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Abstract

Tumor suppressor gene p53 is one of the specific parameters of the occurrence of brain
neuron death in animal models of brain ischemia. Several studies show that the duration of
reperfusion of TBCCAO has an effect on the expression of p53 protein. The duration of
ischemia for 5 minutes followed by reperfusion of 1 hour, 4 hours, 8 hours, 24 hours, and 7
days increased the expression of p53 protein. 30-minute ischemia induction followed by 4-
hour reperfusion showed increased p53 protein expression in rat serum. It is not yet known
how the influence of TBCCAO ischemia duration on p53 expression in rat brain. This study
used Wistar, male rats, aged 3-4 months, weighing 175-250 g, and healthy. Group A was a
group of TBCCAO rats with a duration of 5 minutes ischemia, 24-hour reperfusion duration
(five). Group B was a group of TBCCAO mice with a duration of 10 minutes ischemia, 24-
hour reperfusion (five). Group C was a group of TBCCAO mice with a duration of 20
minutes ischemia, 24-hour reperfusion (five). Group D was a group of sham-operated mice
(five). The expression of p53 protein is semi quantification of p53 expressed on the pyramidal
neuron of the frontal brain (cortex prefrontal, striatum) and CAl hippocampus, with IHC
staining using anti-p53 antibodies. P53 expression will be seen in the cytoplasm of pyramidal
neuron CA1 hippocampus. The cytoplasm of neurons will be brownish in color. The semi-
quantification method of p53 expression uses the ALLRED score. Data analysis using one
way ANOVA test. The analysis found differences in frontal brain p53 expression (cortex
prefrontal and striatum) (p = 0.00) and there were differences in p53 expression in
pyramidal neuron CAL hippocampal (p = 0.013). There was an effect of the duration of
TBCCAO on the expression of p53 protein in rat brain after 24-hour reperfusion.

Keywords: TBCCAO ’s duration, p53, rat’s brain
Abstrak

Tumor suppressor gene p53 adalah salah satu parameter spesifik kematian neuron otak pada
hewan model iskemia otak. Beberapa penelitian menunjukkan bahwa durasi reperfusi
TBCCAO berpengaruh terhadap ekspresi protein p53. Durasi iskemia selama 5 menit yang
diikuti dengan reperfusi 1 jam, 4 jam, 8 jam, 24 jam, dan 7 hari meningkatkan ekspresi
protein p53. Induksi iskemia durasi 30 menit yang diikuti dengan reperfusi 4 jam
menunjukkan peningkatan ekspresi protein p53 serum tikus. Belum diketahui bagaimana
pengaruh durasi iskemia TBCCAO terhadap ekspresi p53 otak tikus. Penelitian ini
menggunakan tikus Wistar, jantan, berusia 3-4 bulan, berat badan 175-250 g, dan sehat.
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Kelompok A adalah kelompok tikus TBCCAO dengan durasi iskemia 5 menit, durasi
reperfusi 24 jam (lima). Kelompok B adalah kelompok tikus TBCCAO dengan durasi
iskemia 10 menit, reperfusi 24 jam (lima). Kelompok C adalah kelompok tikus TBCCAO
dengan durasi iskemia 15 menit, reperfusi 24 jam (lima). Kelompok D adalah kelompok tikus
sham operated (lima). Ekspresi protein p53 adalah semi kuantifikasi p53 yang terekspresikan
pada pyramidal neuron otak bagian depan (cortex prefrontalis, striatum) dan CAl
hippocampus dengan pewarnaan IHC menggunakan antibody anti p53. Ekspresi p53 akan
tampak pada sitoplasma pyramidal neuron CA1l hippocampus. Sitoplasma neuron akan
berwarna kecoklatan. Metode semi kuantifikasi ekspresi p53 menggunakan skor ALLRED.
Analisis data menggunakan uji one way ANOVA. Hasil analisis didapatkan perbedaan
ekspresi p53 otak bagian depan (cortex prefrontalis dan striatum) (p = 0,00) dan terdapat
perbedaan ekspresi p53 pyramidal neuron CAL hippocampus (p = 0,013). Terdapat pengaruh
durasi TBCCAO terhadap ekspresi protein p53 otak tikus pasca reperfusi 24 jam.

