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ABSTRACT
Gene expression profiles of HIF-1a in cadiac rats induced by chronic hypoxia

Oxygen is a major determinant of myocardial gene expression, and as myocardial O, levels
decrease during chronic hypoxia, gene expression patterns in the heart are significantly
altered. The aim of the recent study is to observe gene expression profiles of HIF-1a as
master regulatory gene of oxygen homeostasis, in rats cardiac induced by chronic hypoxia.
Sprague-Dawley male rats, were randomized into 7 groups (n=4/group): control normoxia
exposed to room air, hypoxia group were housed in hypoxic chamber (0,8%) for 1, 3, 7, 14,
21 and 28 days respectively. The animal is sacrificed and the heart is rapidly excised. Soluble
nuclear proteins and total RNA were extracted by nuclear extraction kit and RNA isolation kit,
respectively. The activity of HIF-1o and its expression were detected using an ELISA-base
TransBinding HIF-1o assay kit and real-time RT-PCR, respectively. The result of this research
showed that the activity of HIF-1a and the level of HIF-1o. mMRNA were elevated gradually and
reach a peak at 21 days of hypoxia, and then decreased at the end of treatment. There was
significant correlation between the activity of HIF-1a. and the level of HIF-1ac. mRNA. Itis
concluded that during chronic hypoxia the expression of HIF-1a were upregulated at multiple
levels, at transcription as well as post-trancription levels.
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ABSTRAK
Profil ekspresi gen HIF- 10. pada tikus yang diinduksi hipoksia sistemik kromk

Oksigen merupakan faktor penentu utama pada ekspresi gen jantung. Pada kondisi hipoksiaa
kronik, pola ekspresi gen jantung mengalami perubahan. Tujuan penelitian ini adalah untuk
mengamati profil ekspresi gen HIF-1a., yang merupakan regulator utama homeostasis OKSI@
dalam jantung tikus yang diinduksi hipoksia kronik. Tikus Sprague-Dawley dtbagl dalam 7
kelompok (n=4/kelompok), diberikan perlakuan hipoksiaa dalam sungkup-hipoksiaa (8%”
masing-masing selama 1, 3, 7, 14, 21 dan 28 hari, sedangkan kelompok kontrol, normoksia
(O, atmosfir). Akhir perlakuan tikus dimatikan dan jantung dikeluarkan dengan cepat. Protein
inti sel dan total RNA diperiksa masing-masing dengan nuclear extrtaction kit dan RNA
isolation kit. Aktivitas HIF-10. dan ekspresinya masing-masing diukur dengan EL/SA-base
TransBinding HIF-1a assay kit and real-time RT-PCR. Hasil penelitian menunjukkan aktivitas
HIF-1 dan konsentrasi mRNA HIF-1a., meningkat sejak awal perlakuan dan mencapai puncak
pada hari ke 21, kemudian menurun pada akhir perlakuan. Terdapat korelasi yang bermakna
antara aktivitas HIF-1o. dan konsentrasi mRNA HIF-1a . Penelitian ini dapat disimpulkan
bahwa hipoksia kronik pada tikus menyebabkan upregulasi ekspresi gen HIF-1a, baik pada
tingkat transkripsi, maupun pada tingkat pasca translasi. ‘

Kata-kata kunci: ekspresi gen, HIF-1a , hipoksia kronik
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PENDAHULUAN

Oksigen merupakan
unsur yang esensial
bagi semua organisme
ekariota untuk menja-
lankan reaksi fosforilasi
oksidatif dalam rantai
pernafasan dari mito-
kondria yang akan
menghasilkan energi.
Dengan demikian,
pasokan oksigen yang
konstan ke semua
organ, sangat penting
dipertahankan dan pada
mamalia hal tersebut
dilakukan oleh sistem
kardiovaskuler.
Pasokan oksigen ke
jaringan diatur oleh
sistem kardiovaskuler,
sedangkan kebutuhan
ditentukan oleh jumlah
sel dalam jaringan.’
Walaupun udara atmos-
fir yang masuk ke paru
mengandung sekitar
21% O, akan tetapi
kadar oksigen dalam
jaringan lebih rendah,
berkisar antara 0,5 -
12%, tergantung pada
vaskularisasi dan kon -
sumsi oksigennya.
Sebagai contoh kadar
0, di dalam, alveoli
14%, darah arteri 12%,
vena 5-6%, miokard
<10%, hati, jaringan ikat
dan sumsum tulang 2 -
8%%. Besarnya perbe-
daan kadar oksigen
pada berbagai sel,
jaringan dan organ,
menyebabkan kesulitan
dalam mendefinisikan
keadaan hipoksia.
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Definisi praktis yang
mendekati kondisi
fisiologik dan untuk
tujuan klinik, hipoksia
adalah suatu keadaan
bilamana pasokan
oksigen tidak mencu-
kupi kebutuhan sel,
jaringan atau organ,
sehingga mengganggu
fungsi biologik.?*

