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ABSTRAK

Nama : Marcel Antoni
Program Studi : Program Magister IImu Biomedik
Judul Tesis : Pensinyalan FOXO1 pada tikus dengan diet restriksi vitamin B12

yang mengalami hiperhomosisteinemia dan resistensi insulin
Pembimbing Tesis  : dr. Imelda Rosalyn Sianipar, M.Biomed, Ph.D dan
Dr. dr. Trinovita Andraini, M.Biomed, Ph.D

Latar belakang: Vitamin B12 merupakan kofaktor enzim metionin sintase yang berperan pada
proses remetilasi homosistein menjadi metionin sehingga, mencegah akumulasi homosistein
(hiperhomosisteinemia).  Defisiensi  vitamin ini  dapat menyebabkan terjadinya
hiperhomosisteinemia dan memicu stres oksidatif yang menyebabkan resistensi insulin.
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui apakah resistensi insulin yang diinduksi restriksi
vitamin B12 dapat menurunkan kontrol insulin terhadap proses glukoneogenesis melalui
pensinyalan FOXO1 dan ekspresi gen targetnya, G6Pc.

Metode: Penelitian ini menggunakan 24 jaringan hati tersimpan tikus jantan Spraque-Dawley,
berusia 36-40 minggu; yang terbagi dalam 4 kelompok: kelompok kontrol dan kelompok
perlakuan yang diberi pakan khusus restriksi vitamin B12 selama 4, 8, dan 12 minggu. Semua
sampel jaringan yang digunakan dalam penelitian ini merupakan sampel jaringan yang sama,
yang digunakan dalam penelitian oleh Sianipar, dkk, berjudul “Dampak Restriksi Vitamin B12
Terhadap Kadar Homosistein, HOMA-IR, dan Gambaran Histopatologi Perlemakan Hati Non-
Alkoholik Pada Tikus”. Terhadap 24 sampel jaringan hati tersebut dilakukan pemeriksaan
Western Blot untuk membandingkan aktivitas protein FOXO1 dan pemeriksaan real time-PCR
untuk membandingkan ekspresi gen G6Pc antar kelompok sampel.

Hasil: Tidak terdapat perbedaan bermakna, baik aktivitas protein FOXO1 maupun ekspresi
gen G6Pc antara kelompok restriksi vitamin B12 dengan kelompok kontrol.

Kesimpulan: Pada keadaan resistensi insulin yang dipicu oleh hiperhomosisteinemia, pada
kondisi restriksi vitamin B12, proses glukoneogenesis tergantung insulin melalui inhibisi jalur
pensinyalan FOXO1 dan G6Pc tidak berbeda dibandingkan kelompok kontrol. Penelitian lebih
lanjut dibutuhkan untuk melihat kemungkinan apakah hiperglikemia pada kondisi ini dapat
disebabkan melalui jalur lain atau adanya penurunan utilisasi glukosa dan proses glikogenesis.

Kata Kunci: Diet restriksi vitamin B12, hiperhomosisteinemia, resistensi insulin,
glukoneogenesis, FOXO1, G6Pc.
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ABSTRACT

Name : Marcel Antoni

Study Program : Program Magister IImu Biomedik

Thesis Title : FOXO1 signaling in rat with vitamin B12 restriction diet
that has hyperhomocysteinemia and insulin resistance

Thesis Advisor : dr. Imelda Rosalyn Sianipar, M.Biomed, Ph,D and

Dr. dr. Trinovita Andraini, M.Biomed, Ph.D

Background: Vitamin B12 is a cofactor of the enzyme methionine synthase which plays a role
in the remetilation process of homocysteine to methionine so as to prevent the accumulation of
homocysteine  (hyperhomocysteinemia). Deficiency of this vitamin can cause
hyperhomocysteinemia and trigger oxidative stress which causes insulin resistance. This study
aims to determine whether insulin resistance induced restriction of vitamin B12 can reduce
insulin control of gluconeogenesis through FOXO1 signaling and the expression of its target
gene, G6Pc.

Methods: This study used 24 stored liver tissue of Spraque-Dawley male rats, aged 36-40
weeks; divided into 4 groups: the control group and the treatment group who were given special
food restriction of vitamin B12 for 4, 8, and 12 weeks. All tissue samples used in this study
were the same tissue samples, which were used in a study by Sianipar, et al., titled "*The Impact
of Vitamin B12 Restriction on Homocysteine, HOMA-IR, and Histopathological Descriptions
of Non-Alcoholic Fatty Liver in Mice". Western Blot tests were performed on 24 liver tissue
samples to compare FOXO1 protein activity and real time-PCR examination to compare G6Pc
gene expression between sample groups.

Results: There was no significant difference, either the FOXO1 protein activity or G6Pc gene
expression between the vitamin B12 restriction group and the control group.

Conclusion: In a state of insulin resistance triggered by hyperhomocysteinemia, under
conditions of vitamin B12 restriction, gluconeogenesis depends on insulin through the
inhibition of the FOXO1 signaling pathway and G6Pc no different than the control group.
Further research is needed to see the possibility of whether hyperglycemia in this condition can
be caused by other pathways or by a decrease in glucose utilization and the process of
glycogenesis.

Keywords: Vitamin B12 restriction diet, hyperhomocysteinemia, insulin resistance,
gluconeogenesis, FOXO1, G6Pc.
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BAB 1 PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Berdasarkan data National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES), dari
tahun 1999 sampai 2004, di Amerika Serikat, prevalensi defisiensi vitamin B12 adalah
sebanyak 2,9%, 10,6% dan 25,7%, dengan nilai patokan kadar vitamin B12 dalam serum,
masing-masing < 148 pmol/liter, < 200 pmol/liter, dan < 256 pmol/ liter; dengan kasus pada
perempuan (3,3%) lebih banyak daripada laki-laki (2,4%).! Penyebab-penyebab terjadinya
defisiensi vitamin B12 antara lain, kurangnya konsumsi vitamin B12, gangguan absorpsi
vitamin B122, juga dapat disebabkan gangguan pada proses metabolisme vitamin B12.!
Berdasarkan beberapa penelitian, defisiensi vitamin B12 dapat meningkatkan risiko gangguan
kardiovaskuler®, metabolik?, neurologi dan hematologi®.

Salah satu peran vitamin B12 dalam proses metabolisme adalah kofaktor enzim dalam
reaksi remetilasi homosistein.® Homosistein merupakan produk antara reaksi transmetilasi
metionin.” Kelebihan homosistein berbahaya bagi tubuh, maka tubuh mengatur kadar
homosistein dalam darah, melalui 2 jalur; yaitu jalur transulfurasi, dimana kelebihan
homosistein dieliminasi melalui urin, dan melalui jalur remetilasi, dengan mengubah
homosistein menjadi metionin.® Jalur remetilasi, dibagi lagi menjadi 2, yaitu jalur remetilasi
yang bergantung ketersediaan folat dan vitamin B12 dan yang tidak. Pada jalur remetilasi yang
bergantung folat dan vitamin B12 inilah, vitamin B12 berperan sebagai kofaktor enzim
methionine synthase; dengan N-5-methyltetrahidrofolate (THF) bertindak sebagai donor
metilnya.” Karena reaksi remetilasi yang bergantung folat dan vitamin B12 berlangsung di
banyak jaringan, defisiensi vitamin B12 menyebabkan akumulasi homosistein dalam darah /
dikenal sebagai kondisi hiperhomosisteinemia.* Pada kondisi hiperhomosisteinemia, oksidasi
terhadap molekul homosistein menyebabkan pembentukkan reactive oxygen species (ROS);
demikian juga reaksi antara molekul homosistein dengan molekul senyawa lain, juga
menyebabkan pembentukkan ROS.° Ditambah lagi, produk sampingan metabolisme
homosistein, homosistein tiolakton bersifat reaktif dan dapat menyebabkan kerusakan
protein.1°

ROS yang terbentuk dari metabolisme homosistein dapat memicu aktivasi proses

inflamasi, melalui aktivasi NFkf dan produksi sitokin-sitokin pro-inflamasi seperti Tumor

1
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Necrosis Factor-o (TNF-a), interleukin 6 (IL-6), yang selanjutnya mengaktifkan Jun N-
Terminal Kinase (JNK) / JAK-STAT-SOCS, yang mengganggu fungsi reseptor insulin,
menyebabkan kondisi resistensi insulin.!! Beberapa penelitian seperti oleh Najib (2001)*2, Li
(2013)*® dan Sianipar (2018)*, telah membuktikan bahwa kondisi hiperhomosisteinemia dapat
menginduksi resistensi insulin. Insulin dalam keadaan fisiologis, mengatur metabolisme
glukosa, lemak dan protein. Terhadap metabolisme glukosa, insulin berperan dalam
menghambat proses glukoneogenesis.'* Salah satu mekanisme pengendalian terhadap proses
glukoneogenesis tersebut adalah dengan mengendalikan produksi enzim-enzim yang terlibat
dalam proses glukoneogenesis.'® 1® Dalam jalur pensinyalan insulin, di bawah jalur PI3K-Akt,
terdapat protein hilir yang memiliki fungsi dalam glukoneogenesis, yang dikendalikan oleh
insulin, yaitu FOXO1.® FOXO1 ini sebenarnya merupakan faktor transkripsi yang memiliki
banyak peran metabolik, namun dalam proses glukoneogenesis, FOXO1 berperan dalam
transkripsi gen phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK) dan glucose 6 phosphatase
(G6Pc).Y" 18 Baik PEPCK dan G6Pc merupakan enzim-enzim penting dalam proses
glukoneogenesis. PEPCK  berperan dalam dekarboksilasi oksaloasetat menjadi
fosfoenolpiruvat, sedangkan G6Pc berperan dalam transportasi dan hidrolisis glukosa 6 fosfat
menjadi glukosa bebas dan fosfat inorganik.'® 2% Insulin melalui Akt memfosforilasi FOXO1
sehingga menghambat aktivitas transkripsinya terhadap gen-gen ini.*> Namun, pada kondisi
resistensi insulin, kendali insulin terhadap FOXO1 hilang, menyebabkan FOXOL1 terus aktif
mentranskripsi gen-gen glukoneogenik seperti PEPCK dan G6Pc.?! 22

Penelitian ini merupakan penelitian lanjutan tentang defisiensi vitamin B12 yang telah
dilakukan oleh Sianipar, dkk. Pada penelitian tersebut, telah diketahui bahwa defisiensi vitamin
B12 menyebabkan hiperhomosisteinemia yang memicu resistensi insulin, yang ditandai
dengan hiperglikemia dan peningkatan indeks Homeostatic Model Assessment of Insulin
Resistance (HOMA-IR).* Dengan menggunakan jaringan tersimpan hati tikus dari penelitian
tersebut, penelitian ini bertujuan menganalisis penyebab terjadinya hiperglikemia dari hasil
penelitian Sianipar, dkk tersebut, secara khusus kaitan resistensi insulin akibat defisiensi
vitamin B12 terhadap proses glukoneogenesis yang diperankan oleh FOXOL terhadap ekspresi
gen targetnya G6Pc.

1.2 Rumusan Masalah

Pada penelitian lain, telah diketahui, bahwa restriksi vitamin B12 dapat menyebabkan
hiperhomosisteinemia. Kondisi hiperhomosisteinemia dapat menyebabkan resistensi insulin
melalui pembentukan homosistein tiolakton dan ROS yang memicu aktivasi jalur inflamasi
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JNK dan IKKP, yang mengganggu kerja reseptor tirosin dan IRS-1. Resistensi insulin
menyebabkan deregulasi FOXO1, sehingga FOXO1 dalam keadaan defosforilasi dan aktif
berperan dalam transkripsi gen-gen glukoneogenik; menyebabkan kondisi hiperglikemia. Saat
ini belum diketahui bagaimana resistensi insulin yang dipicu oleh hiperhomosisteinemia yang
disebabkan diet restriksi vitamin B12 dapat menyebabkan hiperglikemia, apakah melibatkan
aktivitas faktor transkripsi FOXO1 dan ekspresi G6Pc.

1.3 Pertanyaan Penelitian

1. Apakah terdapat perbedaan aktivitas FOXO1, antara kelompok tikus kontrol dan kelompok
tikus yang mengalami resistensi insulin, akibat kondisi hiperhomosisteinemia yang dipicu
diet restriksi vitamin B12 selama 4, 8, 12 minggu?

2. Apakah terdapat perbedaan ekspresi gen G6Pc, antara kelompok tikus kontrol dan kelompok
tikus yang mengalami resistensi insulin, akibat kondisi hiperhomosisteinemia yang dipicu

diet restriksi vitamin B12 selama 4, 8, 12 minggu?

1.4 Hipotesis Penelitian

1. Terdapat perbedaan aktivitas FOXO1, antara kelompok tikus kontrol dan kelompok tikus
yang mengalami resistensi insulin, akibat kondisi hiperhomosisteinemia yang dipicu diet
restriksi vitamin B12 selama 4, 8, 12 minggu.

2. Terdapat perbedaan ekspresi gen G6Pc, antara kelompok tikus kontrol dan kelompok tikus
yang mengalami resistensi insulin, akibat kondisi hiperhomosisteinemia yang dipicu diet

restriksi vitamin B12 selama 4, 8, 12 minggu.
1.5 Tujuan Penelitian

1.5.1 Tujuan umum

Menganalisis apakah diet restriksi vitamin B12 yang mengakibatkan
hiperhomosisteinemia dan resistensi insulin dapat memengaruhi aktivitas FOXO1 dan ekspresi

gen G6Pc pada hewan coba.

1.5.2 Tujuan Khusus

a. Menganalisis perbedaan aktivitas FOXO1, antara kelompok tikus kontrol dan
kelompok tikus yang mengalami resistensi insulin, akibat kondisi

hiperhomosisteinemia yang dipicu diet restriksi vitamin B12 selama 4, 8, 12 minggu.
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b. Menganalisis perbedaan ekspresi gen G6Pc, antara kelompok tikus kontrol dan
kelompok tikus yang mengalami resistensi insulin, akibat kondisi
hiperhomosisteinemia yang dipicu diet restriksi vitamin B12 selama 4, 8, 12 minggu.

1.6 Manfaat Penelitian

a. Pada bidang penelitian dan pendidikan, diharapkan memberikan pemahaman tentang
pengaruh resistensi insulin yang dipicu hiperhomosisteinemia yang disebabkan diet
restriksi vitamin B12 terhadap aktivitas FOXO1 dan ekspresi G6Pc.

b. Untuk masyarakat, diharapkan dapat menambah pengetahuan tentang pentingnya
peranan vitamin B12 bagi tubuh dalam mencegah penyakit akibat gangguan metabolik.
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1.8 Kerangka Konsep
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BAB 2 TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Vitamin B12, metabolisme homosistein, dan hiperhomosisteinemia
2.1.1 Vitamin B12 (kobalamin)

Vitamin B12 merupakan vitamin larut air yang tidak dapat disintesis sendiri oleh
organisme tingkat tinggi seperti manusia, melainkan harus diperoleh dari bahan
makanan.? Bentuk-bentuk vitamin B12 antara lain adenosilkobalamin, metilkobalamin,
yang keduanya berperan sebagai kofaktor enzim dalam tubuh.! Adenosilkobalamin
merupakan bentuk simpanan, yang diubah menjadi mekobalamin, saat diperlukan.
Bentuk lainnya adalah hidroksikobalamin dan sianokobalamin. Hidroksikobalamin
dihasilkan oleh mikroorganisme. Bentuk ini dapat diubah menjadi sianokobalamin.
Sianokobalamin sendiri merupakan bentuk sampingan vitamin B12, dengan penambahan
gugus sianida (-CN). Bentuk ini juga sering digunakan sebagai antidotum pada kasus
keracunan sianida.?

Proses absorpsi kobalamin melibatkan peran 3 protein, yaitu haptocorrin (HC),
faktor intrinsik (IF), dan transkobalamin (TC).! Awalnya, kobalamin terikat, dan
membentuk kompleks dengan haptocorrin (HC) saliva. Tujuannya adalah mencegah
degradasi kobalamin oleh asam di lambung. Ketika mencapai duodenum, oleh protease
pankreas haptocorrin (HC) dipecah, sehingga kobalamin terlepas dan kemudian
kobalamin ini berikatan dengan faktor intrinsik gaster (GIF) yang dihasilkan oleh sel-sel
parietal.>* Di enterosit ileum bagian distal, terdapat reseptor cubam, yang fungsinya
memfasilitasi ambilan kompleks kobalamin-faktor intrinsik (IF) dengan bantuan ion
kalsium. Oleh aktivitas lisosomal, kobalamin terlepas dari ikatannya dengan faktor
intrinsik (IF). Pada perjalanan selanjutnya, kobalamin berikatan dengan transkobalamin
(TC). Di plasma, kompleks ikatan kobalamin-transkobalamin, selanjutnya diendositosis
oleh reseptor membran, dan melalui aktivitas lisosomal di sel target, ikatan ini mengalami
degradasi.! Di sel target, kobalamin mengalami metabolisme menjadi 2 bentuk, yaitu 5 -
deoxyadenosylcobalamin dalam mitokondria dan metilkobalamin dalam sitosol.
Adenosylcobalamin berperan sebagai kofaktor enzim methylmalonil CoA mutase dalam

perubahan methylmalonil CoA menjadi succinyl CoA, sedangkan metilkobalamin
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berperan sebagai kofaktor enzim methionine synthase dalam proses remetilasi

homosistein menjadi metionin? Gambar 2.1.1 menggambarkan proses absorpsi dan

metabolisme kobalamin dalam tubuh Kita.
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Gambar 2.1.1 Peristiwa absorpsi vitamin B12, sirkulasi enterohepatik (a) dan
keterlibatan vitamin B12 dalam metabolisme seluler dalam tubuh (b) Multidrug
resistance (MDR) memfasilitasi keluarnya vitamin B12 dari membran

basolateral enterosit. CD 320: reseptor permukaan sel, untuk vitamin B12.

Lysosomal cobalamin transporterl LMBD1); lysosomal membrane transporter

4 (ABCD4); methylmalonic aciduria (MMACHC); homocystinuria tipe C (MMADHC)
; methlymalonil CoA (MUT); methyl-malonil aciduria tipe A (MMAA) dan B (MMAB)
: methionine synthase reductase (MTRR); methionine synthase (MTR).*

Sebelum membahas akibat defisiensi vitamin B12 terhadap terjadinya

hiperhomosisteinemia dan dampak negatif akibat kondisi hiperhomosisteinemia,

terhadap proses metabolik dalam tubuh, akan dipaparkan terlebinh dahulu tentang

homosistein, dan peran vitamin B12 dalam metabolisme metionin-homosistein.

2.1.2 Homosistein dan peran vitamin B12 dalam metabolisme homosistein

Homosistein merupakan asam amino non-esensial yang mengandung senyawa

sulfur. Kadarnya dalam plasma adalah berkisar antara 5-15 umol/L.?> Dalam plasma, ada

2 bentuk homosistein yaitu terikat protein dan tidak terikat protein (bebas). Kedua bentuk
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ini, dapat berada dalam bentuk tereduksi (mengandung gugus sulfhidril, mencapai 99%
dari total) dan bentuk teroksidasi / disebut juga homosistin (mengandung ikatan
disulfida).* Homosistein merupakan hasil transmetilasi asam amino esensial metionin.
Pada proses transmetilasi, metionin yang berasal dari makanan, dengan bantuan ATP dan
enzim methionine-adenosyltransferase, diubah menjadi S-adenosylmethionine (SAM).’
Fungsi SAM adalah sebagai donor metil bagi enzim methyltransferase (MT). Hasil reaksi
ini, S-adenosylhomocysteine (SAH), kemudian dihidrolisis oleh S-adenosylhomocysteine
(SAH) hydrolase menjadi homosistein dan adenosin.?® Dalam kadar berlebih, homosistein
berbahaya bagi tubuh, sehingga tubuh mempunyai 2 mekanisme regulasi untuk menjaga
kadarnya dalam rentang normal. 2 mekanisme regulasi tersebut, yaitu melalui reaksi
remetilasi dan trans-sulfurasi.® Pada reaksi remetilasi, terjadi pengubahan kembali
homosistein secara enzimatik menjadi metionin. Sedangkan pada reaksi trans-sulfurasi,
homosistein dikonversi menjadi sistein untuk selanjutnya dioksidasi menjadi sulfat untuk
dikeluarkan melalui urin.’