Kata kunci: Durasi TBCCAO, p53, otak tikus
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Pendahuluan

Beberapa dekade terakhir model
ischemia/reperfusion injury (I/R 1) pada
hewan coba telah banyak digunakan dalam
upaya mengkaji penyakit stroke. Cedera
iskemia reperfusi (I/R injury) adalah
cedera otak yang disebabkan oleh
mengalirnya kembali darah pada daerah
otak yang telah mengalami iskemia.
Cedera iskemia reperfusi terdiri dari tiga
periode vyaitu iskemia, reperfusi dan
periode perbaikan (Kalogeris et al., 2014).

Model I/IR injury yang
menginduksi iskemia otak global salah
satunya adalah Bilateral Common Carotid
Artery Occlusion (BCCAO) dengan cara
mengikat arteri carotis communis kanan
dan kiri. Pada teknik ini terdapat dua
durasi yaitu durasi iskemia dan durasi
reperfusi. Durasi iskemia adalah lamanya
oklusi arteri carotis communis bilateral
dimana bervariasi mulai dari 5 menit
sampai dengan 60 menit. Durasi yang
kedua adalah durasi reperfusi yaitu waktu
sejak dilepaskannya ikatan pada arteri
carotis communis sampai dilakukan
dekapitasi terminasi hewan coba. Variasi
durasi reperfusi mulai dari 30 menit
sampai dengan 10.080 menit (Handayani
et al., 2018; Handayani et al., 2019).

Beberapa penelitian model iskemia
otak menunjukkan bahwa durasi reperfusi

berpengaruh terhadap ekspresi protein p53.
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Normalnya, protein p53 tidak
terekspresikan pada hippocampus tikus
yang berusia 4-6 bulan. Ekspresi protein
p53 akan terjadi di CAl hippocampus
pada tikus usia tua yaitu usia 15 bulan
(Chung et al.,, 2000). Durasi iskemia
selama 5 menit yang diikuti dengan
reperfusi 1 jam, 4 jam, 8 jam, 24 jam, dan
7 hari akan meningkatkan ekspresi protein
p53 (Endo, Nito, et al., 2006). Induksi
iskemia durasi 30 menit yang diikuti
dengan reperfusi 4 jam menunjukkan
peningkatan ekspresi protein p53 otak
(Kizmazoglu et al., 2015). Tumor
suppressor gene p53 merupakan salah satu
parameter spesifik terjadinya kematian
neuron otak pada hewan model iskemia
otak. Model TBCCAO ini dapat
menyebabkan kematian pyramidal neuron
CAl hippocampus, neuron Purkinje
cerebelum dan neuron cortex cerebri
(Endo, Nito, et al., 2006) Kematian neuron
CAl hippocampus dalam 1 hari pasca
iskemia yang diinduksi dengan teknik
BCCAO diduga melibatkan peranan a
pro-apoptotic factor, tumor suppressor
gene p53 (Vaseva & Moll, 2009; Raz et
al., 2011). Ekspresi berlebihan protein p53
pada kultur pyramidal neuron tikus
menyebabkan kematian sel (Jordan et al.,
1997). Belum diketahui

pengaruh durasi iskemia yang diinduksi

bagaimana
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oleh TBCCAO terhadap ekspresi p53 otak
tikus.

