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ABSTRAK

Kanser hepar adalah salah satu penyumbang kadar mobiditi dan mortaliti yang tinggi di
peringkat global, dan pelbagai bahan semula jadi telah dikaji yang berpotensi sebagai
rawatan kanser hepar. Tokotrienol kaya dengan sifat antioksidan dan berpotensi
memiliki sifat antikanser yang signifikan. Penyediaan tokotrienol yang paling lazim
adalah fraksi kaya tokotrienol yang diperolehi daripada minyak sawit (TRF). Kajian ini
bertujuan untuk mengkaji perubahan ekspresi protein fraksi sitosolik hepar tikus yang
diaruh karsinogenesis dan dirawat dengan dos TRF yang berbeza menggunakan kaedah
2D-gel elektroforesis. Sebanyak 42 ekor tikus jantan Wistar dibahagikan kepada 7
kumpulan iaitu kumpulan kawalan, kumpulan yang diberi TRF sahaja (500 mg/kg),
kumpulan tikus yang diaruh hepatokarsinogenesis yang tidak diberi sebarang rawatan
(HCC), kumpulan tikus yang diaruh hepatokarsinogenesis dan disuplementasi dengan
plelbagi dos TRF (HCC + TRF 125 mg/kg, HCC + TRF 250 mg/kg, HCC + TRF 500
mg/kg), dan kumpulan tikus yang-diaruh hepatekarsinogenesis dan disuplememtasi
dengan 100mg/kg butilhidroksianisol (BHA) (HCC ~+ BHA 100 mg/kg).
Hepatokarsinogenesis (HCC) diaruh melalui pemberian dietilnitrosamina (DEN) dan 2-
asetilaminofluorena (2AAF). TRF dan BHA diberikan pada peringkat awal pemberian
2AAF sehingga minggu ke-12 menggunakan kaedah paksaan oral. Pada minggu ke-12,
tikus-tikus dibunuh dan/ hepar mereka diasin/gkah,, Fraksi sitosolik telah disediakan
daripada homogenat tisu hepar. Elektroforesis 'gel dua dimensi (2DE) bersama
spektrometri  jisim  penyahjerapar/pengionan  laser  berbantu  matriks—masa
penerbangan/masa penerbangan {MAEDI-TOF/TOF) digunakan dalam kajian ini bagi
menentukan perubahan da(lém’ ekspresi global protein dan mengenal pasti identiti
protein yang berubah ekspresmya dalam fraksi sitosolik hepar tikus. Kesan rawatan
TRF terhadap ekspres1 brotem adalah bergantung dos. Kumpulan HCC + TRF 500
mg/kg menunjukkan bilangan tertinggi bintik protein yang diekspresikan secara
sig/niﬁkan,/,diikuti oleh kumpulan HCC + BHA 100mg/kg, kumpulan HCC + TRF
. 250mg/kg, kumpulan HCC + TRF 125mg/kg, kumpulan TRF 500mg/kg dan akhir
sekali kumpulan HCC, berbanding kumpulan kawalan. Sebanyak 23 protein yang
diekspresikan secara berbeza dan signifikan, dengan perubahan minimum 2 kali ganda
selepas rawatan, berbanding kumpulan kawalan. Namun, daripada 23 protein tersebut,
hanya 8 bintik protein sahaja yang berjaya dikenalpasti menggunakan sspektrometri
jisim. Bintik protein yang telah dikenal pasti adalah glutamat dehidrogenase 1 (DHE3),
subunit alfa protein flavin pemindah elektron (ETFA), ornitin karbamoiltransferase
(OTC), argigininosuksinate sintase (ASSY'), adenosina kinase (ADK), protein tekanan
70 (GRP75), S-adenosilmetionin (METK 1) dan aldehid dehidrogenase 2 (ALDH2), dan
mereka memainkan peranan penting dalam mekanisme hepatoprotektif melalui
pelbagai laluan metabolik dan pertahanan sel. Kesimpulannya, suplementasi TRF
mempunyai kesan hepatoprotektif dalam tikus yang diaruh hepatokarsinogenesis.
Penggunaan kaedah yang lebih sensitif seperti kromatografi cecair spektrometri jisim
(LCMS) diperlukan untuk mengenalpasti bintik-bintik yang tidak dapat dikenal pasti
melalui MALDI-TOF/TOF.
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2D-GEL PROTEOMIC ANALYSIS OF LIVER PROTEIN EXPRESSION IN
RATS WITH INDUCED HEPATOCARCINOGENESIS TREATED WITH
PALM-DERIVED TOCOTRIENOL-RICH FRACTION

ABSTRACT

Liver cancer is one of the major contributors to high morbidity and mortality rates
globally, and various natural compounds have been studied for their potential as
treatments for liver cancer. Tocotrienols are rich in antioxidant properties and may
possess significant anticancer effects. The most common form of tocotrienol
preparation is the tocotrienol-rich fraction derived from palm oil (TRF). This study
aimed to investigate changes in protein expression in the cytosolic fraction of rat liver
induced with carcinogenesis and treated with different doses of TRF, using the 2D-gel
electrophoresis method. A total of 42 male Wistar rats were divided into seven grdups’i
a control group, a group receiving TRE only (500.mg/kg), a hepatocarcinogenesis-
induced group without any treatment (HCC), groups induced with hepatocarcinogenesis
and supplemented with various doses of TRF (HCC + TRF 125 mg/kg:’HCC + TRF
250 mg/kg, HCC + TRE 500 mg/kg), and a group induced with hepatocarcinogenesis
and supplemented with 100 mg/kg butylated hydroxyénisole (BHA) (HCC + BHA 100
mg/kg). Hepatocarcinogenesis (HCC) was induced through the administration of
diethylnitrosamine (DEN) and 2- acetylanﬁmﬂuorene (2AAF). TRF and BHA were
administered orally by force-feeding starting from the initiation of 2A AF treatment until
week 12. At week 12, the rats were sacrificed and their livers were isolated. The
cytosolic fraction was prep/drefi/fr’é)m liver tissue homogenates. Two-dimensional gel
electrophoresis (2DE) combiried with matrix-assisted laser desorption/ioinization time-
of-flight mass spg:ctrome'try (MALDI-TOF/TOF) was used to determine global changes
in protein '1eXpresrsion and to identify proteins with altered expression in the cytosolic
fraction of rat liver. The effect of TRF treatment on protein expression was dose-
- dependent. The HCC + TRF 500 mg/kg group showed the highest number of
_significantly expressed protein spots, followed by the HCC + BHA 100 mg/kg group,
HCC + TRF 250 mg/kg, HCC + TRF 125 mg/kg, TRF 500 mg/kg, and lastly the HCC
group, compared to the control group. A total of 23 proteins were found to be
differentially and significantly expressed, with at least a two-fold change following
treatment compared to the control group. However, of these 23 proteins, only 8 protein
spots were successfully identified using mass spectrometry. The identified proteins
were glutamate dehydrogenase 1 (DHE3), electron transfer flavoprotein alpha subunit
(ETFA), ornithine carbamoyltransferase (OTC), argininosuccinate synthase (ASSY),
adenosine kinase (ADK), stress protein 70 (GRP75), and aldehyde dehydrogenase 2
(ALDH2). These proteins play important roles in hepatoprotective mechanisms through
various metabolic and cellular defense pathways. In conclusion, TRF supplementation
exerts a hepatoprotective effect in rats with induced hepatocarcinogenesis. More
sensitive techniques such as LC-MS are required to identify protein spots that could not
be identified using MALDI-TOF/TOF.
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STRING
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BAB I

PENGENALAN

1.1 PENDAHULUAN

Hepatokarsinoma sel (HCC) atau juga dikenali sebagai kanser hepar terhasil /darrii)ada
sel hepatosit yang bersifat-malignan dan merupakan-salah-satu faktor uta’ﬁfa kematian
di seluruh dunia. Berdasarkan kajian-oleh (Rumgay et al. 2022), kanser hepar
merupakan kanser keenam yang paling kerap didiagnosis® dah punca ketiga tertinggi

kematian akibat kanser pada tahun 2020 (Goh ?i[ ak 26 15) (Raihan et al. 2018).
- ‘//f j

Terdapat banyak kajian yang niencadangkan bahawa penyakit kanser boleh
dikawal dengan mengubah ga’y/aiﬁduf) dan pemakanan. Kaedah ini dilaporkan berupaya
mengawal mekanisme b/iolo‘gi/iltama seperti tekanan oksidatif, keradangan kronik,
ketidakseimbangaﬁ meltabolik, serta laluan isyarat sel yang terlibat dalam
kars/inogérigsirs. Bﬁerdasarkan kajian terdahulu, vitamin E berpotensi dalam merawat
i peibagai jenis penyakit seperti penyakit Alzheimer (Gugliandolo et al. 2017), penyakit
“kanser (Donnelly et al. 2022), penyakit hepar berlemak bukan alkohol (NFLD) (Hadi
et al. 2018). Vitamin E terdiri daripada lapan sebatian larut lemak yang dibahagikan
kepada dua iaitu tokoferol (TP) dan tokotrienol (T3). Buah kelapa sawit dan biji annatto

merupakan sumber yang kaya dengan tokotrienol dan merupakan salah satu sumber

semula jadi vitamin E (Abu-Fayyad et al. 2017).

Proliferasi sel merupakan proses biologi di mana sel membahagi untuk
meningkatkan bilangan sel, dan apabila proses ini berlaku secara tidak terkawal akibat
perubahan genetik, lalu menyumbang kepada pembentukan dan perkembangan sel
kanser. Apoptosis merupakan satu proses kematian sel terancang yang dimediasi oleh

beberapa laluan isyarat, iaitu laluan intrinsik dan ekstrinsik, yang dicetuskan oleh



pelbagai faktor termasuk tekanan selular, kerosakan DNA, serta pengawasan imun
(Carneiro et al. 2020). Proses ini mempunyai kepentingan yang signifikan dalam terapi

kanser kerana berperanan dalam penghapusan sel-sel kanser secara terkawal.

Terdapat banyak kajian telah menunjukkan T3 berpotensi untuk merencat
proliferasi sel kanser payudara (Idriss et al. 2020), kanser prostat (Wang et al. 2022),
paru-paru (Rajasinghe et al. 2019), dan kanser hepar. Selari dengan dapatan tersebut, -
tokotrienol, iaitu sebatian semula jadi yang berasal daripada vitamin E, turut dilaporkan
mempunyai aktiviti antitumor terhadap garis sel karsinoma hepatoselular manusia,
melalui pengaktifan proses autofagi yang membawa kepada kematian sel kanser

(Montagnani Marelli et al. 2024). We

-~

'

Ujian awal yang melibatkan pengujian-minyak kelapa/sawi:[ yang kaya dengan
fraksi tokotrienol dan alfa tokoferol terhadap prolifera§i sel kanser payudara pada galur
positif MDA-MB-435, yang mengandungi }ese"gtor/ estrogen, adalah eksperimen
pertama yang membuktikan bahawa} fraksi toKotrienol bertanggungjawab untuk
merencat proliferasi sel kanser. P\eﬁyelidikeg seterusnya telah mengesahkan peranan
tokotrienol sebagai agen @ntiI{aizg,éx;, menunjukkan keberkesanannya dalam menghalang

perkembangan kgnse/f pa]da ;;elbagai peringkat penting (Lodu et al. 2019).

. —

QY ;fbliétrienol terdiri daripada empat isomer utama iaitu alpha (o), beta (), delta

o (6) dan gamma (y) yang mempunyai sifat biologi yang berbeza, disebabkan oleh
“bilangan dan kedudukan kumpulan metil pada cincin kromanol. Walaupun isomer-
isomer tersebut mempunyai struktur asas kimia yang sama, perbezaan kecil yang
terdapat dalam struktur kimia memberikan kesan yang berbeza terhadap aktiviti biologi.
a-T3 mempunyai sifat neuroprotektif (Liu et al. 2024), 6-T3 pula berkesan dalam
melawan sel kanser pankreas (Husain et al. 2017), dan sel kanser prostat (Husain et al.
2017). Manakala y-T3 pula terbukti dalam merencat sel kanser perut (Zhu et al. 2024).
Oleh itu, perbezaan struktur kimia antara isomer-isomer tokotrienol dipercayai

memainkan peranan penting dalam menentukan potensi terapeutik dan mekanisme

tindakan masing-masing.



Tokotrienol menunjukkan aktiviti anti-tumor pada pelbagai peringkat laluan
isyarat sel termasuk menurunkan reseptor permukaan sel reseptor tirosin kinase 2
(ErbB2), mengurangkan fosforilasi kinase terkawal isyarat ekstrasel (ERK), protein
kinase B (AKT), dan sasaran mekanistik rapamisin (mTOR) fosforilasi terbalik kinase-
3 beta penghasil glikogen (GSK-38) menyebabkan peningkatan didalam
pengawalaturan dan pengeksportan nuklear forkhead box O3a (Foxo3a) dan
meningkatkan pengekspressan c-Jun, serta melalui sitotoksikiti sel secara langsung.
Tokotrienol memberikan kesan serentak pada pelbagai tapak jalan proliferasi sel dan
apoptotik dengan mengawal isyarat tapak jalan faktor nukleus kappa B (NF-«B).
Tokotrienol menghalang proliferasi sel kanser pankreas melalui kesan langsung ke atas
3-hidroksi-3-metilglutaril koenzim A reduktase (HMG-CoA), ErbB2, AKT,/ ERK,/NF;
kB, Foxo3a, c-Jun, p-GSK-3B, mTOR, dan RSK atau melalui modulasi rangi{aian
isyarat hulu atau hilir (Shin=Kang et al. 2011): D\

P
.
PN

Kajian terdahulu membuktikan bahawa tokotrienol menghalang pertumbuhan

~
{

sel kanser payudara dengan merencat akfnbltl _mitogenik oleh faktor pertumbuhan
epidermis (EGF) di dalam sel normal dan neoplastlk epitelium sel mamari. Pengaktifan
aktiviti tirosin kinase oleh® J:es/ep'tor EGF telah menyebabkan pengumpulan dan
fosforilasi beberapa /‘s'uthrat\ ir;[raselular yang turut mengaktifkan isyarat tapak jalan
onkogen tikus, (RAS)/ kinase serina (RAF)/ kinase yang mengaktifkan ERK (MEK)/
kinase téfk'élwal isyarat ekstrasel (ERK), juga dikenali sebagai tapak jalan kinase protein
\ yang diaktifkan oleh mitogen (MAPK). Tapak jalan MAPK berperanan dalam

“mengawal atur proliferasi dan transformasi sel (Sylvester et al. 2011).

Selain itu, kajian terdahulu telah membuktikan bahawa tokotrienol
mengaktifkan pengekspressan NAD(P)H, kinon oksidoreduktase 1 (NQO1), heme
oksigenase-1 (HO1) dan glutation S-transferase (GSTs). Enzim-enzim ini berperanan
penting dalam melindungi hepar daripada bahan yang bersifat karsinogen. Rawatan T3
menunjukkan peningkatan aras protein dan ekspresi gen NQO1 secara signifikan di
dalam hepar mencit. NQO1 berfungsi dalam mekanisme pertahanan selular terhadap
tekanan oksidatif stres dan perkembangan pelbagai jenis tumor seperti paru-paru, hepar,
kolon pankreas dan payudara (Atia et al. 2016). HO1 juga berperanan dalam merencat
tekanan oksidatif melalui penguraian lebihan “heme” (Azman Abdullah et al. 2017).



Manakala protein GSTs pula terlibat dalam detoksifikasi bahan-bahan karsinogen
seterusnya melindungi sel hepar daripada bahan yang bersifat karsinogen (Atia et al.

2018).

Kebanyakan kajian terdahulu telah membuktikan hubungkait antara tokotrienol
dan peningkatan pengekspresan protein faktor nuklear eritroid-2 (Nrf2). Terdapat
kekurangan kajian yang di jalankan ke atas hubung kait antara penggunaan tokotrienol
dan pengaktifan tapak jalan Nrf2 di dalam organ hepar secara in vivo. Berdasarkan
kajian lepas, tokotrienol mempunyai ciri ciri antikanser, serta pelindung hepar dan
menjadi lebih menarik untuk mengkaji TRF daripada kelapa sawit berkebolehan dalam
mempengaruhi isyarat Nrf2/protein berkaitan ECH mirip Kelch 1 (Keap 1) terutarﬁa di
dalam hepar. Ini akan-menjadi lebih™ menarik untuk menyiasat '/p/ening]'(atan
pengekspresan Protein (pelindung -hepar-Nrf2-dapat-membantu dalan menghalang

perkembangan kanser hepar pada tikus dengan menggunakan kaedah proteomik

-~
{

berasaskan gel 2-dimensi. oV
A
Di dalam kajian ini, kaedah elekiroforesis dua dimensi (2-DE) proteomik telah

dipilih kerana kaedah ini berpofensi dalam mengenalpasti lebih banyak protein
pelindung hepar dar'rpadla ujian/ imunoblot konvesional dalam mengenal pasti protein
yang terlibat-dalam perlindungan hepar oleh TRF. Tiada kajian telah dilakukan dalam

mengkaji Kesan tokotrienol ke atas pengekspresan protein hepar dengan menggunakan

- kaedah proteomik berasaskan gel 2-dimensi. Jika berlakunya peningkatan

“pengekspressan protein hepar yang bersifat hepatoprotektif, ini membuktikan bahawa
TRF bertindak sebagai pelindung hepar atau sebagai pencegah kemoterapi. Oleh itu,

TRF boleh dikenali sebagai agen pencegahan kemoterapi untuk mencegah kanser hepar.

1.2 JUSTIFIKASI KAJIAN

Tokotrienol (T3) telah dikenalpasti mempunyai potensi sebagai agen antikanser
berdasarkan sifat-sifatnya yang mampu mengubah beberapa laluan molekul yang
terlibat dalam pertumbuhan dan kelangsungan hidup sel kanser. Walau bagaimanapun,
kajian terdahulu mengenai suplemen tokotrienol dan ekspresi protein berkaitan Nrf2
kebanyakannya dilakukan dalam sel bukan hepar. Terdapat kekurangan maklumat

mengenai bagaimana TRF mempengaruhi laluan isyarat Nrf2/Keapl di dalam hati.



Peningkatan ekspresi protein Nrf2 dalam hepar berpotensi menghalang
hepatokarsinogenesis yang diinduksi secara kimia dalam model tikus. Namun, peranan
tokotrienol dalam kimoprevensi hepatokarsinogenesis hepar masih belum difahami
sepenuhnya. Setakat ini, tiada kajian komprehensif yang telah dijalankan untuk
menyelidik kesan TRF terhadap ekspresi protein global dalam hepar menggunakan
pendekatan proteomik berasaskan gel 2D. Di samping itu, kesan pelbagai dos TRF
terhadap hepar tikus yang dimodelkan dengan hepatokarsinogenesis belum dikaji
menggunakan teknik proteomik 2D. Oleh itu, untuk memahami mekanisme
kimoprevensi TRF, adalah penting untuk mengenal pasti protein dalam hepar yang
ekspresinya dipengaruhi oleh pendedahan kepada TRF, dengan menggunakan model

tikus kanser hepar dan pendekatan proteomik berasaskan gel 2D.

A

1.3 PERSOALAN KAJIAN

P

Adakah terdapat kesan bergantung dos pada ekspresi f)rot\ein global dalam hepar tikus
yang diaruh hepatokarsinogenesis dan dirawat dengan pelbagai dos TRF yang berbeza?
ol A

L -

1.4 OBJEKTIF KAJIAN _ <7 "~

- )
¢ P

e’

1.4.1 Objektif Umuin |

Untuk rneriéirikaﬁ dan membandingkan perubahan dalam pengekspresan protein global
) padé hepar'tikus yang diaruh hepatokarsinogenesis dan dirawat dengan pelbagai dos

_TRF yang berbeza menggunakan kaedah proteomik 2-DE.



1.4.2

1.5

Objektif Khusus

Untuk mencirikan dan membezakan pengekspresan protein hepar selepas
aruhan hepatokarsinogenesis dan rawatan dengan pelbagai dos TRF

menggunakan model tikus dan kaedah proteomik 2-DE.

Untuk menentukan tapakjalan mekanisme TRF dalam hepar tikus yang diaruh
hepatokarsinogenesis dan dirawat dengan pelbagai dos TRF, menggunakan

kaedah proteomik 2-DE.

Untuk mengenalpasti kesan pemberian pelbagai dos tokotrienol yang b,erbeia
terhadap pengekspresan protein-yang-dikawal atur oleh faktor transkripsLNer

dan protein yang dikawal atur oleh faktor transkripsi lain dalam hqpér tikus yang

diaruh hepatokarsinogenesis. K
HIPOTESIS KAJIAN _
P f o

Rawatan dengan pelbagaj_\ flos TRF akan menyebabkan perubahan signifikan
dalam pengekspfelé/a/l;, “protein  hepar pada tikus yang diaruh
hepatokarsiﬁagemesis, berbanding kumpulan kawalan, dan perubahan ini adalah
bcrgéhtuflg kepada dos.