Pada reaksi trans-sulfurasi, homosistein, bersama serin dan dengan bantuan enzim
cystathionine y-lyase, dan vitamin B6 sebagai kofaktornya diubah menjadi cystathionine.
Selanjutnya cystathionine diubah menjadi cysteine dan a-ketobutyrate dengan bantuan
enzim cystathionine-y-lyase dan vitamin B6 sebagai kofaktornya.?® Cysteine menjadi
prekursor untuk sintesis protein, coenzyme A, sulfat dan glutation. Kelebihan cysteine
dioksidasi menjadi taurin atau sulfat anorganik atau diekskresikan dalam urin. Reaksi
trans-sulfurasi berlangsung di hati, ginjal, usus halus, pankreas dan lensa.” Pada kondisi
normal, sekitar 50% homosistein mengalami proses remetilasi menjadi metionin kembali.
Jalur remetilasi dibagi menjadi 2.2° Jalur remetilasi yang pertama merupakan jalur
remetilasi yang bergantung pada ketersediaan vitamin B dan folat. Folat dalam bentuk N-
5-methyltetrahidrofolate (THF) fungsinya sebagai donor metil bagi homosistein, dan
dengan bantuan enzim methionine synthase dan vitamin B12 sebagai kofaktornya, diubah
menjadi metionin. Reaksi remetilasi yang pertama ini berlangsung hampir di seluruh
jaringan tubuh, sehingga defisiensi vitamin B12 dapat menyebabkan peningkatan kadar
homosistein dalam darah (hiperhomosisteinemia).* 2° Jalur remetilasi yang kedua,
merupakan jalur remetilasi yang tidak bergantung folat dan vitamin B12. Bertindak
sebagai donor metil dalam reaksi remetilasi jenis kedua ini adalah betain. Betain berasal

dari choline; dan dengan bantuan enzim betaine-homocysteine S-methyltransferase
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(BHMT), homosistein diubah kembali menjadi metionin.” % Reaksi remetilasi yang
kedua ini berlangsung hanya di hati. Homosistein dibentuk di berbagai jaringan.” Gambar
2.1.2. menggambarkan proses metabolisme homosistein dalam tubuh.
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Gambar 2.1.2 Metabolisme homosistein’

Dari pemaparan tentang metabolisme metionin-homosistein diatas, telah jelas peran
vitamin B12 dalam proses remetilasi homosistein menjadi metionin, dan defisiensi
vitamin B12 dapat menyebabkan hiperhomosisteinemia. Berdasarkan hasil penelitian
Ghosh diet restriksi vitamin B12 pada tikus, menyebabkan kenaikan kadar homosistein

secara progresif mulai dari 4 minggu pemberian sampai dengan 12 minggu pemberian.?’

2.1.3 Hiperhomosisteinemia, stres oksidasi dan homosistein tiolakton

Hiperhomosisteinemia merupakan suatu kondisi dimana kadar homosistein dalam
darah melebihi rentang normal. Derajat hiperhomosisteinemia dibagi menjadi 3, yaitu
moderate (16-30 pM), intermediate (31-100 pM) dan severe (>100 puM).* Selain
disebabkan defisiensi vitamin B12 (yang telah dijelaskan di atas), vitamin B6, dan folat;

kondisi hiperhomosisteinemia juga dapat disebabkan polimorfisme genetik enzim-enzim
Universitas Indonesia
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11

yang terlibat dalam metabolisme homosistein.?® Selain itu, diet tinggi metionin juga dapat
menyebabkan hiperhomosisteinemia.?®

Pada kondisi hiperhomosisteinemia, oksidasi gugus tiol homosistein yang
mengikat protein plasma (melalui ikatan disulfida), terutama albumin; dengan molekul
plasma tiol lainnya atau molekul homosistein lain, menyebabkan pembentukan reactive
oxygen species (ROS).° Gambar 2.1.3.1 dan 2.1.3.2 berikut memperlihatkan mekanisme
pembentukan ROS oleh homosistein. Selain oksidasi homosistein, hambatan aktivitas
enzimatik antioksidan dalam sel, gangguan superoksida dismutase ekstrasel dari
permukaan endotelium, aktivasi oksidasi NADPH, pembentukkan superoksida anion

yang bergantung nitric oxide synthase (NOS) menyebabkan stres oksidatif.’

Auto - oxidation of homocysteine

2Hey - SH === Og ------- = HecyS - SHey + 2HY+2e” - Generating ROS
|Hoemocysteine ) [Hemocystine: oxidized disulfide
Superoxide
Hydroxyl radical
Hydrogen peroxide

Gambar 2.1.3.1 Oksidasi molekul homosistein menyebabkan pembentukan

reactive oxygen species (ROS)°

Hcy-5H + R-5H —- O - —— — Hoy-5-5R + H20 —ROS

Hoy-5H + R1-5-5-R2 «— — R1-5-5-Hoy + R2-SH — ROS

Gambar 2.1.3.2 Pembentukan mixed disulfide turut menyebabkan pembentukan
reactive oxygen species (ROS). R= senyawa organik dalam plasma dengan gugus
tiol (-SH) seperti sistein, gamma-glutamylcysteine, glutation, dapat berekasi

dengan homosistein®

Selain menimbulkan stress oksidatif, homosistein dapat menyebabkan perubahan
struktur protein. Perubahan struktur protein; disebabkan homosistein menempel pada
protein, kemudian menyebabkan homosisteinilasi protein.’® Semakin tinggi kadar
homosistein, homosisteinilasi semakin meningkat. Ada 2 contoh homosisteinilasi,
pertama S-homocysteinylation, yaitu ketika gugus tiol homosistein melekat pada gugul
tiol lain dari residu Cys molekul protein, membentuk ikatan disulfida. Yang kedua N-

homocysteinylation, dimana kelompok amino homosistein berinteraksi dengan e-
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kelompok amino dari residu lisin pada protein.* 3° N-homocysteinylation disebabkan
reaktivitas homosistein tiolakton. Homosistein tiolakton sendiri terbentuk akibat
kesalahan fungsi editing beberapa aminoacyl-tRNA synthetase (AARS).X° Akibat
homosisteinilasi, terjadi perubahan struktur dan fungsi protein. Perubahan struktur dan
fungsi protein ini dapat berupa activation of unfolded protein response, degradasi protein,
inaktivasi enzim, dan lain-lain.3* Modifikasi terhadap protein menyebabkan sistem
imunitas tubuh mengenalinya sebagai protein asing. Hal ini kemudian dapat memicu

respon inflamasi tubuh.

2.2 Insulin, resistensi insulin dan hubungan stres oksidasi akibat kondisi
hiperhomosisteinemia dengan resistensi insulin

Sebelum membahas hubungan antara stres oksidasi akibat kondisi
hiperhomosisteinemia dengan resistensi insulin, maka akan dibahas dahulu tentang
insulin, sekresi insulin, peran insulin dalam tubuh, pensinyalan insulin, dan mekanisme-

mekanisme terjadinya resistensi insulin secara umum.

2.2.1 Insulin, sekresi insulin, peran insulin dalam tubuh dan pensinyalan insulin

Insulin merupakan hormon yang dihasilkan sel-sel B pankreas, melalui translasi
RNA insulin oleh ribosom yang melekat retikulum endoplasma untuk membentuk
praproinsulin. Di aparatus golgi, praproinsulin terbelah membentuk insulin, yang
membentuk rantai A dan B dan dihubungkan oleh ikatan disulfida, dan rantai peptida C
yang disebut peptida penghubung (peptida C).1°

Sekresi insulin dipengaruhi glukosa yang terdapat dalam makanan. Sel-sel beta
memiliki sejumlah besar pengangkut glukosa (GLUT-2), yang memungkinkan ambilan
glukosa.'* Glukosa yang sudah masuk dalam sel, terfosforilasi menjadi glukosa-6-fosfat
dengan bantuan glukokinase. Glukosa-6-fosfat dioksidasi menjadi adenosin trifosfat
(ATP), yang menghambat kanal kalium peka ATP. Hal ini akan memicu depolarisasi dan
pembukaan kanal kalsium berpintu listrik (voltage-gated calcium channel). Masukan ion
kalsium akan menyebabkan docking dan releasing insulin dari vesikel melalui proses
eksositosis.®? Saat disekresikan ke darah, insulin hampir seluruhnya beredar dalam bentuk
tidak terikat. Waktu paruhnya dalam plasma rata-rata sekitar 6 menit, dan dalam waktu

10-15 menit, insulin sudah tidak dijumpai dalam sirkulasi. Sisa insulin yang tidak terikat
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ke reseptor target, didegradasi oleh enzim insulinase di hati, sebagian lagi dimetabolisme

di ginjal dan otot.® Gambar 2.2.1.1 menggambarkan mekanisme sekresi insulin.

A

Glucose: onUT

& B Insulin
Granules

g

Gambar 2.2.1.1 Mekanisme sekresi hormon insulin®

Pada metabolisme karbohidrat, insulin berperan dalam ambilan, penyimpanan dan
penggunaan glukosa oleh hampir semua jaringan tubuh, terutama otot, jaringan adiposa
dan hati. Di otot, insulin meningkatkan metabolisme dan ambilan glukosa otot.'* Dalam
keadaan istirahat, membran otot hanya sedikit permeabel terhadap glukosa, namun,
dengan adanya insulin, terjadi transpor glukosa cepat ke dalam sel otot. Jika setelah
makan otot tidak aktif, 2-3% glukosa akan disimpan dalam bentuk glikogen otot.
Glikogen ini dapat digunakan oleh otot untuk menghasilkan energi.*® Glikogen akan
digunakan saat kebutuhan energi besar atau dalam keadaan anaerob, melalui proses
glikolisis. Di hati, insulin meningkatkan ambilan, penyimpanan dan penggunaan glukosa
oleh hati, melalui hambatan fosforilasi di hati; peningkatan aktivitas enzim glukokinase,
dan peningkatan aktivitas enzim glikogen sintase, untuk meningkatkan glikogenesis hati.
Ketika kadar glukosa darah rendah, yang terjadi adalah sebaliknya.*

Terhadap metabolisme lemak, insulin memicu sintesis dan penyimpanan lemak,
saat jumlah karbohidrat yang masuk melebihi penggunaan energi. Mekanismenya adalah
dengan meningkatkan pengangkutan glukosa ke dalam sel-sel hati. Ketika glikogen hati
mencapai 5-6%, glikogen yang sudah ada akan menghambat sintesis glikogen yang baru,

dan melalui jalur piruvat, glukosa diubah menjadi asetil KoA, sebagai bahan pembentuk
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asam lemak.® Mekanisme lainnya, kelebihan ion sitrat dan isositrat mengaktifkan asetil
KoA karboksilase, yang berperan dalam proses karboksilasi asetil KoA menjadi malonil
KoA. yang merupakan tahap pertama sintesis asam lemak. Sebagian besar asam lemak
ini disintesis dalam hati, membentuk trigliserida.® °

Terhadap metabolisme protein, insulin meningkatkan sintesis dan penyimpanan
protein. Bersama dengan growth hormone, insulin merangsang pengangkutan sejumlah
besar asam amino ke dalam sel; insulin juga meningkatkan translasi mRNA, dan
meningkatkan kecepatan transkripsi dan sintesis protein. Insulin menghambat
katabolisme protein, dan menekan proses glukoneogenesis.**

Dalam menjalankan peran metaboliknya, insulin berikatan dengan reseptornya
pada sel sasaran. Reseptor insulin terdiri dari kombinasi 4 subunit yang dihubungkan oleh
ikatan disulfida. 2 subunit o di bagian luar membran, sedangkan 2 subunit f menembus
membran dan menonjol ke arah sitoplasma. Insulin berikatan dengan subunit o di bagian
luar membran, dan karena subunit o bersambung dengan subunit B, subunit  akan
mengalami autofosforilasi (Tyr-1158, Tyr-1162, dan Tyr-1163)*, dan mengaktifkan
tirosin kinase setempat, yang kemudian memfosforilasi berbagai enzim intrasel lainnya
yang termasuk dalam kelompok enzim yang disebut insulin receptor substrate (IRS).
Serangkaian protein insulin receptor substrate (IRS) 1 ~ 4 direkrut dan difosforilasi,
dengan IRS1 dan IRS2 menjadi yang paling banyak diekspresikan.*

Fosforilasi terhadap protein IRS selanjutnya menyebabkan perekrutan dan
pengikatan molekul pensinyalan yang mengandung domain SH2, mengaktifkan dua jalur
transduksi sinyal dalam sel: 1) jalur phosphatidylinositol-3-kinase (P13K) - protein kinase
B (Akt atau PKB); protein IRS terfosforilasi mengikat subunit p85 dari PI3K dan
merekrut subunit katalitik P110 untuk mengaktifkan PI3K'®; PI13-kinase yang teraktivasi
menghasilkan phosphatidyl-inositol-3,4-bisfosfat (PIP2) dan phosphatidyl-inositol-3,4,5-
trisfosfat (PIP3), yang kemudian mengikat phosphoinositidedependent kinase 1 (PDK1).
PDK1 kemudian mengaktifkan protein kinase Akt, yang mengaktifkan berbagai substrat
dan memediasi berbagai efek insulin. Antara lain monofosforilasi terhadap AS160,
menyebabkan glucose transporter 4 (GLUT4) ditranslokasi ke membran sel untuk
mengambil glukosa; fosforilasi glycogen synthase kinase 3 (GSK) menyebabkan
hambatan terhadap aktivitas GSK3, sehingga meningkatkan aktivitas glikogen sintase,

yang kemudian meningkatkan penyerapan glukosa / menurunkan kadar glukosa darah
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dan meningkatkan sintesis glikogen seluler.® Fosforilasi terhadap faktor transkripsi, fork
head box protein O1 (FOXO1), mendeaktivasi FOXO1, dan pada akhirnya menghambat
transkripsi glucose 6 phosphatase (G6Pc) dan phosphoenolpyruvate carboxykinase
(PEPCK), menghambat glukoneogenesis hati. Aktivasi rapamycin (mTOR),
meningkatkan sintesis protein dan pertumbuhan sel, dll. Namun, aktivasi Akt juga dapat
dihambat, misalnya oleh tribbles homolog 3 (TRB3), suatu homolog mamalia dari
Drosophila tribbles, yang berperan sebagai modulator negatif Akt, dengan berikatan
langsung dengan Akt, menghambat aktivitas kinase. Jumlah TRB3 meningkat pada tikus
dengan diabetes (db/db mice).*® 2) Jalur protein kinase Ras-mitogen-activated (MAPK):
jalur pensinyalan pertumbuhan. Keluarga MAPK mamalia termasuk p38, extracellular-
signal-regulated kinase (ERK) dan c-Jun N-terminal Kinase (JNK). IRS1 / 2
mengaktifkan MAPK dengan mengikat growth factor receptor-bound protein 2 (Grb2),
mengatur transkripsi gen dan mengatur proliferasi dan diferensiasi sel dengan berinteraksi

dengan jalur PI13K-Akt.%5 37 Gambar 2.2.1.2 menggambarkan jalur pensinyalan insulin.
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Gambar 2.2.1.2 Jalur pensinyalan insulin®®
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2.2.2 Resistensi insulin

Resistensi insulin merupakan kondisi menurunnya kemampuan insulin baik
endogen maupun eksogen dalam jumlah tertentu, merangsang penggunaan glukosa tubuh
/ menurunnya respon terhadap insulin dari sel target / organ, tempat kerja hormon insulin,
seperti otot, jaringan lemak dan hati.>® Beberapa mekanisme terjadinya resistensi insulin,
antara lain:

1. Lipotoksisitas

Peningkatan kadar asam lemak bebas yang beredar, seperti yang terjadi pada

obesitas, akan memicu aktivasi JNK, IKK, PKC dan fosforilasi Ser-307 IRS-1. Asam
lemak palmitat berperan khusus memicu stres retikulum endoplasma, produksi sitokin
dan aktivasi JNK. (namun, pemberian bersama oleat dapat mencegah hal ini, sehingga
diketahui bahwa pemberian kombinasi asam lemak dapat memengaruhi pensinyalan
insulin). Metabolit lipid diasil gliserol (DAG) juga dapat memicu resistensi insulin
melalui aktivasi PKC 6 dan memicu fosforilasi Ser-307 IRS-1. Demikian juga dengan
sphingolipid ceramide pada penderita obesitas dapat memicu resistensi insulin yang
berat, melalui aktivasi PKC dan aktivasi JNK. Seramid juga meningkatkan interaksi
PP2A dengan Akt, fosforilasi Thr-34 oleh PKC (, sehingga menurunkan ikatan PIP3
dengan Akt. Demikian juga, yang terakhir, peningkatan rasio phosphatidylcholine
terhadap phosphatidyetanolamine di retikulum endoplasma memicu stres retikulum
endoplasma dan memicu resistensi insulin.*

2. Inflamasi

Inflamasi ringan kronik diyakini sebagai pemicu terjadinya resistensi insulin pada

penderita obesitas. Ada 2 jenis sel yang terlibat pada peristiwa ini, yaitu adiposit dan
makrofag. Keduanya dapat mengeluarkan sitokin-sitokin proinflamasi yang
meginduksi resistensi insulin. Sekresi MCP-1 oleh adiposit menyebabkan akumulasi
makrofag ke jaringan lemak dan memicu resistensi insulin. Sekresi sitokin-sitokin
proinflamasi, seperti TNF-a, IL-1B, IL-6 mengaktivasi Ser/Thr kinase, menurunkan
IRS-1, GLUT4 dan ekspresi peroxisome proliferator-activated receptor gamma
(PPARY) dan aktivasi suppressor of cytokine signaling 3 (SOCS3) adiposit. Aktivasi
Toll-like receptor (TLR)-2 dan -4, oleh lipopolisakarida memicu aktivasi jalur
inflamasi nuclear factor-xB (NF-xp).1t 1

3. Hiperglikemia
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Glukosa, jika kadarnya melebihi kadar fisiologis, akan memengaruhi sensitivitas
insulin di otot dan jaringan lemak dan sekresi insulin dari sel . Diduga hal ini
berkaitan dengan stres oksidatif, yang dipicu oleh advanced glycosylation end product
(AGE) yang akan memfosforilasi Ser-307 IRS-1 dan membentuk methylglyoxal-IRS-
1. Hiperglikemia juga memicu aktivasi JNK, memicu O-GIcNAcylation dari reseptor
insulin, mengaktivasi jalur PKC melalui sintesis de novo DAG.®

4. Disfungsi mitokondria dan pembentukkan reactive oxygen species (ROS)

ROS biasanya terbentuk sebagai produk samping rantai transpor elektron dan
gangguan mitokondria. Stres oksidatif memicu aktivasi ‘stres kinase’ yang
menyebabkan fosforilasi serin IRS. Kerusakan mitokondria oleh oksidasi asam lemak
di hati meningkatkan DAG, aktivasi PKCe, dan menurunkan aktivitas PI3K. 111

5. Stres retikulum endoplasma

Respon stres retikulum endoplasma atau unfolded protein response (UPR) yang
merupakan mekanisme kontrol pembentukan protein di retikulum endoplasma; contoh
melalui jalur protein kinase R-like ER kinase (PERK), inositol-requiring enzyme 1
alpha (IRE-1a), di jaringan adiposa dan hati memicu aktivasi JNK dan IKK, fosforilasi

terhadap Ser-307 IRS-1, dan menyebabkan resistensi insulin. 3 1°

2.2.3 Hubungan hiperhomosisteinemia dengan resistensi insulin

Seperti telah dijelaskan sebelumnya, oksidasi terhadap molekul homosistein
menyebabkan pembentukan ROS*%; dan kegagalan fungsi editing aminoacyl-tRNA
synthetase (AARS) menghasilkan homosistein tiolakton.® Stres oksidatif yang bersifat
kronis menginduksi jalur sinyal stres, NFkp, JNK dan p38 MAPK. Serin Kinase IKK
yang teraktivasi memfosforilasi Ikp, sehingga NFkf yang tidak aktif, menjadi aktif, dan
mengalami translokasi ke dalam inti, memicu ekspresi gen-gen pro-inflamasi, seperti
tumor necrosis factor-a (TNF-a) dan interleukin 6 (IL-6).** Selain IKK, sejumlah
Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK) juga teraktivasi pada stres oksidatif. TNF-a
mengaktifkan Jun N-Terminal Kinase (JNK), demikian juga IL-6 mengaktifkan JAK-
STAT-SOCS yang merupakan regulator negatif sinyal insulin; menyebabkan fosforilasi
serine / threonine kinase reseptor insulin / substrat reseptor insulin (IRS), mengganggu

kemampuannya mengaktivasi jalur sinyal dibawahnya. Homosisteinilasi oleh
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homosistein tiolakton terhadap protein menyebabkan kerusakan protein dan memicu
timbulnya respon inflamasi. ! 42

Najib, dkk, pada penelitiannya, menunjukkan beberapa hal, yaitu: homosistein
tiolakton menghambat autofosforilasi insulin terhadap subunit B reseptor insulin,
menghambat ikatan subunit B reseptor insulin dengan substratnya dan dengan p85.
Homosistein tiolakton juga menghambat aktivitas PI3K dan menghambat kerja insulin
dalam pembentukkan glikogen.*? Li, dkk, dalam penelitiannya mengemukakan bahwa
hiperhomosisteinemia menyebabkan aktivasi INK, c-Jun dan p-65 yang memicu produksi
sitokin-sitokin pro-inflamasi seperti tumor necrosis factor o (TNF-0) dan interleukin 6
(IL-6). Aktivasi INK menghambat Akt, demikian juga kehadiran sitokin-sitokin pro-
inflamasi, dan pada akhirnya mengganggu pensinyalan insulin.®* Dan pada penelitian
Sianipar, dkk, diperlihatkan keterkaitan antara hiperhomosisteinemia yang dipicu diet
restriksi vitamin B12 dengan peningkatan kadar glukosa darah, insulin dan kenaikan nilai
HOMA IR, menandakan terjadinya resistensi insulin.* Gambar 2.2.3 menggambarkan

patofisiologi terjadinya resistensi insulin, yang dipicu oleh stres oksidatif.

|L-8 TNFa msunn GLUT4

TNFa & IL-6

\

Gambar 2.2.3 Patofisiologi resistensi insulin yang dipicu oleh stres oksidatif*?