Metode Penelitian

Penelitian ini adalah penelitian
eksperimental  dengan  menggunakan
rancangan post test only control group
design. Penelitian ini menggunakan tikus
(Rattus norvegicus) galur Wistar, jantan,
berusia 3-4 bulan, berat badan 175-250 g,
dan sehat. Subyek terbagi dalam 4
kelompok vyaitu Kelompok A adalah
kelompok tikus TBCCAO durasi iskemia
5 menit, reperfusi 24 jam. Kelompok B
adalah kelompok tikus TBCCAO durasi
iskemia 10 menit, reperfusi 24 jam.
Kelompok C adalah kelompok tikus
TBCCAO durasi iskemia 20 menit,
reperfusi 24 jam. Kelompok D adalah
kelompok tikus sham operated.

Hewan coba adapatasi di kandang
IVC berukuran (40x20x20) cm?®. Satu
kandang diisi oleh 2 tikus. Suhu dalam
kandang diatur pada suhu kamar.
Pencahayaan dalam kandang diatur dengan
siklus terang gelap selama 12 jam. Siklus
terang dimulai pukul 06.00 WIB dan siklus
gelap dimulai pukul 18.00 WIB. Pelet
diberikan setiap hari pada pagi hari pukul
06.00 WIB. Air minum diberikan secara
ad libitum (Handayani et al., 2018).

Prosedur

melakukan  tindakan

TBCCAO berdasarkan prosedur yang telah
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dilakukan sebelumnya (Handayani et al.,
2018; Handayani et al., 2016). Tikus
dianastesi dengan ketamin. Dosis ketamin
adalah 80-100 mg/kgBB im. Tikus
diletakkan di platform steril Digital Jumbo
Hotplate (LHT-2030D). Suhu rektal tikus
dipertahankan pada temperatur 37 + 1 °C.
Desinfeksi bagian leher depan tikus
dengan menggunakan larutan betadin.
Insisi dilakukan secara vertikal pada
bagian medial leher anterior tikus. Arteri
carotis communis bilateral dieksplorasi
dengan teknik diseksi tumpul tanpa
memotong glandula submandibularis dan
nervus phrenicus. Jika arteri carotis
communis telah tampak maka dilakukan
ligasi arteri carotis communis dengan
menggunakan micro vascular clamp
(Serrefine  Small Curved. Q1Y:01No)
selama 5, 10 dan 20 menit. Jika ligasi telah
selesai maka diberikan terapi analgetik
yaitu bupivacain 0,25% dosis 0,1 mL
lokal. Frekuensi pemberian satu kali/hari.
Bekas insisi dijahit kembali dengan
menggunakan  benang silk.  Daerah
disekitar insisi didisinfeksi menggunakan
povidone iodine.
Eutanasia dilakukan pasca
reperfusi 24 jam, dengan teknik perfusi
transkardial. Tikus dianastesi
menggunakan ketamin dosis 80-100
mg/kgBB im. Insisi linea mediana pada
dinding abdomen dilakukan setelah tikus
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masuk dalam fase anastesi dalam,
dilanjutkan insisi sepanjang linea axilaris
sampai dinding dada terbuka dan jantung
terlihat. Ventrikel kiri jantung diinsisi
kemudian kanula dimasukkan sampai
mencapai aorta ascenden. Kanula difiksasi
dengan penjepit arteri. Insisi atrium kanan
untuk mengeluarkan darah. Cairan perfusi
NaCl dialirkan melalui kanula. Agar otak
mendapatkan perfusi sepenuhnya maka
dilakukan jepitan pada aorta decendens.
Perfusi dilanjutkan sampai darah yang
keluar melalui atrium kanan tampak jernih
dan arteri mamaria interna di sekitar
sternum tampak putih karena terisi cairan
jernih.  Dekapitasi  dilakukan setelah
perfusi transkardial sempurna, kemudian
jaringan otak diambil (Handayani et al.,
2018).

