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DAFTAR SINGKATAN

GPX1 : glutathione peroxidase 1

SOD2 : superoxide dismutase 2

CAT : catalase

SGK3 : serum/glucocorticoid regulated kinase family
member 3

GAPDH : glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
HPV : human papillomavirus

DNA : deoxyribonucleic acid

RNA : ribonucleic acid

ROS : reactive oxygen species

PI3K/AKT : phosphatidylinositol 3-kinase



BAB1
PENDAHULUAN

1.1 Latar belakang
Infeksi HPV (Human Papillomavirus) yang onkogenik menyebabkan sekitar

95% kasus-kasus kanker serviks (leher rahim) di seluruh dunia.(VDari tipe-tipe
HPV, HPV 16 dan HPV 18 menyebabkan lebih dari 70% kasus kanker serviks dan
20% disebabkan tipe HPV lain.*® Di Indonesia kanker serviks menempati
peringkat kedua jumlah kasus kanker terbanyak pada wanita dengan 36,633 kasus
pada tahun 2020.® Infeksi HPV seringkali bisa diatasi oleh respons imun seseorang
tanpa pengobatan. ) Namun, sekitar 10% individu akan mengalami infeksi yang
persisten dan berujung menjadi kanker pada 1% individu.®® Patogenesis kanker
serviks memiliki kaitan erat dengan stress oksidatif, di mana peningkatan ROS
(reactive oxygen species) dapat menyebabkan kerusakan DNA (deoxyribonucleic

acid) sehingga ada kemungkinan karsinogenesis.®”

Terdapat sistem dalam tubuh yang menjaga keseimbangan level oksidasi atau
disebut sebagai homeostasis redoks, pada sistem ini terdapat antioksidan
enzimatis—GPx (glutathione peroxidase), SOD (superoxide dismutase), CAT
(catalase) dan sistem TrX (thioredoxin)—dan antioksidan non enzimatis, seperti
vitamin A, C, dan E.®®® Kerja antara gen-gen antioksidan saling berpengaruh satu
sama lain.®”) Deregulasi gen tertentu pada sel akibat oncoprotein mengubah kondisi
stress oksidatif pada sel-sel.) Hidrogen peroksida (H.0,) termasuk ROS dan
dihasilkan saat metabolisme sel serta berkontribusi terhadap stress oksidatif.”)
H>O: sering digunakan dan diukur dalam penelitian in vitro cell line untuk melihat

respon sel terhadap stress oksidatif atau suatu intervensi.!%!?)

Wang M et al melaporkan bahwa kerja katalase dipengaruhi secara langsung
dan tidak langsung oleh gen SGK3 (serum/glucocorticoid regulated kinase family
member 3), di mana SGK3 dengan katalase terlibat dalam suatu aksis penyampaian

sinyal yang dapat memicu perkembangan lebih lanjut kanker serviks.')



Cell line adalah suatu kultur in vitro dari sel yang mencapai tahap dimana
sel dapat bertahan hidup tanpa batas waktu (indefinite survival), dapat dibekukan
dan diambil berulang kali tanpa batas secara teori.'> Cell line CaSki merupakan
model in vitro yang relevan untuk penelitian ini karena cell line CaSki berasal dari
kanker serviks manusia yang mengandung Human Papillomavirus (HPV) tipe 16,
salah satu tipe yang sering dikaitkan dengan kejadian kanker serviks di Indonesia.
(1415 Penelitian Zhang et al menemukan bahwa perbedaan konsentrasi H,O» (250
uM dan 1000 uM) mampu menurunkan proliferasi (survival rate) beberapa jenis

cell line kanker serviks.(?

Penelitian ini bertujuan untuk menambah wawasan akan patogenesis kanker
serviks dengan meneliti perbedaan ekspresi gen-gen antioksidan pada cell line

CaSki yang diberikan konsentrasi H>O» (hidrogen peroksida) yang berbeda.



1.2 Perumusan masalah

Apakah terdapat perbedaan ekspresi gen antioksidan pada cell line CaSki yang
diberikan H>O» dengan dosis berbeda?