Dari pemaparan di atas, telah jelas bahwa insulin bekerja melalui jalur-jalur
pensinyalan, dengan melibatkan protein-protein hilir spesifik!®, dalam pengaturan
metabolisme karbohidrat, lemak dan protein.'® Dari banyaknya jalur dalam pensinyalan

insulin, yang menjadi fokus dalam penelitian ini adalah jalur pensinyalan insulin terhadap
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proses glukoneogenesis, melalui aksis PI3K-Akt-FOX01.1> FOXO1 merupakan salah
satu protein hilir pensinyalan insulin, dalam pengaturan aktivitas glukoneogenesis.
Insulin menghambat aktivitas glukoneogenesis dengan menekan aktivitas FOXO1.18
Berikut akan dijelaskan tentang protein FOXO, bentuk-bentuk pengaturan aktivitas
protein FOXO dalam tubuh, dan peran protein FOXO1 dalam tubuh. Juga akan dijelaskan
bagaimana insulin mengatur aktivitas glukoneogenesis melalui FOXO1, dan pengaruh
resistensi insulin terhadap aktivitas FOXO1.

2.3 Forkhead Box O (FOXO) dan Glucose 6 Phosphatase (G6Pc)
2.3.1 FOXO sebagai faktor transkripsi

Forkhead Box O (gen FOXO) merupakan faktor transkripsi, dengan adanya
domain pengikatan DNA di bagian N-terminal dari proteinnya. Saat ini diketahui terdapat
4 gen FOXO pada pada mamalia, yaitu FOXO1, FOX03a, FOX04, dan FOX06. FOXO01
merupakan faktor transkripsi keluarga FOXO yang paling awal ditemukan, dan diketahui
terlibat dalam banyak proses metabolisme dalam tubuh.’®* FOXO1 dan FOXO3
diekspresikan di banyak jaringan. FOXO4 diekspresikan di otot, ginjal, dan jaringan
kolorektal, sedangkan FOXO6 diekspresikan di otak dan hati.l” & % FOXO dapat
mengaktivasi atau menghambat target hilirnya. Haeusler dkk mengemukakan adanya
indikasi sinergisitas keluarga FOXO dalam menimbulkan efek metaboliknya dalam
tubuh. Dalam penelitiannya, Haeusler dkk menunjukkan bahwa ablasi 3 gen FOXO
menghasilkan kadar glukosa darah puasa yang lebih baik dan juga memperbaiki
sensitivitas terhadap insulin.** Dalam tabel 2.3.1 berikut diperlihatkan berbagai aktivitas
selular keluarga FOXO.
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Tabel 2.3.1. Berbagai aktivitas keluarga FOXO terhadap sel*’

FOXO Cellular lunction Pathway or target
FOXO1, FOXQ3, and FOXO4 Proliferation (=/+) G1-5 phase entry, G2-M cell cycle
FOXO!, FOXO3, and FOXO4 Apoptosis (+/-) Exirinale.and inteinslcapapiots
pathways
Glucose-6-phosphatase
FOXOI1, FOX03 Metabolism (+) ;zﬂfrjm:“"ll’?f”"m carboxykinase
b
Apolipoprotein C-I11
B cell translocation gene 1
FOX03 Differentiation (+/-) HRA h":ldms ; :
Myostatin, neurogenin 3, and
NEK homeobox factor 6.1
Glutathione, selenoprotein P, manganese
FOX01, FOX03 Oradative stress (-] :-iul:'-:mx:df dismutase, and peraxiredoxin
11
FOXO!. FOXO32 Atraphy (+) Gabuarapll, Atgl2, calcineurin/muclear
factor, and atrogin-
FOXO1 Inflammation {+) IL-15, IL-6, TE-12, and Thed
Dﬁl F-]EI, I:DN.DE ‘_\H]“g l: :I Pfl.%. 5] RTJ. NF'H.Bw .."r'g DSGD ]11.'3!'5hl'|.||.'k.
proteins, and antimicrobial agents
Cell eyele inhibitor p27 enzyme
DAF-16, FOXO3 Reproduction {~) galactose-1-phosphate uridyvltransferase

{Galt)
Prostaglanding

(+) : meningkatkan; (-) : menurunkan

2.3.2 Bentuk-bentuk modifkasi protein FOXO

Sesuai judul penelitian ini, yang bertujuan melihat pengaruh restriksi vitamin B12

terhadap proses glukoneogenesis oleh faktor transkripsi FOXO1, maka pembahasan akan

lebih difokuskan terhadap FOXOL1 dari antara anggota keluarga FOXO lainnya. Dalam

tubuh, FOXO1 mengalami berbagai modifikasi pada tingkat protein, yang dinamakan

modifikasi paska-translasi dan modifikasi pada tingkat mMRNA, sesuai dengan sinyal yang

berasal dari lingkungannya; semua bentuk modifikasi itu akan memengaruhi aktivitas

FOXO1.Y

Beberapa mekanisme modifikasi paska-translasi / tingkat protein, antara lain:

1. Fosforilasi

Insulin melalui jalur phosphoinositide 3-kinase / protein kinase B (PI3K / PKB)

memfosforilasi FOXOL1 pada situs Threonine 24, Serine 256, dan Serine 319 dan

FOXO3a pada Serine 253; hal ini meningkatkan afinitas terhadap chaperone protein

14-3-3(, menyebabkan retensi sitoplasma / translokasi FOXOL1 dari inti ke sitoplasma,
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dan dengan demikian menghambat aktivitas FOXO1 sebagai faktor transkripsi.*®
Namun, fosforilasi FOXO1 oleh c-Jun N-terminal kinase (JNK) atau macrophage-
stimulating 1 (Mst1) menyebabkan efek sebaliknya. Cao, dkk dalam penelitiannya,
menemukan suatu nuclear phosphatase, SCP4 yang dapat memicu transkripsi gen-gen
glukoneogenik, PEPCK dan G6Pc dengan mendefosforilasi FOXO1/3a. Lebih lanjut
Cao, dkk mengidentfikasi SCP4 sebagai protein fosfatase di inti. Hal ini
membedakannya dengan protein fosfatase yang berperan di sitoplasma, seperti protein
phosphatase 2 (PP2A) dan dual-spesific phosphatase ; mitogen-activated protein
kinase phosphatase 3 (DUSP6; MKP3).45
2. Asetilasi
Asetilasi oleh histone acetyltransferase CAMP-response element-binding protein
(CREB)-binding protein (CBP) terhadap FOXO1, akan menurunkan aktivitas FOXO1
sebagai faktor transkripsi. Sebaliknya deasetilasi FOXOL1 oleh Sirtl, meningkatkan
aktivitas transkripsi FOXO1 dengan mengatur pengikatan DNA-nya pada gen target
tertentu. Hormon tiroid melalui reseptor tiroidnya, mengaktivasi transkripsi gen-gen
glukoneogenik melalui cara ini (deasetilasi oleh Sirt1).}’
3. Ubiquitinasi
Ubiquitinasi dapat berperan ganda pada regulasi protein FOXO. Polyubiquitinasi,
menyebabkan FOXO mengalami degradasi proteasome. Beberapa ligase E3
mendegradasi FOXO melalui proses ubiquitinasi. Sedangkan monoubiquitinasi
efeknya berlawanan dengan polyubiquitinasi, yang justru meningkatkan aktivitas
transkripsi FOXO. Contohnya, monoubiquitinasi oleh stres oksidatif terhadap FOX0O4
pada K199 dan K211.1®
Bentuk lain modifikasi, yaitu pada tingkat mRNa melalui proses metilasi mMRNA.
Terdapat 2 lokasi pengikatan khusus adenosin dalam urutan pengkodean mRNA FOXO1.
Contohnya metilasi adenosin oleh protein METTL3 menjadi N 6-Methyladenosine

(m6A). Juga demetilasi m6A menjadi adenosin oleh massa lemak dan protein.*®
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2.3.3 Peran FOXO1 dalam tubuh

Beberapa peran FOXO1 dalam tubuh:
1. Produksi glukosa hati

FOXOL1 berperan dalam glukoneogenesis hati saat puasa. Pada kondisi puasa,
kadar glukosa yang rendah menghambat sekresi insulin. Akibatnya, fosforilasi dan
degradasi terhadap FOXO1 oleh insulin menurun, dan sebaliknya aktivitas transkripsi
FOXO1 terhadap gen-gen glukoneogenesis seperti pada G6Pc dan PEPCK meningkat.*’
FOXO1 binding sites (IRE), terdapat pada promoter kedua gen ini. Hal ini ditunjukkan
oleh percobaan dengan tikus mutan dengan diabetes yang sudah kehilangan aktivitas
FOXO1 nya, terjadi perbaikan nilai glukosa puasa. Peroxisome proliferator-activated
receptor-gamma coactivator-1 alpha (PGC 1-a) dan protein arginine methyltransferases
(PRMT) telah diketahui berperan sebagai ko-aktivator FOXO1 dalam proses
glukoneogenesis ini.*® 4° Yoon dkk, mengatakan PGC-1a terlibat dalam aktivasi G6Pc
maupun PEPCK. Dalam aktivasi transkripsi PEPCK, PGC-la berperan dalam ko-
aktivator reseptor glukokortikoid dan liver-enriched transcription factor, hepatic nuclear
factor-4a (HNF-4a).>° Ekspresi PGC-10 adalah melalui CREB-dependent transcriptional
mechanism.*’ Keterlibatan PGC dalam patogenesis diabetes melitus tipe 2 dianggap
sangat penting.>! Selain berperan sebagai aktivator transkripsi gen-gen glukoneogenik,
FOXO1 bersama dengan SIN3a juga berperan sebagai represor gen glukokinase (Gck).
Di bawah pengaruh insulin, FOXO1 dihambat aktivitasnya, sehingga produksi glukosa
melalui glukoneogenesis dihambat, namun penggunaan glukosa meningkat melalui
glikolisis, sintesis glikogen dan de novo lipogenesis.>?
2. Penyerapan lipoprotein hati

Pada metabolisme trigliserida, yang menjadi target FOXO1 adalah apolipoprotein
C-111 (ApoC3). FOXO1 meningkatkan transkripsi ApoC3. Pada resistensi insulin,
peningkatan ekspresi ApoC3 oleh FOXO1 tidak terkendali, dan hal ini menyebabkan
hipertrigliseridemia dan aterosklerosis.*® Peran FOXO1 pada proses produksi glukosa

hati dan penyerapan lipoprotein hati, diperlihatkan pada gambar 2.3.3.1 berikut ini.
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Gambar 2.3.3.1. Pengaturan produksi glukosa dan ambilan lipoprotein di hati oleh FOXO1*

3. Lipogenesis hati

Di klinik, terapi penurunan glukosa darah biasa diikuti oleh peningkatan
lipogenesis. Hal ini distimulasi oleh penekanan glukokinase (Gck) yang bergantung
FOXOL1. Aktivitas Gck yang meningkat menginduksi perlemakan hati. Aktivitas Gck
ditekan oleh SIN3 Transcription Regulator Family Member A (SIN3A).*® Gambar 2.3.3.2
berikut memperlihatkan aktivitas FOXOL1 terhadap lipogenesis.
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Gambar 2.3.3.2. Pengaturan lipogenesis oleh FOXO1 di hati'®
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4.

Metabolisme lipid dalam adiposit

Target regulasi FOXO1 berikutnya adalah PPARYy, dan bersifat inhibisi. Dalam
kondisi normal, dibawah pengaruh insulin, FOXOL1 terdegradasi, sehingga transkripsi
PPARy berlangsung. Hal ini memicu adipogenesis. Selain itu, FOXOL1 juga menekan
aktivitas transkripsi gen Ucpl. Ucpl merupakan biomarker termogenesis jaringan
adiposa. Hambatan terhadap FOXO1 akan meningkatkan pembakaran lemak,

termogenesis dan pengeluaran energi.®

. Perilaku Makan di Hipotalamus

FOXOL1 juga berperan dalam pengaturan perilaku makan. Untuk menimbulkan
efek itu, FOXOL1 bekerja pada neuron hipotalamus, pro-opiomelanocortin (POMC)
dan agouti-related peptide (AgRP), yang keduanya memiliki efek saling berlawanan.
POMC menekan nafsu makan dan menurunkan berat badan. Sedangkan AgRP
meningkatkan asupan makanan dan meningkatkan berat badan. Leptin dan insulin
mengaktifkan jalur PI3K / PDK1/ PKB-FOXOL1. Protein FOXO1 yang tidak aktif,
mengaktifkan transkripsi POMC, dan menghambat transkripsi AgRP. Pada tikus
dengan knockout PDK1, fosforilasi FOXO1 dihambat, sehingga transkripsi POMC
dihambat dan sebaliknya ekspresi AGRP meningkat, dan pada akhirnya meningkatkan
keinginan makan.'® 5 Gambar 2.3.3.3 berikut menggambarkan pengaturan nafsu
makan oleh FOXO1 di hipotalamus.

Insulin

*  Leptin
Environment
\ / Cytopiesm
PI3K.
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:mmmmmm Nucleu.,

\\ »L7FP POMC

AgRP

St

Appetite
Gambar 2.3.3.3. Pengaturan nafsu makan olen FOXO1 di hipotalamus®®
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Seperti telah dijelaskan di atas, FOXO1 berperan dalam proses glukoneogenesis,
dan insulin menekan aktivitas FOXO1, dengan memfosforilasi FOXO1, sehingga
FOXO1 menjadi tidak aktif dan kemudian mengalami degradasi.'® Pada kondisi resistensi
insulin, dimana pengaruh inhibisi insulin terhadap FOXO1 menurun / hilang, maka
aktivitas FOXO1 akan meningkat. Dan juga telah dijelaskan di atas, dalam proses
glukoneogenesis, yang menjadi target transkripsi FOXO1 adalah gen-gen enzim yang
terlibat dalam proses glukoneogenesis, salah satu enzim tersebut adalah glucose-6-
phosphatase (G6Pc).2° Oleh karenanya, perlu dibahas dahulu mengenai enzim G6Pc dan
perannya proses glukoneogenesis.

2.3.4. Glucose-6-phosphatase (G6Pc)

Glukosa-6-fosfatase merupakan kumpulan beberapa protein yang masing-masing
memiliki peran dalam mengkatalisis reaksi hidrolisis glukosa 6-fosfat (G6P) menjadi
glukosa dan fosfat anorganik. Lokasinya terletak atau sebagai bagian dari membran
integral retikulum endoplasma. Ada 3 anggota G6Pc, yaitu G6Pc, G6Pc2 dan G6Pc3.>
Baik G6Pc2, maupun G6Pc3, masing-masing memiliki aktivitas dan fungsi sama dengan
G6Pc namun hanya separuhnya dari aktivitas G6Pc. Tempat aktivitas utama dari G6Pc
adalah di hati. Fungsi hidrolisis dan transportasi G6Pc diperankan oleh protein-protein
yang berbeda, namun dalam hal transportasi hasil hidrolisis G6Pc, yaitu G6P dan fosfat
anorganik diduga difasilitasi oleh protein yang sama. G6Pc mengkatalisis tahap akhir
jalur glukoneogenik dan glikogenolitik.’®* Mutasi terhadap gen G6Pc menyebabkan
hipoglikemia berat. Ada 2 jenis mutasi terhadap gen ini, yaitu mutasi pada gen G6Pc
menghasilkan GSD tipe 1a, sedangkan mutasi pada transporter G6P menghasilkan GSD
tipe 1b.>> Mutasi GSD tipe 1a ditandai oleh hipoglikemia berat post-absorptif, disertai
hiperlipidemia, hiperurisemia, dan asidemia laktat. Zingone, dkk, dalam publikasinya,
menyatakan, terapi pada tikus defisiensi G6Pase (G6Pase -/-) dengan adenoviral vector
containing the murine G6Pase gene (Ad-mG6Pase) memperbaiki profil glukosa plasma,
kolesterol, trigliserid dan asam urat; juga mengurangi ukuran hati dan ginjal yang
mengalami pembesaran sebelum dilakukan terapi.®® Hasil yang hampir serupa juga
disampaikan oleh Roseman, dkk.®” Di sisi lain, Kyle dkk, melakukan uji pada tikus
dengan diabetes (ob/ob mice), dengan 2°’-O-(2-methoxy)ethyl-modified phosphorotioate

antisense oligonucleotides (ASO) vyang spesifik terhadap glucose 6-phosphate
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transporter-1 (G6PT1); hasil dari penelitiannya menunjukkan penurunan aktivitas
glukoneogenesis glukagon / memperbaiki profil glukosa darah, tanpa menimbulkan
kelainan-kelainan seperti pada penyakit GSD 1a / tikus dengan knockout gen G6PT1.8
Overekspresi G6Pc menyebabkan produksi glukosa hati meningkat, seperti yang terlihat
pada resistensi insulin atau hipoinsulinemia. Ekspresi G6Pc juga dipengaruhi oleh
glukagon, yang bekerja melalui cAMP, glukokortikoid, glukosa, dan asam lemak, yang
meningkatkan ekspresi G6Pc.*’ Insulin, tumor nekrosis factor (TNF) dan interleukin-6,
memiliki efek sebaliknya. Namun insulin merupakan regulator utama. Mengenai glukosa
yang dikatakan turut meningkatkan ekspresi FOXO1, Rossetti dkk mengemukakan
bahwa hal ini mungkin bertujuan mencegah penyimpanan glukosa hati yang berlebihan
dan sebagai persiapan memasuki fase postabsorptif, dimana tubuh memerlukan glukosa.?
Gambar 2.3.4 menunjukkan mekanisme kerja protein-protein G6Pc dalam aktivitas
hidrolisis dan transportasi substrat, G6P ke dalam lumen retikulum endoplasma dan hasil

berupa glukosa dan fosfat anorganik keluar dari retiulum endoplasma, menuju sitosol.

Gambar 2.3.4 Model multikomponen sistem enzim glukosa-6-fosfatase (G6Pc).?

