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EKSPRESI GEN MANGANESE SUPEROXIDE DISMUTASE
PADA JANTUNG, OTAK DAN DARAH TIKUS YANG DIINDUKSI
HIPOKSIA SISTEMIK

ABSTRAK

Tujuan: Menganalisis ekspresi gen manganese superoxide dismutase (MnSOD) pada
jaringan jantung, otak dan darah tikus yang diinduksi hipoksia sistemik.

Desain: penelitian eksperimental in vivo dengan menggunakan hewan coba.

Metode: Sampel penelitian ini adalah 25 ekor tikus jantan strain Sprague Dawley
(Rattus novergicus L), yang dibagi menjadi 5 kelompok: kelompok I tikus tanpa
perlakuan hipoksia sebagai kontrol, kelompok II, ITl, IV dan V adalah kelompok tikus
dengan perlakuan hipoksia 10% Q; selama 1, 7, 14 dan 2] hari. Setelah perlakuan
tikus dimatikan, kemudian darah, otak dan jantung tikus diambil untuk diperiksa
tingkat ekspresi mRNA dengan menggunakan real time RT PCR dengan pewamaan
SYBR green, serta diukur aktivitas spesifik MnSOD dengan menggunakan kit
RanSOD® dengan ditambahkan NaCN untuk menghambat aktivitas CuZnSOD.
Hasil: Pada hipoksia awal (1 hari) ekspresi relatif mRNA MnSOD dan aktivitas
spesifik MnSOD menunjukkan penurunan di darah dan jantung, sedangkan pada otak
tidak terjadi penurunan. Hal in1 menunjukkan bahwa dalam keadaan hipoksia
sistemik perlindungan anticksidan pada otak terjadi lebih awal dibandingkan jantung
dan darah. Pada hipoksia awal di jantung dan darah, mulai terjadi peningkatan ROS
sehingga aktivitas spesifik MnSOD menurun, namun belum dapat menstimulasi
peningkatan ekspresi mRNA-nya. Pada hipoksia 1-14 han baik ekspresi mRNA
mauvpun aktivitas spesifik MnSOD pada ketiga jaringan tersebut mengalami
peningkatan sejalan dengan lamanya hipoksia. Pada hipoksia lanjut (21 han) terjadi
korelasi negatif antara ekspresi relatif mRNA dengan aktivitas spesifik MnSOD di
jantung dan darah. Hal ini mungkin disebabkan karena produksi ROS yang sangat
masif, sehingga ekspresi mRNA terus ditingkatkan namun stres oksidatif belum dapat
diatasi, sedangkan pada otak fenomena tersebut tidak terjadi. Hal ini diduga karena
peningkatan ROS pada hipoksia lanjut masih dapat diatasi dengan aktivitas enzim
MnSOD yang tersedia tanpa harus meningkatkan eksprest mRNA-nya. Hasil ini
menunjukkan bahwa otak cenderung lebih dilindungi dalam keadaan hipoksia
sistemik dibandingkan jantung dan darah. Hasil analisis uji korelasi Pearson
menunjukkan bahwa perubahan ekspresi relatif mRNA dan aktivitas spesifik MnSOD
pada induksi hipoksia sistemik pada darzh sejalan dengan perubahannya pada jantung
dan otak.

Kesimpulan: Setiap jaringan mempunyai pola ekspresi gen MnSOD dan aktivitas
MnSOD yang berbeda-beda pada kondisi hipoksia. Terdapat perbedaan regulasi
ekspresi gen MnSOD antara hipoksia sistemik awal dan lanjut. Pengukuran ekspresi
MnSOD (mRNA dan aktivitas spesifik) pada darah dapat sekaligus menggambarkan
ekspresi tersebut pada jantung dan otak.

Kata kunci: hipoksia, ekspresi mRNA MnSQD, aktivitas MnSOD.
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MANGANESE SUPEROXIDE DISMUTASE GENE EXPRESSION IN
RAT’S HEART, BRAIN BLOOD THAT IS INDUCED SYSTEMIC HYPOXIA

ABSTRACT

Background: The aim of this study is to determine the gene expression of
manganese superoxide dismutase (MnSOD) in rat’s heart, brain and blood induced by
systemic hypoxia.

Design: This study is an in vivo experimental study.

Method: This study was conducted on 25 male Sprague Dawley rats (Rattus
novergicus L) which were divided into 5 groups and subjected to systemic hypoxia by
placing them in hypoxic chamber supplied by [0% O, for 0, 1. 7. 14, 21 days,
respectively. Rats were sacrified after treatment, and the blood, heart and brain were
used for measurement of relative mRNA level of MnSOD with reat time RT PCR and
measurement of spesific activity of MnSOD enzyme using RanSOD® kit.

Result: Determination of gene expression of MnSOD (relative mRNA expression
and specific activity) in rat blood and heart celis under early hypoxic induction (1
day) resulted in the lower levels compared to the level in control group. After | day
of hypoxic induction the gene expression level was then increased and again
decreased under very late hypoxic condition (21 days) compared to the control. This
suggests that the blood and heart cells at early hypoxia have not encugh time to
provide more MnSOD enzyme through gene expression to eliminate the sudden
accumulation of ROS. In contrast to the results in heart and blood cells, the gene
expression of MnSOD in brain cells were demonstrated to be increased since early
systemic hypoxia (day 1) up fo day 14. and tends to decrease under late hypoxic
condition {day 21) although the level stil slightly higher compared to the level in
control group. Under late hypoxic condition (21 days), the capacity of MnSOD to
eliminate the accumulated ROS has been saturated as found in brain cells, or even
reduced to the lower level than in normal condition as found in blood and heart cells.
This study could demonstrate that brain cells have different pattem of gene
expression of MnSOD compared to blood and heart cells during several time points
of hypoxic induction, particularly at early stage. It should also be considered that the
levels of gene expression of MnSOD in each tissue were distinct although measured
under the same condition. Analysis of Pearson correlation test shows that pattern of
gene expression of MnSOD in biood cells is appropnate with the pattern in heart and
brain cells under hypoxic condition,

Conclusion: Every tissue has the different pattemn of gene expression of MnSOD
(relative mRNA expression and specific activity} under hypoxic condition. There is
different regulation of MnSOD gene expression at early and late hypoxia. Analysis
gene expression of MnSOD in blood cells could represent the analysis of gene
expression of MnSOD in heart and brain cells under hypoxic condition.

Keywords: hypoxia, relative mRNA expression of MnSOD, specific activity of
MnSOD.
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BABI
PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Hipoksia adalah keadaan rendahnya konsentrasi oksigen di dalam sel atau
jaringan yang dapat mengancam kelangsungan hidup sel. Organisme aerob, dari
prokariot sampai eukariot yang kompleks, mempunyai mekanisme homeostasis yang
adaptif untuk mengatasi hipoksia baik pada tingkat sistemik maupun seluler yaitu
melaui penginderaan oksigen (oxygen sensing).'” Contohnya pada tingkat seluler
penurunan kadar oksigen akan mengakibatkan aktivasi beberapa jalur metabolik yang
tidak membutuhkan oksigen (induksi enzim glikolisis anaerob). Pada tingkat
sistemik, pengaturan dilakukan dengan tujuan untuk meningkatkan distribusi oksigen,
seperti induksi eritropoiesis, angiogenesis dan hiperventilasi.”*

Saat ini di Indonesia telah terjadi pergeseran pola penyakit, dari penyakit
infeksi ke arah penyakit degeneratif seperti penyakit kardiovaskular, serebrovaskular
dan kanker. Hal ini terjadi karena terjadi perubahan gaya hidup pada masyarakat kita
yang menimbulkan resiko untuk mencetuskan penyakit-penyakit degeneratif.
Beberapa faktor resiko tersebut diantaranya merokok, konsumsi alkohol, kurangnya
aktivitas fisik, obesitas, tekanan darah tinggi, konsumsi makanan berlemak dan stres.
Kondisi hipoksia dalam hal ini ikut terlibat dalam perkembangan patogenesis
berbagai penyakit degeneratif khususnya yang disebabkan karena iskemia, di
antaranya yaitu infark miokard, penyakit serebrovaskuler (stroke), kanker, penyakit
paru obstruktif kronik dan gagal ginjal akut.>®

Salah satu respons sel terhadap kondisi hipoksia adalah peningkatan kadar
protein Hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1). HIF-1 adalah faktor transkripsi yang
memegang peranan penting dalam menjaga keseimbangan oksigen baik pada tingkat
seluler maupun pada tingkat sistemik. Gen-gen yang diregulasi oleh HIF-1 di
antaranya berhubungan dengan pengontrolan vasomotor (NOS2), angiogenesis
{(VEGF, FLT-1), pembentukan sel darah merzh dan metabolisme besi (EPO, reseptor
transferin, seruloplasmin), proliferasi sel (IGF-1, IGFBP-1, TGF ) dan metabolisme
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energi (GLUT 1-3, fosfoenolpiruvat karboksilase, laktat dehidrogenase A, aldolase,
fosfoglukokinase-1, piruvat kinase, enolase, prolil 4-hidroksilase dan
adrenomedullin). Karena begitu banyaknya gen yang menjadi target dari HIF-1 ini
dan sebagian besar gen merupakan gen yang vital dalam fungsional tubuh, maka
faktor transkripsi ini mempunyai peranan penting terutama dalam keadaan
hipoksia.”®

Pada keadaan hipoksia akan terjadi peningkatan produksi reacfive oxygen
species (ROS), seperti superoksida {O>") dan hidrogen peroksida (H,0;). ROS
merupakan senyawa radikal bebas yang molekul oksigennya mempunyai elektron
yang tidak berpasangan dan bersifat sangat reakfif. Penelitian sebelumnya
melaporkan bahwa ROS ikut berpartisipasi dalam jalur transduksi sinyal hipoksia
serta berperan dalam menstabilkan HiF-1a.” Hal ini disebabkan karena konsumsi
oksigen oleh sitokrom c¢ oksidase (kompleks IV mitokondria) menurun sehingga
terjadi akumulasi ROS pada kompleks 111 mitokondria. Kadar ROS yang tinggi
menginduksi stabilisasi HIF-la, sebaliknya kadar ROS yang rendah akan
menyebabkan degradasi HIF-la. Penghambatan ROS dalam keadaan hipoksia
menghambat pengaktifan transkripsi gen-gen yang diinduksi hipoksia. Sebaliknya
sel-sel dalam keadaan normoksia yang diberikan oksidan, mengaktifkan gen-gen
yang diinduksi hipoksia.?

Setiap organisme aerob memiliki mekanisme dalam mengatur kadar radikal
bebas, yaitu melalui sistem antioksidan. Aatioksidan adalah molekul yang dapat
mencegah proses oksidasi yang dimediasi oleh radikal bebas. Ada sejumlah
antioksidan enzimatik dalam tubuh, diantaranya yaitu superoksida dismutase, katalase
dan glutation peroksidase. Sistem antioksidan ini dapat mencegah oksidasi molekul
biologis oleh radikal bebas schingga dapat mencegah timbulnya stres oksidatif.’

Superoksida dismutase (SOD) merupakan salah satu enzim antioksidan
endogen yang dapat melindungi sel dari kerusakan oksidatif oleh radikal bebas.
Enzim ini menguraikan radikal bebas anion superoksida {O;") yang sangat reaktif
menjadi hidrogen peroksida (H,O;) yang kurang reaktif. Hidrogen peroksida

selanjutnya didetoksifikasi menjadi air oleh enzim katalase dan glutation peroksidase.
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Pada sel eukariotik terdapat tiga isoform SOD yaitu Cu/ZnSOD, SOD ekstraseluier
(EC-SOD) dan MnSOD (Manganese-Superoxide Dismutase).’

MnSOD merupakan enzim antioksidan utama yang terdapat di matriks
mitokondria. Rantai transpor elektron di mitokondria diyakini sebagai sumber utama
pembentukan ROS endogen. MnSOD ini memoduiasikan status redoks seluler
dengan mengubah anion superoksida menjadi H>O. dan oksigen. Penurunan kadar
MnSOD, sebagai satu-satunya scavenger O,", dapat menyebabkan peningkatan kadar
ROS dalam mitokondria sehingga terjadi stres oksidatif.” Dari suatu penelitian
dilaporkan bahwa ekspresi MnSOD dapat diinduksi oleh stres eksogen,'? sedangkan
Cu/Zn SOD merupakan enzim Konstitutif,

Ada beberapa penelitian yang melihat ekspresi MnSOD pada hipoksia,
diantaranya adalah penelitian Russel {1995) yang membuktikan bahwa aktivitas
MnSOD pada mencit jantan dalam kondisi hipoksia (10% oksigen selama 7 hari)
menurun secara signifikan, sedangkan ekspresi mRNA MnSOD tidak mengalami
perubahan dibandingkan dengan kontrol." Namun di sisi lain ada yang meneliti
pengareh MnSOD pada hipoksia, yaitu penelitian Wang (2005) yang membuktikan
bahwa MnSOD menekan akumulasi protein HiF-1a pada sel MCF-7 kanker payudara
manusia.'* Pada penelitian tersebut juga diungkapkan bahwa MnSOD akan mencegah
adaptasi sel terhadap hipoksia, salah satu respons yang dilihdt adalah penutunan
VEGF.

Walaupun penelitian mengenai MhSOD telah banyak dilakukdn, namun
belum ada yang meneliti perbandingan ekspresi gen MnSOD dalam keadaan hipoksia
sistemik pada jaringan-jaringan yang penting, seperti otak, jantung dan darah. Oleh
karena itu dalam penelitian ini dilakukan analisis bagaimana perbandingan gambaran
ekspresi gen MnSOD pada beberapa jaringan tikus yang diinduksi hipoksia sistemik,

yaitu darah, otak dan jantung.

1.2. Rumusan Masalah
Permasalahan yang timbul dari latar belakang di atas yaitu bagaimana

ekspresi gen MnSOD pada jaringan yang hipoksia? Bagaimana hubungan ekspresi
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mRNA MnSOD dengan aktivitas spesifik MnSOD pada jaringan yang hipoksia?

Bagaimana hubungan ekspresi MnSOD pada darah dengan jaringan lain?.

1.3.

1.4.

Hipotesis

. Terdapat perbedaan pola ekspresi gen MnSOD antara jaringan jantung, otak

dan darah tikus yang diinduksi hipoksia sistemik.
Pola ekspresi gen MnSOD pada darah dalam keadaan hipoksia sistemik dapat

menggambarkan kondisi hipoksia pada jantung dan otak.

Tujuan penelitian

Tujuan Umum

1.

Menganalisis ekspresi gen MnSOD pada jaringan jantung, otak dan darah

tikus yang diinduksi hipoksia sistemik.

Tujuan Khusus

1.5,

b

Menentukan secara kuantitatif jumlah mRNA MnSOD pada jaringan jantung,
otak dan darah tikus yang diinduksi hipoksia sistemik.

Menentukan aktivitas spesifik MnSOD pada jaringan jantung, otak dan darah
tikus yang diinduksi hipoksia sistemik.

Menganalisis hubungan antara ekspresi gen MnSOD dengan aktivitas spesifik
MnSOD pada jaringan jantung, otak dan darah tikus yang diinduksi hipoksia
sistemik,

Menganalisis hubungan ekspresi MnSOD pada darah dengan ekspresi
MnSOD pada otak dan jantung yang diinduksi hipoksia sistemik.

Manfaat Penelitian
Mengetahui respons jaringan terutama otak dan jantung terhadap keadaan
hipoksia sistemik sehingga dapat menambah informasi mengenai patogenesis

terjadinya stroke dan infark miokard.
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. Mengetahui peran MnSOD pada keadaan hipoksia sistemik melalui
pemahaman regulasi ekspresi gen sehingga dapat menjadi pertimbangan
penatalaksanaan keadaan hipoksia terutama pada jaringan otak dan jantung
dengan pemberian suplemen antioksidan (SOD).

. Memonitor ekspresi MnSOD pada darah, apakah dapat dijadikan indikator

untuk jaringan lain.

Universitas Indonesia

Ekspresi gen ..., Syarifah Dewi, FKUI, 2008



BABII
TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Stres Oksidatif

Pada organisme yang sehat, produksi radikal bebas yang tinggi akan
diimbangi oleh sistem pertahanan antioksidan untuk mencegah kerusakan sel.
Keadaan stres oksidatif menggambarkan ketidakseimbangan antara produksi
radikal bebas dengan pertahanan antioksidan dalam tubuh. Contohnya pada
gangguan sistem antioksidan yang dapat berupa represi protein yang berperan
sebagai antioksidan atau adanya paparan oksidatif seperti radiasi, infeksi, atau
metabolisme zat kimia. Pada prinsipnya, stres oksidatif merupakan hasil dar
berkurangnya antioksidan dan atau meningkatnya produksi radikal bebas.”

Tubuh memiliki mekanisme dalam mengatasi radikal bebas, yaitu melalui
sistem antioksidan. Antioksidan adalah molekul yang dapat mencegah proses
oksidasi yang dimediasi oleh radikal bebas. Ada sejumlah sistem anticksidan
enzimatik dalam tubuh, yaitu enzim primer (superoksida dismutase, katalase dan
glutation peroksidase} dan enzim sekunder (glutation reduktase, sistem glutation,
glutareksin dan tioredoksin). Selain itu ada pula antioksidan non enzimatik
diantaranya yaitu vitamin C dan vitamin E. Sistem antioksidan mencegah radikal
bebas untuk mengoksidasi molekul biologis sehingga diduga hal ini dapat
memperlambat proses penuaan dan mencegah berbagai penyakit.”'*

Gangguan keseimbangan antara radikal bebas dengan antioksidan, dimana
radikal bebas lebih banyak daripada antioksidan, berpotensi menyebabkan
terjadinya kerusakan. Kondisi ini disebut dengan stres oksidatif Stres oksidatf
dapat menyebabkan kerusakan terhadap berbagai molekul biologis, seperti DNA,

protein, lipid dan akhimya adalah kematian sel."

2.1.1. Radikal Bebas dan Reactive Oxygen Species
Radikal bebas adalah suatu molekul atau atom yang mengandung satu atau
lebih elektron yang tidak berpasangan pada orbit terluamya. Elektron tidak

6
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berpasangan adalah elektron tunggal dalam suatu orbital. Elektron tidak berpasangan
ini bertanggung jawab pada ketidakstabilan dan reaktivitas yang tinggi pada radikal
bebas. Adanya elektron tidak berpasangan pada radikal bebas menyebabkan elektron
tersebut mudah bereaksi dengan molekul jain dengan cara mengikat elektron yang
terletak di orbit terluarnya sehingga membuat molekul tersebut menjadi reaktif.'?

Reactive oxygen species (ROS) merupakan istilah yang ditujukan untuk
senyawa-senyawa turunan O, baik yang bersifat radikal maupun tidak. Jadi semua
radikal oksigen merupakan ROS, tetapi tidak semua ROS itu merupakan radikal
oksigen. Molekul-molekul yang termasuk ke dalam ROS diantaranya yaitu radikal
hidroksil (OH), alkoksil (RO") atau peroksil (ROO") yang mempunyai waktu hidup
yang singkat, juga termasuk superoksida (O:) atau radikal nitroksil (NO") yang
mempunyai waktu hidup sedang. Selain itu senyawa non radika! seperti hidrogen
peroksida (H>0y), hidroperoksida organik (ROOH) dan asam hipoklorit (HOCI) juga
termasuk ke dalam kelompok ROS.'?

ROS dibentuk sebagai hasil dari metabolisme normal yang menggunakan
oksigen dan mempunyai peran penting dalam sinyal sel. Selain itu ROS juga
diproduksi dari sumber eksogen seperti radiasi ionisasi. Pada sel-sel yang mengalami
inflamasi, ROS juga dihasilkan sebagai mekanisme pertahanan dalam melawan
bakteri.''¢

Pada kondisi normal, sel hidup membentuk ROS sebagai hasil metabolisme
tubuh. Bagian utama yang menghasilkan radikal oksigen adalah rantai transpor
elektron di mitokondria (lihat gambar 2.1). Mitokondria merupakan organel yang
merubah energi menjadi bentuk yang siap pakai yaitu ATP (adenosin trifosfat).
Proses pembentukan ATP di mitokondria disebut sebagai fosforilasi oksidatif, yang
melibatkan transpor proton (ion hidrogen) melintasi membran dalam mitokondria
dengan menggunakan rantai transpor elektron. Pada rantai transpor elektron, elektron

dihantarkan oleh sekelompok protein (enzim) melalui reaksi oksidasi-reduksi.'”®
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Gambar 2.1. Pembentukan ROS pada rantai pemafasan di mitokondria dan
pengontrolannya oleh antioksidan.'®

Efek ROS pada metabolisme sel telah banyak diketabui di berbagai spesies.
ROS berperan pada redox signaling atau oxidative signaling. Bukan hanya berperan
pada apoptosis, ROS int juga mempunyai efek positif, diantaranya adalah
menginduksi gen-gen kekebalan tubuh serta memobilisasi sistem transpor ion
(gambar 2.2). Pada saat terjadi luka, ROS akan dilepaskan untuk merekrut platelet
lain ke tempat [uka, selain itu sistem imun adaptif akan teraktifkan dengan cara
menarik leukosit.'®

Pada beberapa penelitian mengenai ROS scpeiti superoksida dan hidrogen
peroksida dilaporkan bahwa ROS mempunyai peran dalam transduksi sinyal dalam

beberapa sistem.!” Karena oksigen merupakan komponen utama dalam molekul ini,
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sehingga keberadaannya sangat dipengaruhi oleh konsentrasi oksigen lingkungan.