1.3 Tujuan
1.3.1 Tujuan umum

Untuk mendukung pengembangan biomarker stress oksidatif melalui analisis
perbedaan ekspresi gen antioksidan pada cell line CaSki yang diberikan H>O;

dengan dosis yang berbeda.
1.3.2 Tujuan khusus

e Untuk menentukan perbedaan ekspresi gen-gen antioksidan pada kondisi
tingkat stress oksidatif tertentu (H>O» konsentrasi tinggi dan rendah) pada
cell line CaSki.

1.4 Hipotesis
e Ada perbedaan ekspresi gen-gen antioksidan pada cell line CaSki yang
diberikan H>O> dengan dosis yang berbeda.

1.5 Manfaat
1.5.1 Bagi pengembangan ilmu pengetahuan

e Penelitian dapat menambah wawasan mengenai kerja gen-gen antioksidan

dan SGK3 sebagai dasar pengembangan biomarker antioksidan.
1.5.2 Bagi profesi

e Hasil penelitian dapat mendukung dalam menurunkan prevalensi kanker

serviks.
1.5.3 Bagi masyarakat

e Penelitian dapat menambah wawasan mengenai peran gen-gen antioksidan

dalam perkembangan kanker serviks.



BAB 11
TINJAUAN, RINGKASAN PUSTAKA, KERANGKA TEORI
2.1 Tinjauan Pustaka
2.1.1 Kanker Serviks dan HPV

Kanker serviks menempati posisi keempat dalam kasus-kasus kanker.®-”
Etiologi utama kanker serviks adalah infeksi oleh tipe-tipe HPV yang karsinogenik,
seperti HPV 16 dan 18. HPV (Human Papillomavirus) adalah virus tanpa envelope,
dengan DNA double-stranded yang dapat menginfeksi sel kulit atau sel mukosa
dengan masuk melalui lesi mikro (microlesion) pada epitel dan kemudian menyebar
sampai lapisan basal.®® Tipe HPV yang memiliki aktivitas tinggi pada gen E6 dan
E7 bersifat lebih karsinogenik dan berperan dalam menyebabkan kelainan dalam
jalur-jalur regulasi siklus sel, seperti jalur p53 sehingga dapat menyebabkan
proliferasi sel tidak terkendali.”'® Saat HPV menginfeksi suatu organisme maka
akan terjadi pemadaman ekspresi gen E2 yang menginhibisi ekspresi E6 dan E7
sehingga ekspresi E6 dan E7 meningkat secara berlebihan.!” Dampak dari ekspresi
oncoprotein E6 dari virus adalah destabilisasi tumor suppressor p53, inhibisi p53
K120-acetylation, dan mencegah apoptosis yang dependen terhadap p53.!'® Di
samping itu, invasi tumor dipengaruhi oleh stress oksidatif, inhibisi gen supresor

tumor p53 yang seharusnya berosilasi sebagai respons anti kanker.*!®

Infeksi HPV seringkali dapat diatasi oleh respons imun seseorang
sehingga terjadi klirens infeksi dan proses ini terjadi setelah respons inflamasi yang
diikuti oleh eliminasi episom dan reduksi viral load. Patogenesis kanker serviks
karena infeksi HPV membutuhkan waktu yang lama dan tes untuk mendeteksi

infeksi dapat menunjukkan hasil negatif dan positif pada waktu berbeda.!”
2.1.2 Cell line CaSki

Cell line adalah suatu kultur in vitro dari sel yang mencapai tahap dimana
sel dapat bertahan hidup tanpa batas waktu (indefinite survival) dan dapat

dibekukan dan diambil kembali secara tidak terbatas bila dilihat dari segi teoritis.



Cell line akan mempertahankan sifat-sifat dan karakteristik yang sama dengan
jaringan atau sel asalnya jika kondisi-kondisi tertentu terpenuhi.!® CaSki
merupakan cell line yang memiliki morfologi epithelial dan diisolasi dari pasien
yang merupakan perempuan kaukasia berusia 40 tahun dengan karsinoma
epidermoid.®” CaSki mampu mereplikasi DNA HPV (Human Papillomavirus) tipe
16 yang merupakan salah satu tipe HPV yang sering dikaitkan dengan kejadian
kanker serviks di Indonesia.'*!> DNA HPV16 (sekitar 600 salinan DNA HPV 16
setiap sel) terintegrasi pada genom host sehingga meneliti cell line ini dapat
menambah wawasan mengenai patogenesis kanker serviks yang berkaitan dengan