Rawatan dengan pelbagai dos TRF akan memodulasi tapakjalan mekanisme
tertentu dalam hepar tikus yang diaruh hepatokarsinogenesis, yang dapat
dikenal pasti melalui perubahan signifikan dalam profil pengekspresan protein
menggunakan analisis proteomik 2-DE, dan kesan ini adalah bergantung kepada

dos.

Pemberian pelbagai dos TRF akan meningkatkan pengekspresan protein yang
dikawal atur oleh faktor transkripsi Nrf2 serta mempengaruhi protein yang
dikawal atur oleh faktor transkripsi lain dalam hepar tikus yang diaruh

hepatokarsinogenesis, dengan kesan yang berbeza mengikut dos.
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KAJIAN LITERASI

2.1 HEPAR

2.1.1 Struktur dan fungsi hepar

.
-~

Hepar mempunyai empat lobus, iaitu lobus kanan, kiri, kaudat dan kuadrat.
Lobus kanan dan kiri merupakan lobus yang terbesar mangkeﬂa/saiz lob/us kaudat dan
kuadrat adalah lebih kecil dan terletak di bahagian"be}ak;ﬁg (Ozougwu 2017) (Li et al.
2014). Lobul hepar terdiri daripada sel paﬁc/rrl{l;ma te;utamanya hepatosit, sel bukan
parenkima seperti kolangiosit, sel endothelial-sinusoid, sel Kpuffer, sel stelat dan sel
imun. Hepatosit dan kolangiositi mertpakan dua jenis sel epitelium yang berbeza yang
terhasil daripada hepatoblas/fketlka proses organogenesis. Hepatosit merupakan
populasi sel epltehal yang utama yang berperanan penting dalam menjalani fungsi hepar
(Sun et ak 2020) “Gambaran struktur organ hepar termasuk system vaskular dan saluran

hempedu dltunjukkan dalam rajah 2.1 yang menjadi asas kepada fungsi fisiologi dan

_patologi hepar.
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Hepar merupakan org@\;ygng terletak di antara diafragma dan saluran
pencernaan, merupakan /orga\tﬁ/ t\erbesar di dalam badan yang memainkan peranan
penting seb%gai@;sat meltabolisme nutrien dan penyingkiran metabolit buangan. Hepar
juga berpérgﬂan'iaenting dalam mengekalkan keseimbangan sistematik tubuh badan

) sef)e/rti pengurusan metabolism asid hempedu dan kolesterol, membersihkan bahan-

) _bahan buangan dalaman dan luaran, mensintesis dan menyimpan glukosa, metabolisme
lipid hormon serta merembeskan protein plasma (Berasain et al. 2023; Montagnani
Marelli et al. 2019). Hepar ialah organ utama yang bertanggungjawab dalam proses

detoksifikasi dadah dan xenobiotik serta berfungsi sebagai organ utama dalam

metabolisme asid amino (Li et al. 2014).

2.1.2 Kerosakan pada Hepar

Kecederaan hepar berlaku akibat gangguan metabolit dan pendedahan kepada
xenobiotik, yang seterusnya boleh menyebabkan perubahan kepada struktur sel hepar
(hepatosit) dan fungsi hepar. Kerosakan hepar yang berpanjangan, akan mengaktitkan

sel stelat hepar berperanan dalam sintesis dan pemendapan komponen matriks ekstrasel,



terutamanya kolagen. Penghasilan tisu kolagen yang berlebihan akan membawa kepada
pembentukan parut tisu dan lalu mencetuskan fibrosis hepar. Jika proses fibrosis
berlaku secara berterusan, ia akan berkembang menjadi sirosis (Xiong et al. 2025).
Sirosis hati kronik merupakan salah satu faktor utama yang menyumbang kepada
perkembangan karsinoma hepatoselular (HCC). Menurut kajian yang dijalankan oleh
(Amin et al. 2025) bahawa 80%-90% pesakit HCC mempunyai sirosis yang kronik.
Kecederaan hepatosit yang berpanjangan mengakibatkan pengaktifan sel Kupffer, yang
berfungsi dalam pengecaman patogen dan isyarat bahaya, serta mengawal
keseimbangan tindak balas keradangan dan pemulihan semasa proses penyembuhan

luka hepar (Trefts et al. 2017).

2.1.3 Kanser Hepar

Secara global, kanser hepar adalah jenis kanser keenam paljng'uﬁlum dengan anggaran
850,000 kes baru setiap tahun. Selain itu, ia m/c;ruﬁzlk:l\ﬁ penyebab kedua tertinggi
dengan kira-kira 800,000 kematian setiap/te}pu/n/%deﬁurut laporan epidemiologi 85-90%
daripada semua kanser hepar primer-adalah<karsinoma hepatoselular (HCC). HCC
biasanya berlaku kepada pesglgxit/ﬁbfo'sis hepar atau sirosis akibat penyakit hepar kronik
, terutamanya disebal:gkan/ol/eh;ahg/ldtan virus hepatitis B (HBV) dan hepatitis C (HCV)
serta pengggnaap’ ;ﬂkoﬂol secara berlebihan. HBV adalah virus DNA yang boleh
menyebabkén’ mutagenesis. Berdasarkan kajian terdahulu, sebanyak 85% punca

) be/rlékunya HCC adalah disebabkan oleh sirosis (Pifero et al. 2020).

Patogenesis HCC adalah suatu proses yang rumit dan melibatkan pelbagai
kegagalan molekul, termasuk kegagalan fungsi dalam kitaran sel, perubahan dalam
metilasi DNA, ketidakstabilan kromosom, imunomodulasi, peralihan dari epitelium ke

mesenkima, peningkatan sel stem HCC, serta kegagalan fungsi mikroRNA (miRNA).
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Walaupun mekanisme penyakit ini berbeza-beza bergantung kepada etiologi
yang mendasari, urutan yang biasa berlaku adalah kecederaan hepar, diikuti oleh
keradangan kronik, fibrosis, sirosis, dan akhirnya HCC. Tindak balas keradangan akut
akan pulih setelah punca penyebabnya dihilangkan, sementara keradangan kronik yang
tidak ditangani boleh menyebabkan fibrosis dan seterusnya sirosis. Sebahagian besar

kes HCC (80-90%) disebabkan oleh sirosis (Chidambaranathan-Reghupaty et al. 2021).

Secara fisiologi dalam pemulihan tisu, selepas kecederaan jangka pendek,
miofibroblas dengan cepat dihapuskan melalui apoptosis. Walau bagaimanapun, di
bawah kecederaan kronik, pengaktifan sel stelat hepar (HSC) yang berterusan
membawa kepada gangguan keseimbangan antara pemendapan dan degradasi mairiké
ekstraselular (ECM), seterusnya mencetuskan fibrosis hatt secara progresiijamBéhan
pula, dalam fibrosis Jlanjutan;bilangan-HSC yang diaktifkah meningkat dan
miofibroblas menyebabkan kontraksi menggalakkan Bengécutan sinusoid hepatik, lalu

mengganggu aliran darah dan pertukaran nutrien serta menyebabkan kegagalan fungsi

{
P —

hepar (Roehlen et al. 2020). f A

Penyakit hepar berle;r}ak'pyican alkohol (NAFLD) dikenal pasti sebagai salah
satu faktor risiko utan’ia/ ygng ? menyumbang kepada perkembangan karsinoma
hepatoselular (HCC) Kelaziman penyakit hepar berlemak bukan alkohol (NAFLD)
semakin .»n}e'ﬁ/ingi{at dengan pesat di seluruh dunia. Penyakit NAFLD pada peringkat

global dianggarkan sekitar 25%, dengan kadar yang berbeza dari 13% di Afrika hingga
/ 42% di Asia Tenggara. NAFLD merangkumi pelbagai bentuk penyakit, termasuk hepar
berlemak bukan alkohol (NAFL) atau steatosis sederhana, yang biasanya berada di
tahap awal atau kurang serius, serta steatohepatitis bukan alkohol (NASH), yang
berpotensi berkembang menjadi sirosis dan seterusnya HCC. Penyakit ini dipacu oleh
sindrom metabolik dan berkait rapat dengan obesiti, rintangan insulin, dan
hiperlipidemia. Obesiti dan rintangan insulin menyebabkan keradangan kronik,
perubahan dalam metabolisme lipid, serta keadaan pro-karsinogenik yang menyokong

perkembangan HCC (Huang et al. 2021).

Steatosis, salah satu tanda utama NAFLD, adalah akibat perubahan dalam
metabolisme lipid yang menggabungkan pengumpulan asid lemak bebas (FFA) yang

berasal dari tisu adiposa dalam hepatosit, peningkatan lipogenesis hepatik yang
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dikaitkan dengan penurunan [-oksidasi asid lemak, dan penurunan dalam pengeluaran
trigliserida hepatik. Pengumpulan lipid menyumbang kepada pengumpulan metabolit
lipotoksik, tekanan oksidatif di samping perubahan mitokondria, lisosom, dan tekanan
retikulum endoplasma. NAFLD menyebabkan kecederaan hepatoselular dan kematian
sel melalui pengaktifan kinase N-terminal c-Jun (JNK). Penghasilan sitokin yang tidak
terkawal membawa kepada pengaktifan dan proliferasi myofibroblas, termasuk sel
stelat hepatik (HSC). Keradangan yang berterusan yang dikaitkan dengan pengumpulan
spesies oksigen reaktif serta pengaktifan JNK1 melalui penghasilan FFA dan
peningkatan laluan IGF yang sekunder kepada hiperinsulinemia menggalakkan
proliferasi sel dan perencatan apoptosis yang menggalakkan berlakunya HCC (Nahon
et al. 2020). \¥

Alkohol dikenali sebagai salah satu bahan karsinogen oleh agensi{}antarabangsa
untuk penyelidikan kanser. Penggunaan alkohol secara b/erlébiilan dikaitkan dengan
peningkatan risiko pelbagai jenis kanser termasuk HCC,/éébanyak 3-10 kali ganda dan
secara tidak langsung telah menyumbang /s/eb/em};a’k 36% kes HCC di seluruh dunia

ol A
(Hyun et al. 2021). 4 —r

T

2.1.4  Patofisiologi Kanser Hepar )

3

e’

Kajian terdahulu membuiktikan bahawa pengumpulan mutasi dan perubahan genetik
yang berlglgil dalam hepatosit preneoplastik yang menyebabkan malignan dan
) perkembanéan HCC. Pendedahan terhadap bahan toksik dan pengaruhan tindak balas
imun didalam hepar menyebabkan berlakunya keradangan melalui pengaktifan sel
Kupffer yang membawa kepada nekrosis. Proses pengulangan sel nekrosis hepar dan
regenerasi dengan peningkatan penggantian sel, membuatkan sel hepar lebih sensitif
terhadap kesan buruk mutagenik agen. Perubahan genetik dan epigenetik membentuk

kepada pembentukan nodul, fokus displastik dan HCC (Aravalli et al. 2014).

Reaktif oksigen spesies (ROS) dan reaktif nitrogen spesies (RNS) berperanan
penting dalam patogenesis dan perkembangan HCC dengan pengaktifan transkripsi dan
sitokin. ROS juga turut menyumbnag kepada kerosakan DNA oksidatif lalu
menyebabkan berlakunya hepatokarsinogenesis (Aravalli et al. 2014). Tekanan
oksidatif secara langsung mengawal pembiakan sel kanser, dan metastasis HCC. la juga

turut berperanan dalam penurunan tahap enzim antioksidan termasuk superoksida
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dismutase (SOD), glutation reduktase, dan glutation peroksidase. Tekanan oksidatif
juga turut mengganggu mekanisme autofagi dan mengaktifkan Nrf2 yang menyebabkan

pecambahan dan peningkatan sel HCC (Mooli et al. 2022).
2.1.5 Mekanisma Kanser Hepar

Ferroptosis adalah satu bentuk kematian sel novel yang berbeza daripada apoptosis,
nekrosis dan autofagi, di mana proses ini bergantung kepada pengumpulan besi
intrasellular dan ROS. Perubahan dalam metabolisme mitokondria, seperti tindak balas
tekanan mitokondria, pengaturan semula metabolik dan abnormaliti proteosomal
mitokondria, sangat berkait dengan perkembangan dan metastasis HCC. Peranan utama
mitokondria adalah untuk membekalkan tenaga kepada sel melalui fosforilasi bkgidatif
(OXPHOS). Kecacatan-dalam mitokondria juga akan menyebabkan gangguan fungsi
mitokondria dan peningkatan pengeluaran ROS. Ferroptosis meﬁunj ukk;n kesan yang
signifikan terhadap pembentukan HCC. Dua molekul utama dalam dalam laluan
ferroptosis adalah glutamat dan glutathione p/)emiké’ﬁidase/ 4 (Guo et al. 2023).

.‘//'_)

L -

Penyakit hepar yang disels?fakan oleh pengambilan alkohol secara berlebihan
merupakan faktor utama beflé?(gny’é HCC. Etanol tulen tidak menyebabkan keradangan
dan kerosakan hepar ;ecara langsung. Namun, hasil katabolisma alkohol menyebabkan
pengumpulaﬁ asetildehid dan radikal bebas lalu mempengaruhi tekanan oksidatif,
kematian ;'él apoptotik, nekrosis dan nekroptosis. Penghasilan ROS adalah hasil
* daripada perembesan keradangan sitokin yang disebabkan oleh tapak jalan keradangan.
/Kerosakan DNA yang disebabkan oleh ROS, kelemahan genom hepatosit dan merencat

limfosit T turut menyumbang kepada perkembangan HCC (Ogunwobi et al. 2019).

Faktor nekrosis tumor (TNF) merupakan salah satu pro-tumorigenik dalam
hepatokarsinogenesis. TNF mengaktifkan kedua-dua tapak jalan NF-xB dan JNK.
Pengaktifan NF-«xB secara tidak terkawal merupakan salah satu punca berlakunya
keradangan kronik dan seterusnya akan menggalakkan proses pembentukan tumor
hepar berlaku (Yang et al. 2019). Tambahan pula, peningkatan ekspresi modulator
spesies oksigen reaktif 1 (ROMO1) dalam HCC juga turut meningkatkan ROS yang

seterusnya meningkatkan penghasilan HCC secara invasif (Czauderna et al. 2019).
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Sel stelat hepar (HSC) berperanan secara langsung dan tidak langsung di dalam
perkembangan HCC. Selain bertanggungjawab dalam perkembangan fibrosis, ia juga
secara tidak langsung telah menyokong pertumbuhan tumor hepar melalui perembesan
faktor angiogenik, iaitu faktor pertumbuhan endotelium vaskular (VEGF) dan
angiopoietin-1 (Dhar et al. 2020).

2.1.6 Model kanser hepar

Prosedur pengaruhan kanser bertujuan dalam menghasilkan pembentukan tumor.
Model kanser hepar haiwan telah dihasilkan dengan memberikan bahan bersifat
karsinogen seperti dietilnitrosamina (DEN) dua-asetilaminofluorena (2AAF) secara
interaperitoneum dan oral paksaan. Terdapat beberapa kajian terdahulu’ ,slang
menjalankan pengaruhan‘kanser hepar (Arul et al. 2013) (Sadeeshkumar/e"[ al. 2/()16).
Kajian terdahulu telah menggunakan DEN selama dua kali scbular/l dengan kepekatan
150mg/kg dan diikuti 2AAF (20mg/kg) sebanyak 4 lca}i\éeminggu selama 3 minggu
bagi tujuan menggalakkan lagi proses hepatokarsinogenesis. Hepatokarsinogenesis
dapat diperhatikan dengan peningkataP en‘éi/ﬂi Eepar yang menjadi penanda biokimia
bagi kerosakan hepar (De Lujan /A_lv'éu:ez et al.EOOZ) (Veraetal. 2015). Tempoh rawatan
selama 12 minggu dij alankaﬁ/«k;c;c;tz‘ls kajian ini bagi mengkaji kesan pengambilan TRF

dengan lebih jelas. <~ I

2.2 - RAWATAN KANSER HEPAR

_Kajian mengenai rawatan kanser hepar masth giat dijalankan, selari dengan peningkatan
kes dan cabaran pengurusan pesakit pada peringkat lanjut. Antara pendekatan
farmakologi yang dikaji termasuk penggunaan gabungan ubat-ubatan, seperti
atezolizumab dengan bevacizumab serta durvalumab dengan tremelimumab. Strategi
ini bertujuan untuk mensasarkan laluan biologi kompleks kanser hepar, menghalang

pertumbuhan dan penyebaran tumor (Yoo et al. 2024).

Terdapat beberapa kajian terdahulu yang melaporkan bahawa bahan-bahan yang
kaya dengan antioksidan seperti curcumin, resveratrol dan silymarin menunjukkan
potensi sebagai agen antikanser melalui pengawalan tekanan oksidatif, perencatan
angiogenesis serta penginduksian apoptosis (Zheng et al. 2022). Selain antioksidan

semula jadi, bahan antioksidan sintetik juga didapati mempengaruhi proses jalur selular
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tertentu, termasuk laluan kematian sel yang dimediasi oleh protein kinase 1 berinteraksi
reseptor (RIPK1). Laluan ini berperanan sebagai pengawal atur penting dalam

homeostasis sel dan tindak balas terhadap kerosakan sel (Delanghe et al. 2021).

2.3 TOKOTRIENOL
2.3.1 Deskripsi dan Struktur

Vitamin E adalah bahan yang larut lemak yang berasal daripada tumbuhan yang struktur
molekulnya terdiri daripada cincin kromanol dengan rantai sisi yang terletak di
kedudukan C2’. Vitamin E merujuk kepada kumpulan lapan sebatian yang berbeza iaitu
a-, B-, y-, dan 6- tokoferol (TP) serta empat tokotrienol (T3) yang sepadan Empat
tokoferol mempunyai rantai sisi fitil yang tepu, manakala T3 mempunyai ranta1 sisi
isoprenil di C3’ dan C7” mempunyai konfigurasi trans. Isofom'yang berbeza dengan
bilangan dan kedudukan kumpulan metil pada kedudukail C5’, C7’ dan C8’ cincin
kromanol, manakala isofom - dan y- memgupyai' dua dan isofom & mempunyai satu

kumpulan metil (Niki et al. 2019). < ( < ~

-

e
A

Vitamin E disintesis seCarzv eksklusif oleh semua organisma fotosintetik seperti
alga, dan sianobakteria. |Sumber utama tokotrienol ialah gandum, barli, dan padi. Pati
ekstrak mmyak sawit pula mentah mengandungi sehingga 800 mg/kg tokotrienol dan
Juga merupakan sumber utama tokotrienol. Pengekstrakan daripada mesokap buah
saw1t, endosperma, dan minyak kernel mengandungi sehingga 30% tokoferol dan 70%

“tokotrienol yang terdiri daripada a-, -, y-, dan 6- sebagai unsur utama. Berbeza dengan
tokoferol, tokotrienol mempunyai rantaian sisi isoprenoid yang mengandungi tiga
ikatan berganda pada kedudukan tertentu, sebagaimana yang diperincikan dalam Rajah
2.2 (struktur tokoferol) dan Rajah 2.3 (struktur tokotrienol) menjadikannya lebih tidak
tepu dan meningkatkan mobiliti dalam dwilapisan lipid membran Tokotrienol (T3) juga
terdiri daripada 50% asid lemak tepu, 40% asid lemak tidak tepu, dan 10% asid lemak
poli tidak tepu yang bebas daripada asid lemak trans (Ranasinghe et al. 2022).

Tokotrienol dan tokoferol (TP) merupakan ahli dalam keluarga tokokromanol,
dan kedua-duanya berkongsi struktur asas yang sama, iaitu cincin kromanol dengan satu

kumpulan hidroksil (-OH) yang berperanan dalam aktiviti antioksidan. Walau
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bagaimanapun, kedua-dua kumpulan ini berbeza dari segi rantai samping hidrofobik.
Tokoferol mempunyai rantai samping fitil yang tepu, manakala tokotrienol pula
mempunyai rantai samping isoprenoid yang tidak tepu dengan tiga ikatan rangkap,

seperti yang ditunjukkan dalam Rajah 2.3 (Szewczyk et al. 2021).

~CHy~ CH; CH;

-\ Rajah 2.3 Struktur tokotrienol

2.3.2 Potensi Terapeutik

T3 mempunyai sifat-sifat pelindung saraf, antioksidan, antikanser dan pengurangan
kolesterol yang kuat seiring berbeza daripada sifat tokoferol. Jumlah mikromolar T3
menghalang aktiviti enzim HMG-CoA reduktas enzim hepar yang bertanggungjawab
untuk mensintesis kolesterol. Rantaian T3 membolehkan penetrasi yang lebih berkesan

ke dalam tisu lapisan lemak yang tepu seperti otak dan hepar (Ahsan et al. 2014).

