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ABSTRAK

Nama : Yulia Suciati
Program studi : Magister [Imu Biomedik
Judul : Pola mRNA Hypoxia Inducible Factor-1a (HIF-1a) dan Ekspresi

Protein HiF-1a Ginjal Tikus pada Hipoksia Sistemik Kronik

Keadaan hipoksia dapat membuat sel melakukan adaptasi melalui ekspresi
berbagai macam gen. Banyak gen tersebut adalah gen yang diinduksi oleh suatu
faktor transkripsi yang disebut HIF-1. HIF-1a adalah subunit yang diregulasi oleh
kadar oksigen untuk aktifitas faktor transkripsi tersebut.

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui bagaimana pola mRNA HIF-1a
dan ekspresi protein HIF-1a pada organ ginjal dari tikus yang mengalami kondisi
hipoksia secara sistemik yang terbagi menjadi 5 kelompok berdasarkan lamanya
perlakuan (kelompok kontrol, hipoksia 1, 3, 7 dan 14 hari masing-masing 6 ekor
tikus) menggunakan Hypoxic Chamber dengan kadar O, 8% dan Nitrogen 92%.
Pola mRNA HIF-1a dilihat berdasarkan hasil RT-PCR dengan membandingkan
rasio kelompok normoksia dan kelompok hipoksia. Ekspresi protein HIF-la
dilakukan dengan metode Western Blot dengan menggunakan anti HIF-1a sebagai
antibodi primer.

Hasil penelitian menunjukkan terdapat penurunan ekspresi mRNA HIF-1a
dibandingkan kontrol pada kelompok hipoksia 1 hari dan diikuti peningkatan pada
kelompok hipoksia 3 hari dan mulai mengalami penurunan kembali pada
kelompok 7 hari. Sementara protein HIF-Iz memperlihatkan terdapatnya
peningkatan ekspresi protein HIF-la yang mulai mengalami penurunan pada
kelompok hipoksia 14 hari. Dapat disimpulkan bahwa regulasi HIF-1a terjadi
pada tahap transkripsi dan tahap pasca transiasi.

Kata kunci
Hipoksia, ekspresi gen HIF-1q, Ginjal
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ABSTRACT

Name : Yulia Suciati
Study Programe : Biomedical Science
Title : Pattern of Hypoxia Inducible Factor-la (HIF-1a) mRNA

and HIF-1a protein Expression of Renal Rat in Systemic Chronic Hypoxia

Hypoxia could make cell to adapt trough gene expression. Many of these
gene induced by the transcription factor called HIF-1. HIF-1a is the subunit which
regulated by oxygen level to activated the transcription factor.

The aim of this study is to know the pattern of Hypoxia Inducible Factor-
la (HIF-1a) mRNA and HIF-1g protein Expression of Renal Rat in Systemic
Chonic Hypoxia which divided to 5§ groups based on the duration of hypoxia
(control, 1, 3, 7, and 14 days of hypoxia with 6 rats each group } using hypoxic
chamber with 8% oxigen and 92% Nitrogen. The pattern was measure with RT-
PCR which combine the ratio of control group and the hypoxic group. The protein
expresston measure with Western Blot method using anti HIF-1a as 1% antibody.

The result shows that HIF-lo mRNA expression decrease in 1% day of
hypoxia, elevated and reach a peak at 3 days of hypoxia and start to decrease
since then. While the HIF-1a protein shows an increase expression until 14 days
of hypoxia which start to decrease. It can be concluded that HIF-1a regulation
occurs in transcription level and post translation.

Key Words:
Hypoxia, HIF-1a gene expression, Renal
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BABI
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Oksigen memegang peranan penting dalam kehidupan terutama pada
organisme aerob, yang menggunakan oksigen dan berperan sebagai akseptor
elektron terakhir pada rantai pernafasan dalam rangka memperoleh energi
maksimal”> Sel memiliki respon terhadap perubahan ketersediaan oksigen
yang berdampak pada banyak aspek homeostasis baik secara fisiologis
maupun patologis”, Selama lebih dari satu dekade terakhir, pemahaman
mengenai mekanisme adaptasi terhadap hipoksia pada tingkat molekuler telah
jauh berkembang. Sebagai respon terhadap hipoksia, terdapat perubahan
ekspresi banyak gen yang temyata diperantarai oleh suatu faktor transkripsi
yang dinamakan Hypoxia Inducible Transcription Factor (HIF)™™,

HIF diaktivasi secara fisiologis oleh hipoksia "), Kedua mRNA subunit
HIF (o dan B) dan proteinnya selalu diekspresi, namun subunit HIF la secara
cepat langsung didegradasi pada kondisi normoksia . Hal ini menyatakan
bahwa jumlah HIF la diregulasi oleh proses degradasi. Dalam keadaan
normoksia, proses degradasi diperankan oleh Oxygern Dependent Degradation
Domain (ODD) yang akan dikenali oleh suatu protein supresor tumor, Von
Hippel Lindau (pVHL)"®. Interaksi antara HIF 1o dan pVHL dipicu oleh
adanya hidroksilasi pasca translasi pada residu prolin yang terdapat di ODD
HIF la yang dikatalisis oleh HIF-Prolyl Hidroksilase ®®). Protein yang
terhidroksilasi ini dikenali oleh pVHL, yang berfungsi sebagai komponen
kompleks multisubunit ubiqgitin ligase. Hal ini mempromosi protein HIF la
untuk didegradasi oleh proteasom.!?. pVHL akan gagal mengenali HIF la
dalam kondisi hipoksia, yang akan menyebabkan peningkatan protein HIF
1e!”. HIF la akan bertranslokasi ke inti dan berdimerisasi dengan subunit
HIF 1 membentuk faktor transkripsi yang akan berikatan dengan Hypoxia
Response Elements (HREs) pada promoter dan mengaktivasi lebih dari 60 gen
target 3%,

HIF ternyata juga mempunyai peran penting dalam regulasi proses

biologis baik pada kondisi fisiologis maupun patologis ginjal. Ginjal adalah
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organ yang sangat sensitif terhadap perubahan pasokan oksigen. Sensitivitas
ini memiliki keuntungan salah satunya dengan cara memfasilitasi ginjal untuk
memproduksi eritropoetin dalam mekanisme adaptasinya. Regulasi produksi
eritropoetin diinduksi oleh HIF la. Namun, tingginya sensitivitas terhadap
tekanan oksigen ini juga dapat mengakibatkan kecenderungan ginjal terhadap
terjadinya kerusakan sel yang disebabkan hipoksia (hypoxic injury).

Ginjal adalah organ yang menunjukkan karakteristik yang unik antara
pasokan darah dan oksigenasinya.. Meskipun aliran darah ginjal dan pasokan
oksigen tinggi, namun tekanan oksigen di ginjal relatif rendah terutama pada
medulla ginjal. Hal ini disebabkan adanya struktur susunan antara arteriol
affereni dan efferent yang paralel, yang memungkinkan oksigen dapat
melewati arteriol menuju venula post glomerulus secara difusi. Adanya
countercurren! yang tertutup pada peritubular ini yang mempertahankan
kondisi hipoksia secara fisiologis (10-15 mmHg) ®. Sel —sel segmen tubulus
proksimalis dan tubulus distal asendens sangatlah peka terhadap ketiadaan
oksigen. Terbatasnya pasok oksigen pada jaringan ginjal menyebakan ginjal
peka terhadap hipoksia dan telah lama diketahui pula bahwa hipoksia
memegang peran penting dalam patogenesis dan progresivitas gagal ginjal
akut dan kronis. Pada kedua kondisi ini, hipoksia tidak hanya menyebabkan
penurunan energi dan aktivasi metabolisme alternatif, namun juga
menginduksi mekanisme regulasi melalui ekspresi gen tertentu,

Secara khusus, HIF berperan dalam regulasi angiogenesis, metabolisme
energi, apoptosis dan metabolisme besi, regulasi pH dan regulasi vasomotor.
Hipoksia memegang peranan penting dalam perkembangan kerusakan ginjal
akut, nefropati radiokontras, dan glomervlonefritis akut. Banyak data
menujukkan hipoksia kronik adalah jalur utama dari stadium akhir gagal
ginjal kronik &,

Melihat bahwa hipoksia pada ginjal mempunyai peran penting dalam
perkembangan dan progresivitas baik gagal ginjal akut maupun kronis, maka
aktivasi HIF dapat menjadi sasaran utama terapi dalam pendekatan terapi di

masa depan yang dapat dipertimbangkan untuk gagal ginjal, dimana aktivasi
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HIF dapat menimbulkan ekspresi berbagai macam gen yang bertujuan untuk

mekanisme adaptasi terhadap kondisi hipoksia pada ginjal %,

1.2 Rumusan Masalah

Dalam keadaan normoksia, subunit HIF 1a tetap dickspresikan oleh sel,
namun langsung mengalami degradasi oleh sistem ubigitin proteasom proteolisis.
HIF 1¢ akan teraktivasi bila berikatan dengan HIF 1 B membentuk dimer sebagai
faktor transkripsi dalam keadaan hipoksia . Hal ini dimungkinkan karena protein
HIF la tidak mengalami degradasi oleh sistem ubiqitin proteasom proteolisis.
Berdasarkan itu, dapat disimpulkan beberapa ramusan masalah sebagai berikut:
1.2.1 Bagaimanakah pola mRNA HIF la dan ekspresi protein HIF la pada tikus

dengan berbagai durasi hipoksia sistemik?

1.2.2 Apakah polanya menggambarkan hubungan sebanding antara peningkatan

mRNA dan protein HIF la dengan lamanya hipoksia sistemik?

1.3. Hipotesis Penelitian

1.3.1 Hipoksia sistemik kronis meningkatkan ekspresi mRNA HIF-ia pada
ginjal.

1.3.2. Hipoksia sistemik yang kronis meningkatkan ekspresi protein HIF la pada
ginjal.

1.3.3. Terdapat hubungan antara ekspresi mRNA HIF-1a dan protein HIF-1a.

1.4 Tujvan Penelitian

1.4.1. Tujuan Umum :

Mempelajari respon ginjal pada tingkat molekul dalam keadaan hipoksia

sistemik kronis

1.4.1.2. Tujuan Khusus
1. Mempelajari perubahan ekspresi HIF 1a pada tingkat mRNA
2. Mempelajari perubahan tranlasi HIF 1a pada tingkat protein
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1.5 Manfaat penelitian

Penelitian ini diharapkan akan menambah pemahaman pada keadaan
hipoksia yang dialami ginjal pada tingkat molekuler dan dari sini diharapkan
dapat memberi sumbangan untuk mengarahkan pengembangan obat dan

pemberian tindakan.
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BAB 11
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 PENGANTAR

Oksigen memegang peran utama dalam keberlangsungan kehidupan, terutama
pada organisme aerob yang menggunakan oksigen yang berperan sebagai
akseptor elektron terakhir pada rantai pernafasan dalam rangka memperoleh
energi maksimal. Oleh karena itu kemampuan wuntuk mempertahankan
homeostasis oksigen sangat penting bagi organisme, baik vertebrata maupun
invertebrata. Untuk ini, sistem fisiologi berkembang untuk memastikan oksigenasi
yang optimal bagi tiap sel suatu organisme. Pada invertebrata sederhana, difusi
langsung O, sudah cukup untuk oksigenasi, namun pada manusia dan vertebrata
lainya, luasnya permukaan tubuh telah dihubungkan dengan perkembangan
infrastruktur fisiologis yang lebih kompleks untuk penghantaran Qs, vang terdiri
atas intake and pumping station ( paru dan diafragma), transporter ( eritrosit), alat
propulsion device (jantung), dan sistem vaskularisasinya. '

Organsime aerob memiliki kemampuan untuk mengindera dan
memberikan respon terhadap perubahan kadar oksigen guna kelangsungan
hidupnya. Mekanisme penginderaan oksigen (oxigen sensing) ini dikembangkan
untuk menjaga homeostasis oksigen, sekaligus untuk beradaptasi terhadap kondisi
hipoksia (suplai oksigen kurang dari yang dibutuhkan jaringan). Penginderaan
oksigen ini dilakukan oleh sel-sel kemoreseptor seperti badan karotis dan
neuroepitelial yang akan meregulasi sistem kardiovaskular dan frekuensi
pernafasan. Namun saat ini diyakini tiap se! yang memiliki inti dapat juga
merespon kekurangan O, (hipoksia) baik akut maupun kronik yang berakibat akan
terjadinya adaptasi baik pada kondisi akut berupa kompensasi maupun keadaan

kronik berupa perubahan-perubahan ekspresi gen.’

2.2 HIPOKSIA
Hipoksia adalah suatu istilah yang menggambarkan keadaan sel dengan kadar
oksigen berada di bawah kadar normal jaringan tersebut. Dalam kondisi

normoksia, udara yang kita hirup mengandung kurang lebih 21% Q.. Rentang
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I

variasi yang cukup besar ditemukan pada organ atau jaringan yang berbeda. Kadar
oksigen seluler antara 0,02%- 3% dapat dikatakan hipoksia, dan bila kadar
oksigen berada dibawah 0,02% dikatakan anoksia. Namun ada pula yang
mengatakan hipoksia adalah kondisi yang terjadi bila oksigenasi jaringan
berkurang menjadi dibawah tekanan oksigen kritis. Tekanan oksigen kritis adalah
tekanan minimal oksigen yang diperlukan untuk oksidasi sitokrom c dalam
mitokondria secara sempurna. Nilai ini berbeda-beda pada tiap jenis sel. Sebagai
contohnya, tekanan oksigen kritis untuk tubulus proksimal ginjal adalah 10-17
mmHg. Namun definisi praktis dari hipoksia adalah apabila suplai oksigen kurang
dari yang dibutuhkan oleh organ, jaringan, atan sel sehingga mempengaruhi
fungsi biologis. Terdapat berbagai istilah yang memiliki arti berbeda namun
seringkali tertukar mengenai hal ini. Iskemia merupakan kondisi hipoksia yang
disebabkan oleh bendungan atau terhambatnya sirkulasi vaskuler suatu jaringan,
sedangkan anoksia menunjukkan ketidaktersediaan oksigen yang seharusnya
dibuktikan dengan tidak berfungsinya sitokrom oksidase di mitokondria. Anoksia
kimia terjadi jika terdapat inhibitor metabolik yang menginduksi pengurangan
jumlah ATP atau penurunan kadar oksigen.'

Hipoksia dapat disebabkan oleh rendahnya tekanan parsial O, pada arteri
akibat penyakit paru atau pada dataran tinggi (hipoksia hipoksemik). Dapat pula
disebabkan oleh berkurangnya kemampuan darah dalam mengangkut O, akibat
anemia, methemoglobinemia, dan keracunan karbon monoksida , berkurangnya
perfusi jaringan baik umum maupun lokal (hipoksia iskemik), gangguan difusi,
dan ketidakmampuan sel dalam menggunakan O, akibat intoksikasi contoh pada

keracunan sianida (hipoksia histotoksik).

2.3 HIF 1 g, struktur, regulasi dan gen-gen target

Pada sel mamalia, paparan akan adanya lingkungan rendah oksigen akan
merangsang jalur respon hipoksia yang berpusat pada regulasi ekspresi suatu
faktor transkripsi. HIF 1 @ adalah suatu faktor transkripsi yang ditemukan ketika
teridentifikasinya HRE (Hypoxia Response Elemen) pada enhancer 3’ gen
eritropoetin  (EPO), suatu hormon yang menstimulasi proliferasi eritrosit.