HPV.(122D
2.1.3 Antioksidan dan Gen Pengekspresi Antioksidan

Dalam perjalanan penyakit, kanker serviks, sama seperti kanker lainnya,
memiliki kaitan erat dengan stress oksidatif, di mana ROS yang meningkat dapat
menyebabkan kerusakan DNA sehingga ada kemungkinan inisiasi perkembangan
kanker. ROS juga memiliki fungsi fisiologis dalam tubuh dalam proses seluler
meliputi beberapa diantaranya adalah memodulasi nekrosis, apoptosis, dan autofagi
dari sel. Keberadaan ROS juga dapat menjadi faktor yang mendukung kehidupan
dari sel terinfeksi. Diketahui bahwa terdapat sistem dalam tubuh yang berfungsi
menjaga keseimbangan level oksidasi atau disebut sebagai homeostasis redoks, di
mana terdapat anti oksidan enzimatis—GPx, SOD, CAT dan sistem TrX —dan non

enzimatis, seperti vitamin A, C, dan E.©®7

Keberadaan enzim-enzim tersebut sudah terbukti dapat menguraikan
ROS. Proses penyeimbangan antara pro-oksidan dan antioksidan ini terjadi secara
dinamis melalui banyak interaksi yang masih belum dipahami secara utuh. Peran
enzim SOD2 (MnSOD) adalah menguraikan oksidan (ROS) menjadi hidrogen
peroksida (H202). Hidrogen peroksida sendiri diketahui tetap dapat menciderai sel.
Untuk ini enzim GPX dan CAT mengurai H>O; sehingga dapat menjadi air (H20),
oksigen molekuler, dan molekul lain. Dengan ini, keseimbangan tingkat oksidasi

dalam lingkungan sel-sel terjaga.®!®



GPx1 merupakan salah satu tipe GPx yang paling banyak diekspresikan.
GPx1 diekspresikan pada sitosol dan mitokondria.®” GPx mengkatalisis perubahan
molekul hidrogen peroksida menjadi H>O. Diketahui bahwa ekspresi GPx1 dapat
dipengaruhi oleh p53, di mana enzim SOD?2 juga terpengaruh ekspresinya secara
bersamaan. Pada kondisi ini ekspresi enzim katalase tidak terpengaruh oleh p53 dan
ini menciptakan ketidakseimbangan ROS sehingga tercipta stress oksidatif.(¢72%
Rasio antara SOD2 dengan katalase atau GPx mungkin dapat menjadi tolak ukur
untuk prognosis pasien kanker.*» Namun, praktik pengukuran tingkat enzim
antioksidan untuk menilai stress oksidatif belum tentu mencerminkan tingkat stress

oksidatif karena terdapat ritme reactive species.*¥

Dalam penelitian-penelitian in vivo, telah ditemukan bahwa kurangnya
GPX1 meningkatkan kerusakan sel, apoptosis dan kematian sel sehingga GPX1

penting untuk mengurangi kerusakan sel yang disebabkan oleh stress oksidatif.>>

Peningkatan GPx1 dapat menjadi faktor protektif pada jaringan atau organ.???
Selain itu, diketahui pula bahwa GPx1 berperan dalam proses signalling insulin
karena dapat mempengaruhi konsentrasi mediator-mediator hidroperoksida.®
Selain itu, GPX1 juga berperan dalam mempertahankan tingkat fisiologis insulin
dengan melindungi pankreas dari stress oksidatif akibat H>O, (hidrogen
peroksida).?® CAT juga memiliki peran dalam perlindungan pankreas dari cidera

akibat H202 (hidrogen peroksida). ®

GPX1 diketahui memiliki peran dalam insulin signaling dan SGK3 juga
berperan dalam insulin signaling. Ekspresi SGK3 terlibat dalam jalur PI3K di mana

dapat berujung pada proses angiogenesis, dan resistensi obat.(!!-*")

P53 merupakan gen yang berperan dalam penghambatan atau supresi
proliferasi tumor. P53 memiliki peran dalam berbagai jalur perkembangan kanker
dan salah satunya ialah dalam hal homeostasis redoks. Diketahui bahwa ekspresi

p53 memodulasi ekspresi SOD2 dan GPX tanpa mempengaruhi ekspresi CAT
(16,18,22)