Blok parafin jaringan otak bagian
depan dan hippocampus disayat setebal 5
um  dengan  menggunakan  rotary

microtome.  Diambil  satu  sayatan,
kemudian dilakukan pewarnaan IHC
(imunohistokimia) dengan antibody anti-
p53  (Catalog  No.: FNab06083).
Pewarnaan  IHC  dimulai  dengan
deparafinisasi menggunakan xylol dan
alkohol dengan konsentrasi menurun.
Jaringan selanjutnya diinkubasi dengan
H202 3% dalam 10% methanol selama 20
menit, kemudian dicuci dengan

menggunakan akuades tiga kali dan PBS
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tiga kali. Selanjutnya dilakukan antigen
retrieval dengan buffer sitrat pH 6 di
dalam microwave. Irisan dipanaskan dalam
temperatur tinggi (100°C) selama 10 menit
kemudian dilanjutkan dengan temperatur
sedang-rendah selama 20 menit. Setelah
itu irisan didinginkan dan dicuci kembali
sebanyak tiga kali menggunakan PBS.
Irisan kemudian diblocking dengan
protein backgound snipper dalam waktu
10 menit lalu ditetesi antibodi (Ab) primer
dan diinkubasi selama satu malam dengan
suhu 4 °C sebelum dicuci kembali
sebanyak tiga kali dengan PBS. Setelah itu
irisan diinkubasi dengan Trekki Universal
Link selama 10 menit dan dicuci kembali
dengan PBS sebanyak tiga kali. Kemudian
dilakukan inkubasi dengan horseradish
peroxidase  conjugated
(kompleks SA-HRP) selama 10 menit dan
dicuci kembali dalam PBS sebanyak tiga
kali.

Streptavidin

Pengenalan sel yang terlabel p53
dilakukan dengan 3,3’-diaminobenzidin
(1:100) selama lima menit. Jaringan
selanjutnya dicuci sebanyak lima Kali
menggunakan akuades dan dilanjutkan
counterstained dengan hematoxylin meyers
selama satu menit, kemudian cuci dengan
air  mengalir selama dua  menit.
dilakukan dehidrasi
menggunakan etanol bertingkat yaitu 70%,
80%, 90%, 95%, dan 100% masing-

Selanjutnya
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masing selama satu menit. Kemudian
dibersihkan dengan xylene dan dicoverslip
dengan canada balsam.

Pengamatan preparat histologis
menggunakan perbesaran 400x pada
mikroskop cahaya Olympus CX21 dengan
kamera optilab yang terhubung pada
komputer. Komputer yang terhubung
dengan mikroskop memiliki software
optilab viewer untuk merekam gambar.

Ekspresi protein p53 adalah semi
kuantifikasi p53 yang terekspresikan pada
pyramidal neuron cortex prefrontalis dan
striatum (forebrain) dan CAl
hippocampus dengan pewarnaan [HC
menggunakan antibody anti p53. Ekspresi
p53 akan tampak pada sitoplasma neuron.
Sitoplasma  neuron akan  berwarna
kecoklatan.  Ekspresi  p53  dinilai
menggunakan  Allred scoring  yang
mempertimbangkan proporsi sel positif
dalam skala 0-5 dan intensitas warna
dalam skala 0-3. Hasil penilaian dari
kedua parameter itu akan dijumlah untuk
menginterpretasikan ekspresi p53. Jika
didapatkan hasil penjumlahan 0-2 maka
ekspresi p53 dianggap negatif, sedangkan
hasil penjumlahan 3-8 maka ekspresi p53
dianggap positif.

Uji normalitas data menggunakan
uji shapiro-wilk. Perbedaan ekspresi p53
antar kelompok diuji dengan uji statistik
Analyze of Varian atau ANOVA. lJika
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hasil analisis data yang didapatkan
signifikan (p<0,05) maka dilanjutkan

dengan post-hoc test.