Berdasarkan penelitian ditemukan bahwa protein yang menempel pada HRE
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tersebut adalah HIF 1, suatu protein heterodimer yang terdiri atas sububit a dan £,
dan subunit B selalu terekspresi. HIF 1P dikenal juga sebagai ARNT (4ry/
hydrocarbon Tramslocator). Sejak ditemukannya hingga saat ini diketahui
ternyata HIF 1 bekerja pada promoter bermacam-nacam gen yang terinduksi oleh
kondisi hipoksia ini,' 24119

Berdasarkan strukturnya, HIF 1 adalah suatu heterodimer yang terdiri atas HIF
1 o dan B. Sisi amino kedua subunit mengandung domain basic-helix-loop-helix
{bHLH) dan PER-ARNT-SIM (PAS). Tiap subunit mengandung dua domain
PAS, yaitu PAS- A dan PAS- B. Domain PAS ini mengandung 100-120 asam
amino, terlipat dalam lima untai antiparalel lembaran-$ dan diapit oleh beberapa
heliks a. Domain bHLH adalah suatu superfamili yang luas dari dimer faktor
transkripsi eukariot, dengan domain HLLH memediasi dimerisasi, sementara basic
domain yang akan berikatan dengan HRE-DNA (Gambar 2.1.b).2 Terdapat dua
domain transaktivasi, yaitu N- terminal (N-TAD ) dan C-terminal (C-TAD). Pada
domain C-TAD  dapat berikatan  ko-akiovator seperti CBP/p300 untuk
mengaktifkan transkripsi gen (Gambar 2. 1.2 dan 2. 1. ¢).! 419

Pada mamalia, terdapat tiga gen yang menyandikan subunit HIF o yang
memiliki regulasi yang hampir sama, yaitu HIF 1o, HIF 2 o, HIF 3 o. HIF 2¢
mentiliki 48% sekuens asam amino yang serupa dengan HIF 1 q.. Berbeda dengan
ekspresi HIF 1a, ekspresi HIF 2a terutama pada paru, endotel, dan badan karotis.>
Sementara HIF 3a, yang ditemukan terakhir, juga diekspresikan pada berbagai

jaringan namun lebih terbatas dalam regulasi homeostasis oksigen.’
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2.4 Regulasi HIF 1'24111°

Aktivitas biologis HIF 1 ditentukan dari ekspresi dan aktivitas subunit HIF 1a.
Regulasi ekspresi dan aktivitasnya dapat terjadi pada beberapa tahap, yaitu
ekspresi mRNA, ekspresi protein, lokalisasi inti sel dan translokasi. Di antara ini
semua, yang paling banyak dipelajari adalah regulasi pada tahap ekspresi tingkat

protein.
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Baik HIF ia maupun HIFIB, adalah protein yang secara terus menerus
terekspresi, namun terdapat perbedaan sensitivitas pada perubahan ketersediaan
oksigen. HIFIB tidak sensitif terhadap adanya perubshan ini. Protein HIF la
memiliki waktu paruh yang pendek (t 1/2~5 menit) dan sangat diatur oleh

% Meskipun demikian, transkripsi dan sintesis HIF la berlangsung terus

oksigen.
menerus tidak terpengaruh akan ketersediaan oksigen. Hanya saja pada kondisi

normoksia, protein HIF {a akan segera terdegradasi sehingga akan sulit mencari

keberadaannya.

o

>< upregulated gens

8- g '-:I- expresslon

> —— . v

I ARNT  HIF-u p30%
o Gambar 2.2.
- Regulasi HIF pada kondisi
2-0G normoksia dan hipoksia '

ascorbate

Normoxia
i ‘
2 2

\/ pVHL-mediated ubiguitnation of HIF
O nuciear expart
-

degradation by the proteasomse

Modifikasi HIF 1o terjadi pada beberapa bagian domain. Dalam keadaan
suplai oksigen yang adekuat, hidroksilasi dua residu prolin dan asetilasi residu
lisin pada domain ODD akan menyebabkan interaksi antara HIF la dengan von
Hippel-Lindau protein tumer supresor (pVHL), yang merupakan bagian dari E3-
Ubiquitin Ligase kompleks yang akan membawa HIF la untuk didegradasi
melalui jalur proteasom (Gambar 2.2). Interaksi antara pVHL/ HIF 1o sangat
lestari antara spesies dan membutuhkan hidroksilasi dari residu prolin yang
spesifik (Pro402 dan Pro564 pada HIF lo manusia) pada domain Oxygen-
Dependent Degradation Domain (ODD) HIF 1a. Hidroksilasi Prolil oleh prolil 4
hidroksilase (PHD) dan pengikatan ke pVHL sangat diperiukan untuk eksekusi
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proteolisis HIF 1o pada kondisi normoksia. Enzim PHD ini merupakan
dioksigenase yang menggunakan besi, oksigen dan 2-oksoglutarat sebagai
substratnya. Adanya oksigen akan menyebabkan PHD aktif dan dapat
menghidroksilasi prolin, sehingga hasil akhirnya dapat terjadi degradasi HIF iq,
sementara ketiadaan oksigen akan menyebabkan hilangnya aktivitas enzimatik,
sehingga hidroksilasi prolin tidak terjadi. Dengan demikian tidak akan ada
interaksi pVHL dan HIF 1a, dan akan berakibat stabilisasi dan akumulasi HIF 1a
di dalam sel. HIF-1a yang terstabilisasi akan berdimer dengan HIF-1§ untuk
mengaktifkan gen sasaran. Kebutuhan mutlak akan adanya oksigen sebagai ko
substrat memungkinkan PHD sebagai sensor oksigen pada sel (Gambar 2.3). '*'?

Azp 115

Hes 374 Hs2m HIF Asn 803
R inate HIF Pro 402 /364 . succinate
€0, -CO;

N h A

0 AR

o : !
M D =
o
.,

Gambar 2. 3 . Modifikasi polipeptida HIF oleh Prolil dan asparagil hidroksilase HIF."

Dalam kondisi hipoksia, terdapat beberapa pengaturan, di antaranya adalah
stabilisasi melalui modifikasi pasca translasi melalui PHD yang tidak aktif, yang
menyebabkan tidak terjadinya hidroksilasi prolin sehingga pVHL tidak mengenali
HIF le untuk didegradasi. Terdapat tiga PHD yang telah teridentifikasi pada
mamalia, yaitu PHD1, PHD2, PHD3, Namun stabilisasi saja tidak cukup untuk
aktivasi transkripsi. Pengaturan kedua adalah modulast dari transaktivasi domain
N-TAD (N-Trans Activation Domain)dan C-TAD (C-Trans Activation Domain).
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Domain ini berfungsi untuk mengikat koaktifator transkripsi seperti CBP/p300,
SRC-1, TIF2. Dalam kedaan normal, hidroksilasi residu asparagin pada domain
C-TAD (Asn803) oleh FIH (Factor Inhibiting HIF) akan mencegah interaksi HIF
la dengan CBP/p300. Namun hipoksia membatalkan hidroksilasi asparagin,
sehingga C-TAD HIF la dapat berinteraksi dengan CBP/p300 yang berakibat
aktivasi transkripsi gen target yang dituju.'*"2

Sel dan organ perlu untuk beradaptasi pada perubahan suplai oksigen,
maka tidaklah mengherankan manakala diketabui terdapat bermacam-macam gen
sasaran HIF 1 yang meregulasi kondisi ini. Hingga saat ini telah diketahui
terdapat lebih dari 100 gen yang diregulasi oleh HIF 1 dengan berbagai macam
fungsi (Tabel 2.1)."" ‘

Untuk dapat mengaktifkan transkripsi gen sasaran ini, HIF loa akan
dimerisasai dengan HIF 1p, dan heterodimer ini akan berikatan dengan DNA pada
sekuens konsensus 5°-RCGTG-3’. Situs ikatan HIF-la terdapat pada Hypoxia
Response Element (HRE), suatu cis-acting sekuens regulator transkripsi yang
dapat berada pada sisi 5° atau 3’atau diantaranya pada gen target.’
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TABEL 2.1

Gen Sasaran HIF-1

Fungsi

Gen

Eritropoiesis/ metabolisme besi

Erythropoietin (EPO)

Transferrin (Tf)

Transferrin receptor {Tfr)

Ceruloplasmin

Anpiogenesis

Vascular endothelial prowth factor (VEGF)

Endocrine-pland-derived VEGF (EG-VEGF)

Leptin (LEF)}

Transforming growth factor-_3 (TGF-_3)

Vascular tone

Nitric oxide synthase (NDS2)

Herme oxygenase 1

Endothelin 1 (ET1)

Adrenomedulin (ADM}

_1B-Adrenergic receptor

Matrix metabolism

Matrix metalloproteinases (MMPs)

Plasminogen activator receptors and inhibitors (PAls)

Collagen proly! hydroxylase

Metabalisme Glukosa

Adenylate kinase-3

Aldolase-A,C (ALDA C)

Carbonic anhydrase-9

Enolase-1 (ENQO1)

Glucose transporter-1,3 (GLUL3)

Glyceraldehvde phosphate dehydrogenase (GAPDH)

Hexokinase 1,2 (HK1,2)

Lactate dehydrogenase-A (LDHA)

Pyruvate kinase M (PXM)

Phosphofructokinase L (PFKL)

Phosphoglycerate kinase 1 (PGK1)

6-phosphofructo-2-kinase/pructose-2,6-bisphosphate-3

(PFEFB3)

Cell proliferation/survival

Insulin-like growth factor-2 (IGF2)

Transforming growth factor-0 (TGF- )

Adrenomedullin (ADM)

Apoptosis

Bel-2/adenovirus EIB 19kD-interacting protein 3 (BNip3)

Nip3-like protein X (NIX)

Sumber: Ke, Q et al, 2006, Mol Pharmacol 70:1469-8011

2.5 Hipoksia pada ginjal dan pengaruhnya terhadap kerusakan ginjal

Dalam rangka mempertahankan kondisi milien darah yang stabil, maka fungsi

ginjal dibutuhkan dalam mempertahankan tingginya filtrasi glomerulus, bahkan

dikatakan seluruh plasma akan mengalami filtrasi tiap 30 menit.”’ Namun dari

yang difiltrasi, hanya 1% yang dieksresi, 99% akan kembali di reabsorbsi . Proses

ini memerlukan transport aktif dan menggunakan oksigen. Hal ini berakibat

bahwa ginjal adalah organ kedua yang banyak menggunakan oksigen setelah

jantung (Gambar 2.4).
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Gambar 2.4. Struktur nefron ginjal, Sumber: www. Imagegoogle.com

Ginjal adalah organ yang unik dalam hal tekanan oksigen jaringan. Walaupun
aliran darah ke ginjal relatif tinggi dibandingkan organ-organ tubuh lainnya (&
20% dari curah jantung), namun tekanan oksigen jaringan ginjal relatif lebib
rendah dan bervariasi dibanding dengan organ lainnya. Sebagai contoh tekanan
oksigen pada medulla ginjal tidak pernah lebih dari 10 mmHg, dan tekanan rata-
rata pada korteksnya + 30mmHg. Rendahnya tekanan ini disebabkan oleh
berbagai hal, di antaranya adalah struktur anatomi pada arteri preglomerular dan
vena yang berjalan parallel yang memungkinkan untuk terjadinya pertukaran
oksigen secara difusi sehingga dapat menurunkan pO, korteks ginjal. Honig et al
mengatakan bahwa jarak 15-30 um kedua pembuluh darah tersebut dapat terjadi
difusi oksigen. Namun penelitian lain mengatakan hal ini tergantung selain pada
jarak kedua pembuluh darah juga pada luas permukaan untuk dapat terjadinya
pertukaran oksigen (Gambar 2.5 dan 2.6).>1>'¢
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Gambar 2.5. Vaskularisasi ginjal, Sumber : www.imagegoogle.com

Adanya pirau O, pada daerah arteri dan vena preglomerular dapat memberikan
keuntungan berupa terbatasnya PO, korteks sehingga akan mengurangi produksi
Reactive Oxygen Species . Namun hal ini juga menyebabkan ginjal sangat rentan
terhadap kondisi hipoksia. Berbeda dengan korteks, pada medulla ginjal yang
terbagi menjadi dua daerah, medulla dalam dan luar, daerah ini secara fisiologis
berada pada kondisi hipoksia, ditandai oleh konsumsi O, yang tinggi berbanding
terbalik dengan pasok O, yang rendah. Aliran darah medulla dikatakan hanya
10% dari aliran darah ginjal. Nefron ginjal bagian medulla ini tampak beradaptasi
baik terhadap kondisi hipoksia, sehingga memiliki daya proteksi yang lebih baik
dibandingkan korteks dan bagian luarnya pada kondisi hipoksia patologis."
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) o
Gambar 2.6. Skema pirau O, pada J

Kapiler yang berdekatan. Sumber:

www. Imagegoogie.com

Respon terhadap kondisi hipoksia berbeda pada masing-masing sel ginjal.
Terdapat korelasi yang erat antara kegagalan fungsi ginjal dan seberapa besar
kerusakan tubulointerstisial ginjal pada beberapa penelitian, yang menunjukkan
bahwa ada jalur akhir rusaknya fungsi ginjal disebabkan kerusakan jaringan
tubulointerstitialnya. Terdapat data yang menunjukkan bahwa hipoksia kronik
pada ginjal dapat menyebabkan kerusakan tubulointerstitial dan berakibat pada
gagal ginjal tahap akhir (Tabel 2.2). Terdapat berbagai mekanisme yang dapat

menyebabkan hipoksia kronis pada jaringan tubulointerstitial ginjal.*'*

Table 2.2. Mechanisms of chronic hypoxia in the kidney

Structural

(1) Damage to renal arteries and arterioles due to tubulointerstitial injury

(2) Loss of peritubular capillaries due to tubulointerstitial injury

(3) Impairment of oxygen diffusion due 1o fibrosis

Functional

(1) Stagnation of blood flow due to leukostasis induced by inappropriate

Activation of peritubular capillary endothelium

(2) A decrease in peritubular perfusion due lo impairment of the “parent”

glomerular capillary bed

{3) Imbalances in vasoactive substances and associated intrarenal

vasoconstriction {ex. RAS activation)

(4) Inefficient cellular respiration induced by oxidative stress

{5) Relative hypoxia due to increased energy demands (ex hyerfiltration)

(6) Alteration of regulation of renal blood perfusion due to oxidative stress

{7} Impaired oxygen delivery due to renal anemia

Sumnber; Nangaku et al, 2008, Chinese Med Journal; 121 (3):257-64"~

Penelitian histologis menujukkan bahwa sebagian besar kerusakan
Jjaringan tubulointerstitial ginjal berhubungan dengan kerusakan arteri dan arteriol
ginjal, kerusakan dan kehilangan kapiler peritubulus, sehingga menyebabkan
penurunan perfusi peritubular dan pasok oksigen tubulus. Meskipun kapiler

peritubulamnya masih utuh, namun fibrosis yang terjadi pada jaringan
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interstisialnya tetap menghambat suplai oksigen bagi tubulus karena menurunkan
kemampuan difusi oksigen. Perlu difikirkan bahwa hipoksia dapat merupakan
faktor perangsang profibrogenik untuk sel sel tubulus, fibroblast interstitial, dan
sel endotel mikrovaskular ginjal. Sel tubulus pada kondisi hipoksia dapat
merangsang trandiferensiasi sel epitel mesenkim untuk menjadi miofibrobias.
Hipoksia juga merangsang fibroblas dan mengubah metabolisme matriks ekstra
sel ginjal. Respon fibrogenik dapat mengarahkan tersumbatnya kapiler
peritubular. Hal ini menyebabkan sel tubulus renal menjadi lebih parah kondisi
hipoksianya, dapat terjadi defisit energi dan dapat menuju apoptosis. Bila
digabungkan antara transdiferensiasi, apoptosis sel-sel tubulus ginjal, aktivasi
fibroblas dan tersumbatnya kapiler peritubulus, maka hal ini merupakan
kombinasi terhadap progresivitas gagal ginjal pada tahap paling akhir.* Hipoksia
juga berperan dalam patogenesis penyakit ginjal sebelum terjadinya kerusakan
jaringan tubulointerstitial. Hal ini dimungkinkan karena rusaknya kapiler
glomerulus yang menyebabkan rusaknya atau gagalnya perfusi dari arteriol
efferent serta kapiler peritubulus. Terdapat juga mekanisme lain dalam
memperburdk kondisi ini, seperti teraktivasinya RAS (Renin Angiotensin System)
yang berperan pada terjadinya konstriksi arteriol efferent, hipoperfusi kapiler
peritubular, dan hipoksia jaringan tubulointerstitial >'*

Teraktivasinya RAS (Renin-Angiotensin System), akan berakibat
meningKkatnya sintesis angiotensin I1. Salah satu jalur utama Angiotensin II dalam
menginduksi hipoksia ginjal adalah melalui perubahan struktur sirkulasi ginjal.
Angiotensin Il merusak vaskularisasi ginjal dan menginduksi fibrosis dengan cara
stimulasi sitokin fibrogenik utama, TGF-B (Transforming Growth Factor), dan
meregulasi reseptor TGF-B. Angiotensin II juga menginduksi NADPH oksidase
sehingga berakibat meningkatkan cekaman oksidatif ginjal. Cekaman oksidatif
dapat merusak organ melaui berbagai mekanisme yang pada akhimya
mengakibatkan kerusakan ginjal akibat proses inflamasi dan mempercepat proses
fibrosis ginjal. Berikut adalah bagan alir mengenai patofisiologi fibrosis ginjal
(Gambar 2.7).'*
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Gambar 2.7. Bagan Alir hubungan hipoksia dengan fibrosis ginjal melalui
beberapa mekanisme.”

Sehubungan dengan kondisi hipoksia akan menstabilkan HIF, protein ini
ternyata juga berperan dalam regulasi proses biologi yang sangat luas berkenaan
dengan fungsi ginjal baik dalam kondisi fisiologis maupun patologis. Hal ini
termasuk metabolisme glukosa dan energi, angiogenesis, eritopoesis, homeostasis

besi, migrasi sel, dan interaksi sel matriks (Gambar 2.8). 2
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Gambar 2.8 . Beberapa gen target yang tranksripsinya dipengaruhi langsung oleh
HIF pada fungsi ginjal 12
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2.6. Reverse Transcription - Polimerase Chain Reaction (RT-PCR)

PCR adalah suatu metode perbanyakan DNA secara enzimatik sehingga
DNA yang diperoleh dapat digunakan untuk analisis/penelitian. Istilah reaksi
berantai digunakan karena perpanjangan rantai DNA dilakukan dalam siklus yang
berulang-ulang (25-30 siklus).”!

