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Desain Dan Optimasi Primer Mmp8 Untuk Analisis Inflamasi Pada Jaringan
Hati Tikus (Rattus novergicus) Hypoxia Intermittent

Angelika Rahmi

ABSTRAK

Matrix Metalloproteinase-8 (Mmp8) merupakan enzim proteolitik yang
berperan penting dalam proses degradasi matriks ekstraseluler serta regulasi
respon inflamasi pada jaringan tubuh, termasuk hati. Ekspresi Mmp8 diketahui
meningkat pada kondisi stres oksidatif dan inflamasi yang dipicu oleh hipoksia
intermiten, yaitu keadaan kekurangan oksigen yang terjadi secara berulang dan
fluktuatif. Kondisi hipoksia intermiten dapat memicu peningkatan mediator
inflamasi dan enzim proteolitik seperti Mmp8, sehingga memperburuk kerusakan
jaringan hati. Penelitian ini berfokus pada desain dan optimasi primer gen Mmp8
pada Rattus norvegicus sebagai langkah awal alat molekuler yang valid untuk
mendeteksi perubahan ekspresi Mmp8 sebagai marker inflamasi pada jaringan hati
tikus yang mengalami hipoksia intermiten.

Jenis penelitian ini adalah penelitian deskriptif dengan pendekatan kuantitatif.
Mengenai desain primer gen Mmp8 serta optimasi suhu annealing qRT-PCR.
Desain primer dilakukan menggunakan perangkat lunak Geneious Prime, dengan
memanfaatkan sekuen gen Matrix Metalloproteinase-8 (Mmp8) yang memiliki
nomor akses NM_022221.2, diperoleh dari basis data NCBI (National Center for
Biotechnology Information) dalam format GenBank. Selanjutnya, primer yang
telah memenuhi kriteria tersebut diuji spesifisitasnya secara in silico
menggunakan Primer-BLAST yang tersedia di situs NCBI.

Berdasarkan hasil analisis, primer forward memiliki urutan nukleotida
CGGGGTATTGGAGGAGATGC dengan panjang 20 basa, kandungan GC
sebesar 60%, dan suhu leleh (Tm) 59,96°C, sedangkan primer reverse memiliki
urutan CAGGGTGTGCTGAAGGTCCATA dengan panjang 22 basa. Hasil
elektroforesis memperlihatkan bahwa pita DNA dengan ukuran sekitar 241 bp
muncul jelas pada suhu annealing 57,7°C dan 56,1°C, yang menunjukkan
keberhasilan amplifikasi fragmen target gen Mmp8 sesuai ukuran yang telah
diprediksi dari hasil desain primer in silico.

Keywords: Desain Primer, Intermittent Hypoxia, Mmp8



Design and Optimization of Mmp8 Primers for Inflammation Analysis in Rat
(Rattus novergicus) Liver Tissue Under Intermittent Hypoxia

Angelika Rahmi

ABSTRACT

Matrix Metalloproteinase-8 (Mmp8) is a proteolytic enzyme that plays a crucial
role in the degradation of the extracellular matrix and the regulation of
inflammatory responses in body tissues, including the liver. Mmp8 expression is
known to increase under conditions of oxidative stress and inflammation triggered
by intermittent hypoxia, a condition of repeated and fluctuating oxygen
deprivation. Intermittent hypoxia can trigger an increase in inflammatory
mediators and proteolytic enzymes such as Mmp8, thereby exacerbating liver
tissue damage. This study focuses on the design and optimization of Mmp8 gene
primers in Rattus norvegicus as a first step in developing a valid molecular tool to
detect changes in Mmp8 expression as an inflammatory marker in liver tissue of
rats experiencing intermittent hypoxia.

This type of research is descriptive research with a quantitative approach.of the
Mmp8 gene primer design and qRT-PCR annealing temperature optimization.
Primer design was performed using Geneious Prime software, utilizing the Matrix
Metalloproteinase-8 (Mmp8) gene sequence, accession number NM_022221.2,
obtained from the National Center for Biotechnology Information (NCBI)
database in GenBank format. Next, primers that met these criteria were tested for
specificity in silico using Primer-BLAST, available on the NCBI website.