CAT telah menunjukkan banyak peran dalam progresi kanker baik itu
peran protektif atau pun memfasilitasi profilerasi lebih lanjut kanker.*® Defisiensi
catalase telah dihubungkan dengan kanker.® Salah satu ekspresi gen yang dapat
mempengaruhi kerja CAT adalah ekspresi SGK3. Dengan ini, mungkin dapat
terjadi runtutan kejadian yang dapat menuju angiogenesis dan resistensi obat.
Adanya signalling axis SGK3-CAT menunjukkan bahwa mungkin ada peran SGK3

dalam hal meregulasi stress oksidatif.(!!?”

Diketahui bahwa kerja ekspresi gen-gen antioksidan memiliki hubungan
satu sama lain.”) CAT bekerja dalam peroksisom mitokondria bersama dengan
GPX1 sehingga kerja kedua antioksidan ini saling mendukung satu sama lain. (¢%2%
Namun, dalam hal ekspresi telah disebutkan bahwa kedua antioksidan dipengaruhi
oleh faktor-faktor yang berbeda. Ditemukan bahwa ekspresi CAT dapat
dipengaruhi oleh ekspresi SGK3.(0!2? Proses penyeimbangan tingkat stress
oksidatif bisa disebut sebagai proses yang dinamis, di mana tingkat stress oksidatif
berfluktuasi diikuti dengan fluktuasi ekspresi gen-gen antioksidan. Dalam
perkembangan kanker melalui infeksi HPV diketahui bahwa tingkat stress oksidatif

dalam lingkungan mikro seluler akan terlebih dahulu meningkat dan peningkatan

ini berperan dalam mempermudah integrasi genom HPV ke dalam genom host.®
2.1.4 SGK3 (Serum/Glucocorticoid Regulated Kinase Family Member 3)

SGK3 (serum/glucocorticoid regulated kinase family member 3) adalah
suatu gen yang termasuk dalam keluarga kinase AGC serin/treonin, bersama
dengan isoformnya: SGK1 dan SGK2. Diketahui bahwa SGK1, yang ditemukan
terlebih dahulu, berperan menstimulasi proliferasi sel kanker dan dapat digunakan

sebagai biomarker pada kanker.®®

Penelitian saat ini masih kurang mengenai peran SGK3 dalam
perkembangan kanker serviks. SGK3 dihipotesiskan memiliki peran yang penting
dalam perkembangan kanker.*” Diketahui bahwa SGK3 berperan dalam proliferasi
kanker payudara.®” Ekspresi berlebihan SGK3 juga ditemukan untuk menjadi

pertanda prognosis buruk di neoplasia esofagus superfisial.?)



Dalam hal pengendalian stress oksidatif, SGK3 mungkin memiliki peran
dalam memodulasi catalase secara langsung ataupun tidak langsung. SGK3 tidak
mempengaruhi katalase secara transkripsi, melainkan ekspresi SGK3 melindungi
katalase dari degradasi sehingga katalase dapat memiliki dampak yang lebih

signifikan dalam menyeimbangkan homeostasis redoks dalam kanker serviks.'!)



2.2 Ringkasan pustaka

Tabel 1. Ringkasan pustaka

Peneliti Lokasi & Desain Subjek Variabel yang Lama  Hasil
waktu diteliti

Wang M et China 2023 Eksperimental Cell line SiHa, Signalling — Axis - Signalling Axis SGK3-CAT dapat ditargetkan dalam terapi

al'™ in vitro HeLa, MEI180, SGK3 dan CAT kanker dengan mutasi helical domain PIK3CA. SGK3 dapat
HT-3, and melakukan mediasi fungsi CAT melalui fosforilasi CAT pada
HEK293T Serl67.