Pada PCR konvensional, produk amplifikasi atau amplikon, dideteksi
melalui analisis pada tahap akhir dengan cara elektroforesis DNA pada gel
agarose setelah reaksi selesai. Namun pada Reverse franmscription polymerase
chain reaction (RT-PCR), untai RNA akan mengalami reverse transcription lebih
dahuiu menjadi complementary DNA (cDNA)  dengan enzim reverse
transcriptase, selanjutnya cDNA akan mengalami amplifikasi seperti prinsip PCR
konvensional. Sementara Real Time PCR yang juga disingkat RT-PCR atan
quantitative real time polymerase chain reaction (Q-PCR/gPCR) memiliki prinsip
yang sama dengan PCR konvensional, namun pada Real Time PCR, akumulasi
amplikon dapat dideteksi dan diukur ketika berjalannya reaksi.?* Seringkali, real-
time polymerase chain reaction dikombinasikan dengan reverse transcription
untuk menghitung secara kuantitatif atau semikuantitatif messenger RNA (mRNA)
pada sel atau jaringan.

Deteksi Real Time dari produk PCR dimungkinkan karena adanya
molekul yang berfluoresens yang ikut dalam reaksi. Molekul ini yang melaporkan
peningkatan jumlah DNA yang meningkat secara proporsional melalui sinyal
fluoresens. Zat kimia yang dapat digunakan untuk tujuan ini dapat berupa DNA-
binding dyes seperti SYBR Green I dan pelacak atau sekuens spesifik primer yang
telah dilabel fluoresens. Dibutuhkan thermal cyclers khusus yang dapat
mendeteksi sinyal fluoresens yang digunakan untuk memonitor sinyal ketika
proses amplifikasi berlangsung. Jumlah fluoresensi menggambarkan jumlah

produk yang teramplifikasi pada tiap sikius.??
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Gambar 2.9. SYBR Green ]

SYBR Green [ sangat umum digunakan untuk RT-PCR, yang akan
berikatan secara non spesifik dengan DNA untai ganda. SYBR Green I akan
sedikit memberikan fluoresens saat bebas dalam larutan, namun fluoresensinya
akan meningkat hingga 1000 kali lipat bila berikatan dengan DNA. Jumlah sinyal
fluoresens dari suatu reaksi sebanding dengan jumlah DNA untai ganda yang ada,
dan akan meningkat ketika target teramplifikasi.”?

Keuntungan utama dari RT-PCR dibandingkan dengan PCR konvensional
adalah dengan RT-PCR memungkinkan kita untuk dapat memutuskan jumiah
ulangan cetakan dengan akurasi dan sensitivitas yang tinggi. Data RT-PCR dapat
dievaluasi tanpa melakukan elektroforesis gel, yang berdampak terhadap efisienst

waktu penelitian. 2

2.7. Western Blot

Blotting pertama kali diperkenalkan oleh Southern pada 1975 yang
melakukan pemindahan DNA dari gel agarose ke membran nitroselulosa. Sejak
itu, blotting mulai dilakukan untuk pemindahan RNA dan protein baik dari gel

agarosa maupun dari poliakrilamid. Untuk mengurangi inefisiensi dari transfer
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kapiler, maka Towbin et al pada tahun 1979 menggunakan arus listrik untuk
memindahkan protein dari ge! poliakrilamid. ¥

Western blot atau immunoblotr adalah metode untuk mendeteksi protein
spesifik dari ekstrak jaringan atau homogenatnya. Western blot menggunakan gel
elektroforesis untuk memisahkan protein berdasarkan berat molekuinya (bila
protein terdenaturasi) atau berdasarkan struktur 3 dimensi (bila protein tidak
terdenaturasi). Protein akan dipindahkan ke membran khusus yang biasanya
nitroselulosa atau PVDF, di mana protein akan di deteksi menggunakan antibodi
yang spesifik terhadap protein sasaran. Tehnik western blor ini dinamakan

berdasarkan penemu tehnik ini, W. Neal Bumnette.”®
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BAB 11
METODE PENELITIAN

3.1. Disain Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental in vive. Penelitian ini
menggunakan tikus Spraque Dawley. Jantan yang schat, umur 10-12 minggu
dengan berat badan 150-200 gr, yang diperolah dari Laboratorium LKM Depkes
RI Jakarta, Binatang coba pada percobaan ini dilakukan induksi hipoksia dan
kontrol normoksia yang dibagi menjadi enam kelompok. Kelompok pertama
adalah kelompok kontrol atau tanpa perlakuan dan lima kelompok lainnya adalah
kelompok perlakuan yang dipaparkan pada hipoksia 1, 3, 5, 7, dan 14 hari.

Penelitian ini telah lolos uji etik.

3.2. Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian dilakukan di Laboratorium Stress Oksidatif dan Laboratorium
Biologi Molekuler Departemen Biokimia dan Biclogi Molekuler Fakultas
Kedokteran Universitas Indonesia, jalan Salemba Raya Jakarta Pusat, Penelitian

berlangsung sekitar 8 bulan.

3.3. Penetapan jumlah sample penelitian
Penetapan jumlah ulangan sample penelitian ditetapkan berdasarkan
rumus Federer *°, yaitu:
(t-1)(n-1)=15
Dimana t = jumlah perlakuan
n= jumlah sampile
perlakuan dalam percobaan ini dibagi menjadi 6, maka nilai n dapat dihitung
dengan rumus:
(t-1)(n-1}> 15
(6-1)(n-1)= 15
Sn-6>15
n>21/5
n>42

Jjadi jumlah ulangan yang dapat digunakan minimal 5 binatang.
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3.4. Perlakuan Hipoksia
3.4.1. Bahan

Gas campuran khusus dalam tangki gas yang digunakan mengandung
Oksigen 8 % dan Nitrogen 92% (PT. Samator, Jakarta), makanan dan minuman

tikus, serbuk gergaji untuk kandang tikus.

3.4.2. Alat

Sungkup hipoksia (Plexyglass Hypoxic Chamber) 2 set, ukuran besar dan
kecil, masing-masing dengan kapasitas enam dan empat ekor tikus ( Prof. Hui-Jin
Chen, Shanghai Institute for Pediatric Reseach, Shanghai-P.R.China), digital
oxygen meter, OX-12B, No. 05213, MIEI Shanghai-P.R. China, Tabung gas
oksigen dan nitrogen dan pengatur tekanan aliran, timbangan (Sartorius), set alat

untuk pembedahan tikus

3.4.3. Perlakuan

Sebelum perlakuan hipoksia, berat badan masing masing tikus ditimbang,.
Sungkup dipersiapkan untuk pemaparan lima kelompok perlakuan yaitu hipoksia
1,3,5,7,14 hari. Untuk optimasi kondisi hipoksia, gas campuran dialirkan dengan
kecepatan 3 mL/menit selama 15 menit. Penurunan kadar oksigen diamati dengan
oksigen meter dan kipas dinyalakan untuk menambah sirkulasi udara. Bila kadar
oksigen sudah mencapai 8 %, kecepatan aliran gas diturunkan menjadi 1-2
mL/menit. Bila kondisi sungkup telah stabil selama 5-10 menit, tikus kemudian
dimasukkan ke dalam sungkup dan waktu dicatat sebagai jam atau hari nol.

Selama perlakuan tikus mendapat makan dan minum ad libitum,
disamping itu, setiap dua hari secara berkala sungkup dibersihkan, pakan dan
minum diganti. Selama dibersihkan (5-10 menit), tikus dipindahkan ke sungkup
kecil yang sudah dioptimasi dengan kondisi hipoksia (Gambar 3.1).

Pada akhir masa perlakuan, satu per satu tikus dikelvarkan dari sungkup
lalu ditimbang. Setelah itu dimasukkan ke dalam sungkup kecil yang telah
dioptimasi dan didalam sungkup kecil tersebut, tikus dikorbankan dengan

menggunakan eter.
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Dalam kondisi anestesi, dinding perut tikus dibuka sehingga tampak
peritoneum. Peritoneum digunting dalam arah melintang sejauh-jauhnya.
Selanjutnya beberapa organ dan juga darah dipisahkan untuk beberapa penelitian.
Organ ginjal dipisahkan dari ruang retroperitoneal, ditimbang, dan sebagian

disimpan pada lemari pendingin deep freezer -80 °C.

Gambar 3.1. Sungkup hipoksia

3.5. Isolasi DNA, RNA dan protein ginjal tikus.

Sebanyak 50-100 mg jaringan ginjal dimasvkkan ke dalam tabung mikro
lalu ditambahi 1 mL TriPure Isolation Reagent dan dihomogenisasi. Setelah itu
homogenat diinkubasi selama 5 menit pada suhu 15-25 °C, Setelah diinkubasi
homogenat ditambahkan 0,2 ml CHCly dan dikocok kuat selama 15 detik,
Inkubasi diulangi 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 tiga fase: fase air tidak
berwarna dibagian atas mengandung RNA, sedangkan interfase dan fase organik
berwarna merah dibagian bawah mengandung DNA dan protein.

Karena DNA dan protein tercampur pada interfase dan fase organik, maka
kedvanya harus dipisahkan dengan mengendapkan DNA. DNA diendapkan
dengan menambahkan 0,3 mL EtOH 75%, kemudian dicampur rata dengan
membolak-balik tabung. Inkubasi divlangi lagi pada suhu 15-25 °C selama 2-3
menit dan sentrifugasi 2000 g selama 5 menit pada suhu 2-8 °C. Supernatan
mengandung protein, fenol dan EtOH lalu dapat disimpan pada suhu 2-8 °C.
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Protein dipisahkan dari fenol dan EtOH dengan cara presipitasi. Sebanyak
1,5 mL isopropanol ditambahkan ke supernatan fenol-EtOH dan tabung dibalik-
balik beberapa kali, kemudian sampel diinkubasi selama 10 menit pada suhu 15-
25 °C untuk mengendapkan 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 0,3 M guanidin HC| dalam EtOH 95%. Sampel
diinkubasi selam 20 menit pada suhu 15-25 °C. Kemudian disentrifugasi 7500 g
selama 5 menit pada suhu 2-8 “C dan supernatan dibuang. Pencucian ini dilakukan
sebanyak 3 kali,

Endapan protein yang telah dicuci 3 kali kemudian ditambahi 2 mL EtOH
100% lalu divorteks. Selanjutnya diinkubasi selama 20 menit pada suhu 15-25 °C
dan disentrifugasi 7500 g selam 5 menit pada suhu 2-8 *C. Supemnatan dibuang,
sedangkan kelebihan EtOH dibuang dengan pengering udara. Endapan protein
dilarutkan dengan menambahkan SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) 1% dalam
aquadest dan memipet beberapa kali. Endapan 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 suhu 4 °C.
Pengukuran kadar protein dilakukan dengan mengukur serapannya pada panjang

gelombang 280 nm dan membandingkannya terhadap standar.

3.6. Elektroforesis
Elektroforesis dilakukan dengan SDS-PAGE sesuai metode Laemmli

Bahan:
Isolate protein, akrilamid/bisakrilamid (30:1), tris HCI 1,5 M pH 8,6, tris HC1 0,5
M pH 6,8, aquades, SDS 10%, APS (Ammonium Persulfate) 10%, TEMED, dapar

sample, B-merkaptoetanol dan dapar elektroda 1x.
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Alat:
Kit elektoforesis (Biorad), Power supply (Biorad), mikropipet dan tip berbagai

ukuran, mikrotube, vortex, penangas air

Cara kerja:

Kit elektroforesis disusun, campuran untuk membuat gel dipersiapkan. Gel
terdiri atas dua lapis, yaitu gel pemisah dibawah dan gel pemampat diatas. Gel
pemisah dibuat dengan mencampur 9 mL akrilamid/bisakrilamid (30:1), 6,8 mL
Tris HC1 1,5 M pH 8,6, 10,4 mL aquabides, 296 uL. SDS 10%, 200 ul. APS 10%
dan 20 uLL TEMED. Campuran gel pemisah dituang ke cetakan yang terbuat dari
dva lempeng kaca sampai kurang lebih 3/4nya lalu dibiarkan mengeras.
Selanjutnya dibuat campuran gel pemampat dengan mencampur 6,1 mL
akrilamid/bisakrilamid, 4 mL Tris HC] 0,5 M pH 6,8, 9,3 mL aquabides, 170 uL
SDS 10% dan 150 uL APS 10% dan !5 ul. TEMED. Campuran ini kemudian
dituang ke cetakan kaca sampai penuh dan sisir pembuat sumur dipasang untuk
membentuk sumur (Gambar 3.2).

Sampel berupa isolat protein disiapkan untuk elektroforesis. Volume
sample disesuaikan sehingga total mengandung protein sebanyak 50 ug. Sampel
dicampur dengan dapar sampel dan Bmerkaptoetanol. Perbandingan dapar sampel
dengan Pmerkaptoetanol adalah 19;1. Sampel divorteks dan disentrifugasi
secukupnya lalu dipanaskan pada suhu 95-100°C selama 3-5 menit.

Masing-masing sampel dan protein petanda dimasukkan ke dalam sumur
dan di catat, kemudian alat elektroforesis dihubungkan dengan power supply pada
90 Voit selama 3 jam 30 menit. Jalannya elektroforesis dapat dilihat dengan

adanya pewarna (biru bromfenol) pada dapar sampel.

k. "

Gambar 3.2. Elektroforesis SDS-PAGE
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3.7. Western Blot
Setelah elektroforesis dengan SDS-PAGE sampel (Kontrol, hipoksia 1, 3,
7dan 14 hari, marker protein), maka dilakukan langkah-langkah berikut:

3.8.1. Blotting

Protein yang telah terpisah dalam gel di transfer ke kertas nitroselulosa
(BioRad) dengan alat SemiDry Trans Blott (BioRad) selama 2 jam ,400mA
(Gambar 3.3). Untuk memastikan transfer protein berhasil, maka dilakukan
perendaman dengan Ponceau Red, yang memberikan hasi berupa pita-pita protein
pada membran nitroselulosa. Protein petanda yang muncul berupa pita-pita
protein pada membran nitroselulosa ditandai dengan mengggunakan pena.
Selanjutnya membran nitroselulosa dicuci dengan aquadest sampai warna merah

dari Poncean Red menghilang.

Gambar 3.3. Blotting
3.8.2. Blocking dengan lamitan susu skim 10%

Masukkan kertas nitroselulose ke dalam larutan susu skim 10%. Kemudian

inkubasi selama 2 jam 37° C, lalu cuci dengan PBS-Tween 20, 3 kali selama 5
menit.
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3.8.3. Reaksi antigen-antibodi primer
Masukkan kertas nitroselulose ke dalam larutan Antibodi primer {Anti
HIF-1a, Santa Cruz Biotechnology, pengenceran 1:500 ). Setelah itu inkubasi

selama semalam pada suhu 4 C° lalu cuci dengan PBS-Tween 20, 3 kali .

3.8.4. Reaksi dengan Antibodi sekunder berlabel peroksidase

Masukkan kertas nitroselulose ke dalam larutan Antibodi sekunder, anti
IgG Mouse berlabel peroksidase (Santa Cruz Biotechnology, pengenceran
1:1000), inkubasi selama 2 jam pada subu 37° C, lalu cuci dengan PBS-Tween
20, 3 kali.

3.8.5. Reaksi enzimatik

Reaksi enzimatik ini terdiri dari 2,5 ml aseton, 25 ul larutan H>O, 30%, 3-
Aminoethyl-Carbazole (Sigma Aldrich) dan buffer asetat 0,5 M pH 5,0. Rendam
kertas nitroselulose dalam campuran senyawa di atas dan diinkubasikan pada suhu
ruang selama 20 menit atau semalam pada suhu 4 C°, kemudian diperhatikan

ada/tidak pita berwamna coklat.

3.8. gRT-PCR untuk penetapan kadar mRNA HIF-lo dengan iScript One
Step RT-PCR with SYBR Green.