Beberapa peneliti melaporkan adanya hubungan yang dekat antara kadar oksigen dan

hidrogen peroksida dengan kecepatan produksi eritropoietin pada sel hepatoma.”
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Gambar 2.2. Peran ROS dalam regulasi fungsi sel dan kerusakan oksidatif.'®

Namun kadar ROS yang meningkat drastis dapat merusak struktur sel.
Kondisi ini disebut juga sebagai stres oksidatif. Pada keadaan ini, ROS
mengakibatkan kerusakan pada DNA (misalnya pemutusan rantai DNA), peroksidasi
lipid, modifikast protein, disrupsi membran, kerusakan mitokondria. Kerusakan-
kerusakan tersebut dapat mengakibatkan timbulnya berbagai penyakit. Hal ini
disebabkan karena elektron yang tidak berpasangan pada ROS memerlukan tambahan

elektron, sehingga ROS akan mengambil elektron dari molekul terdekatnya.'s*!
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2.1.2. Antioksidan

Antioksidan adalah suatu substansi dalam konsentrasi rendah, yang dapat

mengalami oksidasi sehingga menghambat atau mencegah oksidasi suatu senyawa

yang dilindungi. Komposisi antioksidan berbeda pada berbagai jaringan dan

tergantung pula pada jenis sel. Antioksidan ini dapat diinduksi pembentukannya oleh

adanya paparan radikal bebas pada suatu organisme. Berbagai mekanisme kerja

antioksidan dalam melindungi tubuh diantaranya adalah:®

1.

sebagai enzim yang mengkatalisis reaksi pemusnahan radikal bebas (superoksida
dismutase, katalase, peroksidase)

merupakan protein yang meminimalkan kemampuan pro-oksidan dengan cara
mengikat ion logam (transferin, haptoglobin, haemopeksin)

sebagai molekul kecil yang memusnahkan radikal bebas (bilirubin, asam urat,
glutation)

Berdasarkan cara antioksidan diperoleh, maka dapat diklasifikasikan menjadi:®

. antioksidan endogen yang terdiri dari

= enzim-enzim (superoksida dismutase, katalase, peroksidase dan glutation
reduktase)

= senyawa lain yang disintesis dalam tubuh (glutation, bilirubin, asam urat)

antioksidan eksogen yang terdiri dari

= mikronutrien seperti berbagai vitamin (vitamin C, E) dan senyawa lainnya
seperti flavonoid, fenol, baik yang terdapat dalam sayuran, buah-buahan dan
rempah maupun sebagai suplemen.

® antioksidan sintetik (butylated-hydroxy-anisole, butylated-hydroxy-toluene,
Trolox dil.)

= senyawa yang digunakan dalam klinik sebagai obat dan memiliki aktivitas
antioksidan in vivo (penisilamin, tetrasiklin, fenilbutazon, simetidin dll.)

Sebagai usaha untuk menangkal kerja dan menahan perluasan radikal bebas,

sistem antioksidan dalam sel baik enzimatik dan nonenzimatik akan bekerja. Jumiah

radikal bebas yang tinggi dalam tubuh akan mengakibatkan kadar senyawa

antioksidan menurun salah satunya superoksida dismutase (SOD).
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2.2. Hipoksia

Hipoksia adalah keadaan rendahnya konsentrasi oksigen, yang merupakan
keadaan cekaman (sfress) lingkungan yang berat dan mengancam kelangsungan
hidup sel. Seluruh organisme aerob mempunyai kemampuan menjaga homeostasis
oksigen untuk mempertahankan kelangsungan hidupnya. Secara fisiologis, tubuh
akan selalu menjaga oksigenasi yang optimal ke semua sel di seluruh tubuh.
Organisme aerob mengembangkan berbagai mekanisme untuk penginderaan oksigen
dan memberikan respons terhadap keadaan hipoksia. Pengaturan ini dilakukan baik
pada tingkat sistemik maupun tingkat seluler.'”

Pada ftingkat sistemik, pengaturan dilakukan dengan tujuan untuk
meningkatkan distribusi oksigen, seperti induksi eritropoiesis, angiogenesis dan
hiperventilasi. Pendeteksian kadar oksigen dilakukan dengan adanya kemoreseptor
spesifik yang meregulasi laju kardiovaskuler dan ventilasi. Pada keadaan rendah
oksigen, beberapa sistem kemosensorik teraktifkan, yang menghasilkan peningkatan
ventilasi pulmoner dan sirkulasi darah untuk menjaga suplai oksigen ke jaringan agar
tetap optimal. Respons ini merupakan jawaban atas terangsangnya sel kemoreseptor
yang berada pada badan karotis di pembuluh arteri dan badan neuroepitel yang berada
pada saluran nafas, serta merupakan respons langsung otot polos pembuiuh darah
terhadap hipoksia.'*

Pada tingkat seluler, penurunan kadar oksigen mengaktivasi beberapa jalur
metabolik yang tidak membutuhkan oksigen (induksi enzim glikolisis anaerob).
Seluruh sel yang berinti mendeteksi kadar oksigen dan memberikan respon terhadap
penurunan oksigen yang akut yaitu melalui pengaktifan protein, maupun terhadap
penurunan oksigen yang kronik yaitu melalui pengaturan transkripsi gen. Salah satu
respons sel terhadap kondisi hipoksia di antaranya yaitu dengan meningkatnya kadar
protein Hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1). HIF-1 adalah faktor transkripsi yang
memegang peranan penting dalam menjaga keseimbangan oksigen baik pada tingkat

seluler maupun pada tingkat sistemik.'?*
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2.2.1. Hypoxia Inducible Factor-1 (HIF-1)

HIF-1 merupakan molekul heterodimer, terdiri dari subunit « dan subunit
vang dikenal sebagai ARNT (aryl hydrocarbon nuclear translocator). Tiap subunit
pada bagian terminal amino, mengandung domain basic helix-loop-helix (bHLH) dan
domain homologi PER-ARNT-SIM (PAS). Domain bHLH dan PAS ini dibutuhkan
dalam pembentukan heterodimer antara subunit a dan subunit f§ untuk dapat berikatan
dengan DNA 38

Subunit § (HIF-1B) diekspresikan secara konstitutif dan terdapat di dalam inti
sel, aktivitasnya tidak dipengaruhi kondisi hipoksia, sedangkan subunit o (HIF-1a)
diinduksi secara khusus sebagai respons terhadap keadaan hipoksia. Dengan
demikian HIF-la dianggap sebagai regulator utama homeostasis oksigen karena
stabilitas dan aktivitasnya dipengaruhi oleh kadar oksigen. Stabilitas dan aktivitas
HiF-1a diatur oleh beberapa modifikasi pasca translasi, yaitu hidroksilasi pada residu
prolin spesifik yang menyebabkan terjadi ubiquitinasi {melalui protein pVHL) dan
subunit o tersebut didegradasi oleh proteasom. Selain itu hidroksilasi dari residu
asparagin akan menghambat aktivitas transkripsi dari HIF-1 dengan menghambat
interaksinya dengan koaktivator. Sebaliknya dalam keadaan hipoksia, hambatan
hidroksilasi residu prolin akan menyebabkan HIF-le stabil, dan berkurangnya
hidroksilasi residu asparagin meningkatkan aktivitas transkripsinya. Dengan
demikian aktivitas HIF-1 sangat ditentukan oleh subunit ¢, di mana protein ini akan
dipertahankan dalam keadaan hipoksia dan didegradasi dalam keadaan normoksia.>®

Konsensus sckuens DNA untuk terjadinya pengikatan HIF-1 berbagai gen
pada kondisi hipoksia yaitu 5°-(A/GYCGTG-3*.? Daftar gen yang diaktivasi oleh HIF-
1 terus bertambah termasuk gen dimana produk proteinnya berfungsi dalam
memelihara kondisi O: homeostasis dan untuk beradaptasi dengan perubahan
konsentrasi oksigen. Kelompok pertama adalah gen yang terlibat dalam fungsi dan
perkembangan dari sistem vaskularisasi baik mempromosikan angiogenesis (seperti
VEGF dan reseptornya) maupun memodulasi sistem vaskular (seperti penginduksi

nitric oxide synthase, heme oxigenase-1, endothelial-1, adrenomedullin, dan «lB-

adrenergic receptor).3‘s
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Kelompok kedua adalah gen yang produk proteinnya menginduksi proses
eritropoiesis. Selain eritropoietin, HIF-1 juga meregulasi ceruioplasmin, transferin,
dan reseptor transferin yang memfasilitasi suplai besi kepada jaringan eritroid.’
Kelompok ketiga adalah gen dergan produk proteinnya terlibat pada proses
metabolisme energi yang meningkatkan pengambilan glukosa dan mengantarkan ke
proses glikolisis sebagai sumber utama energi. Kelompok keempat adalah gen
dengan produk protein yang bertanggung jawab terhadap proliferasi dan viabilitas

sel.*?

2.2.2. Produksi ROS dalam Keadaan Hipoksia

Ada dua pendapat mengenai produksi ROS dalam keadaan hipoksia. Yang
pertama yaitu bahwa ROS diproduksi oleh sebuah NADPH oksidase yang mereduksi
O menjadi anion superoksida (0;"), yang kemudian akan diubah menjadi hidrogen
peroksida oleh SOD. Berdasarkan pendapat ini, bila terdapat keadaan rendah oksigen,
maka akan kadar ROS juga akan menurun. Penurunan kadar ROS ini memberikan
sinyal baik langsung maupun tidak langsung untuk aktivasi protein HIF-1.> Hal ini
dibuktikan oleh Salceda & Caro (1997), yang melaporkan pada pemberian katalase
atau antioksidan eksogen akan menginduksi gen target HIF-1.%*

Pendapat kedua yaitu dalam keadaan hipoksia terjadi peningkatan produksi
ROS oleh mitokondria, yang akan memberi sinyal pada stabilisasi HIF-la.
Berdasarkan pendapat ini, kondisi hipoksia menurunkan konsumsi oksigen pada
sitokrom ¢ oksidase (kompleks IV mitokondria), sehingga terjadi akumulasi ROS
pada kompleks 111 mitokondria.’ Pada pembentukan ubiquinol dari ubiquinon pada
mitokondria, radikal bebas (ubisemiquinon) akan diproduksi selama proses transpor
elektron (gambar 2.3). Radikal bebas ini berpotensial menyumbangkan elektron yang
tidak berpasangannya ke molekul Os, sehingga memproduksi superoksida. Selama
hipoksia proses pembentukan ROS dari tempat tersebut dapat meningkat. Sebaliknya,
iika transpor elektron mitokondria dihambat pada tempat yang lebih proksimal oleh
inhibitor seperti rotenone, DPI atau myxothiazol, ubiquinon akan teroksidasi

sempurna sehingga pembentukan ROS pada kompleks I dapat berkurang.
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Berdasarkan percobaan ini, produksi ROS pada kompleks Il meningkat pada kondisi

hipoksia, dan oksidan ini mencetuskan jalur sinyal pada hipoksia.®
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Gambar 2.3. Reduksi Ubiquinon (Q) menjadi ubiquinol (QH;) melewati bentuk
intermediet anion semiquinon (Q™).5

Paul Schumacker (2003} melaporkan bahwa hipoksia menstimulasi pelepasan
ROS dari mitokondria yang kemudian dapat meregulasi respons transkripsi dan post
transkripsi terhadap kondisi oksigen yang rendah.”> Penghambatan ROS pada
hipoksia, menghambat respons transkripsi terhadap hipoksia. Pada penclitian lain juga
membuktikan bahwa dalam keadaan hipoksia terjadi peningkatan radikal bebas yang
dilihat dengan menggunakan probe fluoresensi, dan terjadi penurunan bila diberikan
glutation.*®

Chandel (1998) meneliti apakah mitokondria berperan sebagai sensor oksigen
selama hipoksia dan apakah hipoksia dan CO mengaktifkan transkripsi yang
disebabkan oleh peningkatan produksi ROS. Hasil penelitian tersebut menunjukkan
bahwa pada sel Hep3B wild type terjadi peningkatan produksi ROS selama hipoksia
atau pada inkubasi dengan CoCh.*” Pada sel Hep3B yang tidak mempunyai DNA
mitokondria (p°), terjadi kegagalan respirasi dan tidak dapat mengaktifkan mRNA
eritropoietin, enzim-enzim glikolisis dan VEGF selama hipoksia serta tidak terjadi

peningkatan produksi ROS selama hipoksia.
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Sel-sel p° bila diinduksi dengan CoCl, terjadi peningkatan produksi ROS.
Pemberian antioksidan pyrrolidine dithiocarbamate (PDTC) dan ebselen (mirip
dengan glutation peroksidase), akan menghilangkan aktivasi gen-gen yang diinduksi
hipoksia selama hipoksia atau selama inkubasi CoCl, pada sel wild type, selain itu
juga menghilangkan respons terhadap CoCl: pada sel p°. Dari hasil penelitian
tersebut dapat disimpulkan bahwa hipoksia mengaktifkan transkripsi gen melalui
sinyal yang tergantung mitokondria dan melibatkan ROS, sedangkan aktivasi
transkripsi yang diinduksi CoCl, distimulasi oleh produksi ROS melaiui mekanisme
yang tidak tergantung mitokondria.*®

Pada penelitian Chandel (1998) melaporkan bahwa kadar ROS yang tinggi
menginduksi stabilisasi HIF-la, sebaliknya kadar ROS yang rendah akan
menyebabkan degradasi HIF-la. Pada pemberian inhibitor kompleks [ dan IiI
mitokondria, terjadi hambatan induksi HIF-1 pada keadaan hipoksia (karena produksi
ROS dihambat). Sedangkan pada pemberian inhibitor kompleks IV mitokondria
dilaporkan dapat menginduksi aktivitas HIF-1 pada keadaan normoksia.”’
Penghambatan ROS dalam keadaan hipoksia mcnghambat pengaktifan transkripsi
gen-gen vang diinduksi hipoksia. Sebaliknya sel-sel dalam keadaan normoksia yang
diberikan oksidan, mengaktifkan gen-gen yang diinduksi hipoksia.?**®

Pada keadaan hipoksia, jika durasi waktu kurangnya oksigen tidak terlalu
lama, maka jaringan yang hipoksia dapat diselamatkan dengan pemberian oksigen
kembali (reoksigenasi). Namun pada awal tahun 1980-an, dilaporkan bahwa reperfusi
pada jaringan yang iskemia akan menambah kerusakan pada jaringan yang hipoksia
(reoxygenation injury). Hal ini disebabkan karena ledakan produksi ROS akibat
reoksigenasi.”’

Hampir seluruh aktivitas xantin yang mengoksidasi berbentuk dehidrogenase
dalam jaringan yang sehat, yang mentransfer elektron ke NAD" bukan ke Q.. Xantin
dehidrogenase ini mengoksidasi xantin atau hipoxantin menjadi asam urat. Ketika
terjadi kerusakan jaringan, xantin dehidrogenase diubah menjadi xantin oksidase,
melalui oksidasi gugus —SH atau dengan proteolisis terbatas. Proteolisis ini merubah

struktur xantin dehidrogenase yang menghambat tempat pengikatannya dengan
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NAD" dan menghantarkan elektronnya ke molekul O, Xantin oksidase ini akan
mengoksidasi xantin atau hipoxantin ketika terjadi reoksigenasi, dan menghasilkan
anion superoksida (0,7) dan hidrogen peroksida (H.0,), dan bila terdapat ion logam
transisi dapat menghasilkan radikal hidroksil (OH').*

2.3. Manganese Superoxide Dismutase (MnSOD)

Superoksida dismutase (SOD) merupakan salah satu enzim antioksidan
endogen yang dapat melindungi sel dari kerusakan oksidatif. Enzim ini menguraikan
radikal bebas anion superoksida (O,") yang sangat reaktif menjadi hidrogen
peroksida (H2O2) yang kurang reaktif. Hidrogen peroksida selanjutnya didetoksifikasi
menjadi air oleh enzim katalase dan glutation peroksidasc (gambar 2.4). Hidrogen
peroksida berbahaya bagi sel karena dapat dengan mudah berubah menjadi radikal
hidroksi! (melalui reaksi dengan Fe®*, yang dikenal sebagai reaksi Fenton). Radikal
hidroksil merupakan salah satu radikal bebas yang paling reakiif.”

0D Catalase
0y’ HO, T- HO

Y

GSH. OSSG

GR

-

NADPH NADP-

FSPD
Gambar 2.4. Detoksifikasi ROS oleh SOD.’

Superoksida dismutase (SOD. EC. 1.15.1.1) ditemukan pada semua
organisme aerob, baik prokariot maupun cukariot. Enzim ini tergolong
metaloprotein, mengandung ion logam (Fe, Ni, Cu, Zn, Mn) pada pusat aktifnya.
Pada sel eukariotik terdapat tiga isoform SOD yaitu copper-zinc SOD (Cu/ZnSOD),
SOD ekstraseluler (EC-SOD) dan MnSOD (Manganese-Superoxide Dismutase).’
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CuZnSOD atau dikenal sebagai SOD 1, isoform ini terdapat di sitoplasma dengan
aktivitas paling besar (70-80% dari aktivitas SOD sel). Kedua yaitu MnSOD atau
dikenal sebagai SOD 2, isoform ini terdapat di mitokondria dengan aktivitas sekitar
10-20% dari aktivitas SOD sel. Ketiga yaitu ECSOD atan dikenal sebagai SOD 3,
terdapat dalam cairan ekstraseluler.'

Di antara ketiga isoform SOD, MnSOD merupakan enzim yang pertama dan
utama dalam menangkal toksisitas radikal superoksida. Pertahanan kedua yaitu
CuZnSOD yang terdapat di sitosol. Isoform ini mendukung fungsi perlindungan dari
MnSOD dengan menetralisir superoksida yang bocor dart mitokondria ke sitosol.
Fungsi ECSOD adalah menetralisir superoksida yang berada di permukaan sel serta

di cairan dan matriks ekstraseluler."?

2.3.1. Gen MnSOD

MnSOD disandi oleh DNA inti, namun berfungsi sebagai enzim antioksidan
di mitokondria. Setelah sintesis, MnSOD ditranspor ke dalam matriks mitokondria.
Sebagian besar mitokondria mengkonsumsi lebih dari 95% oksigen sel, sehingga
rantai transpor elektron mitokondria diyakini sebagai sumber utama pembentukan
ROS (reactive oxygen species) endogen. Sehubungan dengan tersebut, adanya
MnSOD yang terletak di dalam matriks mitokondria merupakan komponen yang
paling penting untuk melakukan perlindungan pertama terhadap toksisitas ROS
tersebut.”'?

Promotor gen MnSOD tikus hampir sama dengan manusia, yaitu sedikit
mengandung kotak TATA dan CAAT, namun kaya akan G dan C (84% pada 200 bp
pertama). Pada promotor gen MnSOD tikus ini mengandung situs SP-1 (promoter-
selective transcription factor), situs AP-1 (activator protein) serta situs nwuclear
Jactor-xB (NF- «B).%

Pada manusia telah dilaporkan adanya polimorfisme genetik MnSOD, yaitu
Alat6Val dan lleS8Thr. Pada polimorfisme Alal6Val terjadi substitusi Alanin (GCT)
menjadi Valin (GTT) pada posisi 16 mitochondrial targeting sequence (MTS) dari
MnSOD manusia sehingga menyebabkan transpor MnSOD ke dalam matriks
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mitokondria menjadi terganggu. Sutton et al. melaporkan bahwa Ala-MnSOD 30-
40% lebih aktif di dalam matriks mitokondria dibandingkan dengan Val-MnSOD.*
Polimorfisme lain, yaitu [le58Thr pada ekson 3, dapat mempengaruhi stabilitas

MnSOD sehingga mengurangi jumiah dan aktivitas enzim.*

2.3.2. Protein MnSOD

Struktur MnSOD merupakan homotetramer (terdiri dari 4 subunit yang sama)
dengan berat molekul relatif 88.000 Da. Monomernya melipat membentuk dua
domain. Domain N-terminal terdiri dari dua a heliks yang antiparalel. Domain C-
terminal terdiri dari lembar § yang dibentuk dari 3 lembar B antiparalel yang
dikelilingi 4-6 o heliks. Ion mangan diikat oleh dua residu dari domain N-terminal
dan dua residu dari domain C-terminal. Situs aktif pada tiap subunit terdapat pada
perbatasan antara struktur heliks dan domain o/f. Situs aktifhya terdiri dart empat
asam amino vaitu His26, His74, Aspl59 dan His163. Keempat asam amino ini
dikoordinasi oleh ion mangan, membentuk struktur geometri segitiga bipiramidal
(gambar 2.5).**

Pada situs aktif enzim ini juga terdapat ikatan hidrogen antara beberapa asam
amino dengan air. lkatan hidrogen ini diduga membantu transfer proton ke situs
katalitik dalam proses katalisis. lkatan hidrogen ini dimulai dari ion mangan yang
berikatan dengan air, lalu berikatan dengan GlInl43 - Tyr34 - His30 - Tyrl66.
Perubahan salah satu dari asam amino tersebut mempengaruhi pada aktivitas katalitik
dan stabilitasnya. Substitusi pada GInl43 menyebabkan penurunan aktivitas

1'35

enzimatik 2-3 kali dibanding normal.”” Mutasi Tyr34Phe menurunkan kecepatan

enzimatiknya 10 kali dibanding normal.***’
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Gambar 2.5. Situs aktif MnSOD.**

Ion mangan pada situs aktif MnSOD berada dalam bentuk Mn (I1I).
Penghilangan ion Mn pada situs aktifnya dapat menghilangkan aktivitas katalitiknya,
dan ion Mn ini tidak dapat digantikan dengan ion logam lain. Sekuens asam amino
MnSOD ini mirip untuk tiap hewan, tumbuhan dan bakteri. Enzim ini mudah rusak
karena pemanasan dan perlakuan dengan pelarut organik atau detergen, berbeda
dengan CuZnSOD yang lebih stabil.?