Talarico Brazil Studi potong 63 pasien Ekspresi SOD2, - Ekspresi SOD tinggi berhubungan dengan rekurensi (p =

MCR et al®V silang dengan risiko  rekurensi, 0.001), distant recurrence (p = 0.002), dan kematian (p =
karsinoma sel mortalitas, 0.005). Pasien dengan ekspresi SOD2 tinggi memiliki jangka
skuamosa disease-free waktu disease-free survival yang lebih singkat (p = 0.001) dan
serviks stadium survival, overall overall survival (p = 0.003) yang juga lebih singkat
3B survival dibandingkan dengan pasien dengan ekspresi SOD2 lebih

rendah.
Zhang et al'” China Eksperimental Sel karsinoma Proliferasi sel, - Perlakuan meningkatkan aktivitas SOD, CAT, dan GPx
in vitro epitel skuamosa level GSSG, level secara signifikan pada kedua jenis sel (p < 0.05 atau 0.01)
serviks dan GSH, aktivitas
adenokarsinoma SOD, aktivitas
serviks GPX, aktivitas
CAT




2.3 Kerangka teori
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Stress

oksidatif
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siklus sel

Stress
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!
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,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

ros ;//

Keterangan

Garis terputus = akan diteliti

Gambar 1. Kerangka teori
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BAB 111
KERANGKA KONSEP DAN DEFINISI OPERASIONAL

3.1 Kerangka Konsep

Ekspresi Gen Antioksidan (SOD2,

mmss) | GPX1, CAT) dan SGK3 pada cell line

CaSki

H202 konsentrasi berbeda
(rendah dan tinggi)

Gambar 2. Kerangka konsep

3.2 Variabel penelitian

3.2.1 Variabel tergantung

Variabel tergantung penelitian ini adalah tingkat ekspresi gen SOD2, GPx1, CAT, dan
SGK3.

3.2.2 Variabel bebas

Variabel bebas penelitian ini adalah perlakuan dengan H>O» (hidrogen peroksida) yang

memiliki konsentrasi berbeda.
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3.3 Definisi operasional

Tabel 2. Definisi operasional

Variabel Definisi Alat ukur Cara Hasil Skala Referensi
mengukur
Gen antioksidan qPCR Ekspresi AMCT O kontinu Li et al ©?
enzimatis SOD2
SOD2
Gen antioksidan qPCR Ekspresi AACT - kontinu - Wang J et al ¥
GPX1 enzimatis GPX1
CAT Gen antioksidan Quantitative Ekspresi AACT kontinu Wang M et al 'V
enzimatis reverse CAT
transcription PCR
Anggota  dari Quantitative Ekspresi AACT - kontinu Wang M et al 'V
SGK3 famili AGC reverse SGK3
serine/threonine  transcription PCR
kinase dan
merupakan
downstream
effector dari
class 1 PI3K
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H202
konsentrasi
rendah dan

tinggi

Larutan  H»O»
(hidrogen
peroksida)
dengan
konsentrasi 250
uM (rendah) dan
1000uM (tinggi)

konsentrasi

uM

Kategori Zhang et al ' Wang M et al 'V
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BAB IV
METODE

4.1 Desain

Desain penelitian penelitian ini adalah studi eksperimental in vifro dengan

menggunakan cell line CaSki.
4.2 Lokasi dan waktu

Penelitian akan dilakukan di laboratorium biomolekuler Fakultas Kedokteran
Universitas Trisakti JI. Kyai Tapa No.1, RT.5/RW.9, Tomang, Kec. Grogol petamburan, Kota
Jakarta Barat, Daerah Khusus Ibukota Jakarta 11440 dan ProSTEM (Prodia Stem Cell
Indonesia) JI. Kramat VII No.11-13, RT.5/RW.1, Kenari, Kec. Senen, Kota Jakarta Pusat,
Daerah Khusus Ibukota Jakarta 10430 dari bulan Agustus 2025 sampai Desember 2025.

4.3 Cara Penelitian
4.3.1 Sampel

Cell line CaSki dibeli dari American Type Culture Collection (ATCC) dan diautentikasi
dengan short tandem repeat (STR) profiling di awal studi. Sel-sel dikultur dengan media
Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 Medium (Gibco, Thermo Fisher, Waltham,
MA, USA). Media kultur disuplementasi dengan 10% fetal bovine serum. Sel-sel kemudian
dikultur dalam incubator dengan 5% CO2 pada 37°C.¥

4.3.2 Kriteria inklusi
-Cell line terautentifikasi ATCC.

-Jumlah sel hidup ditentukan dengan menilai confluency di mana cell confluency sebesar 80%

(34). Cell confluency dapat diukur dengan program “Image J.”%

4.3.3 Kriteria eksklusi

-Kontaminasi mikroba (bakteri, jamur, dan ragi) dapat diamati langsung dengan mata jika pada
medium ditambahkan indikator pH phenol red. Selain itu, dapat dilakukan pengamatan dengan

mikroskop (light microscopy).C®
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-Morfologi sel berubah.