Dalam kondisi resistensi insulin, hilangnya pengaruh inhibisi insulin terhadap
FOXO1, menyebabkan aktivitas transkripsi FOXO1 terhadap gen-gen glukoneogenesis
meningkat, diantaranya G6Pc.'® G6Pc merupakan enzim penting yang terlibat dalam
tahap akhir glukoneogenesis, yaitu dalam hidrolisis dan transportasi glukosa 6 fosfat
menjadi glukosa bebas dan fosfat inorganik. Ketiadaan enzim ini dapat menyebabkan

hipoglikemia berat seperti yang telah dijelaskan di atas.?
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Pada akhirnya jika dirangkaikan kembali, terdapat hubungan antara restriksi
vitamin B12 dengan hiperhomosisteinemia.* Hiperhomosisteinemia akan memicu stres
oksidasi dan inflamasi, menyebabkan resistensi insulin.!! Resistensi insulin
menyebabkan kendali insulin terhadap regulasi karbohidrat, lemak dan protein melemah
atau hilang. Dalam regulasi karbohidrat, pengaruh inhibisi insulin melalui jalur Akt
terhadap proses glukoneogenesis oleh FOXO1 menurun / hilang, akibatnya aktivitas
transkripsi FOXO1 terhadap G6Pc meningkat, mendorong proses glukoneogenesis.®

Glukoneogenesis menyebabkan hiperglikemia.'*

Namun, proses glukoneogenesis tidak hanya dipengaruhi insulin saja. Hormon-
hormon stres (glukagon, glukokortioid, epinefrin dan growth hormone) juga tidak kalah
perannya dalam proses glukoneogenesis.*” Untuk mendapatkan gambaran seluas-luasnya
terhadap proses glukoneogenesis bahkan lebih luas lagi yaitu pada lingkup produksi
glukosa hati, maka dalam tinjauan pustaka ini, pembahasan akan diperluas, tidak hanya
terbatas pada proses glukoneogenesis dan peran insulin secara tunggal, namun juga
sedikit membahas tentang produksi glukosa hati, dimana glikogenolisis dan
glukoneogenesis termasuk didalamnya dan juga keterlibatan hormon-hormon (selain
insulin) dalam proses produksi glukosa hati.>*%! Tujuannya adalah agar memberikan

sudut pandang seluas-luasnya ketika melakukan analisis hasil penelitian ini.

2.4 Produksi glukosa hati

Produksi glukosa hati memenuhi 90% kebutuhan glukosa tubuh. Ini merupakan
sumasi dari berbagai proses dalam tubuh, antara lain glukoneogenesis, glikogenolisis,
glikogenesis, glikolisis, dan jalur-jalur lainnya®?; dan merupakan hasil kolaborasi
berbagai hormon. Dalam keadaan tidak puasa, kelebihan glukosa disimpan sebagai
cadangan, baik dalam bentuk glikogen (melalui proses glikogenesis) maupun dalam
bentuk lemak untuk digunakan ketika dibutuhkan, yaitu saat puasa / kelaparan, atau saat
kebutuhan energi meningkat, misalnya ketika sakit.'® Pada kondisi puasa / kelaparan, hati
berusaha memenuhi kebutuhan energi / glukosa, untuk menjaga kadar glukosa darah
normal (euglikemia) dan untuk memenuhi kebutuhan energi, khususnya pada organ-
organ yang pemenuhan energinya bergantung glukosa, seperti sel-sel saraf, sel-sel darah
merah dan sel-sel medula renal.*® Dalam kondisi puasa / kelaparan, kebutuhan energi /

glukosa dipenuhi melalui proses glikogenolisis dan glukoneogenesis. Dalam uraian
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berikut, saya akan membahas kedua mekanisme tersebut (glikogenolisis dan

glukoneogenesis).

2.4.1 Glikogenolisis

Dalam memicu glikogenolisis, hormon epinefrin dan glukagon mengaktifkan
adenil siklase yang terdapat di membran sel hepatosit. Kemudian akan menyebabkan
terbentuknya adenosin monofosfat siklik (CAMP). cAMP mengaktifkan protein kinase
dependen cAMP*"%° yang mengkatalisis perubahan glikogen sintase a menjadi glikogen
sintase b dan perubahan fosforilase kinase b menjadi fosforilase kinase a. Fosforilase
kinase a mengkatalisis perubahan fosforilase b menjadi fosforilase a; dan selanjutnya
fosforilase a diperlukan untuk mengkatalisis pemecahan glikogen menjadi glukosa-1-
fosfat. Di hati, glukosa-1-fosfat mengalami defosforilasi, sehingga akhirnya glukosa
bebas dilepaskan. Protein kinase dependen cAMP juga selain mengkatalisis reaksi-reaksi
tersebut di atas, juga mengkatalisis perubahan inhibitor 1 menjadi inhibitor 1 fosfat.
Inhibitor 1 fosfat akan menekan aktivitas protein fosfatase 1 yang berperan dalam
perubahan fosforilase kinase a menjadi fosforilase kinase b, perubahan glikogen sintase
b menjadi glikogen sintase a, dan perubahan fosforilase a menjadi fosforilase b.*® Gambar
2.4.1 berikut menggambarkan kontrol terpadu glikogenolisis dan glikogenesis oleh

protein kinase dependen-cAMP.
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Gambar 2.4.1 Kontrol terpadu glikogenolisis dan glikogenesis oleh protein kinase dependen-
CAMP .1

2.4.2 Glukoneogenesis

Glukoneogenesis adalah proses sintesis glukosa atau glikogen dari prekursor non-
karbohidrat, seperti laktat (merupakan produk glikolisis anaerob), gliserol, asam-asam
amino glukogenik dan propionat (substrat utama pada hewan ruminansia).t® ©3
Glukoneogenesis terutama terjadi di hati, selain itu juga di ginjal dan usus. Seperti telah
dijelaskan, tujuan glukoneogenesis adalah untuk menjamin ketersediaan glukosa dalam
keadaan puasa / kelaparan, untuk organ-organ yang pemenuhan energinya bergantung
pada glukosa, seperti otak, mata, ginjal, dan sel-sel yang jumlah mitokondrianya sedikit,
yang tidak mampu melakukan fosforilasi oksidatif, dan memerlukan energi dengan /
melalui glikolisis anaerob.'® % Di hati, laktat diubah menjadi glukosa melalui proses
glukoneogenesis. Glukosa ini kemudian dipecah kembali melalui glikolisis anaerob, dan
menghasilkan laktat, demikian seterusnya (siklus Cori).*° Triasilgliserol dalam jaringan
adiposa dipecah menjadi asam lemak bebas dan gliserol. Gliserol masuk aliran darah
menuju hati. Dengan bantuan enzim gliserol kinase, gliserol mengalami fosforilasi
menjadi gliserol fosfat. Selanjutnya gliserol fosfat dioksidasi oleh gliserol fosfat

dehidrogenase menjadi dihidroksiaseton fosfat.%* Asam amino glukogenik harus melalui
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siklus asam sitrat sebelum memasuki proses glukoneogenesis. Melalui siklus ini, asam
amino glukogenik mengalami katabolisme menjadi a-ketoglutarat, suksinil CoA, dan
fumarat. Selanjutnya alfa ketoasid dikonversi menjadi oksaloasetat, substrat bagi enzim
phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK). Oksaloasetat yang dihasilkan, direduksi
menjadi malat, diangkut keluar mitokondria ke sitosol. Di sitosol, malat dioksidasi
kembali menjadi oksaloasetat. Glukoneogenesis merupakan kebalikan dari proses
glikolisis, namun pada prosesnya, glukoneogenesis memerlukan keterlibatan 4 enzim
kunci, yaitu pyruvate carboxylase, phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK),
fructose 1,6-biphosphatase dan glucose 6 phosphatase (G6Pc); reaksi glukoneogenesis
bersifat reversibel, sedangkan reaksi glikolisis bersifat eksergonik dan ireversibel.1% %4
Dimulai dari piruvat, tahap-tahap reaksi glukoneogenesis adalah sebagai berikut:

1. Didalam mitokondria, piruvat mengalami karboksilasi oleh enzim pyruvate
carboxylase membentuk oksaloasetat. Pyruvate carboxylase memerlukan ATP
dan biotin. Reaksi ini sangat penting dan merupakan langkah awal, untuk mem-
bypass reaksi ireversibel yang dikatalisis oleh enzim piruvat kinase.

2. Didalam sitosol, oksaloasetat mengalami dekarboksilasi dan disusun kembali
untuk membentuk fosfoenolpiruvat (PEP) dengan bantuan enzim
phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK) (demikian pula PEPCK yang
berlokasi di mitokondria, mengubah OAA menjadi PEP, kemudian menuju
sitoplasma).. Phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK) membutuhkan GTP
untuk aktivasi. Seperti langkah nomor 1 di atas, reaksi ini pun penting untuk
mem-bypass reaksi ireversibel yang dikatalisis oleh enzim pyruvate kinase.

PEP terhidrasi membentuk 2-fosfogliserat oleh enzim enolase.

4. 2-phosphoglycerate dikonversi menjadi 3-phosphoglycerate oleh enzim
phosphoglycerate mutase.

5. 3-fosfogliserat difosforilasi oleh enzim phosphoglycerate kinase, membentuk
1,3-bisfosfogliserat. ATP diperlukan dalam reaksi ini.

6. 1,3-bifosfogliserat mengalami reduksi oleh enzim glyceraldehide 3-phosphate
dehidrogenase menjadi gliseraldehida 3-fosfat. Bertindak sebagai donor elektron
adalah NADH.

7. Gliseraldehid 3 fosfat mengalami isomerisasi membentuk dihidroksiaseton

fosfat dengan bantuan enzim triose phosphate isomerase.
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Gliseraldehid 3 fosfat dan dihidroksiaseton fosfat mengalami kombinasi,
membentuk fruktosa 1,6-bifosfat dengan bantuan enzim aldolase.

Fruktosa 1,6-bifosfat mengalami defosforilasi membentuk fruktosa 6-fosfat
dengan bantuan enzim fructose 1,6-biphosphatase atau FBPase-1. Reaksi ini
juga sangat penting untuk glukoneogenesis dan diperlukan untuk mem-bypass
reaksi ireversibel yang dikatalisis oleh enzim glikolitik phosphofructokinase-1.
Fruktosa 6-fosfat dikonversi menjadi glukosa 6-fosfat oleh enzim isomerase
fosfoheksosa.

Glukosa 6-fosfat mengalami defosforilasi untuk membentuk glukosa oleh
glucose 6-phosphatase (G6Pc), yang kemudian masuk aliran darah. Reaksi ini
penting, untuk mem-bypass reaksi ireversibel yang dikatalisis oleh enzim

glikolitik heksokinase.5%

Gambar 2.4.2.1 berikut menggambarkan proses glukoneogenesis dan glikolisis di
hati.

Universitas Indonesia



32

P; Glucose ATP
|_Glucokinase |
| Glucose-6-phosphatase | |
Glucose-6- Hexokd
hosphate ADP ©
Gwcogen
AMP@ Fructose 6- Sl
L"\ phosphate AP “"'\e f ®
chbse16- Bhospholr :m”m e
Fructose 1,6-
® b'sphmha‘e Frudose <& . caw
2,6-bisphosphate (glucagon)
Fructose
2,6-bisphosphate Glyceraldehyde-3- ph°s°ha‘° Dihydroxyacetone phosphate
5 NAD* Pi NADH + H*
|
Glycerol-3-phosphate
cA:uP NADH+H* rogemse
(glucagon) 1.3-Bisphosphoglycerate NAD*
ADP Glycerol-3-phosphate
ADP
ATP
3-Phosphoglycerate ATP
2-Phosphoglycerate
CAMP
» Phosphoenol f \cagon)
» Phosphoenoipyruvate @ e/o
ADP ¥

<]
|_Pyruvate kinase  [nvnns Alanine

GDP + CO, Fatty
/'- Phosphoenolpyruvate .\A = Lactate o
carboxykinas Pynvite Citrate

2
\ GTP NADH + H* NAD' S

Oxaloacetate
A

(V NADH + H*

N> o+

& de
Py
" CO, + ATP
ds

mgz* [ |[Pyrovate caocytase ||
\ADP+P' ®

NADH + H} v
Oxaloacetate

NAD*

Malate Citrate

Citric acid cycle x
o-Ketoglutarate 4—.
FumaUnyt-CoA

Gambar 2.4.2.1 Proses glikolisis dan glukoneogenesis di hati®

Fruktosa 2,6 bisfosfat merupakan aktivator alosterik paling poten untuk
fosfofruktokinase-1 dan inhibitor fruktosa 1,6 bisfosfatase. Fruktosa 2,6 bisfosfat

meniadakan inhibisi ATP terhadap fosforuktokinase-1 dan meningkatkan afinitas enzim
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tersebut terhadap fruktosa 6 fosfat. Fruktosa 2,6 bisfosfat menghambat fruktosa 1,6
bisfosfat dengan meningkatkan Ky fruktosa 1,6 bisfosfat. Fruktosa 2,6 bisfosfat
merupakan hasil fosforilasi fruktosa 6 fosfat oleh fosfofruktokinase 2. Protein enzim ini
juga dapat menguraikannya kembali, karena memiliki aktivitas fruktosa 2,6 bisfosfatase.
Sebagai kontrol enzim bifungsional ini adalah fruktosa 6 fosfat. Jika pasokan glukosa
berlebih, fruktosa 2,6 bisfosfat meningkat, mengaktifkan fosfofruktokinase 1 dan
menghambat fruktosa 1,6 bisfosfat.>® Sebaliknya, dalam kondisi puasa, glukagon
merangsang pembentukan cAMP, mengaktifkan protein kinase dependen cAMP, yang
akan menginaktifkan fosfofruktokinase 2, yang mengaktifkan (secara fosforilasi) fruktosa
2,6 bisfosfatase. Maka, terjadi glukoneogenesis yang disebabkan penurunan fruktosa 2,6
bisfosfat yang menginaktifkan fosfofruktokinase 1 dan menghilangkan inhibisi terhadap
1,6 bisfosfatase. Gambar 2.4.2.2 berikut, akan menunjukkan kontrol glikolisis dan
gluconeogenesis di hati oleh fruktosa 2,6 bisfosfat dan enzim bifungsional PFK-2/F-2,6-
ase (6 -fosfofrukto-2-kinase / fruktosa 2,6 —bisfosfatase).
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Gambar 2.4.2.2 Kontrol glikolisis dan glukoneogenesis di hati oleh fruktosa 2,6 bisfosfat dan
enzim bifungsional PFK-2/F-2,6-ase (6-fosfofrukto-2-kinase / fruktosa 2,6 —bisfosfatase).*
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2.4.3 Pengaruh hormon lain (bukan insulin) terhadap produksi glukosa hati

Proses glukoneogenesis tidak hanya dipengaruhi atau dikendalikan oleh insulin.
Beberapa hormon yang telah diketahui dapat memengaruhi proses glukoneogenesis,
diantaranya:

1. Glukagon

Glukagon adalah hormon yang terdiri dari 29 asam amino, yang disekresikan sel-
sel alfa pulau pankreas, yang efeknya berlawanan dengan efek hormon insulin. Hormon
ini sering disebut juga hormon hiperglikemik.** Sekresi glukagon dipicu oleh perubahan
konsentrasi glukosa darah, asam amino khususnya alanin dan arginin, asam lemak bebas,
dan stres. Glukagon memicu glikogenolisis dan glukoneogenesis. Ketika glukagon
mengikat reseptor transmembrannya pada membran sel, terjadi perubahan konformasi
dan aktivasi protein-Gas. Hal ini meningkatkan kadar cAMP melalui aktivasi adenilat
cyclase. Kemudian protein kinase A (PKA) dan cAMP response element-binding (CREB)
teraktivasi.>® Aktivasi CREB menginduksi transkripsi G6Pc dan PEPCK, karena terdapat
AMP binding element (CRE) pada promoter kedua gen tersebut. Lebih lanjut, CREB
memiliki beberapa ko-aktivator transkripsi, diantaranya CBP/p300 (namun dianggap
tidak cukup kuat pengaruhnya dalam meningkatkan aktivitas glukoneogenik CREB),
CRTC2 yang terletak pada sitosol, dan saat diaktivasi secara defosforilasi oleh AMP-
activated protein kinase dan kinase-kinase yang terkait dengannya, seperti salt-inducible
kinase-1 (SIK1) dan SIK2, CRTC2 mengalami translokasi ke inti dan berinteraksi dengan
CREB mengaktifkan proses glukoneogenesis. Walaupun aktivitas FOXO1 menurun,
CRTC2 mampu memicu ekspresi gen glukoneogenik hati. Selain menginduksi transkripsi
gen-gen glukoneogenik secara langsung, CREB juga penting untuk memodulasi efek
PGC-1a dan estrogen-related receptor gamma (ERRy), dimana keduanya berperan
sebagai regulator transkripsi gen-gen glukoneogenik. Sebagai represor transkripsi, antara
lain SHP, sebagai represor reseptor inti. SHP secara langsung menghambat cAMP-
dependent hepatic gluconeogenesis dengan ‘berkompetisi’ dengan CRTC2 berikatan
dengan CREB; selain itu ada juga DAX-1 yang menghambat koaktivator transkripsi,
seperti PGC-1a pada promoter PEPCK dan G6Pc. Dan yang terakhir, sebagai penekan
aktivitas glukoneogenik adalah TCF7L2, yang cara kerjanya adalah dengan memicu
sekresi insulin, melalui peningkatan sekresi GLP-1 pada sel L usus atau melalui efeknya
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terhadap seksresi sel B pankreas. Cara lainnya, adalah dengan menempel pada regulatory
element dekat CRE dan IRE gen-gen glukogenik (menghambat ko-aktivator
glukoneogenesis)*’ Gambar 2.4.3.1 berikut menggambarkan regulasi transkripsi
glukoneogenesis hati dalam kondisi makan dan puasa.