Jumtah relatif MnSOD dan CuZnSOD pada hewan tergantung pada jaringan
dan spesiesnya, tolok ukur yang paling menonjol adalah jumlah dari mitokondria
yang terdapat di masing-masing jaringan. Pada eritrosit mamalia tidak terdapat
MnSOD, karena tidak mempunyai mitokondria, sedangkan pada jaringan hati
aktivitas MnSODnya 10% dari aktivitas SOD total. Akan tetapi jika suplai copper
terbatas, maka sintesis MnSOD ditingkatkan untuk mempertahankan aktivitas SOD
total. Diet juga dapat mempengaruhi pembentukan isoform SOD ini. Pada ayam yang
diberi makanan dengan Mn terbatas, maka pembentukan MnSOD menjadi berkurang

dan dikompensasi dengan pembentukan CuZnSOD yang meningkat.”**

Universitas Indonesia

Ekspresi gen ..., Syarifah Dewi, FKUI, 2008



20

2.3.3. Aktivitas MnSOD

MnSOD menetralisir anion superoksida yang sangat reaktif melaiui dua

langkah reaksi dismutase. Pada proses ini, Mn®" direduksi dan kemudian dioksidasi:

Mn** + 0, > [Mn**-0, 7] > M™ + 0,

Mr?* + 0" D [Mn®-0;"]+2H" © Mn** + Ha0s

[Mn-I(l-SOD]

Bentuk intermediet pada reaksi kedua berada dalam keadaan stabil dengan bentuk
kurang aktif, dimana O," terikat dalam kondisi non produktif. Pada pH 7,0 kecepatan
reaksi dismutasi O, untuk Cuw/ZnSOD dan MnSOD sama. Namun pada MaSOD
kecepatannya akan menurun pada pH alkali (contoh MnSOD E.coli kecepatan reaksi
pada pH 7,8 adalah 1,8x10° M'ls", tetapi pada pH 10,2 adalah 0,33::{109 M'ls'l).q

Penurunan kadar MnSOD, sebagai satu-satunya scavenger (>, dapat
menyebabkan peningkatan kadar ROS dalam mitokondria sehingga terjadi stres
oksidatif yang menginduksi kerusakan oksidatif berbagai molekul dalam sel seperti
protein, karbohidrat, lemak dan DNA.>M

Banyak studi yang telah meneliti mengenai pentingnya peran MnSOD ini.
Mencit dengan knockout gen MnSOD akan mati beberapa hari setelah [ahir karena
mengalami stres oksidatif yang masif. Mencit tersebut akan mengalami kelainan
jantung, akumulasi lemak di hati dan otot skelet serta terjadi asidosis metabolik,
biasanya akan mati pada hari kesepuluh setelah lahir.”® Pada mencit heterozigot
SOD2 (+/-) pada awal kehidupannya terlihat normal, namun semakin bertambah
umurnya akan terlihat peningkatan kerusakan oksidatif yang ditandai dengan adanya
kerusakan DNA dan peningkatan terjadinya kanker.”

Suatu penelitian melaporkan bahwa peningkatan aktivitas MnSOD melalui
aktivasi STAT3 (signal transducer and activator transcription 3) dapat melindungi
kardiomiosit dari kerusakan oksidatif akibat hipoksia-reoksigenasi.’® Penelitian lain
juga melaporkan bahwa penetralan radikal bebas oleh SOD dapat mengurangi

kerusakan jaringan pada iskemia otak.*!
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2.4. Real Time PCR

Perbedaan real fime PCR dengan PCR konvensional, yaitu produk yang
teramplifikasi (amplikon) pada PCR konvensional dideteksi setelah proses PCR
berakhir yaitu dengan menjalankan DNA pada gel agarosa. Sedangkan pada real time
PCR, amplikonnya dapat dideteksi saat reaksi berlangsung, oleh karena itu disebut
sebagai real time. Pendeteksian produk real time PCR disebabkan karena adanya zat
fluoresens yang menunjukkan adanya peningkatan jumlah DNA yang sejalan dengan
peningkatan sinyal fluoresens. Senyawa fluoresens ini berperan sebagai pewarna
yang berikatan pada DNA serta label pada sekuens primer atau probe. Mesin real
time PCR (thermal cyclers) dilengkapi perangkat yang dapat memonitor fluoresensi
sebagai tanda terjadinya amplifikasi. Peningkatan fluoresensi menunjukkan jumlah
dari produk yang teramplifikasi pada tiap siklus.**

Keuntungan real fime PCR dibandingkan PCR konvensional adalah pada real
fime PCR dapat ditentukan jumlah ¢cDNA yang telah diamplifikasi dengan akurasi
dan sensitivitas yang tinggi. Hasil real time PCR dapat bersifat kualitatif (ada atau
tidak dari swatu sekuens) atan kuantitatif (jumlah cDNA). Selain itu data hasil real
time PCR dapat langsung dievaluasi tanpa harus dilakukan elektroforesis dan
manipulasi post amplifikasi dapat dihilangkan,*?

Jumiah siklus PCR diperlihatkan pada x-axis dan fluoresensi dari reaksi
ampilifikasi (sejalan dengan jumlah produk yang teramplifikasi) diperiihatkan pada y-
axis. Grafik amplifikasi dibagi menjadi 2 fase yaitu fase eksponensial yang diikuti
oleh fase non eksponensial (plateau), seperti terlihat pada gambar 2.6. Selama fase
eksponensial, jumlah produk PCR kira-kira dua kali lipat dalam setiap siklus. Selama
reaksi berlangsung, komponen-komponen reaksi dikonsumsi sehingga satu atau lebih
komponennya menjadi terbatas. Pada saat tersebut, reaksi berjalan lambat dan

memasuki fase plateu (siklus 28 — 40).%

Universitas Indonesia

Ekspresi gen ..., Syarifah Dewi, FKUI, 2008



22

] et
03 3| -.— Exponential phase — ‘7‘%
| S axponential
] 7 plateay
. 4 phase
g 02 — ;
g ]
v | C, value ;'
2.1 l ;‘
A y
§ Tveshoidina ]
e T T 1 ]
1§ 10 20 x 29

Gambar 2.6. Kurva fluoresens pada real time PCR.*

Pada awalnya, fluoresens belum terdéteksi (siklus 1-18, gambar 2.9) karena
masih berada di bawah ambang batas (threshold line), kemudian produk terakumuliasi
secara eksponensial. Apabila produk yang terakumulasi tersebut berada dalam jumlah
yang cukup, maka sinyal fluoresensi akan terdeteksi. Jumlah siklus dimana sinyal
fluoresens dapat terdeteksi disebut sebagai Cyele threshold atau Ct. Nilai Ct dari
suatu reaksi terutama ditentukan oleh jumlah template DNA/RNA pada awal reaksi
amplifikasi. Apabila terdapat femplate dalam jumlah besar pada awal reaksi, maka
siklus amplifikasi yang diperlukan relatif sedikit untuk memperoleh akumulasi
produk yang cukup memberikan sinyal fluoresens di atas ambang batas, sehingga
reaksi tersebut akan mempunyai nilai Ct yang rendah. Namun sebaliknya, apabila
jumlah femplate kecil pada awal reaksi, maka siklus amplifikasi yang diperiukan
lebih banyak sehingga reaksi tersebut akan mempunyai nilai Ct yang tinggi.**

Analisis kuantitatif dengan real time PCR tersebut memerlukan kondisi reakst
yang optimal. Real time kuantitatif berjalan optimal antara lain ditandai dengan kurva
standar yang linier (R* > 0,980 atau r > 1-0,990) serta efisiensi amplifikasi yang
tinggi (90-110 %).** Langkah penting dalam menggunakan real time PCR adalah
pemilihan bahan kimia fluoresens yang akan digunakan. Bahan kimia fluoresensi

dapat dikelompokkan menjadi 2 tipe utama yaitu :
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1. Fluoresens yang mengikat DNA (DNA-binding dyes) seperti SYBR Greenl
2. Fluoresens yang dilabelkan pada primer yang spesifik atau sebagai petanda

{(dve-labeled) seperti molecular beacons & Tagman, hidridisasi dan petanda

Eclipse, Amplifluor, Scorpions, LUX dan primer BD QZyme).

Bahan kimia fluoresensi yang paling umum dipakai adalah fluresensi yang mengikat
DNA SYBR Green [ dan petanda hidrolisis TagMan. SYBR Green [ akan berikatan
secara tidak spesifik dengan DNA untai ganda (double-stranded DNA/dsDNA).
SYBR Green I memperlihatkan fluoresens yang kecil ketika berada dalam bentuk
bebas dalam larutan, tetapi intensitas fluoresens meningkat sampai 1000 kali ketika
berikatan dengan DNA. Dengan demikian sinyal fluoresens dari suatu reaksi real
time PCR sebanding dengan jumlah dsDNA yang ada, dan sinyal tersebut akan
semakin meningkat ketika terjadi amplifikasi target.*?

Metode analisis hasil real time PCR dapat secara perhitungan mutlak
{absofute quantification) maupun secara perhitungan relatif (relative guantification).
Perhitungan mutlak diperoleh dengan membandingkan nilai Ct sampel uji terhadap
kurva standar. Hasil analisis berupa jumlah asam nukleat (copy number, pg) per sel
atau per ug RNA total. Pada perhitungan relatif] hasil analisis merupakan suatu rasio
untuk mengetahui perbedaan tingkat ekspresi relatif suatu gen target pada sel yang
normal dibandingkan dengan yang terkena suatu penyakit (uji). Baik metode
perhitungan mutltak maupun perhitungan relatif harus dinormalisasi sehingga data
yang diperoleh menjadi bermakna. Hal ini dilakukan dengan menggunakan
normalizers yaitu housekecping/reference gene, yang merupakan gen dengan ekspresi
yang konstan pada semua sampel, di mana ekspresinya tidak dipengaruhi oleh
perlakuan,

Analisis perhitungan relatif dapat menggunakan metode Livak atau metode
Pffafl. Metode Livak digunakan apabila gen target maupun gen referens memiliki
efisiensi yang mendekati 100 % dan berjarak 5 % antara satu dengan yang lain.
Sedangkan metode Pfaffl digunakan apabila efisiensi amplifikasi antara gen target

- . 9
dan gen referensi tidak sama.**
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BAB I
METODE PENELITIAN

3.1. Disain Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental in vivo dengan
menggunakan hewan coba. Hewan coba yang akan digunakan adalah tikus jantan
strain Sprague Dawley.

3.2. Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian dilakukan di laboratorium Departemen Biokimia dan Biologi
Molekuler, Fakultas Kedokteran Universitas Indonesia. Penelitian berlangsung
selama 10 bulan, mulai bulan Agustus 2007 sampai bulan Mei 2008.

3.3. Sampel Penelitian
Sampel penelitian ini adalah 25 ekor tikus jantan strain Sprague Dawley

(Ratius novergicus L), berumur 6-8 minggu dengan berat badan 150-200 gram.
Tikus diperoleh dar Unit Gizi Diponegoro Litbang Depkes R1.
Dari 25 tikus ini dibagi menjadi 5 kelompok:

L kelompok tikus tanpa perlakuan (hipoksia 0 hari) sebagai kontrol

II. kelompok tikus dengan hipoksia selama 1 han

III.  kelompok tikus dengan hipoksia selama 7 hari

IV.  kelompok tikus dengan hipoksia selama 14 hari

V. kelompok tikus dengan hipoksia selama 21 han

3.4. Jumlah Sampel Penelitian

Jumlah sampel penelitian dihitung dengan menggunakan rumus Federer:

{(t-1)(n-1}} =1 t = jumlah kelompok perlakuan =5
{(5-1)}n-1)} > 15 n = jumlah sampel pada masing-masing kelompok
n>5 perlakuan
24
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Jadi masing-masing kelompok terdiri dari 5 tikus. Jumlah sampel total adalah 25

tikus.

3.5. Bahan dan Alat Penelitian
3.5.1. Bahan Penelitian

Gas campuran khusus dalam tangki gas yang mengandung 10% oksigen dan
90% nitrogen.

Reagensia untuk isolasi RNA total: Aquapure RNA Isolation Kit (Cat # 732-
6370-BioRad, Hercules, CA-USA).

Primer untuk gen MnSOD dan beta actin tikus Sprague Dawley.

Real Time Quantitative RT-PCR System dengan iScript One-Step RT-PCR
Kit with SYBR Green {cat # 170-8892-BioRad, Hercules, CA-USA).
Reagensia untuk pemeriksaan aktivitas MnSOD: kit RANSOD®.

3.5.2. Alat Penelitian

1

Kandang hipoksia (Hypoxic Chamber) dua set: ukuran besar dan kecil,
masing-masing dengan kapasitas enam dan empat ekor tikus.

Digital oxygen meter (OX-12B, No. 05213, MIEI Shanghai, China).

Alat bedah tikus (minor set).

Timbangan digital (Sartorius).

Ultra-low temperature freezer -80° C (MDF-U32868S, Sanyo).

Homogenizer (Wheaton Science, Millville, NJ-USA).

Quantitative Real-Time RT-PCR, Mini Opticon, BioRad Laboratories-USA.
Spektrofotometer UV-Vis, BioRad Labotatories-USA.

Sentrifus, vorteks, water bath.

Tabung mikro, spuit, mikropestel.

Tabung real time PCR.

Mikropipet dan tips.
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3.6. Cara Kerja
3.6.1. Persiapan Hewan Coba dan Pengambilan Sampel
3.6.1.1. Aklimatisasi Hewan Coba

Tikus strain Sprague Dawley dibeli dari Unit Gizi Dipenegoro, Puslitbang
Depkes RI sebanyak 25 ekor, berumur 6-8 minggu, dengan berat 150-200 gram.
Sebelum perlakuan hipoksia, tikus diadaptasikan dengan lingkungan animal house
Biokimia selama 1 hari. Diberikan makanan dan minuman ad libitum, suhu rvang

sekitar 25°C, serta pengaturan siklus cahaya terang-gelap selama 12 jam-12 jam.

3.6.1.2, Perlakuan Tikus Menjadi Hipoksia

Kelompok tikus hipoksia dimasukkan ke dalam kandang tertutup (Aypoxic
chamber, gambar 3.1) berukuran 60x50x40cm yang diberi suplai oksigen sebesar
10%, tikus yang masuk maksimum 6 ckor. Diberikan oksigen 10% karena untuk
membuat kondisi hipoksia yang masih bisa ditoleransi oleh tikus, sesuai dengan
metode penelitian yang sudah dilakukan oleh peneliti lain.*’

Selama perlakuan hipoksia, tikus diberi makanan dan minuman ad libitum,
suhu ruang sekitar 25°C, serta pengaturan siklus cahaya terang-gelap selama 12 jam-
12 jam. Kandang dibersihkan setiap 2 hari sekah.

Perlakuan hipoksia tersebut dilakukan selama [ hari untuk kelompok II, 7 hari
untuk kelompok I1I dan 14 hari untuk kelompok 1V dan 21 hari untuk kelompok V.

Untuk tikus kontrol tidak diberi perlakuan apa-apa, dipelihara dalam kondisi normal.

3.6.1.3. Pengambilan Jaringan Jantung, Otak dan Darah Tikus

Tikus dimatikan dengan eter, kemudian dibedah hingga terlihat jantungnya.
Setelah itu darah diambil dari jantung dengan spuit untuk isolasi RNA total dan
pemeriksaan aktivitas MnSOD. Organ jantung dan otak tikus diambil, kemudian

disimpan dalam wultra-low temperaiure freezer -80°C.,
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Gambar 3.1. Kandang untuk induksi hipoksia (hypoxic chamber)

3.6.2. Isolasi RNA Total dari Jaringan Jantung, Otak dan Darah

Ekstraksi RNA total dari berbagai jaringan tersebut dengan menggunakan
Aquapure RNA Isolation Kit (BioRad)
Tahap isolasi RNA total sebagai berikut :
Lisis Sel

Jaringan ditimbang sebanyak 5-10 mg, kemudian dimasukkan ke dalam
tabung 1,5 mL yang berisi 300 pl RNA Lysis Solution. Jaringan tersebut dilumatkan
dengan menggunakan Homogenizer. Untuk sampel darah, sebanyak 300 pl darah
dalam tabung 1,5 mL ditambahkan dengan 900 pl RBC Lysis Solwtion untuk
melisiskan sel darah merah. Kemudian diinkubasi selama 10 menit pada suhu ruang,
sambil sesekali dibolak-balik. Setelah itu disentrifugasi 13.000-16.000 x g selama 20
detik. Supernatan dibuang, pellet putih serta supernatan sebanyak 10-20 pl
ditinggaikan. Kemudian pellet divorteks untuk meresuspensi peilet sei darah putih.

Kemudian sebanyak 300 pl RNA Lysis Solution ditambahkan ke dalam resuspensi
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tersebut, lalu dengan menggunakan pipet {dihisap lalu dikeluarkan) sel darah putih

dilisiskan.

Presipitasi Protein-DNA

Sebanyak 100 pl larutan presipitasi DNA — Protein ditambahkan ke dalam
homogenat. Lalu tabung dibolak-balikkan sebanyak 10 kali dan kemudian diinkubasi
dalam es selama 5 menit. Setelah itu disentrifugasi selama 3 menit pada kecepatan
13.000 — 16.000 x g. Protein dan DNA yang terpresipitasi terlihat sebagai pellet
putih.

Presipitasi RNA

Supernatan yang berisi RNA dituang ke dalam tabung 1,5 mL baru yang
berisi 300 pl isopropanol 100 %. Kemudian tabung dibolak-balikkan sebanyak 25 —
30 kali, setelah itu disentrifugasi pada 13.000 — 16.000 x g selama 3 menit. RNA
terlihat sebagai pellet kecil yang translusen. Supernatan dibuang dan tabung
dikeringkan di atas kertas saring. Lalu sebanyak 300 upl etanoi 70 % ditambahkan ke
pellet dan tabung dibolak-balitkan beberapa kali untuk mencuci pellet RNA.
Kemudian disentrifugasi pada 13.000 — 16.000 x g selama | menit, setelah itu etanol
dibuang dengan hati-hati. Tabung dibiarkan mengering dengan membalikkan di atas

kertas saring selama 10 -15 menit.

Hidrasi RNA
Pellet RNA dilarutkan dalam 50 pl larutan hidrast RNA. Larutan diinkubasi
dalam es paling tidak selama 30 menit untuk merchidrasi RNA. Alternatif lain,

sampel RNA disimpan pada suhu -70° sampai -80°C sampai digunakan kemudian.

3.6.3. Desain Primer
Primer MnSOD dan beta actin (sebagai gen referensi) didesain dengan
menggunakan program Pimer3 dan Primer Analysis. Desain primer ini menggunakan

data gene bank: NM_017051 untuk gen MnSOD dan NM 031144 untuk gen beta
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actin. Primer MnSOD yang digunakan yaitu 5°- AAC GTC ACC GAG GAG AAG
TA -3" untuk forward serta 5°- TGA TAG CCT CCA GC A ACT CT -3 untuk
reverse dengan menghasilkan produk PCR sebesar 178 bp. Primer beta actin yang
digunakan yaitu 5- CAC TGG CAT TGT GAT GGA CT -3 untuk forward dan 5°-
CTC TCA GCT GTG GTG GTG AA -3 untuk reverse, yang akan menghasilkan
produk PCR sebesar 174 bp.