Berdasarkan kajian terdahulu, d-tokotrienol mempunyai kadar aktiviti biologi

dan farmakologi yang tinggi berbanding y-tokotrienol, a-tokotrienol dan B-tokotrienol.
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Tokoferol didapati tidak menurunkan kadar kolesterol serum dalam haiwan dan
manusia, malah a-tokoferol mengurangkan kesan y-tocotrienol terhadap aktiviti
reduktase ko-enzim A B-hidroksi-f-metilglutaril hepatik. Beberapa kajian terdahulu
telah membuktikan bahawa tokotrienol mempunyai sifat farmakologi dalam merawat
penyakit kardiovaskular, kanser, diabetes, gastrik, osteoporosis, artritis dan ulser peptik
kepada manusia. Selain itu, tokotrienol juga boleh berkebolehan dalam merendahkan
bacaan kolesterol dalam badan hipokolesterolemik, bertindak sebagai anti-keradangan,

antioksidan, perlindung neuro (Qureshi 2022).

Beberapa kajian telah menunjukkan kesan kebaikan suplemen vitamin E
terhadap keradangan, isyarat tapak jalan, dan fungsi imun dalam manusia seita
pengaruhnya terhadap patologi yang berkaitan dengan penyakit Alzheimer/(AD/): Selain
itu, kajian dalam model AD murin telah mengenal pasti kaitan/antar/a kekurangan
vitamin E dan peningkatan ekspresi gen yang berkaitan /der‘igz;n perkembangan AD
termasuk yang terlibat dalam pengawalan apoptOsi; penghantaran neuro, dan
metabolisme AP. Vitamin E telah membuj;t{k_an ‘bahawa dapat memberikan kesan
perlindungan terhadap protein tau yang terfe&forllam secara berlebihan. Kehadiran T3
dan TP dapat mengurangkan /aku\atl’ enzim siklooksigenase (COX) yang berperanan
pengaruhan kepada keradan garvqeuro dan tekanan oksidatif. Perembesan metabolisme

AP dikurangkan plelalullperencatan enzim secretase (Browne et al. 2019).

Sefé'rn itu, vitamin E juga digunakan secara meluas dalam bidang dermatologi
“ untuk kesan antioksidan dan perlindungan radiasi ultraviolet (UV), yang memberikan
“perlindungan terhadap cahaya matahari dan melambatkan proses penuaan kulit. Satu
kajian yang dilakukan pada kulit gluteal manusia menunjukkan bahawa rawatan awal
dengan agen topikal vitamin E yang baru diformulasikan (10% tokoferol dan 0.3%
tokotrienol) menghasilkan perlindungan foto yang lebih baik terhadap radiasi UVB
minimum. Vitamin E juga menunjukkan kesan anti-penuaan melalui kemampuannya
untuk meningkatkan penghasilan kolagen dan mencegah degradasi kolagen. Selain itu,
suplemen dengan TRF sawit (500 pg/mL) juga ditunjukkan dapat merencat pengeluaran
melanin yang berlebihan dalam melanosit kulit manusia primer dalam vitro (Pedrelli et

al. 2012)
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2.3.3 Tokotrienol sebagai Pelindung Hepar

Dalam sindrom metabolik, pengambilan asid lemak bebas (FFA) yang berlebihan di
dalam hepar menyebabkan tekanan oksidatif, lalu menghasilkan spesies oksigen reaktif
(ROS) yang boleh merosakkan hepar. Oleh itu, antioksidan adalah pendekatan yang
sesuai sebagai terapi tambahan kepada perubahan gaya hidup dalam merawat penyakit
hepar berlemak tanpa alkohol (NAFLD). Institut Kesihatan dan Penjagaan Cemerlang
Kebangsaan (NICE) dan Persatuan Amerika untuk Kajian Penyakit Hepar (AASLD)
dalam garis panduan mereka mencadangkan penggunaan vitamin E pada pesakit

NAFLD dalam kalangan orang dewasa.

Kajian menggunakan sel HepG2 yang dirawat dengan 6- dan ,y-tokétﬁenol
menunjukkan penekanan gen yang terlibat dalam homeostasis lipid tenpaSuk HMCR
dan APOB100, sekali gus mengurangkan biosintesis trigliseri'd'c{ (TQ), kolesterol total
(TC), dan lipoprotein berketumpatan sangat gcn(fa/h/\(VLDL). Tokotrienol juga
mempunyai kesan yang kuat dalam m@gm’/&ﬁﬁg)k&h adipositi serta pembentukan sel
lemak. Ia diandaikan bahawa y-tokotrienol beleh mengurangkan adipogenesis kerana
proses ini berkongsi tapak j@lan/y\a}ﬁg sama seperti dalam pembentukan tumor. Kajian
tersebut mendapati baha{)v;by;(’)k;)trienol mencegah adipogenesis dalam sel hASCs
yang sedang/megrri‘t;eza dalam cara yang bergantung kepada isomer dan dos. Dalam
beberapa garls sel adiposit, y- dan 6-tokotrienol dilaporkan mempunyai ciri anti-obesiti

) mélalui isyé/rat tapak jalan mitokondria yang dimediasi oleh Bax atau AMPK. AMPK

~adalah modulator untuk tapak jalan lipid dan kolesterol, menjadikannya sasaran

terapeutik yang terbaik untuk merawat NAFLD (Al-Baiaty et al. 2021).

Alfa tokoferol (TP) atau alfa tokotrienol (T3) juga turut menunjukkan kesan
positif kebergantungan dos terhadap kecederaan hepar yang disebabkan oleh
pendedahan kepada asetaminofen (APAP) dan hidrogen peroksida dengan
menghentikan radikal bebas, menghalang tekanan mitokondria dan menahan tekanan
oksidatif. Kesan biokimia ini turut mencetuskan isyarat tindak balas anti-keradangan

dan penjanaan semula hepatosit selepas kecederaan (Tan et al. 2015).

Kedua-dua sifat antioksidan dan modulator gen vitamin E menunjukkan

memainkan peranan penting dalam melindungi hepar daripada pelbagai ancaman,
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termasuk agen penjana radikal bebas seperti karbon tetraklorida (CCls). Vitamin E
(sebagai o-TP) adalah nutrien penting yang terlibat dalam melindungi tisu daripada
kesan berbahaya tekanan oksidatif dan peningkatan peroksidasi lipid. Fungsi ini sangat
penting dalam melindungi hepar semasa pendedahan kepada agen penjana radikal bebas
seperti CCls. Kecacatan gen antioksidan seperti glutathione peroxidase 4 (GPX4), dan
lipotoksisiti adalah tanda patogenik penyakit hepar berlemak bukan alkohol (NAFLD).
NAFLD adalah keadaan tekanan oksidatif hepar dan rintangan insulin, yang akhirnya
boleh berkembang menjadi steatohepatitis bukan alkohol (NASH) dengan risiko
peningkatan sirosis dan hepatokarsinoma. Selain peranan antioksidan larut lemak,
vitamin ini telah dibuktikan mempengaruhi ekspresi gen yang berkaitan dengan
metabolisme lipid dan bertindak sebagai pelindung kepada pelabagai model s/eldan‘/tisu;

>

termasuk sel dan tisu hepar (Bartolini et al> 2022).

Kajian-kajian terdahulu telah menunjukkan bghaw/a terdapat hubungan antara
aktiviti antioksidan vitamin E dan pengaruhan b€betapa enzim fasa II yang terlibat
dalam metabolisme dan detoksifikasi. g’eng/ei?sfp?ewn enzim-enzim fasa II dikawal atur
oleh transkripsi faktor nuklear b;rkefi‘gan eritr;)/id 2 (Nrf2). Enzim fasa Il adalah penting
untuk pertahanan selular /dgﬁ/g;n“ meningkatkan penyingkiran radikal bebas dan
metabolit toksik. Oleh iltu, g:nzim fasa dua memainkan peranan yang penting untuk
melindungi daripada berlakunya kanser dan penyakit lain. Pemberian TRF terhadap
mencit fneﬁunjukkan pengaktifan Nrf2 dalam hepar, yang seterusnya mengaruh kepada

\ ﬁengekspresan gen sitoprotektif yang terlibat dalam metabolisma fasa II dan pertahanan

“antioksidan (Atia et al. 2021).

2.3.4 Tokotrienol sebagai Rawatan Kanser

Tokotrienol menunjukkan beberapa aktiviti antikanser semulajadi kerana
mempunyai sifat anti-keradangan, anti-proliferatif, anti-angiogenik yang terlibat dalam
pengawal aturan pelbagai isyarat tapak jalan yang berkaitan dengan kanser. T3
merembeskan aktiviti anti-keradangan dengan merencat siklooksigenase (COX-2),
factor teraruh hipoksia-1 (HIF-1), sintesis nitric oksida teraruh (iNOS), prostaglandin
E2 (PGE2), dan interleukin (IL)-1, IL-6, dan IL-8 (Sailo et al. 2018).
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Program kematian sel (PCD) adalah mekanisme selular yang dipelihara
secara evolusi, yang penting semasa perkembangan embrio, morfogenesis tisu, dan
untuk penyingkiran sel-sel yang tidak dikehendaki atau rosak dalam badan. Terdapat
dua jenis PCD, iaitu, apoptosis (Jenis I) dan autofagi (Jenis II). Selain itu, nekrosis juga
dikenali sebagai kematian sel tidak sengaja, juga boleh menjadi satu bentuk PCD, yang
dikenali sebagai nekroptosis (Jenis III PCD). Nyahpengawalaturan tapak jalan-tapak
jalan sering dijumpai ketika proses perkembangan kanser. Tokotrienol merembeskan
gangguan mitokondria melalui pengaruhan ketelapan membran luar mitokondria

(MOMP) (Tham et al. 2019).

Apoptosis adalah proses kritikal yang digunakan sebagai mekanisme pertahénari
semula jadi terhadap permutaan kanser. Tokotrienol-adalah salah sét{l daripada
beberapa sebatian semula jadi-mempunyai-eiri-antitumer-yang berkesan-melalui tapak
jalan pengaruhan apoptosis. y-T3 menurunkan ekspresi/ bebérapa produk gen onkogenik
dengan menghalang tapak jalan NF-kB dan ju;a r‘n/enyebabkan apoptosis yang ketara
dalam sel-sel tumor. Rawatan sel PCa derigan y-T3 menghasilkan kesan perencatan
pertumbuhan dengan mempenggryhi’t;ebera[;l laluan isyarat dan menunjukkan kesan
kepekaan kemo dan anti-/inva/sif: §:T3 terhadap sel-sel kanser prostat (Aggarwal et al.

2019).

Y4

l

TRFterd;n daripada isomer o-TP, a-T3, y-T3, dan 6-T3 telah membuktikan
aktiviti antiproliferatif dalam melawan sel kanser payudara. TRF berkebolehan dalam

/lmerencat pertumbuhan sel 1aitu MDA-MB-231 dan MCF7 BC dan telah terbukti
bahawa vy-, dan 6- T3 merupakan isomer yang paling berkesan dalam perencatan sel.
Berdasarkan kajian lepas, y-T3 telah bertindak sebagai agen anti-kanser yang
menunjukkan keberkesan dalam pelbagai jenis kanser seperti prostat, kolon, hepar dan
payudara. Sebagai anti-tumorigenik, y-T3 juga dilaporkan bertindak melalui pelbagai
mekanisme termasuk perencatan laluan NF-kB, TGF-f, dan P38, pengaktifan kaspase
dan induksi apoptosis, pengurangan tahap cyclin D1 dan kinase bergantung kepada
cyclin (CDK) 2, 4 dan 6, serta pengurangan pengawalan laluan Ras/Raf/MEK/ERK dan
PI3K/AKT/GSK (Idriss et al. 2020).

0-TT boleh memberikan kesan anti-tumor yang ketara pada sel kanser ovari

(OC) dengan mengurangkan ketahanan dan percambahan sel. Penglibatan tapak jalan
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apoptosis secara intrinsik dalam aktiviti anti-OC, 6-TT telah dibuktikan oleh perencatan
sitotoksisiti sebatian yang dimediasi oleh benzyloxycarbonyl-val-ala-asp (OMe)-
fluorometilketon (Z-VAD-FMK). Isoform vy telah dilaporkan mencetuskan kegagalan
fungsi mitokondria dan apoptosis berkaitan ketidakseimbangan oksidatif dalam sel
adeno karsinoma gastrik, serta menjadikan sel kanser kolorektal lebih peka kepada
aktiviti proapoptotik ligand penginduksi apoptosis yang berkaitan TNF (TRAIL)
melalui pengeluaran ROS yang berlebihan. Begitu juga, 6-TT boleh menyebabkan
sitotoksisiti yang dimediasi oleh ROS dalam pelbagai model kanser payudara dan
prostat, manakala a-tokoferil suksinat, analog Vitamin E yang tidak aktif secara redoks,
telah merangsang pelepasan sitokrom ¢ dalam neuroblastoma melalui perubahan

homeostasis redoks (Fontana et al. 2021).

T3 menunjukkan keberkesanan menghalang aktiviti sel stem/ﬁkanser. 0-T3
terbukti menghalang pembentukan sfera tumor sel mel@nofne; manusia. 8-T3 juga
berjaya menghalang pengekspresan faktor transkrips“i s/el stem termasuk gen nanog
homeobox (NANOG), faktor transkripsi okta’mgr 4.(OCT4), dan faktor transkripsi
SOX2 (SOX2), dalam sel kanser pankreas penanda kesteman permukaan CD44 dalam
tumor xenograf sel kanser pagkl/eas 7-T3 juga turut menghalang tapak jalan mevalonat
dan mengaktifkan laluan smtes’rs seramlda de novo (seramida yang disintesis dari awal
dalam sel) yang lnengurimgkan isyarat yang dimediasi STAT-3 dan membawa kepada
perencatarlj,éél stein kanser payudara. T3 juga mempunyai sifat anti-angiogenesis, 6-T3
~dan /y-T3 mérencat tumor angiogenesis dalam xenograft kanser pankreas, kolorektal dan

_sel kanser hepar beserta tumor pankreas yang berkembang dalam tikus transgenik KPC

(Yang et al. 2020).

2.3.5 Mekanisma Antikanser oleh Tokotrienol

T3 juga dilaporkan secara meluas mempunyai sifat antikanser di mana ia mengaruhkan
perhentian pertumbuhan dan kematian sel terutamanya apoptosis dalam sel kanser
payudara, saluran pencernaan, prostat, paru-paru dan tulang. Secara mekanistik, sifat
antikanser T3 bergantung kepada jenis isofom dan model sel kanser. Kesan antikanser
yang diperantarai T3 melibatkan beberapa tapak jalan dan transduksi seperti pemindah
isyarat dan pengaktifan transkripsi 3 (STAT3), dan glikogen sintase kinase 3,
fosfoinositida 3-kinase/Akt, HMG CoA reductase, Ras/Raf/MAPK, dan factor nuclear
kappa B (NfkB). T3 dilaporkan dapat mengaruh aktiviti stres retikulum endoplasma
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(ERS) yang penting dalam menghasilkan aktiviti biologinya seperti neuroproteksi dan
antikanser (Pang et al. 2023).

Vitamin E meningkatkan ekspresi perencat kinase bergantung siklin (CDK) dan
mengurangkan fosforilasi protein Rb (retinoblastoma). Kesan antiproliferatif T3 juga
dianalisis dalam sel kanser prostat. Kajian terdahulu melaporkan bahawa penyediaan
TRF memberikan perencatan pertumbuhan yang signifikan terhadap sel kanser prostat
melalui penahanan G1. T3 telah ditunjukkan dapat merencat proliferasi dan mengaruh
kepada apoptosis dalam sel kanser prostat dengan mempengaruhi ekspresi atau aktiviti
pelbagai sasaran, seperti NF-kB, fosfoinositida-3 kinase (PI3K)/Akt, isyarat pengubah
dan pengaktifan transkripsi (STAT), reseptor faktor pertumbuhan transformz{si B
(TFGP), siklin, serta penghambat kitaran sel p27 dan p21:-Oleh itu, T3 da'/p;;t mefencat
pertumbuhan tumor dengan -menyekat kitaran sel-pada fasa pqralih/an G178, sekurang-
kurangnya sebahagiannya, melalui mekanisme epigegetik/(Montagnani Marelli et al.

2019). %

-~
{

A
T3 merencat pengaktifarL NF —J(iB atauJSTAT3 dan gen yang dikawalatur dalam
sel imun dan kanser, dan jauhfl—eﬁiﬁ baik daripada tokoferol (TP) untuk aktiviti-aktiviti
ini. Dalam sel kanser palnkréas/dan model pra-klinikal kanser pankreas, yT3 dan 6T3
menghalang fosforilasi NF-kB dan STAT3, serta mengurangkan gen pro-survival. yT3
m@nghdﬁu‘ékaﬁ péngkayaan sel stem kanser dalam sel kanser payudara manusia yang
- rintang terhadap ubat-ubatan melalui perencatan isyarat STAT3 dan pengaktifan tapak

“jalan sintesis ceramide de novo (Jiang 2019).

24 PROTEOMIK

Proteomik merupakan salah satu teknik analisis untuk mengkaji pengekspresan protein,
struktur, fungsi dan interaksi dalam sel, tisu, atau organisma tertentu. Komposisi dan
kepekatan Protein dianalisis untuk mengenal pasti penanda penyakit atau mekanisme
rawatan kerana terdapat perubahan dari sudut patologi dan biologi. Proteomik
berasaskan kromatografi cecair-spektrometri jisim tandem (LC-MS/MS) telah

diperkembangkan sebagai alternatif kepada proteomik berasaskan gel dan
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immunopengesan yang lebih memakan masa dan memerlukan banyak tenaga. Dalam
proteomik, Protein dipisahkan dan dianalisis secara langsung menggunakan LC-
MS/MS untuk mengenal pasti, mencirikan dan mengukur protein yang dihasilkan

daripada gen tertentu akibat variasi genetik (Duong et al. 2023).

Kaedah proteomik juga membenarkan perincian pelbagai sifat untuk ribuan
Protein termasuk taburan tisu, penglokasian subsel, pelbagai pengubahsuaian pasca
translasi (PTM), serta interaksi protein-protein yang lain. Kaedah ini lebih kehadapan
untuk teknik pengayaan, pengionan dan resolusi alatan telah memudahkan dalam proses
mengenalpasti, memperincikan dan kuantifikasi PTM, manakala kajian proteomik yang
sukar telah memetakan rangkaian yang kaya dengan ribuan interaksi Protein/-Prbteiﬁ

A

yang baru (Parker et al. 2020):

2.4.1 Gel Elektroforesis Dua-Dimensi dan Spektrometer Jisim

Elektroforesis gel poliakrilamida dua dimensi (2D-PAGE) merupakan salah satu
kaedah yang sering digunakan untuk pemisahan protein dalam campuran biologi yang
kompleks. Teknik ini berkebolehan dalam memisahkan protein berdasarkan sifat

fitokimia seperti titik isqelel&yikj dan berat molekul protein. Pada dimensi pertama,

3

e’

protein dipisahkan méng|ikut\titik isoelektrik di sepanjang kecerunan pH menggunakan
Jalur kecerunan pH terawat kecerunan pH tak alih (IPG). Pada dimensi kedua, protein
yang teléh”terﬁyéhasli dipisahkan mengikut berat molekul menggunakan elektroforesis
< gel poliakrilamida SDS (SDS-PAGE). Jalur IPG daripada pemisahan fokus isoelektrik
“(IEF) dimensi pertama disusun sepanjang bahagian atas gel poliakrilamida dan apabila
cas dikenakan, protein akan bergerak dari jalur ke dalam gel dan dipisahkan

berdasarkan saiz mereka menggunakan SDS-PAGE (Meleady 2018).

Dimensi pertama dijalankan dalam rod gel poliakrilamida yang dibentuk dalam
tiub kaca dan mengandungi amfolit yang membentuk kecerunan pH dalam medan
elektrik. Pengenalan kecerunan pH terawat (IPG) memberikan kesan yang signifikan
terhadap penggunaan IEF untuk memisahkan campuran kompleks dalam julat pH yang
luas. IPG membolehkan pembentukan kecerunan pH yang stabil dan mampu
memfokuskan protein asidik dan alkali pada satu gel. Amfolit dilampirkan pada

molekul akrilamida dan dicurahkann ke dalam gel untuk membentuk kecerunan pH
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yang tetap. Bagi dimensi kedua, protein-protein yang diekstrak daripada serum sampel
dimuatkan kedalam gel berasingan mengikut kumpulan sampel dan Protein tersebut

dipisahkan mengikut saiz (Jorrin-Novo et al. 2019).