A Fasting ¢~ Glucagon IB - Feeding

Gambar 2.4.3.1 Regulasi transkripsi glukoneogenesis hati dalam kondisi makan dan puasa.*’
Keterangan: (A) Aktivasi transkripsi glukoneogenesis hati selama puasa. Dalam keadaan puasa,
glukagon memicu aktivasi PKA dan fosforilasi CREB pada serin 133, yang selanjutnya memicu
penempelan nya dengan CBP/p300. PKA juga memicu defosforilasi CRTC2 pada serin 171,
melalui inaktivasi SIK kinase dan aktivasi SMEK4 / PP4c¢ dan PP2B, menyebabkan translokasi
inti dan meningkatan pengikatan nya pada CREB. Hal ini memicu ekspresi PEPCK dan G6Pc,
meningkatkan glukoneogenesis pada awal puasa. Pada saat yang sama, CREB / CRTC 2
meningkatkan ekspresi PGC -l1a dan ERRy, regulator transkripsi glukoneogenesis pada fase
puasa lanjut. PRMT 1 juga terlibat sebagai regulator glukoneogenesis FOXO1. (B) Regulasi
transkripsi glukoneogenesis saat makan. Makan memicu penurunan kadar plasma glukagon dan
meningkatkan sekresi insulin. Insulin mengaktivasi Akt, yang kemudian memicu aktivasi SIK
kinase, memicu fosforilasi CRTC2. Akt juga memfosforilasi FOXO1, menginaktivasi transkripsi
gen glukoneogenesis hati. Sebagai penekan transkripsi antara lain SHP, DAX-1, TCF7L2, yang
turut menginaktifkan gen glukoneogenik seperti PGC -1a

Aktivasi PKA juga menyebabkan beberapa peristiwa intraseluler lainnya, antara
lain fosforilasi protein fosfo-fruktokinase 2 (PFK-2) dan fructose 2,6-bisphosphatase
(FBPase2). Akibatnya, PFK-2 dihambat sementara FBPase2 teraktivasi. Hal ini

menyebabkan peningkatan 6-fosfat fruktosa dan memicu glukoneogenesis. Selanjutnya,
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penurunan kadar fructose 2,6-bisphosphatase menurunkan aktivitas glikolisis.>®
Berikutnya, PKA mengaktivasi piruvat kinase; meningkatkan kadar fruktosa 1,6 bifosfat,
dengan menurunkan kadar piruvat. Hal ini pun menekan laju glikolisis. Terakhir, PKA
mengaktivasi fosforilase kinase, meningkatkan konversi glikogen menjadi glukosa 1-
fosfat, menghambat glikogen sintase / menghambat glikogenesis. Selama puasa jangka
pendek (kurang dari 12 jam), kebutuhan glukosa dipenuhi melalui glikogenolisis, tetapi
jika simpanan glikogen menipis, kebutuhan glukosa bergantung glukoneogenesis.
Glukoneogenesis memerlukan waktu lebih panjang dibandingkan glikogenolisis dan
sangat bergantung pada kandungan glikogen dan ketersediaan substrat glukoneogenik
dalam sirkulasi. Pada sebuah penelitian, dibandingkan respon pemberian glukagon
eksogen pada pasien-pasien yang mendapat diet rendah karbohidrat (LCD) dengan
pasien-pasien diabetes tipe 1 yang mendapatkan diet karbohidrat tinggi (HCD) dan
diobati dengan insulin; ditemukan pada pasien-pasien kelompok yang pertama, produksi
glukosa menurun; hal ini diduga disebabkan penyimpanan glikogen yang berkurang.
Disisi lain, pemberian glukagon akut setelah periode LCD meningkatkan kadar asam
lemak bebas (FFA) dan keton dibandingkan pemberian glukagon setelah HCD. Hal ini
mengindikasikan penggunaan lemak daripada karbohidrat; menyebabkan peningkatan
oksidasi lemak dan ketogenesis. Hal ini juga mengindikasikan bahwa glukagon mengatur
homeostasis glukosa terutama melalui glikogenolisis daripada glukoneogenesis.*®
Glukagon juga berperan dalam terjadinya hiperglikemia pada diabetes, daripada
disebabkan efek defisiensi insulin. Defisiensi insulin pada diabetes, mengganggu
penggunaan glukosa perifer, peningkatan lipolisis dan pelepasan asam amino dari otot,
tetapi hiperglikemia yang terjadi lebih disebabkan kadar glukagon yang tinggi.®®> Gambar

2.4.3.2 berikut menjelaskan peran glukagon dalam metabolisme glukosa dalam tubuh
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Gambar 2.4.3.2 Efek glukagon terhadap produksi glukosa hati*®

2. Glukokortikoid

Glukokortikoid (GC) merupakan hormon stres yang turut berperan pada regulasi
homeostasis glukosa mamalia. Dikatakan demikian, karena GC berperan penting dalam
adaptasi metabolik pada kondisi stres, seperti puasa / kelaparan, untuk mempertahankan
kadar glukosa plasma dan kebutuhan energi selama kondisi stres; khususnya untuk organ-
organ yang kebutuhan energinya bergantung glukosa.’* GC memicu glukoneogenesis
hati; dalam hal ini GC juga membantu dalam Kketersediaan substrat untuk
glukoneogenesis, misalnya dengan memicu degradasi protein otot rangka dan lipolisis
jaringan adiposa putih (WAT). GC membantu aktivasi transkripsi gen glukoneogenik,
seperti PC, PCK1, FBP1, PFKFB1, G6PC dan transporter G6P (SLC37A4), GC
mengurangi penggunaan glukosa dalam otot rangka dan jaringan adiposa putih (WAT),
berlawanan dengan efek insulin.!® Dalam hal mengurangi penggunaan glukosa, GC
menekan proses oksidasi nikotinamid-adenin-dinukleotida (NADH) untuk membentuk
NAD* (karena untuk menimbulkan glikolisis diperlukan oksidasi NADH). Paparan GC
terus menerus menyebabkan hiperglikemia dan resistensi insulin. Simpanan glikogen hati
ditingkatkan oleh GC, sedangkan di otot rangka, GC bersifat permisif terhadap

glikogenolisis oleh katekolamin atau menghambat sintesis glikogen. GC juga
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meningkatkan kadar glukagon plasma, dan terhadap pulau pankreas, GC menginduksi
hiperplasia pulau pankreas.®!

Gambar 2.4.3.3 berikut menggambarkan peran glukokortikoid dalam homeostasis
glukosa.
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Gambar 2.4.3.3 Peran glukokortikoid dalam homeostasis glukosa®:

3. Epinefrin

Epinefrin berperan dalam metabolisme glukosa tubuh. Epinefrin merangsang
glikogenolisis dan glukoneogenesis pada keadaan post-absoptive. Peran epinefrin dalam
glikogenolisis diperlihatkan pada gambar 2.6.4.1a. Dalam proses glikogenolisis, efek
epinefrin begitu singkat, dan hal ini tidak disebabkan karena kekurangan glikogen.
Namun, perubahan kadar glukosa akibat glikogenolisis, dipengaruhi fluktuasi epinefrin.
Tanpa fluktuasi ini ( kadar epinefrin tetap), proses glikogenolisis menurun. Dalam
glukoneogenesis, epinefrin, seperti halnya glukagon, juga memicu fosforilasi PKA,
inhibisi piruvat kinase dan fosforilasi enzim 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-
bisphosphatase 2 (PFK2/FBPase 2); yang meningkatkan aktivitas fosfatase,
memampukannya untuk menurunkan produksi fructose-2,6-bisphosphate, inhibitor
enzim fructose-2,6-bisphosphatase 1 (FBPase-1). PFK2/FBPase-2 yang terfosforilasi
memfasilitasi translokasi inti dan inaktivasi glucokinase (GCK)*': juga merangsang

asprosin (suatu peptida hormon dari jaringan adiposa yang mengaktifkan sinyal CAMP-
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PKA hati) pada produksi glukosa hati (HGP). Epinefrin juga merangsang cAMP-PKA-
dependent activation dari CREB-CBP-kompleks CRTC2. Saat puasa, CRTC2 mengalami
defosforilasi dan berada dalam inti. Selanjutnya hal ini menyebabkan inhibisi
serine/threonine kinase SIK2 (yang seharusnya memfosforilasi CRTC2, dan fosforilasi
inositol-1,4,5-trisphosphate receptors (IPsR), yang menyebabkan peningkatan kadar Ca?*
intrasel, dan aktivasi fosfatase CRTC2, kalsineurin. FOXO1 dan CRTC2, melalui CREB,
memicu ekspresi PGCla. FOXO1 dan PGC1a merangsang transkripsi G6Pc dalam durasi
yang panjang.*” Melihat peran epinefrin, baik dalam glikogenolisis maupun
glukoneogenesis, epinefrin menyebabkan peningkatan kadar glukosa darah. Selain itu,
epinefrin juga menghambat penggunaan glukosa di jaringan perifer. Epinefrin
disekresikan pada kondisi stres. Pada percobaan untuk melihat efek epinefrin pada hewan
coba, diketahui bahwa epinefrin meningkatkan produksi glukosa hati secara signifikan,
namun hanya sebentar, kemudian mengalami penurunan, meskipun epinefrin masih terus
diberikan. Disisi lain, ambilan glukosa perifer tidak berubah secara signifikan. Hal
penting lain yang perlu diketahui adalah, epinefrin dapat bekerja langsung pada hati.
Dalam jumlah yang sedikit, epinefrin mampu merangsang produksi glukosa hati, tanpa
memengaruhi kadar glukagon sistemik. Dan ketika glukagon dihambat oleh somatostatin,
produksi glukosa oleh epinefrin tidak terhambat. Demikian pula, efek epinefrin terhadap
hati tidak dapat dianggap sebagai akibat defisiensi insulin. Terhadap glukoneogenesis,
epinefrin meningkatkan, baik mobilisasi substrat pembentuk glukosa dari perifer, maupun
proses pengubahannya menjadi glukosa dalam hati. Ketika kadar glukosa meningkat,
epinefrin menghambat sekresi sel f sebagai respon kompensasi terhadap hiperglikemia.
Epinefrin juga mampu memperlambat efek insulin dalam menekan produksi glukosa.®®
Gambar 2.4.3.4 berikut memperlihatkan pengaruh epinefrin terhadap metabolisme

glukosa tubuh.
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Gambar 2.4.3.4 Pengaruh epinefrin terhadap metabolisme glukosa tubuh®

Dalam hubungannya dengan hormon-hormon stres lainnya, seperti glukagon dan
kortisol, efek produksi glukosa hati meningkat, jika hormon-hormon tersebut diberikan
dalam bentuk kombinasi. Dengan demikian kadar glukosa plasma juga meningkat;
misalnya pada pemberian kombinasi epinefrin dan glukagon atau epinefrin dan kortisol,
kadar glukosa plasma meningkat sampai 50%-100%. Pada pemberian kombinasi ketiga
hormon tersebut, kadar plasma glukosa meningkat 200%-400%, dibandingkan pemberian
tunggal atau kombinasi ganda hormon-hormon tersebut. Fenomena sinergisme hormonal
ini menjelaskan terjadinya gambaran diabetes dalam jangka pendek pada individu
nondiabetes selama kondisi stres, misalnya saat sakit berat. Pada kondisi diabetes,
epinefrin meningkatkan kadar glukosa plasma dan nilai dasar glukosa darah dari sebelum
pemberian epinefrin; berbeda dengan efek glukagon pada subyek dengan diabetes. Dan
hal ini / hiper-responsivitas epinefrin ini tidak mudah dinormalkan kembali dengan
pemberian insulin.®°
4. Growth Hormone (GH)

Pengaruh Growth Hormone (GH) terhadap metabolisme glukosa adalah memicu
glukoneogenesis dan glikogenolisis di hati dan ginjal. Penderita akromegali dan pajanan
terhadap GH dosis tinggi memperlihatkan aktivitas glukoneogenesis di hati dan ginjal.
Dalam peristiwa glukoneogenesis, GH meningkatkan ekspresi mRNA dari 2 gen
glukoneogenik utama, PEPCK dan G6Pc. GH meningkatkan glikogenolisis subyek
dewasa sehat, sebaliknya, bedah otak bagian hipofisis pada pasien akromegalli,
menurunkan glikogenolisis. Namun demikian, pada uji hewan, peningkatan
glikogenolisis juga diikuti oleh pembentukan glikogen. GH bekerja dengan menghambat

penyerapan glukosa dalam jaringan lemak. Dalam suatu penelitian hewan, nampak GH
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menekan jumlah transporter glukosa 1 dan 4 (GLUT1) / GLUT4 pada membran adiposit.
Mekanismenya adalah, melalui aktivasi GH terhadap subunit p85, yang menjadi regulator
negatif jalur Phosphoinositide 3- Kinase (PI3K); dan dengan demikian, translokasi GLUT
4 ke membran plasma adiposit terganggu.

Selain hambatan uptake glukosa pada sel lemak, GH juga mengaktivasi lipase
pada jaringan adiposa viseral, menyebabkan fluks asam lemak bebas (FFA) ke dalam
sirkulasi. Fluks FFA menginduksi inflamasi yang menghambat kerja insulin receptor
substrat-1(IRS-1) menyebabkan resistensi insulin. Peningkatan fluks FFA meningkatkan
serapan FFA oleh hepatosit meningkatkan oksidasi lipid hati dan akumulasi acetyl
coenzim A (Acetyl-coA). Acetyl-CoA merangsang kerja enzim-enzim glukoneogenesis,
yaitu piruvat karboksilase dan fosfoenolpiruvat karboksinase, dan perubahan glukosa 6
fosfat menjadi glukosa. Pada otot rangka, GH memicu penyerapan FFA dalam otot rangka
melalui peningkatan aktivitas lipoprotein lipase. Re-esterifikasi trigliserida dari FFA
menghasilkan akumulasi lipid intermediat seperti diacylglycerol (DAG) dan seramid
pada otot rangka. Baik diacylglycerol (DAG) maupun seramid dapat mengganggu jalur
pensinyalan insulin. Protein Kinase C Theta diaktifkan oleh diacylglycerol (DAG),
menghambat IRS-1 melalui fosforilasi serin; sedangkan seramid menghambat Akt /
protein kinase B. Produksi Insulin Growth Factor-1 (IGF-1) dan pertumbuhan somatik
oleh GH dimediasi melalui Janus kinase 2 (JAK2) / transduser sinyal dan aktivator
transkripsi 5 (STAT5). Aktivasi STAT5 meningkatkan ekspresi SOCS, mengganggu
JAK2 / STAT5, menurunkan aksi GH. Ekspresi berlebih protein SOCS menginduksi
resistensi insulin, melalui hambatan fosforilasi IRS-1 oleh insulin atau melalui degradasi
IRS-1. Kelebihan GH diikuti oleh peningkatan kadar IGF-1. Karena reseptor IGF-1 dan
insulin memiliki kemiripan dalam struktur dan fungsi biologis. Ikatan IGF-1 dengan
reseptornya memicu autofosforilasi domain kinase intraseluler dan aktivasi kaskade
pensinyalan hilir, yang terlibat dalam transkripsi gen-gen yang terlibat dalam
metabolisme substrat, pertumbuhan sel dan diferensiasi. Baik reseptor insulin maupun

reseptor IGF-1 dapat saling bertukar peran satu sama lain, pada kondisi yang diperlukan.®’
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BAB 3 METODE PENELITIAN

3.1 Desain Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental tahap 2 menggunakan jaringan
biologis tersimpan. (Jaringan biologis tersimpan berupa jaringan hati tikus Spraque-
Dawley yang didapatkan dari penelitian tahap 1 berjudul “Dampak Restriksi Vitamin B12
Terhadap Kadar Homosistein, HOMA-IR, dan Gambaran Histopatologi Perlemakan Hati
Non-Alkoholik Pada Tikus”, tahun 2018)

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian dilakukan pada Juli 2019 sampai dengan Februari 2020. Penelitian
dilaksanakan di Laboratorium Fakultas Kedokteran Gigi Ul (FKG-UI), untuk
pemeriksaan defosforilasi FOXO1 jaringan hati tikus dengan metode Western Blot, dan
pemeriksaan ekspresi gen glukoneogenik G6Pc, jaringan hati tikus dengan teknik Real-
Time Polymerase Chain Reaction (RT-PCR).

3.3 Subjek Penelitian

Penelitian tahap 2 ini menggunakan sampel jaringan hati tikus Spraque-Dawley
jantan berumur 36-40 minggu, yang berasal dari penelitian tahap 1 berjudul “Dampak
Restriksi Vitamin B12 Terhadap Kadar Homosistein, HOMA-IR, dan Gambaran
Histopatologi Perlemakan Hati Non-Alkoholik Pada Tikus®. Penelitian tersebut
diketuai dr. Imelda R. Sianipar dan juga merupakan bagian dari penelitian tesis
mahasiswa PMIB FKUI, yang telah diujikan di FKUI Jakarta, pada tanggal 10 Juli 2018.

3.3.1 Penetapan Jumlah Hewan Coba

Jumlah total sampel yang digunakan adalah 24 ekor (terdiri atas 4 kelompok,
masing-masing terdiri dari 6 ekor tikus), berasal dari perhitungan dengan menggunkan
rumus Federer :

(t-1)(n-1)>15
42
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, dimana t merupakan jumlah kelompok perlakuan sama dengan 4, sedangkan n
merupakan jumlah tikus tiap kelompok. Jumlah sampel tersebut (24 ekor), adalah adekuat
berdasarkan rumus Resource Equation Method:

E = total jumlah hewan coba — total jumlah kelompok
Dengan interpretasi:

E<10 - Sampel kurang
E=10-20 - Sampel adekuat
E>20 —> Sampel lebih dari cukup

3.4 Variabel Penelitian dan Definisi Operasional

Pada penelitian ini, terdapat 2 variabel, yakni variabel bebas dan variabel terikat,
sebagai berikut:

Tabel 3.1 Variabel penelitian dan definisi operasionalnya

Variabel | Nama Definisi Cara pengukuran Satuan
variabel
Terikat Gen G6Pc | Gen protein real-time PCR/ -
yang terlibat ekspresi relatif
dalam tahap
akhir

glukoneogenesis
hati, berfungsi
memecah
glukosa 6 fosfat
menjadi glukosa
bebas dan fosfat

inorganik
Terikat Protein Faktor Western Blot- dengan | /pixels
FOXO1 transkripsi teknik analisis

glukoneogenesis | imunofluorosensi,
dan lipogenesis | mengukur rerata

di bawah kontrol | normalized signal
insulin
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3.5 Prosedur penelitian
3.5.1 Pemeriksaan ekspresi gen G6P dengan metode RT-PCR (metode 3 steps)

3.5.1.1 Tahap pembuatan homogenat

RNA total dari jaringan hati tikus kelompok kontrol, perlakuan 4, 8 dan 12
minggu. diisolasi dan diekstraksi menggunakan Quick-RNA™ Miniprep Plus, Zymo
Research.
Tahapan pembuatan homogenat sebagai berikut:
1. Memberi label pada tabung-tabung Eppendorf yang akan digunakan
2. Memasukkan jaringan sampel yang akan diuji pada tabung-tabung yang sudah diberi
label
3. Menambahkan DNA/RNA shield, pada tiap tabung berisi sampel, kemudian membuat
homogenat, dengan menghaluskan secara mekanik
4. Menambahkan PK digestion buffer dan proteinase K pada masing-masing tabung berisi
homogenat sampel, kemudian divortex dan diinkubasi pada suhu 55°C selama 30 menit,
agar jaringan terlarut dengan baik
5. Melakukan sentrifugasi selama 2 menit pada 12.000 G, untuk memisahkan pelet dari
supernatannya.
6. Memindahkan supernatan tiap sampel ke dalam tabung-tabung Eppendorf baru yang
sudah diberikan label, kemudian ditambahkan RNA lisis buffer sebanyak 1:1
3.5.1.2 Tahap isolasi RNA
Tahapan isolasi RNA dilakukan dengan mengikuti prosedur sebagai berikut:
1. Memberi label pada collecting tube yang akan digunakan, dan masing-masing
collecting tube dipasangkan dengan spin-away Filter (yellow)
2. Menuang homogenat tiap sampel ke dalam collecting tube-spin away filter
3. Melakukan sentrifugasi pada 12.000G selama 30 detik. Supernatan disimpan
4. Pada masing-masing collecting tube berisi supernatan, ditambahkan etanol 100%
dengan perbandingan 1:1
5. Hasil campuran supernatan dan etanol 100% pada nomor 4, ditransfer ke collecting
tube baru yang sudah diberi label dan dipasangi Zymo Spin 111 CG column.
6. Melakukan sentrifugasi 12.000G selama 30 detik. Supernatan dibuang.
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7. Ke dalam tiap-tiap Zymo-Spin 111 CG column-collecting tube, ditambahkan RNA wash
buffer, kemudian disentrifugasi kembali pada 12.000 G selama 30 detik. Supernatan
dibuang

8. Campuran DNase | dan DNA digestion buffer, dimasukkan ke dalam tiap-tiap Zymo-
Spin 111 CG column-collecting tube sebelumnya.

9. Melakukan inkubasi pada suhu kamar selama 15 menit.

10. Memasukkan RNA prep buffer ke dalam tiap-tiap Zymo-Spin Ill CG column-
collecting tube sebelumnya, kemudian disentrifugasi 12.000 G selama 30 detik.
Supernatan dibuang.

11. Memasukkan kembali RNA wash buffer ke dalam tiap-tiap Zymo-Spin 11l CG
column-collecting tube sebelumnya, kemudian disentrifugasi kembali pada 12.000 G
selama 30 detik. Supernatan dibuang.

12. Memasukkan kembali RNA wash buffer dan disentrifugasi 12.000 G selama 2 menit.
13. Mentransfer Zymo-Spin Il CG column ke set tabung Eppendorf steril, dan
menambahkan DNase/RNase free-water, kemudian disentifugasi kembali 12.000 G
selama 30 detik.

14. Supernatan berisi RNA diperiksa konsentrasinya dengan MicroDrop Varioskan Lux
dan kemudian disetarakan konsentrasinya menjadi 100 ng/uL dengan menambahkan
DNase/RNase free-water.