3.6.4. Amplifikasi cDNA MnSOD

Amplifikasi ¢cDNA dengan alat real time PCR (MiniOpticon, BioRad)
menggunakan iScript One-Step RT-PCR Kit with SYBR Green (BioRad). Cara kerja
real time PCR sama dengan PCR biasa, perbedaannya yaitu dengan menggunakan
real time PCR produk yang diamplifikasi dapat dideteksi dan diukur pada saat reaksi
sedang berlangsung, oleh karena itu disebut real time”. Produk PCR ini dapat
dideteksi dengan menambahkan molekul fluoresens pada campuran reagen PCR,
salah satunya yaitu SYBR Green. Peningkatan jumlah DNA yang terbentuk sebanding
dengan peningkatan sinyal fluoresens. SYBR Green merupakan senyawa yang sedikit
berfluoresens dalam keadaan bebas.pada larutan, namun fluoresens akan meningkat
1000 kali bila berikatan dengan DNA untai ganda. SYBR Green berikatan secara non
spesifik pada DNA untai ganda.
Reagen yang digunakan untuk real time RT PCR adalah SYBR Green, enzim reverse
transkriptase, primer, template RNA (dipakai ~ 300 ng untuk semua jaringan) dan
nuclease free water.

Protokol reaksi dengan iScripr One-Step RT-PCR Kit with SYBR Green
{BioRad} adalah sbb :
1. Sintesis cDNA selama 10 menit pada suhu 50°C
2.  Inaktivasi iScript Reverse transcriptase selama 5 menit pada suhu 95°C
3. Siklus PCR (30 — 45 siklus) selama 10 detik pada suhu 95°C; 30 detik pada

suhu 60°C (setelah optimalisasi); 30 detik pada suhu 72°C,
4.  Analisis Melt curve selama | menit pada suhu 95°C; 1 menit pada subu 55°C;
10 detik pada suhu 55°C (80 siklus, meningkat 0,5°C setiap siklus).
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Dengan Real Time PCR dapat ditentukan jumlah salinan c¢DNA hasil
amplifikasi yang menggambarkan ekspresi gen MnSOD secara kuantitatif. Gen f3
actin digunakan sebagai standar eksternal. Amplifikasi gen B actin dilakukan dengan
kondisi yang sama dengan gen MnSOD. Sebagai kontrol negatif digunakan
aquabidest sebagai pengganti RNA untuk menyingkirkan hasil positif paisu. Dengan
Real Time PCR diperoleh nilai efisiensi dan C(t).

Analisis ekspresi gen dinilai secara relative guantification dengan
menggunakan metode Pfaffi dengan rumus sebagai berikut :

Ratio — [Emr ct)ﬁct' target (calibrator — test)
(E r)ac , ref (calibralor — test)
™ t

Keterangan :

E target = Efisiensi gen MnSOD pada jaringan tikus hipoksia

E ref = Efisiensi gen P actin pada jaringan tikus hipoksia
ACrtarget = [C(t) calibrator gen MnSOD] — [C(t) test gen MnSOD]
ACyRef = [C(t) calibrator gen B actin] — [C(t) test gen f§ actin]

3.6.5. Pengukuran Aktivitas Spesifik Enzim MnSOD

Pembuatan Homogenat Jaringan dan Lisat Darah

Untuk pengukuran aktivitas MnSOD dari jaringan digunakan homogenat
jaringan. Jaringan ditimbang sebanyak 100 mg jaringan, kemudian buat homogenat
dalam 1 mi buffer fosfat 0,01 M pH 7.0. Sentrifugasi homogenat tersebut pada 5000
rpm selama 10 menit. Lalu supernatan dituang ke dalam tabung yang bersih.
Supernatan tersebut digunakan untuk pemeriksaan aktivitas MnSOD.

Untuk pengukuran aktivitas MnSOD dari darah diambil dari sel lekosit.
Sebanyak 200 pl darah (whole blood) ditambahkan 600 pl larutan pelisis sel darah
merah, kemudian didiamkan selama 10 menit. Lalu disentrifugasi selama 20 detik
pada kecepatan 16000 rpm, sehingga terjadi pemisahan sel lekosit dengan sel-sel
darah merah serta tampak sel lekosit sebagai pellet putih. Kemudian supernatan (sel
darah merah yang lisis) dibuang, sekitar 10 pl supernatan disisakan. Sel-sel lekosit

(pellet putih) dilisiskan dengan larutan pelisis sel lekosit sebanyak 200 pl. Lisat sei
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lekosit diencerkan lagi 5 x dengan buffer fosfat sehingga total pengenceran menjadi

100 x. Lisat sel Iekosit yang telah diencerkan tersebut digunakan untuk pemeriksaan

aktivitas MnSOD.

Pengukuran Aktivitas MnSOD

Aktivitas MnSOD ditentukan secara biokimia yaitu dengan menggunakan kit
RanSOD®. Prinsip pemeriksaan MnSOD dengan menggunakan kit ini adalah
pengukuran besarnya inhibisi pembentukan radikal superoksida oleh MnSOD. Xantin
oleh enzim xantin oksidase akan diubah menjadi asam urat dan menghasilkan radikal
superoksida (0;"). Radikal ini akan bereaksi dengan 2-(4-iodophenyl)-3-(4-
nitrophenol)-5-phenyltetrazolium chloride (I.N.T) membentuk warna merah
formazan. Aktivitas SOD total ditetapkan dari derajat penghambatan pembentukan
warna formazan ini yang diukur dengan spekirofotometer A 505 nm. Untuk hasil
aktivitas MnSOD yang diukur, maka ditambahkan NaCN ke dalam reaksi tersebut
untuk menghambat aktivitas CuZnSOD.

Xantin oksidase

Xantin » asam urat + Q5"

0,
IN.-T ——— & warna formazan

SOD
O +0;7 + 2H" ———» Oz + HO4

Reagen-reagen pada kit ini terdiri dari mixed substrate yang mengandung
xantin, buffer fosfat, xantin oksidase dan larutan standar untuk membuat kurva
standar. Sebanyak 25 pl sampel/standar dimasukkan ke dalam kuvet, lalu
ditambahkan mixed substrate dan campur dengan baik. Untuk menghambat
Cu/ZnSQD, sebanyak 5 pl natrium sianida 5mM ditambahkan ke dalam campuran
tersebut dan diinkubasi selama 5 menit pada suhu ruang. Kemudian ditambahkan
enzim Xantin oksidase dan serapan cahaya dibaca dengan spektrofotometer pada
panjang gelombang 505 nm pada 30 detik pertama setelah penambahan enzim (Al)
dan 3 menit kemudian (A2), (tabel 1).
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Tabel 1. Komposisi reagen untuk pengukuran aktivitas MnSOD dengan kit RanSOD

Reagen Sample Diluent Standar Sampel
(S1) $52-86
Sampel - - 25 ul
Standar - 25 ul -
Buffer fosfat 25 pl - -
Mixed substrate 850 pul 850 ul 850 ul
Campur baik-baik
NaCN 5mM - - 5pl
(inkubasi 5 menit)
Xantin oksidase 125 pl 125 ul 125 pl

Baca absorbansi pada A 505 nm 30 detik pertama dan 3 menit kemudian

Perhitungan
A2 — Al = A A/menit (sampel maupun standar)
3
Kecepatan sample diluent (S1) = kecepatan reaksi yang tidak diinhibisi = 100 %
% inhibisi = 100 — { AA std/mnt x 100)
{AA S1/mnt)
100 — (AA sampel/mnt x 100)
(AA S1/mnt)

% inhibisi sampel yang diperoleh diplot pada kurva log10/semilog standar.

Penpukuran Kadar Protein

Aktivitas MnSOD pada jaringan dan darah tersebut akan dihitung per mg
protein sehingga dapat dibandingkan. Kadar protein dihitung pada A 280 nm dan
dibandingkan dengan standar BSA (Bovine Serum Albumin). Konsentrasi BSA yang
digunakan sebagai standar yaitu 0,05; 0,1; 0,2; 0,4; 0,6 dan 0,8 mg/ml. Sampel sel
lekosit (darah) yang diukur kadar proteinnya yaitu dari 200 pl lisat sel iekosit, hanya
diambil 50 pl sampel diencerkan dengan 950 ul aquabidest {pengenceran 20 X).
Begitu juga dengan sampel jaringan yang akan diukur kadar proteinnya, dari

homogenat otak diambil 20 pl sampel diencerkan dengan 980 pl aquabidest
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(pengenceran 50 X), sedangkan untuk homogenat jantung diambil 10 pl sampel

diencerkan dengan 990 pl aquabidest (pengenceran 100 X).

3.7. Analisis Uji Statistik

Untuk melihat perbedaan yang bermakna antar kelompok perlakuan dilakukan
analisis statistik T test. Untuk melihat adanya hubungan yang bermakna antara pola
tingkat ekspresi gen dengan aktivitas spesifik MnSOD digunakan uji korelast

Pearson.
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BAB IV
HASIL DPAN DISKUSI

4.1. Induksi hipoksia sistemik pada tikus

Induksi hipoksia sistemik dilakukan dengan memasukkan tikus ke dalam
kandang tertutup (hypoxic chamber) yang diberikan gas campuran
0;:N;=10%:90%. Prosedur ini telah mendapat persetujuan etik dari Komisi Etik
Penelitian Kesehatan Badan Penelitian dan Pengembangan Departemen Kesehatan
RI dengan nomor LB.03.02/KE/1347/2008. Dari hasil analisis gas darah
didapatkan terjadi penurunan pO; dan pCQs, serta peningkatan hemoglobin dan
hematokrit darah yang menandakan bertambahnya jumlah sel darah merah.** Hal
ini merupakan mekanisme kompensasi dari kondisi hipoksia yang dipaparkan agar
suplai oksigen ke jaringan dapat dipertahankan. Selain itu juga terjadi penurunan

berat badan tikus selama induksi hipoksia sistemik.

4.2, Analisis ekspresi gen MnSOD dengan Real Time RT-PCR

RNA total hasil ekstraksi dari darah, otak dan jantung diukur serapan
cahayanya dengan sinar UV panjang gelombang 260 nm. Dari hasil pengukuran
spektrofotometer didapatkan kadar RNA total yang bervariasi untuk setiap
sampel. Agar hasil real time RT-PCR dapat dibandingkan, maka RNA total yang
digunakan sebagai cetakan untuk semua jaringan dan gen perlu disamakan yaitu
sebesar ~300 ng, caranya yaitu dengan mengatur volume dan pengenceran
template RNA total yang digunakan pada campuran RT-PCR.

Hasil real time RT-PCR terdeteksi sebagai jumlah fluoresensi SYBR
Green yang dapat diserap (gambar 4.1). Nilai threshoid pada kurva fluoresensi
diatur agar diperoleh efisiensi ekspresi yang paling optimum, namun nilai perlu
diseragamkan untuk semua kurva agar pada analisis semua data dapat
dibandingkan.
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Gambar 4.1. Kurva fluoresensi gen MnSOD dan beta aktin
serta NTC (non template control).

Nilai Ct ditentukan oleh alat real time PCR secara otomatis berdasarkan
perpotongan garis kurva dengan garis threshold. Selain itu juga diperoleh nilai
efisiensi yang digunakan untuk perhitungan tingkat ekspresi realtif. Oleh karena nilai
cfisienst yang diperoleh sangat bervariasi, maka tingkat ckspresi relatif mRNA

ditentukan berdasarkan rumus Pfaffl.

NTC BA MnS0D

— ]

L (1] (3] 70 L oo a% 20

!lwluoi

Gambar 4.2. Melting curve pada real time PCR.
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Pada gambar tampak hanya satu puncak pada melting curve untuk MnSOD
(83,5°C) dan beta aktin (85,5°C). Hal ini menunjukkan bahwa pasangan primer yang
digunakan cukup baik dan spesifik sehingga tidak menimbulkan dimer primer.
Sementara itu gambaran elektroforesis DNA juga tampak hanya satu pita dengan
panjang 178 untuk gen MnSOD dan [74 untuk gen beta aktin (gambar 4.2), yang
membuktikan bahwa ¢DNA produk amplifikasi sesuai dengan yang ditargetkan oleh

pasangan primer masing-masing.

4.3. Analisis ekspresi gen MnSOD pada darah

Tingkat Ekspresi mRNA MnSOD Darah

2,5000

2.0000
1,5000
1,0000
0.5000 } \ .
0,0000

Hipoksial Hupoks:a 7 Hipoksia 1:1 anoksw 21
hr hr

Koatrol

TkEksprosi  1,0000 08448 2.0137 19016  2,181S

Gambar 4.3. Diagram batang tingkat ekspresi mRNA relatif MnSOD pada darah.
Kadar mRNA relatif pada kelompok tikus yang diinduksi hipoksia 1, 7, 14 dan 21
hari dinormalisasi dengan kadar mRNA kelompok kontrol.

Pada gambar 4.3 menunjukkan hasil pemeriksaan tingkat ekspresi mRNA
relatif MaSOD dengan menggunakan real time RT-PCR. Teriihat bahwa mulai
terjadi peningkatan kadar relatif mRNA MnSOD (peningkatan jumlah mRNA
MnSOD perlakuan dibandingkan dengan kontrol} pada darah tikus yang mengalami
hipoksia 7 hari (2 kali dibandingkan dengan kontrol). Walaupun pada darah tikus
hipoksia 1 hari terjadi sedikit penurunan kadar relatif mRNA MnSOD dibandingkan
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dengan kontrol. Hal ini terjadi kemungkinan karena pada hipoksia sistemik awal
terjadi peningkatan produksi radikal bebas namun jumlahnya belum terlalu banyak,
sehingga belum dapat menstimulasi peningkatan ekspresi mRNA MnSOD. Alasan
{ain mungkin terdapat perbedaan regulasi ekspresi mRNA MnSOD pada hipoksia

sistemik awal dan lanjut.

Aktivitas Spesifik MnSOD Darah (U/mg prot)

0,1600

0,1400 -

01200 - }_

0.1000 -

0,0800 -

0,0600 -

0.0500 -

0.0200 - -

0.0000 . ¥

e\ = gl

AKlivitasMnSOD  0,1252 00862 01240 0,218  0,0406

Gambar 4.4. Diagram batang aktivitas spesifik MnSOD (unit/mg protein) pada darah
ttkus yang diinduksi hipoksia 0, 1, 7, 14, dan 21 hari. (* = signifikan terhadap
kontrol)

Pada pemeriksaan aktivitas spesifik MnSOD darah didapatkan hasil bahwa
pada darah tikus yang mengalami hipoksia | hari terjadi penurunan secara signifikan
dibandingkan dengan kontrol (p = 0,019). Kemudian terjadi peningkatan aktivitas
spesifik MnSOD pada darah tikus yang hipoksia 7 hari dibanding dengan darah tikus
hipoksia 1 hari secara bermakna (p = 0,039), walaupun bila dibandingkan dengan
kontrol tidak bermakna. Pada darah tikus yang mengalami hipoksia 21 hari terjadi
penurunan Kembali aktivitas spesifik MnSOD secara bermakna dibandingkan baik
dengan darah tikus kontrol (p = 0,000) maupun dengan hipoksia 14 hari (p = 0,000)
(gambar 4 .4).
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Pola nilai aktivitas spesifik MnSQOD ini hampir mirip dengan pola tingkat
ekspresi mRNA-nya. Perbedaannya pada hipoksia 21 hari, aktivitas spesifik MnSOD
pada hipoksia ini menurun. Hal ini mungkin disebabkan karena peningkatan produksi
ROS yang masif pada hipoksia lanjut, sehingga kemampuan enzim MnSOD dalam
menetralisir ROS telah terlampaui batasnya, atau dengan kata lain enzim menjadi
jenuh karena begitu banyaknya substrat (ROS) yang harus diolah. Kemungkinan lain
adalah pada hipoksia lanjut mulai terjadi hambatan translasi protein, termasuk
MnSOD ini. Walaupun ekspresi mRNA-nya tinggi, namun tidak semuanya
ditranslasikan menjadi protein karena ATP yang berkurang. Hal ini didukung oleh
penelitian Koumenis et al (2002) yang melaporkan bahwa terjadi penghambatan
translasi mRNA selama hipoksia sebagai usaha untuk menjaga keseimbangan energi

(mengurangi pemakaian energi), tetapi penghambatan ini bersifat reversibel.*®

Perbandingan Tingkat Ekspresi mRNA dan
Aktivitas Spesifik MnSOD pada Darah
2'500 - T e . - - .. . e e e
2,000
| Pearson
: 1,500 correlation =
i -0,250
i 1,000
p=0,685
0,500
| 0.000 e
H 10OK513 1BOKSId IPCKSIA 1RaKsIa
pouic 1hr 7hr tahr 21hr
‘BTkekspresi mRNA 1,000 0,845 2818 1902 2,182
# Aktivitas MnSOD 1,000 0,688 0,990 0.973 0.324

Gambar 4.5. Diagram batang perbandingan tingkat ekspresi mRNA dengan aktivitas
spesifik MnSOD pada darah tikus yang diinduksi hipoksia sistemik. Nilai ekspresi
relatif mRNA dan aktivitas spesifik MnSOD pada hipoksia 1, 7, 14, dan 21 hari
dinormalisasi dengan nilat kontrol.
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Hubungan antara tingkat ekspresi relatif mRNA MnSOD dengan aktivitas
spesifik MnSOD dianalisis dengan uji korelasi Pearson (gambar 4.5). Nilai aktivitas
spesifik MnSOD disini sudah dinormalisasi dengan nilai kontrol (nilai aktivitas
periakuan dibagi dengan nilai aktivitas kontrol). Hasilnya adalah pada darah tikus
yang hipoksia tidak ditemukan hubungan yang bermakna antara tingkat ekspresi
relatif mRNA dengan aktivitas spesifik MnSOD (R = -0,250). Secara garis besar pola
grafik antara tingkat ekspresi relatif mRNA dengan aktivitas spesifik MnSOD hampir
sama, hanya pada hipoksia 21 hari terdapat perbedaan yaitu tingkat ekspresi relatif
mRNA meningkat namun aktivitas spesifik MuSOD menurun.

Namun bila dilakukan pengujian pada induksi hipoksia 0-14 hari, diperoleh
hasil analisis yang menunjukkan hubungan positif sedang (R=0,616). Hal ini
menunjukkan bahwa perubahan ekspresi relatif mRNA sejalan dengan perubahan
aktivitas spesifik MnSOD pada darah yang diinduksi hipoksia sampai dengan hari ke-
14. Sebaliknya pada induksi hipoksia 21 hari mulai terlihat tidak sejalan antara
ekspresi relatif mRNA dengan aktivitas spesifik MnSOD. Hasil ini kemungkinan
karena produksi ROS yang sangat masif pada hipoksia lanjut, sehingga walaupun
ekspresi mRNA terus ditingkatkan namun kemampuan enzim MnSOD masih belum
dapat mengatasi jumlah ROS yang sangat banyak, dengan demikian aktivitas enzim

terthat menurun.
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4.4. Analisis ekspresi MnSOD pada otak

Tingkat Ekspresi mRNA MnSOD Otak

3,0000
2,5000

2,0000

1,5000 — :
0 f

1,0000 - . :

0,5000 - | ‘ : 5
0,0000 - : 3 . -
Hipoksia 1 Hipoksia7  Hipoksiald Hipoksia2l

oo hr hr hr fr
TkEkspresi  1,0000 11105 2.4626 14362 12167

Gambar 4.6. Diagram batang tingkat ekspresi relatif mRNA MaSOD pada otak.
Kadar mRNA relatif pada kelompok tikus yang diinduksi hipoksia 1, 7, 14 dan 21
hari dinormalisasi dengan kadar mRNA kelompok kontrol.

Gambar 4.6. menunjukkan diagram batang ekspresi relatif mRNA pada
jaringan otak yang diinduksi hipoksia sistemik. Pada jaringan otak tikus yang
hipoksia, terjadi peningkatan ekspresi relatif mRNA MnSOD pada tikus yang
mengalami hipoksia 7 hari (2,5 kali dibanding kontrol). Kemudian pada tikus yang
hipoksia 14 dan 21 hari terjadi penurunan kembali ekspresi relatif mRNA MnSOD.
Tidak terjadinya penurunan ekspresi mRNA di awal hipoksia pada otak diduga
karena jaringan otak mempunyai mekanisme autoregulasi pada keadaan rendah
oksigen, yaitu pembuluh darah otak akan vasodilatasi sehingga suplai oksigen ke
jaringan otak lebih besar dibandingkan jaringan lain.*® Dengan kata lain jaringan otak
cenderung tidak terlalu hipoksia dibandingkan jaringan lain. Dengan demikian ROS
yang terbentuk pun tidak terlalu banyak dan sel mulai mengatasinya dengan
meningkatkan ekspresi mRNA MnSOD. Dari hasil ini dapat disimpulkan otak adalah

organ yang mengalami adaptasi terhadap hipoksia lebih awal dibandingkan dengan
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jaringan lain. Namun pada hipoksia lanjut, ekspresi relatif mRNA MnSOD menurun

namun nilainya masih di atas kontrol.

Aktivitas Spesifik MnSOD Otak (U/mg prot)

0,1800 *

0,1600 * *

0,2400 o A

0,1200 :

0,1000 . :

0,0800 :

0,0600 - . ' :

0.0400 - l ' - : : _

00200 - -y 5 :

0'0000 . . s A E > : A J— . . ' I r . .