Objektif utama penggunaan kaedah 2D gel elektroforesis adalah untuk
mengenalpasti protein baru dan menilai jutaan relatif protein antara sampel melalui
kaedah perbandingan. Protein-protein yang terhasil diatas gel diperlihat dengan
menggunakan larutan Coomassie Blue, gel tersebut direndam selama semalaman.
Bintik-bintik protein yang terhasil diatas gel kemudiannya diimbas untuk
mengenalpasti intensiti setiap protein. Dalam eksperimen 2D gel, protein diekstrak
daripada tiga kumpulan sampel yang berbeza iaitu, kumpulan kawalan, kumpulan
rawatan dan kumpulan penyakit kawalan, Protein-protein yang berlabel’ digusun
mengikut susunan yang sama seperti di atas gel. Sampel kumpulan kawg;lan berfungsi
sebagai standard piawaian, membolehkan padanan antara "gél. Sampel kumpulan
kawalan perlu mempunyai setiap protein yang terrdapa?\dalam semua sampel dalam
eksperimen. Protein yang dikehendaki (li/ipiyfb;ng‘da;ipada gel untuk dicerna dan
dikenalpasti melalui teknik MALDI-TOFE_spektrometer jisim (Jorrin-Novo et al.
2019). oA {)

PAL ¥
- -

Selain itu, ’elektr(l)forésig gel perbezaan dua dimensi (2D-DIGE) meningkatkan
kadar pempresesan dengan menghapuskan langkah pewarnaan gel yang memakan
masa. De{lla’mZDﬂ-rPAGE konvensional, gel dicat secara manual selepas elektroforesis

/ iln:[uk memvisualisasikan titik protein. Dalam 2D-DIGE, gel diapit dan disokong antara
“dua plat kaca tidak fluoresen dan diambil gambar menggunakan pengimbas laser. 2D-
DIGE juga secara ketara meningkatkan bilangan titik protein dengan menggunakan
peranti elektroforesis gel format besar, dengan itu mencapai resolusi yang lebih baik
dan lebih jelas bagi bintik protein, yang sebaliknya mungkin bertindih antara satu sama
lain dalam gel kecil. Satu lagi kelebihan 2D-DIGE adalah tahap sensitiviti yang tinggi,
yang membolehkan visual protein yang jarang terdapat dalam sampel yang dilabel
dengan pewarna fluoresen ultra-sensitif. Untuk pembangunan penanda bio, data
proteomik dibandingkan di antara pelbagai kumpulan sampel, yang direka mengikut
ciri klinikal dan patologi. 2D-DIGE format besar telah digunakan untuk
membangunkan biomarker tisu prognostik, biomarker rawatan, dan biomarker

diagnostik (Kondo 2019).
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Perkembangan dalam teknologi spektrometri jisim, bersama dengan
ketersediaan pangkalan data urutan DNA dan protein yang luas serta alat perisian untuk
pencarian data, telah memungkinkan prosedur spektrometri jisim yang cepat dan
sensitif untuk pengenalan protein. Instrumen MALDI-TOF kini agak biasa di makmal
biokimia. Prinsip di sebalik penggunaan MALDI-TOF-MS untuk pengenalan protein
adalah bahawa pencernaan protein dengan protease tertentu akan menghasilkan
campuran peptida yang unik kepada protein tersebut. Pengukuran jisim molekul peptida
ini kemudian memberikan set data ciri yang dipanggil cap jari jisim peptida (PMF).
Data PMF ini kemudian boleh dibandingkan dengan jisim molekul peptida teori yang
akan dihasilkan dengan menggunakan protease yang sama untuk mencerna setiap
protein dalam urutan tersebut. Prosedur ini melibatkan pemotongan jalur p/rote’in/atali
bintik dari gel 2D PAGE, penyahwarnaan kepingan gel, pengurangan/dan alkilasi
protein, pencernaan dengan tripsin, penggunaan spektrometri jisim MALDI-TOF untuk
menentukan jisim peptida tripsin dan pencarian pangkglan\&ata dengan data PMF untuk

y

mengenal pasti Protein (Webster et al. 2012).

P ~

v

2.4.2 2D-Gel Elektroforesis dalam /Rawz/ltzflni(aﬁljlser

Elektroforesis gel dua /dii{@s;: (2D-PAGE) bersama dengan MALDITOF-MS
digunakan untuk. rﬁénxiasét perkembangan ketahanan kimia dalam barisan sel
melanoma. Berdasarkan kajian terdahulu, beberapa protein telah mengalami ekspresi
be/rbezaf. Sébagai contoh, dalam kebanyakan varian sel, peningkatan ekspresi isoform
\ i)rotein kejutan haba HSP60 dan HSP70 diperhatikan. Kajian yang sama melaporkan
“peningkatan ekspresi protein tekanan kecil HSP27. Dilaporkan bahawa apabila sel
dirangsang dalam leukemia, HSP27 sering menjadi sasaran fosforilasi. Protein yang
sama sering dikaitkan dengan penghambatan apoptosis yang disebabkan oleh pelbagai

kemoterapeutik (Agostini et al. 2023).

Analisi 2DGE mendedahkan bahawa ekspresi beberapa protein mitokondria
meningkat dalam sel BFTC-905 yang dirawat dengan tangeretin, termasuk rantai D
ATP sintase, protein 1 kompleks T, isozim piruvat kinae M1/M2, isomerase triosefosfat
(TPI) dan protein teras kompleks ubikuinol-sitokrom-c-reduktase 2. Keputusan
mencadangkan bahawa tangeritin mempengaruhi metabolisma tenaga mitokondria

yang dikaitkan dengan induksi apoptosis. Tekanan intrasel mungkin mencetuskan
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laluan intrinsik apoptosis dalam sel dan organel yang terlibat dalam proses ini termasuk
mitokondria dan retikulum endoplasma. Kegagalan fungsi mitokondria diketahui
memainkan peranan utama dalam apoptosis. Protein keluarga B-cell lymphoma 2 (Bcl-
2) terganggu, lalu pelepasan sitokrom C berlaku dari mitokondria ke sitosol disebabkan

oleh peningktan potensi membran mitokondria (Lin et al. 2019).

Kajian-kajian ini membantu dalam meningkatkan pemahaman terhadap tindak
balas rawatan tokotrienol (T3) terhadap kanser hepar. Walaubagaimanapun, lebih
banyak tapak jalan perlu dikenalpasti bagi menghubungkan kesemua protein yang
terlibat secara keseluruhan. Teknologi proteomik mampu menyediakan maklumat
berkaitan ekspresi protein pada peringkat global. Ini akan memudahkan "dan

mempercepatkan pengenalpastian protein dan tapak jalam intraselular yang berkaitan.



BAB IIT

BAHAN DAN KAEDAH

3.1 PENGENDALIAN HAIWAN

o

Sejumlah 42 ekor tikus jantan Wistar yang berusia 10-12 minggu seberat 200g
diperolehi daripada Unit Sumber Haiwan Makmal, Universiti I&ebangs/aan Malaysia.
Setiap tikus telah ditempatkan dalam sangkar berpengfliaaraan individu (IVC) yang
terletak di Bilik Haiwan Makmal Jabatan F /arfnakclogl Fakulti Perubatan Universiti
Kebangsaan Malaysia mengikut peraturanzdan pengendalian haiwan yang telah
diluluskan oleh Jawatankuasa: JEtika Haiwan Universiti Kebangsaan Malaysia
(UKMAEC) gengal/q\ & sijil dan nombor kelulusan
FAR/FP/202 1/AZMANABDULLAH/24—MAR /1162-MAR-2021-OCT-2022.

Kesemua t11;us yang diambil dari Unit Sumber Haiwan Makmal menjalani proses
) adpta51 selama satu minggu bagi proses penyesuaian diri dan diberikan palet makanan

tikus (Gold Coin, Malaysia) dan minuman setiap hari secara ad libitum selama 12

minggu.

3.2 PROSEDUR PENGARUHAN KANSER
3.2.1 Alat Radas

A. Picagari Icc/ml (Terumo ®)
B. Jarum 26 G x 12” (Terumo ®)

C. Jarum paksaan oral
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3.2.2 Reagen

a) Larutan dietilnitrosamina (DEN) Sigma Chemicals Co. (St Louis, MO, USA).

b) Larutan 2-asetilaminofluorena (2AAF) Sigma Chemicals Co. (St
Louis,MO,USA).

i. Penyediaan larutan dietilnitrosamina (DEN) 60mg/ml

Sebanyak 0.63 ml DEN dilarutkan ke dalam 9.37 ml air suling bagi mendapatkan
kepekatan 60 mg/ml.

ii. Penyediaan larutan 2-asetilaminofluorena (2AAF)-45mg/ml ~ ~

-

1.2 g 2AAF ditimbang dan dilarutkan di dalam 27 ml QMSO Kemudian sebanyak

73 ml minyak jagung ditambah ke dalam larutan te‘rsebu{.\\

£
iii. Penyediaan larutan dimetilsulfoksidd (D@Sd)

e

Larutan DMSO telah disqkat/gebéﬁyak 8.1 ml dan seterusnya di tambah ke dalam 21.9

ml minyak jagung. | X

o —

-

iv. Péﬁy/e&iaaﬁ 100 ml 0.9% larutan natrium klorida (NaCl)

Sebanyak 0.9 g sodium klorida dilarutkan dalam 100 ml air suling untuk

.

menghasilkan 0.9% larutan natrium klorida.
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3.2.3 Model Hepatokarsinogenesis

Sebanyak 42 ekor tikus dibahagikan kepada tujuh kumpulan, dengan setiap kumpulan
terdiri daripada enam ekor tikus. Kumpulan 1 dan 2 tidak diaruh dengan
hepatokarsinogenesis, manakala kumpulan 3 hingga 7 telah diaruh dengan
hepatokarsinogenesis. Menurut protokol yang telah ditetapkan sebelum ini dengan
beberapa pengubahsuaian. Kajian ini dimulakan dengan penggunaan larutan
dietilnitrosamina (DEN) sebagai agen pengaruh dan larutan 2-asetilaminofluorena
(2AAF) sebagai agen penggalak (De Lujan Alvarez et al. 2002). Untuk model kajian
ini, tikus hepatokarsinogenesis telah diaruh dengan DEN (150mg/kg) diberikan sekali
seminggu selama 2 minggu melalui suntikan intraperitoneal. Kemudian selepés
seminggu daripada suntikan terakhir DEN, 2AAF-diberi secara oral paksaan s/ebanyak
empat kali seminggu selama tiga minggu. Kesemua tikus tersebut dikorbaﬁkan setelah

12 minggu selepas kajian dijalankan. <

33 RAWATAN TIKUS C

3.3.1 Alat Radas

Vg
r

a) Picagari 1 cc/ml (;ferun‘fé ®)
I

b) Jarum 26 G x 127 (Terumo ®)

c) Jarum paksa oral

3.3.2 Reagen

a) Air suling
b) Fraksi kaya tokotrienol daripada ExcelVite Sdn.Bhd
¢) Larutan butil hidroksianisol (BHA)

i. Penyediaan larutan butil hidrosianol (BHA)

6 g BHA telah ditimbang dan dilarutkan kedalam 100 ml minyak jagung.
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34 PROTOKOL RAWATAN HAIWAN

Kajian dimulakan selepas tempoh penyesuaian selama seminggu bagi kesemua tikus
tersebut selesai. Tikus-tikus tersebut dibahagikan kepada 7 kumpulan dan setiap
kumpulan terdiri daripada 6 ekor tikus. Reka bentuk eksperimen ditunjukkan dalam
rajah 3.2. Tikus-tikus tersebut diberikan rawatan mengikut kumpulan. Kumpulan 1
(kawalan) terdiri daripada tikus yang diberikan air suling secara oral paksaan (5 ml/kg)
sepanjang tempoh kajian. Kumpulan 2 (TRF kawalan) terdiri daripada tikus yang
hanya diberikan TRF 500 mg/kg sahaja sepanjang tempoh rawatan dijalankan.
Kumpulan 3 pula, adalah terdiri daripada tikus-tikus yang diaruh dengan DEN dan
2AAF seperti yang dinyatakan di bahagian 3.2.3. Manakala bagi kumpulan tikus
rawatan (kumpulan 4 sehingga kumpulan-6); masing-masing diberikan- TRF secara
oral paksaan sebanyak 125 mg/kg (DEN +2AAF+ TRF dos rendah), 250 mg/kg
(DEN+2AAF +TRF dos sederhana) dan 500 mg/kg (l}\EN+2AAF+TRF dos tinggi),
TRF diberikan pada peringkat awal pemberian 2AAF séhingga minggu ke-12. Dos-
dos TRF ditentukan berdasarkan kajian/ tc‘:;d/a{flélu,‘di mana TRF pada dos antara 200
hingga 1000 mg/kg telah dilaporkan niengaruhkan ekspresi beberapa gen dan protein
fasa II yang bersifat hepgte@rg*jgkt/if (Abdullah et al. 2017). Bagi kumpulan positf
kawalan iaitu kumpulan 7 (DEﬁ+2AAF+BHA) turut disertakan di mana tikus tersebut
diberikan butil hidroklsianol (BHA) secara oral paksaan pada dos 100 mg/kg.
Berdaséri{z}ri kajian terdahulu yang pernah dijalankan di makmal kami, pemberian

< BHA (106 mg/kg) kepada tikus telah terbukti mampu untuk mengaruh protein
hepatoprotektif didalam hepar menggunakan assai enzim dan kaedah pemblotan
western (Atia et al. 2018).

Perencatan perkembangan tumor dianggap sebagai strategi kemoprevensi yang
lebih berkesan dalam kanser berbanding perencatan pada peringkat permulaan. Hal
ini kerana peringkat permulaan merupakan proses yang singkat dan tidak boleh
diterbalikkan, sekaligus memberikan peluang intervensi yang lebih baik. Oleh itu,
hepatokarsinogenesis diaruhkan seperti yang diperincikan di bahagian 3.2.3. Tikus
kawalan turut diberi air suling sebagai pengganti rawatan dengan jumlah isipadu yang
sama. Pada minggu ke-12 kesemua tikus dibius dengan menggunakan ketamil dan
xylazil. Persampelan darah diambil melalui kaedah tebuk kardium dan haiwan

tersebut dikorbankan dengan dislokasi servikal selepas memberikan ubat bius dengan
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dos yang berlebihan. Semua prosedur eksperimen ini telah mendapat kelulusan etika

daripada Universiti Kebangsaan Malaysia Animal Ethics Committee (UKMAEC).

42 Ekor tikus Wistar Jantan

|

[

1 Salin (5ml/kg)
< L1% tween 80 (5mi/kg)
3 DEN (150mg/kg, 1 dos/minggu,ip)
$ 2AAF (20mg/kg, 4 hari/ minggu, oral)
§ Penyembelihan

) Kump T3 Kump HCC Kump Kump Kump Kump
Kump Kawalan 500 mg/kg DEN42AAF DEN+2AAF+T3 DEN+2AAF+T3 DEN+2AAF+T3 DEN+2AAF+BHA
n=6 H=6 i 125mg/kg 250mg/kg 500mg/kg 100 mg/kg
n=6 n=6 n=6 n=6
Dikorbankan pada minggu ke 12 dan
pengasingan organ hepar
| -
Pengekstrakan protin hepar dan - )
kuantifikasi UKMAEC koe— |
e Pongesanan ekepresi prolein-menggunakan FAR/FP/2021/AZMAN
W elektroforesis gel-2D - <ABDULLAH/24-MAR./1162-
¢ l . MAR!-2021-OCT.-2022.
] Analisis spektrometri jisim P |/ <~
[
‘ Bioinformatik |
[
] Anal?s Stﬁﬁ/stik\\"/ ]
p @ A \
/\\\ A S
Rajah 3.1 Reka bentuk kajian
‘\‘ >'-.>
>
X2
- // -
f// |
_{ I 2 345 67 89 1011 12
< 1~ 3 800 3 G1 Kumpulan Kawalan
€ G1| ] G2 Kumpulan TRF kawalan
4 8 : ! G3 DEN/2AAF (HCC kawalan)
| “ G4 DEN/2AAF + TRF (125mg/kg)
1 18388 & G5 DEN/2AAF + TRF (250mg/kg)
G6 DEN/2AAF + TRF (500mg/kg)
‘l G7 DEN/2AAF + BHA (100mgksg)

Rajah 3.2 Skematik reka bentuk eksperimen untuk pengaruhan rawatan kanser hepar secara in vivo
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3.5 PERSAMPELAN DARAH DAN ORGAN
3.5.1 Alat Radas

1) Gunting

2) Forsep

3) Skapel

4) Jarum 26 G x 12” (Terumo ®)

5) Picagari 1 cc/ml (Terumo ®)

6) Pad kertas pasca pembedahan

7) Tiub darah (BD Vacutainer, USA)

8) Tiub mikro

9) Mesin pengempar (Heraeus-Labofuge-400, Jerman)

10) Pengacau magnetik (LMS-100, Daithan LabTech Co., Korea)

3.5.2 Reagen R
A. Ketamil (100mg/ml) (Troy Laboratories, "A/ust;alia)
g~
ol A
B. Xylazil (20mg/ml) (Troy Laboratorics, Australia)
C. Larutan 10% Forma ',//J‘;' !
D. Larutan 70% alkohiol ™
E. NaCl09% |

3.53 Persampelan Darah

i. Penyediaan larutan anestetik

Anestetik disediakan dengan mencampurkan Ketamil berkepekatan 100 mg/ml

bersama Xylazil berkepekatan 20mg/ml dengan nisbah 1:1.

ii. Penyediaan larutan alkohol 70%

Sebanyak 700 ml alkohol tulen dicampurkan bersama 300 ml air suling bagi
menghasilkan 1 L alkohol 70%
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Semua tikus kajian diberi suntikan dengan anestetik secara intraperitoneum setelah
kawasan suntikan disapu alkohol 70%. Setelah tikus pengsan, persampelan darah terus
dilakukan dengan menggunakan kaedah tebuk kardium. Darah dikumpulkan dalam tiub
darah bagi ujian biokimia. Sampel darah kemudiannya diemparkan pada kelajuan 3000

rpm selama 10 minit pada suhu bilik untuk memisahkan serum daripada sel darah padat.

Serum darah seterusnya di pindahkan ke dalam tiub mikro yang berlabel dan disimpan
pada suhu -70°C sehingga ujian biokimia dijalankan kelak. Serum ini digunakan dalam
ujian biokimia untuk mengukur aras serum alanina aminotransferase (ALT) dan ujian

fungsi hepar. Persampelan darah ini hanya dilakukan pada minggu ke-12.

3.5.4 Persampelan Organ Hepar

i. Penyediaan 1 liter larutan NaCl 0.9%

Py
P
-

Sebanyak 9g NaCl dicampurkan ke dalam 1 L air suling=Kemudian, pengacau magnetik

digunakan bagi melarutkan campuran tersebut. _

iil. Penyediaan 1 liter formalin 10%

e’

Sebanyak 100 ml larutan formaldehid dicampurkan bersama 900 ml air suling bagi
mengha,sillgén larutan formalin 10%. Kemudian, pengacau magnetik digunakan bagi

, melarutkan campuran tersebut.

Setelah persampelan darah selesai, tikus yang masih pengsan setelah dibius
kemudiannya dibunuh dengan menggunakan kaedah dislokasi servikal dan organ
hepar diambil. Organ hepar dikeluarkan daripada tikus dan dibilas dengan larutan
NaCl 0.9% sejuk untuk membersihkan sisa darah. Seterusnya, hepar dikeringkan
di atas tisu dan ditimbang. Lobus terbesar hepar direndam ke dalam larutan
formalin 10% untuk analisa histologi melalui pemerhatian mikroskop cahaya.
Lobus hepar yang selebihnya dipotong kepada kepingan kecil dan ditimbang
mengikut ujian parameter yang ditetapkan untuk dilaksanakan. Kepingan kecil

hepar tersebut disimpan dalam kerajang aluminum dan disimpan pada suhu -80 °C.
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3.6 ANALISIS HISTOLOGI HEPAR
3.6.1 Pemprosesan Tisu Hepar
a. Alat Radas
1) Kaset
ii) Ketuhar 60°C (Memmert, Jerman)
b. Reagen
i. Etanol tulen (Sigma, USA)

ii. Formaldehid (JT Batrer Inc., USA)

iii. Toluena (Merck, Jerman)

iv. Lilin parafin (Leica Biosystem, Jerman)
/

DA

v,

v. Air suling N &
- -
b a
ek LS
- g\ o )
A

Hepar yang telah dirénd|am di dalam larutan formalin 10% dikeluarkan dan dipotong
kecil diagg,@rkqn 10 mm panjang dan ketebalan 5Smm. Larutan formalin 10%
digunal{'a{n‘/di dalam proses histologi bertujuan sebagai pengawet dalam mengekalkan
< struktur tisu sebelum ujian histologi dijalankan. Pemotongan tisu hepar seperti di dalam

“rajah 3.3.
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c. Penyediaan Reagei

D
J

i) 200 ml larutan forma

-

N
Sebanyak 20 mlx_fgrmald!