Jantung mama-
lia merupakan organ
aerobik obligat, dengan
konsumsi oksigen pa -
ling tinggi diantara
semua jaringan. Ini
berarti bahwa jantung
sangat rentan terhadap
kondisi hipoksia." Pada
hipoksia transpor elek-
tron menjadi terganggu,
terjadi deplesi adenosin
trifosfat (ATP) sehingga
tuntutan energi untuk
jantung tidak dapat
dipenuhi, beban jantung
semakin meningkat
sehingga jantung ber-
ada dalam kondisi
stres. Bila berlangsung
lama, hipoksia dapat
menyebabkan disfungsi
ventrikel dengan kom-
pensasi hipertrofi dan
peregangan dinding
ventrikel. Hipertrofi
dapat bersifat adaptif,
atau maladaptif menuju
gagal jantung.*

Pada mamalia
termasuk manusia,
hipoksia pada tingkat
sistemik, diindra oleh
kemoreseptor, sehing-
ga terjadi respons akut
terhadap hipoksia.
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Respons yang terjadi antara lain berupa
stimulasi sistem kardiorespiratorik,
sehingga terjadi peningkatan frekuensi
nafas, denyut dan curah jantung.
Respons akut yang bersifat refleks
tersebut, berlangsung dalam skala
detik sampai beberapa menit.>® Bila
hipoksia terus berlanjut, akan
berlangsung mekanisme adaptasi di
tingkat sel dan molekuler, yaitu terjadi
perubahan pola ekspresi gen. Hipoksia
berpotensi mempengaruhi ekspresi
sekitar 1-2% gen dalam genom.
Selain itu hipoksia juga berperan dalam
meningkatkan pembentukan ROS
(reactive oxygen species), yang dapat
menginduksi berbagai kerusakan
bahkan kematian sel jantung.®'® Gen
utama yang mengalami upregulasi
adalah Hypoxia Inducible Factor-1
(HIF-1) khususnya pada sel jantung
(kardiomiosit). 12

Protein HIF-1 merupakan faktor
transkripsi heterodimer yang terdiri
atas subunit HIF-1a dan HIF-1a.
Kedua jenis protein tersebut disintesis
secara konstitutif oleh semua sel. Akan
tetapi, HIF-1a segera mengalami
hidroksilasi (modifikasi pascatranslasi)
oleh enzim prolyl hydroxylase domain-
containing (PHD) pada residu
Prolin546 dan Prolin402. Hidroksilasi
tersebut menyebabkan HIF-1a dikenal
dan diikat oleh protein von hippel lindau
(pVHL), selanjutnya didegradasi oleh
sistem ubikitin-proteasom.®

Pada hipoksia enzim PHD
tidak aktif, sehingga HIF-1a stabil dan
berakumulasi untuk berpasangan
(dimerisasi) dengan HIF-1a,
membentuk HIF-1 dan translokasi ke
inti sel untuk mengaktifkan transkripsi
berbagai gen, yang dibutuhkan untuk
beradaptasi terhadap kondisi hipoksia.
Melalui aktivitas HIF-1, ekspresi
sejumlah gen akan mengalami
peningkatan guna mengurangi
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ketergantungan sel terhadap O,
sekaligus meningkatkan pasokan O, ke
jaringan. Gen yang ditranskripsikan
antara lain gen yang terlibat dalam
angiogenesis, eritropoiesis, metabo-
lisme dan transport glukosa."'?2 Di
samping menghambat degradasi
(stabilitas meningkat), tergantung
derajat hipoksia, ekpresi HIF-10 dapat
pula dipacu pada tingkat transkripsi. 415
Tujuan penelitian ini, untuk mengamati
profil ekspresi gen HIF-1a pada jantung
tikus yang diinduksi hipoksia kronik.

