen 10%
dan nitrogen 90% (PT. Samator, Jakarta), makanan dan minuman tikus dan serbuk

gergaji untuk alas kandang.

3.3.2.2 Alat

Sungkup hipoksia (Plexyglass Hypoxic Chamber), 2 (dua) set: ukuran
besar (kapasitas 6 ekor tikus) dan kecil (kapasitas 4 ekor tikus) (Prof. Hui-jin
Chen, Shanghai Institue for Pediatric Research, Shanghai-P.R. China), digital
oxygen meter {OX-12B) no. 05213 (MIEI, Shanghai-P.R. China), tabung gas
oksigen dan nitrogen serta pengatur tekanan aliran, neraca analitik (Sartorius) dan
set alat untuk membedah tikus.
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e

Gambar 3.1. Sung"kup' hiiJc_)k"s:la

3.3.2.3 Perlakuan

Sebelumnya, tikus diperiksa dan ditimbang. Untuk membedakan tikus
sesuai dengan beratnya, maka tikus ditandai tubuhnya Kandang perlakuan
hipoksia dipersiapkan beserta makanan (200 g) dan minuman (dua botol masing-
masing 250 mL). Setelah kandang dipersiapkan dan setiap bagian diperiksa, gas
campuran dialirkan dengan kecepatan 3 mL/menit selama 15 menit. Penurunan
oksigen diamati dengan oksigen meter dan kipas dinyalakan untuk menambah
sirkulasi udara. Jika kadar oksigen turun menjadi 10% oksigen dan 90% nitrogen
maka kecepatan aliran diturunkan menjadi 1-2 mL/menit.

Tikus dimasukkan ke dalam kandang setelah kadar udara dalam sungkup
cukup stabil selama 5-10 menit. Wakiu pada saat tikus dimasukkan dicatat sebagai
jam nol.

Selama perlakuan, kondisi tikus dan sungkup diamati. Pengamatan
sungkup terutama pada kadar oksigen, kecepatan aliran dan sirkulasi udara.
Kondisi optimal ditandai dengan stabiinya kadar oksigen. Sirkulasi udara yang
baik ditandai dinding sungkup yang tidak berembun dan gelembung udara CO,
dapat diamati dalam boto! yang mengandung larutan kalsium karbonat jenuh.
Pembersihan kandang serta penggantian makanan dan minuman tikus dilakukan
sekali 2 hari. Pada pembersihan ini tikus dipindahkan sementara pada sungkup
yang lebih kecil yang telah dioptinalisasi dengan kadar oksigen tetap 10%.

Tikus dikorbankan pada akhir perlakuan. Dengan menggunakan eter, tikus
kemudian dibius. Dalam kondisi terbius tikus dikeluarkan dari sungkup,
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dittmbang dan kemudian ditelentangkan di atas papan gabus. Keempat kaki
direntangkan sejauh mungkin dan difiksasi ke papan operasi dengan
menggunakan jarum pentul.

Permukaan perut dibasahi dengan alkohol, kemudian dinding perut di
daecrah median dijepit dengan pinset dan digunting dengan arah melintang. Akan
segera tampak peritoneum, Pentoneum digunting dalam arah yang sama sejauh-
jauhnya. Pengguntingan dilakukan ke arah tulang dada sampai diafragma.
Diafragma digunting ke arah belakang. Selanjutnya beberapa organ dan juga
darah dipisahkan untuk beberapa penelitian. Organ hati ditimbang dan disimpan
pada suhu -80°C.

3.4 Persiapan Homogenat Hati Tikus
34.1 Bahan

Jaringan hati hewan coba tikus jantan Spraque Dawley yang telah
mengalami perlakuan hipoksia dan disimpan dalam suhu -80°C, larutan dapar
fosfat (PBS/phosphate buffer saline) 0,1M pH 7,4, dry ice, es, dan akuades.

3.4.2 Alat
Mikrotube 1,5 mL steril, sarung tangan dan alat-alat pemotong jaringan
steril, alat-alat gelas stenl, homogenizer serla mortar, sentrifige dan neraca

analitik (Sartorius).

3.4.3 Cara kerja

Jaringan hati dikeluarkan dari deep freezer -80°C dan suhu di sekitar
jaringan tetap dijaga £ 4°C dengan meletakkan es dan es kering di sekitar
jaringan. Setelah jaringan tidak beku maka jaringan hati diambil sebanyak 100 mg
dan dimasukkan ke dalam tabung mikro. Sisa jaringan dikembalikan ke dalam
deep freezer.

Proses pembuatan homogenat dilakukan dengan menggunakan mikro
homogenizer dalam kondisi dingin. Jaringan kemudian ditambah larutan dapar

fosfat 0,1M pH 7,4 sampai volume 1 mL. Endapan dipisahkan dengan sentrifugasi
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pada suhu 4°C, 5000 rpm selama 10 menit. Supematan kemudian dipisahkan dan
disimpan pada suhu 4°C.

3.5 Penentuan Kadar Protein Homogenat Hati
Kadar protein homogenat diukur pada A 280 nm dengan menggunakan

kurva standar protein yang diperoleh dari protein albumin serum sapi (bovine
serum albumin/ BSA).

3.5.1 Bahan

Larutan BSA dalam berbagai kadar (dalam hal ini kadar Omg/mL,
0.,2mg/mL, 0,4mg/mL, 0,6mg/mL, 0,8mg/mb dan 1mg/mL), homogenat hati dan
akuades.

3.5.2 Alat
Spekirofotometer UV (SmartSpec-Plus, Biorad™), kuvet, mikropipet
berbagai ukuran beserta tips, alat gelas dan tabung.

3.5.3 Cara kerja

Masing-masing kadar larutan BSA dibaca serapannya pada A 280 nm,
Hasil serapan masing-masing kadar dibuat menjadi satu kurva standar.
Homogenat ginjal dibaca serapannya pada A 280 nm. Jika serapan homogenat
melebihi serapan kadar standar, maka dilakukan pengenceran dengan akuabides.
Kadar protein homogenat diukur berdasarkan serapan homogenat dan kurva

standar.

3.6 Pengukuran Kadar MDA (malondialdehid) Homogenat Hati (metode
Wills)

MDA bereaksi dengan TBA akan membentuk senyawa berwamna merah
muda yang diukur serapannya pada A 530 nm dengan spektrofotometer. Serapan
larutan uji dibandingkan dengan serapan serangkaian Jarutan standar yang
diketahui kadamya
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3.6.1 Bahan

Homogenal hati, larutan asam trikloroasetat {TCA) 20%, larutan asam
tiobarbiturat (thiobarbitiuric acid/ TBA) 0,67 %, larutan standar tetraetoksipropan
(standar malondialdehid/ MDA) 80.000 kali pengenceran (1,5 nmol/60 uL, molar

extiction : 1,56 x 10° cm’¥/mmol (Mercks™)), es dan akuades.

3.6.2 Alal
Mikropipet beserta tip berbagai ukuran, mikrotube, alat gelas, sentrifuse,

vortex, spekirofotometer, penangas air suhu 95-100 °C dan fimer.

3.6.3 Cara kerja

Homogenat/ standar MDA (400uL) ditambahkan TCA 20% (200ulL).
Campuran divorteks sehingga terlihat campuran menjadi keruh. Kemudian
disentrifugasi dengan kecepatan 5000 rpm selama 10 menit. Supernatan
dipisahkan untuk pemeriksaan selanjutnya, sedangkan peletnya dibuang,
Supematan ditambah dengan TBA 0,67% (400ul) dan kemudian dilakukan
pemanasan di dalam penangas air suhu 95-100 °C selama 10 menit. Lamtan
kemudian didinginkan dengan merendamnya di dalam air es. Setelah dingin,
larutan dibaca serapannya dengan spekirofotometer pada panjang gelombang 530

nm, Masing-masing sampel dilakukan dua kali pengukuran (duplo).