- A\\*I
5 @;‘4
O
chid dicampurkan bersama 180ml air suling bagi menghasilkan

10%.

o
200 ml larutan formalin
o v |

-

P
- .

“ii) 200 ml larutan alkohol 50%

Sebanyak 100 ml larutan etanol tulen dicampurkan bersama 100 ml air suling untuk

menghasilkan 200 ml 50% larutan alkohol.

ii1) 200 ml larutan alkohol 70%

Sebanyak 170 ml larutan etanol tulen dicampurkan bersama 30 ml air suling

untuk menghasilkan larutan alkohol 70%.
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iv) 200 ml larutan alkohol 80%

Sebanyak 160 ml larutan etanol tulen dicampurkan bersama 40 ml air suling

bagi menghasilkan larutan alkohol 80%.
v) Larutan alkohol 90%

Sebanyak 180 ml larutan etanol tulen dicampurkan bersama 20 ml air suling bagi

menghasilkan larutan alkohol 90%.

Beberapa proses seperti penetapan, penyahhidratan, pencerahan dan pembqnamén
terlibat di dalam proses pemprosesan-tisu hepar-Pemprosesan tisu hepar ini mélibﬁtkan
proses rendaman tisu di dalam larutan formalin 10%, beberapa gjri/kepekatan alkohol,
toluene dan lilin parafin, Proses penetapan tisu hepar melibatkan rendaman tisu hepar
di dalam larutan formalin 10% selama dua hari. al

-

-~
{

Proses penyahhidratan pula dilékilign Jdengan merendamkan tisu hepar ke
dalam sir1 kepekatan alkohol msfglk (50%, 70%, 80% dan 90%) selama 1 jam bagi setiap
satu tukaran. Kemudlan thu hepar tersebut direndam di dalam larutan alkohol 100%
sebanyak dua k'Eyh selatha 1 jam bagi setiap tukaran. Seterusnya proses pencerahan
dengan ,,méré;ldam tisu hepar ke dalam larutan campuran toluene:alkohol (v/v) (1:1)

selama 15 minit dan diikuti dengan rendaman didalam larutan toluene tulen selama 1

_jam 30 minit.

Seterusnya, proses pembenaman dilakukan dengan merendam tisu hepar ke
dalam lilin paraffin cair sebanyak tiga kali. Bagi rendaman pertama, tisu hepar direndam
selama 16 jam. Manakala bagi rendaman kedua dan ketiga tisu hepar direndam selama
dua jam bagi setiap tukaran. Proses ini dijalankan di dalam ketuhar 60 °C bagi
mengekalkan kondisi lilin supaya berada dalam keadaan cair. Jadual 3.1 menunjukkan

langkah-langkah pemprosesan tisu hepar tersebut



Langkah pemprosesan tisu
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Proses Tisu hepar Tempoh masa
Penetapan Formalin 10% 2 hari
Penyahidratan Alkohol 50% 1 jam
Alkohol 70% 1 jam
Alkohol 80% ljam -
Alkohol 90% / 1 jam
.-\~
Alkohdl 100% 1 jam
L -
Alkohol 100% 1 jam
Pencerahan Toluena:Alkohol 15 minit
Toluena tulen 1 jam 30 minit
Pembenaman Lilin parafin I 16 jam
Lilin parafin I 2 jam
Lilin parafin IIT jam
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3.6.2 Pembenaman Tisu Hepar
a. Alat Radas

1. Mesin pembenam tisu (Leica EG1160, Leica Microsystem GmbH, Wetzler,
Jerman)

ii. Acuan pembenam (Leica, Jerman)

iii. Cincin blok parafin (Leica, Jerman)

iv. Forsep
b. Bahan
i. Lilin parafin (Leica Biosystem,-Jerman) )

Proses pembenaman dijalankan dengan menggunakan mesin perﬁbénaméh tisu. Cincin
blok parafin dilabel mengikut kumpulan yang ditetapl(aﬁ‘\s/ebelum lilin cair dituang ke
dalam acuan blok tersebut. Setelah itu, tisu dlbeglamkan/ke dalam acuan dan cincin blok
mengikut satah yang dikehendaki. Acuan- pembeffaman dipindahkan ke bahagian mesin
yang lebih sejuk bagi prose/s pﬁ;t}}bﬁkuan lilin. Setelah lilin membeku, cincin blok

ditanggalkan daripada acuaﬁfd@/bfok disejukkan semula sebelum dipotong.

« l
3.6.3 Penyediaan Slaid Tisu Hepar

Ca. " Alat Radas

1)  Mikrotom (Leica RM2235 Leica Microsystem Inc., USA)

1)  Pisau mikrotom (Leica RM2235 Leica Microsystem Inc., USA)
ii1)  Slaid mikroskop (Thermo scientific, USA)
iv)  Mandian air (HI 1210 Leica, Jerman)

v)  Plat pemanas slaid (XH-2001 Leica, Jerman)



b. Bahan
1) Air suling

Blok yang telah disejukkan ditempatkan pada mesin mikrotom bagi proses
penyediaan slaid. Penghirisan blok parafin dilakukan pada ketebalan 5 pm untuk
menghasilkan hirisan yang nipis. Hirisan-hirisan ini kemudian dipindahkan ke atas
permukaan mandian air yang bersuhu 40 °C. Hirisan diambil dan dilekatkan ke atas
slaid yang berlabel serta dipindahkan keatas plat pemanas pada suhu 60 °C selama

4 jam.

3.6.4 Pewarnaan Hematoksilin dan Eosin

a. Alat Radas o !

I

i.  Sisip kaca 18mm x 18mm SMzﬁsunaml Jepun)
ii.  Mikroskop Analisa penglmejan (leon Eclipse 801, Jepun)

P e
A

-

=Y
Pl )
v, e’

b. Reagen .- l

~“i-  Xilena (Merck KGaA, Jerman)
ii.  Etanol tulen (Sigma, USA)
iii.  Hematoksilin (Merck KGaA, Jerman)
iv.  Eosin (Leica Microsystem Inc., USA)
v.  Larutan Pembezaan (Merck, Jerman)
vi.  Media pelekat DPX (Sigma, USA)

vii.  Larutan penonjolan biru

38
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Proses pewarnaan bermula dengan teknik penyah parafin, slaid tisu direndam
ke dalam larutan xilena 100% sebanyak dua kali pertukaran selama lima minit setiap
pertukaran. Kemudian proses penghidratan dengan meletakkan slaid tersebut ke dalam
etanol tulen selama satu minit sebanyak tiga kali sebelum di bilas dengan mencelupkan
ke dalam air paip yang mengalir selama satu minit. Seterusnya, slaid tisu tersebut
direndam ke dalam larutan hematoksilin selama tujuh minit. Setelah tamat tempobh, slaid

tisu tersebut dibilas dengan menggunakan air paip yang mengalir selama satu minit.

Kemudian, slaid tersebut dicelupkan sebanyak dua atau tiga kali kedalam
larutan pembezaan selama satu saat untuk setiap celupan dan diakhiri dengan bilasan
air paip yang mengalir selama satu minit. Seterusnya, slaid tersebut direndam ke’”délanﬁ
larutan bluing selama 30°- 40 saat dan diikuti dengan bilasan dengan alr paip/yang
mengalir selama satu minit. Selepas itu, slaid tisu kemudiannya d{celupkan ke dalam
larutan 70% alkohol selama satu minit. Setelah tamat tempoh, slaid tisu direndamkan
dalam larutan pewarna Eosin selama tiga minit dafi'slaid tersebut direndam pula dalam
larutan 95% alkohol selama 45 saat. I/(em(df;u; bagi proses penyahidratan slaid tisu
tersebut direndam ke dalam alkghoI tulen se;anyak tiga kali selama satu minit untuk
setiap rendaman. Seterusnyd;/ij/rpjsés pembersihan dilakukan dengan meletakkan slaid
tisu ke dalam larutan xqena\IOO% sebanyak tiga kali pertukaran selama 1 minit bagi
setiap tukaran. “Akhir sekali, proses pelekapan dilakukan dengan larutan DPX.
Ge/lembﬁnémdara dipastikan supaya tidak terperangkap di bawah penutup slaid. Slaid
.~ “ tisu dibiarkan pada suhu bilik semalaman.

Pemeriksaan mikroskopi dilakukan dengan menggunakan mikroskop cahaya
Olympus CX31 (Olympus Corporation, Jepun) pada kanta aras pembesaran 10X dan
kanta objektif pada aras pembesaran 4X, 10X, 20X, dan 40X. Jadual 3.2 di bawah

menunjukkan carta alir kaedah pewarnaan H&E.



Jadual 3.2 Proses pewarnaan hemotoksisilin dan eosin (H&E)
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Teknik Jangka masa
Penyahlilinan Slaid tisu
Xilena I S minit
Xilena II 5 minit
|
b
Penghidratan Alkohol 100% I 1 minit (
Alkohol 100% 11 I minit
Alkohol 100% HI 1 minit
< A7
v
)‘\‘ )

B 4 Air paip mengalir Iminit

A\ |

Y™

Pewafﬁaaﬁ/hefﬁatoksilin Hematoksilin 7 minit

|

v
Air paip mengalir 1 minit

|

v
Pembezaan Larutan pembezaan 1 saat

|

v
Air paip mengalir 1 minit

v



Pewarnaan Eosin

Penyahidratan

Proses pelekapan

Larutan “kebiruan”

v

Alkohol 70%

Alkohol 95%

Alkohol 100% I

Alkohol 100% II

g

5 2
Alkohéi 100% i

-

1% ¢
)
)

Xilena I

Xilena IT

Xilena III

v

Larutan DPX

40 saat

1 minit

3 minit

30-45 saat

1 minit

P

1 minit

1 minit

1 minitt

1 minit

1 minit

41
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3.7 PENGEKSTRAKAN PROTEIN
a. Alat Radas

1) Tiub pengempar mikro

1) Tabung uji

1i1) Alat penimbang (Shimadzu, Jepun)
iv) Penghomogen

v) Pengempar mikro kawalan suhu

vi) Pengaduk tiub berputar

b. Reagen

>

1. Kit komersil pengekstrakan protein , Mem-PER™PIlus Membrane
Protein Extraction Kits (Thermo Scientific, USA). ’

2. Larutan basuhan sel (Thermo Scientiﬁc)”\/
3.  Penimbal pelarut (Thermo Sci{cntfﬁg) (’

4. Penimbal kebolehtelapan @jefn;abilization buffer) (Thermo
Scientific) \

5. Kit BCA proféin Kit (Thermo Scientific, USA).

e’

Se/banyéﬂ; 40 mg tisu hepar ditimbang dan dicampurkan bersama 2000 ul larutan basuhan
~ “ sel'sebelum dicampurkan menggunakan vorteks. Kemudian larutan basuhan sel tersebut
“dibuang terlebih dahulu sebelum tisu hepar dihancurkan. Sebanyak 1000 ul larutan
penimbal kebolehtelapan ditambah dan tisu dihomogenat sehingga menghasilkan
mendakan. Seterusnya, 1000 ul larutan penimbal kebolehtelapan ditambah ke dalam
tisu homogenat dan kemudian dipindahkan ke dalam tiub pengempar mikro untuk
dieram selama 10 minit pada suhu 4°C diatas pengaduk tiub berputar untuk
menggalakkan pelepasan protein bagi tujuan pengekstrakan. Seterusnya, sampel
tersebut diemparkan pada 16000 RCF selama 15 minit pada suhu 4°C. Akhir sekali,
larutan di bahagian atas tisu homogenat yang mengandungi fraksi sitosolik dipindahkan

ke dalam tiub yang baharu.
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3.7.1 Penentuan Kepekatan Protein MenggunakanAsai Asid Bichonconinik

Penentuan kepekatan menggunakan kaedah asai asid bichonconinik (BCA) dilakukan
mengikut protokol pengilang. 25ul standard dan sampel dipipet ke dalam plat mikrotiter
96 telaga. 200 ul reagen kerja (WR) dipipet ke dalam setiap telaga. WR disediakan
dengan mencampur 50 bahagian reagen A BCA dan satu bahagian reagen B BCA. Plat
kemudian diletakkan diatas penggoncang plat selama 30 saat. Plat ditutup dan
diinkubasi selama 30 minit pada suhu 37°C. Seterusnya, plat dibiarkan sejuk pada suhu

bilik. Daya serapan diukur pada 562 nm.

3.8 PENENTUAN EKSPRESI _PROTEIN MENGGUNAKAN -KAEDAH
PROTEOMIK ,

Kaedah proteomik yang digunakan dalam kajian ini adalah kombinasi dua teknik utama
iaitu elektroforesis gel 2-dimensi (2DE) dan spektro/meter jisim. 2DE adalah teknik
pemisahan protein secara dua dimensi yang, q;;erﬁisahkan campuran protein-protein
mengikut titik isoelektrik secara mendatar pada peringkat pertama dan kemudiannya
pada peringkat kedua memrs(/aﬂkan /protein—protein mengikut berat molekul secara
menegak. Pemisahan,«perifngkat/f)ertama adalah berdasarkan nilai titik isoelektrik setiap

I
protein. PeringKat kedua pula berdasarkan berat molekul sesuatu protein.

-

- 3.8.1 Penéntuan Ekspresi Protein Menggunakan Teknik 2DE
'3.8.1.2 Rehidrasi Strip

Strip direhidrasi sebelum elektroforesis satu dimensi. Proses ini bertujuan untuk
mengembangkan gel pada strip bagi memaksimumkan kapasiti strip untuk menampung
kesemua protein di dalam sampel. Komponen-komponen di dalam larutan rehidrasi
yang terdiri daripada agen denaturasi, detergen, agen penurun dan agen pelarut.
Komponen-komponen tersebut membantu meningkatkan keterlarutan dan pemisahan
protein-protein di dalam sampel. Larutan penimbal rehidrasi urea perlu disediakan
terlebih dahulu seperti yang dijelaskan dalam Lampiran A. Proses rehidrasi dilakukan
menggunakan dulang pengembangan semula, strip, larutan rehidrasi urea dan cecair

pelitup strip. Strip yang digunakan ialah strip berkecerunan pegun pH 3-10. Julat pH 3-
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10 digunakan untuk melihat taburan protein-protein secara umum dan menyeluruh.
Dulang pengembangan semula terlebih dahulu dipastikan dalam keadaaan bersih dan
kering. Sebanyak 450 ml larutan rehidrasi urea yang dicampur dengan sampel protein
(500 pg) dipipet masuk ke dalam beberapa lajur mengikut bilangan strip yang hendak
direhidrasi dalam tray. Strip dimasukkan ke dalam lajur tersebut dengan permukaan gel
dipastikan menghala ke permukaan dulang. Gelembung udara dipastikan tidak
terperangkap di bawah strip yang telah direndam di dalam larutan rehidrasi . Cecair
pelitup strip kemudiannya dimasukkan ke dalam lajur tersebut supaya dapat melapisi
bahagian atas strip. Cecair pelitup strip berfungsi untuk mengelakkan pengewapan urea
yang boleh mengakibatkan lapisan gel retak. Dulang pengembangan semula ditutup dan

strip dibiarkan rehidrat semalaman dalam suhu bilik.

3.8.1.3 Elektroforesis Satu-Dimensi

P

Peringkat pertama teknik *elektroforesis dua “dimensi dimulakan dengan
elektroforesis satu dimensi. Proses elektrgfdfg\sis* sajfu dimensi dimulakan dengan
meletakkan strip yang telah direhidrasi ke da/,}ar{l pemegang strip di mana permukaan
gel dipastikan menghala ke atgs aan Tujung positif/negatif strip diletakkan pada hujung
positif/negatif pemegang Strip: Kertas elektrod yang dilembapkan dengan air ultratulen
MiliQ diletakkan di kedba-dua hujung positif (anod) dan hujung negatif (katod) pada
pemegang'jrs{i;ip. Elektrod pula diletakkan di atas kertas elektrod tadi. Pemegang strip
) diletakkan di atas pentas sistem pemfokus BioRad Protean 112 IEF Cell pada
_kedudukan yang telah ditetapkan. Cecair pelitup strip dimasukkan ke dalam pemegang

strip dan dipastikan melapisi seluruh permukaan pemegang strip dengan rata. Setelah
itu, pemegang strip ditutup dengan penutup plastik khas dan penutup Biorad juga turut
ditutup. Protokol bagi voltan untuk elektroforesis ditetapkan mengikut protokol kajian
oleh Gitau et. al. (2011) seperti Jadual 3.3. Elektroforesis mengambil masa lebih kurang
semalaman untuk selesai. Pemegang strip yang mengandungi strip disimpan disimpan

di dalam peti sejuk beku bersuhu -40 °C.



45

Jadual 3.3 Protokol bagi voltan untuk elektroforesis satu dimensi

Langkah Kaedah Voltan Voltan (V) Masa (Jam)
1 Tetap 150 1
2 Gradian 300 1
3 Gradian 1500 1
4 Tetap 8000 18

3.8.1.4 Penyediaan Gel Poliakrilamida

Gel poliakrilamida bertindak sebagai medium untuk elektroforesis dua dimensi perlu
disediakan terlebih dahulu sebelum elektroforesis boleh dijalankan kerana gel yang
besar mengambil masa yang lebih untuk mengeras. Larutan akrilamida/bis /3})%T,
larutan 1.5 M Tris-HCI'(pH 8.8), larutan pelarut gel berkepekatan 4x, larutan SDS 10
%, larutan ammonium persulfat (APS) 10 % dan tetrametile‘tilénediam/ina (TEMED)
serta air ultratulen mili-Q adalah diperlukan untuk mémbentuk gel. Larutan gel
berkepekatan 4x dan larutan SDS 10 % dis /e/d/ ikan dengan banyak sebagai stok dan
boleh disimpan dalam 4°C untuk tempeh masa-yang panjang. Manakala larutan APS 10
% memerlukan penyediaan segat f sejutus sebelum proses penyediaan gel dilakukan. Gel
akrilamid yang digugakah ;nejnpujnyai ukuran 24 cm panjang dan 1.0 mm tebal. Gel
disediakan mf:nggu;lakaﬁ alat penuangan gel, di mana empat gel boleh dibentuk dalam
satu masa._ fsipadh larutan-larutan tersebut yang diperlukan untuk membuat satu gel
) difuhjukkari/ di Jadual 3.4. Larutan yang telah dikacau sebati dituang ke dalam alat
_penuangan gel secara perlahan hingga mencapai takat yang betul. Sebaik sahaja larutan
gel habis dituang, air ultratulen mili-Q dimasukkan dengan segera bagi melapisi
bahagian atas gel untuk mengelakkan pembentukan gelembung udara pada larutan gel
dan menjadikan permukaan atas gel rata. Gel dibiarkan untuk proses polimerisasi dalam

tempoh dua jam. Gel yang telah mengeras disimpan di dalam peti sejuk bersuhu 4 °C

dengan untuk penyimpanan maksimum selama seminggu.



Jadual 3.4 Isipadu larutan diperlukan untuk menyediakan 2D gel
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Larutan Isipadu
Akrilamida/bis 30% 4
1.5 M Tris-HCI(pH 8.8) 2.5
10%(w/v) SDS 0.1
10% (w/v) APS 0.05
TEMED 0.005
Air mili-Q 10

.

3.8.1.5 Proses Penyeimbangan Strip Gel

v

yang sama diulang dengan larutan penyeimbang yang mengandungi IAA.

-

- 3.8.1.6 Elektroforesis dua dimensi

elektroforesis. Tangki elektroforesis terlebih dahulu diisi dengan 4.5 L penimbal

>

Sebanyak 30 ml larutan-penimbal-penyeimbangan-disediakan terlebih dahulu (Rujuk
cara penyediaan di Lampiran A) dan dibahagikan kepadadﬁa bahagian. Setiap bahagian
boleh memuatkan 15 ml bagi setiap bahaglan Sebanyak 0.1 g ditiotreitol (DTT)
dilarutkan ke dalam satu bahagian larutan p/ uyq;mbangan manakala 0.25 g asid indol-
3-asetik (IAA) dilarutkan ke dalam satu bahaglan lagi. Larutan penyeimbangan yang
mengandungi DTT dlrr;astﬂzkan ke dalam tiub yang mengandung strip. Strip

kemudiannya diseimbanfgkaﬁ di atas penggoncang selama 15 minit. Kemudian proses

Proses elektroforesis dimensi kedua adalah peringkat kedua teknik
elektroforesis dua dimensi. Strip daripada proses elektroforesis satu dimensi yang telah
diseimbangkan diletakkan di atas permukaan gel akrilamid dengan perlahan dan ditekan
bagi menghalang pembentukan gelembung udara dan memastikan tiada ruang antara
strip dan gel akrilamid. 10uL penanda protein dipipet ke atas turas yang kecil dan kertas
turas tersebut diletakkan di atas gel, pada hujung strip. Larutan gel agaros (cara
penyediaan di Lampiran A) yang telah dicairkan terlebih dahulu dimasukkan sehingga
melapisi seluruh strip dan kertas turas untuk setiap gel. Gel agaros ini bertujuan untuk

melekapkan strip dan gel akrilamid disamping memberikan petunjuk semasa
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elektroforesis Laemmli berkepekatan 1x. Kaset gel dimasukkan ke dalam tangki.
Bahagian atas tangki dipasang dan sebanyak 800 ml penimbal elektroforesis laemmli
berkepekatan 1x dituang ke dalamnya. Aras bagi penimbal bahagian atas dan bahagian
bawah dipastikan sama. Setelah selesai, penutup tangki ditutup dan wayar pada penutup
tangki disambungkan kepada bekalan tenaga. Voltan, arus dan kuasa untuk
elektroforesis ditetapkan seperti Jadual 3.5. Apabila warna penunjuk telah berada lebih
kurang 1 cm dari paras bawah gel, elektroforesis dihentikan. Bahagian atas tangki
bersama-sama kaset gel dikeluarkan daripada tangki elektroforesis. Gel dikeluarkan
daripada plat kaca dengan berhati-hati dan dipindahkan ke dalam larutan fiksasi

sebelum proses pewarnaan dengan pewarna Biru Terang Coomassie R-250.