Kontrot Htpohkrsm 1 H:po}:crsm 7 Hlf;):im Hugf::s:a

AktivitasMnSOD ~ 0,0807 01337 01402 01537  0,0965

Gambar 4.7. Diagram batang aktivitas spesifik MnSOD (unitymg protein) pada otak
tikus yang diinduksi hipoksia 0, 1, 7, 14, dan 2! hari. (* = signifikan terhadap
kontrol)

Pada pemeriksaan aktivitas spesifik MnSOD jaringan otak tikus yang
mengalami hipoksia (gambar 4.7) didapatkan hasil kecenderungan mengalami
peningkatan sebanding dengan lamanya hipoksia sampai 14 hari. Peningkatan
aktivitas spesifik MnSOD ini secara signifikan terjadi mulai dari otak tikus yang
hipoksia 1 hari dibandingkan dengan kontrol (p = 0,018). Lalu meningkat terus
sampai hipoksia 14 hari. Namun pada otak tikus hipoksia 21 hari, terjadi penurunan
aktivitas spesifik MnSOD secara bermakna dibandingkan dengan otak tikus hipoksia
14 hari (p = 0,015), yang nilainya sedikit di atas nilai kontrol.

Hasil aktivitas spesifik MnSOD ini mendukung hasil ekspresi mRNA bahwa
pada awal hipoksia tidak terjadi penurunan ekspresi MnSOD. Hal ini dapat

disimpulkan bahwa pada otak perlindungan antioksidan dalam keadaan hipoksia
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terjadi lebih awal dibandingkan jaringan lain. Pada hipoksia lanjut aktivitas spesifik
MnSOD juga mengalami penurunan sama seperti ekspresi mRNA-nya. Hal ini

disebabkan karena produksi ROS yang sangat masif pada hipoksia lanjut.

Perbandingan Tingkat Ekspresi mRNA dan
Aktivitas Spesifik MnSOD pada Otak
3-000 IR n . .. - ..
2,500 Y
2'000 Pearson
correlation =
1,500 0.528
1,000 p=0.361
e ' k ksia  Mipoksia  Hipoksia
Hipoksia Hipoksia Hipoksia fipoksia
e 1hr 7hr 14 hr 21hr
@ Tk ckspresi mRNA_' 1,000 1110 2463 1436 1217
WAKvitasMnSOD 1,000 1,656 1,737 1,504 1.195 i
I

Gambar 4.8. Diagram batang perbandingan tingkat ekspresi relatif mRNA dengan
aktivitas MnSOD pada otak tikus yang diinduksi hipoksia sistemik. Nilai ekspresi
relatif mRNA dan aktivitas spesifik MnSOD pada hipoksia 1, 7, 14, dan 21 hari
dinormalisasi dengan nilai kontrol.

Pada jaringan otak tikus yang hipoksia ditemukan adanya hubungan positif
sedang antara tingkat ekspresi relatif mRNA dengan aktivitas spesifik MnSOD (R =
0,528). Secara garis besar pola perubahan tingkat ekspresi mRNA dengan aktivitas
MnSOD sesuai, hanya terdapat pada perbedaan pada puncaknya. Pada tingkat
ekspresi mRNA puncak tertinggi pada hipoksia 7 hari, sedangkan pada aktivitas
MnSOD puncak tertingginya pada hipoksia 14 hari (gambar 4.8). Penurunan ekspresi
relatif mRNA dan aktivitas spesifik MnSOD pada hipoksia ianjut (21 hari)
disebabkan karena produksi ROS yang sangat banyak. Namun jumlah ROS yang
banyak ini masih dapat diatasi oleh aktivitas enztim MnSOD yang tersedia tanpa harus

meningkatkan ekspresi mRNA MnSOD.
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4.5. Analisis ekspresi MnSOD pada jantung

Tingkat Ekspresi mRNA MnSOD Jantung
6,0000

5,0000

4,0000

3,0000 -

2,0000 -

1,0000 i
NS e—

Hipoksia 1 H:poksna 7  Hipoksiald Hipoksia 21
hr hr hr

TkEkspresi  1,0000  0,3263 07632 12112 50213

Kontrol

Gambar 4.9. Diagram batang tingkat ekspresi relatif mRNA MnSOD pada jantung.
Kadar mRNA relatif pada kelompok tikus yang diinduksi hipoksia 1, 7, 14 dan 21
hari dinormalisasi dengan kadar mRNA kelompok kontrol.

Pada jaringan jantung tikus yang mengalami hipoksia I hari terjadi penurunan
ekspresi relatif mRNA MaSOD (1/3 kali dibanding kontrol). Kemudian ekspresi ini
akan meningkat sesuai dengan lamanya hipoksia. Namun peningkatan ekspresi
mRNA MnSOD yang sangat mencolok terjadi pada jantung tikus yang hipoksia 21
hari (5 kali dibanding kontrol) (gambar 4.9).

Pola ekspresi relatif mRNA MnSOD pada jantung ini hampir mirip dengan
darah. Di awal hipoksia terjadi penurunan ekspresi mRNA MnSOD, karena mungkin
jumlah ROS yang dihasilkan pada awal hipoksia masih sedikit sehingga belum dapat
menstimulast peningkatan ekspresi mRNA MnSOD. Setelah itu sejalan dengan
lamanya hipoksia ekspresi mRNA MnSQOD terjadi peningkatan.
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Aktivitas Spesifik MnSOD Jantung {U/mg prot)
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Gambar 4.10. Diagram batang aktivitas spesifik MnSOD (unit/mg protein) pada
jantung tikus yang diindukst hipoksia 0, 1, 7, 14, dan 21 hari. {* = signifikan terhadap
kontrol)

Pada jaringan jantung tikus yang mengalami hipoksia awalnya terjadi
penurunan aktivitas spesifik MRSOD pada jantung tikus yang hipoksia 1 hart secara
bermakna dibandingkan dengan kontrol (p = 0,046). Kemudian aktivitas MnSQD
pada jantung ini mengalami peningkatan sampai hipoksia 14 hari. Kemudian aktivitas
MnSOD ini kembali turun pada jantung hipoksia 21 hari secara bermakna, baik
dibandingkan dengan jantung tikus hipoksia 14 hart (p = 0,008) maupun dengan
kontrol {p = 0,005), (gambar 4.10).

Aktivitas spesifik MnSOD pada jantung di awal hipoksia terjadi penurunan
sesuai dengan ekspresi mRNA-nya yang menurun juga. Pada hipoksia lanjut (21
hari), aktivitas spesifik MnSOD mengalami penurunan, hal int mungkin disebabkan
karena produksi ROS yang berlebihan sehingga enzim mengalami penurunan

kemampuan untuk mengolah substratnya (enzim menjadi jenuh).
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Perbandingan Tingkat Ekspresi mRNA dan
Aktivitas Spesifik MnSOD pada Jantung
6’000 . . - —————— e - - e e —————— i —e = [ —
5,000 .
4,000 Pearsan
correlation =
3,000 0,618
2,000 p=0,266
" A e il
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L I 1hr Thr 14 br 21hr
& Tk ekspresi mRNA 1,000 0,326 0,763 _ 1,211 _ 5,021
B Aktivitas MaSOD 1.000 0674 1029 1,337 0.435

Gambar 4.11. Diagram batang perbandingan tingkat ekspresi relatif mRNA dengan
aktivitas MnSOD pada jantung tikus yang diinduksi hipoksia sistemik. Nilai ekspresi
relatif mRNA dan aktivitas spesifik MnSOD pada hipoksia 1, 7, 14, dan 21 hari
dinormalisasi dengan nilai kontrol.

Gambar 4.11. menunjukkan perbandingan antara ekspresi relatif mRNA dan
aktivitas spesifik MnSOD pada jantung yang diinduksi hipoksia sistemik. Analisis
statistik korelasi Pearson pada jantung menghasilkan hubungan negatif sedang antara
tingkat ekspresi relatif mRNA dengan aktivitas spesifik MnSOD (R= -0,618). Dari
diagram batang dapat dilihat bahwa terdapat perbedaan yang mencolok antara tingkat
ekspresi relatif mRNA dengan aktivitas spesifik MnSOD pada tikus hipoksia 21 hari
yaitu terjadi peningkatan ekspresi relatif mRNA MnSOD (5 kali dibanding kontrol)
namun pada aktivitasnya terjadi penurunan. Namun bila dilakukan analisis statistik
sampai perlakuan [4 hari maka dihasifkan hubungan yang positif kuat (R = 0,943)
antara tingkat ckspresi relatif mRNA dengan aktivitas spesifik MrnSOD.

Hal ini menunjukkan bahwa perubahan ekspresi mRNA MnSOD pada jantung
sejalan dengan perubahan aktivitas spesifik MnSOD pada induksi hipoksia sistemik
awal sampail dengan 14 hari. Perbedaan yang terjadi antara ekspresi mRNA MnSQD
dengan aktivitas spesifik MnSOD pada jantung hipoksia lanjut (21 hari) disebabkan
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karena ROS yang terbentuk sangat masif, sehingga walaupun ekspresi terus
ditingkatkan namun masih belum mencukupi kebutuhan untuk mengatasi stres
oksidatif yang terjadi. Selain itu dapat pula disebabkan karena kemampuan MnSQD
dalam mengeliminast ROS yang terakumulasi telah melampaui batasnya, sehingga
aktivitas terlthat menurun walaupun ekspresi mRNA terus ditingkatkan. Alasan lain
mungkin karena terjadi hambatan translasi protein pada kondisi hipoksia yang lanjut.
Karena pada kondisi hipoksia produksi ATP menurun, sehingga sel melakukan
mekanisme penghambatan translasi protein untuk menghemat penggunaan ATP ini.*®
Hal inilah yang menyebabkan mengapa ekspresi mRNA MnSOD tinggi namun

aktivitas proteinnya rendah.

4.6. Hubungan antara ekspresi MnSOD pada jantung dan otak dibandingkan

dengan darah tikus hipoksia sistemik

Untuk memeriksa ekspresi mRNA dan aktivitas spesifik MnSOD yang berasal
dari jaringan, tentu kita harus mengambil jaringan tersebut. Dalam aplikasi terhadap
manusia, sangat tidak mungkin dilakukan pengambilan jaringan jantung dan otak
baik dari penderita maupun orang sehat. Oleh karena itu, perbandingan ekspresi
mRNA dan aktivitas spesifik MrSOD pada darah dengan jantung dan otak dalam
aplikasi tentu sangat bermanfaat. Cukup dengan memeriksa dari darah saja,
diharapkan dapat mewakili gambaran ekspresi MnSOD pada jaringan jantung dan
otak.

Untuk menganalisis hubungan ekspresi relatif mRNA MnSOD antara jantung,
otak dan darah dilakukan analisis statistik (Pearson) dan diperoleh hubungan positif
yang berkekuatan sedang antara ekspresi relatif mRNA MnSOD pada darah dan
jantung (R=0,605) (gambar 4.12), demikian pula pada darah dan otak (R=0,551)
(gambar 4.13), walaupun secara statistik tidak signifikan (p>0,05).
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Hubungan antara kadar refatif mRNA MnSOD darah dan jantung
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Gambar 4.12. Scatter plot hubungan antara tingkat ekspresi relatif mRNA MnSOD
jantung dengan darah tikus hipoksia sistemik

Hubungan antara kadar rejatif mRNA MnSOD darah dan otak
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Gambar 4.13. Scatter plot hubungan antara tingkat ekspresi relatif mRNA MnSOD
otak dengan darah tikus hipoksia sistemik
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Analisis Pearson juga dilakukan untuk aktivitas spesifik MnSOD pada ketiga
jaringan tersebut. Gambar 4.14 dan 4.15 menunjukkan hasil scatter plor hubungan
antara aktivitas spesifik MnSOD darah dengan jantung dan darah dengan otak.
Hasilnya menunjukkan bahwa terdapat hubungan bermakna positif kuat antara darah

dan jantung (R=0,896, p<0,05), sedangkan antara darah dengan otak terdapat
hubungan positif lemah (R=0,317, p>0,05).

Hubungan antara aktivitas spesifik MnS0D darah dan Jantung
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Gambar 4.14. Scatter plot hubungan antara aktivitas spesifik MnSOD jantung
dengan darah tikus hipoksia sistemik.
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Hubungan antara aktivitas spesifik MnS0D darah dan otak
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Gambar 4.15. Scatter plof hubungan antara aktivitas spesifik MnSOD otak
dengan darah tikus hipoksia sistemik.

Dari hasil analisis di atas membuktikan bahwa perubahan ekspresi relatif
mRNA pada induksi hipoksia sistemik pada darah sejalan dengan perubahannya pada
jantung dan otak, walaupun kedua hubungan tersebut berkekuatan sedang. Begitu
pula perubahan aktivitas spesifik MnSOD pada darah sejalan dengan jantung
(hubungan kuat) dan otak (hubungan lemah). Dengan demikian dapat ditarik
kesimpulan bahwa pengukuran ekspresi MnSOD (mRNA dan aktivitas spesifik) pada
darah dapat sekaligus menggambarkan ekspresi tersebut pada jantung dan otak.

4.7. Ekspresi gen MnSOD otak dibandingkan dengan jantung dan darah sebagai
respons terhadap hipoksia sistemik
Berdasarkan hasil analisis ekspresi gen MnSOD pada darah, otak dan jantung
(subbab 4.3, 4.4 dan .4.5) tampak bahwa pola aktivitas spesifik MnSOD pada otak
berbeda dengan pola aktivitas spesifik MnSOD pada jantung dan darah. Pada
hipoksia awal (1 hari) di otak terjadi peningkatan aktivitas spesifik MnSOD yang
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bermakna, namun sebaliknya pada hipoksia awal (I hart) di jantung dan darah terjadi
penurunan aktivitas spesifik MnSOD yang bermakna. Pola perubahan aktivitas
spesifik MnSOD pada hipoksia awal ini didukung oleh pola perubahan ekspresi
mRNA MnSOD yang sesuat, yaitu pada hipoksia awal di otak terjadi peningkatan
ekspresi nRNA MnSOD, sebaliknya di jantung dan darah terjadi penurunan ekspresi
mRNA MnSOD.

Hal ini menunjukkan bahwa dalam keadaan hipoksia sistemik perlindungan
antioksidan pada otak terjadi lebih awal dibandingkan jantung dan darsh, Hal ini
mungkin disebabkan karena otak lebih sensitif terhadap kondisi rendah oksigen,
sehingga otak mempunyai mekanisme autoregulasi untuk menyelamatkan jaringan
otak dari kerusakan akibat hipoksia.'® Mekanisme ini akan mendahulukan suplai
darah ke otak dibandingkan jaringan lain, oleh karena itu otak cenderung kurang
hipoksia dibandingkan jaringan lain. Hal ini mungkin juga menyebabkan kadar ROS
yang terbentuk pada hipoksia awal di otak tidak terlalu tinggi dibandingkan jaringan
jantung dan darah. Sementara itu di jantung dan darah peningkatan produksi ROS
sudah terjadi pada hipoksia awal (I hari), sehingga aktivitas spesifik MnSOD pada
kedua jaringan tersebut menurun pada awal hipoksia karena dipakai untuk menangkal
ROS yang terbentuk, namun belum cukup waktu untuk menginduksi ekspresi mRNA
MnSOD.

Selanjutnya seiring dengan lamanya paparan hipoksia, aktivitas spesifik
MnSOD terus ditingkatkan pada ketiga jaringan tersebut sampai hipoksia 14 hari. Hal
ini terjadi karena produksi ROS yang terus bertambah seiring dengan lamanya
hipoksia, sehingga aktivitas spesifik MRSOD ditingkatkan untuk menangkal ROS ini.
Begitu pula ekspresi mRNA MnSOD pada ketiga jaringan tersebut mempunyai
korelasi positif berkekuatan sedang-kuat (uji korelasi Pearson} terhadap aktivitas
spesifik MnSOD-nya sampai hipoksia 14 hart. Namun pada hipoksia 21 har di
jantung dan darah terdapat korelasi negatif antara aktivitas spesifik MnSOD dengan
ekspresi mRNA-nva, vaitu terjadi penurunan aktivitas spesifik MnSOD sebaliknya
ekspresi mRNA-nya masih terus meningkat. Hal ini mungkin disebabkan karena

produksi ROS yang meningkat secara masif pada hipoksia lanjut sehingga induksi
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mRNA masih terus ditingkatkan tetapi masih belum bisa diatasi oleh aktivitas enzim
MnSOD yang tersedia. Fenomena tersebut tidak dijumpai pada otak, yang
menunjukkan korelasi positif antara akfivitas spesifik MnSOD dengan ekspresi
mRNA-nya sampai hiposkia 21 hari. Hal ini disebabkan karena peningkatan produksi
ROS yang terjadi pada hipoksia lanjut masih bisa diatasi dengan aktivitas enzim
MnSOD yang tersedia tanpa harus meningkatkan ekspresi mRNA-nya. Hal ini
mendukung bahwa pada otak cenderung kurang hipoksia dibandingkan jaringan lain.

Beberapa penelitian sebelumnya melaporkan bahwa setiap spesies mempunyai
pola regulasi MnSOD sendiri. Misalnya pada sel paru-paru kelinci terjadi penurunan
baik ekspresi protein MnSOD maupun aktivitasnya pada kondisi hipoksia.*” Studi
lain melaporkan bahwa pada sel paru-paru tikus terjadi peningkatan aktivitas MnSOD
dan toleransi oksigen setelah pemaparan hipoksia.*® Sebaliknya terjadi penurunan
aktivitas MnSOD serta peningkatan waktu paruh mRNA MnSOD pada sel paru-paru
tikus dengan pemaparan oksigen yang tinggi (95%).*

Ekspresi gen MnSOD pada keadaan hipoksia mungkin diregulasi oleh faktor
transkripsi yang sensitif redoks, yaitu SP-1, AP-1 dan NF-kB. Faktor transkripsi ini
diregulasi oleh status redoks sel.® Bila terjadi peningkatan radikal bebas maka faktor
transkripsi ini menjadi aktif. Beberapa penelitian melaporkan, bila terjadi peningkatan
ROS, NF-xB menjadi aktif dan menginduksi gen-gen yang diregulasinya. Oksidasi
pada kultur sel mengaktifkan NF-xB dan terjadi pula induksi MnSOD.* Jadi ekspresi
gen MnSOD dalam keadaan hipoksia kemungkinan diregulasi melalui ROS.

Suatu penelitian melaporkan bahwa 0O, dan H;O» mempunyai peran
penghubung antara MnSOD dengan HIF-1a."**' Baik 0, dan H,0, dapat bereaksi
dengan ion besi, yang merupakan kofaktor enzim prolil hidroksilase (enzim yang
menghidroksilasi residu prolin pada HIF-1« sebagai sinyal untuk segera didegradasi).
Hal ini didukung oleh penelitian lain yang melaporkan bahwa ekspresi katalase atau
glutation peroksidase yang berlebihan akan menurunkan stabilisasi protein HIF-1a
dalam keadaan hipoksia.*?

Penelitian Chandel (1998) melaporkan bahwa dalam keadaan hipoksia terjadi

peningkatan produksi ROS oleh mitokondria yang akan memberi sinyal pada
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stabilisasi HIF-1a.®” Schumacker (2003) melaporkan bahwa hipoksia menstimulasi
pelepasan ROS dari mitokondria yang kemudian dapat meregulasi respons transkripsi
dan post transkripsi terhadap kondisi oksigen yang rendah. Penghambatan ROS pada
hipoksia, menghambat respons transkripsi terhadap hipoksia.?’

Penelitian lain yang memeriksa ekspresi mRNA HIF-le pada proyek
penelitian yang sama di Laboratorium Biokimia dan Biologi Molekuler FKUI,
melaporkan bahwa ekspresi mRNA HIF-1a pada otak tikus yang diinduksi hipoksia
sistemik tidak meningkat bermakna dibandingkan pada jaringan jantung dan darah.>
Hal ini mendukung hasil ekspresi gen MnSOD pada otak yang menunjukkan
peningkatan yang lebih cepat pada hipoksia awal dibandingkan jantung dan darah.
Hal ini disebabkan oleh kadar ROS yang tidak terlalu tinggi pada jaringan otak,
sehingga ekspresi mRNA HIF-la pada otak tidak terlalu ditingkatkan. Dapat
diartikan pula bahwa respons adaptasi otak terhddap hipoksia sistemik berbeda
dengan jantung dan darah.

Dari hasil penelitian ini dapat disimpulkan bahwa terdapat perbedaan regulasi
ekspresi gen MnSOD pada hipoksia awal (1 hari) dan hipoksia lanjut (> 14 hari).
Selain itu ekspresi gen MnSOD pada otak berbeda dengan jantung dan darah dalam
keadaan hipoksia sistemik. Hal ini mutigkin disebabkan karena otak lebih sensitif
terhadap Kkondisi hipoksia sehingga dalam kondisi hipoksia otak tampaknya

cenderung lebih dilindungi dibandingkan dengan jaringan lain (jantung dan darah).
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BABY
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan

Dari hasil penelitian yang telah dilakukan, maka kesimpulan yang dapat diambil

diantaranya:

1.