3.7 Pengukuran Kadar Glutation (GSH) Homogenat Hati (metode Elman)
Glutation jika direaksikan dengan pereaksi ditiobisnitrobenzoat (DTNB)

akan menghasilkan senyawa berwama kuning yang memberikan serapan pada A

412 nm. Serapan larutan uji dibandingakan dengan serapan serangkaian larutan

standar GSH yang diketahui kadamya

3.7.1 Bahan

Homogenat hati, larutan asam trikloroasetat (TCA) 5%, reagen asam
ditiobisnitrobenzoat {DTNB/ reagen Ellman) 39,6 mg dalam 10 mL larutan dapar
fosfat/ PBS 0,1M pH 7.0, standar larutan glutation 2 mg/mL dalam PBS 0,IM pH
8,0 (Merck™), larutan dapar fosfat/ PBS 0,1M pH 8,0.
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3.7.2 Alat

Mikrotube, alat gelas, sentrifuse, vortex, neraca analitik (Sartorius),

mikropipet berbagai ukuran beserta tip, spektrofotometer dan stopwaich.

3.7.3 Cara kega

Sebanyak 50 uL homogenat/standar ditambah 200 uL larutan TCA 5 %.
Campuran divorteks sampai keruh kemudian ditambah PBS 0,1M pH 8,0 sampai
volume menjadi 2 mL. Campuran divortex lagi lalu disentrifugasi dengan
kecepatan 3000 rpm selarna 5 menit. Supematan dipisahkan untuk pemeriksaan
selanjutnya. sedangkan peletnya dibuang. Sebanyak 1 mL dari supernatan diambil
dan ditambahkan 12,5 uL, DNTB. Campuran ini didiamkan selama 45 menit. Sisa
larutan dyadikan blanko. Masing-masing sampel dilakukan duva kali pengukuran
(duplo). Serapan diukur dengan menggunakan spekirofotometer pada panjang

gelombang 412 nm.

3.8 Isolasi Protein
Isolasi protein untuk western blot dilakukan dengan menggunakan kit dan

protokol dari TriPure™

3.8.1 Bahan
Jaringan hati  (50-100mg), TriPure® fsolation Reagen:, CHCl,

isopropanol, fenol, etanol, guanidin HC1 dalam etanol, SDS 1%.

3.8.2 Alat
Tabung mikro 1,5mL, mikropipet berbagai ukuran beserta tip, neraca
analitik (Sartorius), homogenizer beserta mortar, sentrifuse berpendingin, freezer

dan hairdryer.
3.8.3 Cara kerja
Sebanyak 50-100mg jaringan hati dimasukkan ke dalam tabung mikro lalu

ditambahkan 1 mL TriPure® Isolation Reagent dan dihomogenisasi. Setelah itu

homogenat diinkubasi selama 5 menit pada suhu 15-25°C untuk memastikan
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disosiasi sempurna kompleks nukleoprotein Setelah diinkubasi homogenat
ditambahkan 0,2 mL CHCI; dan dikocok kuat selama 15 detik. Lalu diinkubasi
lagi selama 2-15 menit pada suhu 15-25°C. Untuk memisahkan protein, setelah
diinkubasi homogenat disentrifuge 12000 g selama 15 menit pada suhu 2-8°C.
Pada tahap ini dalam mikrotube terlihat 3 fase: fase air tidak bewarna di bagian
atas mengandung RNA sedangkan interfase dan fase organik berwarna merah di
bagian bawah mengandung DNA dan protein.

Karena DNA dan protein tercampur pada merfase dan fase organik, maka
keduanya harus dipisahkan dengan mempresipitasikan DNA. DNA dipresipitasi
dengan menambahkan 0,3 mL EtOH 100%, kemudian dibalik-balik beberapa kali
untuk mencampur. Lalu inkubasi pada subu 15-25°C selama 2-3 menit dan
sentrifugasi 2000 g selama 5 memt pada suhu 2-8°C. Supematan mengandung
protein, fenol dan EtOH dan dapat disimpan pada suhu 2-8°C.

Selanjutnya protein dipisahkan dari fenol dan EtOH dengan cara
dipresipitasi. Sebanyak 1,5 mL isopropanol ditambahkan ke supematan fenol-
EtOH dan dibalik-balik beberapa kali. Kemudian sampel diinkubasi selama 10
menit pada suhu 15-25°C untuk mempresipitasi protein. Untuk memisahkan
protein (yang berupa presipitat) sampel disentrifugasi 12000 g selama 10 menit
pada suhu 2-8°C dan supernatan dibuang.

Setelah dipisahkan, selanjutnya presipitat protein dicuci. Pelet protein
diresuspensi dengan 2 mL 0,3M guanidin HCI dalam EtOH 95%. Lalu sampel
diinkubast selama 20 menit pada suhu 15-25°C. Kemudian disentrifugast 7500 g
selama 5 menit pada suhu 2-8°C dan supernatan dibuang. Pencucian ini dilakukan
sebanyak 3 kali.

Presipitat protein yang telah dicuci 3 kali kemudian ditambahkan 2 mL
EtOH 100% lalu divorteks. Lalu diinkubasi 20 menit pada suhu 15-25°C dan
disentrifuse 7500 g selama 5 menit pada suhu 2-8°C. Supematan dibuang,
sedangkan kelebihan EtOH dibuang dengan air-drying. Pelet protein dilarutkan
dengan menambahkan SDS 1% dan memipet beberapa kali. Pelet yang sudah
dilarutkan kemudian disentrifugasi 10000 g selama 10 menit pada suhu 2-8°C.

Supernatan yang terbentuk mengandung isolat protein dan dapat disimpan pada
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suhu 4°C. Pengukuran kadar protein dilakukan dengan mengukur serapannya pada

A 280 nm dan membandingkannya terhadap standar.

3.9 Elektroforesis

Elektroforesis dilakukan dengan SDS-PAGE sesvai metode Laemmli.
3.9.1 Bahan

Isolat protein, akrilamid/ bisakrilamid 30/ 1, tris HCl 1,5M pH 8.6, tris
HCl 0,5M pH 6.8, aquabides, SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) 10%, APS
(Ammonium Persulfate) 10%, TEMED, dapar sampel, B-merkaptoethanol dan
dapar elektroda 1x.

3.9.2 Alat

Kit elektroforesis Biorad®, power supply, mikropipet berbagai ukuran serta

tip, mikrotube, vorsex, sentrifuse dan penangas air,

3.9.3 Cara kerja

Kit elektroforesis disusun, lalu campuran untuk membuat gel
dipersiapkan. Gel terdiri alas dua lapis yaitu gel pemisah di bawah dan gel
pemampat di atas. Gel pemisah dibuat dengan mencampur 9 mbL akrilamid/
bisakrilamid, 6.8 mL Tris HCl 1,5M pH 8,6, 10,4 mL aquabides, 269 uL SDS
10%, 200 pl. APS 10% dan 20 pL TEMED. Kemudian campuran gel pemisah
dituang ke pelat kaca elekiroforesis sampai kurang lebih 34 nya dan dibiarkan
mengeras. Selanjuinya dibuat campuran gel pemampat dengan mencampur 6,1
mL akrilamid/ bisakrilamid, 4 mL Tris HCI 0,5M pH 6.8, 9,3 mL aquabides, 170
uL SDS 10%, 150 pL APS 10% dan 15 pL TEMED. Campuran ini kemudian
dituang ke pelat kaca elektroforesis sampai penuh dan comb dipasang untuk
membentuk sumur.

Sampel berupa isolat protein disiapkan untuk elektroforesis. Volume
sampel diambil dengan jumlah tertentu sehingpa jumlah protein yang diambil
adalah 40 pg. Sampel dicampur dengan dapar sampel dan B-merkaptoetanol.
Perbandingan dapar sampel dengan B-merkaptoetanol adalah 1:19. Lalu sampel

divorteks dan sentnifugasi secukupnya. Selanjutnya campuran sampel dipanaskan
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pada suhu 95-100°C selama 3-5 menit. Sampel ini kemudian dimasukan ke sumur
elekiroforesis dan elektroforesis dijalankan pada tegangan 90 V selama kurang

lebih 4 jam. Setelah selesai gel siap untuk Western Blot.