3.5.1.3 Tahap sintesis cDNA

Setelah tahap isolasi RNA, dilanjutkan ke tahap sintesis cDNA dengan menggunakan
ReverTra Ace® gPCR RT Master Mix with gDNA remover, Toyobo. Prosedur
pengerjaan sebagai berikut:

1. Pada tabung PCR yang sudah diberikan label, disiapkan campuran berikut (dikerjakan

di atas es).
4x DN Master Mix 2 ul
RNA template 1l
Nuclease free water 5ul
Total 8 ul

Dilakukan inkubasi pada suhu 37°C selama 5 menit.
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2. Hasil reaksi no.1 diatas 8 ul
5x RT master mix Il 2ul
Total 10 pl

Reaksi transkriptase terbalik dilakukan dengan mesin PCR konvensional, diatur sebagai
berikut:

- Inkubasi pada 37°C selama 15 menit

- Dilanjutkan pada suhu 98°C selama 5 menit.
3. cDNA disimpan pada suhu -20°C, untuk kemudian diukur konsentrasinya dengan
MicroDrop Varioskan Lux dan disetarakan konsentrasinya menjadi 100 ng/pl dengan
penambahan DNase/RNase free-water, dan kemudian dilanjutkan ke tahap real-time
PCR.
3.5.1.4 Tahap pemeriksaan real-time RT-PCR

Real Time RT-PCR dikerjakan menggunakan Applied Biosystem™ StepOne™
Real-Time PCR System, dan SensiFAST™ SYBR® Hi-ROX Kit, Bioline. Gen f-Actin,
digunakan sebagai kontrol internal. Primer S-actin: forward 5°- CTA AGG CCA ACC
GTG AAA AG - 3, reverse 5°- GGG GTG TTG AAG GTC TCA AA -3°. Primer G6Pc:
forward 5°- ACT CCC AGG ACT GGT TTG TC -3, reverse 5’- CCA GAT GGG AAA
GAG GAC AT -3,

Reaksi RT-PCR terdiri dari campuran 10 pL SensiFAST™ SYBR® Hi-ROX, 0,8
pL forward primer, 0,8 uL reverse primer, cDNA template 200 ng / pL, nuclease free-
water 6,4 pL. Protokol yang digunakan: aktivasi polymerase pada suhu 95°C selama 2
menit, dilanjutkan 40 siklus denaturasi pada suhu 95°C selama 5 detik, annealing pada
suhu 60°C selama 10 detik, dan extension pada suhu 72°C selama 20 detik. Melting curve
diamati untuk melihat kemunculan amplicon tunggal. Non-template control (NTC)
digunakan sebagai kontrol negatif. Data real-time RT-PCR dihitung berdasarkan metode
Livak.

Rasio ekspresi:

- 2ACt target (calibrator-test)

2ACt ref (calibrator-test)
= 2—[(Ct target (tes)-Ct target (calibrator)]-[(Ct ref (test)-Ct ref (calibrator)]

= 9-0ACt
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Perhitungan dilakukan dengan membagi nilai ekspresi rata-rata dari sampel
kelompok perlakuan dengan sampel kelompok kontrol. Hasilnya menunjukkan
peningkatan atau penurunan ekspresi pada kelompok perlakuan. Data dianalisis dengan
SPSS 24.

3.5.2 Pemeriksaan protein FOXO1 dengan metode Western Blot

3.5.2.1 Pembuatan homogenat

Sebelum dilakukan pemeriksaan FOXO1 dengan metode Western Blot, dilakukan
pembuatan homogenat dari jaringan hati dan selanjutnya dilakukan pengukuran
konsentrasi protein sampel dengan menggunakan kurva standar. Proses pengerjaan
tersebut sesuai dengan protokol sebagai berikut:
1. Memberi label pada tabung yang akan digunakan.
2. Menambahkan 10x RIPA lysis buffer pada masing-masing tabung sampel dan membuat
homogenat sampel dengan cara sonikasi.
3. Memisahkan pelet dan supernatan dengan cara sentrifugasi, pada kecepatan 12.000
rpm, selama 20 menit, pada 4°C.
5. Memindahkan supernatan ke tabung baru yang sudah diberi label.
6. Membuat kurva standar dengan BSA.
7. Mengukur konsentrasi protein sampel berdasarkan kurva standar, dengan
menggunakan MicroDrop Varioskan Lux.
8. Membuat working protein dengan menyetarakan konsentrasi sampel yang akan diuji

(ditetapkan konsentrasi protein tiap sampel 5 mg/ml)

3.5.2.5. Tahap elektroforesis

Prosedur pengerjaan elektroforesis dilakukan dengan mengikuti protokol sebagai berikut:
1. Memberi label pada tabung yang akan digunakan

2. Menambahkan TruPAGE™ LDS sample buffer 2x

3. Memanaskan campuran sampel dan sampel buffer, kemudian diloading ke gel

elektroforesis dan elektroforesis dijalankan
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3.5.2.6 Tahap transfer

1. Menggunakan membran PVDF, direndam dahulu dalam metanol
2. Membuat sandwich untuk transfer

3. Mengisi chamber transfer dengan transfer buffer

4. Melakukan transfer
5)

Merendam membran hasil transfer dalam blocking buffer

3.5.2.7 Tahap deteksi

3.5.2.7.1 Inkubasi antibodi primer

1. Membuat pengenceran antibodi primer dengan dengan perbandingan 1:500 untuk
antibodi anti FOXO1 dan 1:2.000 untuk antibodi anti GAPDH

2. Membran hasil transfer diinkubasi dalam larutan antibodi primer pada suhu kamar.

3. Membilas membran dengan dengan orbital shaker.

3.5.2.7.2 Inkubasi antibodi sekunder

1. Mengencerkan antibodi sekunder dengan perbandingan 1:10.000

2. Membran diinkubasi pada suhu kamar.

3. Membilas membrane pada orbital shaker.

4

Membran dikeringkan kemudian dianalisis dengan mesin reader Licor Oddysey.
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3.6 Diagram Alur Penelitian

Tikus Spraque Dawley Jantan, sehat, umur 35-40
minggu, BB awal kisaran 300-350 gr, n=24

!

Aklimatisasi 1 minggu
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TAHAP 1

Kontrol (K) Pe_rlakuan (P)
Diet AIN- Diet AIN-93
93M

P -8
minggu

P-4
minggu

(K)

Kontrol

| — T

p-12
minggu

Pemeriksaan Basal Plasma Hcy, Insulin, Glukosa untuk K, P-4, P-8, P-12

o Pengambilan darah serum

4 o Pemeriksaan glukosa puasa
minggu & insulin puasa dengan
metode ELISA

e Pengambilan darah serum

o Pemeriksaan glukosa puasa
& insulin puasa dengan
metode ELISA

e Terminasi hewan coba,
pengambilan organ hepar,
pewarnaan HE

e Pengambilan darah serum
8 o Pemeriksaan glukosa puasa o
& insulin puasa dengan

Pengambilan darah serum
Pemeriksaan glukosa puasa
& insulin puasa dengan

minggu metode ELISA metode ELISA
e Terminasi hewan coba,
pengambilan organ hepar,
o Pengambilan darah serum pewarnaan HE
o Pemeriksaan glukosa puasa
12 & insulin puasa dengan
minggu metode ELISA

e Terminasi hewan coba,
pengambilan organ hepar,
pewarnaan HE

e Pengambilan darah serum

e Pemeriksaan glukosa puasa
& insulin puasa dengan
metode ELISA

e Terminasi hewan coba,
pengambilan organ hepar,
pewarnaan HE

Jaringan hati kelompok K, P-4, P-8, P-12 disimpan pada suhu -80°C

TAHAP 2

e Pemeriksaan defosforilasi
FOXO1 dengan metode
Western Blot

® Pemeriksaan ekspresi gen
G6P

o Pemeriksaan defosforilasi
FOXO1 dengan metode
Western Blot

o Pemeriksaan ekspresi gen
G6P

e Pemeriksaan defosforilasi
FOXO1 dengan metode
Western Blot

e Pemeriksaan ekspresi gen
G6P

e Pemeriksaan defosforilasi
FOXO1 dengan metode
Western Blot

e Pemeriksaan ekspresi gen
G6P
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BAB 4 HASIL PENELITIAN

4.1 Ekspresi protein FOXO1 pada restriksi vitamin B12

Gambar 4.1.1 Kurva standar BSA

50
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Gambar 4.1.2 Ekspresi FOXO1 pada restriksi vitamin B12
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Gambar 4.1.3. Ekspresi FOXO1 pada restriksi vitamin B12
Uji One Way-Anova menunjukkan tidak terdapat perbedaan bermakna antara kelompok
restriksi vitamin B12, 4, 8 dan 12 minggu terhadap kontrol. n=21; p=0,982 (p>0.05).

4.2 Ekspresi relatif G6¢ pada restriksi vitamin B12
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4.2.1 Kurva amplifikasi B-actin (kiri) dan G6Pc (kanan)
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Gambar 4.2.2 Melt curve B-actin (kiri) (Tm: 85.41°C) dan G6Pc (kanan) (Tm: 81,69°C)

Ekspresi relatif GEPc

Ea K kontrol

P-4 restriksi B12 4 minggu
e P-8 :restriksi B12 8 minggu
EAa P-12:restriksi B12 12 minggu

Gambar 4.2.3 Ekspresi relatif G6Pc pada restriksi vitamin B12

Uji One Way-Anova menunjukkan tidak terdapat perbedaan bermakna antara kelompok
restriksi vitamin B12, 4, 8 dan 12 minggu terhadap kontrol. n=16; p=0,622 (p>0.05)
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BAB 5 PEMBAHASAN

Sebelum membabhas lebih lanjut tentang hasil penelitian ini; dikarenakan penelitian ini,
merupakan penelitian lanjutan dari penelitian Sianipar dkk berjudul “Dampak Restriksi
Vitamin B12 Terhadap Kadar Homosistein, HOMA-IR, dan Gambaran Histopatologi
Perlemakan Hati Non-Alkoholik Pada Tikus”; dan dengan menggunakan sampel jaringan
biologis tersimpan (jaringan hati tikus Spraque Dawley), yang sama yang digunakan dalam
penelitian tersebut; maka pertama-tama saya merujuk data hasil penelitian Sianipar, dkk, untuk
membuat kajian terhadap hasil-hasil yang diperoleh dalam penelitian ini. Pada hasil penelitian
Sianipar dkk, didapatkan hasil: konsentrasi homosistein plasma, yang meningkat secara
bermakna pada kelompok restriksi vitamin B12 dibandingkan kontrol. Kadar insulin plasma,
menurun pada kelompok restriksi vitamin B12 dibandingkan kontrol. Kadar glukosa plasma,
yang meningkat secara bermakna pada kelompok restriksi vitamin B12 dibandingkan kontrol.
Dan yang terakhir adalah nilai HOMA-IR yang meningkat secara bermakna pada kelompok

restriksi vitamin B12 dibandingkan kontrol.*

Pada pemeriksaan aktivitas FOXO1 tidak ditemukan perbedaan bermakna antara
kelompok restriksi vitamin B12 terhadap kelompok kontrol. Ekspresi FOXO1 yang tidak
meningkat, mungkin menandakan masih adanya pengaruh inhibisi insulin terhadap FOXO1.
Beberapa penelitian menunjukkan bahwa meskipun terjadi penurunan fungsi reseptor insulin
dan regulasi insulin terhadap protein-protein downstream dari reseptor insulin (termasuk
FOXO01), namun tidak menghilangkan kemampuan insulin dalam menekan produksi glukosa
hati. Menurut Hatting, dkk, hal ini mungkin disebabkan insulin masih dapat meneruskan
sinyalnya melalui jalur lain, seperti melalui reseptor insulin growth factor (IGF).%% % Reseptor
insulin dan reseptor IGF memiliki kemiripan, sebagai reseptor tirosin kinase; sehingga
walaupun insulin maupun insulin growth factor-1 (IGF-1) memiliki afinitas lebih tinggi
terhadap reseptornya masing-masing, namun insulin masih dapat berikatan dengan reseptor
IGF-1, demikian juga IGF-1 dengan reseptor insulin'®, dan pada akhirnya dapat meneruskan
efek metabolik keduanya (baik insulin maupun IGF-1). Titchenell dkk, juga mengemukakan
pada ketiadaan FOXO1, sinyal insulin diteruskan melalui jaringan ekstra-hepatik untuk
meregulasi produksi glukosa hati. Pada kondisi resistensi insulin, sinyal inhibisi insulin melalui

Akt terhadap FOXO1 lemah atau tidak ada, sehingga meningkatkan aktivitas transkripsi
54
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FOXOL1 terhadap gen targetnya dalam proses glukoneogenesis (salah satunya adalah G6Pc).
Namun, disisi lain, jika insulin masih dapat meneruskan efek inhibisinya melalui Akt terhadap
FOXO1 (misalnya melalui reseptor IGF), maka hal ini dapat memodulasi / melemahkan
aktivitas transkripsi FOXO1 melalui jalur reseptor insulin yang tidak terhambat, akibatnya
aktivitas transkripsi FOXO1 (melalui jalur reseptor insulin) tetap ada namun mengalami
penurunan. Hal inilah yang mungkin membuat gambaran grafik hasil ekspresi protein FOXO1

antara kelompok restriksi, 4, 8, dan 12 minggu, menjadi tidak jauh berbeda dengan kontrol.

Hasil pemeriksaan ekspresi G6Pc pada penelitian ini, sesuai dengan hasil ekspresi
protein FOXO1, dimana keduanya menunjukkan tidak adanya perbedaan bermakna antara
kelompok restriksi vitamin B12 terhadap kontrol. Hal ini sesuai dengan teori bahwa aktivitas

protein FOXO1 memengaruhi ekspresi G6Pc.*®

Pada kondisi normal, insulin menekan ekspresi G6Pc dengan memfosforilasi FOXO1,
CRTC2, menghambat ekspresi PGC-1a oleh CREB.*” Namun, pada kondisi resistensi insulin,
efek inhibisi insulin terhadap FOXO1 terganggu, sehingga ekspresi PEPCK dan G6Pc
meningkat. Beberapa penelitian yang mendukung hal ini, antara lain; penelitian Valenti, dkk
terhadap pasien-pasien steatohepatitis, pasien-pasien steatosis tanpa hepatitis, pasien-pasien
dengan gambaran histologi hati normal dan tanpa kelainan metabolik, dan pasien-pasien yang
mengidap hepatitis C kronis; menemukan bahwa ekspresi FOXO1, PEPCK dan G6Pc
sebanding dengan indeks HOMA-IR; dan menunjukkan hasil yang lebih tinggi pada pasien-
pasien dengan steatohepatitis dibandingkan pasien-pasien dengan steatosis atau pasien-pasien
dengan gambaran hati normal. Kondisi inflamasi pada pasien-pasien steatohepatitis,
menginduksi resistensi insulin. Resistensi insulin menyebabkan efek inhibisi insulin terhadap
FOXO1 terganggu, memicu ekspresi gen-gen glukoneogenesis baik PEPCK maupun G6Pc.?
Demikian juga penelitian Yu, dkk, yang menunjukkan bahwa hiperhomosisteinemia yang
dipicu oleh diet tinggi metionin menyebabkan resistensi insulin, dan peningkatan ekspresi
PEPCK.??

Namun, pemeriksaan ekspresi G6Pc pada penelitian ini menunjukkan hasil yang
kontradiktif dengan hasil penelitian-penelitian tersebut, dimana ekspresi G6Pc tidak
meningkat, padahal berdasarkan data penelitian sebelumnya oleh Sianipar, dkk, telah jelas
terjadi resistensi insulin pada kelompok tikus dengan restriksi vitamin B12 (ditunjukkan
dengan kadar glukosa plasma dan indeks HOMA-IR yang tinggi). Hal ini mengindikasikan

bahwa hiperglikemia yang terjadi mungkin tidak berkaitan dengan peningkatan ekspresi G6Pc.
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Lebih lanjut; oleh karena G6Pc merupakan enzim yang berperan pada tahap akhir
glukoneogenesis hati, maka hiperglikemia yang terjadi mungkin bukan merupakan hasil
glukoneogenesis hati. Berdasarkan studi kepustakaan, produksi glukosa hati berkontribusi atas
+ 90% produksi glukosa tubuh, dan glukoneogenesis berkontribusi atas £50% produksi glukosa
hati®?; dengan kata lain glukoneogenesis berkontribusi atas sebagian besar produksi glukosa
dalam tubuh. Jika hiperglikemia yang terjadi, bukan disebabkan oleh proses glukoneogenesis
hati; maka beberapa kondisi lain yang dapat menyebabkan hiperglikemia perlu
dipertimbangkan. Insulin dalam regulasi glukosa tubuh memengaruhi beberapa proses penting,
antara lain meningkatkan utilisasi glukosa di jaringan, meningkatkan sintesis glikogen dan
meningkatkan glukoneogenesis. Pada kondisi resistensi insulin, utilisasi glukosa menurun,
glikogenolisis meningkat, demikian juga glukoneogenesis. Oleh karena ekspresi G6Pc tidak
meningkat pada penelitian ini, maka hiperglikemia yang terjadi mungkin disebabkan oleh
sebab lain, seperti gangguan utilisasi glukosa jaringan dan glikogenolisis. Namun, hal ini
memerlukan penelitian lebih lanjut. Penelitian Samuel, dkk terhadap pasien-pasien diabetes
melitus tipe 2 juga memperlihatkan tidak adanya peningkatan ekspresi PEPCK1 dan G6Pc,
meskipun pada pasien-pasien ini jelas terjadi hiperglikemia; sehingga Samuel, dkk membuat
kesimpulan bahwa ekspresi PEPCK1 dan G6Pc tidak berhubungan dengan peningkatan

glukoneogenesis pada pasien-pasien diabetes tipe 2.

Proses glukoneogenesis juga tidak hanya dipengaruhi insulin-FOXOL1 saja; seperti telah
dipaparkan di bagian tinjauan pustaka, banyak hormon-hormon diluar insulin yang
memengaruhi glukoneogenesis seperti glukagon®®, epinefrin®, kortisol®!, dengan protein-
protein koaktivator dan represor yang memengaruhi glukoneogenesis, seperti CREB, PGC-1a,
dlI*" 8; sehingga untuk mendapatkan gambaran yang utuh dari proses glukoneogenesis, juga
penting untuk mengkaji peran hormon-hormon selain insulin yang yang juga terlibat dalam

glukoneogenesis.

Pada akhirnya, hal lain yang mungkin perlu dipertimbangkan, yang turut memengaruhi
proses glukoneogenesis adalah ketersediaan substrat dalam proses glukoneogenesis.’®
Glukoneogenesis memerlukan substrat untuk membentuk glukosa, seperti laktat yang berasal
dari konversi piruvat; sedangkan piruvat berasal dari hasil glikogenolisis otot rangka. Pada
kondisi resistensi insulin, juga terjadi lipolisis. Lipolisis menghasilkan nonesterified fatty acid
(NEFA) dan gliserol.”® Menurut hasil penelitian Kalemba, dkk gliserol merupakan substrat

penting, yang mendorong glukoneogenesis (penggunaannya mencapai 75%), dibandingkan
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dengan piruvat / laktat, dan glutamin. Yang menarik dalam penelitian Kalemba, dkk; adalah
temuan bahwa gliserol memicu ekspresi G6Pc, dan sebaliknya menekan ekspresi PEPCK.
Sedangkan substrat lainnya tidak memengaruhi ekspresi kedua enzim tersebut.®® Hasil temuan

Kalemba ini memperlihatkan pengaruh substrat pada proses glukoneogenesis.