Pada penelitian ini, sintesis cDNA dan amplifikasi dilakukan dengan alat
miniOptikon (BioRad) dan iScript One Step RT-PCR with SYBR Green. Primer
yang digunakan adalah:

HiF-1aF, seq: 5°-ACA-GTG-GTA-CTC-ACA-GTC-GG-3’ (SynthID 1346451)
HIF-1aR, seq: 5’-CCC-TGC-AGT-AGG-TTT-CTG-CT-3" (SynthID 1346452)
B-aktinF,seq:5’-ACC-ACA-GCT-GAG-AGG-GAA-ATC-G-3"(SynthID1346453)
B-aktinR,seq;5°~AGA-GGT-CTT-TAC-GGA-TGT-CAA-CG3’(SynthID1346454)

Primer yang digunakan dari /* BASE-I" BASE Pte Ltd, Singapore. Primer
HIF-1a disusun berdasarkan sekuens HIF-la tikus (GenBank Accession no.
AF057308), dan primer P-aktin berdasarkan sekuens B-aktin tikus (GenBank
Accession no. NM_031144). Perkiraan panjang produk RT-PCR untuk HIF-1a
adalah 466 pasang basa, dan untuk B-aktin adalah 277 pasang basa.
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Reaksi RT-PCR haruslah sensitive dan spesifik dan menghasilkan hasil
amplifikasi yang baik. Untuk itu maka harus diperhatikan adalah mengetahui suhu
annealing yang optimal dan membuat kurva standar untuk mengevaluasi hasil
pemeriksaan.

Protokol reaksi:
Inkubasi campuran komponen dalam sistem deteksi thermal real time

miniOpticon (BioRad) sebagai berikut:

Sintesis cONA 10 menit pada 50° C
Inaktivasi Iscript Reverse Transcriptase 5 menit pada 95 °C
Siklus PCR dan deteksi (30-45 siklus) 10 detik pada 95 °C
30 detik pada 60 °C
30 detik pada 72 °C
(Pengumpulan data)
Melt Curve analysis 1 menit pada 95 °C

1 menit pada 55 °C
10 detik pada 55 °C-95 °C

Untuk memeriksa spesifisitas reaksi RT-PCR dapat dilakukan analisa
produk. Hal ini dapat dilakukan demgan menggunakan fungsi melting curve
(kurva lebur) pada instrument. Hasil yang baik haruslah menghasilkan satu
puncak pada kurva lebur yang menunjukkan melting temperature (Tm, suhu
dimana 50% dari pasangan duplex DNA terpisah) dari amplikon. Analisis melting
curve ini juga dapat menunjukkan adanya dimer primer bila terdapat lebih dari
satu puncak.

Untuk dapat menentukan suhu arnealing, maka dilakukan optimasi pada
primer HIF-la dan B aktin dengan percobaan pada beberapa gradient suhu. Bila
terdapat suhu dimana memiliki nilai Ct terendah, maka suhu tersebut dapat
dipilih.

Metode analisis data RT-PCR secara umum dibagi manjadi dua, yaitu
kuantifikasi absolut dan kuantifikasi relatif. Kuantifikasi absolut didapat dari
perbandingan nilai Ct sample dan kurva standar. Hasilnya adalah kuantitas dari
asam nukleat (ug, jumlah copy) per jumlah sampel yang digunakan (per sel atau

jumlah total RNA). Sementara analisis kuantifikasi relatif adalah dengan rasio
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jumlah relatif asam nukleat target sejumlah yang sama dan kontrol sampel A dan
B. Metode ini dipakai untuk mengetahui perbedaan tingkat ekspresi suatu gen
target pada sel normal dibandingkan dengan gen target pada kelompok perlakuan,
Hasilnya dapat dilihat berupa peningkatan atau penurunan relatif gen target pada
kelompok perlakuan dibandingkan dengan kalibratornya.

Kedua metode ini harus dinormalisasi agar data dapat bermakna secara
biologis. Normalisasi pada metode kuantifikasi relatif dapat menggunakan gen
referen. Gen referen adalah gen yang level ekspresinya konstan disemua sampel
tes, dan dimana ekspresinya tidak dipengaruhi oleh perlakuan saat penelitian,

Dalam melihat tingkat ekspresi gen target pada kuantifikasi relatif,
terdapat tiga metode yang menggunakan gen referen, yaitu:

1. Metode Livak atau dikenal dengan metode L

2. Metode ACryang menggunakan gen referen

3. Metode Paffl
Setiap metode memiliki kelebihan dan kekurangan. Pada metode Livak, syaratnya
adalah baik gen target maupun gen referen memiliki efisiensi ampilifikasi yang
mendekati 100% dan berjarak 5% satu sama lainnya.

Pada percobaan ini digunakan metode Paff], yang disebabkan efisiensi gen
target dan gen referen yang tidak mendekati 100%.

Untuk perhitungan metode Paffl, digunakan rumus:

( E tar g Ct) A CT. target {calibrator-test)

Ratio =
( Er ef) A CT. ref {calibrator-1est)
E = efisiensi amplifikasi gen target dan referen
Cr = jumlah siklus dimana amplikon yang dihasilkan memberikan

sinyal yang dapat terdeteksi
Calibrator = kontrol

Gen referen = f aktin
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3.9. Analisis Statistik

Data diolah dengan menggunakan software SPSS 16.0 dengan uji normalitas
data menggunakan uji Kolmogorov —Smirnov. Berdasarkan hasil tersebut, maka
dipilih uji statistik dengan metode Kruskal Wallis untuk menguji perbedaan dan
uji statistik Spearman’s Rho untuk menguji hubungan antara masing-masing

kelompok perlakuan. Perbedaan antara variabel dinyatakan bermakna jika p<0.05.
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

Ginjal merupakan organ yang secara fisiologis berada pada kondisi
hipoksia. Tekanan oksigen ginjal berkisar antara 10-30 mmHg. Hal ini disebabkan
struktur anatomis vaskularisasi ginjal yang memungkinkan terjadinya difusi
oksigen antara pembuluh darahnya. >'*¢

Penelitian ini dilakukan mengggunakan hypoxic chamber dengan kadar
oksigen 8% dan nitrogen 92 % selama 14 hari .Dari penelitian Ferdinal et al yang
menggunakan objek penelitian yang sama, diperoleh hasil analisis gas darah yang
diambil dari aorta saat dilakukan pembedahan. Terlihat adanya penurunan
parameter yang mengindikasikan telah terjadinya hipoksia dengan melihat
penurunan tekanan parsial O;, pCO,, dan saturasi oksigen yang sejalan dengan

lamanya hipoksia.

Tabel 4.1. Hasil analisis gas darah dan berat hewan coba

parameter normoksia hipoksia
21 28
1 hari 3 hari 7 hari 14 hari | har * | hari*
p0O2 arteri , 301t | 24.7%
mmHg 965.4x 4.8 562+ 6 51 5.2 446+4 | 356+£3.1| 4.5 2.6
pCO2 arteri, 36.2+ 2012 | 18.2%
mmHg 40.4 £2.7 2.2 333+£22 29+ 3.3 | 23.7x24 | 19 3.4
saturasi 02 65.2+ 36.3£ | 25.2¢
arteri,% 94.123.1 6.2 60.2+ 55 573+54 1529:86| 57 5.4
7.4% 7.37+ 7.36% | 7.36%
pH 7.39x 0.01 0.02 7.4 0.01 7.4+ 0.02 0.01 0.02 | 0.02
BE akhir, g 178 175 209 208 210 * *
Berat rata-
rata ginjal, m 612 617 745 754 767 * *
Rasic BG/BB
_(mg/g) 3.44 3.52 3.56 3.66 3.65 * >

Tabel analisis gas darah dikutip dari penelitian Ferdinal et al dari proyek hipoksia yang sama,
* tidak termasuk kelompok penelitian
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4.1. Kadar protein jaringan ginjal pada kondisi normoksia, hipoksia 1, 3, 7,
dan 14 hari.

Perhitungan protein jaringan ginjal tikus dilakukan pada tiap sampel
berdasarkan kurva standar protein Bovine Serum Albumine (BSA) (Gambar 4.1).

kurva standar BSA

0.25

y = 0.0177x + 0.017
0.2 R2m-g.

serapan pada 280 nm
]

0 T T L ¥ T T T T T T
0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

konsentrasi BSA (mg/mL)

Gambar 4.1. Kurva standar BSA (Bovine serum Albumin)

Hipoksia adalah suatu kondisi yang akan mempengaruhi sel-sel ginjal
dalam kelangsungan hidupnya. Untuk itu sel hams dapat bertahan dengan
melakukan mekanisme adaptasi atau bila hal tersebut sudah tidak mampu
dikendalikan maka akan terjadi kematian sel.

Dari persamaan ini, setelah dikoreksi dengan pengenceran yang dilakukan,
didapat kadar protein jaringan ginjal (mg/mg jaringan ) pada masing masing

sampel seperti tabel 4.2. di bawah ini

Universitas Indonesia

Pola mRNA..., Yulia Suciati, FK Ul, 2009



33

Tabel 4.2. Kadar protein jaringan ginjal tikus pada kelompok kontrol, hipoksia 1 hari, 3

hari, 7 hari, dan 14 hari.

kdr protein
{(mg/mg jaringan) Mean*St.Dev SEM
Kontrol 0.1905 0.192+0.047 0.019
0.2583
0.1250
0.1714
0.1792
0.2330
1 hari 0.2034 0.174+0.032 0.013
0.1880
0.1340
0.2129
0.1492
0.1561
3 hari 0.1721 0.218+0.028 0.113
0.1981
0.2407
0.2435
0.2308
0.2234
7 hari 0.3270 0.2618+0.068 0.028
0.2406
0.1669
0.2425
0.2392
0.3557
14 hari 0.1990 0.24+0.095 0.03%
0.1865
0.1870
0.2137
0.4331
0.2253
p> 0.05 : tidak terdapat perbedaan bermakna antara kadar protein pada masing-masing

kelompok petlakuan.

Adaptasi sel terhadap kondisi hipoksia ini dapat terlihat dari perubahan

protein pada masing- masing kelompok seperti terlihat pada gambar 4.2 berikut:
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Kadar proteln jaringan ginjal {mg/mg jaringan}

e
3

P
a8

@
8
.-i

Kadar protein (mg/mg)

g & g

Kontrot 1 hari 3 hari 7 hari 14 hari
Kalompok perlakuan

Gambar 4.2. Diagram batang kadar protein jaringan ginjal pada kelompok normoksia,
hipoksia 1,3,7 dan 14 hari. p>0.05

Secara statistik, tes normalitas dengan Uji Kolmogorov Smirnov
menujukkan bahwa data tidak terdistribusi normal , Analisis lalu dilanjutkan
dengan uji non parametrik dengan metode Kruskal Wallis yang menunjukkan
bahwa tidak terdapat perbedaan bermakna kadar protein antar kelompok (p>0.05).
Namun bila dilihat gambar 4.2. dapat terlihat perbedaan yang cukup signifikan
antara kelompok perlakuan.

Berdasarkan grafik kadar protein (gambar 4.2.), terlihat peningkatan kadar
protein seiring dengan lamanya hipoksia. Hal ini mungkin disebabkan oleh karena
adanya proses adaptasi sel ginjal terhadap kondisi hipoksia. Pada hipoksia satu
hari, terlihat sedikit penurunan kadar protein dibandingkan kontrol, yang
mungkin disebabkan oleh respon awal sel terhadap hipoksia yang ditandai dengan
penurunan metabolisme dan penghematan energi yang ada.**’ Namun seiring
dengan lamanya hipoksia, akan terjadi adaptasi sel diantaranya melalui penurunan
katabolisme protein, pemanjangan waktu paruh protein, dan stabilisasi HIF-1a
sebagai master gene yang mengatur £ 100 gen untuk proses adaptasi terhadap
hipoksia.

Hal ini terlihat pada hasil Western Blot protein  HIF-lg (Gambar 4.3).
Pada gambar, terlihat ekspresi protein HIF-1a yang ditandai dengan pita berwamna
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kecoklatan. Pada kelompok kontrol (K), sudah dapat terlihat pita kecoklatan yang
lebih tipis bila dibandingkan dengan pita-pita dari kelompok hipoksia. Hal ini
memang dapat terjadi disebabkan memang dalam kondisi fisiclogis ginjal
merupakan organ yang relatif hipoksia, sehingga terdapat ekspresi protein HIF-1a
dalam jumlah yang kecil. Pada kelompok hipoksia, terlihat pita semakin tebal
yang menandakan semakin meningkatnya jumlah protein HIF-1a yang memang
mengalami stabilisasi pada kondisi hipoksia 1,3,dan 7 hari, namun pada kondisi
hipoksia lebih lanjut, yaitu pada 14 hari, stabilisasi HIF-1 o sudah tidak sejelas
kelompok hipoksia sebelumnya yang mungkin disebabkan karena jumlahnya yang
mulai sedikit karena sudah ada yang mengalami degradasi oleh kompleks

proteasom.

Gambar 4.3. Hasil foto Western Blot protein HIF la ginjal tikus kelompok kontrol dan
kelompok hipoksia sistemik

HIF-1 a memiliki berat molekul 120 kDa, namun pada hasil Western blot
inj terdapat dua pita (tanda panah) yaitu pada berat molekul 66.200 Da dan 45.000
Da, yang mungkin disebabkan telah terpecahnya molekul protein HIF-1 a karena
masih terdapatnya protease sel dalam sampel.
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Pada perhitungan rasio rata-rata densitas piksel hasil Western Blot HIF-1a
menggunakan software Adobe Photoshop CS2 (lampiran 1), didapatkan hasil
seperti gambar berikut:

Raslo densitas pikse! hasil WB HIF-1a

.05

2588

-k

rasio densitas plkasl

o
2

0.58
0.97 -

kontred hipoksia 1 haii  hipoksia 3hari  hipoksia 7 han  hipoksia 14 hari

Gambar 4.4. Diagram batang rasio densitas pada foto Western Blot HiF-1a

Stabilisasi HIF-la disebabkan oleh tidak aktifnya enzim prolil
hidroksilase yang membutuhkan oksigen sebagai salah satu substratnya.
Ketidakaktifan enzim prolil hidroksilase akan meyebabkan HIF-la tidak
mengalami hidroksilasi pada residu prolin sehingga tidak dapat dikenali oleh
pVHL dan berakibat tidak dapat didegradasi oleh kompleks proteasom. HIF-1¢
akan berdimer dengan HIF-1p membentuk HIF-1 yang merupakan faktor
transkripsi bagi banyak gen yang mengatur respon adaptif terhadap hipoksia.
Stabitisasi HIF-1 o ini akan terus berlangsung sepanjang sel tersebut mampu
untuk mempertahankan diri pada kondisi hipoksia. Bila sel tersebut sudah tidak
mampu lagi mempertahankan respon adaptif tadi, maka sel tersebut akan

mengalami apoptosis.
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4.2. Kadar RNA Total

Penentuan kandungan RNA total dilakukan dengan pembacaan serapan
pada 260 nm. Kadar RNA total ini digunakan untuk menyamakan jumlah RNA
yang akan digunakan pada RT-PCR. Pada tehnik ini, diperlukan RNA tiap sample
yang lebih kurang sama yaitu = 550 ug tiap. Kadar RNA total dan hasil
serapannya dapat dilihat pada tabel 4.3

Tabel 4.3. Kadar RNA Total

Serapan RNA total Mean*SD SE
A260 pgimL
Kontrol 0.029 1160 15901396 161.90
0.034 1360
0.033 1320
0.053 2120
0.033 1320
0.049 1860
1 Hari 0.05 2000 23731489 199.60
0.05 2000
0.067 2680
0.05 2000
0.085 3200
0.059 2360
3 Hari 0.054 2160 1993+ 336 137.60
0.054 2160
0.035 1400
0.046 1840
0.058 2360
0.051 2040
7 Hari 0.052 2080 1886+ 569 232.60
0.048 1920
0.065 2600
0.025 1000
0.056 2240
0.037 1480
14 Hari 0.037 1480 1620% 602 245.80
0.062 2480
0.021 840
0.028 1120
0.044 1760
0.051 2040
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4.3. Rasio mRNA HIF-1q jaringan ginjal pada kondisi normoksia, hipoksia 1,
3,7, dan 14 hari.

Sebelum RT-PCR mRNA HIF-la dijalankan, terlebih dahulu dilakukan
optimalisasi dengan mencari suhu amnealing dan melihat melting curve
menggunakan primer HIF-1a dan primer p aktin. Primer HIF-la¢ memiliki Tm
58°C dan Tm untuk primer B aktin adalah 62°C, sehingga untuk menjalankan RT-
PCR ditentukan suhu 60°C. Primer yang digunakan menunjukkan kespesifikan
dengan melihat hasil melring curve keduanya yang menunjukkan satu puncak
sehingga cukup layak digunakan.

Fluorescence

Gambar 4.5. Melting curve beta aktin dan HIF

Langkah selanjutnya adalah menjalankan RT-PCR yang diikuti dengan
analisis hasil RT-PCR. Metode analisis RT-PCR yang digunakan pada percobaan
ini adalah relatif kuantitatif, yang bertujuan untuk mengetahui perbedaan tingkat
ekspresi suatu gen target pada sel yang normal dibandingkan dengan sel yang
mengalami perlakuan. Melalui metode ini dapat ditentukan tingkat ekspesi suatu
gen target pada sel target apakah meningkat atau menurun dibandingkan dengan
sel normat (kontrol).
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Dari hasil RT-PCR yang didapatkan, terlihat nilai efisiensi yang sangat
bervariasi. Tingkat ekspresi relatif mRNA HIF-1a ditentukan berdasarkan rumus
Pfaffl.? Selain nilai effisiensi, terdapat nilai lain yang diperlukan dalam analisis
hasil RT-PCR, yaitu C(t). Nilai C(t) ditentukan oleh alat Real Time RCR secara

otomatis berdasarkan perpotongan kurva dengan garis threshold.