3.10 Western Blot
3.10.1 Bahan

Membran nitroselulosa, kertas saring, buffer Towbin, gel hasil
elektroforesis, larutan ponceau red 10%, aquades, susu skim 5%, PBST-20 pH
7,2, antibodi primer (anti HIF, Santa-Cruz Biotechnology) pengenceran 1/500,

antibodi sekunder (anti IsG mouse) pengenceran 1/1000, aminoethyl carbazole
(AECQ), aseton, buffer asetat SOmM pH 5.0 dan H,0- 30%.

3.10.2 Alat
Trans-blot Semi Dry Transfer Cell (Biorad®), power supply, inkubator,
mikrotube dan mikropipet beserta tip.

3.10.3 Cara kerja

Kertas saring beserta membran nitroselulosa direndam dalam buffer
transfer (buffer Towbin) selama 15 menil. Siapkan gel hasil elektroforesis. Setelah
15 menit, kertas saring, membran nitroselulosa dan gel hasil elektroforesis
diletakkan secara sandwich di dalam alat Trans-blot Semi Dry Transfer Cell
(Biorad®), dengan urutan: 3 lembar kertas saring, membran nitroselulosa, gel hasil
elektroforesis dan 3 lembar kertas saring. Antar tiap lapisan dipastikan tidak ada
gelembung udara Setelah selesai disusun, alat Transbiot disambungkan ke power
supply dan dijalankan selama 2.5 jam pada tegangan 25 V.

Setelah 2,5 jam membran nitroselulosa dikeluarkan dari alat Transblot dan
direndam dalam larutan ponceau red untuk melthat hasil blorting. Marker ditandai
dengan pensil. Lalu membran dibilas dengan aquades untuk membersihkannya
dari poncean red. Untuk blocking, membran direndam susu skim 5% selama 2
jam pada suhu 37°C. Atau dapat juga diinkubasi pada suhu 4°C sernalaman.
Setelah hlocking membran dicuci dengan PBST-20 pH 7,2 sebanyak 3 Kkali.

Masing-masing pencucian selama 5 menit, Setelah itu membran direndam dalam
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antibodi pnmer dengan pengenceran 1/500 pada suhu 37°C selama 2 jam. Setelah
2 jam membran dicuct lagi 3 kali lalu direndam dalam antibodi sekunder dengan
pengenceran 1/1000 selama 1,5 jam pada suhu 37°C.

Selanjutnya adalah pewarnaan menggunakan AEC. AEC berupa tablet dan
harus dilarutkan dahulu dalam 2,5 mlL aseton. Kemudian ditambahkan buffer
asetat sebanyak 47,5 mL dan H,Q, sebanyak 25 pL. Campuran ini digunakan
untuk pewamaan membran. Membran direndam dalam campuran ini sampai

terlihat warna yang muncul dan didokumentasikan.
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BAB 1V
HASIL DPAN PEMBAHASAN

Telah dilakukan penelitian hipoksia pada hati tikus yang diinduksi
hipoksia sistemik. Induksi hipoksia sistemik pada tikus dilakukan dengan
memasukkan tikus ke dalam sungkup hipoksia. Selanjutnya sungkup hipoksia
dihubungkan dengan tangki gas yang mengandung campuran 10% oksigen dan
90% nitrogen. Penelitian ini merupakan sebagian dari proyek penelitian dengan
tema hipoksia. Kondisi hipoksia pada hewan coba dibuktikan melalui analisis gas
darah (data tidak ditampilkan). Terdapat 5 kelompok perlakuan yakni kelompok
kontrol, kelompok hipoksia 1 hari, 3 hari, 7 han d.an 14 han. Setelah perlakuan,
tikus dikorbankan dan hatinya diambil. Sampel berupa homogenat hati seberat
100 mg yang dilarutkan dalam PBS pH 7.4 0,1M. Untuk mengetahui terjadinva
stres oksidatif, dilakukan pengukuran kadar MDA dan kadar GSH. Untuk
memperlihatkan adanya hipoksia, dilakukan pemerikaan Western Blot.

4.1 Kadar Malondialdehid (MDA) jaringan hati tikus kelompok kontrol dan
yang diinduksi hipoksia sistemik
Perhitungan kadar malondialdehid (MDA) dilakukan duplo untuk tiap
sampel. Pada setiap kali pemerniksaan dilakukan pembuatan kurva standar MDA,
Kurva standar MDA ditampilkan pada Gambar 4.1.

Kurva Standar MDA
0.4 .
y = 0,0424x + 0.0043
s R? = 0.9982,
0.3 -
rry L
£ 025 e
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g .15 ' -
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Konsentrasi Standar MDA {nmolinL)

Gambar 4.1. Kurva slandar malondialdehid (MDA)
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Hasil kemudian dirata-ratakan untuk tiap sampel yang sama dan dengan
menggunakan kurva standar dilakukan penghitungan kadar MDA, Penghitungan
ini kemudian dikoreksi terhadap faktor pengenceran pada masing-masing sampel.
Dani perhitungan tersebut didapatkan sebaran nilai pada masing-masing kondisi
normoksia, hipoksia 1 hari, hipoksia 3 han, hipoksia 7 hari dan hipoksia 14
hari.{Tabel 4.1}.

Tabel 4.1. Kadar MDA jaringan hati tikus {(nmol / mg jaringan) kelompok kontrol dan
yang diinduksi hipoksia sistemik.

Perlakuan Kadar MDA (nmol/mg jaringan) Mean+SE
Kontro! {normoksia) 0.0981 0,20440,06
0.4676
0.1448
0.0924
02219
Hipoksia 1 hari 0.6409 0,301x0,09
0.1791]
0.1764
0.1418
0.3682
Hipoksia 3 hari 0.4260 (,285+0,08
0.0549
0.3265
0.5038
0.1312
Hipoksia 7 hari 0.5767 0,300+0,09
0.2130
0.3637
0.0279
0.3163
Hipoksia 14 hari 0.5164 0,254+0,07
(.0536
0.2473
0.3055
0.1518

Pada pengukuran MDA janngan hati tidak terdapat perbedaan vyang
bermakna secara statisttk antara kadar MDA kelompok normoksia dengan
kelompok hipoksia 1 hari, 3 hari, 7 hari dan 14 han, Hasil ini dapat dilihat pada
Gambar 4.2 di bawah ini;
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Kadar MDA Jaringan Hati

Kadar MDA {nmol/mg

Kontro! 1 hari 3 hari 7 han 14 hari

Kelompok Perlakuan

Gambar 4.2. Kadar MDA jaringan hati kelompok tikus kontrol dan yang
diinduksi hipoksia sistemik

Setelah dilakukan analisis statistik menggunakan uji Saphiro-Wilk, didapat
data bahwa kadar jaringan MDA hati berdistribusi normal (p > 0,05). Karena data
berdistribusi normal maka analisis statistik parametrik dapat dilakukan. Analisis
parametrik yang digunakan adalah ANOV A dan didapat hasil tidak ada perbedaan
yang bermakna antara kelompok perlakuan {p > 0,05). Meskipun secara statistik
tidak menunjukkan perbedaan yang bermakna tetapi Gambar 4.2 memperlihatkan
bahwa kadar MDA pada kelompok hipoksia menunjukkan kadar yang lebih tinggi
pada semua kelompok dibandingkan dengan kelompok normoksia. Perungkatan
kadar MDA ini cenderung menetap sampai pada han ke-14 hipoksia.

MDA merupakan produk akhir peroksidasi lipid yang menggambarkan
aktivitas ROS. Jika peningkatan ROS yang timbul akibat hambatan aliran elektron
di mitokondria dalam kondisi hipoksia masih dapat dinetralisir oleh anti oksidan,
maka ROS tidak berpotensi untuk merusak makromolekul lain seperti lipid .