A

Jadual 3.5 Protekel-bekalan tenaga elektrik bagi-elektroforesis dua dimen'/s'.i"

Langkah Voltan (V) Arus/gel (Ma) Kuasa /get (W) “ Masa (jam)
1 80 10 L ® 1 1
2 500 40" 7 D 13 43-6.0
£ o _/
% -
3.8.1.7 Pewarnaan Biru Terang Coomassie (Coomassie Brilliant Blue R-250)
«‘/ J 3
-~ / A

Gel poliakrilamida yang/ mengandungi protein-protein yang telah dipisahkan oleh
keduadua proses éiektr(Jforesis satu dan dua dimensi diwarnakan bagi menjelaskan
bintik-bintik protein. Proses pewarnaan memudahkan analisis gel oleh perisian khas di
) peiiﬁgkat séterusnya. Larutan pewarnaan Biru Terang Coomassie R-250 terdiri
_daripada larutan fiksasi, larutan kerja pewarna, dan larutan nyahwarna. Kesemua

larutan disediakan terlebih dahulu dan disimpan dalam suhu bilik.

Gel digoncang perlahan di atas pengaduk tiub berputar sepanjang proses
pewarnaan supaya pewarnaan sekata pada keseluruhan gel. Proses pewarnaan
dimulakan dengan memasukkan gel kedalam bekas yang mengandungi larutan fiksasi
selama 30 minit. Larutan fiksasi boleh disimpan dan digunakan semula. Larutan kerja
pewarna ditambah ke dalam bekas untuk proses pewarnaan dan dibiarkan semalaman.
Seterusnya, larutan pewarna disimpan dan digantikan dengan larutan penyahwarnaan.
Proses penyahwarnaan mengambil masa beberapa jam sehingga bintik boleh dilihat
dengan jelas. Larutan penyahwarnaan juga perlu digantikan setiap 30 minit atau bila

larutan sudah kelihatan gelap. Selesai semua proses pewarnaan, gel disimpan dalam
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bekas yang mengandungi air milli-Q. Gel boleh disimpan lama dalam 4°C. Untuk proses
seterusnya, gel dikeluarkan dan diletakkan di atas pengimbas Densitometer Pengimejan
(BioRad, Hertfordshire, UK). Imej yang terhasil disimpan dalam format TIFF untuk
proses analisis. Gel dimasukkan semula ke dalam air milli-Q supaya ia boleh disimpan

untuk jangka masa panjang dalam suhu 4°C.

3.8.1.8 Analisis Bintik-Bintik Protein

Bintik-bintik protein dianalisis menggunakan perisian Progenesis SameSpot versi 6.0
(GE Healthcare, UK). Langkah-langkah yang mesti dituruti dalam menganalisis bintik
- bintik protein termasuklah menyunting, memadankan titik protein dari semua gel 'di
dalam kumpulan yang sama dan memadankan-titik-titik protein antara ku,mpulén;yang
berlainan. Gel disunting dengan terlebih dahulu membezakan bintik pgotéin sebenar
dengan bintik bukan protein dan latar belakang gel. Bintik bu'kzin protein dikenalpasti
melalui gambarajah tiga dimensi di mana bintik pgotefr} Eﬂihat membentuk hanya satu
puncak manakala titik bukan protein mefrlyegﬁ% lebih daripada satu puncak. Gambar
gel juga hendaklah mempunyai bilangan bintik protein yang hampir sama untuk
kesemua gel. Selain itu, 5@% /fﬁhi' ntensiti ditetapkan supaya hanya bintik yang

melebihi nilai intensiti itu sahaja akan dikesan.
%

Nil"ai/i/ntensiti ditetapkan berdasarkan kepada nilai intensiti bintik protein dalam

) kumpulan kontrol. Setelah kesemua gel telah disunting, padanan dilakukan dahulu
~antara setiap kumpulan rawatan dan kumpulan kawalan positif terhadap bintik dalam
kumpulan kontrol untuk melihat jumlah bintik yang diekspresi dalam setiap kumpulan
secara berbeza berbanding kumpulan kontrol. Seterusnya, kumpulan rawatan dan
kumpulan kawalan positif digabungkan dan dipadankan terhadap kumpulan kawalan
untuk mengenalpasti sebarang perbezaan ekspresi di antara bintik-bintik. Nilai
perbezaan ditetapkan melebihi dua kali ganda dan hanya bintik yang berbeza lebih dari
dua kali ganda akan diambil kira sebagai protein yang mempunyai perbezaan ekspresi.

Bintik protein yang diekspresi secara berbeza dua kali ganda dilabelkan untuk
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dikenalpasti menggunakan spektrometer jisim. Untuk proses ini, hanya bintik yang
terkandung di dalam kesemua gel saja yang dipilih supaya variasi bintik protein antara
individu dapat dielakkan. Setiap padanan bintik protein disemak satu persatu bagi
memastikan kesilapan padanan tidak berlaku. Bintik protein dipastikan dipadankan
dengan bintik yang mempunyai kedudukan berat molekul dan titik isoelektrik (pI) yang
hampir sama. Setiap padanan protein disemak satu persatu. Perisian ini turut

menjalankan analisis statistik perbandingan intensiti titik secara automatik.

3.8.2 Pengenalpastian Protein dengan Spektrometer Jisim MALDI TOF (MS)

3.8.2.1 Isolasi bintik protein daripada gel 2DE untuk identifikasi menggunakan MALDI
TOF 1°

Bintik-bintik protein yang diekspresi secara berbeza akan diasingkan daripada gel 2D
terlebih dahulu untuk diproses sebelum dikenalpasti 4’ dengan menggunakan
spektrometer jisim (MS). Hujung tip mikropipet 200 /u,L dipotong mengikut anggaran
saiz bintik dan ditekapkan di atas bintik/y?,r[g/cjljikehendaki, kemudian dimasukkan ke
dalam tiub emparan mikro yang mengandurigi 200 pL larutan penyimpanan. Larutan
penyimpanan mengandungi rﬁ;;a‘riol/ 10%, asid asetik 7%, dan air ultratulen MiliQ.
Teknik ini hendaklah diI/akaaK dengan berhati-hati di dalam kabinet aliran laminar
bagi mengelakkan konta{minasi keratin pada bintik. Setelah selesai, tiub berisi bintik

protein ‘d’is"iglpan'bada suhu 4 °C.

3.8.2.2 Pencernaan Protein Menggunakan Enzim Tripsin

Pewarnaan Biru Terang Coomassie R-250 secara umum sesuai dengan MS berbanding
teknik perwarnaan yang lain. Gel yang mengandungi bintik protein dicuci terlebih
dahulu dengan 200 uL air ultratulen MiliQ selama 10 minit dan diulang sebanyak dua
kali. Seterusnya, gel dicuci dengan 150 pL larutan ammonium bikarbonat (ABC) (100
mM) selama 10 minit. Gel protein kemudiannya direndam di dalam 150 pL larutan
asetonitril (ACN) (50%) dalam ABC (100 mM) di dalam tiub selama 10 minit dan
diulang 2 kali. Setelah selesai, larutan ACN (50%) dibuang keluar dan digantikan
dengan 150 pL larutan DTT (10 mM) yang disediakan secara segar. Gel dieram dalam
tangki rendaman air pada suhu 60 °C selama 30 minit. Kemudian, larutan DTT (10 mM)

dibuang dan diganti dengan 150 uL larutan IAA (55 mM) yang disediakan secara segar
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dan diletakkan di tempat yang gelap selama 20 minit. Larutan [AA dibuang dan diganti
dengan 150 pL larutan ACN (50 %) selama 20 minit dan diulang sebanyak 2 kali untuk
mencuci gel protein. Seterusnya, larutan ACN (50 %) dibuang dan gel direndam pula
di dalam 50uL ACN (100 %) selama 15 minit. Gel protein kemudian dikeringkan di
dalam pengempar vakum berkelajuan tinggi selama 20 minit atau sehingga gel protein
betul-betul kering. Kemudian gel protein direndam sepenuhnya di dalam 25-35 puL
tripsin (7ng/uL). Tiub yang mengandungi gel protein seterusnya direndam di dalam
tangki rendaman air bersuhu 30 °C untuk tempoh semalaman (maksimum 18 jam). Gel
protein kemudian direndam dengan 25 pL. ACN (50 %) selama 15 minit dan tiub
digoncang dan diempar. Seterusnya, supernatan dipindahkan ke dalam tiub pengempar
mikro yang baru. Sebanyak 25 pL ACN (100 %) pula dimasukkan ke dalam t1ub yang
mengandungi gel dan”dibiarkan berendam untuk 15 minit. Setelah selesai, tiub
digoncang, diempar, dan larutan ACN 100 % d1p1ndahkan ke dalam tiub yang
mengandungi ACN (50%). Tiub yang mengandungl campuran ACN dan protein
diempar di dalam pengempar vakum berkejajﬂim tinggi selama 1 jam 30 minit atau
sehingga semua larutan di dalamnya kerlng Srampel yang telah kering boleh disimpan
pada suhu -40 °C atau bole};/tems dilakukan proses pemekatan dan penyahgaraman
sampel. o (XN
I

3

3.8.2.3 Peméi(atan dan Penyahgaraman Sampel Protein

-

« Pe/mekatan dan penyahgaraman sampel protein dilakukan dengan menggunakan tip
“penuras ZipTip p-C18 bagi membersih dan memekatkan sampel untuk tujuan
meningkatkan kualiti spektrum jisim yang dihasilkan MS. Sebelum itu, larutan-larutan
seperti larutan 30% asetonitril dengan asid trifluoroasetik (TA30), larutan pelembapan,
larutan penyeimbangan dan pencuci dan larutan elusi perlu disediakan secara segar
terlebih dahulu. Mikropipet dilaraskan kepada isipadu 10 pL. Sebanyak 10 pL larutan
asid triklorasetik 30% (TA30) dimasukkan kedalam tiub yang mengandungi sampel.
Seterusnya, sebanyak 10 uL dipipet masuk ke dalam tip untuk melembapkan hujung
tip. Larutan tersebut kemudian dibuang dengan tidak melebihi unit penuras yang berada
di dalam tip. Langkah ini diulang sebanyak lima kali. Kemudian, larutan
penyeimbangan dipipet masuk dan keluar sebanyak tiga kali dengan isipadu yang sama.

Sampel yang bercampur dengan larutan TA30 dipipet masuk dan keluar sebanyak 10
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kali dengan isipadu yang sama. Sampel tersebut kemudian dibuang dengan tidak
melebihi unit penuras yang berada di dalam tip. Sebanyak 10 pL larutan
penyeimbangan dipipet masuk ke dalam tip untuk mencuci hujung tip. Langkah ini
diulang sebanyak tiga kali. Seterusnya, 5 uL larutan elusi dalam tiub pengempar mikro
yang baru dipipet masuk dan keluar sebanyak 10 kali. Pada kali yang ke sepuluh,
kesemua larutan elution dipipet keluar bersama-sama sampel yang berada pada unit

penuras.

3.8.2.4 Analisis Spektrometer Jisim MALDI TOF

Analisis pengenalpastian protein ini dilakukan menggunakan spektrometer jisim”Bmkfer
UltrafleXtreme MALDI-TOF/TOE.Prosedur-ini_dijalakan oleh oleh sairtis ’Iﬁstitut
Agro-Bioteknologi (ABI), NIBM, Serdang, Malaysia. Identiﬁkasi protein adalah
berdasarkan pengecaman cap jisim peptida. Setiap protein mempunyai jujukan dan
jisim yang berbeza dikenali sebagai cap jisim unik. P/e;\{:arian pangkalan data untuk
pengenalpastian protein  dilakukan /Ir{gn/g/g:}ljnakan sistem pencarian Mascot
(http:/www.matrixscience.com) di mana sumber pangkalan data adalah dari Swissprot.
Identifikasi protein adalah bedagmkaﬁ perbandingan jisim peptida melalui eksperimen
dengan jisim peptida teoris ;ﬂﬁg/ terdapat di dalam pangkalan data. Sistem skor
digunakan ugf[ukgn’lénentlukan protein di mana protein mempunyai jumlah peptida yang
paling ba’nyék akan dipilih. Protein yang mempunyai nilai skor lebih daripada 50 dan
) arés/keyakif;an lebih dari 95% dikenalpasti sebagai signifikan.

Parameter-parameter untuk analisis MS ditetapkan iaitu spesis Mus musculus,
tripsin sebagai agen pencerna, modifikasi sistein melalui karbamidometilasi, modifikasi
metionin melalui oksidasi dan toleransi jisim maksimum adalah 50 ppm. Sebanyak 10
kebarangkalian protein yang mempunyai persamaan dalam jujukan peptida akan
terhasil untuk sesuatu sampel. Nilai pl dan berat molekul teori protein yang terhasil
daripada data analisis MS dibandingkan dengan nilai pI dan berat molekul eksperimen

spot protein tersebut yang terdapat pada gambar rujukan gel.
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3.8.3 Bioinformatik dan Analisis Kefungsian

Klasifikasi fungsi dan analisis tapakjalan protein yang menunjukkan perbezaan yang
signifikan telah dijalankan menggunakan pengkalan data STRING dan Database for
Annotation, Visualization, and Integrated Discovery (DAVID) Bioinformatics
Resources v2024q2 (https://davidbioinformatics.nih.gov/) melalui alat anotasi fungsi
yang tersedia dalam talian. Perisian DAVID digunakn untuk memperoleh pemahaman
yang lebih mendalam mengenai anotasi kefungsian protein yang diekspres secara
berbeza dalam kajian ini. Senarai UNIPROT ACCESSION ID telah dimuat naik ke
dalam DAVID, yang mengandungi pangkalan data pengetahuan biologi bersepadu.

3.9 ANALISIS STATISTIK

A

Data dinyatakan sebagai min = ralat piawai min (SEM). Analisis pérbezé{an signifikan
antara nilai min bagi pelbagai kumpulan dilakukan mepggu/nakan ujian ANOVA sehala
dan ujian t student Analisis statistik dijalankap/m'énggﬁnakan perisian SPSS versi 22,
dengan nilai signifikan ditetapkan pada p- < (jj)ﬁj

P

o A

PAL ¥ y,
L



BAB IV

HASIL KAJIAN

4.1 KAJIAN HISTOLOGI TISU HEPAR

Pewarnaan H&E pada tisu hepar memberikan wariia merah jambu yang merujuk kepada
sitoplasma, manakala biru keunguan menunjukkan nukleus. Rajah 4.1 menunjukkan
fotomikrograf morfologi tisu hepar tikus kumpulan kajian selepas 12 minggu diberikan

PN

rawatan. p

-~
{

-~ &

Morfologi hepar tikus kumpufan/ l;av/VaI:n dan tikus kumpulan TRF kawalan
ditunjukkan pada fotomiqugra/f/(é:) dan (b). Hasil kajian menunjukkan tikus yang tidak
diaruh dengan bahan karsinogén menunjukkan sel hepatosit normal yang berbentuk
polihidral. Sel hepatosit Imengandungi dua atau empat nukleus yang bersaiz besar dan

berbentuk sfera berada di tengah-tengah sitoplasma.

Fotomikrograf (c) menunjukkan struktur hepar kumpulan hepatokarsinogenesis
kawalan. Struktur hepatosit di dalam kumpulan hepatokarsinogenesis kawalan tersebut
didapati menjadi lebih tebal berbanding kumpulan kawalan, disertai pembesaran
nukleus dan pengurangan taburan sitoplasma. Manakala, bagi kumpulan yang diberi
rawatan TRF dengan dos 125mg/kg masih menunjukkan ciri-ciri pra-kanser dan sirosis

pada sel hepatosit di mana proses nekrosis telah berlaku pada fotomikrograf (d).
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Fotomikrograf (e) pula menunjukkan hasil imej bagi kumpulan rawatan TRF
dengan dos 250 mg/kg. Imej menunjukkan ciri-ciri kanser yang tidak sekata pada sel
hepatosit disebabkan oleh rawatan profilaksis yang telah diberikan. Namun bagi
kumpulan yang diberikan rawatan TRF sebanyak 500 mg/kg dan kumpulan kawalan
positif yang diberi rawatan BHA tidak lagi menunjukkan ciri-ciri kanser pada sel

hepatosit pada fotomikrograf (f) dan (g).



Rajah’4/\FQtom1krograf tisu hepar yang diwarnakan dengan pewarnaan H&E dari kumpulan kawalan (a), kumpulan TRF kawalan (b), kumpulan
hepatokarsinogenesis kawalan (c), kumpulan hepatokarsinogenesis+TRF 125mg/kg (d), kumpulan hepatokarsinogenesis+TRF 250mg/kg
_J  (e), kumpulanhepatokarsinogenesis+TRF 500mg/kg (f) dan kumpulan hepatokarsinogenesistBHA 100mg/kg (g). Anak panah msp
menunjukkan hepatosit sel , manakala anak panah —» nukleus sel.

9
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4.2 ARAS ENZIM FUNGSI HEPAR
4.2.1 Purata Nisbah Aktiviti Enzim Alanina Aminotransferase Serum (ALT)

Rajah 4.2 menunjukkan perbandingan purata nisbah aktiviti enzim ALT serum tikus
pada minggu ke-12. Hasil kajian menunjukkan kumpulan tikus yang diaruh dengan
bahan karsinogen menunjukkan purata bacaan nisbah aktiviti enzim ALT yang tinggi
secara signifikan berbanding kumpulan kawalan (K1). Namun begitu, pemberian
tokotrienol kepada tikus yang diaruh karsinogenesis berupaya menurunkan aras purata

nisbah aktiviti enzim ALT kepada aras menghampiri kumpulan kawalan (K1) d_gflgaﬁ

. S S >

signifikan kepada kumlzglaﬁﬁkﬁ’s’ karsinogénesis. 0

- // -
» "\
N
bt %
- (/ ~ J\‘
AR S
Pa N
k
k
*

K1 K2 HCC K4 K5 K6 .

Kumpulan

*p < 0.05 berbanding kumpulan 3
** p <0.01 berbanding kumpulan 3

Petunjuk: K1= Kumpulan kawalan, K2 = Kumpulan T3 kawalan, HCC = Kumpulan DEN+2AAF, K4 =
Kumpulan DEN+2AAF+TRF 125mg/kg, K5 = Kumpulan DEN+2AAF+TRF 250mg/kg, K6 =
Kumpulan DEN+2AAF +TRF 250mg/kg, K7= Kumpulan DEN +2AAF+ BHA 100mg/kg.