C(t) HIF-1o

|Flunrucmca|
3
ORI S

0.0k~

0.0Z5—

C(t)B-aktin

Gambar 4.6, C(t) B-aktin dan HIF-1a

Analisis data RT-PCR mRNA HIF-1a menggunakan metode Paffl yang
didasari atas ketidakseragaman efisiensi amplifikasi antara gen target (HiF-1a)
dan gen referen (B-aktin).”* Hasil perhitungan rasio mRNA HIF-1a menggunakan
metode Pfaffl dapat dilihat pada lampiran tiga. Dari hasil yang didapat, terlihat

adanya peningkatan rasio ekspresi mRNA HIF-la yang terlihat pada gambar
berikut;
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Rasio mRNA HIF-1 alfa Ginjal
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Gambar 4.7. Diagram batang rasio mRNA HIF-1a pada kelompok normoksia, hipoksia
1,3,7 dan 14 hari.

Pada gambar 4.7, sudah terdapat ekspresi mRNA HIF-1o pada kelompok
kontrol. Hal ini disebabkan bahwa pada kondisi fisiologis ginjal memang relatif
berada dalam kondisi hipoksia. Pada awal hipoksia, terjadi penurunan rasio
dibandingkan kontrol. Hal ini dapat disebabkan oleh adanya respon awal sel
melalui penurunan metabolisme dan energi. Peningkatan ekspresi mRNA HIF-1a
terjadi sebanyak 1,6 kali lipat dibanding kontrol pada kelompok hipoksia 3 hari,
1,5 kali lipat pada 7 hari dan 1,09 pada hipoksia 14 hari.

Terdapatnya ekspresi mRINA HIF-la pada kelompok kontrol (normoksia),
dapat disebabkan oleh karena kondisi fisiologis jaringan ginjal yang relatif
hipoksia, hal ini juga dapat terlihat pada penelitian Heidbreder et al, 2003 yang
memberikan hasil yang sama dimana terdapatnya ekspresi mRNA HIF-1¢ pada
kelompok normoksia ginjal.?’ Kondisi hipoksia lanjut (3 hari), mulai terlihat sel
yang mengalami adaptasi sehingga ekspresi mRNA HIF-1a terjadi peningkatan.
Peningkatan rasio ekspresi mRINA dapat disebabkan karena adanya respon
adaptasi sel untuk tetap bertahan pada kondisi hipoksia. Respon adaptif ini
dimotori oleh HIF-la karena protein ini memang merupakan suatu master gene

yang mengatur banyak gen dalam kondisi hipoksia, diantaranya gen untuk
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eritopoesis, angiogenesis, metabolisme an aerob karbohidrat, proliferasi sel dan
apoptosis.’

Pada kondisi hipoksia 7 dan 14 hari mulai terjadi penurunan ekspresi HIF-
la bila dibandingkan kelompok hipoksia 3 hari namun tetap lebih tinggi bila
dibandingkan kontrol. Penurunan ekspresi ini dapat disebabkan oleh mulai adanya
penckanan ekspresi mRNA HIF-1a oleh protein HIF-la yang sudah banyak
terstabilisasi atau karena sel sudah mulai kehilangan daya adaptasinya terhadap

hipoksia.®

4.4. Hubungan antara mRNA, protein HIF-la dan pO;

Untuk dapat melihat apakah terdapat hubungan korelasi antara hipoksia
dengan kadar mRNA HIF-1o, dilakukan analisis korelasi menggunakan metode
Spearman’s Rho. Hasil analisis menunjukkan bahwa terdapat korelasi negatif
sedang (R=-0.5, p>0.05) yang menggambarkan bahwa semakin rendah pO-,
semakin tinggi rasio mRNA HIF-1a dan tidak terdapat hubungan bermakna antar
kadar pO; dan mRNA HIF-1a (Gambar 4.8).

10000
o
2000
R
£0.00-]
a
o
o
Aom-J
a R 5qLiesr = 2107
T [ 1 T T
07500 1000 125m 15000 17500
mRNA

Gambar 4.8. Diagram Scatter untuk korelasi pO, dengan mRNA HIF-1a ginjal
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Sementara untuk korelasi pO; dengan hasil Western Blot dengan uji
korelasi Spearman’s Rho (Gambar 4.9), terdapat korelasi negatif yang kuat dan
terdapat perbedaan bermakna antar kadar saturasi O, dan hasil Western Blot (R=-
0.7, p>0.05). Analisis ini menggambarkan bahwa semakin rendah kadar tekanan
parsial O,, semakin tinggi ekspresit HIF-1a yang tergambar dari nilai densitasnya
dan tidak terdapat hubungan bermakna antara kadar saturasi O, dan hasil Western
Blot HIF-1q.

4
1.0000 1.0100 1.0200 10300 1.0400 18500
wB

Gambar 4.9. Diagram scatter untuk korelasi pO; dengan hasil Western Blot HIF-1a ginjal

Untuk korelasi antara hasil Western Blor dengan rasio mRNA, juga
dilakukan analisis dengan korelasi Speraman’s Rho yang menujukkan hasil
adanya korelasi sangat kuat (R=0.8) dan p>0.05. Korelasi bemilai positif yang
menujukkan bahwa semakin tinggi rasio mRNA HIF-la, semakin tinggi nilai
densitas hasil Western Blot HIF-1o. namun tidak terdapat hubungan bermakna
antar keduanya (Gambar 4.10.)
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Gambar 4. 10. Diagram scatter untuk korelasi mRNA dan Hasil Western Blot HIF-1a
ginjal.

Oksigenisasi pada parenkim ginjal mengambarkan adanya keseimbangan
antara pasokan oksigen dan konsumsinya, terutama unfuk tansport di tubulus.
Kebutuhan O; diatur oleh Laju Filtrasi Glomerulus/ Glomerular Filtration Rate
(GFR), jumlah pompa ion, dan berbagai macam regulator yang mengatur aktifitas
transport.”!

Secara fisiologis, ginjal adalah organ yang hipoksia dan memiliki rasio
konsumsi berbanding pasokan yang terendah dibandingkan dengan organ lain.**
Terdapatnya gradien ketersediaan O; memang dibutuhkan ginjal untuk
manjalankan berbagai macam fungsi fisiologisnya. Hal ini menjelaskan bahwa
pada kelompok kontrol (normoksia) penelitian ini memang terdapat ekspresi
mRNA HIF-1a dan protein HIF-1o yang merupakan protein yang terekspresi pada
kondisi hipoksia. Hasil penelitian ini juga sejalan dengan penelitian Stroka et al,
2001 yang menyatakan bahwa protein HIF-1a terdapat pada kondisi normoksia di
jaringan otak, ginjal, hati dan jantung dengan metode imunohistokimia.?” Tekanan
oksigen fisiologis pada jaringan yang mungkin menyebakan protein HIF-1 tetap
ada dalam jumlah kecil untuk mempertahankan homeostasis jaringan.”” Diduga
bahwa HIF-1 yang berada pada kondisi normoksia jaringan berfungsi untuk

mempertahankan ekspresi gen pada tingkat basal dalam rangka pemenuhan energi
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sel. Selain itu ekspresi HIF tidak hanya menggambarkan kondisi patologis..
Penelitian Haase et al, 2006, mengemukakan bahwa hipoksia terjadi selama
embriogenesis normal dalam kondisi ﬁsidlogis.

Penelitian ini memperlihatkan adanya peningkatan ekspresi mRNA HIF-
la sejalan dengan lamanya hipoksia yang juga diikuti oleh peningkatan kadar
protein HIF-1a yang mengalami stabilisasi selama sel masih dapat bertahan untuk

hidup.
Pada kondisi hipoksia kronis, stabilisasi HIF juga dilaporkan oleh

Manotham et al, 2005 dengan metode imunohistokimia yang mendeteksi adanya
HIF-lo pada medulla ginjal.*® Lidgren et al, 2008 melaporkan adanya
peningkatan ekspresi mRNA HIF-1a pada pasien Renal Clear Carcinoma yang
juga mengalami hipoksia jaringan.

Adanya penurunan ckspresi mRNA HIF-la juga dilaporkan oleh Belaiba
et al, 2007 yang melaporkan bahwa pada model hipoksia 10% O, pada paru tikus
didapatkan peningkatan mRNA HIF-la hingga hipoksia 1 jam yang diikuti
dengan penurunan mRNA HIF-1a, namun ekspresi protein semakin meningkat
hingga hipoksia 16 jam.>* Lidgren et al, 2008 juga melaporkan hal yang sama
pada ekspresi mRNA HIF-1a pasien Renal Clear Carcinoma. Hal ini dapat
disebabkan oleh karema adanya up-regulasi protein HiF-lg, yaitu adanya
akumulasi faktor transkripsi dan akhimya dapat menekan ekspresi mRNA HIF-1o
pada tingkat tertentu.

Hasil dari penelitian ini menunjukkan bahwa mekanisme adaptasi hipoksia
yang tergantung HIF-1a bukan hanya disebabkan oleh peningkatan stabilitas
protein HIF-]lo namun juga sebagai akibat dari peningkatan mRNA HIF-1a atau
terjadi regulasi pada tingkat transkripsi dan pascatranslasi.?®

Terjadinya penurunan ekspresi HIF-la dapat disebabkan oleh adanya
ketidakmampuan sel dalam melakukan adaptasi terhadap hipoksia sehingga sel
akan mengalami apotosis atau nekrosis. Banyak sekali mediator untuk terjadinya
apoptosis termasuk juga perubahan pH intrasel, radikal bebas, dan deplesi energi
(ATP). Dagher PC et al, 2004, mengemukakan bahwa deplesi energi dan aktivasi
p53 adalah pencetus utama kematian sel terprogram.®® Selain itu, Saikumar et al,
2003, menyatakan bahwa pada sel ginjal yang mengalami hipoksia, Bax dan Bak,

2 protein pro-apoptotic dari Bel-2 family, bekerja sama untuk membuat membran
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luar mitokondria menjadi permeabel terhadap protein Cyt c¢. Selanjutnya Cyt ¢
akan merangsang kaskade apoptosis.”® Pada kondisi ini, HIF-1a akan diikat oleh
MDM?2 dan didegradasi oleh proteasom 26 tanpa melibatkan pVHL.*

Hipoksia pada ginjal mengarah pada efek yang diinginkan maupun yang
tidak diinginkan yang akhimya pada banyak kasus mengarazh pada terjadinya
progresifitas gagal ginjal kronis. Heymen at al, 2008 mengemukakan terdapatnya
dua faktor utama yaitu hipoksia dan ROS (Reactive Oxygen Species) yang
mengalami induksi dalam kondisi hipoksia. Hal ini menginisiasi faktor transkripsi
baik HIF maupun non-HIF, serta efektor host yang digolongkan sebagai mediator
berbahaya dan mediator pelindung yang berperan dalam hasil akhir kondisi ginjal.
Mereka berperan dalam sejumlah proses patofisiclogis dalam partisipasinya pada
progresifitas Gagal Ginjal Kronis. Diantara mediator yang berbahaya adalah poros
Renin-Angiotensin-Aldosteron, endotelin, plasminogen activator-inhibitor 1,
molekul adhesi, dan Growth Factor yang dengan adanya hipoksia memicu
terjadinya disfungsi endotel, vasokonstriksi, deplesi mikrovaskular, inflamasi,
fibrosis dan kerusakan fubulus dan glomerulus. Berlawanan dengan hal itu,
hipoksia juga dapat memicu efek proteksi , seperti eritropoesis dan Vascular
Endhothelial Growith Factor (VEGF), yang dengan cara tertentu menangkis efek
berbahaya dengan cara angiogenesis, perbaikan oksigenasi jaringan dan daya
hidup sel, serta memfasilitasi homing dari sel-sel progenitor. Akhirnya, mediator
mana yang menentukan tergantung dari besarnya intensitas ekspresi dan kerja

mediator tersebut, 12:1415.33. 3536
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BABV
KESIMPULAN DAN SARAN

1. Kesimpulan

Penelitian ini menunjukkan bahwa terdapat hubungan yang terbalik antara
lamanya hipoksia (dinyatakan dalam perubahan tekanan parsial O, dalam
darah) dengan jumlah mRNA HIF-1a dan jumlah protein HIF-1a pada ginjal.
Hubungan antara perubahan mRNA HIF-1a dengan ekspresi protein HIF-1¢
merupakan hubungan positif kuat.

Ini menunjukkan bahwa mekanisme adaptasi hipoksia pada ginjal tidaklah
sederhana dan disebabkan oleh dua mekanisme. Peningkatan stabilitas protein
HIF-1a dipengaruhi oleh eksprest mRNA HIF-1a dan oleh PHD yang tidak
aktif. Ini berarti bahwa regulasi HIF-le terjadi pada tingkat transkripsi dan

pasca translasi,

2. Saran

Diharapkan dapat dilakukan penelitian lanjutan mengenai aktivitas
proteasom dan aktivitas enzim Proiil Hidroksilase (PHD) pada kondisi ini
sehingga dapat lebih diketahui mekanisme secara molekuler dalam proses

adapatasi terhadap hipoksia sistemik kronis.
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Lampiran 1. Kadar protein jaringan ginjal dan rata-rata densitas hasil Western Blott HIF-1a jaringan ginjal

Kelp Kadar protsin kdr protein {mg/mg Mean
perlakuan Absorbansi {mg/mL} mg jar jaringan) Mean#5St.Dev SEM densitas
Kontrol KA 0,223 3.2 84 0.19047619 0.192+0.047 0.01928 144.8
KB 0215 3.1 60 0.258333333
c2 0,117 1.7 68 0.125
C3 0,165 24 70 0.171428571
C4 0,132 1.9 53 0.179245283
KG1 3171 247 53 0.233018868
1 harj D 0,165 2.4 59 0.203389831 0.17410.032 0.01304 149.05
E 0,216 3.12 83 0.187951807
F 0,150 217 81 0.133950617
A 0,183 2.64 62 0.212803226
1 0,134 1.94 65 0.148230769
3 0,123 1.78 57 0.156140351
3 hari s 0,205 2.96 g6 0.172093023 0.218+0.028 0.1135 151
T 0,143 2.06 52 0.198076923
3A 0,180 2.6 54 0.240740741
aB 0,182 263 54 0.243518519
5 0,192 2.77 60 0.230833333
] 0,182 2.77 62 0.223387097
7 hari N 0,344 4.97 76 0.326973684 0.2618£0.068 | 0.02792 151.46
0 0,213 3.08 64 0.240625
U 0,171 247 74 0.166691892
v 0,245 3.54 73 0.242465753
7A 0,169 2.44 51 0.235215686
7B 0,257 .77 53 0.355660377
14 hari J 0,138 1.99 50 0.199 0.24+0.095 0.0389 150.53
P 0,163 2.35 63 0.186507937
Q 0,140 2.02 54 0.187037037
W 0,151 2.18 51 0.21372549
X 0,408 5.89 68 0.433088235
14B 0.240 3.47 77 0.225324675
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Lampiran 2. Kadar RNA total jaringan ginjal

51

Serapan RNA total MeanSD | SE
A260 pgimb
Kontrol 0.029 1,160.00 | 15904396 161.9
0.034 1.360.00
0.033 1,320.00
0.053 2,120.00
0.033 1,320.00
0.049 1,960.00
1 Hari 0.050 2,000.00 | 23731489 199.6
0.050 2,000.00
0.067 2,680.00
0.050 2,000.00
0.085 3,200.00
0.059 2.360.00
3 Hari 0.054 2,160.00 { 1993+ 336 137.6
0.054 2.160.00
0.035 1,400.00
0.046 1,840.00
0.059 2,360.00
0.051 2,040.00
7 Hari 0.052 2,080.00 | 1886+ 569 232.8
0.048 1,920.00
0.065 2,600.00
0.025 1,000.00
0.056 2,240.00
0.037 1,480.00
14 Hari 0.037 1,480.00 | 1620% 602 245.8
0.062 2,480.00
0.021 840.00
0.028 1,120.00
0.044 1,760.00
0.051 2.040.00

Pola mRNA..., Yulia Suciati, FK Ul, 2009

Universitas Indonesia



Lampiran 3. Perhitungan metode Paffl untuk mencari rasio mRNA HIF-1a

52

Kontrol
aff ety eff cft) A CtTarget | Etarget*ACt target ACt ref Eref*ACt ref Rasio