Based on the analysis, the forward primer had the nucleotide sequence
CGGGGTATTGGAGGAGATGC, was 20 bases long, had a GC content of 60%,
and a melting point (Tm) of 59.96°C, while the reverse primer had the sequence
CAGGGTGTGCTGAAGGTCCATA, was 22 bases long. Electrophoresis results
showed that a DNA band of approximately 241 bp appeared clearly at annealing
temperatures of 57.7°C and 56.1°C, indicating successful amplification of the
target Mmp8 gene fragment according to the size predicted from the in silico
primer design results.

Keywords: Primary Design, Intermittent Hypoxia, Mmp8
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BAB |
PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Hipoksia didefinisikan sebagai keadaan berkurangnya suplai oksigen (O,) ke
jaringan hingga di bawah kadar fisiologis walaupun perfusi jaringan oleh darah
masih adekuat. Hipoksia yang berulang (hipoksia intermitten) sering dialami oleh
para penerbang maupun awak pesawat. Jika hipoksia berlanjut, maka akan terjadi
metabolisme anaerobik yang berlebihan dan gangguan pada mitokondria yang
dapat menyebabkan apoptosis sel (Hidayat et al., 2010). Hipoksia merupakan
kondisi berbahaya karena dapat mengganggu fungsi otak, hati, dan organ lainnya
dengan cepat (Hidayat et al., 2010). Berkurangnya ketersediaan O, ini akan
mengakibatkan gangguan pada metabolisme tubuh dan homeostasis sel serta
menyebabkan kerusakan jaringan. Sebagian besar mamalia tidak memiliki
toleransi yang besar terhadap kurangnya O,. Salah satu efek hipoksia adalah
peningkatan produksi radikal bebas (Priantono et al., 2014).

Hipoksia intermiten (intermittent hypoxia, IH) merupakan kondisi di mana
jaringan secara berulang mengalami penurunan kadar oksigen, dan merupakan
salah satu karakteristik utama dari gangguan seperti Obstructive Sleep Apnea
(OSA). Studi pada hewan telah menunjukkan bahwa paparan IH memperparah
kerusakan hati melalui mekanisme stres oksidatif, disfungsi endotel intrahepatik,
serta aktivasi jalur peradangan seperti NF-xB, yang pada akhirnya dapat
mendorong proses fibrosis hati (Li et al., 2024). Pada jaringan hati tikus (Rattus
norvegicus), respons inflamasi terhadap IH dapat muncul lebih awal sebelum

perubahan struktural besar seperti fibrosis, sehingga penting untuk
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mengidentifikasi marker molekuler yang sensitif dan spesifik terhadap perubahan
inflamasi dini (Kang et al., 2017).

Salah satu kelompok molekul yang sangat relevan adalah keluarga enzim
protease yaitu Mmp8 (matrix metalloproteinase-8), yang selain berfungsi dalam
degradasi matriks ekstraseluler, juga telah dilaporkan memiliki peran non-
konvensional dalam regulasi selulat dan respons inflamasi, termasuk jaringan hati.
Sebagai contoh, penelitian menunjukkan bahwa Mmp8 dapat mengaktifkan sel
stellata hati melalui jalur ERK1/2 yang memfasilitasi transdiferensiasi sel ke
fenotip myofibroblast, yang berkaitan dengan remodeling jaringan dan peradangan
kronis (Saijou et al., 2018). Selain itu, dalam model hewan, ekspresi Mmp8
terbukti berpengaruh dalam resolusi fibrosis hati, menunjukkan bahwa regulasi
Mmp8 mungkin bersifat protektif dalam beberapa konteks hati (Sandoval et al.,
2004). Namun demikian, masih sangat terbatas penelitian yang mengevaluasi
ekspresi Mmp8 secara spesifik dalam kondisi hipoksia intermiten pada jaringan
hati tikus, serta sedikit yang melakukan analisis kuantitatif atau desain molekuler
primer untuk pengukuran ekspresi gen tersebut.