4.3.4 Harvest cell line

-Sampel cell line yang dikoleksi (harvest) disimpan di dalam DNA/RNA Shield™
4.3.5 Ekstraksi RNA (Total RNA Purification)

-Tambahkan RNA Lysis Buffer pada sampel yang disimpan dalam DNA/RNA Shield™ dengan

perbandingan 1:1 dan campur merata.

-Pindahkan sampel yang sudah dilisiskan dengan RNA Lysis Buffer ke filter Spin-Away™ yang

dimasukkan pada collection tube dan kemudian masukkan ke centrifuge.
-Simpan hasil flow-through yang ada pada collection tube untuk langkah selanjutnya.

-Tambahkan 1 volume etanol (95-100%) dengan perbandingan 1:1 pada hasil flow-through dan

campur dengan baik.

-Campuran kemudian dipindahkan ke dalam Zymo-Spin™ Column yang diletakkan dalam

collection tube dan kemudian sentrifus.

-Hasil flow-through dibuang.

-Tambahkan 400ul RNA wash buffer dan sentrifus
-Hasil flow-through dibuang.

-Pada tabung bebas nuclease tambahkan Sul DNase I (1 U/ul), 75u DNA Digestion Buffer, dan

campur. Larutan kemudian dipindahkan ke matriks column.

-Column diinkubasi pada suhu ruang (20-30°C) selama 15 menit.
-Tambahkan 400ul RNA Prep Buffer dan sentrifus.

-Hasil flow-through pada collection tube dibuang

-Tambahkan 700ul RNA Wash Buffer pada column dan sentrifus

-Hasil flow-through pada collection tube dibuang

-Tambahkan 400ul RNA Wash Buffer dan sentrifus column selama 1 menit.
-Pindahkan column ke tabung bebas nuclease (nuclease-free tube).

-Tambahkan 100ul DNase/RNase-Free Water langsung ke matriks column dan sentrifus.
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4.3.6 Sintesis cDNA (cDNA Synthesis)

-Mengukur kualitas dan kuantitas RNA total menggunakan NanoPhotometer® N50 (Implen
GmbH, Munich, Germany) dengan rasio absorbance 1.8 dalam 260/280A dipilih sebagai nilai
batas untuk kualitas sampel RNA yang baik.

-Sintesis sampel dari 100 ng RNA menggunakan ReverTra AceTM qPCR RT Master Mix
dengan gDNA Remover (TOYOBO Inc., Kita-ku, Osaka, Japan).

-Campur DN-Master Mix, gDNA remover, dan nuclease-free water, dan kemudian tambahkan

enzim reverse transcriptase.

-Campuran akhir diinkubasi menggunakan mesin PCR.

-Dilusi cDNA menggunakan RNA-free water menjadi satu per sepuluh konsentrasi awal.
4.3.7 Quantitative Real-Time PCR

-cDNA disiapkan dengan SensiFast™ SYBR® Lo-ROX Kit (Bioline, Memphis, Tennessee,

USA) sesuai dengan instruksi produsen.

-Campuran untuk amplifikasi terdiri atas 2 pl cDNA 1:10, 0.4 ul forward primer dan reverse

primer untuk gen target, dan 2.2 ul nuclease-free water.

-Analisis JPCR menggunakan Rotor-Gene series 1.7 thermal cycler (Qiagen GmbH, Hilden,
Germany) pada suhu 95°C untuk 15 detik, kemmudian 60°C untuk 60 detik dan dilakukan 40

siklus.

-Nilai Ct didapatkan dengan aplikasi perangkat lunak Rotor-Gene 6000 (Q series; Qiagen
GmbH, Hilden, Germany) pada threshold sebesar 0.05.

-Setiap sampel dianalisis minimal dua kali untuk memastikan akurasi dan kualitas dari hasil.
-Melting curve dianalisis setiap kali percobaan untuk memastikan spesifisitas produk PCR.