BA KB Ginjal 1.8 23.17 | HIF KB Cinjal 1.34 34.01 28.545 1 23.09666667 1 1
BA KG1 Ginjal 1.58 24.45 | HIF KG1 Ginjal 1.577 28.545

BA C4 Ginjal 1.66 24.93 | HIF C4 Ginjal 1.47 27.15

BA KA Ginjal 1.64 21.36 | HIF C2 Ginjal 1.65 27.33

BA C2 Ginjal 1.83 21.49 § HIF C3 Ginjal 1.85 25.69

BA C1 Ginjal 1.6 23.18 | HIF C1 Gina! 1.577 28.545

BA 1 Ginjal 1.67 23.33 | HIF 1 Ginjal 1.53 34.86 1.208833 3.07744 1.841667 4.2985 |  0.715933465
BA 3 Ginjal 1.71 18.53 | HIF 3 Ginjal 1.46 27.3

BA F Ginjal 1.62 22.51 | HIF F Ginjal 1.49 26.21

BA A Ginjal 1.75 22.96 | HIF A Ginjal 1.6 2512

BA D Ginjal 1.76 19.86 | HIF D Ginjal 1.65 25.31

BA E Ginjal 1.75 20.34 | HIF E Ginjal 1.54 25.22

BA 5 Ginjal 1.76 22.09 | HIF 5 Ginjal 1.51 32.26 1.48166 5.809796 2.1433 402852 1.680396473
BA & Ginjal 1.65 22.48 | HIF & Ginjal 1.67 30.3

BA 3A Ginjal 1.8 20.87 | HIF 3A Ginjal 1.49 25,56

BA 3B Ginjal 1.74 21.68 | HIF 3B Ginjal 1.91 23.85

BA S Ginjal 1.78 19.53 | HIF 8 Ginjal 1.67 25.94

BA T Ginjal 1.64 15.07 | HIF T Ginjal 1.85 24.47

BA 7A Ginjal 1.79 21.7 | HIF 7A Ginjal 1.45 32.74 0.808333 5.754977 1.983333 3.75793 1.531422086
BA 7B Ginjal 1.58 23.03 | HIF 7B Ginjat 1.58 4.8

BA U Ginjal 1.71 21.33 | HIF U Ginjal 1.84 24.98

BA V Ginjal 1.59 21.64 | HIF V Ginjat 1.74 24.17

BA N Ginjal 1.08 18.99 | HIF N Ginjat 1.5¢ 25.43

BA O Ginjal 1.71 19.99 | HIF O Ginjat 1.83 24.32

BA X Ginjal 1.84 20.47 | HIF X Ginjal 1.5 27.31 0.8775 4.104 1.965 3.7547 1.093030065
BA 14B Ginjal 1.62 22,39 | HIF 148 Ginjal 1.2 37.45

BA Q Ginjal 1.58 23.1 | HIF Q Ginfal 1.53 25.87

BA W Ginjal 1.66 21.31 | HIF W Ginjal 1.55 23.32

BA J Ginjal 1.68 19.63 | HIF J Ginjal 1.58 25.06

BA P Ginjal 1.77 19.89 { HIF R Ginjal 1.78 25.6
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Lampiran 4

Rattus norvegicus hypoxia-inducible factor-1 alpha (Hifla) mRNA

LOCUS AF057308 3718 bp mRNA linear
ROD 25-APR-2003
DEFINITION Rattus norvegicus hypoxia-inducible factor-1 alpha
(Hifla} mRNA,

complete cds.
ACCESSION AF057308

VERSION AF057308.1 GI:4580532
KEYWORDS -
SQURCE Rattus norvegicus (Norway rat)

ORGANISM Rattus norvegicus
Eukaryota; Metazoa; Choxdata; Craniata; Vertebrata;
Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Buarchonteglires: Glires;

Raodentia;
Sciurognathi; Murocidea; Muridae; Murinae; Rattus,
REFERENCE 1 (bases 1 to 3718)
AUTHORS Zou,h.P., Yang,2.2., Li,P.L. and Cowley AW,J.R.
TITLE Oxygen-dependent expression of hypoxia-inducible
factor-lalpha in
renal medullary cells of rats
JOURNAL Physiol. Genomics 6 (3), 159-168 (2001)
PUBMED 11526200
REMARK Publication Status: Online~Only
REFERENCE 2 ({bases 1 to 3718}
AUTHORS Zou,A.P., Su,N., Park,F.,, Li,P.L. and Cowley,A.W. Jr.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (04-APR-1998) Departments of Physiology and
Pharmacology,
Medical College of Wisconsin, 8701 Watertown Plank
Road, Milwaukee,
WI 53226, USA
FEATURES Lecation/Qualifiers
source 1..3718
/organism="Rattus norvegicus"
/mol _type=“mRNA™
/strain="Sprague-Dawley"
fdb_xref="taxon:10116"
/sex="male"
/tissue type="kidney"
/dev_stage="adult”

gene 1..3718
fgene="Hifla"
CDS 24,2485

/gene="Hifla"

/note="transcription factor; RH1F-1"
/codon_start=1

/product="hypoxia-inducible factor-1 alpha”
/protein_id="AAp24413.1"

/db _xref="GI:4580533"

/translati0n=“MEGAGGENEKKNRMSSERRKEKSRDAARSRRSKESEVFYELAHQ

LPLPHNVSSHLDKASVMRLTISYLRVRKLLGAGDLDIEDEMKAQOMNCEFY LKALDGFVM
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VLTDDGDMIYISDNVNKYMGLTQFELTGRSVEFDETHPCDHEEMREMLTHRNGPVRKGK
EQNTORSFFLRMKCTLTSRGRTMNIKSATWKVLHCTGHIHVYDTSSNQPQCGYKKPPM
TCLVLICEPIPHPSNIEIPLDSKTFLSRHSLDMKFSYCDERITELMGYEPEELLGRST
YEYYHALDSDHELTKTHHDMFTKGQGVTTGQYRMLAKRGGYVRVETQATVIYNTKNSQPQ
CIVCYNYVVSGIIQHDLIFSLOQTESVLKPVESSDMKMTQLFTKVESEDTSCLFDKLEK
KEPDALTLLAPARGDTIISLDFGSDDTETEDQQLEDVPLYNDVMEPSSNEKTLNINLAM
SPLPASETPKPLRSSADPALNQEVALKLESSPESLGLSFTMPQIQDQPASPSDGSTRO
SSPEPNSPSEYCEDVDSDMVNVFKLELVEKLFAEDTEAKNPFSAQDTDLDLEMLAPY T
PMDDDEFQLRSFDRLSPLESNSPSPRSVSTVTGEFQOTQLOKPTITVIATATATTDESKA
VTKDNIEDIKILIASPPSTQVPQEMTTAKASAYSGTHSRTASPDRAGKRVIEKTDKAH
PRSLNLSVTLNQRNTVPEEELNFKTIALONAQRKRKMEHDGSLEQARGIGTLLOQQPGD

RAPTMELSWKRVKGYISSEQDGMEQKTIFLIPSDLACRLLGQSMDESGLPQLTSYDCE
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CRIGIN
1 gacaccgcgg
aagaazaaata
61 ggatgagttc
cggcgaagca
121 aagagtctga
aacgtgaget
181 ccecatcttga
gtgaggaaac
241 ttctaggtgc
agactgetttt
301 atctgaaagc
atgatttaca
361 tttetgataa
ggacacagtg
421 tgtttgattt
acacacagaa
481 atggeccagt
ctcagaatga
541 azatgtaccct
tggaaggtge
601 tgcactgcac
cagtgtgget
661 acaagaaacc
catccatcaa
721 acattgaaat
gatatgaaat
781 tttcttactg
gaacttttgg
841 gccgttceaat
aaaactcatc
901 atgacatgtt
graaaaagaqg

VNAPIQGSRNLLQGEELLRALDOVN"

gcaccgatte geccatggagg gcgecggegg cgagaacgag

cgaacgtcga
agttttttat
taaagettet
ftggtgatctt
cctggatgge
cgtgaacaaa
taccecatceca
gagaaagggg
aacaagccgg
aggccacatt
gcctatgacg
tecectttagac
tgatgaragy
ttatgaatat

tactaaagga

aaagaaaagt
gagcttgcte
gttatgagge
gacattgaag
tttgttatgg
tacatggggt
tgtgacecatg
aaagaacaaa
gggaggacga
catgtgtatg
tgettggtge
agcaagacat
attactgagt
tatcatgett

caagtcacca
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ctagggatgce
atcagttgecce
tcaccatcag
atgaaatgaa
tgctaacaga
tgactcagtt
aggaaatgag
acacgcagceg
tgaacatcaa
ataccagecag
tgatttgtga
ttetcagteg
tgatgggtta
tggactctga

caggacagta

Universitas Indonesia

agcacgatct
acttcecccac
ttacttacgt
agcacagatg
tgatggtgac
tgaactaact
agaaatgcett
aagctttitt
gtcagcaacg
taaccageeg
acccatteet
acacagcctc
tgagccagaa
tcatetgace

caggatgett



961 gtggatatgt
aactectcage
1021 cacagtgcat
gacttgattt
1081 tcteccttca
atgaaaatga
1141 cccageotgtt
aagctizaga
1201 =zagagcccga
atatcactgg
1261 acttcggcag
ccgttgtaca
1321 atgatgtaat
atgtcteccat
1381 tacctgecctce
ctgaatcaag
1441 aggttgcatt
accatgeccce
1501 agattcaaga
tcacctgage
1561 ctaacagicc
gtattcaagt
1621 tggaactggt
ttttcagcte
1681 aggacactga
gatgatttcce
1741 agttacgttc
cctoegagtyg
1801 tgagcacagt
actgtcactyg
1861 ccaccgecaac
atagaagaca
1921 ttaaazatact
accactgcta
1981 aggcatcagce
gcaggaaaga
2041 gagtcataga
gtcactttga
2101 atcaaagaaa
ttgcagaatg
2161 ctcagaggaa
ggaattggaa
2221 cgttactgca
aaacgagtga
2281 aaggatacat
ttaataccct
2341 ctgatttage
ccacagctga
2401 ccagttacga
ctgcagggtyg
2461 aagaattact
attcetttga
2521 ttgttaattt
tgttggttgt
2581 tttggacact
agaggccigg
2641 ctacagtact
cattttcact

ctgggttgag
tgtgtgtgtg
acaaacagaa
cactaaagtg
tgcoceotgact
cgatgacacg
gttcecectet
tgaaactcca
gaagttagaq
tcagccagea
cagtgagtac
ggaaaaactg
tttagacttg
ctttgatcag
tacaggattc
tgccaccact
gattgcatct
atacagtggt
aaaaacagac
tactgttcct
gcgaaaaatg
gcaaccaggt
atctagtgaa
atgtagactg
ttgtgaagtt
cagagctttg
ttgtgttcag
ggtggctcag

gcaccaactc

actcaagcaa
aattatgttg
tctgtectea
gaatctgagg
ctgctagcte
gaaactgaag
tctaatgaga
aagccactte
tcaagcccag
agtcctictg
tgctttgatg
tttgctgaag
gaaatgctgyg
ttgtcaccat
cagcagacce
gatgaatcaa
ccaccticta
actcacagtc
aaagctcate
gaagaagaat
gaacatgatg
gaccgtgecce
caggatggaa
ctggggcagt
aatgctccca
gatcaagtta
ttgttghtgt
cagtctattt

agatagttta

Pola mRNA..., Yulia Suciati, FK Ul, 2009

ctgttatata
taagtggtat
aaccagttga
acacgagctyg
cagcggctgyg
accaacaact
aattaaatat
gaagtagtgce
agtecactggg
atggaagcac
tggacagcga
acacagaagg

ctcecctatat

tagagagcaa

agttacagaa
aagcagtgac
cccaagtace
ggacagectc
caaggagect
Lazacccaaa
gctcecetttt
ctactatgtc
tggagcagaa
caatggatga
tacaaggcag
actgagettt
tgtctgtyggyg
atattttcta

gtttgggcece

taatacgaag
tattcagcac
atcttcagat
cctcttegac
ggacacgatc
tgaagatgte
aaatctggea
tgatcetgea
actttctttt
tagacaaagc
tatggtcaat
gaagaatcca
cccaatggat
ttctecaage
acctaccatc
gaaggacaat
tcaagaaatqg
accagacaga
taacctatct
gacaatagct
tcaagcagca
getttcttgyg
gacaasttttt
gagtggatta
cagaaaccta
tcctaatcte
gtttegttte
tatctcattt

ctteoectectt
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2701 gatgectcttt
getccccage

2761 atttcaccaa
atttattttt

2821 ggtgagggag
aattttttaa

2881 gaaggcagta
cattttttte

2941 atgttttaca
tgeacaatat

3001 attttcttaa
aaactagttt

3061 ttaazgaagaa
tgctgttgat

3121 cttataatga
tacatgatat

3181 agagagatat
ttetcaattg

3241 agaagttatc
ctatgtagtt

3301 gtggaagctt
tgcetatect

336l gttggtataa
gttagtaaaa

3421 ttgectagta
ttgtcgectat

3481 taacatectt
attattttag

3541 asatatagag
tgtacattgt

3601 ataaattttt
actgttttgt

3661 tatatcaaat
aaaaaaaa

/

ttaccatgte
tgcattgctg
tttgteectt
aatcttcatc
tgaaaataat
aaataccagc
actttttttg
ttcttaaact
gcttatatet
tggtgtttct
atgctaatat
agacatttty
tgttaatttyg
ttttteatat
ttgtcatagt
cattececcttg

aaacatettce

cttcgaatge
tagtgtegtt
attgaattat
atgatgatag
gctttgcecag
agttactecat
gecctatggaa
gtatggtttc
ggaaggtata
ttactttacec
tgtgtaattg
agcatactgt
ttgaaaatac
agatttcaat
aaacatcttyg
ﬁtctttgtag

tgtggaccag
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cagatcacag
taaaatgcac
ttttaatgaa
gcagttgaaa
cagtacatgg
gcatatattc
ttgttaagce
tttatatggg
tggcatttat
dggctcaaaag
atattaaaca
aaacaaaaaa
gatgtttggt
aattgagtaa
tttttttttce
ttgggtctaa

gaaasaaadad

cacattcaca
ctttttatrt
atgccaatat
attttttact
tagccacaat
tgecatttata
tggatcatga
taaagccatt
ttggataaaa
aaaacagtce
ttaaatgttce
atcatgcatt
tttatgcact
ttttagaage
tttttttcta
cactaactgt

ddaadaaaagaa
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Analisis statistik normalitas kadar protein

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirmov® Shapiro-Wilk
klphip Statistic df Sig. Statistic df Sig.
[karprot 1 188 & 200 970 6 890
2 211 6 200 .926 6 549
3 242 6 2000 887 6 .302
4 279 6 159 913 8 .458|
5 398 6 004 639 6 001

a. Lilliefors Significance Correction

*. This is a lower bound of the true significance.

Analisis statistik Uji Kemaknaan dengan metode Kruskal Wallis

Test Statistlcs™”
KDRPROT
Chi-Square 8.323
df 4
ymp. Sig. .0340@

a. Kruskal Wallis Test

b, Grouping Variable;

KLPHIP

Analisis Korelasi mRNA HIF-1a dan hasil Western Biot HIF-1a

Cormrelations
mMRNA wB

Speaman'srho mRNA  Correlation Coefficient 1.000 .800
Sig. (2-tailed) .04
N S 5
WEB Correlation Coeefficient .800 1.000)

Sig. (2-tailed) 104
N § 5

Pola mRNA..., Yulia Suciati, FK Ul, 2009
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Analisis Korelasi mRNA HIF-1a dengan pO2

Correlations
mRNA pO2
FSpearrnan's rho  mRNA  Correlation Coefficient 1.000 -.500]
Sig. {2-tailed} . 391
N 5 5
pO2 Cormelation Coefficient -.500 1.000,
Sig. (2-tailed) 394
N 5 5
Analisis Korelasi protein HIF-1a dengan pO2
Correlations
pO2 WB
1Spearrnan's rho  pO2 Correlation Coefficient 1.000 -.700
Sig. {2-tailed) b .188
N 5 3
WEB Correlation Coefficient -.700 1.000“
Sig. (2-tailed) .188
N 5 5

Universitas Indonesia
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POLA mRNA HYPOXIA INDUCIBLE FACTOR-1a (HIF-1a) DAN EKSPRESI PROTEIN
HIF-1a GINJAL TIKUS PADA HIPOKSIA SISTEMIK KRONIK

Yulia Suciati¥, Ani Retno Prijanti**, Mohamad Sadikin*#*

¥ Mahasiswa Magister Biomedik FKUT
** Departemen Biokimia dan Biologi Molekuler FKUI

ABSTRAK

Keadaan hipoksia dapat membuat
sel melakukan adaptasi melalui ekspresi
berbagai macam gen. Banyak gen tersebut
adalah gen yang diinduksi oleh suatu faktor
transkripsi yang disebut HIF-1. HIF-la
adalah subunit yang diregulasi oleh kadar
oksigen untuk aktifitas faktor transkripsi
tersebut.