METODOLOGI PENELITIAN

Disain Penelitian

Studi ini merupakan penelitian
eksprimen in vivo, menggunakan tikus
Sprague Dawley jantan, dengan berat
badan 220-250 gram. Tikus dibagi
secara acak ke dalam tujuh kelompok
(n=4/kelompok). Kelompok pertama
adalah kelompok kontrol atau tanpa
perlakuan (P1). Enam kelompok
lainnya, adalah kelompok perlakuan
yaitu P2 - P7. Kelompok perlakuan
secara berurutan dipaparkan terhadap
hipoksia (8% O,, 92% N,), masing-
masing selama 1, 3, 7, 14, 21 dan 28
hari di dalam sungkup-hipoksia Selama
perlakuan tikus dapat makan dan
minum secara ad libitum, di samping
itu setiap dua hari secara berkala
sungkup dibersihkan, pakan dan
minuman diganti. Selama dibersihkan
(5-10 menit) tikus dipindahkan ke
sungkup-kecil yang sudah dipersiapkan
sebelumnya dalam kondisi hipoksia.
Pada akhir masa perlakuan satu per
satu tikus dikeluarkan dari sungkup dan
segera ditimbang. Tikus kemudian
dipindahkan ke dalam sungkup kecil
yang sudah dioptimasi sebelumnya.
Dalam sungkup tersebut tikus
dimatikan dengan menggunakan eter.
Tikus kelompok kontrol (P1) dipelihara



dengan kondisi yang mirip dengan
kelompok perlakuan, bedanya
menggunakan udara atmosfir dan
pada hari ke-28 tikus ditimbang,
kemudian dimatikan.

Bahan dan Cara

Aktivitas trankripsi HIF-1a, dimulai
dengan isolasi protein inti sel ventrikel
jantung, dengan nuclear extraction kit,
sedangkan pengujian aktivitas
transkripsi HIF-1a dilakukan dengan
teknik TransBinding, menggunakan
Transbinding HIF-1o. assay Kit
(Panomics Inc). Pengukuran peru-
bahan ekspresi gen, dimulai dengan
isolasi total RNA dengan AquaPure
RNA isolation kit (Bio-Rad), selanjutnya
konsentrasi mMRNA HIF-a ditetapkan
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dengan Quantitative Real-Time RT-
PCR menggunakan reagensia iScript
One-Step RT-PCR kit with SYBR
Green (Bio-Rad ). Dua pasang
primer masing-masing untuk HIF-1a
dan B-Aktin sebagai kontrol endogen
diperoleh dari 1st BASE Pte Ltd,
Singapore, adalah:

HIF-1aF SynthiD:1346451, Seq: 5'-
ACA-GTG-GTA-CTC-ACA-GTC-GG-3’
HIF-1aR SynthiD:1346452, Seq: 5-
CCC-TGC-AGT-AGG-TTT-CTG-CT-3
B-AktinF  SynthlD:1346453, Seq: 5’
ACC-ACA-GCT-GAG-AGG-GAA-ATC-
G-3

B-AktinR SynthlD:1346454, Seq: 5'-
AGA-GGT-CTT-TAC-GGA-TGT-CAA-
CG-3

Gambar 1 dan 2 di bawabh ini adalah sungkup hipoksia yang digunakan dalam penelitian,
sedangkan gambar 3 adalah skema diagram protokol perlakuan pada hewan-coba.

Gambar 1. Sungkup-hipoksia ukuran kecil

Shanghai Institute for Pediatric Research,China

Gambar 2. Sungkup-hipoksia ukuran besar
Modifikasi berdasarkan gambar 1
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Gambar 3. Skema diagram protokol perlakuan pada hewan-coba

Keterangan: ﬂ tikus dimatikan.