3.

Jaringan jantung, otak dan darah mempunyai pola ekspresi gen MnSOD
dan aktivitas MnSOD yang berbeda pada kondisi hipoksia sistemik, yang
menggambarkan respons jaringan yang berbeda.

Terdapat perbedaan regulasi ekspresi gen MnSOD antara hipoksia
sistemik awal dan lanjut.

Perubahan eckspresi MnSOD (mRNA dan aktivitas spesifik) di dalam
darah pada keadaan hipoksia sistemik dapat menggambarkan keadaan
hipoksia yang terjadi pada jantung dan otak.

5.2. Saran

15

Dilakukan pemeriksaan kadar antioksidan lain seperti katalase dan
glutation peroksidase, juga produk dari radikal bebas seperti MDA dan
dikarbonil, untuk mengetahui lebih jauh lagi status oksidatif pada jaringan
tikus yang hipoksia.

Dilakukan penelitian dengan metode yang sama pada organ lain, seperti

hati dan ginjal.

. Dilakukan analisis hubungan ekspresi MnSOD dengan apoptosis selama

hipoksia.

53
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AMPIRAN 1. DATA GENE BANK

TR e SNideotide s

Pub 'od

Kucleabae Pmoiein Struciure PRIC Taxoromy o341 1] Dooks

Search Nucieolide e for
You need JavaScript to work with this page.
Display GenBank ¥ Show 5 11 Sendto ;% Hide: [J sequence [ all but gene, CDS and mRNA features

Range: from begin 1o end O Reverse complemented strand  Features: ) STS
OJ1: NM_01705]. Reports Rattus norvegicus...[gi:47575854] °’d""°°”‘°‘°:‘i':;
Comment Fealures Seguence
LOCDS 017051 20980 bp mRNA linear ROD 11-FEB-2008
DEFINITION Rattus norvegicus superoxide dismutase 2, mitochondrial (80d2),

nuclear gene encoding mitochondrial protein, mRNA.
ACCESSION NH_OI'IDSl
VERSION NM 017051.2 GI:47575854
KEYWORDS
S50ODRCE Ratru3 norvegicus (Norway rat)
ORGANISM Rattus norvegicus
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Buarchentoglires; Glires; Rodentia;
Sciurcgnathi; Muroidea:; Muridae; Murinae; Rattus.
REFERENCE 1  {bases 1 to 2090)
AUTHORS Sinha, ., Pearce,C.G., Cho,B.5., Hannawa,K._K., Roelofs,K.J.,
Stanley,J.C., Henke,P.K. and Upchurch,G.R. Jr.

TITLE pifferential regulation of the superoxide dismutase family in

experimental aortic aneurysms and rat aortic explants

JOURNAL J. Surg. Res. 138 (2), 156-162 (2007)

POBMED 17196988
REMARK GeneRIF: Experimental abdominal aortic aneurysm formation is
associated with early increases in MnSOD expression
REFERENCE 2 (bases 1 to 2090)

AUTHOQORS Li,¥., Wo,J.M,, Su,R.R., Hay,M.B. and Martin,R.C.

TITLE Loss of manganese superoxide dismutase expression and activity in

rat esophagus with external esophageal perfusion

JOURNAL Surgery 141 {3), 355-367 (2007)

POBMED  17349B48
REMARK GeneRIF: lozs of MnS0D protein contributes to the reduced level of
its enzymatic activity and plays a key role in the induction of
escphagitis
REFERENCE 3 (bases 1 to 2090)

AUTHORS Danielisova,V., Gottlieb,¥., Nemethova,M. and Burda,Jd.

TITLE hetivities of endogenous antioxidant enzymes in the cerebrospinal

fiuid and the hippocampus after transient forebrain ischemia in rat

JOURNAL J. Neurol. Sci, 253 (1-2}), 61-6% (2007

PUBMED 17215005
REMARE GeneRIF: Ischemic attack causes a rapid response in hippocampal
tissue a3 well as in the cerebrospinal fluid, represented by an
increase in the actiwvity of endogencus antioxidant enzymes 50D and
CAT
REFERENCE 4 ibhases 1 o 20807

AUTHORS Mao,X., Moerman-Herzog,A.M., Wang,W. and Barger,5.W.

TITLE Differential transcriptional control of the superoxide dismutase-2

kappaP element in nevrons and astrocytes

JOURNAL J. Biol. Chem. 281 (47), 35863-35872 (2008)

PUBMED 17022425
REMARK GeneRIF: analysis of transcriptional regulation of the superoxide
dismutase-2 kappaB element in rat embryonic neurons and astrocytes
REFERENCE 5 (bases 1 to 208%0)
AUTHORS  Chen,W., Qiu,J.F., Zhang,Z.Q., Luo,H.F., Roselle-Catafau,J. and
Wa,2,Y.

TITLE Gene expression changes after hypoxic preconditicning in rat

hepatocytes

JOURNKRL HBPD INT 5 (3}, 416-421 (2006}

POBMED 16811942
REFERENCE & {(bases 1 to 2050}
AUTHORS Stoehlmacher,J., Ingles,S.A., Park,D.J., Zhang,W. and Lenz,H.J.
TITLE The -921a/-9%val polymorphism in the mitochondrial targeting

sequence of the manganese superoxide dismutase gene (MnS0D) is
associated with age among Hispanics with colorectal carcinoma

Ekspresi gen ..., Syarifah Dewi, FKUI, 2008~ Universitas Indonesia



JOURRAL
PUBMED
REFEREHCE
AUTHORS

TITLE

JOURNAL
POBMED
REFERENCE
AUTBORS

TITLE

JOURNAL
PURMED
REFERERCE
AUTHORS
TITLE

JOURMAL
FUBMED
REFEREHCE
AUTHORS
TITLE

JODRHRL
PUBMED
COMMENT

FEARTURES
source

it

8T8

£T8

Oncol. Rep. % (2), 235-238 (2002)

11836586

T {bases 1 to 2090}

Huang,T.T., Carlson,E.J., Kozy,H.M., Mantha,S$., Goodman,S.I.,
Orsell,P.C. arnd Epstein,C.J.

Genetic modification of prenatal lethality and dilated
cardiomyopathy in Mn superoxide dismutase mutant mice

Free Radic. Biol. Hed. 31 {8}, 1101-1110 {2001)

11677043

8 (bases 1 to 20%0)

Lebovitz,R.K., Zhang,H., Vogel,H., Cartwright,J. Jr., Dionne,L.,
Lu,H., Hvang,5. and Matrzuk, M. M.

Reurodegeneration, myocardial injury, and perinatal death in
mitochondrial superoxide dismutase-defic¢ient mice

Proc. Watl. Acad. Sci. U.S.A. 53 (18), 9782-9787 (1596}
g7450408

9 thases 1 to 2090

Bo,Y.5., Howard,A.J. and Crapo,J.D.

Molecplar structure of a2 functional rat gene for
manganese-containing superoxide dismutase

Am. J. Respir. Cell Mol. Bigl. 4 {3), 278-286 (1951)

2001291

10 {baseszs % to 2090}

Ho,¥.S5. and Crapo,J.D.

Nucleotide sequences of cDNAs coding for rat manganese-containing

superoxide dismutase
Wuacleic Acids Res. 15 (23}, 10070 {(1987)
3691077

PROVISIOHAL REFSEQ: This record has not yet been subject to final

NCBI review. The reference sequence was derived from BC070913.1.

on May 24, 2004 this sequence version replaced gi:B384330.

Summary: manganese supercxide dismutase: intramitochondrial free
radical scavenging enzyme [RGD}.

Publication NWote: This RefSeq record includes a subset of the
publications that are available for this gene. Please see the
Entrez Gene record to access additional publications.

Location/Qualifiers

1..2030

/organism="Rattus norvegicus™

/mol type="mRHA"

/db_xzef=“taxon:1gj;§"

/chromosome="1"

/map="1g21"

1,.2080

/gene="S0d2"

/note="superoxide dismutase 2, mitochondrial”

/db_xref="GeneID:24787"

/db xref="RATMAP:34443"

/db wref="RGD:3732"

B4 .7592

/gene="spd2"

/note="Superoxide dimutase 2, mitochondrial®

{codon_start=1

/product="supexoxide dismputase 2"

/protein id="HP 058747.1"

/db xref="GI:B334331"

/db_xref="GenelD:24787"

/db_xref="RATMAP:34443"

/db_xref="RGD:3732%

ftranslation="MLCRAACSAGRRLGPAASTAGSRARRSLPDLPYDYGALEPHINA
QIMOLEASEHAATY VNNLNVTEERYEEALARGDVTTOVALQPALRFNGGGRINESIFW
TNLSPKGGGEPKGELLEAIRRDFGSFERFRERLTAVSVGVQGSGWGHLGFNKEQGRLQ
TAACSNODPLOGTTGLIPLLGIDVWERAYYLOYENVREDYLEAIWNVINWENVEQRYT

VCKR"™

203..443

/gene="SadZ"

/standard name="Scd2™
/db_xref="OniSTS:144478"
632..825

/gene="Sod2"

/standard name="RH130474"
/db_xref="Dni§TS:213756"
1220..1418

/gene="Sad2"
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ORIGIN

i/

121
181
241

cgggeggacy
cageggtogt
tgggccoege
acgactatgg
agraccacge
tggccaaggg
ggggccatat
ccaaaggaga
agaaactgac
ataaggagca
ccacaggecet
ataaaaacgt
ttagecaaay
ccgtggtggg
totteattga
atgtattger
aacattttca
aagatattec
taggaaaaaa
aatagttctc
tatcacctag
aaacgtgtaa
gecctggget
caacrgttaa
caaaaactqt
gacaaagtat
agggaageca
ggeaccttih
acatcagttt
caagagggce
gtgtttctga
ctttgtgaat
atgtaatgtt
ttaccaaaaa
ttttaaaggt

/standard name="RR140157"
/b _rref="UniSTS:222276"

ccgoagagea
gggoegectoa
ggccagtace
cgegetggag
gacctacgty
agatgttaca
caatcacagc
gttgetggayg
agecogtgtct
aggtcgctta
tattccactg
cagacctgac
atacatagtt
tgttttgtag
tgectateca
aggcaactgt
ttagaggert
atctetgtygt
aatgagttac
ttttectgtta
tggtctttat
ctaggctaag
ctacctcact
ttcggagagy
tacctigreot
gcagggocty
ttcageacca
tcagtagagg
tcagagacat
tttgtattyt
ttgtattcct
ttgecttttc
ttatcagttg
ggctgrggte
ttattttaat

gacgigogge
graatgttgt
gcgggotecc
cecgeacatta
aacaatctga
actcaggtrg
att{tetgga
gctatcaage
gtgggagtcc
cagattgccyg
ctggggattg
tatcrgaaaqg
tgcaagaagt
tagtgtagag
catatgtgra
ttgagaacaq
gastigortg
tggggcotgt
coceccocecc
aaaattgcta
ttatggecac
gatggatgga
actgaacaaa
agtgacattg
attaaaaccg
toccatgatg
ttaattgtgt
caaacgggtt
gtattttcat
tattcaatag
gtgcageatt
acatttegre
gatattactg
agcaacgooa
tttaaaaaaa

tgctagcgaa
gtcgggegge
ggcacaaqea
acgcgcagat
acgtcaccga
ctettcagoe
caaacctgag
gtgactttgyg
aaggttcagyg
cctgoetetaa
atgtgtggga
ceatttggaa
gaagcectte
cattgeagoa
agcatacagt
tacatacttg
gacgctgtea
ggggaggety
agaattgttg
tttttcataa
agtttecatag
gtggtagage
tcaacagacc
tgcctotgag
actgtgtatt
tcaacatggyg
atcteaggag
tectgagtygag
tttttctgea
aaggacaccc
tgggtgtaga
tecaccatctt
aatagtttgt
ggcatgcaca
ajaaaaaaaa

cggeoegtght
gtgcageqog
cagectooct
catgcagety
ggagaagtac
tgcactgaag
ccctaaggyt
gtettttgag
ctggggetyyg
tcaggaccca
gcacgentac
tgtaatcaac
cgccaggoty
ctgtggectga
tatgataatt
gtgtgagety
ctgtecatcat
taatcctgtt
aataataaaa
gtaatcettt
aaacatcatt
ctttgeetgt
caagctaggo
trtrittata
gratgaaagt
gactaggcca
aactggacce
gtcagtaggyg
gtctcaagaa
ttteccckgac
gctgtgcact
ccttgttrte
ttgtgtttaa
ttactictia
2aaaaaaaaa

Disclaimer [ Write {a the Help Desk
NCE! | NLM | NIH
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ctgaggagag
ggcagaagac
gacctgoott
cacracagea
cacgaggoege
ttcaatggoyg
ggtggagaac
aagtttaagy
cttggcttca
crgcaaggaa
tatcttcagt
tgggagaatg
tgtgtcaggc
gctgttgtaa
tcttaattaa
ctottgattg
aaggccatca
ctactgeagh
tagagaactyg
gtitagogga
tittcactty
cttatgtgag
tectgactga
ggctgagatg
gctcaagakg
cagggcatte
tgggtgaggt
tgtoitgaga
cttatactca
aaggtacaca
gttgaaatge
tttactgact
ttgoctttta
atggagtatt
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*Jﬁ: _ ‘S Nucleotide : e reasen
Publied Kutlectde praein Swewe PG Toxonomy oM Books
Search Nucleotide iE for o =
You need JavaScript to work with this page.
Display GenBank 1:. Show S ; Send o :_"‘t Hide: [ sequence [ all but gene, CDS and mRNA features
Range; from begin 10 end [0 Reverse complemenicd strand — Featwres: (7] STS

Order cONA clone,

T51: NM_031144, Reporis Rattus norvegicus...[gi:42475962] Linke
C

cmment Features Sequence
LOCUS HM 031144 1288 bp mRNA linear ROD 22-JUN-2008
DEFINITION Rattus norvegicus actin, beta (Actb}, mRNA.

ACCESSION WM 031144

VERSION NM 031144.2 GI:42475962
KEYWORDS
SOURCE Rattus norvegicus (Rorway rat)

ORGANISM Rattus norvegicus
Eukaryota; Metazoa; Choxrdata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Fuarchontoglires; Glires; Rodentia;
Sciurognathi; Muroidea; Muridae; Nurinae; Rattus,

RETERENCE 1 {pbases 1 to 1Z29§)

AUTHORS Hoda,Y., Horikawa,$S., Katayama,¥, and Sasaki,S.

TITLE Identification of a multiprotein 'moter' complex binding to water
channel aguaporin-2

JOURMAL Biochem. Bicphys. Res. Commun. 330 (4}, 1041-1047 ({2005}

PUBMED 15823548
REFERENCE 2 (bases 1 to 1296}

AUTHORS Hoda,¥., Horikawa,S., Katayama,Y. and Sasaki,S.

TITLE Water channel aquaporio-2 directly binds to actin

JOORNMAL  Biochem. Bicphys. Res. Commun. 322 (3), 740-745 (2004}

PUBMED 15336526
REFERENCE 3 [(bases 1 te 1296)

AUTHORS KRavarro-Lerida,I., Martiznez Moreno,M., Roncal,F., Gavilanes,F.,
Albar,J.P. and Rodriguez-Crespo,I.

TITLE Proteomic identification of brain proteins that interact with
dynein light c<hain LCB

JOOURHAL Proteomics ¢ (2}, 339-346 (2004)

PUBMED 14760703
REFERENCE 4 (bases 1 te 1256)

ADTHORS Egm,T., antar,L.M., Singer,R.R. and Bassell,G.J.

TITLE Localization of a beta-actin messenger ribonucleoprotein complex
with zipcode-binding protein modulates the density of dendritic
filopodia and filopodial synapses

JOURNAL J. Neuroseci. 23 [32), 10433-1D444 {2003)

PUBMED 14614102

REMARK GeneRIF: The molecular mechanism and function of beta-actin mRNA
localization in dendrites of cultured hippocampal neurons wWas
studied; ZBPl is required for the localization of beta-actin mRNA

tc dendrites
REFERENCE 5 (bases 1 to 1296)

ADTHORS Kukite,T., Kukita,A., Xu,L., Toh,K., Tang,Q., Nomivama,H. and
Iijima,T.

TITLE Extremely high expression of beta-actin mANA in csteoclaats
resorbing alveolar bone located at the distal area of the
developing melar tooth germ in newborn rats

JOURNAL J Electron Microsc (Tokye) 52 (6), 545-550 (2003)

POEMED 14756242

REMARK GeneRIF: extremely high levels of beta-actin mBMA in ostecclasts
cbserved in developing molar teoothk germ in the mandibular bone
surface

REFEREHCE & (bases 1 to 1296)
ADTHORS Suginta,W., Karowlias,N., Aitken,A. and Ashley,R.H.
TITLE Chleride intracellular chanpel protein CLIC4 ([p64H1} binds directly
to brain dynamin I in a complex containing actin, tubulin and
14-3-3 iscforms
JOURNAL Biochem, J. 35% {PT 1), 55-64 (2001)
PUBMED 11563969
REFERENCE 7 {bases 1 to 1296}
AUTHORS Lee,$., Fark,J.B., Kim,J.R., Kim,¥., Rin,J.E., Shin,K.J., Lee,J.S.,
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TITLE

JOURNAL
PUBMED
REFERENCE
ARUTHORS
TITLE

JOURNAL
BUBMED
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNLL
PUBMED
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL
POBRMED
COMMENT

FEATURES
sonrce

5

¥

Ha,S.H., S5uh,P.&, and Ryu,S.H,

Aotin directly interacts with phospholipase D, inhibiting its
activity

J. Biol. Chem. 276 (30), 26252-28260 (2001)

11373278

8 (bases 1 to 129%)

Park,F., Mattson,D.L., Roberts,i.A. and Cowley,A.¥. Jr.

Evidence for the presence of smooth muscle alpha-actin within
pericytes of the renal medolla

Am. J. Physiol. 273 (S PT 2), R1742-R1748 ({1997)

9374618

8 {bases 1 to 1296)

Shartava,A., Korn,W., Shah,A.K. and Goodman,5.R.

Irreversibly sickled cell beta-actin: defective filament formation
Am. J. Hematol. 55 {2), %7-103 (1997

§209005

10 {bases 1 to 1296}

Nudel,U., Zakut,R., Shani M., Neuman,S., Levy,Z. and Yaffe,D.
The nucleotide seguence of the rat cytoplasmic beta-actin gene
Mucleic Acids Resg, 11 (6}, 1759~-1771 (1983)

6300777

PROVISIONAL REFSEQ: This record has not yet been subject to finpal
HCBI review. The reference sequence was derived from BCOG63166.1.
on Feb 8, 2004 this seguence version replaced gi:13562132.,

Summary: mRNA expression increases following axon injury; may play
a role in acceleration of axonal outgrowth [RGD].

Publication Wote: This RefSeq record includes a subset of the
publications that are available for this gene, Please see the
Entrez Gene record to access additional publications.