Data hasil ekspresi FOXO1 dan G6Pc juga memperlihatkan variasi antar hewan coba
dalam 1 kelompok. Hal ini mungkin disebabkan oleh distribusi lesi yang tidak sama pada
jaringan hati yang diambil ketika dilakukan pemeriksaan. Ratziu, dkk melakukan penelitian
yang bertujuan mencari kemungkinan terjadinya perbedaan diagnosis dan penetapan derajat
kerusakan hati pada pasien dengan non-alcoholic steatohepatitis (NASH), mengungkapkan
bahwa distribusi lesi akibat NASH pada hati tidak sama diseluruh jaringan hati, menimbulkan
variabilitas sangat besar pada tiap bagian jaringan hati yang dilakukan biopsi.®® ™ Hal ini
mungkin juga dapat menyebabkan dan menjadi penjelasan mengapa terdapat perbedaan variasi
ekspresi FOXO1 dan G6Pc antar sampel dalam 1 kelompok pada penelitian ini.
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BAB 6 KESIMPULAN DAN SARAN

6.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian ini, disimpulkan tidak terdapat perbedaan aktivitas
FOXO1 (FOXOL1 terdefosforilasi), antara kelompok tikus kontrol dan kelompok tikus dengan
restriksi vitamin B12 selama 4, 8, 12 minggu; dan tidak terdapat perbedaan ekspresi gen G6Pc,
antara kelompok tikus kontrol dan kelompok tikus dengan perlakuan, yang mendapatkan diet
restriksi vitamin B12 selama 4, 8, 12 minggu. Berdasarkan hasil penelitian ini, hiperglikemia
yang terjadi (hasil dari penelitian Sianipar, dkk), bukan disebabkan oleh glukoneogenesis;
pengaruh insulin terhadap utilisasi glukosa jaringan dan proses glikogenolisis perlu
dipertimbangkan dalam menyebabkan hiperglikemia. Diduga insulin masih dapat menginhibisi
aktivitas FOXO1 dan ekspresi G6Pc melalui jalur lain, seperti melalui reseptor lain yang
memiliki kemiripan struktur dan fungsi dengan reseptor insulin. Ketersediaan substrat tertentu

yang mendorong proses glukoneogenesis juga perlu dikaji lebih lanjut.

6.2 Saran

Berdasarkan kesimpulan yang telah dipaparkan, beberapa hal yang disarankan untuk
penelitian berikutnya, antara lain:
1. Perlu diteliti kembali pengaruh insulin terhadap proses glikogenolisis dan utilisasi glukosa
perifer untuk memperjelas mekanisme terjadinya hiperglikemia.
2. Perlu diteliti kembali pengaruh insulin terhadap proses glukoneogenesis melalui jalur
lainnya, misalnya melalui reseptor yang memiliki kemiripan struktur dan fungsi dengan

reseptor insulin.
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TEETEEY
TE5TEIY
#1.55242
#1.40F4T
TEETERY
HAVFAT
TT.AZERD
40347
TE.2TRdZ
TE.dzddd
THA2444
TESTEIY
5T
TE.2TRdZ
TE.dzddd
FCXFLTE]
730841
EARITEES
#1.55243
#1.55243
$1.25452
#1.25452
440272
#1.40F4T
#1.40FAT
$1.55843
#1.A0EAT
#1.40F4T
#1.25452
#1.40F4T
#1.25452
#1.25452
#1.40F4T
#7015
#1.55243
#1.55243
H0ABEEE
#1.40F4T
#1.40F4T
#1.40F4T
B1.4d392

Tmi Tmi:

#1.40F4T
#1.25452
753072

7542652 £dAZE0E
7812653

7242652
TE.2TRdZ

7512653
53,1909
7242652 £4.42295

Camment EADROE HIGHSD  HOISE

FIZTITXTIIITITIIZIITZIZIITIEIZITITIZTSTITITTITITITTITIITTITITITITITITITCT

XTSI TToa T IS IIEITITIITITIIIITTITIITTIITTITTT S

FIZTITXTIIITITIIZIITZIZIITIEIZITITIZTSTITITTITITITTITIITTITITITITITITITCT

ZFIKE

FIZTITXTIIITITIIZIITZIZIITIEIZITITIZTSTITITTITITITTITIITTITITITITITITITCT

HOZIGHA

ZIZIXTIIITITTIITITITITIETTIIZIETSIITIETITIITTITITITTITITITZIITIIT

OUTLIERF
H

ZIZI~-TZIITXTTITITITITIITTIIIITTIIITTITITITTIITITITIEIITIITZITLT

MTF

E

ZIZIZTIITTTIITITITITITITTITIIITTTIITTITITIT AL ST ST T A ST 4
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e B RO

=

3
K3
3

ampls H. TarqotHa Tark

Ecka Aski
Ecta Acki
Evta Acki
Ecka Aski

GEFC
GEFC
GEFD
GEFC
GEFC
GEFC
GEFC
113l
GEFC
GEFC
113l
GEFC
GEFC

it UMEHOWI SYER
it UHEHOWI SYEFR
it UMEHOWI SYEFR
it UMEHOWI SYER
UHEHOWI SYEFR
UHEHOWI SYEFR
UNEHOWI SYER

UHEHOWI SYEFR
UNEHOWI SYER
UHEHOWI SYEFR
UHEHOWI SYEFR
UNEHOWI SYER

UHEHOWI SYER
UHEHOWI SYEFR
UNHEHOWI SYER
UHEHOWI SYEFR
UNEHOWI SYER
HTE: SYER
UHEHOWI SYEFR
UNEHOWI SYER
UHEHOWI SYER
UHEHOWI SYEFR
UNHEHOWI SYER
UHEHOWI SYER
UHEHOWI SYEFR
UNHEHOWI SYER
UHEHOWI SYEFR
UNEHOWI SYER
UHEHOWI SYEFR
UHEHOWI SYEFR
UNEHOWI SYER
UHEHOWI SYER
UHEHOWI SYEFR
UNHEHOWI SYER
UHEHOWI SYEFR
UNEHOWI SYER
UHEHOWI SYEFR
UHEHOWI SYEFR
UNEHOWI SYER
UHEHOWI SYEFR
UHEHOWI SYEFR
HTC SYER

Feporeer Guoncher Rt

Man:
Hane
RELYY
Man:
Hane
RELYY
Mane
Mane
ELYY
Mane
RELYY
Man:
Hane
RELYY
Mane
Hane
RELYY
Mane
Mane
ELYY
Mane
RELYY
Man:
Hane
RELYY
Mane
Mane
ELYY
Mane
Mane
ELYY
Mane
RELYY
Man:
Hane
RELYY
Mane
Mane
ELYY
Mane
RELYY
Man:
Hane
RELYY
Man:
Hane
RELYY
Mane

Sample Setup

WOEEFAd
nozzzed
0zEEad

DAOTEEE

nOTEEE

OOTEEE

LEL Er

0059EE

LOUUEL 2
WE0EEE
E0dEEE
LALELT 1
WIFZEET
DEEEEET
WEIFZEET
0045548
0.0d45EdE
W.045FdE
LS EH
0.0EE1d5

Results

FaHMin  FGMax G

2R E0AZE
26,5996
ZE.FTEE
2534912
25, 90552
2590572
24.558%d
Fch b L
ET. 5L
FLRx
&d. 1d001
2E.OTEER
EE9FEE]
Z5.TIZRE
ZENEEZ
25, 00755
ZE.TEERE
ZENF1EE
ZE.0142
R FFANT
2E. 47449
2d.97d52
Z5.14z05
2d.6E50%
033996 Eaded] ET.EEET
DIFOFIE ZOdEd] ZR991ZE
0339396 aded] P.3EEH
DOMOEEE  0Ada0E FREEIE
DOMOSZE 094905 33570
DON0EZE 044905 277479
DONEOET TEEETT ZETHEE
WONZ0ZT 1TE5ETT 2749627
DO0Z0ET TERETT F1.4TTEE
DOAEEE 0243724 Z29.797dF
0dEEE 0.2d3Ted £9.E5106
001dEEE 0.2d3T2d EARRE1E
NOTZ9E 1.2TZ0ZE 29.265d9
0OTESE 1272035 274535
nOTESE LETE0EE ZHE193d
WOFETIE 1LESM1E 2R T
D0EETIE  1LES0d1E ZEEZOTE
MOFETIE  1LEEMA1E ZT.96FET
O0EENGE 00F0555  FLETIHT
DOZENST 0030555 Z0EIE
WOZEDST 0.0FOEEE T0EEITE
QONESET  0AEH0E I0934EE
OONESET  OEE0E  F9.E56E5
Fr.End19

Raw Data

Ci Mean
ZE.EAAZE
gk AddE s
ZE.EddEE
ZE.Tz0E
F3A L
Z5.TE01E
2E.0z999
25.0%99%
ALl
LS T
ZE.EE3AT
ELACELT)
ch.ediEe
ZE.2d1EE
ZE.ZATEE
2595569
25.9555%
LA LELT)
ZE.ZAZY
ZE.ZHEY
262929
2505528
2E.0REzE

ET.ORTES
ET.ORTER
2T.0LTES
FLEZFES
FLEZFEY
H.Ez:Ea
E.ERIEE
L R-CER
Z9.E53EE
8.7z
9.7
Z9.7T0E1
ZEFTI
2537944
EEFT9dd
ET.TETIT
ET.TETAT
ET.TETAT
FHAREHE
FLAREHE
FLARZ9E
S F9ETE
IOEHETE

i 50
DAREFIZ
0A6EEE
LA LY
nEZ1Z9E
[ ELH]
[ Rcra FL L)
.7
Z.onaad
Z.on T
1260453
1zE0dEE
1.ZE0d%z
nEEEHE
nEEEES
MEZZFIE
049598
0545954
0.F959zd
0245003
0.zdE0NE
0.245003

nA1Ede
nA1EdE

n.a5E1zd
naEE1zd
n.a5Ezd
3FERESd
3356694
3.35EESd
ks oy
20311z
s Fa K
DOETZEE
0BATIEE
0.04TIEE
1125341
1425241
1425341
LA L3 C F
nAEEdE
LA LX3CF
0444193
0.dddia:
0444193
0 TEBEdE
0.TENEJE

.dE30dd
DAz
04z
FANETET
ERLET LY
5.a037eT
d.21FZEE
4213266
d.213Z6E
4.436243
d. 456243
d.d2E2d3
ZAZTEIE
2A3TEdR
EAFTEE
1.505TTR
1E0ETTE
1E0ETTE
4 ET05S
d4.ET0059
4570059
5. I3H0TE
5.33E0TE

Multicomponent Data

Ci Mean a0 SE HE Cantre HE Conkre 2

0.561d49d o
0561494 )
0.564494 o
1.4di3dE 5.dE0TER
1.946545 5.4E0T53
1946245 5.4&075%

1.6 dEEE E 79025

QLT E ENIFR

1.EdEEE . Ta0z51
nrzaans A0EZZZY
nTES0E d0EFEES
nTEXa0E d.0EIEEY
LA FTt ] 1. 714602
n.T4EREd 1. 7960
LA 1. 71460
n.75945% 135576
075456 1.386TEE
LA L1 1.385TEE
WEAEETE 444705
DENEETE 4.dd470d5
WEHZETE 4.447045
0.54d3dE 4.515061
0.54d3dz d.915081

Amplification Data

Automati. Gk Threrhi Automati. Barcline £ Eareline E EFfizieney Tmi

TRUE

1.001z2E7
1004237
1.0012ET
1.001z2E7
1004237
10012ET
1.0012E7
1004237
1.0EET
1001257
1.0012ET
1.001z2E7
1004237
10012ET
1.0012E7
1004237
10012ET
1.0012E7
1004237
1.0EET
1001257
1.0012ET
1.001z2E7
1004237
nOETTE
nOZTTIE
LX) k3
nOETTE
nOZTTIE
LX) k3
nOETTE
nOZTTIE
nOETTE
nOZTTIE
wOETTE
nOETTE
nOZTTIE
LX) k3
nOETTE
nOZTTIE
nOETTE
nOZTTIE
wOETTE
nOETTE
nOZTTIE
wOETTE
nOETTE
nOZTTIE

BioGroup An

TRUE
TRUE
TRUE
TRUE
TRUE
TRUE
TRUE
TRUE
TRUE
TRUE
TRUE
TRUE
TRUE
TRUE
TRUE
TRUE
TRUE
TRUE
TRUE
TRUE
TRUE
TRUE
TRUE
TRUE
TRUE
TRUE
TRUE
TRUE
TRUE
TRUE
TRUE
TRUE
TRUE
TRUE
TRUE
TRUE
TRUE
TRUE
TRUE
TRUE
TRUE
TRUE
TRUE
TRUE
TRUE
TRUE
TRUE
TRUE

e

L e e L I A R N g A RCR R T A WA AW AR AW IR TN

19

FE.5RER]
&5.414954
Fd.97201
FE.1Z159
#E.ZT05E
#5.1215%
#E.1Z159
#5.414954
4. F2FEd
d.52364
#5.56551
FE.1Z159
Fd.ET4EE
&d.ETHEE
FA.97261
&d4.97261
#5.d145d
FA.97261
#d4.97264
F4.97201
d.52364
Fd.97201
FA.97261
&5.414954
#1347
FLEATY
#H.zdEd
F.099zd
F.09924
#H.zdEd
#.edEzd
#.zdE1
#3479
FLEATIY
#l.edied
#.edEz
#.zdEz
#H.zdEd
#.edEzd
#3979
#1.54647
FLEATIY
#3979
#H.edEzd
#.zdE
EALLLEE ]
#.edEz
TTEZATE

Tme

Tm3

Comment AMFHC

ZIXIZIXIIXIZITIIIIITIEZITIIIIICITIISIIIITITIITIIITITITITITIIIITITITIII

HIGHSD OUTLIERRG

I XTI —<< <2< TTTEC—LC=<E<S<ITIIITITACC LTI T LT T2 =TI TTTTITZ

XXX IFIITIITIIITIITICIITIITIITITITTITITITITITITTIITITITISTTE
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Farrive R Rl

Well Sample H- TarqetHa Tark Ficporker Quencher RG FRHMin  RltMax O Ci Moan  ©0 5D A Moan a0 SE HK Caontre HE Gontre 2200 Ct Throrhs Autamati. Bareline £ Barcline E EFficicncy Tmd Tmi Tm Comment AMPHG  HIGHSD  OUTLIERF MTF
Al ES EctaAckin UHEHOWI SYER Hone 24.91435 2. 92177 DL0EETEY 1307042 TRUE 3 17 1 F3.45097 TT.ETI9% H H H ¥
AL (4] EcraAckit IHEHOWI SYER Haor: 2. MEFET B AZITT OFETEY 1.#070d2 TRUE 3 17 1 FFAFFOT TTETISE H H H ¥
AE (2] EcraAckit IHEHOWI SYER Mo 2. FETEY B AZITT MOFETEY 1.#07T0d2 TRUE 3 17 1 #d.22ETE H H H H
ad K& EckaActit IHEHOWI SYER Horne 2d.T9ETE 2456791 00GIEEE 1307042 TRUE 3 17 1 #342307 H H H H
AT 13 EctaAckin UHEHOWI SYER Hone 2d. 39632 2455791 MOSI5EF 1307042 TRUE 3 17 1 #3.45097 H H H H
Ak (13 Eckafckin UHEHOWI SYER Mor: 2435064 2436791 00EIEEF 1307042 TRUE K 17 1 #2A%207 H M H H
AT g EcraAckit IHEHOWI SYER Mo 2496557 Ed.dEed 01736 1.#07T0d2 TRUE 3 17 1 #ra:diz TT.EZE4E H H H ¥
.13 B EckaActit IHEHOWI SYER Horne 2d. 70457 244261 0127364 1307042 TRUE 3 17 1 #3d.3TdER H H H H
E1 Eis Ectafctin UNKHOWI SYER Hone A ZETED 24 24261 0127264 1407042 TRUE E 17 1 gx9z7ez H M H H
EZ Fis Eckafckin UHEHOWI SYER Mor: Zd.RZ3AE 24.74¥08  MAZITAZ 1307042 TRUE K 17 1 BAETEZEE H M H H
EX s EcraAckit IHEHOWI SYER Mo 2d. TR0 2d.Td¥0E  0AZITdE 1.#07T0d2 TRUE 3 17 1 FREFEOE H H H H
Ed Fe. EctaActit UHEHOWI SYER Hore EdEEET] 2d.TdE0F  0ZITdE 1.3070d2  TRUE 3 17 1 #3.03diz TTETIEE H H H ¥
ES Es Ectafctin UNKHOWI SYER Hone oA 22483 2468382 0192041 1407042 TRUE E 17 1 203812 TT.ETIAE H M H W
EE Bc Eckafckin UHEHOWI SYER Mor: Zd.EEAA] ZAEEFEZ 01901 1307042 TRUE K 17 1 BAETEZEE H M H H
ET Bc EcraAckit IHEHOWI SYER Haor: 2. F0ZZE BAEEFEZ 01920d] 1.#070d2 TRUE 3 17 1 #EAFF0T H H H H
E& 3 EctaActit UHEHOWI SYER Hore 2d. 9z Bd.dizE 0HZTEE 1.3070d2  TRUE 3 17 1 BETTEET H H H H
i 3 EckaActit IHEHOWI SYER Horne ad.ga0de Edadi2d 0HETEE 1307042 TRUE 3 17 1 BETTEET H H H H
oz 3 EctaAckin UHEHOWI SYER Hone 24.T123F 2. d12E LMETRR 1307042 TRUE 3 17 1 #333202 H H H H
=33 Aze EcraAckit IHEHOWI SYER Haor: ZdAEET ZA.EEd9E 0 1ERESd 1.#070d2 TRUE 3 17 1 FrEz9er H H H H
cd Mze EctaActit UHEHOWI SYER Hore 2d.TREZE EA.BEd9E  0.165E4d 1.3070d2  TRUE 3 17 1 E3dETdESE H H H H
c5 Mz EckaActit IHEHOWI SYER Horne 2d.d™9z 24 5496 0EGESd 1307042 TRUE 3 17 1 20TETT H H H H
CE Mzv EctaAckin UHEHOWI SYER Hone 2d.5962% 24.EEE39 009915 1307042 TRUE 3 17 1 #4376 H H H H
cT Mz Eckafckin UHEHOWI SYER Mor: 2A.TZEE ZAREEZY  0L09WIE 1307042 TRUE K 17 1 BRITEET H M H H
cE Ecrafzrit HTC SYER Mo 2479821 Zd. THEZ] 1.#07T0d2 TRUE 3 17 1 FRTTHEET i H H H
o1 [ GEFC UHEHOWI SYER Horne 1 0TES3G 1299732 31E34E3: 313H061 023274 E.d5EE3E DAZEREZ o TRUE 2133457 TRUE 3 23 1 #8425 H H H H
oz ES GEFC UNEHOWI SYER Hone 1 0LTROFS 1299732 FLATE0E 3135081 0L232Tdd EADEE3E DAFEZEZ o TRUE 2123457 TRUE 3 2F 1 #1.%4251 H H H H
1k 1] GEFC UNENOWI SYER Mor: 1 0LTROFS 1299732 F1FZI9E Z1FF0R1 0LZFETH EAEEERE DAFEZEZZ o TRUE 2122457 TRUE K ZF 1 FLEYZEE H M H H
o4 (13 SEFT UHEHNOWI SYEFR Mo 1EETHEE 0LETHIRE 180ddE 3.2d3ed Z09863d  0FZ0ET EAZEET 0 4ETTO -0Ed  TRUE 133457 TRUE 3 L 1 #F1LEAEEE H H H H
05 (13 GEFC UHEHNOWI SYEFR Hore 1E5THEE OETEASE  1.80dd31  F10EEE 30098634 0.FZ0ET EAZEAET 04ETTO1 -0.230d  TRUE 133457 TRUE 3 EE 1 #1E4%56 H H H H
D& HKE GEPC UHEHOWI SYER Hone 1257263 OETEISE  1.204431 2062709 20092634 032067 EA2Ed27T 0187701 -0.2304  TRUE 2122457 TRUE E 2z 1 169356 H M H H
or Fig GEFC UNENOWI SYER Mor: WFOZTEET METEZ9T  OEETEF 2340k ZZ.EEM 029206 T.EOTA9E 0L1FZA4E 1.2d%66  TRUE 2122457 TRUE K zd 1 #5446 H M H H
[:}:3 g SEFT UHEHNOWI SYEFR Mo DFOEEET MLETEFYT OEETEE  FRAZiE ZZ.HE0 DEEAZ0E T.EOTA9E  DLAFZddE 1.3d#%é  TRUE 133457 TRUE 3 5 1 #1.5dde H H H H
4] Fis GEFC UHEHNOWI SYEFR Hore 0F9EEST OLETEZIT  OBSTEE ZZ.EE3dd ZZ.ES01 DEEAZ0E T.E0TAAE  01EZddE 1.3d#6E  TRUE 133457 TRUE 3 E5 1 #1E4%56 H H H H
Ez B GEFC UHEHOWI SYER Horne 0395247 0LzEEd9Z 0547516 323653 325439 0265334 T.79582d  0L1EE54E 1336426 TRUE 2133457 TRUE 3 2d 1 #8425 H H H H
Ex B GEFC UNEHOWI SYER Hone 0395547 MLEEE192 0SdTE1E F2EATH 325439 0.2R533d T.795%2d MLIEESE 1326936 TRUE 2123457 TRUE 3 2d 1 #F1LE9EDE H H H H
Ed s GEF UHEHNOWI SYEFR Haor: 0FAEFAT DLEEEIRE 0BdTEIE F2.Aze0d FE.EdE 0ZEE3IEd T.T95EEd DL IEEEQE 1336438 TRUE £.133d57  TRUE 3 &d 1 #1LE4EEE H H H H
ES Es GEFC UHEHNOWI SYEFR Hore DEZ0EET 019 0E033IE IR.AEIEE 3E.TI43E 0506094 %.05556 012522 1596722 TRUE 133457 TRUE 3 &d 1 #1E4%56 H " H H
13 Ec GEFC UHEHOWI SYER Horne 0E30E2T 04819 0E0331E 2351 3273438 0506094 %.05556 0312522 1596722 TRUE 2133457 TRUE 3 2d 1 #5446 H W H H
ET ] GEFC UNEHOWI SYER Hone WEI0RET M9 MENZIIF 33.3Z2de 323938 0.50R094 #0555k 01252 1596722 TRUE 2123457 TRUE 3 25 1 #1.544% H v H H
E% 3 GEFC UNENOWI SYER Mor: DT19TEE 049471 1047091 31980EF Z1TTHE 0LF1E011 EMZIFE 0194505 n.474d%  TRUE 2122457 TRUE K ZF 1 FLEYZEE H M H H
Fi 3 SEFT UHEHNOWI SYEFR Mo 0.T19TEE d9dT] 104708 FLAEERE 3LTTHE 0F1E0 EAEEFE 019dE0E nd7dds  TRUE 133457 TRUE 3 EF 1 #5425 H H H H
Fe 3 GEFC UHEHOWI SYER Horne 079726 0.d9dT 104709 H.40Tdd 3TTEE 0E0 EAE33E 0194305 0.d7dds  TRUE 2133457 TRUE 3 23 1 #8425 H H " H
Fx Hzx, GEFC UNEHOWI SYER Hone 0259921 01502ed 0559527 F2.ER1R F2.H1007 0.5EF069 F.245107  0.341641 1786265 TRUE 2123457 TRUE 3 25 1 #1.%4251 H v H H
Fd Mze GEFC UNENOWI SYER Mor: 0.2F99z1 0150zZEd 0.BEAEZT 33.3REZE F2.E1007 0.EEF0EG 245107 0341841 1.78626%  TRUE 2122457 TRUE K 5 1 #5446 H v H H
F& Aze SEFT UHEHNOWI SYEFR Mo 0.EF89z] 0AR0EEd 0BEARET FR.ZZIFT FR.A10T OEEE0EG F 245107 0341641 1786265 TRUE 133457 TRUE 3 EF 1 #1.5dde H " H H
13 Mz GEFC UHEHNOWI SYEFR Hore 0.55d99%  0.2d0d5  1EENEd F.T0E FETIET 0.3Ed04T TE0EEE 0ER0MET 0.5d9ddE  TRUE 133457 TRUE 3 X 1 #1E4%56 H H H H
F7 Hzv GEPC UHEHOWI SYER Hone 0554999 0.24045 1231024 Z2.2dezI  FAT4ET 0234047 T.2082% 020467 054944z TRUE 2122457 TRUE E 23 1 169356 H M H H
F# GEFC HTC SYER Mor: ILEI0EE 32 EI0EE TRUE 2122457 TRUE K zd 1 FLEYZEE i M H H