Rajah 4.5 Purata nisbah aktiviti enzim alanina aminotransferase serum (ALT) antara kumpulan kajian
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4.2.2 Purata Nisbah Aktiviti Enzim Aspartate Aminotransferase Serum (AST)

Rajah 4.3 menunjukkan perbandingan purata nisbah aktiviti enzim AST serum tikus
pada minggu ke-12. Kumpulan tikus yang diaruh karsinogenesis (k3) menunjukkan
purata nisbah aktiviti AST yang tinggi secara signifikan berbanding tikus kumpulan
kawalan (K1). Manakala, bagi kumpulan tikus normal yang diberi suplementasi
tokotrienol (kumpulan TRF), menunjukkan purata nisbah aktiviti enzim AST serum
yang rendah hampir menyamai kumpulan tikus kawalan (K1). Tikus yang diaruh
dengan karsinogenesis yang diberi rawatan tokotrienol dan BHA berupaya menurunkan

purata nisbah aktiviti enzim AST dengan lebih rendah secara signifikan berbanding

kumpulan tikus karsinogenesis tanpa rawatan. 0\
€ (e
F/_4,,fA-—--., m— o™
- ~ - ‘/
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0.60
0.40
0.20 Ve
0.00 | e
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| e
Kumpulan

*p < 0.05 berbanding kumpulan 3
**p < 0.01 berbanding kumpulan 3

Petunjuk: K1= Kumpulan kawalan, K2 = Kumpulan TRF kawalan, HCC = Kumpulan DEN+2AAF, K4
= Kumpulan DEN+2AAF+TRF 125mg/kg, K5 = Kumpulan DEN+2AAF+TRF 250mg/kg, K6 =
Kumpulan DEN+2AAF +TRF 250mg/kg, K7= Kumpulan DEN +2AAF+ BHA 100mg/kg

Rajah 4.6  Purata nisbah aktiviti enzim aspartate aminotransferase (AST) serum antara kumpulan kajian
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4.3 PROFIL GLOBAL PROTEIN-PROTEIN HEPAR YANG DAPAT
DIASINGKAN MELALUI KAEDAH ELEKTROFORESIS GEL DUA
DIMENSI (2D-GEL) BAGI SEMUA KUMPULAN TIKUS KAJIAN

Analisis menggunakan elektroforesis gel dua dimensi menunjukkan bahawa profil
global protein hepar berbeza antara semua kumpulan kajian. Secara keseluruhan,
kumpulan kawalan memperlihatkan corak ekspresi protein yang konsisten dengan

taburan bintik protein yang jelas dan tersusun, mencerminkan keadaan fisiologi normal.

Sebaliknya, kumpulan karsinogenesis tanpa rawatan menunjukkan perubahan
ketara dalam profil protein, termasuk pengurangan serta peningkatan intensiti bintik
protein tertentu, yang mencerminkan gangguan terhadap homeostasis protein akibat
induksi karsinogenesis. Perubahan ini- menunjukkan berlakunya pengubahsu/aiém dalam

ekspresi protein yang berkait rapat dengan proses patologi hepar. -

P

Bagi kumpulan hepatokarsinogenesis yang menetima rawatan TRF, perubahan
dalam profil protein didapati berlaku secara beﬂﬂermgkat mengikut dos yang diberikan.
Pada dos 125 mg/kg, masih terdapat 001@( “protein yang menyerupai kumpulan
karsinogenesis tanpa rawatag,/nat}qyw dengan sedikit pemulihan dalam beberapa bintik
protein. Peningkatan do$ ] Kepada 250 mg/kg dan 500 mg/kg menunjukkan
kecenderungan yan/g/lebﬁh jelas ke arah pemulihan profil protein, dengan corak yang
semakin meﬁ;gha}npiri kumpulan kawalan, menunjukkan kesan modulasi TRF terhadap

ekspresi protein hepar.

Selain itu, kumpulan hepatokarsinogenesis yang menerima rawatan BHA pada
dos 100 mg/kg turut menunjukkan perubahan dalam profil protein hepar berbanding
kumpulan karsinogenesis tanpa rawatan. Walau bagaimanapun, corak perubahan yang
diperhatikan adalah berbeza berbanding kumpulan hepatokarsinogenesis yang dirawat
dengan TRF, mencadangkan kemungkinan perbezaan dalam mekanisme tindakan

antara kedua-dua bahan tersebut dalam mempengaruhi ekspresi protein.
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4.4 PERBANDINGAN JUMLAH BINTIK PROTEIN YANG DIEKSPRESIKAN
SECARA SIGNIFIKAN ANTARA PROFIL PROTEIN 2D-GEL RUJUKAN
(KUMPULAN KAWALAN NORMAL) DAN PROFILPROTEIN 2D-GEL
PELBAGAI KUMPULAN RAWATAN

Rajah 4.4 menunjukkan profil protein yang diekspresikan secara signifikan (>2 kali
ganda dan p<0.05) bagi setiap rawatan berbanding kumpulan rujukan (kumpulan
kawalan) selepas rawatan selama 12 minggu. Analisis perbandingan berdasarkan
perbezaan intensiti bintik yang signifikan antara kumpulan kawalan dan kumpulan
rawatan menunjukkan bahawa kumpulan yang dirawat dengan hepatokarsinogenesis +
TRF 500 mg/kg mempunyai jumlah bintik tertinggi yang diekspresi secara signifikan
(51 bintik mengalami peningkatan pengekspresan dan empat bintik mengalami
penurunan pengekspresan), diikuti dengan kumpulan hepatokarsinogenesis + BHA 100
mg/kg (43 bintik mengalami peningkatan pengekspresan dan satu bintikmengalami
penurunan pengekspresan), kumpulan hepatokars1nogenes1s + TRF 250 mg/kg (35
bintik mengalami peningkatan pengekspresan), kumpt[lan hepatokarsmogenesw + TRF
125 mg/kg (15 bintik. mengalami pemngka];an ‘pengekspresan dan enam bintik
mengalami penurunan pengekspresan) kumpulan TRF 500 mg/kg (14 bintik
mengalami peningkatan pe,ngekspresan dan satu bintik mengalami penurunan
pengekspresan), dan akhig %’kah kumpulan hepatokarsinogenesis (lima bintik
mengalami Pen{ngkataﬂ pengekspresan dan empat bintik mengalami penurunan

pengekspré:éan) (Rajah 4.5).
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Petunjuk: Sebanyw eri n” tahap
pengekspresan seperti yang ditandakan dalam {ufgfaﬂnb rwarna biru.
Manakala, bintik iym?g,lijbpl n dengan merah menunjukkan
sebanyak 1 bintik 'Erotei yang _ m Emi penurunan  tahap

pengekspresan.
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Petunjuk:  Sebanyak 5 bintik protein menunjukkan pemngkatan tahap ge

seperti {ang d1tanglakan dalam bulatan berwarna b Manak: la, bintik
yang di aﬂ S banyak 4 bintik

ulatkan,d(en '\i‘arna rah men
protein yang melgqla wahilp resan.

Petunjuk: Sebanyak 15 bintik protein menunjukkan peningkatan tahap
pengekspresan seperti yang ditandakan dalam bulatan berwarna biru.
Manakala, bintik yang dibulatkan dengan warna merah menunjukkan
sebanyak 6 bintik protein yang mengalami penurunan tahap
pengekspresan.



Petunjuk:

Petunjuk:

Sebanyak 35 bintik protein menunjukkan /peningkatan tahap
pengekspresan seperti yang ditandakan dalam bulatan berwarna biru.

D\
D
R GTA

-

Sebanyak 51 bintik protein menunjukkan peningkatan tahap
pengekspresan seperti yang ditandakan dalam bulatan berwarna biru.
Manakala, bintik yang dibulatkan dengan warna merah menunjukkan
sebanyak 4 bintik protein yang mengalami penurunan tahap
pengekspresan.
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Petunjuk

Rajah 4.7 Bintik proteiny

O
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R2\S
)

.7250mg/kg vs kumpulan

W

. Sebany

e < '’
inti i j penin n~" tahap
pengekspresan seperti yang ditanslaka\n dalam bulﬁ}fg1 berwarna biru.

Manakala, bintik y ibul “dengan merah menunjukkan
WA g

sebanyak 1 bintik protein yang i
‘ v

pengekspresan. :: '

p<0.05) ~sttiaf b

(kawalan).
- hepatokarsinogene

.'@

00mg/kg vs  kumpulan

penurunan tahap

and '-l? spresikan secara signifikan (>2 kali ganda dan
an rawatan berbanding kumpulan rujukan

kawalan  (a),

vs kumpulan kawalan (b), hepatokarsinogenesis +
RF 125mg/kg vs kumpulan kawalan (c), hepatokarsinogenesis + TRF
kawalan (d), hepatokarsinogenesis + TRF

500mg/kg vs kumpulan kawalan (e), hepatokarsinogenesis + BHA

100mg/kg vs kumpulan kawalan (g).

Y
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Bilangan bintik protein yang mengalami peningkatan ekspresi secara
signifikan (>2 kali ganda dan p<0.05) dan penurunan ekspresi setiap
kumpulan rawatan berbanding dengan kumpulan rujukan kawalan

60

50

40
30
20
l° L B
0 . :
K2 K3 k4 K5 K6 K7

-10 -~
Kumpulan -

Bilangan bintik ekspresi

mprepukated _m-Bownregulated - -

Petunjuk: K2 = Kumpulan TRF kawalan, HCC = Kumpulan DEN+2AAF, K4 = Kumpulan
DEN+2AAF+TRF 125mg/kg, K5 = Kumpulan DEN+2AAF+TRE 250mg/kg, K6 Kumpulan
DEN+2AAF +TRF 250mg/kg, K7= Kumpulan DEN +2AAF+ BHA 100mg/kg

AN

Rajah 4.8  Perbandingan bilangan bintik }gﬁg diéképresi secara signifikan antara
kumpulan-kumpulan rawatan dan kumpulan kawalan (perubahan >2 kali
ganda dan p %905}“ T

r s A
- N

4.5 PROFIL PR()TEIN RUJUKAN BERDASARKAN ANALISIS GABUNGAN
KUD@ULAN RAWATAN TERHADAP KUMPULAN KAWALAN
o - -

Bajéﬁ 4.6 ﬁénunjukkan profil bintik protein yang diekspresi secara signifikan. Hasil
/Janalisa gabungan 28 imej gel pada pH 3-10NL iaitu empat gel dari setiap kumpulan
kajian dengan menjadikan kumpulan kawalan sebagai gel rujukan. Profil protein ini
dijadikan sebagai gel rujukan untuk mengasingkan bintik pada setiap gel. Analisa setiap
gel menunjukkan setiap gel mengandungi +1000 bintik protein secara purata.
Walaubagaimanapun, daripada gel rujukan yang didapati tersebut, hanya 23 bintik

protein yang diekspresi secara signifikan (perubahan >2 kali ganda dan p <0.05).
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Rajah 4.9 Gel dua-dimensi-rujukan-hasil-daripada-gabungan semua gel daripada
semua kumpulan rawatan. Sebanyak 23 bintik protein‘diekspresikan secara
signifikan setelah perbandingan dilakukan dengan gel kumpulan kawalan.
Julat pI|(titik isoelektrik) diwakili oleh paksi-x manakala piawai berat
molekul (kDa) diwakili oleh paksi-)L. { 4

N A

46  PENGENALPASTIAN /I\DyEﬂITITIJPROTEIN YANG MENUNJUKKAN
PERBEZAAN EKSPRESI YANG SIGNIFIKAN
“ v A

-

-«

Y4

Rajah 4.7 menunjuﬁl;an \daripada 23 bintik protein yang diekspresikan secara berbeza
pada gel _,rujﬁiian;hanya lapan bintik protein sahaja yang berjaya dikenalpasti melalui
kaedéh spék’trometri jisim iaitu dehidrogenase glutamat 1 (DHE3), protein tekanan-70
o (GRP75), aldehid dehidrogenase (ALDH2), s-adenosilmetionina (METK1),
J‘argininosuksinat sintase (ASSY), adenosin kinase (ADK), ornitin karbamoiltransferase
(OTC), dan subunit alfa protein flavin pemindah elektron (ETFA). Kesemua protein
menunjukkan perubahan ekspresi secara signifikan (>2 kali gand, dan p<0.05)
berbanding kumpulan kawalan. Jadual 4.1 menunjukkan identiti dan data berkenaan
lapan bintik protein yang diperoleh daripada spektrometri jisim. Rajah 4.8
menunjukkan perbezaan ekspresi lapan protein yang telah dikenalpasti melalui

spektrometri jisim untuk setiap kumpulan.
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Rajah 4.10 Bulatan-merah-menunjukkan-bintik-protein-yang diekspr/esikan’/ secara
signifikan yang dapat dikenalpasti melalui kaedah”spektrometer jisim.
Julat pl (titik isoelektrik) diwakili oleh paksi=x manakala piawai berat
molekul| (kDa) diwakili oleh paksi-y. /X
O\
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Jadual 4.6 Identiti dan data berkenaan lapan bintik protein yang diperoleh daripada MS

" SkoF

Nisbah

Nombor Protein Simbol Organisma pI/MW pI/MW Nilai P
bintik Rujukan (teoretikal) (eksperimental) Protein Perubahan
(Da) _(Day>.
162 Dehidrogenase DHE3 Rattus norvegicus 8.05 8.19 85 2.6 0.003
glutamat 1 % b
72 Protein tekanan 70 GRP75  Rattus norvegicus = ﬁ/gl ) 5.6 80 32 0.014
182 Aldehid dehidrogenase =~ ALDH2  Rattus norvegicus 16.63 6.6 213 3.1 0.009
206 S-adenosilmetionina ~ METK1 Rattus*ﬁ/orvé%icus 5.61 6.48 102 2.1 0.045
211 Argininosuksinat ASSY. < [Rattus no/rvegicus 7.63 8.86 58 2.1 0.017
sintase “ .
249 Adenosin kinase ~ /~ ADK IRattus norvegicus 5.72 6.68 72 24 0.019
348 Ornitin”™ _- "OTC Rattus norvegicus 9112 8.35 77 2.9 0.008
karbameiltransferase
391 “Subunit alfa protein ETFA Rattus norvegicus 8.62 8.35 77 2.2 0.026

| flavin pemindah
’ elektron

L9



K1

K2 K3 K4 KS K6 K7

Dehidrogenase glutamat 1 (DHE3)

Petunjuk : K1 = kumpulan kawalan, K2 = kumpulan TRF kawalan, K3 = kumpulan
hepatokarsinogenesis kawalan, K4 = kumpulan hepatokarsinogenesis +TRF 125
mg/kg, K5 = kumpulan hepatokarsinogenesis + TRF 250 mg/kg, K6 = kumpulan
hepatokarsinogenesis + TRF 250 mg/kg, K7 = kumpulan hepatoarsinogenesis + BHA
100 mg/kg.
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K1 K2 K3 K4 K5

Argininosuksinat sintase (ASSY)

K1

Ornitin karbamoiltransfer:

= O , 5 A

Flavoprotein pemindahan eléktrgn (ETFA)

Rajah 4.11 Perbezaan ekspresi setiap I!an protein yang telah dikenalpasti melalui
spektrometri jisim untuk setiap kumpulan
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4.7 INTERAKSI ANTARA PROTEIN

Rajah 4.9 menunjukkan rangkaian interaksi antara protein-protein yang telah
dikenalpasti melalui analisis MALDI-TOF/TOF dan dianalisis menggunakan perisian
STRING. Analisis ini dijalankan bagi menilai hubungan kefungsian antara protein yang
telah dikenal pasti, serta mengenal pasti protein utama yang berpotensi memainkan
peranan penting dalam laluan biologi tertentu. Antara protein yang telah dikenalpasti
ialah dehidrogenase glutamat 1 (DHE3), protein tekanan 70 (GRP75), aldehid
dehidrogenase (ALDH2), s-adenosilmetionina (METKI), argininosuksinat sintase
(ASSY), adenosin kinase (ADK), ornitin karbamoiltransferase (OTC), dan flavoprotein
pemindahan elektron (ETFA). ) 7 A - 4’

Berdasarkan rangkaian interaksi yang diperoleh, pr_oté’in/ DHE3 terletak di
tengah pusat rangkaian interaksi dan menunjukkan bilangail interaksi yang lebih tinggi
berbanding dengan protein-protein lain. Prot/e]n protéin lain membentuk hubungan

interaksi antara satu sama lain sepertl yang| dganibarkan dalam rajah tersebut.

Rajah 4.12 Interaksi protein-protein dengan menggunakan perisian STRING
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4.7.1 Analisis Pengayaan Fungsi Protein

Analisis proses biologi (ontologi gen) terhadap lapan protein yang telah dikenalpasti
menunjukkan beberapa proses biologi utama yang diperkaya, khususnya yang berkaitan

dengan biosintesis dan metabolisme asid amino.

Antara proses biologi yang menunjukkan nilai signifikan termasuk proses
biosintesis asid amino keluarga glutamin, proses biosintesis arginin, proses
metabolisme sitrulin dan kitar urea. Proses-proses ini melibatkan antara dua hingga
empat protein dalam rangkaian dan menunjukkan nilai kadar penemuan palsu (FDR)
yang rendah, menandakan tahap signifikan statistik yang tinggi. {

Selain itu, beberapa proses metabolik lain turut dikenal pasti, termasuk proses
katabolisme asid karboksilik, pengoksidaan beta asid’ iemak /menggunakan
dehidrogenase asil-KoA, proses metabolisme as1d amlno selular, proses katabolisme
asid amino selular dan proses metabolisme a§1d [I‘lkaI’bOkSlllk Proses biologi lain yang
berkaitan dengan metabolisme molekul kedean perkembangan sel turut direkodkan

seperti yang ditunjukkan dalam iajah4.10 dan jadual 4.2.
G B

-
3

e’

Jadual 4;3’ i)ula ‘memperincikan kategori komponen sel, yang menunjukkan
bahawa,,pr@téin—protein yang dikenal pasti terutamanya dikategorikan dalam komponen
) m'rtékondriél/, matriks mitokondria, dan lumen organel intrasel. Antara komponen
tersebut, mitokondria telah menunjukkan tahap pengayaan tertinggi, menandakan
bahawa majoriti protein yang dikenal pasti berkait rapat dengan fungsi organel ini. Hasil
ini membuktikan penglibatan signifikan protein-protein tersebut dalam proses
metabolik dan penghasilan tenaga selular, selaras dengan peranan mitokondria sebagai

pusat utama metabolisme dalam sel.

Dari segi fungsi molekul, lapan protein tersebut menunjukkan pengayaan
signifikan dalam aktiviti pengikatan, termasuk pengikatan asid amino, anion, molekul
kecil, nukleotida, serta pengikatan ATP, serta aktiviti katalitik yang mencerminkan
peranan sebahagian protein sebagai enzim . Corak fungsi ini mencerminkan penglibatan
protein-protein tersebut dalam tindak balas biokimia dan proses metabolik asas sel

seperti yang ditunjukkan dalam Jadual 4.4.
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Selari dengan dapatan ini, analisis laluan KEGG seperti yang ditunjukkan dalam
jadual 4.5 menunjukkan bahawa protein-protein tersebut terlibat secara signifikan
dalam beberapa laluan metabolik utama, termasuk biosintesis arginin, biosintesis asid
amino, serta metabolisme alanina, aspartat dan glutamat, selain pengayaan dalam laluan
metabolik umum. Secara keseluruhan, penglibatan dalam fungsi molekul dan laluan
metabolik ini menegaskan peranan penting protein-protein yang dikenal pasti dalam

metabolisme asid amino dan homeostasis metabolik sel.

Biological Process (Gene Ontology) enrichment

FDR

Glutamine family amino acid i - 3.0e-05¢"
biosynthetic process !