Hasil dan Pembahasan

Penelitian ini telah mendapatkan
kelayakan etik
20/Ka.Kom.Et/70/KE/VI11/2017. Ekspresi

p53 dalam neuron tampak berwarna

dengan nomor

kecoklatan. Ekspresi protein p53 di
kelompok kontrol lebih rendah
dibandingkan
BCCAO (Gambar 1 dan 2). Analisis

statistik membuktikan bahwa peningkatan

kelompok perlakuan

durasi iskemia 5 dan 20 menit dapat
meningkatkan ekspresi p53 otak bagian
depan (cortex prefrontalis dan striatum)
tikus (Tabel 1). Terdapat perbedaan
ekspresi protein p53 hippocampus antar
kelompok penelitian (Tabel 2).

Ekspresi p53 dinyatakan dalam
skor allred. Nilai 0-2 menunjukkan bahwa
ekspresi p53 negatif, sedangkan nilai 2-8
menunjukkan ekspresi p53 positif. Ligase
arteri carotis communis bilateral selama 5
dan 20 meningkatkan ekspresi p53 di
bagian otak depan yaitu cortex prefrontalis
dan striatum. Terdapat perbedaan ekspresi
protein p53 CA1 Hippocampus otak tikus
antar kelompok penelitian.

Hasil penelitian ini menunjukkan
bahwa kerusakan otak tikus dengan model
TBCCAO melibatkan protein p53. Hasil
122
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penelitian ini sesuai dengan penelitian
lainnya yaitu terdapat peningkatan kadar
p53 serum tikus pasca induksi iskemia 5
menit dengan reperfusi 1, 4, 8, 24 dan 72
jam (Endo, Nito, et al., 2006). Saat otak
mengalami iskemik maka akan terjadi
peningkatan faktor transkripsi p53 yang
dapat menginduksi apoptosis. Filichia et
al. (2016)
penghambatan aktivitas p53 neuron otak

menyebutkan bahwa

bagian depan dapat mempertahankan
jumlah neuron pasca induksi iskemia
(Filichia et al., 2016).

(©) (d)

Gambar 1. Ekspresi p53 neuron
forebrain: (a) Kelompok TBCCAO durasi
iskemia 5 menit, (b) Kelompok TBCCAO
durasi iskemia 10, (c) Kelompok
TBCCAOQ durasi iskemia 20 menit, (d)
Kelompok sham operated
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Gambar 2. Ekspresi p53 neuron CAl
Hippocampus: (a) Kelompok BCCAO
durasi iskemia 5 menit, (b) Kelompok
BCCAO durasi iskemia 10, (c)
Kelompok BCCAO durasi iskemia 20
menit, (d) Kelompok sham operated

Berdasarkan area otak yang
mengalami  perubahan  maka  hasil
penelitian ini mendukung berbagai hasil
penelitian sebelumnya dimana dijumpai
iskemia dan perubahan seluler otak bagian
depan pasca TBCCAO. Terdapat gliosis,
infiltrasi limfosit, edema otak pada bagian
otak depan pasca BCCAO 30 menit
dengan reperfusi 45 menit (Singh et al.,
2007). Nandagopal et al. (2010)
menjumpai adanya kerusakan pada otak
bagian depan dan CA1 hippocampus pasca
ligasi selama 10-15 menit (Nandagopal et
al., 2010). Handayani et al. (2018)
menunjukkan bahwa iskemia terjadi di
cortex prefrontalis dan striatum pasca
ligasi 5 menit yang diikuti dengan
reperfusi 24 jam (Handayani et al., 2018).
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Tabel 1. Uji statistika ekpresi p53 p53 sitoplasma ke mitokondria. p53 akan
forebrain berdasarkan durasi iskemia menainduksi protein pro-anontotic seperti
TBCCAO g P pro-apop P
Rerat P Post hoc Bax, Noxa, p53AIP1, PUMA, dan Bid.
aSkor SD wvalu A B c ) )
Allred e D Berbagai senyawa tersebut akan beraksi
A 415 0%6 0q1 202 00 dalam mitokondria. Translokasi p53 ke
01 dalam  membran  mitokondria  akan
B 522
068 mengaktivasi mitochondria-dependent
C 606 7 apoptotic pathway. Kompleks inhibitor
D 043 OéG O’EO p53- anti-apoptotic Bcl-XL and Bcl-2