Ekspresi gen adalah proses ketika informasi genetik yang tersimpan dalam
DNA digunakan untuk menghasilkan produk fungsional yaitu protein. Pengukuran
ekspresi gen ini secara akurat membutuhkan desain primer yang spesifik, efisien,
dan tervalidasi untuk target gen. Desain primer yang buruk dapat menghasilkan
amplikon non-spesifik, efisiensi rendah, atau kegagalan reaksi PCR, yang pada
akhirnya akan memengaruhi interpretasi biologis dari data ekspresi gen. Dalam
studi ini, maka, diperlukan pendekatan desain dan optimasi primer Mmp8 pada

Rattus norvegicus, untuk memastikan bahwa perubahan ekspresi yang diukur
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benar-benar sesuai dengan regulasi Mmp8 di jaringan hati akibat paparan
hipoksia intermiten. Dengan demikian, perlu dilakukan penelitian dengan judul
“Desain dan Optimasi Primer Mmp8 untuk Analisis Inflamasi pada Jaringan Hati

Tikus (Rattus novergicus) Hypoxia Intermittent”

B. Rumusan Masalah

1. Bagaimana mendesain primer yang spesifik dan sesuai untuk gen Mmp8 pada
Rattus norvegicus agar dapat digunakan dalam analisis ekspresi gen pada
jaringan hati?

2. Bagaimana hasil optimasi primer Mmp8 untuk memastikan spesifisitas dan
efisiensi amplifikasi?

C. Tujuan Penelitian

1. Mengetahui primer spesifik untuk gen Mmp8 pada Rattus norvegicus secara
berdasarkan data sekuens genetik, agar diperoleh primer yang spesifik
terhadap target gen dan sesuai digunakan dalam analisis ekspresi gen pada
jaringan hati.

2. Menilai karakteristik optimasi dan evaluasi primer Mmp8, sehingga primer
yang dihasilkan memenuhi kriteria valid untuk analisis ekspresi gen.

D. Manfaat Penelitian

1. Menambah pengetahuan tentang peran gen Mmp8 dalam proses inflamasi pada
jaringan hati akibat hipoksia intermiten.

2. Memberikan informasi tentang strategi desain dan evaluasi primer yang dapat
dijadikan referensi oleh peneliti lain dalam analisis gen ekspresi Mmp8 atau

gen sejenis.



4
3. Memberikan dasar ilmiah untuk pengembangan marker molekuler yang dapat

digunakan dalam studi inflamasi hati atau penelitian biomedis terkait hipoksia.



BAB V
PENUTUP

A. Kesimpulan

1.

Penelitian ini telah berhasil mendesain primer spesifik untuk gen Mmp8
(Matrix Metalloproteinase-8) pada jaringan hati tikus (Rattus norvegicus),
dengan sekuens primer forward 5’-CGGGGTATTGGAGGAGATGC-3’ dan
reverse 5’-CAGGGTGTGCTGAAGGTCCATA-3’, yang menghasilkan
amplikon berukuran 241 bp.

Berdasarkan hasil optimasi PCR dengan metode gradient temperature,
diperoleh bahwa suhu annealing optimum berada pada kisaran 56,1°C—
57,7°C, yang memperlihatkan pita sesuai ukuran ampplikon target, meskipun
pita tidak tunggal pada hasil elektroforesis gel agarosa.

Saran

Disarankan untuk penelitian selanjutnya melakukan validasi primer melalui

analisis ekspresi gen secara kuantitatif menggunakan metode Real-Time PCR

(gPCR). Validasi ini penting untuk memastikan bahwa primer Mmp8 yang telah

dirancang dan dioptimasi benar-benar spesifik, efisien, serta mampu

merepresentasikan tingkat ekspresi gen target secara akurat.
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