HASIL

Pengujian aktivitas faktor transkripsi
HIF-1a, dengan teknik transbindingini
dilaporkan tanpa satuan. Jadi, hasil
yang diperoleh adalah aktivitas relatif
dengan membandingkan hasil
pembacaan serapan sampel dengan
serapan tanpa perlakuan (P1). Sebagai
kontrol posotif digunakan ekstrak inti sel
Hela yang sudah dipaparkan terhadap
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Gambar 4. Aktvitas Relatif HIF-1o

CoCl,. Terlihat aktivitas naik secara
berangsur, sejak hari pertama sampai
hari ke 14 (P5) sejalan dengan lamanya
perlakuan. Akan tetapi pada hari ke 21
(P6), terjadi kenaikan yang mencolok
dan mencapai puncak, yaitu 8.2 kali
dibanding P1. Selanjutnya, pada akhir
perlakuan (P7), aktivitas turun kembali
secara tajam, yaitu sekitar 2.75 kali
dibanding kontrol P1 (Gambar 4).

0.719*

*perbedaan bermakna dibanding normoksia (P<0.05, uji Mann Whitney)
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Real Time RT-PCR, dilakukan untuk
mengukur ekspresi gen HIF-1o pada
tingkat transkripsi, yaitu dengan
mengukur konsentrasi mRNA HIF-1q.
Sebagai kontrol endogen digunakan
gen B-Aktin, sedangkan analisis hasil
RT-PCR dilakukan dengan metoda
Livak-Schmittgen, yang dikenal
sebagai metoda komparatif.'® Hasil
menunjukkan bahwa konsentrasi
mRNA HIF-1a meningkat (upregulasi)

12.62
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dengan tajam sejak awal perlakuan
seperti terlihat pada gambar 5. Setelah
satu hari perlakuan (P2) konsentrasi
mRNA naik menjadi 6.42 kali lipat (fold
changed) dibandingkan tanpa
perlakuan. Selanjutnya, konsentrasinya
naik terus sehingga mencapai puncak
pada hari ke 21 (P6), yaitu 19.13 kali
lipat dan kemudian menurun secara
tajam pada akhir perlakuan.

19.13

14.42 P1 = Tanpa Perlakuan
P2 = Perlakuan 1 harl
P3 = Perlakuan 3 har
P4 = Perlakuan 7 hari
P5 = Perlakuan 14 hari‘
P6 = Parlakuan 21 hari
P? = Perlakuan 28 hani

244

P5 P6 P7

Kelompok Perlakuan

Gambar 5. Perubahan Ekspresi Gen HIF-1o
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PEMBAHASAN

Kenaikan aktivitas HIF-1a menunjuk -
kan hewan-coba berada dalam kondisi
stres yang berat, sebagai akibat
hipoksia kronik. Terutama pada
kelompok P6, dengan aktivitas 8.2 kali
dibanding kontrol (P1), akumulasi HIF-
1o menjadi maksimal dan bersama
dengan HIF-10. membentuk faktor
transkripsi HIF-1 untuk berperan
sebagai regulatorhomeostasis oksigen
dan bekerja secara optimal untuk
beradaptasi dan mempertahankan
kelangsungan hidup. Berbagai usaha

kompensasi dilakukan HIF-1 untuk
menanggulangi turunnya pasokan
oksigen, antara lain aktivasi transkripsi
gen vacular endothelial growth factor
(VEGF) dan erythropoietin (EPO) untuk
meningkatkan transport oksigen. Di
samping itu, transkripsi enzim-enzim
glikolisis dan glukosa transporters
dipacu, dengan tujuan mengubah
pola metabolisme menjadi lebih
bersifat anaerob.'

Hypoxia Inducible Factor-1
merupakan protein yang sangat
dipertahankan, karena terdapat pada
berbagai organisme dengan rentangan
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yang luas, mulai nematoda sampai
mamalia. Hypoxia Inducible Factor-1
mengatur respons seluler dan sistemik
terhadap keadaan hipoksia, melalui
upregulasi berbagai gen untuk
membantu organisme dalam
beradaptasi dan mempertahankan
kelangsungan hidup. HIF-1 dipandang
sebagai master regulatory gene,
karena menstimulasi transkripsi
sejumlah gen ( lebih dari 100 gen)."’