Peningkatan kadar MDA vyang tidak menunjukkan perbedaan vyang
bermakna menggambarkan bahwa ROS dapat ditanggulangi oleh sistem
antioksidan yang terdapat di dalam jaringan hati. Hati merupakan jaringan yang
mengandung antioksidan endogen dalam kadar lebih tinggi dibandingkan jaringan

lainnya %,
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4.2 Kadar Glutation (GSH) jaringan hati tikus kelompok kontrol dan yang
diinduksi hipoksia sistemik

Penetapan kadar glutation dilakukan berdasarkan protein jaringan, oleh
karena itu dilakukan pemeriksaan kadar protein jaringan hati.
Perhitungan kadar protein jaringan hati

Perhitungan protein jaringan dilakukan pada tiap sampel! berdasarkan
kurva standar dengan menggunakan bovine serum albumin (BSA) dengan kadar
0,2; 0,4; 0,6 dan 1 mg/mL (Gambar 4.3).

Kurva Protein Standar
D |8 i mem e - tweE e v BT me . id R e Mmoo R

y = 0.0003x + 0.007
R*=0.989

Absorban

2 190 00 k{ua] 400 L 1] on
Konsentrasi {ug/mL)

Gambar 4.3, Kurva standar protein bovine serum albumin (BSA)

Dari persamaan yang didapat dan setelah dikoreksi dengan pengenceran yang
dilakukan, didapat kadar prolein jaringan hati {mg/mg jaringan) pada masing-
masing sampel seperti Tabel 4.2 berikut ini:

Tabel 4.2. Kadar protein jaringan hati tikus kelompok kontrol dan yang diinduksi
hipoksia sistemik (mg/mg jaringan hati)

Kelompok Perlakuan | Kadar protein {(mg/mg jaringan) Mean & SE

Konirol (normoksia) 0.1979 0,251+0,03
0.1856
0.2041
0.3795
0.2913

Hipoksia | hari 0.2646 0,248+0,01
0.2708
0.2503
0.1908
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0.2636

Hipoksta 3 hari 0.3159 0,254+£0.03
0.2338
0.1692
0.3641
0.1908

Hipoksia 7 hari 0.2246 0,257+0,01
0.2636
0.3067
0.2574
0,2369

Hipoksia 14 hani 0.5333 0,737£0,17
0.4287
0.7015
0.6195

1.4031

Perbitungan kadar GSH

Perhitungan kadar glutation (GSH) dilakukan duplo untuk tiap sampel.
Setiap melakukan pemeriksaan GSH dibuat kurva standar GSH. Dengan
mempergunakan kurva kadar standar GSH dilakukan perhitungan kadar GSH.
Kurva standar GSH ditampilkan pada Gambar 4.4

Hurva Standar GSH

Ik IE T . R R . - SRR . ., ... .- NS

a1 4 y=0.0107x + 0.0011
e Bng 4 R*=0,9979
2
5 L
a
< o
5oz
bl
Q q 4 [ B 0 Vx

Konsentrasl (mgfmL)

Gambar 4.4, Kurva standar glutation (GSH)
Hasil perhitungan ini kemudian dikoreksi berdasarkan pengenceran yang
dilakukan dan kemudian dihitung kadarmya per miligram protein. Dar

perhitungan tersebut didapatkan sebaran nilai yang dapat dilihat pada tabel 4.3

berikut ini:

Universitas Indonesia

Stres oksidatif..., Abdul Halim Sadikin, FK Ul, 2008



33

Tabel 4.3. Kadar GSH jaringan hati tikus (mg/ mg protein) kelompok kontrol dan yang
diinduksi hipoksia sistemik

Perlakuan

Kadar GSH {mg/mg protein) MeaniSE

Kontrol (normoksia)

0.059 0,054+0,001
0.055
0.052
0.051
0.054

Hipoksia | hari

0.047 0,041+0,002
0.049
0.039
0.039
0.033

Hipoksia 3 har

0.034 0,032+0,001
0.036
0.034
0.031
0.028

Hipoksia 7 hari

0.021 0,026+0,002
0.028
0.029
0.032
0.023

Hipoksia 14 harz

0.020 0,021+£0,001
0.023
0.024
0.025
0.017

Pada pengukuran kadar GSH jaringan hati didapatkan adanya perbedaan

yang bermakna antara kelompok perlakuan hipoksia 1, 3, 7 dan 14 han dengan
kelompok kontrol (Gambar 4.5).

0.06
0.05
0.04
6.03
Q.02

Kadar GSH {mg/mg prat}

0.01

Kadar GSH Jaringan Hati

Kantrol ihan 3hari 7han 14 hari

Kelompok

Gambar 4.5 Kadar GSH jaringan hati kelompok tikus
kontrol dan vang diinduksi hipoksia sistemik
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Analisis statistik terhadap kadar GSH jaringan hati menggunakan uji
Saphiro-Wilk menunjukkan bahwa data berdistnibusi normal (p > 0,05). Oleh
karena data berdistribusi normal maka analisis yang dapat dilakukan adalah
analisis parametrik. Uji parametrik yang digunakan adalah uji ANOVA untuk
menguji kemaknaan semua kelompok perlakuan. Uji ini menunjukkan adanya
perbedaan bermakna antara semua kelompok perlakuan (p < 0,05). Selanjutnya
untuk mengetahui kelompok mana saja yang saling berbeda bermakna dilakukan
uji LSD.

Glutation merupakan antioksidan endogen yang menjaga keseimbangan
reaksi oksidasi-reduksi di dalam sel. Glutation tereduksi (GSH) dapat
menetralkan ROS (H,0; atau peroksida organik) dengan bantuan enzim glutation
peroksidase. Glutation bentuk reduksi mengubah H;0, menjadi H,O dan
teroksidasi menjadi GSSG. Glutation teroksidasi (GSSG) dapat direduksi kembali
membentuk GSH dengan bantuan enzim glulation reduktase. Reakst reduksi ini
memerlukan NADPH yang berasal dari jalor HMP Shunt, salah satu jalur
metabolisme yang dialami glukosa ',

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa (terdapat perbedaan yang
bermakna kadar GSH antar kelompok perlakvan. Kadar GSH pada kelompok
tikus hipoksia hari ke-1 menurun secara bermakna dibandingkan kontrol. Tampak
bahwa pada awal hipoksia, GSH langsung terpakai untuk mengkompensasi ROS.
Pada hipoksia 3 hari kadar GSH terlihat berkurang secara bermakna dibandingkan
kelompok kontrol dan hipoksia 1 hari. Hal ini menunjukkan bahwa GSH terpakai
lebih banyak untuk menanggulangi ROS. Data ini juga menunjukkan bahwa
sampat 3 hari hipoksia ROS yang terbentuk semakin banyak sehingga harus
ditanggulangi dengan lebih banyak GSH. Pada hipoksia hari ke-7 kadar GSH
makin berkurang secara bermakna dibandingkan kelompok kontrol, hipoksia 1
hari dan 3 hari. Pada hipoksia hari ke-14 kadar GSH semakin berkurang dan
berbeda bermakna dibandingkan kelompok kontrol, hipoksia 1 hari, dan 3 hari
namun tidak berbeda bermakna dengan kelompok hipoksia 7 hari. Hal ini
menunjukkan bahwa pada hari ke-14, lipoksia sudah berat sehingga banyak GSH
yang digunakan untuk menanggulangi jumlah ROS yang sangat meningkat.
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Secara keseluruhan, data vang didapat menunjukkan bahwa semakin lama tikus
mengalami hipoksia sistemik, kadar GSH pada hati semakin berkurang untuk
menanggulangi terbentuknya ROS. Hasil ini sesuai dengan penelitian yang
dilakukan oleh Lluis, ef a/. yang mendapatkan bahwa kadar GSH makin

berkurang seiring dengan lamanya hipoksia 2.