Locarion/Qualifiers

1.,12%8

/organism="Rattus norvegicus"

/mol_type="mRNA"

/db_xref="taxon:10116"

/chromozome="12"

/map="12pll®

1..1296

/gene="Actb"

/synonym="Actz"

/note="actin, beta”

/db_xref="GeneID:B1522"

/do_xref="RGD:628837"

82,.1209

/gene="kcth”

/note="cytoplasmic beta-actin”

/fcodon_start=l

/product="actin, beta"

/protein_id="NP_112406.1"

/db_xref="GI:13592133"

/db_xref="GeneID:B1822"

/db_xref="RGD:6268837"

ftranslation="MDDDIAALVVONGSGMCEAGFAGDDAPRAVFPS IVGRPRAQGVM

VEMGREDSYVGDEAQSKRGILTLEYPIEEG IVINWBDHEX IWAAT FYNELRVAPEEHRP

VLLTEAE LHPEANRERMTQIMEETFN T PAMYVAIOAVLS LY ASGRTTGIVMDSGDGYT

HIVEIYEGYALPHAILRLDLAGRDLTDYLMRILTERGYSFTTTAEREIVRDIKERLCY

VALDFEQEMATAASSSSLEKSYELPDGOVITIGHNERFRC PEALFQPS FLGMESCGIHE

TIEREIMECDVDIRRDLY ANTVLSGETTMY PG IADRMOQEEITALAPSTMRIKITAPPE

REYSVWIGGSILASLSTFOQMWISKQEYDESGPSIVHRRCE™

82..231

/gene="Actb"

/standard name="PMCZ207566F4"

fdb_xref="0niSTS5:271957"

85..524

/gene="actb"

/standard name="PMCI7445PF1™

/&b xrof="OniSTS:27360G"

B85..523

fgene="hcth"

/standard name="PMCl22924P2"

/db_xref="0UniSTS$:270416"

112..432

/gene="acth"

/standard name="PMCI0411P1"

/db_xref="UnisTS:272535"
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183..425

/gene="Acth"”
/standard_name="PMC1B463P1"
/db_xref="UnigTS:271688"
183..425

/gene="actb”
/standard_name="PHMC24644P4"
/db_xref="UnisTS:272270"
199..273

fgene="xactb"

/standard pame="PMC24942P1"
fdb_zref="UnisTS:272277"
202..361

/gene="hcthb”
/standard_name="PHCl17352P1"
fdb xref="UniSTS:270525"
207..720

/gene="actb*

/standard name="PHC107891p1"
fdb_xref="UniSTS:270i27%"
225..724

/gene="Actb”®
/standard_name="FMC209527F1"
/db_xref="DniST§:271955"
247..482

/gene="Actbh"

/standard name="PMC137792P1*
fdb_xref="UniST5:270855"
252..711

/gene="Actb"

/standard name="PHC33279P1"
/db_xref="UniSTS:273159™
269_ 805

fgene="actb"

/standard pame="PHC133908P8"
/db_xref="OniST§:270713"
24G..723

/gene="actb"

/standard name="PMC86032p2"
/db_xref="0nisST5:273511"
2BB..522

/gene="Acth"
/standard_name="Actb*®
/db_xref="UniSTS:496320"
336..465

/gene="Actb"

/standard name="LOC345651"
/db_xref="OniSTS5:265879"
337..666

/gene="Actb"

/standard name="PMC356963P12"
fdb_xref="0OniST5:273274"
338..451

/gene="hctb"

/satandard name="PMC35054983"
fdb_rref=rUaiST$:273229"
410, .805

/gene="acth"
/standard_name="PMC149351P1"
fdb_zref="UnisT5:271029"
414, .846

/gene="acth"
/standard_name="PMC137548P2"
/db_xref="UnisT5:270841"
414..496

/gene="Actb"
/standard_name="FHBC125678P1"
Jdb_xref="0nisTS:270504"
437..622

fgone="actb*

/standard name="RI01350"
/db_xref="(nisTs:463064"
447..764

fgene="kectpb"

/standard name="PMC2115141F1"
/db_xref="DnisST5:2702B5"
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448, .942

/gene="hcth"

/standard name="PHC224995PL™
/db_xref="UnisTs:2721313"
450..767

/gene="Actb*

/standard name="PpMC398BOP2"
/db _xref="UniSTS:27369i"
452..808

/gene="hctb™

/standard name="PMC85361P1"
/db xref="QnriSTS:273471"
454..815

fgene="actb"

/standard name="PMC180915F1"
fdb xref="OniSTS:271667"
4F1._F20

fgene="Actb"

/standard name="PMC37512pP3™
/db_xzef="UniSTS:2733071"
471..69G

/gene="Acth"
/standard_name="FMC102156P1"
fdb_xref="DniSTS$:270076™
481.,584

/gene="Actb"™

/standard name="PMC151804P4"
fdb_xref="UniSTS5:27117§"
487..1047

/gene="Acth"

/standard name="PMCS6811P1"
/db_xref="UniST5:273633"
S0Q..974

fgene="Actb"

/standard name="PHMC23551P1"
/db_xref="OniSTS5:272215"
506..943

/gene="Actb"

/standard name="PMC154439P1"
/db_xref="UniSTS:271310"
521..740

/gene="Acth"”
/standard_name="£MC187403P1"
/db_xref="0OniSTS:271725"
525..951

fgene="Actb"

/standard name="PHC11i0672P1"
/db_xref="0niSTS:270182"
563..1027%

/gene="4cth"

/standard name="PMC117780P1"
5971177

/gene="Actb"

/standard name="PMC9§35281"
fdb_xref="niSTS:273663"
599..1204

/gene="Actb®
/standard_pame="PMC10%669P1"
fdb_xref="0OniSTS:270176"
602,.1221

/gene="Acth"
/standard_pame="FMC150874P1"
605,.763

/gene="Acth”

/standard name="PMC133768P1"
/db xref="UniST§:27066G"
64%,.1091

/gene="Acth"
/standard_name="PMC26753P1"
/db xref="(nisTS:272350"
693..1145

/gene="actb"
/standard_name="PHMC114236P1"
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Teb..1191

/gene="Actb"

/standard name="PMILl3E8011P1"
/db_wref="Uni§TS:270858~
779..1213

/gene="Actb"
/standard_name="PHCB7032P1"
/db_xref="UniSTS:273574"
793..951

/gene="hcth"
/standard_name="PHC340938E17
/db_nref="UniSTS:273170"
B42..1201%

/gene="Acth”

/standard name="pPMC102052P1"
/db_xref="UniSTS:270068"
887..1235

/gene="RActb"

/standard name="PMC108483P1"
/fdb _nref="UniSTS:Z70136"
B87..1235

/gene="Acth"

fstandard name="PMC125345P1"
/db xref="UniST5:270489"
887..1235

/gene="Actb”

/standard names="PMC133G28pP1"
fdb_xref="UniSTS$:270667"
887..1228

/gene="acth®

/standard name="PMC117781iP1"
/db xref="UniSTS5:2703417
887..1061

fgene="hctb"
/standard_name="PMC136359F1"
fdb_xref="0OniSTS:270796"
890..1231

/gene="acth™

/standard pame="PMC19354B1"
/db_xref="UniST5:271743"
B92..1232

/gene="Acth"

/standard name="PMC145386P1"
/db_xref="OnisTS:270995"
892..1206

/gene="Actb"
/standard_name="PMC33181P2"
/db_xref="0niST§:273155"
526..1210

/gene="icth®

/standard name="FMC21071P1"
931_.1152

/gene="Actb"

/standard name="PMC20960PL"
/db_xref="DniSTS:272003"
839..1235

/gene="aActb"

/standard name="PMC139793P1"
/db_xref="UniSTS:2708%7"
942..11589

/gene="Actb"
/standard_name="PMC240671P1"
/db_xref="UniSTS:272217"
§70..1257

/gene="Actbh”
/standard_pame="Acth-rsl®
/db xref="0niST8:141017"
1036..1110

/gene="Actb"
/standard_name="PMC212730P1~
/b ¥ref="UniSTS:272026"
1073..1194

/gene="hActb"
/standard_name="PMC122623P1"
fdb_xref="UnisTS;270405"
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ggggtcgagl
cacacccgee
teeggeatgt
atcgtgygee
grgggcgacg
ggcattgtea
ctgogtgtgg
gecaaccgty
gtaggratce
gactccggag
gocatcctge
accgagoeghg
gagaagctgt
tectoectgg
cggttcegat
atccatgaaa
tatgccaaca
cagaaggaga
gagcgcaagt
cagatgtgga
tgcttctagg
ttgcgocaaaa
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Jgene="hKcth"
/standard name="PHC151001P2"
/db_xref="DnisT$:271130™

cegeghecac
accagttege
gcaaggeegy
gcectaggea
aggcccagag
ccaactggga
cccetgagga
aaaagatgac
aggctgtgtt
acggggtcac
ghtotagacet
gctacagett
getatgtige
agaagagcta
goococgagge
ctagattcaa
cagtgctygte
ttactyccot
agtergtgtg
tcagcaagea
cggactgtta
aaaaaaaaaa

ccgegagtad
catggatgac
¢ttcgocggge
ccagggtgtyg
caagagagyc
cgatatggag
gcaccoctgtg
ccagatcaty
grcectgtat
ccacactgtg
ggctggeeyy
caccaccaca
cctagactte
tgagctgect
tctcttoccag
ttecatcatg
tggtggcacce
ggctectage
gatiggtggc
ggagtacgat
ctgagcrgoeg
aaaaaaaaaa

67

aaccttctig cagoicoiec gtogoogghbo
gatateogety cgotogtogit cgacaacgge
gacgatgetc cccgggecgt cttcooctee
atggtgggta tgggtcagaa ggactcctac
atcctgaccee tgaagtaccc cattgaacac
aagatttgge accacacttt ctacaatgag
ctgetcaccy aggecectet gaacoctaag
ttigagacct tcaacacCCce agccatgtac
gcctetggte gtaccdctyg cattgtgatg
cccatctaty agggttacge geteoccteat
gacctygacag actaccicat gaagatoctg
getgagaggg aaatcgtgog tgacattaaa
gagcaagaga tggeccactge cgcatcctet
gacggtcagg tcatcactat cggecaatgag
ccttoottoe tgggtatgga atectgtggo
aagtgtgacg ttgacatcey taaagacctc
accatgtacc caggeattge tgacaggatg
accatgaaga tcaagatcat tgoctoctoct
toctatocotgy cotcactgtc caccrliocag
gagteoggecs cetocatecght goaccgoaaa
ttttacacce tttctttgac aaaacctaac

dadaaa
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68
LAMPIRAN 2. DESAIN PRIMER MnSOD

Primer3 Qutput

Ho mispriming library specified
Using l-based segquence positions
WARNING: Left primer is unacceptable: High end self complementarity

OLIGO start len tm gey __any __3' seq
LEFT PRIMER 270 20 57.39 50.00 6.00 4.00 AARCGTCACCGAGGAGHAGTA
RIGHT PRIMER 447 20 57.64 50.00 3.00 0.00 TGATAGCCTCCAGCRRCTCT

SEQUENCE SIZE: 2080
INCLUDED REGION SIZE: 2090

PRODUCT SIZE: 178, PAIR ANY COMPL: 4.00, PRIR 3' COMPL: 2.00

1 CGGGCGGACGCCGCAGAGCAGACGCGCGECTGCTAGCGARCGGUCGTGTTCTGAGGAGAG
61 CAGCGGTCETGLGUGLLTCAGCAATGTIGTGTCEGELGECGTECAGCGCGGEUAGRAGAL
121 TGGGCCCCGCGRLCAGTACCECGGGCTCCCEEBCACAAGCACAGLCTCCCTGACCTGCCTT
181 ACGACTATGGCGCGCTGGAGCCGCACATTARCGCGCAGRTCATGCAGCTGCACCACAGCA
241 AGCACCACGCGACCTRCGTGARCARTCTGARCETCACCGAGGAGRAGTACCACGAGGCGC

el Jedede e e e B de e el g
301 TGGCCARGGGAGATGTTACARCTCAGGTTGCTCTTCAGCCTECACTGARGTTCARTGGLE
361 GGGGCCATATCAATCACAGCATTITCTGGACAAACCTGAGCCCTARGGGTGGTGGAGARC
421 CCARRGGAGAGTTGCTGEGAGGCTATCAAGCGTCACTITGGGTCTTTTGAGARGT TTARGG
L LR CL L

481 AGARAACTGACAGCTGTGTCIGTGGGAGTCCARGGTTCAGECTGGGGLTGECTTGGCTTCA
541 ATAAGGAGCAAGGTCGCTTACAGATTGCLGLCTGCTCTARTCAGGACCCACTGCARGGAR
501 CCACRGGCCTTATTCCACTGCTGEGRAT TGATGTGTGGGAGCACGCTTACTATCTTCAGT
661 ATAARAACGTCAGACCTGACTATCTGARAGCCATTTGGAATGTAATCAACTGGGAGAATG
721 TTAGCCAARGATACATAGTTTIGCAAGARGTGAAGCCCTTCCGCCAGGCTETGTGTCAGEC
781 CCOTGGTEEETETTTTGTAGTAGTGTAGAGCATTGCAGCACTGTGGCTGAGCTETTGTAA
841 TCTTCATTGATGCCTATCCACATATGTGTAAGCATACAGTTATCRTRRTTTC TTRRTT D

901 ATGTATTGTTAGGCAACTGTTTGAGARACAGTACATACTTGGTGTGAGCTGCTCTTGATTG

961 BACATTTTCATTAGAGGCTTGAATTGCTTGGACGCTGTCACTGTCATCATARGGCCATCA
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DESAIN PRIMER BETA ACTIN
Primer3 Qutput

Ho mispriming library specified
Using 2-based sequence positions

69

OLIGO start _len tm __ gct _ any _ 3! seg

LEFT PRIMER §19 20 60.10 55.00 5.00 1.00 CACTGTGGCTGAGCTGTTGT
RIGHT PRIMER 92 20 59.56 45.00 4.00 1.00 TCCAAGCAATTCAAGCCTCT
SEQUENCE SIZE: 2090

INCLUDED REGION SIZE: 20%0

PRODUCT SIZE: 174, PAIR ANY COMPL: 5.00, PAIR 3' COMPL: 3.00

1

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

181

B41

901

961

1021

igel

1141

CGGGCGGACGCCECAGAGCAGACGCGLGECTGLTAGCGARCGGCCEGTGTTCTGAGGAGAR

CAGCGETCETEGGLGCCTCAGCAATGTTGTGTCGGGCGECGTGCAGCGCGGGCAGARGAC

TEGECCCCECEETCRGTACCGCEEGCTCCCEECACKRRGCACRGCCTCCOTEACCTGECTT

ACGRCTATGGECGCGCTGGAGCCECACAT TAACGUGCAGATCATGCAGCTGCACCACAGCA

AGCACCACGCGACCTACGTGAACAATCTGARCGTCACCGAGGAGARAGTACCACGAGGCET

TGGCCAAGGGAGATGTTACAACTCAGGTTGCTCTTCAGCCTGCACTGAAGTTCARTGGLG

GGGGCCATATCARTCACAGCATTTTCTGGACARACCTGAGCCCTARGGGTGGTGGAGRAL

CCAARGGAGRGTTGLTGGAGGCTATCAAGCETGACTT TGGGTLTTTTGAGAAGTTTARGG

AGARACTGACAGCTGTGTCTGTGGGAGTCCARGGTTCAGGCTGGGECTGGCTTGGCTTCA

ATARGGAGCARGGTCGCTTACAGATTGCCGCCTGCTCTARTCAGGACCCACTGCAAGGAR

CCACAGGCCTTATTCCACTGCTGGEGATTGATGTGTGGGAGCACGCTTACTATCTTCAGT

ATAARMARCGTCAGACCTGACTATCTGAARGCCATTTEGGAATGTAATCAACTGGGAGRATG

TTAGCCARAGATACATAGTTTGCAAGAAGTGARGCCCTTCCGCCAGGCTGTGTETCAGGT

CCETGETGGGTGTTTTGTAGTAGTGTAGRGCATTGCAGCACTGTGGCTGAGCTCTTETAA
D3PI AR S D D

TCTTCATTGATGCCTATCCACATATGTGTARGCATACAGTTATGATAATTTCTTAATTAR
ATGTATTGTTAGGCAACTGTTTGAGRACAGTACATACTTGGTGTIGAGCTGCTCTTGATTC
ARCATTTTCATTAGRGGCTTCAAT TGCTTGGACGCTGTCACTGTCATCATAAGGCCATCA

CCC L LTS

AACATAT TCORTC T T TETTEEECCCTRTRCEEAGECTETARTCCT STTCTACTCIAGT

TAGGAAMAMAARTGAGTTACCCCCCCCCCCAGAATTGTTGRATARTARAATAGAGARCTE

AATAGTTCTCTTTTCTGT TAARAATTGCTATTTTTCATAAGTRATCCTTTGTTTAGCGGA
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LAMPIRAN 6
Standar BSA

Kons BSA A280
{mg/ml)

0,8 0,629

0,6 0,462

0,4 0,299

0,2 0,155

0,1 0,065

0,05 0,029

0,7
0,6
0,5

20,4

~

0,3
0,2
0.1

Konsentrasi BSA (mg/ml)

Kurva Standar BSA
/)’
e y =0,795x - 0,011
/ R*=0,999
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Kadar protein lisat darah {(pengenceran 20x}

Sampel A 280 Kons Kons {mg/ml)
Kontrol Ci 0,080 0,114 2,289
c2 4,096 0,135 2,692
c3 0,136 0,185 3,608
ca 0,102 0,142 2,843
€5 0,117 0,161 3,220
Hipoksia 1 hr Al 0,087 0,123 2,465
A2 0,104 0,145 2,893
A3 0,135 0,184 3,673
Ad 0,143 0,194 3,874
AS 0,203 0,269 5,384
Hipoksia 7 hr B1 0,097 0,136 2,717
B2 0,12¢ 0,176 3,522
83 0,088 0,125 2,491
B4 0,135 0,134 3,673
BS 0,149 0,201 4,025
Hipoksia 14 hr D1 0,107 0,148 2,969
D2 0,098 0,137 2,742
D3 0,098 0,137 2,742
D4 0,115 0,158 3,170
D5 0,201 0,267 5,333
Hipoksia 21 hr El g,122 0,167 3,346
£2 0,115 0,158 3,170
£3 0,132 0,180 3,597
E4 0,112 0,155 3,094
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Kadar protein homogenat otak (pengenceran 50x)

Sampel A 280 Kons Kons (mg/mi}
Kontrol C1 0,168 0,225 11,258
c2 0,123 0,169 8,428
C3 0,129 0,176 8,805
c4 0,107 0,148 7,421
s 0,193 0,257 12,830
Hipoksia 1 hr Al 0,063 0,093 4,654
A2 0,058 0,087 4,340
A3 0,069 0,101 5,031
o _A4 0,057 0,086 4,277
AS 0,146 0,197 5,874
Hipoksia 7 h Bl 0,056 0,084 4,214
B2 0,058 0,087 4,340
B3 0,108 0,150 7484
B4 0,098 0,137 6,855
B85 0,150 0,203 10,126
Hipoksia 14 hr D1 0,086 0,122 6,101
D2 0,160 0,215 10,755
D3 0,123 0,169 8,428
D4 0,132 0,180 2,994
D5 0,134 0,182 9,119
Hipoksia 21 hr E1l 0,160 0,215 10,755
E2 0,129 0,176 8,805
E3 0,159 0,214 10,692
E4 0,157 0,211 10,566
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Kadar protein homogenat jantung (pengenceran 100x)

Sampel A280 Kons Kons {mg/ml)
Kontrol C1 0,128 0,175 17,484
C2 0,073 0,106 10,566
G 0,104 0,145 14,465
ca 0,116 0,160 15,975
5 0,123 0,169 16,855
Hipoksia 1 hr Al 0,111 0,153 15,346
A2 0,090 0,127 12,704
A3 0,101 0,141 14,088
_. . A4 0,110 | 0,152 _ 15,220
A5 0,124 0,170 16,981
Hipoksia 7 hr Bi 0,071 0,103 10,314
B2 0,060 0,085 8,931
B3 0,094 0,132 13,208
B4 0,113 0,156 15,597
B5 0,104 0,145 14,465
Hipoksia 14 hr D1 0,087 0,123 12,327
D2 0,145 0,196 19,623
D3 0,087 0,123 12,327
D4 0,127 0,174 17,358
D5 0,128 0,175 17,484
Hipoksia 21 hr £l 0,117 0,161 16,101
E2 0,133 0,181 18,113
E3 0,128 0,175 17,484
E4 0,122 0,167 16,730
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LAMPIRAN 7. HASIL ANALISIS UJI STATISTIK

1. Hasil analisis uji T nilai aktivitas spesifik MnSOD

Group Statistics
Std. Emror
perakuan N Mean Std. Deviation Mean
akt_mnsod_drh kontrol 5 125249 0189162 | 0084596
hipoksia 1 hr 5 ,086194 0231598 | 0103574
Independent Samples Test
Levene's
Test for
Equality of
Variances t-test for Equality of Means
95% Confidence
Sig Interval of the
(2- Mean Std. Error Difference
tailed | Differenc | Differenc
F | Sio. t df ) e e Lower LUpper
akt_mnsed_dr  Equal
h variance 35| 56| 2,82 ,008216 | 069893
s 9 5 0 8( ,0191{ 0390548 ,0133731 4 3
assumed
Equat
variance 292 | 7,69 008001 | 0701408
2t 0 3 020 | 0390548 | ,0133731 1 6
assumed
Group Statistics
Std. Error
periakuan N Mean Std. Deviation Mean
akt_mnsod_drh kontral 5 125249 01898162 | 0084596
hipoksia 7 hr 5 ,124031 0253289 | ,0113274
Independent Samples Test
Levene's
Test for
Equality of
Variances t-test for Equality of Means
95% Confidence
Interval of the
. Difference
Sig.
{2- Mean Std. Error

F Sig. t df | tailed) | Difference | Difference | Lower Upper

akt_mnsod_drh Equal .
variances | 374 ¢ 5581 (86 8 833! a012178 1 0141377 0338195
0313838
assumed
Equal
:’g’l‘a”“es 086 | 7,403 | 934! 0012178 | 0141377
assumed