3 Sample Setup Results Raw Data Multicomponent Data Amplification Data BioGroup An ...
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EAETIE

1

1
13
14
15
1€
17
1%
149
zn
21
2L
23
2d
25
Zk
eT
2%
L)
0
3|
s
33
q
35
L
37
3%
L)
dqn
d1
di
d3
d4q
45
CL3
47
%
EL)
50
51
5¢
53
54
55
13
57

Farrwe F KU

Well
&l
AT
A%
Ad
A5
Ak
AT
A%
E1
Ez
EX
Ed
ES
E
ET
Ex
=1
4
=3
d
=]
=13
cT
=23
o
oz
0z
od
[x]:]
=13
o7
223
]
EE
Ex
Ed
ES
EE
ET
E%
Fi
Fz
F3
Fd
F5
Fi
F7
F&

Sample - Tarqet H- Tark

[ 4]
K1
[ 4]
Kz
Kz

Eoka Bt
Eckafzt
Eoka Bt
Eckafzt
Eoka Bt
Eckafick
Ecka Bzt
Eckafick
Ecka Bzt
Eckafick
Eckafict
Ewckafict
Eckafict
Ewckafict
Eckafict
Eoka Bt
Eckafzt
Eoka Bt
Eckafzt
Eoka Bt
Eckafzt
Ecka Bzt
Eckafick
Ecka Bzt
Eckafick
Ecka Bzt
Ewckafict
Eckafict
Ewckafict
Eckafict
Ewckafict
Eckafzt
GEFC
GEFC
GEFC
GEFC
SRR
GEFC
SRR
GEFC
SRR
GEFC
GEPC
GEFC
GEPC
GEFC
GEPC
GEFC

UHEHOW SYER
UHENOW SYER
UHEHOW SYER
UHENOW SYER
UHEHOW SYER
UHENOW SYER
UHEHOW SYER
UHENOW SYER
UHEHOW SYER
UHENOW SYER
UHEHOW SYER
UHENOW ZYER
UHEHOW SYER
UHENOW ZYER
UHEHOW SYER
UHEHOW SYER
UHENOW SYER
UHEHOW SYER
UHENOW SYER
UHEHOW SYER
UHEHOW SYER
UHEHOW SYER
UHENOW SYER
UHEHOW SYER
UHENOW SYER
UHEHOW SYER
UHENOW ZYER
UHEHOW SYER
UHENOW ZYER
UHEHOW SYER
HTC ZYER
HTC ZYER
UHEHOW SYER
UHENOW SYER
UHEHOW SYER
UHENOW SYER
UHEHOW SYER
UHENOW SYER
UHEHOW SYER
UHENOW SYER
UHEHOW SYER
UHENOW ZYER
UHEHOW SYER
UHENOW ZYER
UHEHOW SYER
UHENOW ZYER
UHEHOW SYER
HTC ZYER

Ficporter Quenche Rl

Hone
Hone
Hone
Hone
Hone
Hone
Hane
Hone
Hane
Hone
Hone
Hone
Hone
Hone
Hone
Hone
Hone
Hone
Hone
Hone
Hone
Hane
Hone
Hane
Hone
Hane
Hone
Hone
Hone
Hone
Hone
Hone
Hone
Hone
Hone
Hone
Hane
Hone
Hane
Hone
Hane
Hone
Hone
Hone
Hone
Hone
Hone
Hone

Sample Setup

Fi Min

Results

Fitt Max

Ra

G Mean G S0

=]
Ed0TET Ednind
EEATTd Ed.000d
ERA6EE Ednind
CFAE9E T3 96495
ZZARG I 4EAE
CHOTOZ Z3.969%
E2.T9T ZhEEE
CHTEIF Z3.5C6
ERAGAE EIEIEe
39195 ZEEE0E
ERERD EI.EE0E
C3EG99 ZIEE0%
EREGEE 2RI
23571 ZETTE
exEEed 2RI
£3.EEG1 ZX.TI{E
CETEOd EXTIHE
ZE.TRE 23736
EEEGIE EX496E
ERTEIE Er.d9gz
CRESDE EX.496E
EREEET ZETOTE
CHEETE Z3TOT3
EREdEE ZETOTE
E5.0558 Z5.045%5
2509 ZE.045E
2d.955 z5.0d56
ed. TTE 209
CHEZ0A Zd.0396
E35eEE Ed 039
EETETE EETd
ERTEL EETIM
el 50T
HAYE 50T
adidé 507
F0asd  FLET
HA0TE  HAET
HM.Erzd 32T
FZOEEE FErebz
ITA5F F.zesz
Fe.keEd FErebz
33001 30T
Hopo: 0T
0.91ze 0T
Fre0de 5T
FEEENF FE.ETIZ
FHoadiy FRSME
jcriUs | Ic-JUrS ||

Data

0LOE3EE
0LOEEEE
0LOE3EE
OLOONEE
OLO0NEE
0LOONES
LR LES LY
LA RES LY
LR LES LY
003351
003351
003351
0ATI5E
0.ATI5E
0ATI5E
0LOGTES
WLOSTES
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ABSTRACT

Introduction: Based on our previous study, vitamin B12 deficiency can cause
hyperhomocysteinemia and insulin resistance (marked by hyperglycemia and increase of

HOMA-IR index). Objective: By using rats’ liver tissue from (that) previous study, the present
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study aims to determine the mechanism of hyperglycemia; its relationship with
gluconeogenesis process, related to expression of Foxol protein and G6Pc gene. Methods:
Rats’ liver tissue consists of 4 groups; control, restriction of vitamin B12 for 4, 8 and 12 weeks.
Foxol expression was examined by Western Blot. Whereas the G6Pc expression was checked
by real-time PCR. Results: There were no significant differences in the expression of Foxol
(P> 0.05) and G6Pc gene (P> 0.05) between the control group and restriction of vitamin B12,
4, 8 and 12 weeks. Conclusion: In condition of insulin resistance, triggered by vitamin B12
restriction; expression of Foxol and G6Pc are involved in driving gluconeogenesis process,
causing hyperglycemia. This happened due to absence of inhibitory effect of Foxol by insulin,
similar to normal condition in the control group where the expression of Foxol and G6Pc

increases during fasting.

Keywords: vitamin B12, hyperhomocysteinemia, insulin resistance, Foxol, glucose 6

phosphatase (G6Pc)

INTRODUCTION

The population of vitamin B12 deficiency in the world, is estimated to be greater than is known,
because in general, a person does not realize that he has vitamin B12 deficiency, until the
emergence of health problems occurs related to vitamin B12 deficiency. Vitamin B12
deficiency occurs worldwide, with the highest prevalence in Asia and Africa, especially in the
group of pregnant women and children (1). Vitamin B12 deficiency has also been known to be
associated with an increased risk of cardiovascular disorders (2), metabolic (3), blood and nerve

disorders (4). Vitamin B12 deficiency can be caused by less consumption of vitamin B12,
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disruption of the absorption process of vitamin B12, or interference with the process of
metabolism in the body (1,5).

Deficiency of vitamin B12 can induce hyperhomocysteinemia, in relationship with the process
of re-methylation of homocysteine to methionine (3). Vitamin B12 is a cofactor for methionine
synthase enzyme in this reaction, so that vitamin B12 deficiency can cause accumulation of
homocysteine (6,7). From several studies, it is known that homocysteine can trigger insulin

resistance through oxidative stress which induces an inflammatory process (8-10).

As we know, insulin is a hormone produced by pancreatic B cells plays an important role in the
metabolic processes of glucose, fat and protein. In glucose metabolism process, insulin
prevents the condition of hyperglycemia after meals (11). Under normal conditions, after
eating, insulin is secreted and by binding to their receptors on target cells, insulin increases
uptake and utilization of glucose in tissues, increases glycogenesis and inhibits the process of
gluconeogenesis. In contrast to fasting condition, counter-insulin hormones (glucagon,
epinephrine), which play a role in increasing blood glucose levels (12, 13). There are 2 main
insulin signaling pathways through its receptors, the PI3K-Akt pathway and Grb2 / SOS / Race
/ MAPK (14). The process of metabolism of glucose, fat and protein is under the influence of
insulin through the PI3K-Akt pathway. Under the PI3K-Akt pathway, there are many proteins
that are regulated by insulin activity, both activated and inhibited in order to fulfill insulin
function in maintaining glucose levels remain normal (13,15). One of the downstream proteins
in insulin signaling is Foxol (14,16). Foxol is a protein that plays a role in the transcription of
gluconeogenic enzyme genes, to encourage the process of gluconeogenesis. Under normal
conditions, after eating, insulin through the PI3K-Akt pathway, inhibits Foxol transcription
activity by phosphorylating Foxol at the Thr-24, Ser-256 and Ser-319 sites, causing Foxol to
exit the nucleus, and thereby inhibiting transcriptional activity (17,18). In fasting conditions,

where blood glucose levels are low, and insulin is not secreted, Foxol remains in the nucleus,
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so Foxol transcription activity will continue. The genes that are the target of Foxol
transcription in the process of gluconeogenesis are the enzyme phosphoenolpyruvate
carboxykinase (PEPCK) (19) and glucose 6 phosphatase (G6Pc) gene. PEPCK is an enzyme
that plays a role in the decarboxylation of oxaloacetate to phosphoenolpyruvate (19), whereas
G6Pc plays a role in the transportation and hydrolysis of glucose 6 phosphate to free glucose
and inorganic phosphate. G6Pc enzyme deficiency causes free glucose cannot be released into

the blood and causes hypoglycemia (20).

MATERIALS AND METHODS
The samples used in the present study were rats’ liver tissue sample of male Spraque Dawley
rats aged 36-40 weeks, from our previous study. Rats' body weight ranged between 300 to 350
grams (purchased from the RI Research and Health Agency). Based on the Federer formula,
the total samples used were 24 rats. Rats were placed individually in rooms with good
ventilation. Room temperature was kept between 18-26 ° C. Humidity kept between 30-70%.
Rats kept getting 12 hours of light and dark cycles. We make sure that rats' cages are kept clean
every day. After a week of acclimation, as randomly, we divided rats into four groups. The first
group fed with AIN-93M (Research Diets Inc., USA) ad libitum as a control group (Group 1,
n = 6, designated as C). The second group fed with modified AIN-93M ad libitum (AIN-93M
with restricted-B12) with additional pectin / cellulose as a source of fiber for four weeks (Group
2, n = 6). The third group fed with a modified ad-libitum AIN-93M diet (Group 3, n = 6) for
eight weeks. And the last, the fourth group fed with a modified ad-libitum AIN-93M diet
(Group 4, n = 6) for 12 weeks. The content of vitamin B12 in modified diets is lower than that
of a control diet. Modified foods contain 50 g of pectin / kg. It aims to bind pectin with intrinsic
factors in the intestine, so that interfering their binding with vitamin B12. Food intake was

observed every day, and body weight was measured weekly. After 4, 8 and 12 weeks of feeding,
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rat's liver tissue were taken. Before rat’s liver tissue were taken, the four groups of rats fasted
for 12 hours. All animal procedures were based on Declaration of Helsinki. Ethical approval
for experiment obtained from Medical Ethical Committee, Universitas Indonesia

(N0.184/UN2.F1/ETIK/2017).

Examination of Foxol protein expression

From each liver tissue sample from each group, protein isolation was carried out with RIPA
buffer 10x, centrifugation at a speed of 12,000 rpm, for 20 minutes, at 4 ° C. A standard curve
for measuring protein concentration, created using BSA. Then, we did electroforesis followed
by wet transfer on PVDF membrane. Antibody labeling using anti-GAPDH mouse (Cell
Signaling Technology # 97166, MW: 37 kDa) with a concentration of 1: 2,000 and anti-Foxol
rabbit (Ab-256) (Sigma-Aldrich. SAB4300410, MW: 78-82 kDa) with a concentration of 1:

500.

Examination of G6Pc gene expression

From each liver tissue sample from each group, isolation and extraction of total RNA was
carried out using Quick-RNA™ Miniprep Plus, Zymo Research. Continue to the cDNA
synthesis stage using ReverTra Ace® gPCR RT Master Mix with gDNA remover, Toyobo.
Real-time RT-PCR is done using the Applied Biosystem™ StepOne™ Real-Time PCR
System, and SensiFAST™ SYBR® Hi-ROX Kit, Bioline. The B-actin gene, is used as an
internal control. Primary B-actin: forward 5 - CTA AGG CCA ACC GTG AAA AG - 3,
reverse 5 '- GGG GTG TTG AAG GTC TCA AA -3'. G6Pc Primer: forward 5 '- ACT CCC

AGG ACT GGT TTG TC -3/, reverse 5'- CCA GAT GGG AAA GAG GAC AT -3
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Statistical analysis
Both statistical analysis for Foxol expression and G6Pc gene expression were performed using

One-Way ANOVA analysis. All data processing was performed using SPSS 24.

RESULTS
Foxol protein expression
In figure 1a, Foxol with molecular weight 78-2kDa were detected in all groups. In figure 1b,
shown, there were not significant difference of Foxol expression between the vitamin B12, 4,

8 and 12-week restriction groups to control group (P> 0.05).

20kDa FOXOL

30kDa GAPDH

70kDa FOXOI1

M K P4 P8 P12
M K P4 P3 P12
- T e E— om—
M K P4 P8 P-12
FOXO1
TokDa

30kDa

Normalize signal (/pixels)

C R

Figure la: FOXO1 protein band expression in vitamin B12 deficiency. Figure 1: FOXO1

-4 R-8 R-12

expression in vitamin B12 restriction. M= marker; K= control group; P-4 = 4 weeks of B12
restriction diet group; P-8 = 8 weeks of B12 restriction diet group; P-12 = 12 weeks of B12

restriction diet group.
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Figure 1b: FOXOL1 protein band expression in vitamin B12 deficiency (7x repetition). FOXO1
expression in vitamin B12 restriction. (N=24, P > 0.05) C= control group; R-4 = 4 weeks of
B12 restriction diet group; R-8 = 8 weeks of B12 restriction diet group; R-12 = 12 weeks of
B12 restriction diet group. There were not significant difference of FOXO1 expression between
the vitamin B12, 4, 8 and 12-week restriction groups to control group (P> 0.05) Data are given

as means = SD (n =5).

Glucose 6 Phosphatase (G6Pc) gene expressions
In figure 3, shown, there were not significant difference of G6Pc expression between the

vitamin B12 restriction groups (4, 8 and 12-weeks to control group (P> 0.05).
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Figure 2: Data are given as means + SD (n = 5). Figure 3: Relative expression of G6Pc in
vitamin B12 restriction. (N=24, P > 0.05) C= control group; R-4 = 4 weeks of B12 restriction
diet group; R-8 = 8 weeks of B12 restriction diet group; R-12 = 12 weeks of B12 restriction
diet group. There were not significant difference of G6Pc expression between the vitamin B12

restriction groups (4, 8 and 12-weeks to control group (P> 0.05).

DISCUSSION

The results of Foxol expression between the control group and the restriction group of vitamin
B12 for 4, 8 and 12 weeks, didn’t show significant differences. This might be due to the
condition of insulin resistance, the effect of insulin inhibition on Foxol is lost, so that Foxol

remains in the nucleus and it is active as a transcription factor. This is similar to normal
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conditions, when fasting, the inhibitory effect of insulin on Foxo1 is also absent. The difference
is, in conditions of insulin resistance, although high blood insulin levels, insulin cannot work
due to interference with the receptors, whereas in normal condition, when fasting, low blood
glucose levels, inhibit insulin secretion so that there is no effect of insulin inhibition on Foxol
due to low insulin levels. This is what might cause no significant difference between the control
group and the restriction group of vitamin B12, 4, 8 and 12 weeks.

The results of the relative expression of the G6Pc gene also did not show significant differences
between the control group and the restriction group of vitamin B12, 4, 8 and 12 weeks; these
results are consistent with the expression of the Foxol protein, clarifying the effect of Foxol
on G6Pc. Thus these results reinforce the alleged involvement of the gluconeogenesis process,
and specifically the PI3K-Akt-Foxol pathway in the pathogenesis of hyperglycemia in insulin-
resistant mice, which is caused by hyperhomocysteinemia due to vitamin B12 deficiency.

CONCLUSION

Hyperglycemia that occurs, based on the results of the first phase of research (3) involves the
process of gluconeogenesis through increased Foxol activity and expression of its target gene
G6Pc.
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