proteins, menyebabkan pelepasan

Tabel 2. Uji statistik ekpresi p53 pyramidal

> cytochrome c release dan aktivasi caspase
neuron CALl hippocampus berdasarkan

durasi iskemia TBCCAO (Endo, Kamada, et al., 2006). Durasi
Kelompok  Rerata SD i Krus|_<a| iskemia 5 menit dengan reperfusi 1, 4, 8,
Skor Normalitas ~ Walis
Allred 24, dan 72 jam menyebabkan translokasi
A 5,099 0,664 1,000 0,011* . :
B 5416 0,451 0.042 p53 ke mitokondria dan terbentuknya
C 5800 0,836 0,314 ikatan ~ Bcl-XL. lkatan ini  akan
D 3594 1,384 0,038 . . :
menginduksi pelepasan cytochrome c¢ dari
L : : mitokondria ke sitoplasma dan
Kondisi iskemia reperfusi akan P
. menyebabkan kematian pyramidal neuron
menghambat enzim Kompleks 1 dan y Py

CAl hippocampus (Endo, Nito, et al.,
2006). Translokasi p53 terjadi di
mitokondria hippocampus tetapi tidak

Kompleks IV  mitokondria sehingga
menyebabkan peningkatan kadar ion

kalsium intraseluler dan peningkatan
terjadi mitokondria cortex (Lehotsky et al.,

2009).
Pemberian pifithrin-alpha (PFTa),

produksi reactive oxygen spesicies (ROS)
mitokondria (Lehotsky et al., 2009).
Induksi TBCCAO selama 15 menit dengan
reperfusi 24 jam dapat meningkatkan
kadar ROS (Lin et al., 2016; Endo, Nito, et
al., 2006) Kadar ROS vyang tinggi

menyebabkan rusaknya DNA inti sel

suatu inhibitor p53  memperlemah
transport p53 nuclear dan DNA binding,
terbukti  memperkuat  neuron  dan
meningkatkan kesembuhan pasca stroke.
Interaksi protein kinase 1(DAPK1) - p53

merupakan titik penting untuk menentukan

sehingga ekspresi p53 dalam inti sel akan

meningkat (Niizuma et al., 2008)

Peningkatan p53 inti akan diikuti dengan apakah sel akan mengalami nekrosis atau

peningkatan p53 sitoplasma dan tranlokasi apoptosis pada.kejadian stroke iskemik.
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DAPK1 berikatan dengan p53DM dan
mengkatalisis pS23, dimana akan masuk
ke dalam inti dan mengaktifkan ekspresi
gen pro apoptosis. Sebaliknya, jika pS23
masuk ke mitokondrial dan berinteraksi
dengan cyclophilin D maka sel akan
menjadi nekrosis (Pei et al.,, 2014).
Mekanisme stroke lainnya dapat melalui
jalur GAPDH-p53. Translokasi GAPDH
ke dalam inti  sel
pembentukan ikatan GAPDH-p53. lkatan

menyebabkan

ini menyebabkan aktivasi p53-dependent
cell death pathway. p53 mengatur ekspresi
GAPDH (Zhai et al., 2014). Protein p53
dapat menginduksi apoptosis  pasca
iskemia  otak  melalui  mekanisme
penghambatan mikro RNA miR-29b (Cao
et al., 2018). miR-30a, miR 125b dan miR
155 dapat menghambat jalur apoptosis
mitokondrial sehingga aktivitas p53
menurun (Khoshnam et al., 2017; Hu et

al., 2015).

Kesimpulan

Kesimpulan penelitian ini adalah
durasi iskemia TBCCAO mempengaruhi
ekspresi protein p53 otak tikus.
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