Konsentrasi mRNA HIF-1a -
yang meningkat dengan puncaknya -

19.13 kali lipat (P6) memperlhatkan
bahwa, perubahan ekspesi HIF-1a
pada hipoksia kronik, bukan hanya
disebabkan peningkatan stabilitas HIF-
1o Akan tetapi, keadaan tersebut juga
sebagai akibat dari peningkatan mMRNA
HIF-1a, dengan perkataan lain, regulasi
HIF-10 pada hipoksia kronik, terjadi
pada tingkat transkripsi dan
pascatranslasi (degradasi dihambat).
Penurunan aktivitas dan konsentrasi
mRNA pada akhir perlakuan (P7),
diduga pada saat itu hewan-coba
sudah mengalami hipoksia yang
sangat berat atau bahkan sudah
‘berada pada kondisi anoksia. Pada
kondisi tersebut, gangguan fungsi
jantung menjadi lebih parah, karena
konsentrasi protein p53 meningkat

0.6

Aktivitas Relatif HIF-1a
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dengan pesat dan bersaing dengan
HIF-1o dalam memperebutkan ko-
aktivaktor transkripsi CBP/p300.
Kekalahan dalam persaingan tersebut
menyebabkan HIF-1o diikat oleh
protein Mdm2 dan selanjutnya
didegradasi- oleh proteasom,
sedangkan p53 menjadi aktif dan
berperan utama dalam menimbulkan
kematian sel (apoptosis).'®'®

Analisis statistik menunjukkan
terdapat korelasi yang cukup kuat
antara konsentrasi mRNA HIiF-1a
dengan aktivitas HIF-1a. Pada uji
regresi linear didapatkan r? = 0.693,
sedangkan uji korelasi Sperman
didapatkan r = 0.786, dengan nilai P
(two-tailed) = 0.048, seperti terlihat pada
gambar 6. Korelasi tersebut secara
tidak langsung menunjukkan sekali lagi
bahwa pada hipoksia kronik,
peningkatan ekspresi HIF-1a bukan
hanya karena degradasinya dihambat,
tetapi transkripsi dan translasinya juga
ditingkatkan. Jalur sinyal yang berperan
adalah PI3K/Akt/mTOR dan Ras/
MAPK/MEK, melalui aktivasi reseptor
tirosin kinase (RTK) dari growth factor.
Kedua jalur transduksi sinyal tersebut
sangat penting untuk proliferasi,
metabolisme serta kelangsungan
hidup sel.® ‘

Y=0.0283X + 0.0204
2= 0.693

10
mRNA HIF-1a

15 20 26

Gambar 6. Uji regresi linear antara mRNA HIF-1¢ dan Aktivitas HIF-1a
Korelasi Spearman: r = 0.786 , nilai P (two-tailed) = 0.048
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KESIMPULAN ,

Pada tikus yang diinduksi hipoksia
kronik, ekspresi HIF-1o. mengalami
upregulasi di tingkat pascatransiasi,
karena degradasinya dihambat atau
stabilitasnya ditingkatkan, sehingga
aktivitasnya sebagai faktor transkripsi,
meningkat. Peningkatan mRNA HIF-1a
menunjukkan bahwa upregulasi juga
terjadi pada tingkat transkripsi. Akan
tetapi bila hipoksia berkelanjut atau

terjadi anoksia, akan terjadi
downregulation.
Tidak diragukan, HIF-1a

mempunyai peranan penting dalam
menginduksi respons yang kompkeks
terhadap berbagai stres dan
berkontribusi dalam mempertahankan
homeostasis sistemik dan seluler.
Hipoksia dan proses yang menyertai
hipoksia terlibat pada perkembangan
embrio, proses fisiologi dan berbagai
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keadaan patologi seperti kanker,
kardiovaskuler, stroke, anemia,
penyakit paru kronik, inflamasi,
diabetes, penyembuhan luka dan
aklimasi ketinggian. Dengan demikian,
keberadaan HIF-1a sebagai faktor
transkripsi yang berperan sentral
dalam beradaptasi terhadap hipoksia,
membuatnya menjadi kandidat yang
menarik dalam mengembangkan
strategi terapi. Hypoxia Inducible
Factor-1 dapat menjadi sasaran
penting, baik untuk manipulasi inhibisi
maupun induksi. Inhibisi HIF-1a dapat
menekan angiogenesis tumor dan
untuk menghambat adaptasi dari sel
tumor terhadap hipoksia. Di lain pihak,
stimulasi aktivitas HIF-1o bermanfaat
pada situasi di mana angiogenesis-
baru merupakan efek yang diinginkan,
misalnya pada stroke atau penyakit
kardiovaskuler
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