Penelitian int bertujuan untuk
mengetahui bagaimana pola mRNA HIF-1o
dan ekspresi protein HIF-la pada organ
ginjal dari tikus yang mengalami kondisi
hipoksia secara sistemik  yang terbagi
menjadi 5 kelompok berdasarkan lamanya
perlakuan (kelompok kontrol, hipoksia 1, 3,
7, dan 14 hari masing-masing 6 ekor tikus
per kelompok) menggunakan Hypoxic
Chamber dengan kadar O, 8% dan Nitrogen
92%. Pola mRNA HIF-la dilihat
berdasarkan  hasil RT-PCR  dengan
membandingkan rasio kelompok normoksia
dan kelompok hipoksia. Ekspresi protein
HIF-1a dilakukan dengan metode Western
Blot dengan menggunakan anti HIF-la
sebagai antibodi primer.

Hasil penelitian  menunjukkan
terdapat peningkatan ekspresi mRNA HIF-
la sejalan dengan lamanya hipoksia yang
mencapai puncak pada kelompok hipoksia 3
hari dan mulai mengalami penurunan pada
kelompok 7 hari. Sementara protein HIF-1e
memperlihatkan terdapatnya peningkatan
ekspresi protein HIF-la yang mulai
mengalami penurunan pada kelompok
hipoksia 14 hari. Dapat disimpulkan bahwa
terjadi regulasi HIF-1qa terjadi pada tahap
transkripsi dan tahap pasca translasi,

Kata kunci :
Hipoksia, ekspresi gen HIF-1a, Ginjal

ABSTRACT

Hypoxia could make cell to adapt
trough gene expression. Many of these gene
induced by the transcription factor called
HIF-1. HIF-la is the subunit which
regulated by oxygen level to activated the
transcription factor.

The aim of this study is to know the
pattern of Hypoxia Inducible Factor-Ia
(HIF-la) mRNA and HIF-la protein
Expression of Renal Rat in Systemic
Chronic Hypoxia which divided to 5 groups
based on the duration of hypoxia (control, 1,
3, 7, and 14 days of hypoxia with 6 rats each
group) using hypoxic chamber with 8%
oxigen and 92% Nitrogen. The pattern was
measure with RT-PCR which combine the
ratio of control group and the hypoxic
group. The protein expression measure with
Western Blot method using anti HIF-1a as
1* antibody.

The result shows that HIF-la
mRNA elevated gradually and reach a peak
at 3 days of hypoxia and start to decrease
since then. While the HIF-1a protein shows
an increase expression until 14 days of
hypoxia which start to decrease. It can be
concluded that HIF-1a regulation occurs in
transcription level and post transiation.

Key Words:
Hypoxia, HIF-1a gene expression, Ren

Pendahuluan

Oksigen memegang peranan
penting dalam kehidupan terutama pada
organisme aerob, yang menggunakan
oksigen yang berperan sebagai akseptor
elektron terakhir pada rantai pernafasan
dalam rangka memperoleh energi
maksimal"* Sel memiliki respon terhadap
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perubzhan ketersediaan oksigen yang
berdampak  pada  banyak aspek
homeostasis baik secara fisiologis maupun
patologis®. Sebagai respon terhadap
hipoksia, terdapat perubahan ekspresi
banyak gen yang ternyata diperantarai
oleh’ suvatu faktor transkripsi- yang
dinamakan Hypoxia Inducible
Transcription Factor (HIF)™™,

HIF diaktivasi secara fisiologis

oleh hipoksia Y. Kedua mRNA subunit

HIF (¢ dan PB) dan proteinnya selalu
diekspresi, namun subunit HIF la secara
cepat langsung didegradasi pada kondisi
nomoksia ?. HIF ternyata juga
mempunyai peran penting dalam regulasi
proses biologis ‘baik pada kondisi
fisiologis maupun patologis ginjal.

Ginjal adalah organ yang-sangat-

sensitif terhadap perubahan pasokan
oksigen. Sensitivitas ini memiliki
keuntungan salah satunya dengan cara
memfasilitasi ginjal untuk memproduksi
eritropoetin dalam mekanisme
-adaptasinya. Regulasi produksi
eritropoctin  diinduksi oleh HIF 1lq.
Namun; tingginya sensitivitas terhadap
tekanan oksigen ini juga dapat
'mengakibatkan  kecenderungan  ginjal
terhadap terjadinya kerusakan sel yang
disebabkan hipoksia (hypoxic injury).

Secara khusus, HIF berperan
dalam regulasi angiogenesis, metabolisme
energi, apoptosis dan metabolisme besi,
regulasi pH dan regulasi vasomotor.
Hipoksia memegang peranan penting
dalam perkembangan kerusakan ginjal
akut, nefropati radiokontras, dan
glomerulonefritis akut. Banyak data
menujukkan hipoksia kronik adalah jalur
utama dari stadium akhir gagal ginjal
kronik ®.

Melihat bahwa hipoksia pada
ginjal mempunyai peran penting dalam
perkembangan dan progresivitas baik
gagal ginjal akut' maupun kronis, maka
aktivasi HIF dapat menjadi sasaran utama
terapi dalam pendekatan terapi di masa
depan yang dapat dipertimbangkan untuk
gagal ginjal, dimana aktivasi HIF dapat
menimbulkan ekspresi berbagai ‘macam

gen yang- bertujuan untuk mekanisme
adaptasi terhadap kondisi hipoksia pada
ginjal @,

Metode penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian
eksperimental in  vivo. Penelitian ini
menggunakan tikus Spraque Dawley. Jantan
yang schat, umur 10-12 minggu dengan
berat badan 150-200 gr, yang diperolah dari
Laboratorium LKM Depkes RI Jakarta.
Binatang coba pada percobaan ini dilakukan
induksi hipoksia dan kontrol normoksia
yang dibagi menjadi enam kelompok.
Kelompok pertama adalah kelompok kontrol
atau tanpa perlakuan dan lima kelompok
lainnya adalah kelompok perlakuan yang
dipaparkan pada hipoksia 1, 3, 5, 7, dan 14
hari. Gas campuran khusus dalam tangki gas
vang digunakan mengandung oksigen 8 %
dan nitrogen 92% dengan sungkup hipoksia
(Plexyglass Hypoxic Chamber).

Isolasi RNA

Sebanyak 50-100 mg jaringan hati
dimasukkan ke dalam tabung mikro lalu
ditambahi 1 mL TriPure Isolation Reagent
dan dihomogenisasi. Setelah itu homogenat
diinkubasi selama 5 menit pada suhu 15-
25°C.  Setelah diinkubasi homogenat
ditambahkan 0,2 ml CHCI; dan dikocok
kuat selama 15 detik, Inkubasi diulangi 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
tahapini dalam mikrotube terlihat tiga fase:
fase air tidak berwama dibagian atas
mengandung RNA, sedangkan interfase dan
fase organik berwarna merah dibagian
bawah mengandung DNA dan protein.

Isolasi DNA

Karena DNA dan protein tercampur
pada interfase dan fase organik, maka
keduanya harus  dipisahkan- dengan
mengendapkan DNA. DNA diendapkan
dengan menambahkan 0,3 mL EtOH 75%,
kemudian dicampur rata dengan membolak-
balik tabung. Inkubasi diulangi- lagi pada
suhu 15-25 °C selama 2-3 menit dan
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sentrifugasi 2000 g selama 5 menit pada

suhu 2-8 °C. Supematan mengandung:

protein, fenol dan EtOH lalu dapat disimpan
pada suhu 2-8 °C.

Isolasi Protein

Protein dipisahkan dari fenol dan
EtOH dengan cara presipitasi. Sebanyak 1,5
mL isopropanol ditambahkan ke supernatan
fenol-EtOH- dan tabung dibalik-balik
beberapa kali, kemudian sampel diinkubasi
selama 10 menit pada suhu 15-25 *C untuk
mengendapkan protein. Untuk memisahkan
protein ( yang berupa presitat' } 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 0,3 M guanidin
HCI dalam EtOH 95%. Sampe!l diinkubasi
selam 20 menit pada suhu 15-25 °C.

Kemudian- disentrifugasi 7500 g selama 5

menit pada suhu 2-8 °C dan supematan
dibuang, Pencucian ini dilakukan sebanyak
3 kali.

Endapan protein yang telah-dicuci 3
kali kemudian ditambahi 2 mL EtOH 100%
lalu  divorteks, Selanjutnya diinkubasi
selama 20 menit pada suhu 15-25 *C dan
disentrifugasi 7500 g selam 5 menit pada
suhu 2-8 *C. Supernatan dibuang, sedangkan
kelebihan EtQH dibuang dengan pengering
udara. Endapan protein dilarutkan dengan
menambahkan  SDS  (Sodium  Deodecyl
Sulfate) 1% dalam aquadest dan memipet
beberapa kali. Endapan yang sudah
dilarutkan kemudian disentrifugasi 10000 g
selama 10 menit pada suhu 2-8§ °C.
Supematan yang terbentuk mengandung
isolat protein dan dapat disimpan pada suhu
4 °C. Pengukuran kadar protein dilakukan
dengan mengukur serapannya pada panjang
gelombang 280 nm dan membandingkannya
terhadap standar.

Elektroforesis

Elektroforesis  dilakukan dengan
SDS-PAGE sesuai metode Laemmli.
Dengan akrilamid/bisakrilamid (30:1), 6,8
mL Tris HCI 1,5 M pH 8,6, 10,4 mL
aquabides, 296 ul. SDS 10%, 200 ul. APS

10% dan 20 uL. TEMED. Volume sample
disesvatkan sehingga total' mengandung:
protein sebanyak 50 ug. Sampel dicampur
dengan dapar sampel dan B-merkaptoetanol.
Perbandingan dapar sampel dengan B-
merkaptoetanol  adalah  19:1.  Sampel
divorteks dan disentrifugasi secukupnya lalu
dipanaskan pada suhu 95-100°C selama 3-5
menit. Elektroforesis dijalankan selama 3
jam'30 menit pada 90 Volt.

‘Western Blot

Biotting (BioRad) menggunakan
alat SemiDry Trans Blot (BioRad) selama 2
Jam ,400mA. Blocking dengan larutan susu
skim 10%. 1st Antibodi primer (Anti HIF-
la, Santa Cruz Biotechnology, pengenceran
1:500 ). Antibody sekunder menggunakan
anti IgG Mouse berlabel peroksidase (Santa
Cruz Biotechnology, pengenceran 1:1000).
Reaksi enzimatik ini terdiri dari 2,5 ml
aseton, 25 ul larutan H,0, 30%, 3-
Aminoethyl-Carbazole (Sigma Aldrich) dan
buffer asetat 0,5 M pH-5,0.

Real Time PCR untuk penetapan kadar
mRNA HIF-lo. dengan iScript One Step
RT-PCR with SYBR Green,

Pada Reverse transcription
polymerase chain reaction (RT-PCR), untai
RNA akan mengalami reverse transcription
lebih dahulu menjadi complementary DNA
{cDNA) dengan: enzim  reverse
transcriptase, selanjutnya cDNA akan
mengalami amplifikasi seperti prinsip
PCR konvensiopal. Reaksi RT-PCR
harusiah  sensitive dan spesifik dan
menghasilkan hasil amplifikasi yang baik.
Untuk itu maka harus diperhatikan adalah
mengetahui subu amnealing yang optimal
dan membuvat kurva standar untuk
mengevaluasi hasil pemeriksaan,

Protokol reaksi:

Inkubasi campuran komponen .dalam
system deteksi thermal real time
miniOpticon (BioRad) sebagai berikut:
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Sintesis cDNA 10 menit pada 50°C
Inaktivasi Iscript Reverse Transcriptase
5 menit pada 95 °C
Siklus PCR dan deteksi
10 detik pada 95°C
30 detik pada 60 °C
30 detik pada 72°C
{Pengumpulan data)
Melt Curve analysis
1 menit pada 95 °C
1 menit pada 55 °C
10 detik pada55-95 °C
Sebelum rumning RT-PCR mRNA
HIF-la  dijalankan, terlebih
dilakukan optirnalisasi dengan mencari suhu
annealing dan melihat melting curve
menggunakan primer HIF-1a dan primer §
aktin. Primer HIF-1a memiliki Tm 58°C dan
Tm untuk primer B aktin adalah 62°C.
setelah dilakukan optimalisasi, maka pada
suhu 60°C RT-PCR akan dijalankan. Primer
yang digunakan menunjukkan kespesifikan
dengan melihat hasil melting curve
keduanya yang menunjukkan satu puncak
sehingga cukup layak digunakan,

dahulu:

,4*.,_.
‘l‘mu,-n@of?\h RS A
v

Hasil dan Pembahasan

Ginjal merupakan organ yang secara’
fisiologis berada pada kondisi hipoksia.
Tekanan oksigen ginjal berkisar antara 10-
30 mmHg. Hal ini disebabkan struktur
anatomis  vaskularisasi  ginjal  yang-
memungkinkan terjadinya difusi oksigen
antara pembuluh darahnya. %>

Dari penelitian Ferdinal et al yang
menggunakan- objek penelitian' yang' sama,
didapatkan hasil analisis pas darah yang
diambil dari aorta saat dilakukan
pembedahan, Terlihat adanya penurunan
parameter yang mengindikasikan telah
terjadinya  hipoksia  dengan  melihat

‘penurunan tekanan parsial O, pCO,, dan

saturasi  oksigen yang sejalan dengan
lamanya hipoksia.

Tabel 1. Hasil analisis gas darah dan berat hewan coba

.= S
Gambar 1. Melting curve beta aktin dan HIF

Analisis  hasil RT-PCR harus
dilakukan normalisasi agar data dapat
bermakna secara biologis. Normalisasi pada
metode  kuantifikasi  relative  dapat
menggunakan gen referen. Gen referen
adalah gen yang level ekspresinya konstan
disemua sample tes, dan dimana ekspresinya
tidak dipengaruhi oleh perlakuan saat
penelitian.

Parameter normoksia hipoksia
1 3 7 14
hari { hari | hari [ hari
pO2 arteri, 562 | 51 | 446 [ 35.6
mmHg 964+ 48 | £6 +52 | =4 £3.]
pCO2 arteri, 362 | 333 | 29 23.7
mmHg 40.4 £2.7 22 [ £22 § £33 [ 224
saturasi O2 652 | 602 [ 573 | 529
arteri,% 94,1x3.1 62 | =55 | £54 | 286
74 7.4 7.4 7.37
pH 7.39¢ 0.01 4001 | 2001 | 2002 | 2001
BB akhir, g 178 175 [ 209 | 206 210
Berat rata-
raia ginjal,
mg 612 617 | 745 | 754 767
Rasio
BG/BB
(mg/g} 3.43 352 3356 | 3.66 | 165

Tabel analisis gas darah dikutip dad penclitian
Ferdinal et al dari proyek hipoksia vang sama.

Kadar protein jaringan ginjal pada
kondisi normoksia, hipoksia 1, 3, 7, dan
14 bari.

Hipoksia adalah suatu kondist yang
akan mempengaruhi sel-sel ginjal dalam
kelangsungan hidupnya. Untuk itu sel harus
dapat  bertahan  dengan  melakukan
mekanisme adaptasi atau bila hal tersebut
sudah tidak mampu dikendalikan maka akan
terjadi kematian sel.

Adaptasi sel terhadap Kkondisi
hipoksia ini dapat terlihat dari perubahan
protein pada masing- masing kelompok
seperti terlihat pada gambar berikut:
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Gambar 2. Diagram batang kadar prolein jaringan
ginjal pada kelompok normoksia, hipoksia 1,3,7 dan
14 hari, p>0.05

Secara statistitk, tes normalitas
dengan  Uji  Kolmogorov  Smirnov
menujukkan bahwa data tidak terdistribusi
normal , Analisis lalu dilanjutkan dengan uji
non parametrik dengan metode Kruskal
Wallis yang menunjukkan bahwa tidak
terdapat perbedaan bermakna kadar protein
antar kelompok (p>0.05). Namun bila dilihat
gambar 4.2. dapat terlihat perbedaan yang
cukup  signifikan antara  kelompok
perlakuan.

Berdasarkan grafik kadar protein
(gambar 2.), terlihat peningkatan kadar
protein seiring dengan lamanya hipoksia.
Hal ini mungkin disebabkan oleh karena
adanya proses adaptasi sel ginjal terhadap
kondisi hipoksia. Pada hipoksia sate hari,
terlihat sedikit penurunan kadar protein
dibandingkan kontrol, yang mungkin
disebabkan oleh respon awal sel terhadap
hipoksia dimana terjadi  penurunan
metabolisme dan penghematan energi yang

ada. Namun seiring dengan lamanya

hipoksia, akan ferjadi adaptasi sel
diantaranya melalui penurunan katabolisme
protein, pemanjangan waktu paruh protein,
dan terstabilisasinya HIF-1o sebagai master
gen yang mengatur = 100 gen untuk proses
adaptasi terhadap hipoksia.