4.3 Analisis Hubungan Antara Kadar MDA dan GSH

Kadar MDA janngan hati antara kelompok perlakuan normoksia, 1 har, 3
hari, 7 hari dan 14 hari tidak menunjukkan perbedaan yang bermakna dan
cenderung konstan. MDA merupakan hasil akhir peroksidasi lipid vang
menggambarkan aktivitas merusak ROS terhadap lipid. Kadar MDA yang konstan
menunjukkan bahwa ROS dapat ditanggulangi oleh sistem antioksidan. Pada
hipoksia hari pertama kadar GSH jaringan hati berkurang secara bermakna,
sedangkan kadar MDA bertambah. Tampaknya pada hipoksia hari pertama
jaringan hati tikus mengalami peningkatan pembentukan ROS, tetapi sel dapat
menanggulanginya dengan GSH untuk menetralisir ROS sehingga meskipun
tefjadi peningkatan kadar MDA tetapi tidak bermakna Pada Gambar 4.6 dapat
dilihat grafik perbandingan antara kadar MDA dengan kadar GSH.

Perbandingan Kadar GSH dan MDA Jaringan Hati

i.8
1.6
1.4
1.2
1 el
0'2 . = MDA
0.
0.4 . ¥ GSH
0-2 .'__I_' .-
. 0 o ¢
: Kontrol 1 hari 3 hari 7 hari 14 hari
Kelompok

Gambar 4.6 Perbandingan kadar GSH dan MDA pada jaringan hati
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Pada hipoksia hari ke-3 kadar GSH menurun dibandingkan kelompok
kontrol dan hipoksia 1 hari, sedangkan kadar MDA relatif menurun sedikit
dibandingkan hipoksia 1 hari tetapi tetap lebih tinggi dibandingkan kontrol. Hal
ini menggambarkan bahwa antioksidan tetap digunakan untuk menanggulangi
ROS yang berakibat kadar MDA yang merupakan produk dari ROS relatif tidak
banyak berubah.

Pada hipoksia hani ke-7 kadar GSH semakin menurun sedangkan kadar
MDA agak naik tetapi tidak signifikan. Pada keadaan hipoksia selama 7 hari ini
tampaknya jaringan hati tikus memakai lebih banyak banyak GSH untuk
menanggulangi meningkatnya ROS, sehingga kadar MDA hanya sedikit
meningkat dan menandakan ROS masth dapat ditanggulangi oleh sel. Pada
perlakuan hipoksia 14 han kadar GSH sudah sangat sedikit sehingga MDA
berkurang tidak signifikan dibandingkan perlakuan 7 hari hipoksia

Untuk mengetahui adanya korelasi antara kadar GSH dengan kadar MDA
jaringan hati, dilakukan uji korelasi. Karena kedua data berdistribusi normal,
maka uji korelasi yang digunakan adalah uji korelasi Pearson. Dart hasil uji
korelasi Pearson didapatkan koefisien korelasi sebesar -0,149, Angka ini
menunjukkan tidak ada korelasi yang bermakna antara kadar GSH dengan kadar
MDA. Meskipun secara statistik tidak ada korelasi yang bermakna antara kadar
MDA dengan kadar GSH, hasil yang ditunjukkan pada Gambar 4.6 menunjukkan
bahwa stabilnya kadar MDA ada hubungannya dengan berkurangnya kadar GSH.
Kadar MDA tetap cenderung sama karena ROS yang timbul dinetralisir oleh GSH
dan sampai pada hari ke-14 GSH hanya tiggal sedikit. Selain itu GSH bukan satu-
satunya antioksidan endogen di dalam sel dan MDA pun bukan satu-satunya
produk dari kerusakan yang ditimbulkan oleh ROS. Oleh karena itu penuninan
kadar GSH tidak dapat langsung dihubungkan dengan perubahan kadar MDA
karena masih ada faktor lain yang mempengaruhinya.

Dari hasil ini dapat dikatakan bahwa hipotesis penelitian diterima karena
hasil kadar GSH dan MDA menunjukkan bahwa organ hati mengalami

peningkatan stres oksidatif seiring dengan lamanya hipoksia.
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4.4 Western Biot HIF 1-0
Data Western blot menunjukkan adanya ekspresi gen HIF 1-a pada kontrol
{normoksia), hipoksia 1 han dan 3 harni.

Gambar 4.7 Hasil Western Blof dengan antibodi monoklonal anti HIF 1-o pada
sampel jaringan hati tikus yang diinduksi hipoksia sistemik. M:
marker, K: kontrol,1: hipoksia 1 hari, 3: hipoksia 3 hari, 7: hipoksia
7 hari, 14: hipoksia 14 hari, BSA: Bovine Serum Albumin

Antibodi yang digunakan pada penelitian ini adalah antibodi monokional
vang diperoleh dari Santa Cruz. Antibod: int merupakan antibodi anti HIF 1-o
mencit tethadap protein rekombinan yang sesuai dengan asam amino 432-528 HIF
1-o. manusia. Akan tetapi antibodi ini direkomendasikan untuk deteksi HIF 1-g
padamanusia, tikus dan babi. HIF 1-c yang dikenali antibodi tersebut besarnya
adalah 132 kDa Pada Gambar 4.7 tampak bahwa antibodi anti HIF 1-o dapat
mengenali pita di atas 116 kDa yang mungkin adalah HIF 1-a dari tikus. Selain itu
terlihat pula pita dengan ukuran kurang lebih 66 kDa Pita im kemungkinan
merupakan pita dari protein non spesifik yang dapat dikenali juga oleh antibodi
anti HIF 1-q.

Dari hasil Western Bloi terhhat adanya protein HIF 1-o pada tikus
normoksia, hipoksia 1 hari dan hipoksia 3 hari. Nilai densitas masing-masing
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adalah: K=125 46, 1=116,56; 3=136,86; 7=0; 14=0. Pada kondisi normoksia HIF
l-a didegradasi melalui sistem ubikitin proteasom. Adanya bercak HIF 1-o pada
kontro! mungkin dapat disebabkan oleh karena menurut Wenger (2002), selain
mekanisme stabilisasi HIF-1a melalui hipoksia, banyak growth factor dan sitokin
yang diketahui dapat menstabilisasi HIF-1a pada keadaan normal. Dan juga
menurut Nikinmaa et al, kondisi redoks sel turut mempengaruhi kestabilan HIF 1-
o . Cangul mendapatkan bahwa dari 20 sampel jaringan hati normal, terdeteksi
adanya HIF 1-a di 18 sampel hanya 2 sampel yang dilaporkan tidak
mengekspresikan HIF 1-a “?. Jadi pada kondisi normoksia (kadar oksigen
normal) tidak tertutup kemungkinan HIF 1-¢ dapat menjadi stabil, karena ada
faktor lain yang mempengaruhi termasuk juga ROS ¥,

Ada beberapa kendala pada pada pengerjaan Western Blot ini, diantaranya
adalah sewaktu mentransfer pita protein dari gel hasil elektroforesis ke membran
nitroselulosa (blotting). Blouting dilakukan dengan alat Trans-blot Semi Dry
Transfer Cell yang diatur pada tegangan 25 V. Akan tetapi sewaktu pengerjaan,
tegangan pada alat Trans-blot tidak pernah melebihi 7 V. Hal ini kemungkinan
disebabkan kurangnya buffer transfer yang diberikan sewaktu pengerjaan blotting
yang menyebabkan kurangnya ion yang dibutubkan untuk mentransfer protein
dari gel. Akibatnya blotting tidak maksimal dan juga tidak merata. Banyaknya
protein yang tertransfer tidak sama banyak antara sampel yang satu dengan yang
lain. Hal int menyebabkan tidak terlihatnya pita pada perlakuan hipoksia 7 dan 14
hari pada hasil Western Blot. Setelah dilakukan blotting, membran nitroselulosa
diwarnai ponceau red 10% dan telihat pada lajur kontrol, 1 hari dan 3 hari protein
tertransfer secara baik, sedangkan pada lajur 7 dan 14 han hasil transfer terlihat
tipis (Gambar 4.8)
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Setelah diberikan antibodi temyata tidak terlihat ada pita pada lajur 7 dan 14 har.
Hal ini tegjadi bukan karena tidak ada HIF 1-a pada lajur tersebut, tetapi karena
memang tidak banyak protein yang tetransfer pada lajur tersebut. Hal lain yang
dapat menyebabkan hasil yang tidak merata adalah jumlah protein yang tidak
sama sewaktu elekroforesis. Sebelum dilakukan elektroforesis, volume sampel
dihitung terlebih dahulu agar protein yang diambil adalah 40 pg. Tetapi sewaktu
memasukkan sampel ke dalam sumur kemungkinan ada sedikit yang terbuang
sehingga jumlah protein yang seharusnya 40 pg menjadi berkurang.