-Nilai Ct (Ct values) setiap ekspresi gen didapatkan dan dinormalisasi menggunakan nilai dari

ekspresi GAPDH dengan rumus sebagai berikut:

Z—aveACt

Keterangan: Average Ct = rata-rata dari hasil pengurangan cycle threshold gen antioksidan

(SOD2, GPx1, CAT, SGK3) dengan GAPDH.
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-Reaksi dilakukan secara duplo

4.4 Bahan dan instrumen

4.4.1 Bahan

-Bahan untuk fotal RNA purification.

- SensiFast™ SYBR® Lo-ROX Kit.

-Primer-primer untuk gen SOD2, GPX1, CAT, SGK3.

Tabel 3. Sekuens primer

No. Gen Sekuens Primer

1 SOD2 F 5'-GCCTCCCTGACCTGCCTTAC-3'

2 SOD2 R 5'-GTGATTGATATGGCCCCCG-3'

3 GPXI1 F 5’-GTG CTC GGC TTC CCG TGC AAC-3’
4 GPX1R 5’-CTC GAA GAG CAT GAA GTTGGG C-3°
5 CAT-sense 5'-CTGACTACGGGAGCCACAT-3'

6 CAT-antisense 5'-AGATCCGGACTGCACAAAGG-3'

7 SGK3-sense 5-AATGCTGTATGGATTGCCTCCT-3’

8 SGK3- antisense 5'-GGCTGTAAGACTCACACTCCTGG-3'
9 GAPDH-sense 5'-CAGGAGGCATTGCTGATGAT-3’

10 GAPDH-antisense 5'-GAAGGCTGGGGCTCATTT-3'

-H202 (hidrogen peroksida).

4.4.2 Alat
-Centrifuge.
-Incubator.

-Vortex.

-NanoPhotometer® N50 (Implen GmbH, Munich, Germany).

-Pipet dan tips pipet.

- Rotor-Gene series 1.7 thermal cycler (Qiagen GmbH, Hilden, Germany).

4.5 Analisis statistik

4.5.1 Analisis univariat
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Hasil-hasil pengukuran ekspresi gen akan dilakukan uji normalitas dengan tes Shapiro-Wilk
kemudian disajikan dalam mean + SD bila terdistribusi secara normal atau dalam bentuk

median + CI bila tidak terdistribusi secara normal.
4.5.2 Analisis Bivariat

Data ekspresi gen antioksidan pada tingkat stress oksidatif berbeda akan dianalisis
menggunakan uji one-way ANOVA dengan Dunnet’s post hoc test bila terdistribusi secara
normal dan tes Kruskal wallis bila tidak terdistribusi normal.

Tabel 4. Dummy table perbedaan ekspresi gen pada konsentrasi hidrogen peroksida
tinggi dan rendah

No. Ekspresi Gen  Kontrol Konsentrasi Hidrogen Nilai p
Peroksida (H202)
250 uM 1000 uM
1 SOD2
2 GPX1
3 CAT
4 SGK3

Analisis data menggunakan uji one-way analysis of variance (ANOVA) Batas kemaknaan statistik yang
digunakan p<0,05
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4.6 Alur kerja penelitian

3 plate kontrol

Cell line SiHa

Memenuhi kriteria inklusi

Kriteria eksklusi

l

Kumpulan sel cell line dibagi dan

dimasukkan pada 9 Dlate

:

3 plate untuk perlakuan H202

konsentrasi renglah

\ Durasi intervensi adalah 24 jam

'

Harvest cell line SiHa pada 9 plate

/

3 plate untuk perlakuan
H202 konsentrasi tinggi

/

Sampel disimpan dalam DNA/RNA Shield™

!

Total RNA Purification (Ekstraksi RNA)

;

c¢DNA synthesis

!

qPCR untuk mengukur ekspresi gen

|

Analisis data

Gambar 3. Alur kerja
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4.7 Etika penelitian

Penelitian ini akan dilakukan setelah lolos kaji etik Fakultas Kedokteran Universitas Trisakti.
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4.8 Penjadwalan penelitian

Tabel 5. Penjadwalan pelaksanaan penelitian
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