(0318470 | 0342826
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Group Statistics
Sid. Error
. perlakuan N Mean Std. Deviation Mean
akt_mnsod_drh kontro! 5 ,125249 0189162 | ,0084596
hipoksia 14 hr 5 ,421807 Q142457 | 00B3709
independent Samples Test
Levene's
Test for
Equality of
Variances t-test for Equality of Means
95% Confidence
Sig Interval of the
(2- Mean Std. Error Difference
tailed | Differenc | Differenc
F Sig. t af )] e e Lawer Unper
akt_mnscd_dr  Equal .
h s o 921 8| 754 0034413 | 0105802 | 020979 027862
assumed 8
Equal _
VRIS S2| 7431 o5a| 0034413 | 0105802 | 021308 | 028190
s not 5] 3 0 5
assumed
Group Statistics
Std. Error
perlakuan N Mean Std. Deviation Mean
akt_mnsod_drh  Kkontrol 5 125249 ,0189162 | 0084586
hipoksia 21 hr 4 219414 0190444 | 0095222
Independent Samples Test
Levene's
Test for
Equality of
Variances t-test for Equality of Means
§5% Confidence
sig Interval of the
{2- Meart Std, Error Difference
tailed | Differenc | Differenc
F | Sig. 1 df } e e Lower Upper
akt_mnsod_dr  Equal . . _
h vanance 02 ,ag 739| 7} ,000|-0041654 | 0127263 | 124258 | 064072
assumed S 4 4
Equal R - -
variance 7391 ®5%1 00010041854 o127372! 124742 oe3s1s
3 8 0
assumed
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Group Statistics
Std. Errar
periakuan N Mean Sid. Deviation Mean
akt_mnsod_otak kontrol 5 ,080736 0069111 0030907
hipoksia 1 hr 5 ,133660 ,0312188 | 0139615
Independent Samples Test
Levene's
Test for
Equality of
Variances 1-test for Equality of Means
95% Confidence
Sig Interval of the
2- | Mean | Std Emor Difference
tailed | Differenc | Differenc
F Sig. t df } e e Lower Upper
akt_mnsod_ota Equal 3 _ .
k variance | 6,04 | ,03 -
5 o a 3?? 8| .,006 0529246 ,0142995 .085892 .019943
assumed
Equal b, _ .
variance 4,39 -
o 3,?3 1 018 0529246 ,0142995 .091263 ,014573
assumed
Group Statistics
Std. Error
periakuan N Mean Std. Deviation Mean
akt_mnsod_otak  kontrol 5 J0B0736 0065111 ,a030907
hipoksia 7 hr 5 . 1402386 0265538 | ,0118751
Independent Samples Test
Levene's
Test for
Equality of
Variances t-test for Equality of Means
95% Confidence
Sig Inte_rval of the
2 | Mean | sSid Eror Difference
tafled | Differenc | Differenc
F Sig. 1 df ) e =] Lower Upper
akt_mnsod_ota Egual - . _
K variance 280 13 -
s 1 3 5,05 8| ,001 0729822 ,0144436 1 106289 | 038875
3 2 2
assumed
Equal _ _ _
variance 1 4,38 -
s not 1 S.Og 3 ,006 0729822 0144436 .111?33 .034223
assumed | l ' I
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Group Statistics

34

Std. Error

periakuan N Mean Std. Deviation Mean
akt_mnsod_otak kentrol 5 ,080736 ,0069111 L0030907
hipoksia 21 hr 4 L09B500 J185472 | 0092736

Independent Samples Test

Levene's
Test for
Equality of
Variances -test for Equality of Means
95% Confidence
Sig Interval of the
(2- Mean Std. Error Difference
tailed | Differenc | Differenc
F Sig. t df ) e e Lower Upper
akt_mnsod_ota Equal 3 )

k variance 282 13 - 005202
s g & 1.7; 71 .19 0157648 ,0088671 ,036?3? 5
assumed
Equal b -
variance 3,67 - 012366
e 1.5; 0 188 0157648 0097751 .043892 9
assumed

Group Statistics
Std. Emror
perlakuan N Mean Std. Deviation Mean
akt_ mnsod_jtg  kontrol 5! 320388 0876779 0392108
hipoksia 1 hr 5 216033 0460156 | 0205788
Independent Samples Test
Levene's
Test for
Eguality of
Variances t-test for Equality of Means
95% Confidence
Sig Interval of the
(2- Mean Std. Error Difference
tailed | Differenc | Differenc
F Sig. t df ) e 2 Lower Upper
akt_mnsod_jt Equal

g variance | 1,09 32| 235 002238 | 206471

s 4 p 5 8| 045 1043550 | 0442829 5 4
assumed

Equal .

variance 235| 8041 056 | 10435501 (0442820 | 003792 | 212902
s not 7 8 5 5
assumed | | ’ | [ I
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Group Statistics
Std. Error
periakuan N Mean Std. Deviation Mean
akt_mnsod_jtg  kontrol 5 320388 LB78779 | 0392108
hipoksia 7 hr 5 ,329592 1630361 | 0728120
Independent Samples Test
Levene's
Test for
Equality of
Variances -test for Equality of Means
95% Confidence
Interval of the
p Difference
Sig.
(2- Mean Std. Error
F Sig. t df | tailed) | Difference ; Difference | Lower Upper
akt_mnsod_jig Equal " .
variances 2,355 | ,163 8 914 | -,0092038 | 0827867 1817027
. L1111 , 2001103
Equal
variances - -
i 111 6,135 915 | -,0092038 | 0827867 2106993 1822916
assumed
Group Statistics
Std. Error
perlakuan N Mean Std. Deviation Mean
akt_mnsod_jtg  kontral g 320388 0876779 0392108
hipoksia 14 hr 5 428372 ,1308381 0584231
Independent Samples Test
Levene's
Test for
Equality of
Variances t-test for Equality of Means
95% Confidence
Sig |nte_rval of the
(2- Mean Std. Error Difference
tailed | Differenc | Differenc
F Sig. t df ) e e Lower Upper
akt_mnsod_jt Equal : .
g vafiance 40 211 153 8| ,183|-079835| 0703815 | 270237 | 054272
assumed 3 5
Equal _ _
variance 153 893 169 |- 1070835 | 0703615 | 274382 | 098415
s not 5 6 7 7
assumed : :
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Group Statistics
Std. Eror
perlakuan N Mean Std. Deviation Mean
akt_mnsod_itg kontrol| 5 320388 L0B76779 ,0392108
hipoksia 21 hr 4 ,139221 0114202 1 0057101

Independent Samples Test

Levene's
Test for
Equality of
Variances t-test for Equality of Means
95% Confidence
Sig Intqrvaf of the
{2- Mean Std. Error Difference
tailed | Differenc | Differenc
F Sig. 1 Y e e Lower Upper
akt_mnsod_jt ~Equal
g variance 343! 10| 4,04 0753687 | 286067
. 8 & 9 051 1811673 | 0447428 4 5
assumed
Equat
variance 4571 4,16 ,072888 | 289445
b 5 L0098 | 1811673 | 0398244 7 9
assumed

2. Hasil analisis uji korelasi Pearson tingkat ekspresi relatif mRNA MnSOD dan aktivitas

spesifik MnSOD
Correlations
tk_ekspresi_ akt_mnsod_
mnsod_drh drh
tk_ekspresi_mnsod_drh  Pearsen Cormelation 1 -,250
Sig. (2-lailed) ,685
N 5 5
aki_mnsod_drh Pearson Correlation -.250 ]
Sig. (2-tailed) 685
N 5 5
Correlations
tk_ekspresi_ | akt_mnsod_
mnsod_drh drh
tk_ekspresi_mnsod_drh  Pearson Correlation 1 616
Sig. (2-tailed) 384
N 4 4
akt_mnsod_drh Pearson Correlation 616 1
Sig. (2-tailed) 384
N 4 4
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Correlations
tk_ekspresi_ akt_mnsod_
mnsod_otak otak
tk_ekspresi_mnsod_otak  Pearson Correlation 1 528
Sig. (2-tailed) 361
N 5 5
akt_mnsod_olak Pearson Correlation 528 1
Sig. (2-tailed) 361
N 5 5
Correlations
tk_ekspresi akt_
mnsod_jto mnsod_jig
tk_ekspresi_mnsod_jig  Pearson Correlation 1 - 618
Sig. {2-tailed) 266
N 5 5
akt_mnsod_jtg Pearson Correlation -.618 1
Sig. (2-tailed) ,266
N 5 5
Correlations
tk_ekspresi_ akt_
mnsod_jtg mnsod_jtg
tk_ekspresi_mnsod_jtg Pearson Correlation 1 843
Sig. (2-tajled) ,057
N 4 4
akt_mnsod_jtg Pearson Correlation ,943 1
Sig. (2-tailed) 057
N 4 4

3. Hasil analisis uji korelasi Pearson ekspresi MnSOD darah dengan ekspresi MnSOD

jantung dan otak

Correlations
tk_ekspresi_ | tk_ekspresi_
mnsod_otak mnsod _drh
tk_ekspresi_mnsod_otak  Pearson Comelation 1 551
Sig. (2-tailed) ,336
N 5 5
tk_ekspresi_mnsod_drh Pearson Correlation 551 1
Sig. (2-tailed) ,336
N 5 5
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Carrelations

tk_ekspresi_ tk_ekspresi_
mnsod _drh mnsod_jtg |
tk_ekspresi_mnsod_drh  Pearson Correlation 1 605
Sig. (2-tailed) 280
N 5 5
{k_ekspresi_mnsod_jtg Pearson Correlation 605 1
Sig. (2-1ailed) 280
N 5 5
Correlations
akt_mnsod_ akt_mnsod_
otak drh
akt_mnsod_otak  Pearson Correlation 1 317
Sig. (2-tailed) 604
N 5 5
akt_mnsod_drh Pearson Correlation 317 1
Sig. (2-taited) 604
N 5 5
Correlations
akt_mnsod_ akt_
drh mnsod_jig |
akt_mnsod_drh  Pearson Cotelation 1 896"
Sig. (2-tailed) ,039
N 5 5
akt_mnsod_jig Pearson Correlation 896" 1
Sig. (2-tailed) 039
N 5 5

*. Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed).
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Specific activity of manganese superoxide dismutase in rat heart, brain and
blood during induced systemic hypoxia

Septelia Inawati Wanandi', Syarifah Dewi"z, Reni Paramita', Frans Ferdinal 3, Sri Widia A
Jusman', Mohammad Sadikin'

Abstract

Hypoxia resulls in an increased generation of reactive axygen species (ROS), especially superoxide anion. The
accumtdation of ROS could lead ta the oxidative damage of cell macromolecules. Manganese superoxide dismutase
(MnSOD) as a najor endogenous antioxidant enzyme in mitochondrial matrix, could convert superoxide radicals to
hydrogen peroxide, hence prevenis the cell oxidative damage. The aim of this study is to determine the specific
activity of MnSOD enzyme in rat heart, brain and blood during induced systemic hypoxia. This experimental study
uses 25 male Sprague Dawley rats were divided into 5 groups and subjected to systemic hypoxia by placing them in
the hypoxic chamber supplied by 8-10% of O; for 0, 1, 7, 14 and 21 days, respectively. The MnSOD enzyme specific
activity was biochemically determined using RanSOD® kit. Specific activity of MnSOD in rat heart and blood cells
under early kypoxic induction (T day) were significantly fower than the one in controf group (p < .05). However,
afler ! day aof kypoxic induction this level was then increased, and again decreased significantly compared to the
control (p < .01) under very late hypoxic condition (21 days). Contrastly, the level of MnSOD specific activity in
brain cells was significantly increased since early systemic hypoxia (day [} up to day 14 (p < .01}, but under late
hypoxic condition (day 21) the activity also tends to decrease although statistically it was not significant compared
to the normal condition. We could conclude that the expression of MnSOD enzyme in different tissues as well as at
different stages (early and late} of induced systemic hypoxia was distinctly regulated.

Keywords: hypoxia, ROS, specific activity of MnSOD.

Hypoxia is a pathological condition in which the diseases. Almost all risk factors could induce hypoxic

body as a whole or region of the body is deprived of
adequate oxygen supply. This condition threats life of
cells or organisms. The ability to maintain oxygen
homeostasis is ¢ssential to the survival of all species.
Oxygen homeoslasis mechanisms can occur at
systemic level and cellular level such as by oxygen
sensing.? At systemic level, low oxygen could
stimulate heart rate, peripheral vasodilatation and
hyperventilation, whereas at cellular level, anaerobic
metabolic pathways would be activated

Nowadays, the pattern diseases have been shifted,
from infectious to degenerative diseases such as
cardiovascular, cerebrovascular diseases and cancer.
This occurs because of the lifestyle changing that
have risk factors to stimulate the degeneration

! Department of Biochemistry and Molecular Biology,

Faculty of Medicine University of Indonesia, Jakarta,

Indonesia

* Master Program in Biomedical Sciences, Faculty of
Medicine University of Indonesia, Jakarta, Indonesia

? Doctorate Program in Biomedical Sciences, Faculty
of Medicine University of Indonesia, Jakaria,

Indonesia

condition which is involved in pathogenesis some
degenerative diseases, especially ischemic diseases
such as myocard infarction, stroke, cancer, chronic
obstructive pulmonary disease and acute renal
faiture”

Hypoxia resulis in an increased generation of reactive
oxygen species (ROS), such as superoxide (O.7) and

hydrogen peroxide (H.0-) in mitochondria. ROS is
free radical molecule that have clectron unpaired at
oxygen molecule and very reactive. ROS participate
at signal transduction pathway in hypoxia and
involve in HIF-l1a stabilization. Under hypoxic
condition, the consumption of oxygen at cytochrome
¢ oxidase (mitochondrial complex 1V) is lower and
electrons accumulate at preceding complexes
(mitechondrial complex III). Such an accumulation
leads to increased generation of ROS at complex 111.°
High level of ROS induces HIF-la stabilization,
whereas low levels lead to HIF-1a degradation. ROS
inhibition in hypoxic condition, can inhibit activation
of genes that induced hypoxia. Beside that, oxidant
treatment at normoxic cells can activate gencs that
induced hypoxia.*’
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Superoxide dismutase (SOD) is one of antioxidant
enzymes that protect cell from oxidative damape.
This enzyme converts anion superoxide (O,) that
very reactive to hydrogen peroxide {(H,0,) that less
reactive. Further hydrogen peroxide is detoxified
become water by catalase enzyme and glutation
peroxidase.®

Superoxide dismutase found in all aerobic organisms,
This enzyme contain metal ion (Fe, Ni, Cu, Zn, Mn)
at catalytic site, and also called metalloenzyme.
There are three isoform of SOD in eukaryotic cells,
Le. Cu/ZnSOD, extracellular SOD (EC-SOD) and
MnSOD  (Manganese-Superoxide  Dismutase).
CuZnSOD (copper-zinc SOD) or known as SOD 1,
located in cytoplasm and contribute the highest of
total activity of SOD (70-80% from total cellular
SOD). MaSOD {manganese superoksida dismutase)
or known as SOD 2, located in mitochondria with
activity about 10-20% from total cellular SOD.
ECSOD (extracellular SOD) or known as SOD 3,
tocated in extracellular fluid.”*°

MnSOD is the major antioxidant enzyme that
scavenge superoxide radical, because electron
transport chain in mitochondria is the major ROS
production.’® MnSOD neutralize anion superoxide by
two step dismutase reaction. At this process, Mn’' is
reduced and then oxidized:®

M + 0;" D Mn'' + O,
Mn?' + O, + ZH D Mn* + H.Os

2H" + 205" 2> 02 + HyOs

Decreasing the MaSOD level could elevate ROS
level in mitochondria, leading to oxidative stress
including oxidative damage in biomacromolecules,
such as protcin, lipid and DNA."

Many studies have explained the important role of
MnSOD on the prevention of oxidative stress.'>?
However, little is known about the expression of
MnSQD  during systemic hypoxic induction,
particularly in the essential tissuecs, such as brain,
heart and blood. In this present study, the specific
activity of MnSOD enzyme were biochemically
determined. The information about differential
MnSOD expression in hypoxic tissues would open
the new paradigm of localized antioxidant protection

METHODS

This study was an experimental study carried out at
Biochemistry and Molecular Biology Laboratory,

91

Faculty of Medicine University of Indonesia within
10 months (July 2007 — April 2008). Twenty five
male Sprague Dawley rats (6-8 weceks old; body
weight 150-200 g at entry into protocol} were
randomly divided into 5 groups {n = 5 per group).
Rats were subjected to systemic hypoxia by placing
them into the normobaric hypoxic chamber supplied
with 3-10% of O, for 0 (control rats without
hypoxia), 1, 7, 14 and 21 days, respectively. All rats
had free access to water and standard rat chow. Water
and food consumption was assessed every 2 days.
Hypoxic chamber was designed as described by
Corno et al. (2002)." Procedures followed were
approved by Research and Development Committee,
Health Department of Republic Indonesia (Badan
Penelitian dan Pengembangan Kesehatan Depkes RI;
no. LB.03.02/KE/1347/2008).

After hypoxic treatment, rats were anesthetized with
CCl, Blood samples were immediately collected for
blood gas analysis, as well as for the specific activity
of MnSOD assay. Subsequently, tissue samples
(brain and heart) were rapidly excised for the specific
activity of MnSOD assay. All the procedures were
done in the hypoxic chamber.

Tissue samples (100 mg) were homogenized in 1 mL
phosphate buffer solution (PBS; pH 7.0) and
centrifuged at 5000 rpm for 10 minutes. The
supernatant was collected and kept at -20°C before
use, Whole blood (200 ul) was added into 600 pl of
red blood cell lysis solution (Promega). The mixture
was incubated for 10 minutes in room temperature
and centrifuged at 16000 rpm for 20 seconds. The
white pellet containing leucocyte cells was collected
and lysis with 200 pl of nuclei lysis solution
(Promega). Lysates were diluted 5 times with PBS
and kept at -20°C before use.

The MnSOD enzyme specific activity was
biochemically determined using RanSOD® kit. To
inhibit the CwZnSOD, firstly natrium cyanide (5
mM)} was added into each sample and the mixture
was incubated for 5 minutes in room temperature.
Xantin oxidase was then added into the mixture,
followed by the measurement of light absorbance
using spectrophotometer at 505 nm after 30 seconds
and 3 minutes. The activity was calculated as a
percentage inhibition of the samples plotted to the
standard curve, using these following formulas:

A2 — Al

serenemneme = A A/min of standard or sample (b
3
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A2 = Absorbance al 3 minutes afler incubation with
xantin oxidase

Al = Absarbance at 30 seconds after incubation with
xardin oxidase

106 — (AN 2y or somptes/Mrin x 100)
{AAg;/min) 2)

% inhibiticn =

Samplc dituent rate (81) = rate of uninhibited
reaction = 100 %

The specific activity of MnSOD enzyme was
calculated as enzyme activity determined above per
mg protein. Protein concentration was measured
using spectrophotometer at 280 nm and ploited to the
BSA (Bovine Serum Albumin) standard curve.

A\

RESULTS AND DISCUSSION

In this study exposure to normobaric systemic
hipoxia induced, profound changes in the blood
oxygen transport characteristics, such as decreased of

- pa0y, hematocrit and hemoglobin values (data not
- shown). These values are g weliknown consequence

of increased  hypoxia-induced  erythropoietin
production.™

Determination of the MnSOD specific activity in rat
blood and heart cells (Fig. 1A and B) under early
hypoxic induction (1 day) resulted in the significantly
lower levels of MnSQD specific aclivity compared to
the leve! in control group (t test; p < .03). This
suggests that the cells at early hypoxia have not
enough time to provide more MnSOD enzyme
through gene expression to eliminate the sudden
accumulation of ROS. However, after T day of
hypoxic induction this level was then increased, and
again decreased significantly under very late hypoxic
candition compared to the controf (f test; p <.01).

In contrast to the results in heart and blood cells, the
level of MnSOD specific activity in brain cells (Fig.
1C) were demonstrated to be significantly increased
since carly systemic hypoxia (day ) up to day 14 {t
test; p < .01). Indeed, the phenomena occurred in
heart and biood cclls under late hypoxic condition
(day 21) was also found in brain which shown that
the activity tends to decrease although statistically it
was not significant compared to Lhe normal
condition.
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Figure 1. Specific activity of MaSOD in rat blood (A),
heart (B) and brain (C) during induced systemric
hypoxia.
¥ = significantly diffcrent compared to the control

{t test; p<.01)
# = significanily different compared to the control

(L test; p < .05)
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the fower tevel than in normal condition as found m
blood and heart cells. The similar result could also be
shown by the analysis of mRNA expression of
MnSOD using the same samples (dala not shown),

The increase of MnSOD ectivity seems to be one of
the ccll adaptive responses - instead of HIF-la
stabilization - through antioxidant mechanism against
the accumulation of ROS during induced systerme
hypoxia. Schumacker (2003) has reporied that
hypoxia could stimulate ROS production in the
mitochondria and regulate transeription and post-
transcription responses against low level of oxygen. '

This study could demenstrate (hal brain cells have
different pattern of MnSOD  specific activity
compared to blood and heart cells during several time
points of hypoxic induction, particularly at carly
stage. It should also be considered that the levels of
MnSOD specific activity in each tissue were distinct
although measured under the same condition. This
indicates thal the antioxidant response in brain, heart
and blood cells have different sensitivity and
cificiency, depending on the amount of ROS
accurnulation.

CONCLUSION

Tuken together all the results, we could conclude that
the expression of MnSOD enzyme in different tissues
as well as al different stages (early and late) of
induced systemic hypoxia were distinclly regulated.
Furthermore, it seems that brain tissue could better
survive from induced systemic hypoxia than heart
and blood cells, due to earlicr antioxidant response
through MnSOD activity. Further studies are required
to ¢laborate the MnSOD specific activity in other
cells duning induced systemic hypoxia, as well as to
analyze the corrclation between MnSOD expression
and cell death.
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