Dari hasil Western Blot dapat dikatakan bahwa hipotesis penelitian
diterima. Hasil Western Blot memperlihatkan adanya peningkatan ekspresi HIF 1-
a dan kontrol (nilai densitas 125,46) dibandingkan dengan hipoksia 3 hari (nilai
densitas 136,86).
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BAB Y
KESIMPULAN DAN SARAN

6.1 Kesimpulan
6.1.1 Stres oksidalif meningkal secara bertahap seiring dengan lamanya hipoksia
dan dibuktikan dengan:
a) Kadar MDA pada perlakuan hipoksia lebth tinggi daripada konitrol
(normoksia).
b) Kadar GSH menurun secara bertzhap seinng dengan lamanya hipoksia
6.1.2 Tidak ada hubungan bermakna antara kadar GSH dengan MDA
6.1.3 Terjadinya hipoksia dapat dilihat dari hasil Western Blot.

6.2 Saran
Diharapkan dapat dilakukan penelitian lanjutan mengenai aktivitas

antioksidan di hati pada keadaan hipoksia, antara lain: MnSOD, katalase dan
glutation peroksidase.
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Lampiran 1. Kadar protein dalam jaringan hati

Perlakuan Berat Konsx200/1000
jar(mg) Abs Kons{ug/mL) | {mg/mL)

Kontrol 122 0.1095 318.607 63.721

128 0.182 544 011 108.802

134 0.1475 436.750 87.350

136 0.1575 467 840 93.568

122 0.112 326380 65.276

Hipoksia | 118 0.115 335.707 67.141

hari 124 0.118 345,034 69.007

118 0.135 397.887 79.577

118 0.1195 349.697 69,939

125 0.135 397.887 79.577

Hipoksia3 130 0.1315 387.005 77.401

hani 126 0.129 379.233 75.847

133 0.136 400.996 80.199

124 0.13 382.342 76.468

i17 0.1575 467.8340 93.568

Hipoksia 7 116 0.147 435.195 §7.039

harnt 130 0.135 397.887 79.577

i18 0.13 382.342 76.468

129 0.131 385.451 77.090

116 0.1415 418.096 83.619

Hipoksia 123 0.143 422,759 84.552

14 hari 119 0.139 410.323 82.065

120 0.131 385451 77.090

117 0.1315 387.005 77.401

124 0.1455 430.532 86.106
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Lampiran 2. Kadar MDA jaringan

45

Kadar Berat Kadar MDA
Perlakuan Serapan hitung .. (nmol/mg
jaringan L
{nmol) jaringan)
Kontrol 0,055 1,226 100 0,098
0,249 5,845 100 0,467
0,080 1,809 100 0,144
0,052 1,154 100 0,092
0,120 2,773 100 0,221
Hipoksia 1 hari 0,352 8,011 100 0,640
0,008 2,238 100 0,179
0,097 2,204 100 0,176
0,078 1,772 100 0,141
0,202 4,602 100 0,368
Hipoksia 3 harti 0,231 5,325 100 0,426
0,031 0,686 100 0,054
0,177 4,081 100 0,326
0,275 5,30 100 0,508
0,072 1,639 100 0,131
Hipoksia 7 hari 0,312 7,209 100 0,576
0,116 2,662 100 0,213
0,197 4 546 100 0,363
0,017 0,348 160 0,027
0,172 3,953 100 0,316
Hipoksia 14 hari 0,284 6,454 100 0,516
0,029 0,670 100 0,053
0,136 3,090 100 0,247
0,168 3,818 100 0,305
0,083 1,897 100 0,151
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Lampiran 3. Kadar GSH jaringan

Perlakuan Kons GSH
Berat (ug/mg Kons GSH
jar(mg) Abs Kons{ug/mL) | prot) (ug/mg jar)
Kontrol 122 0.041 3.729 0.059 0.031
128 0.065 5.973 0.055 0.047
134 0.0495 4.524 0.052 0.034
136 0.052 4.758 0.051 0.035
122 0.039 3.542 0.054 0.029
Hipoksia 1 118 0.035 3,168 0.047 0.027
hari 124 0.037 3.355 0.049 0.027
118 0.034 3.074 0.039 0.026
118 0.03 2.700 0.039 0.023
125 0.0295 2.654 0.033 0.021
Hipoksia 3 130 0.0295 2.654 0.034 0.020
han 126 0.03 2.700 0.036 0.021
133 0.0305 2,747 0.034 0.02]
124 0.0265 2.373 0.031 0.019
117 0.029 2.607 0.028 0.022
Hipoksia 7 116 0.021 1.859 0.021 0.016
hari 130 0.025 2.233 0.028 0.017
118 0.025 2.233 0.029 0.019
129 0.0275 2.467 0.032 0.019
116 0.0215 1.906 0.023 0.016
Hipoksia 14 123 0.0195 1.719 0.020 0.014
hari 119 0.0215 1.906 0.023 0.016
120 0.0205 1.812 0.024 0.015
117 0.0215 1,906 0.025 0.016
124 0.0165 1.438 0.017 0.012
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Lampiran 3. Uji normalitas sampel
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Tests of Normmality
Kolmogorov-Smimov® Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic Sig.
Kadar MDA (nmol/mg jar.) .138 25 200 941 25| .160}
a. Lilliefors Significance Correction
*. This is a lower bound of the true significance.
Tests of Normaiity
Kolmogorov-Smimov* Shapiro-Wilk
Statistic dt Sig. Statistic df Sig.
GSH (mg/mg prot) 142 25 .200] 933 25 .099

a. Lilliefors Significance Comection

* This is a lower bound of the true significance.
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Lampiran 5. Uji parametrik kadar GSH

Ui ANOVA:

ANOVA
GSH (mg/mg prot)

Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups .003 4 .0 441885 .000
Within Groups .G00 20 .000
Total .004 24
Uj LSD:

GSH (mg/mg prot)
LsD

Multiple Comparisons

(hKel  (JyKel |Mean Difference 95% Confidence Interval
petakuan perlakuan [{ZY))] Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
Kantrol 1 hari .012800° 002732 000 00710 .01850
3 hari .021600° 002732 .000 .01590 02730
7 hari 0276007  .002732 .000 .02190 .03330)
14 hari .032400 002732 000 02670 03810
1 hari Kontrol -.012800° 002732 000 -.01850 -.0071(*
3 hari .008800° 2002732 004 .00310 0143504
7 hari .014800 002732 .00g, 00910 020503
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14 hari 0186001 002732 .000 01390 02530
3hari  Kontrol -021600°|  .002732 .000 -.02730 -.01590!
1 hari 0088007  .002732 .004 -.01450 00310
7 hari 0060007  .002732 .040 .00030, 01170
14 hari 0108001  .002732 .001 .00510 01650
7hari  Kontrol -0276007 002732 .000 -.03330 -.021901
1 hari -.014800° 002732 .000 -.02050 -.00910)
3 hari -.006000°]  .002732 040 -.01170 -.00030
14 hari .004800] 002732 .094 -.00090 .01050}
14 hari  Kontrol -.03240071 002732 .000 -.03810 -.02670)
1 hari -.0196007  .002732 .000 -.02530 -.01390¢
3 hari -0108007  .002732 001 -.01650 -.0051
7 hari -.004800]  .002732 084 -.01050 .ooogj

* The mean difference is significant at the 0.05 Jevel.
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Lampiran 6. Uj1 parametrik kadar MDA
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Uji ANOVA:
ANOVA
Kadar MDA (nmol/mg jar.)
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 033 4 .00e 237 .914r
Within Groups 706 20 .035
Total 739 24
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Lampiran 7. Uji korelasi