Hal ini terlihat pada hasil Western
Blot proteinn HIF-la (Gambar 3). Pada
gambar yang diambil menggunakan kamera
digital ini, terlthat ekspresi protein HIF-la
yang ditandai dengan pita berwama
kecoklatan, Pada kelompok kontrol (K),
sudah dapat terlihat pita kecoklatan yang

lebih tipis bila dibandingkan dengan pita-
pita dari kelompok hipoksia. Hal ini
memang dapat terjadi disebabkan memang
dalam kondisi fisiologis ginjal merupakan
organ vyang relatif hipoksia, sehingga
terdapat ekspresi protein HIF-la dalam
Jjumlah yang kecil. Pada kelompok hipoksia,
terlihat pita semakin tebal yang menandakan
semakin meningkatnya jumlah protein HIF-
la yang memang mengalami stabilisasi pada
kondisi hipoksia 1,3,dan 7 hari, namun pada
kondisi hipoksia lebih lanjut, yaitu pada 14
hari, stabilisasi HIF-1 o sudah tidak segjelas
kelompok hipoksia sebelumnya yang
mungkin disebabkan karena jumlahnya yang
mulai sedikit karena sudah ada yang

mengalami  degradasi oleh  kompleks
proteasom.

Gambar 3, Hasil foto Western Blot protein HIF Ia
ginjal tikus kelompok kontrol dan ketompok hipoksia
sistemik

HIF-1 o memiliki berat molekul 120
kDa, namun pada hasi] Western blot ini
terdapat dua pita (tanda panah) yaitu pada
berat moleku! 66.200 Da dan 45.000 Da,
yang mungkin disebabkan telah terpecahnya
molekul protein HIF-1 a karena masih
terdapatnya protease sel dalam sampel.

Pada perhitungan rasio densitas rata-
rata piksel menggunakan software Adobe
Photoshop CS82, didapatkan hasil seperti
gambar berikut:
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Gambar 4. Diagram baris hasil pengukuran
densitas pada foto Western Blott HIF-1a

Stabilisasi HIF-la disebabkan oleh
tidak aktifnya enzim prolil hidrokstlase yang
membutuhkan oksigen sebagai salah satu
substratnya. Ketidakaktifan enzim prolil
hidroksilase akan menyebabkan HIF-la
tidak mengalami hidroksilasi pada residu
prolin sehingga tidak dapat dikenali oleh
pVHL dan berakibat tidak dapat didegradasi
oleh kompleks proteasom. HIF-la akan
berdimer dengan HIF-1B membentuk HIF-1
yang merupakan faktor transkripsi bagi
banyak gen yang mengatur respon adaptif
terhadap hipoksia. Stabilisasi HIF-1 a ini
akan terus berlangsung sepanjang sel
tersebut mampu untuk mempertahankan diri
pada kondisi hipoksia. Bila sel tersebut
sudah tidak mampu Jagi mempertahankan
respon adaptif tadi, maka sel tersebut akan
mengalami apoptosis.

Kadar RNA Total

Hasil serapan total RNA sampel
yang berhasil diisolasi divkur serapannya
pada panjang gelombang 260 nm agar dapat
ditentukan konsentrasi RNA total masing-
masing sampel. Kadar RNA total ini
digunakan untuk menyamakan jumlah RNA
yang akan digunakan pada RT-PCR kurang
lebih sama yaitu 500 ug tiap sarnpel dengan
cara mengatur volume dan pengenceran
RNA total yang digunakan pada tiap
campuran RT-PCR. Kadar RNA total dan
hasil serapannya dapat dilihat pada Jampiran
dua.

Rasio mRNA HIF-1e jaringan ginjal pada
kondisi normeksia, hipoksia 1, 3, 7, dan
14 hari.

Langkah selanjutnya adalah running
RT-PCR yang diikuti dengan analisis hasil
RT-PCR. Metode analisis RT-PCR yang
digunakan pada percobaan ini adalah
relative kuantitatif, yang bertujuan untuk
mengetahui perbedaan tingkat ekspresi suatu
gen target pada sel yang normal
dibandingkan dengan sel yang mengalami
perlakuan. Melalui metode  ini dapat
ditentukan tingkat ekspesi suatu gen target
pada sel target meningkat atau menurun
dibandingkan dengan sel normal (kontrol),

Dari hasil running RT-PCR yang
didapatkan, terlihat nilai efisiensi yang
sangat bervariasimaka tingkat ekspresi
relative  mRNA  HIF-lg  ditentukan
berdasarkan rumus Pfaffl?? Selain nilai
effisiensi, terdapat nilai lain yang diperlukan
dalam analisis hasil RT-PCR, yaitu C(t}.
Nilai C(t) ditentukan oleh alat Real Time
RCR  secara  otomatis  berdasarkan

erpotongan kurva dengan garis threshold.
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Gambar 5. C(t) p-aktin dan HiF-1a

Analisis data RT-PCR mRNA HIF-
1e menggunakan metode Paffl yang didasari
atas ketidakseragaman efisiensi amplifikasi
antara gen target (HIF-1a) dan gen referen
(B-aktin).® Hasil perhitungan rasio mRNA
HIF-1e menggunakan metode Paffl. Dari
hasil yang didapat, terlihat adanya
peningkatan rasio ekspresi mRNA HIF-la
yang terlihat pada gambar berikut:-
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Gambar 6, Diagram batang rasic mRNA HIF-1a pada
kelompok normoksia, hipoksia 1,3,7 dan 14 hari.

Pada gambar 6, sudah terdapat
ekspresi mRNA HIF-le pada kelompok
kontrol. Hal ini disebabkan bahwa pada
kondisi fisiologis ginjal memang relatif
berada dalam kondisi hipoksia. Hal ini dapat
disebabkan oleh adanya respon awal sel
melalui penurunan metabolisme dan energi.
Peningkatan ekspresi mRNA HIF-1a terjadi
sebanyak 1,6 kali lipat dibanding konirol
pada kelompok hipoksia 3 hari, 1,5 kali lipat
pada 7 hari dan 1,09 pada hipoksia 14 hari.

Hasil  analisis data  dengan
menggunakan metode Kruskal wallis
menunjukkan bahwa terdapat peningkatan
rasio ekspresi mRNA HIF-1a sejalan dengan
lamanya hipoksia hingga hari ke 7 diikuti
dengan penurunan rasio ckspresi mRNA
pada hipoksia 14 hari (Gambar ). Namun
secara stastistik peningkatan rasio mRNA
HIF-1¢ ini tidak bermakna (p>0.05).

Terdapatnya ekspresi mRNA HIF-
la pada kelompok kontrol (normoksia),
dapat disebabkan oleh karena kondisi
fisiologis jaringan ginjal yang relatif
hipoksia, hal ini juga dapat terlihat pada
penelitian Heidbreder et al, 2003 yang
memberikan hasil yang sama dimana
terdapatnya ekspresi mRNA HIF-la pada
kelompok normoksia ginjal.’ Kondisi awal
hipoksia terfihat sel sedang mengalami
adaptasi sehingga ekspresi mRNA HIF-ia
terjadi peningkatan. Peningkatan rasio
ekspresi mRNA dapat disebabkan karena
adanya respon adaptasi sel untuk tetap
bertahan pada kondisi hipoksia. Respon
adaptif ini dimotori oleh HIF-la karena
protein ini memang merupakan suatu master

gen yang mengatur banyak gen dalam
kondisi hipoksia, diantaranya gen untuk
eritopoesis, angiogenesis, metabolisme an
aerob karbohidrat, proliferasi sel dan
apoptosis."’

Pada kondisi hipoksia 7 dan 14 hari
mulai terjadi penurunan ekspresi HIF-la
bila dibandingkan kelompok hipoksia 1 dan
3 hari namun tetap lebih tinggi bila
dibandingkan kontrol. Penurunan ekspresi
ini dapat disebabkan oleh mulai adanya
penekanan ekspresi mRNA HIF-la oleh
protein HIF-lo yang sudah banyak
terstabilisasi atau karena sel sudah mulai
kehilangan daya adaptasinya terhadap
hipoksia.?®

Hubungan antara mRNA, protein HIF-1a
dam pO,

Untuk dapat melihat apakah terdapat
hubungan korelasi antara hipoksia dengan
kadar mRNA HIF-la, dilakukan analisis
korelasi menggunakan metode Spearman’s
Rho. Hasil analisis menunjukkan bahwa
terdapat korelasi negatif sedang (R=-0.5,
p>0.05) yang menggambarkan bahwa
semakin rendah pO; semakin tinggi rasio
mRNA HIF-1a dan tidak terdapat hubungan
bermakna antar kadar pO; dan mRNA HIF-
la (Gambar 7).
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Gambar 7. Diagram Scatter untuk korelasi pO, dengan
mRNA HIF-1a ginjal

Sementara untuk korelasi pO; dengan hasii
Western Blot dengan uji korelasi Spearman’s
Rho (Gambar B), terdapat korelasi negatif
yang kuat dan terdapat perbedaan bermakna
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antar kadar saturasi O, dan hasil Pesrern
Blor (R=-0.7, p>0.05). Analisis ini
menggambarkan bahwa semakin rendah
kadar tekanan parsial O,, semakin tinggi
ekspresi HIF-la yang tergambar dari nilai
densitasnya dan tidak terdapat hubungan
bermakna antara kadar saturasi O, dan hasil
Western Blor HIF-1qa,
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Gambar 8. Diagram scatter untuk korelasi pO, dengan
hasil Western Blot HIF-1a ginjal

Untuk korelasi antara hasil Western
Blot denpan rasio mRNA, juga dilakukan
analisis dengan korelasi Speraman’s Rho
yvang menujukkan hasil adanya korelasi
sangat kuat (R=0.8) dan p>0.05. Korelasi
bernilai positif yang menujukkan bahwa
semakin tinggi rasio mRNA HIF-la,
semakin tinggi nilai densitas hasil Western
Blot HIF-1a namun tidak terdapat hubungan
bermakna antar keduanya (Gambar 4.10.)
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Gambar 9. Diagram scatfer untuk korelasi mRNA dan
Hasil Western Blot HIF-] e ginjal.

Oksigenisasi pada parenkim ginjal
mengambarkan adanya keseimbangan antara:
pasokan oksigen dan konsumsinya, terutama
untuk tansport di fubulus. Kebutuhan O,
diatur oleh Laju Filtrasi Glomerulus/
Glomerular Filtration' Rate (GFR), jumlah
pompa ion, dan berbagai macam regulator
yang mengatur aktifitas transport.”’

Secara fisiologis, ginjal adalah
organ yang hipoksia dan memiliki rasio
konsumsi berbanding pasokan yang terendah
dibandingkan dengan organ lain.*?
Terdapatnya gradien ketersediaan O,
memang  dibutuhkan  ginjal  untuk
manjalankan  berbagai macam  fungsi
fisiologisnya. Hal ini menjelaskan bahwa
pada kelompok kontrol (normoksia)
penelitian ini memang terdapat ekspresi
mRNA HIF-la dan protein HIF-la yang
merupakan protein yang terekspresi pada
kondisi hipoksia. Hasil penelitian ini juga
sejalan dengan penelitian Stroka et al, 2001
vang menyatakan bahwa proteinr HIF-1a
terdapat pada kondisi normoksia di jaringan
otak, ginjal, hati dan jantung dengan metode
imunohistokimia.”’  Tekanan  oksigen
fisiologis pada jaringan yang mungkin
menyebakan protein HIF-1 tetap ada dalamn
jumlah  kecil untuk mempertahankan
homeostasis jaringan.” Diduga bahwa HIF-1
yang berada pada kondisi normoksia
jaringan berfungsi untuk mempertahankan
ekspresi gen pada tingkat basal dalam
rangka pemenuhan energi sel. Selain itu
ekspresi HIF tidak hanya menggambarkan
kondisi patologis.. Penelitian Haase et al,
2006, mengemukakan bahwa hipoksia
terjadi selama embriogenesis normal dalam
kondisi fisiologis.

Penelitian  ini  memperlihatkan
adanya peningkatan ekspresi mRNA HIF-1a
sejalan dengan lamanya hipoksia yang juga
diikuti oleh peningkatan kadar protein HIF-
le yang mengalami stabilisasi selama sel
masih dapat bertahan untuk hidup.

Pada kondisi hipoksia kronis,
stabilisasi HIF juga dilaporkan oleh
Manotham et al, 2005 dengan metode
imunohistokimia yang mendeteksi adanya
HIF-1a pada medulla ginjal.*® Lidgren et al,
2008 melaporkan adanya peningkatan
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ekspresi mRNA HIF-1a pada pasien Renal
Clear Carcinoma yang juga mengalami
hipoksia jaringan.

Adanya penurunan ekspresi mRNA
HIF-1g juga dilaporkan oleh Belaiba et al,

2007 yang melaporkan bahwa pada model

hipoksia 10% O, pada paru tikus
didapatkan peningkatan mRNA HIF-1a
hingga hipoksia 1 jam yang diikuti dengan
penurunan’ mRNA HIF-1a, namun' ekspresi
protein semakin meningkat hingga hipoksia
16 jam* Lidgren et al, 2008 juga
melaporkan hal yang sama pada ekspresi
mRNA  HIF-la pasien Renal Clear
Carcinoma. Hal ini dapat disebabkan oleh
karena adanya up-regulasi protein HIF-1q,
yaitu adanya akumulasi faktor transkripsi

dan akhimya dapat menekan ekspresi-

mRNA HIF-1a pada tingkat tertentu.

Hasil dari penelitian ini
menunjukkan bahwa mekanisme adaptasi
hipoksia yang- tergantung- HIF-la bukan
hanya disebabkan oleh  peningkatan
stabilitas protein HIF-la namun juga
sebagai akibat dari peningkatan mRNA HIF-
lo atau terjadi regulasi Eada tingkat
transkripsi dan pascatranslasi.”

Terjadinya penurunan ekspresi HIF-
la  dapat discbabkan oleh adanya
ketidakmampuan sel dalam melakukan
adaptasi terhadap hipoksia sehingga sel akan
mengalami apotosis atan nekrosis. Banyak
sekali mediator untuk terjadinya apoptosis
termasuk juga perubahan pH intrasel, radikal
bebas, dan deplesi energi (ATP). Dagher PC
et al, 2004, mengemukakan bahwa deplesi-
energi dan aktivasi p53 adalah pencetus
utama kematian sel terprogram.®® Selain itu,
Saikumar et al, 2003, menyatakan bahwa
pada sel ginjal yang mengalami hipoksia,
Bax dan Bak, 2 protein pro-apoptotic dari
Bcl-2 family, bekerja sama untuk membuat
membran  luar  mitokondria  menjadi
permeabel terhadap proteinr Cyt .
Selanjutnya Cyt ¢ akan merangsang kaskade
apoptosis.”” Pada kondisi ini, HIF-1a akan
diikat oleh MDM2 dan didegradasi oleh
proteasom 268 tanpa melibatkan pVHL.%

Hipoksia pada ginjal mengarah pada
efek yang diinginkan maupun yang tidak
diinginkan yang akhirnya pada banyak kasus

mengarah pada terjadinya progresifitas gagal
ginjal kronis. Heymen at al, 2008
mengemukakan terdapatnya dua faktor
utama yaitu hipoksia dan ROS (Reacfive
Oxygen Species) yang mengalami induksi
dalam kondisi hipoksia. Hal ini-menginisiasi-
faktor transkripsi baik HIF maupun non-
HIF, serta efektor host yang digolongkan
sebagai mediator berbahaya dan mediator
pelindung' yang: berperan dalam' hasil akhir-
kondisi ginjal. Mereka berperan dalam
sejumlah  proses patofisiologis dalam
partisipasinya pada progresifitas Gagal
Ginjal- Kronis. Diantara mediator- yang:
berbahaya adalah poros Renin-Angiotensin-
Aldosteron, endotelin, plasminogen
activator-inhibitor 1, molekul adhesi, dan
Growth: Factor yang dengan adanya
hipoksia memicu terjadinya disfungsi
endotel, ‘vasokonstriksi, deplesi
mikrovaskular, inflamasi, fibrosis dan
kerusakan  tubulus dan'  glomernulus,
Berlawanan dengan hal itu, hipoksia juga
dapat memicu efek proteksi , seperti
eritropoesis dan Vascular Endhothelial
Growth Factor (VEGF), yang dengan cara
tertentu menangkis efek berbahaya dengan
cara angiogenesis, perbaikan oksigenasi
jaringan dan daya hidup sel, serta
memfasilitasi homing dari sel-sel progenitor.
Akhimya, mediator mana yang menentukan
tergantung dari besarnya intensitas ekspresi
dan kerja-mediator tersebut; 12141331, 353
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