Correlations
GSH (mg/mg | MDA {nmol/mg
prot) jar)
GSH (mg/mg prot)  Pearson Correlation 1.000 -.149
Sig. (2-tailed) 479
N 25.000 25
MDA {(nmol/mg jar)  Pearson Correlation -.149 1.000
Sig. (2-tailed) 479
N 25 25.00
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/ SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY {NC

HlF 10c (Hm 67) sc 53546

[BACKGROUND

| JAPPLICATIONS . = T )

Cell growth and viability is compromised by oxygen depmrat:on {hypoxial.
Hypoxia-inducible factors, including HIF-1cx, HIF-16 {also designated Arnt 1),
EPAS-1 (also designated HIF-2ea) and HIF-3a, induce glycalysis, erythrapoiesis
and angiogenesis in ander to restare oxygen homeostasis, Hypoxia-inducible
factors are members of the Per-Ame-Sim (PAS} domain transcription factor
family. In response to hypoxia, HIF-1cx is upregulated and forms a heterodimer
with Arnt 1 to form the RIF-1 complex. The HIF-) complex recognizes and
binds to the hypoxia responsive element {HRE) of hypoxia-indutible genes,
thereby activating transeription. Hypoxia-inducible expression of some genes
such as Glut-1, p63, p21 or Bcl-2, is HIF-10 dependent, wheseas expression
of others, such as p27, GADD 153 or HO-1, is HIF-ia independent. EPAS-1
and HIF-3ex have also been shown to form heterodimeric complexes with
Amt 1 in response to hypoxia.
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[CHROMOSOMAL LOCATION ___ e

Genetic focus; HIF1A [human) mapping to 14921-924; Hif1a {mouse) mapping
1012 C3.

[SOURCE _ =

HIF-1ee (H1ee 67) is @ mouse monocional antibody raised against a recombinant
protein corresponding to amino acids 432-528 of HIF-1 e of human origin,

|PRODUCT - ]

Each vial contains 200 pg igGy, in 1.0 ml of PBS with < 0.1% sedium azide
and 0.1% gelatin.

[STORAGE |

Store at 4° C, **D0 NOT FREEZE**, Stable for one year from the date of
shipment, Non-hazardeus. No MSOS required.

HIF-1a {H10 67) is recommendad for detection of HIF-1cx of mause, rat,
hurnan and pig arigin by Western Blotting {starting dilution 1:200, dilution
range 1:100-1:1000}, immunoprecipitation {1~2 yg per 100-500 yg of total
protein (1 ml of cell lysate]], immunofluorescence and immunchistochem-
istry {including paraffin-embedded sections) [starting dilution 1:59, dilution
range 1:50-1:500).

Suitable for use as control antibody for HIF-1ox siRNA (h): 5¢-35561, HiF-1e
SiANA (h2}): sc-44225, HIF-1cx sIRNA {m); s¢-35562, HIF-1a stRNA {mZ):
s¢-44308 and HIF-1cc SIANA, {r): sc-4519.

Malecutar Weight of HIF-1¢x: 132 kDa.

Positive Controls: Hela + COCL; whole cell lysate: s¢-24679, K-562 whole
cell lysate: sc-2203 or Hela whola cell lysate: s¢-2200. -
4

{RECOMMENDED SECONDARY REAGENTS -~ - . |

To ensure optimal results, the following support [secondary) reagents are
recommended: 1) Westem Blotting: use goat anti-mouse IgG-HRP: sc-2005
{dilution range: 1:2000-1:32,000) or Cruz Marker™ compatible goat anti-
mouse {pG-HRR: s¢-2031 (dilution range: 1:2000-1:5000), Cruz Marker™
Molecular Weight Standards: s¢-Z035, TBS Blotto A Blocking Reagent:
5C-2333 and Western Blotting Luminol Reagent s¢-2048, 2} iImmunopre-
cipitation: use Protein A/G PLUS-Agarase: sc-2003 (0.5 ml agarose/2.0 ml).
3) Immunoflucrescence: use goat anti-mouse 1gG-FITC; sc-2010 (ditution
range: 1:100-1:400) or goat anti-mouse IgG-TR: s¢c-2781 (dilution range:
1:100-1:400) with UltraCruz™ Mounting Medium: s¢c-24941. 4) Immunchisto-
chemistry: use ImmunoCrz™; sc-2050 or ABC: sc-2017 mouse lg6 Staining
Systems,

[DATA ; - ]

AK-
12€ - &~ HIFmn

N -

Hif-%ex [Hio 67F 5c-53546. Westan biot analysis of
HIF-tex expression in CoCly reated Held immunope-
cipitated with HIF-1e [H e 7] 50-53545 and detected
with HIf -1 (H-206) 5210790,

[RESEARCH USE j
For research use only, not for use in diagnostic procedures.

{PROTOCOLS !

See our web site at www.scbt.com or gur catalog for detziled protacols
and suppert produsts.

Santa Cruz Biotechnology, fne.  1.800.457.3801  B31.457.3800
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Stres Oksidatif Pada Hati Tikus
Yang Diinduksi Hipoksia Sistemik

Abdul Halim Sadikin, Sri Widia A. Jusman, Septelia Inawati Wanandi

Departemen Biokimia dan Biologi Molekuler, Fakultas. Kedokteran,
Umversitas Indonesia
Jalan Salemba Raya No. 6, Jakarta Pusat, Indonesia

Abstrak

Keadaan hipoksia menyebabkan peningkatan Hypoxia Inducible Factor (HIF)
sebagai respon terhadap menurunnya kadar oksigen. Selain menyebabkan peningkatan
HIF, hipoksia juga menyebabkan peningkatan pembentukan dan penglepasan Reactive
Oxygen Species (ROS) dari dalam mitokondria yang kemudian akan meregulasi respons
terhadap O, yang rendah. Akibat peningkatan pembentukan ROS, kemungkinan dapat
terjadi stres oksidatif. Penelitian ini bertujuan untuk mempelajari dan mengamati
pengaruh hipoksia sistemik terhadap ekspresi gen HIF l-u dan stres oksidatif pada
jaringan hati tikus yang diindiksi hipoksia sistemik selama 1, 3, 7 dan 14 hari yang
dibandingkan dengan kelompok normoksia sebagai kontrol.

Induksi hipoksia sistemik dilakukan dengan memaparkan tikus jantan Sprague-
Dawley terhadap lingkungan dengan oksigen 10% dan nitrogen 90% dalam sungkup
hipoksia. Kadar protein, giutation (GSH) dan malondialdehid (MDA) diperiksa dari
homogenat hati tikus. Kadar protein dihitung dengan mengukur serapan pada A 280 nm
dan dibandingkan dengan serapan larutan standar Bovine Serum Albumin. Kadar
malondialdehid (MDA) ditetapkan dengan metode Wills dan kadar glutation (GSH)
diukur dengan metode Ellman. Analisis ekspresi gen HIF 1-a dilakukan dengan metode
Western Blot dengan menggunakan anti HIF 1-a sebagai antibodi primer, anti IgG mouse
sebagai antibodi sekunder dan pewamaan menggunakan aminoethyl carbazole.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa kadar MDA hati meningkat mulai
hari ke-1 hipoksia dan bertahan sampai 14 han, walaupun tidak bermakna secara
statistik. Kadar GSH hati menunjukkan penurunan yang bermakna seiring dengan
lamanya hipoksia. Hasil Western Blot menunjukkan adanya HIF l-a pada
normoksia, hipoksia 1 hari dan 3 hari, Dapat disimpulkan bahwa terjadi stres
oksidatif di jaringan hati seiring dengan lamanya hipoksia.

Kata kunci: Hipoksia sistemik, stres oksidatif, Western Blot, MDA GSH, HIF 1-a
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Abstract

Hypoxia condition increases the level of hypoxia-inducible factor (HIF) as
response to oxygen deprivation. Hypoxia also increases production and releases of
reactive oxygen species (ROS) from mitochondria. Excessive production of ROS can lead
to oxidative stress, due to its reactivity with macromolecules within cell, i.e lipid. The
objective of this study is to observe the effects of induction of systemic hypoxia on
expression of HIF 1-u gene and its relation oxidative stress in rat liver tissue.

The experiment was conducted on 25 male Sprague-Dawley rats, which were
divided into 5 groups : normoxic, hypoxia for 1 day, 3 days, 7 days and 14 days.
Induction of systemic hypoxia was carried by exposing the rats in a hypoxic chamber
with environment 10% O, and 90% N; To asses the oxidative stress condition,
malondialdehyde (MDA} and glutation {GSH) concentration in liver was measured using
Wills’ and Ellman’s method, respectively. Expression of HIF 1-o gene was analyzed
using Western Blot.

The result showed that MDA concentration is higher in all hypoxic group
with no statistically significance difference. The GSH level decreased
significantly until day 14. It seemed that oxidative stress occurred at day 14. HIF
1-o. was expressed in normoxic condition, hypoxia day 1 and day 3. It was
concluded that oxidative stress was more likely to occur at day 14 of hypoxia.

Keywords: hypoxia, oxidative stress, MDA, GSH, HIF 1-q, liver, Western Blot

1. Pendahuluan subunit-§ dengan BM 91-94 kDa yang
Hipoksia adalah suatu keadaan merupakan protein konsitutif. HIF 1-o

dimana suplai oksigen tidak mencukupi
untuk keperluan sel, jaringan atau organ.
Keadaan hipoksia dapat disebabkan oleh
berbagai faktor, antara lain tekanan
parsial oksigen (pO,) yang rendah dalam
darah  arteri  (fypoxic  hypoxia),
menurunnya Kapasitas transport oksigen
oleh Hb (anemic hypoxia), insufisiensi
perfusi darah ke jaringan (circulatory/
ischemic hypoxia), penurunan
kemampuan jaringan untuk
menggunakan oksigen karena keracunan
sel atau jaringan (histoloxic/ cytotoxic
hypoxia) serta gangguan difusi oksigen
(diffusional hypoxia) (Vaupel et al,
2004).

Keadaan hipoksia menyebabkan
meningkatnya Hypoxia Inducible Factor
(HIF) sebagai  respon  terhadap
menurunnya kadar oksigen. Pada
keadaan normal HIF didegradasi oleh
sistem ubikitin proteasom. HIF 1
merupakan molekul protein
heterodimer, terdiri dari subunit o
dengan BM 120 kDa yang sensitif
terhadap perubahan kadar oksigen dan

merupakan protein yang labil dan
mengalami stabilisasi sebagai respon
terhadap hipoksia (Giaccia, 2004). HIF
1-B dikenal juga sebagai ARNT (ary!
hydrocarbon  nuclear  translocator).
Agar aktif, HIF 1-o harus membentuk
kompleks dengan HIF 1-3 dan keadaan
ini dapat terpenuhi jika terjadi hipoksia.
Terjadinya hipoksia menyebabkan HIF
l- menjadi stabil dan selanjutnya
membentuk kompleks dengan HIF 1-f
yang kemudian bertranslokasi ke inti
untuk  berikatan dengan  Jiypoxia
response element (HRE) pada promotor
gen sasaran HIF-1 dan menginisiasi
ekspresi gen (Schuler et al., 2005, Lee et
al., 2004, Wenger, 2002). Sejumlah gen
akan mengalami peningkatan regulasi
yang Dbertyjuan untuk mengurangi
ketergantungan sel terhadap oksigen dan
meningkatkan pasokan oksigen ke
jaringan {Zagorska et al., 2004). Banyak
gen yang diregulasi oleh HIF-1 terlibat
dalam mekanisme adaptasi terhadap
hipoksia, seperti enzim jalur glikolisis,
eritropoetin dan VEGF.
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Selain menyebabkan
meningkatnya HIF, hipoksia juga
menyebabkan peningkatan
pembentukan dan penglepasan ROS
(Reactive Oxygen Species) dari dalam
mitokondria yang kemudian akan
meregulasi respons terhadap O, yang
rendah. Pembentukan ROS terjadi
terutama pada kompleks II1 dari rantai
transport elektron di dalam mitckondria.
Pada pembentukan ubikinol dari
ubikinon terbentuk radikal
ubisemikinon. Radikal ini berpotensi
untuk mendonorkan elektronnya kepada
O, sehingga terbentuk radikal anion
superoksida  (0,"). Pada keadaan
hipoksia, pembentukan ROS dari
kompleks ini meningkat. Bila transport
elekiron dihambat dengan inhibitor pada
tempat yang lebih proksimal, dengan
rotenon, ubikinon teroksidasi penuh dan
pembentukan ROS pada kompleks III
tidak terjadi. Peningkatan ROS ini akan
memicu jalur transduksi sinyal yang
antara lain akan menyebabkan stabilnya
HIF 1-a¢ (Giaccia et al., 2004} yang
selanjutnya menyebabkan
diekspresikannya  berbagai  protein
sebagai respons terhadap hipoksia.

Selama hipoksia, proses
pembentukan ROS akan meningkat dan
hal ini akan menyebabkan terjadinya
stres oksidatif. Bila kadar ROS melewati
pertahanan antioksidan tubuh, ROS
dapat bereaksi dengan lipid, protein dan
DNA sehingga menyebabkan kerusakan
sel (Giaccia er al, 2004, Giordano,
2005). Peroksidasi lipid merupakan
reaksi antara radikal bebas dengan asam
lemak tak jenuh jamak yang hanyak
terdapat di membran. Peroksidasi lipid
dapat menyebabkan kerusakan membran
sel dan membran organel,

Peroksida lipid akan mengalami
degradasi antara lain menjadi
malondialdehid (MDA) (Hallhiwell ef al.,
1998, Wills, 1987). Ada mckanisme
yang melawan-imbang produksi ROS.
Glutation (GSH) merupakan
antioksidan utama yang berperan
penting dalam mempertahankan
kesetimbangan redoks intrasel. Glutation
dapat menangkal sifat merusak ROS

melalui reaksi yang dikatalisis glutation
peroksidase (Haddad, 2002).

2. Metode Penelitian

Penelitian  ini  merupakan
eksperimen in vivo model hipoksia
menggunakan tikus Sprague-Dwaley.
Hipoksia dilakukan di di dalam Aypoxic
chamber yang dialirkan udara dengan
konsentrasi 10% oksigen dan 90%
nitrogen. Ada 5 kelompok perlakuan
yakni kelompok kontrol, hipoksia 1 hari,
3 hari, 7 hari dan 14 hari. Setelah
perlakuan, tikus dikorbankan dan
diambil organ hatinya.

Jaringan hati ditimbang dan
dibuat homogenate dengan larutan PBS
pH 7,4 0,1M. Perhitungan kadar protein
ginjal dilakukan dengan
spektrofotometer pada 24280 nm
berdasarkan kurva standar protein yang
diperoteh dari BSA. Pengukuran kadar
MDA dilakukan menurut metode Wills
sedangkan pengukuran kadar GSH
dilakukan menurut metode Ellman.

Pengukuran ekspresi gen
dilakukan dengan metode Western Blot.
Protein diisolasi dari jaringan menurut
protokol dari kit TriPure®, Elektroforesis
dilakukan menurut metode Laemmli
menggunakan SDS dan poliakrikamid.
Blotting dilakukan dengan alat semi-dry.
Sebagai antibodi primer digunakan anti
HIF 1l-« dan antibodi sekunder
menggunakan anti IgG tikus. Pewarna
menggunakan aminoethyl carbazole
dengan peroksidase.

3. Hasil dan Pembahasan

Hipoksia dapat menyebabkan
meningkatnya pembentukan ROS di
daltam sel. Pembentukan ROS selama sel
mengalami hipoksia terutama berasal
dani mitokondria tepatnya dari rantai
transport elektron (Halliwel, 1998).

ROS yang meningkat
pembentukannya di dalam sel akan
dilawan imbang oleh senyawa-senyawa
yang bersifat antioksidan. Hal ini
bertujuan agar sel tidak mengalami stres
oksidatif. Tetapi pada tahap tertentu sel
tidak mampu lagi untuk melawan
imbang pembentukan ROS di dalam sel.
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