- 6.96-05 | ~
Arginine biosynthetic process . P - 1.5e-04
— — ’ 3.5e-04
PR e’ .
Citrulline metabolic process — ": _ P > 7.9e-04
- 1.7e-03
Ureacycle . o > g
' 2 Gene count
Mid gut development—. < 2 2
i i i /\\ . ® 3
Carboxylic acid catabolic proce: a "u b §
¥ R | °
Fatty acid beta-oxidation using acy . / \ < A 1] 4
CoA dehydrogenase / |
oI & 4
Cellular amino acid metabolic process _. L A I
- $
Cellular amino acid catabolic process ) T I
Tricarboxylic acid metabolic process —-—F.r:/\) I
el < ™~
P
010 ) 1.2 1.4 1.6 1.8 2.0
C Signal
-~
o o -
- -
- Rajah 4.13 Menunjukkan penggayaan proses biologi (Ontologi Gen) bagi 8 protein

yang telah dikenalpasti



Jadual 4.7 Proses biologi yang terlibat dalam 8 protein yang telah dikenalpasti

-~

Huraian  Bilangan dalam Kekuatan Isyarat Kadar Penemuan

rangkaian - ‘ <" Palsu

Proses Dbiosintesis asid amino keluarga 3 daripada 14 i/ . 2.03 0.00031
glutamin Py

Proses biosintesis arginin 2 daripada 14 3.14 & \ 1.5 0.0036
Proses metabolisme sitrulin 2 daripada 6 _2.97/ r 1.43 0.0047
Kitaran urea 2 daripada 9 | ///‘2‘79 £ 1.35 0.0061
Proses katabolisme asid karboksilik 4 daripada 126 P 17 1.31 0.0031
Pengoksidaan beta asid lemak menggunakan 2 daripada 12 ¢ \ 2.67 1.29 0.0077
dehidrogenase asil-KoA P >

AR

Proses metabolisme asid amino selular 4 ddripada 262 1.63 1.24 0.0036
Proses katabolisme asid amino selular P \ S da:ripad'g 105 1.9 1.24 0.0061
Proses metabolisme asid trikarboksilik ) < | 2 daripada 16 2.54 1.17 0.0117
Perkembangan usus tengah - /( 2 daripada 21 2.42 1.06 0.0177
Proses metabolisme molkul kecil -~ /- -~ 7 daripada 1534 1.1 1.03 0.00042
Proses biosintesis molekul kecilﬁ / 4 daripada 415 1.43 1.03 0.0064
Proses metabolisme asid karboksilik 5 daripada 805 1.24 0.95 0.0047
Ritma harian- { 3 daripada 185 1.65 0.93 0.0192
Perkembangan hepar 3 daripada 246 1.53 0.77 0.0358
Tindak balas hormon 5 daripada 1100 1.1 0.76 0.0105
Tindak balas terhadap sebatian organik siklik 5 daripada 1333 1.02 0.64 0.0207

Proses metabolisme selular 8 daripada 6431 0.54 0.35 0.0262

€L



Jadual 4.8 Komponen yang terlibat bagi 8 protein yang telah dikenalpasti

Huraian Bilangan dalam Kekuatan Isyarat Kadar Penemuan P;lsu -
rangkaian ( -~
Matriks mitokondria 5 daripada 318 1.64 1.89 6.46e-05
Mitokondrion 6 daripada 1588 1.02 0.8 0.0032
Lumen organel intrasel 7 daripada 3519 0.74 0.51 P 0.0110
- »

Jadual 4.9 Fungsi bagi kesemua 8 protein yang telah dikenalpasti

Huraian Bilangan dalam rangkaian Kekuatan [ « _J Isyarat Kadar Penemuan Palsu
& <@
Pengikatan asid amino 4 daripada 71 2190 2.48 3.63e-05
2 v Ja
Pengikatan anion 8 daripada 2316 «Qzr o X098 0.98 3.63e-05
-~ < » ‘/“_

Pengikatan molkul kecil 8 daripada 2451 0.96 0.95 3.63e05
Pengikatan nukleotida 7 déﬁpada 2080 0.97 0.87 0.00041
Pengikatan ATP 5 daril;ada 1393 1.0 0.62 0.0227

8 daripada 5437 0.61 0.44 0.0071

Aktiviti katalitik

YL



Jadual 4.10 Tapak jalan KEGG yang terlibat-dalam.8protein-yang telah dikenalpasti

Huraian Bilangan dalam rangkaian Kekuatan Isyarat ~ Kadar Penemuan Palsu
Biosintesis arginin 3 daripada 18 2.67 2.9 1.34e-05
Biosintesis asid amino 3 daripada 76 2.04 ,.L.\9/4 0.00030
Metabolisme alanina, aspartat 2 daripada 34 2.21 g 1 0.0059
dan glutamat

/m P
Tapak jalan metabolik 6 daripada 1431 1.07 / - 1.0 0.00030
o~
2 7
-~ 3 Y.
p 23

SL
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PERBINCANGAN

-

5.1 KAJIAN HISTOLOGIL FERHADAP PERUBAHAN TISU HEPAR-

>
P

Pewarnaan Hematoxylin dan Eosin (H&E) merupakan teknik hisyfologi yéng digunakan
secara meluas untuk menilai perubahan morfologi dalam tisu bagi memberikan imej
yang jelas terhadap struktur sel yang tidak nggr;lal. I/’ewarnaan H&E menunjukkan
perbezaan morfologi diantara sel hgpatdsit forfnal dan sel kanser malignan (Krishna
2013). Berdasarkan kajian in/i,f»@mpulan rawatan TRF 500 mg/kg menunjukkan sel
hepatosit yang norma/l,sepe/rtj sel ﬁépatosit yang terdapat di dalam kumpulan kawalan.
Ini membuktikan bé/hawh suplementasi TRF tidak memberi sebarang kesan kepada sel

hepatosjt/jgﬂg nermal (Magosso et al. 2013).

Bagi kumpulan yang diaruh hepatokarsinogen (menerima DEN + 2AAF sahaja)
/menunjukkan perubahan morfologi sel hepatosit iaitu saiz nukleus yang lebih besar,
taburan sitoplasma yang lebih rendah dan susunan sel hepatosit yang lebih tebal
berbanding dengan kumpulan kawalan. Keadaan ini berlaku kerana DEN bertindak
sebagai pemula dalam kanser hepar dengan mengubah suai DNA dan menyebabkan
berlakunya pembentukan luka pada fokal praneoplastik. Manakala, agen 2AAF
berperanan dalam menggalakkan percambahan sel hepatosit yang telah berubah struktur

DNA (Bruno Pisani et al. 2016).
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Dalam kajian ini, bagi kumpulan tikus HCC yang dirawat dengan BHA 100
mg/kg menunjukkan hasil keputusan histopatologi sel hepatosit yang tidak lagi
menunjukkan ciri-ciri dan morfologi sel kanser, menandakan keberkesanan rawatan
dalam menghapuskan sel malignan. BHA merupakan antioksidan sintetik yang boleh
dijumpai di dalam industri pemakanan dan farmaseutikal yang berperanan sebagai
rawatan kanser dengan mengawal atur tekanan oksidatif. Berdasarkan kajian terdahulu,
BHA mampu menghalang kecederaan tisu yang disebabkan oleh ferik nitrilotriasetat

(Fe-NTA) (Ansar et al. 2016).

Bagi kumpulan tikus aruhan hepatokarsinogenesis dan diberi rawatan TRF
dengan dos 125 mg/kg didapati gagal menghalang perkembangan kanser hepar iaitﬁ sel
hepatosit tidak menunjukkan sebaraﬂg perubahein dan Kelihatan sama sepe/rﬁ kumpulan
tikus hepatokarsinogenesis tidak dirawat. Dos TRF yang 'rer;dah “menunjukkan
keberkesanan yang terhad selaras dengan kajian terdahulurflelaporkan bahawa dos TRF
yang minimum tidak mampu memberi kesan antl-tumér secara signifikan (Kani et al.
2013). Manakala bagi kumpulan hepatokar/ nogenesm yang dirawat dengan TRF 250
mg/kg pula mula menunjukkan gengurangan sel kanser hepatosit secara bertompok-
tompok, selari dengan kajian/s/eye)h:xm ini mengatakan bahawa kepekatan dos TRF yang
lebih tinggi dip/crlukéh 9ntui< mengganggu percambahan sel tumor dan angiogenesis

(Qureshi et al. 2016).

Seterusnya bagi kumpulan kajian hepatokarsinogenesis yang dirawat dengan

“TRF 500 mg/kg pula menunjukkan keberkesanan TRF dalam mengaruh proses
apoptosis kerana tiada penghasilan kanser pada sel hepatosit. Hasil kajian ini setara

dengan kajian terdahulu yang membuktikan bahawa dos tokotrienol yang tinggi mampu

meningkatkan proses apoptosis (Xu et al. 2017). Perbezaan dos menunjukkan kadar

tindak balas biologi yang berbeza terhadap keberkesanan TRF dalam proses apoptosis.

Pada dos 200 mg, keberkesanan TRF adalah sebanyak 50%. Keberkesanan meningkat

kepada 100% pada dos 400 mg dan 600 mg. Namun, pada dos 800 mg dan 1600 mg,

keberkesanan TRF menurun kepada 66% (Yang et al. 2020). Selain itu, kajian lain juga

menunjukkan kepekatan y-T3 yang tinggi mampu merendahkan proses proliferasi sel

kanser dalam tempoh yang singkat (Ghanem et al. 2019).
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Dalam kajian ini, TRF yang digunakan mengandungi kepekatan gamma
tokotrienol (y-T3) yang tinggi, yang merupakan komponen bioaktif utama dalam fraksi
tersebut. Oleh itu, peningkatan apoptosis dan pengurangan proliferasi sel yang
diperhatikan berkemungkinan besar disumbangkan oleh kandungan y-T3 yang dominan
dalam TRF, selaras dengan laporan bahawa y-T3 pada kepekatan tinggi mampu

merencatkan proliferasi sel kanser dalam tempoh yang singkat (Ghanem et al. 2019).

Perbezaan dos tokotrienol menunjukkan tahap keberkesanan yang berbeza
berpunca daripada bioavailabiliti tokotrienol itu sendiri (Qureshi et al. 2016). Pada dos
tokotrienol yang rendah, tokotrienol menunjukkan sifat antioksidan manakala pada dos
sederhana dan tinggi, tokotrienol telah mengaktifkan laluan pro-apoptosis (/Ghancfn et
al. 2019). Kajian ini membuktikan 7peranan tokotrierol-dalam memodulasi tekanan
oksidatif secara kebergantungan dos. Hasil kajian ini menunjukke;n kepentingan dos
tokotrienol yang optimum dalam rawatan kanser. W@laupim setiap dos menunjukkan
potensi sebagai agen terapeutik, namun kaji/an Kklinikal terhadap kesan sampingan

penggunaan dos tokotrienol perlu dilaksandkan ;ada masa akan datang.

P

P =

5.2 KESAN SUPLEMEI(PAéIT FRAKSI KAYA TOKOTRIENOL TERHADAP
ARAS ENZIM FUNGSFHEPAR

l

Enzim ALT dan AST berperanan penting dalam metabolisma asid amino yang berlaku
Eﬁ dalam o}g'an hepar. ALT dan AST merupakan penanda biologi bagi menilai fungsi
/ hepar dan mengesan kecederaan sel hepatosit. Peningkatan paras enzim tersebut sering
Z/menandakan kerosakan hepar. Berdasarkan kajian terdahulu, pemberian DEN telah
menyebabkan karsinogenesis secara progresif dalam hepar (Castro-Gil et al. 2021).
Dalam kajian ini, terdapat peningkatan enzim ALT dan AST secara signifikan bagi
kumpulan kawalan hepatokarsinogenesis berbanding kumpulan kawalan. Peningkatan
aras enzim ini membuktikan bahawa bahan kimia DEN dan 2 AAF yang digunakan

memberikan kesan ketoksikan kepada organ hepar (Malik et al. 2013).

Seterusnya, bagi kumpulan rawatan hepatokarsinogenesis + TRF 250 mg/kg
menunjukkan penurunan paras enzim ALT paling signifikan (p < 0.01) berbanding
kumpulan rawatan hepatokarsinogenesis + TRF 125 mg/kg dan 500 mg/kg (p < 0.05).

Perbezaan ini menunjukkan bahawa kesan dos pertengahan hepatokarsinogenesis +
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TRF 250 mg/kg adalah lebih dominan dan mencadangkan bahawa dos pertengahan
tersebut merupakan julat dos optimum untuk mencapai keberkesanan maksimum dalam
kajian ini. Bagi kumpulan rawatan dos rendah hepatokarsinogenesis + TRF 125 mg/kg,
sifat antioksidan dan anti-keradangan yang terdapat di dalam tokotrienol mungkin tidak
mencukupi untuk mengurangkan tekanan oksidatif serta keradangan yang berkaitan
dengan kanser hepar. Manakala pemberian dos TRF yang tinggi bagi kumpulan rawatan
hepatokarsinogenesis + TRF 500 mg/kg berpotensi menghasilkan kesan pro-oksidan
lalu menyebabkan keberkesanan TRF berkurang.

Bagi hasil ujian AST pula, setiap kumpulan rawatan hepatokarsinogenesis +
TRF dengan dos 125 mg/kg, 250 mg/kg dan 500 mg/kg menunjukkan penurunan eﬁzini
secara signifikan (p < 0.01) berband{ng ujian ALT tanpa mengira dos. Hasil kajian ini
telah menyokong kajian terdahulu yang menyatakan bahawa suple;nentéiSi tokotrienol
mampu mengurangkan paras enzim ALT dan {\SAT/ kerana tokotrienol telah
menunjukkan kesan hepatoprotektif dengan peI/ling]gataﬁ sistem pertahanan antioksidan

dan perencatan peroksidasi lipid (Pervez etél./2620).

P

P =

Tokotrienol merupak{an/ )vitamin E mempunyai sifat antioksidan dan anti
keradangan yang. béqutens\i menyumbang kepada penurunan paras enzim hepar.
Tokotrier}gl berpotensi sebagai agen hepatoprotektif melalui mekanisme meneutralkan
telganan/ oksidatif dan merencat tapak jalan isyarat keradangan yang merupakan faktor
“utama dalam patogenesis kerosakan hepatosit. Berdasarkan kajian terdahulu,
“tokotrienol mampu mengurangkan peroksidasi lipid melalui mekanisma antioksidan

yang meneutralkan radikal bebas yang terbentuk akibat tekanan oksidatif yang menjadi
punca utama peroksidasi lipid. Selain itu, tokotrienol juga turut mengurangkan tahap
nitrik oksida dan tumor nekrosis yang menjadi punca berlakunya keradangan (Chin et

al. 2016).

Berdasarkan kajian-kajian terdahulu, tokotrienol telah terbukti memainkan
peranan penting dalam menjadi agen hepatoprotektif melalui pengurangan tekanan
oksidatif dan bertindak sebagai anti keradangan dalam mengekalkan fungsi hepar
(Wong et al. 2017). Hasil kajian ini yang menunjukkan penurunan yang signifikan

dalam tahap ALT dan AST selaras dengan kajian-kajian terdahulu yang memberi
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sokongan tambahan terhadap kesan hepatoprotektif (Jayusman et al. 2017). Penurunan
enzim - enzim ini membuktikan bahawa tokotrienol mampu mengurangkan kerosakan
hepar melalui mekanisma perlindungan yang telah dikenalpasti melalui kajian — kajian
terdahulu. Namun begitu, kajian lebih terperinci masih diperlukan untuk mengenalpasti
mekanisa-mekanisma yang lebih spesifik terlibat dalam aktiviti hepatoprotektif.
Penyelidikan lebih lanjut mengenai kesan penggunaan tokotrienol untuk jangka masa
yang panjang akan memberi pemahaman lebih mendalam terhadap mekanisma

tokotrienol melindungi hepar pada peringkat selular dan molekular.

5.3 PERBANDINGAN PROFIL PROTEIN UNTUK SETIAP KUMPULAN

-

Kumpulan hepatokarsinogenesis-kawalan memperlihatkan perubahan ketara dalam
bilangan dan taburan bintik protein berbanding kumpulan kawalan, i/ni‘ m/enunjukkan
terdapat gangguan terhadap kestabilan proteomik alfibat ' prose/s karsinogenesis.
Perbezaan bintik protein ini selari dengan kajian tqrdaﬁylﬁ\yang melaporkan perbezaan
taburan bintik protein yang ketara antgr?/gﬁ?pﬁlan hepatoselular karsinoma dan
kumpulan tisu normal (Zorina et al. 2025). Kumpulan rawatan TRF pada dos 125 mg/kg
tidak menunjukkan pembahan;ya?i/g ‘s/igniﬁkan apabila dibandingkan dengan kumpulan
hepatokarsinogenesii/s/ kawalan;” mencadangkan bahawa dos tersebut mungkin tidak
mencukupi qntuk,inenga]wal perubahan proteomik yang berlaku.
Kun;pulan rawatan hepatokarsinogenesis + TRF 250 mg/kg memaparkan profil
protein yang lebih stabil berbanding kumpulan hepatokarsinogenesis kawalan, dengan
taburan bitnik protein yang lebih menghampiri corak kumpulan kawalan. Keadaan ini
mencadangkan bahawa dos TRF yang sederhana berpotensi memodulasi perubahan
proteomik yang dicetuskan oleh proses karsinogenesis, dan kesannya mungkin

setanding dengan agen rujukan BHA.

Namun begitu, kumpulan rawatan hepatokarsinogenesis + TRF 500 mg/kg
menunjukkan taburan bintik protein yang lebih banyak berbanding kumpulan kawalan.
Peningkatan ini mungkin menunjukkan pengaktifan laluan tindak balas selular yang
lebih meluas, termasuk mekanisme tekanan oksidatif atau regulasi apoptosis, yang
menunjukkan bahawa dos TRF yang tinggi mampu mencetuskan perubahan proteomik

yang lebih kompleks berbanding sekadar pemulihan kepada keadaan normal.
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Bagi kumpulan rawatan hepatokarsinogenesis + BHA 100 mg/kg turut
menunjukkan corak taburan bintik protein yang hampir sama dengan kumpulan
kawalan, ini menandakan kesan penstabilan proteom yang konsisten. Perbandingan ini
mencadangkan bahawa keberkesanan kumpulan rawatan TRF 250 mg/kg dalam
memulihkan perubahan proteomik adalah setanding dengan agen rujukan BHA,

meskipun mekanisme molekul yang terlibat berbeza-beza.

Seterusnya, kumpulan TRF kawalan menunjukkan corak taburan bintik protein
yang hampir menyerupai kumpulan kawalan normal, mencadangkan bahawa TRF tidak
menyebabkan gangguan proteomik yang signifikan dalam keadaan fisiologi normal.
Hasil ini menunjukkan bahawa TRF tidak memberi kesan toksik atau perub{ahan' ,bésai

terhadap homeostasis protein dalam flepar yang normal. R

Perbezaan dos TRF menunjukkan kesan yang berbeza terhadap tindak balas
proteomik. Secara keseluruhan, dapatan ini me;nun’jykkan bahawa kesan TRF terhadap
profil protein dalam model hepatokars/inogénés—fs adalah bergantung kepada dos. Dos
rendah mungkin tidak mencukupi untuk thenghasilkan kesan protektif yang jelas,
manakala dos sederhana me’rfnﬁljiﬂ(kan modulasi proteomik yang optimum, dan dos

tinggi berpotensi meﬁéeﬁuskan tindak balas proteomik yang lebih luas dan kompleks.

54 .- PERBANDINGAN JUMLAH BINTIK YANG DIEKSPRESIKAN SECARA

< SIGNIFIKAN ANTARA PROFIL BINTIK PROTEIN RUJUKAN
(KUMPULAN KAWALAN) DAN PROFIL PROTEIN KUMPULAN
RAWATAN

Analisis perbandingan antara kumpulan kawalan dengan setiap kumpulan menunjukkan
kumpulan aruhan hepatokarsinogenesis sahaja mempunyai 5 bintik protein yang
berbeza secara signifikan. Dapatan ini menunjukkan bahawa aruhan karsinogen telah
mencetuskan perubahan dalam landskap proteomik hepar secara selektif. Oleh itu,
hanya protein tertentu sahaja yang dapat diekspresikan secara signifikan berbanding

kumpulan kawalan.
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Kumpulan rawatan hepatokarsinogenesis + TRF 500 mg/kg menunjukkan
peningkatan ketara dalam bilangan bintik signifikan (51 bintik). Pola peningkatan ini
selari dengan kecenderungan kebergantungan dos, iaitu pada 15 bintik pada 125 mg/kg,
35 bintik pada dos 250 mg/kg dan 51 bintik pada 500 mg/kg. Hasil kajian ini
mencadangkan bahawa berlaku penyusunan semula profil protein sebagai tindak balas
terhadap gabungan karsinogen dan TRF. Dos yang lebih tinggi berkemungkinan
memberi kesan yang lebih ketara terhadap perubahan ekspresi protein. Dapatan ini
adalah konsisten dengan laporan terdahulu yang menunjukkan bahawa y-tokotrienol
mampu mengawal pengekspresan protein, seperti peroxedoxin-4 dalam model kanser
hepar, seterusnya mengawal proliferasi sel tumour (Abdul Rahman Sazli et al. 2015).
Walaupun kajian tersebut menggunakan isoform tunggal tokotrienol, kqhadi'ra’n y-
tokotrienol dalam TRF menyokong kemungkilian bahawa pembahan/prdfteomik”yang
diperhatikan dalam kumpulan rawatan hepatokarsinogenesis + TRF thencerminkan

mekanisme modulasi protein yang serupa dalam kontqkS/pétologi.

-~

Bagi kumpulan rawatan hepatokarsi/né/sggne;is + BHA menunjukkan 43 bintik
protein yang signifikan turut ﬂmérp;okongj intervensi antioksida dalam keadaan
hepatokarsinogenesis yang /bbléﬁ mengubah profil protein dengan lebih jelas
berbanding kun/jpulaﬁ lﬁawaiarf Namun, bilangan bintik protein kumpulan rawatan
hepatokarsinogenesis + TRF 500 mg/kg lebih tinggi berbanding kumpulan rawatan
hepatoka/rs/ihogenesis + BHA menunjukkan bahawa kesan TRF melibatkan mekanisme

’ /yang lebih luas daripada sekadar aktiviti antioksidan.

Seterusnya, kumpulan TRF 500 mg/kg memperlihatkan 14 bintik yang
menunjukkan perubahan signifikan. Dapatan ini mencerminkan bahawa TRF tidak
memberi kesan kepada perubahan proteomik yang meluas dalam kumpulan tikus
normal yang diberi rawatan tersebut. Hasil kajian ini mencadangkan bahwa TRF
memberi kesan yang berbeza-beza bergantung kepada keadaan biologi sel atau tisu
dengan memodulasi ekspresi beberapa protein tertentu dan mengawal pelbagai laluan

biokimia dalam sel secara terkawal dan selektif (Rusli et al. 2024).
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Apabila semua kumpulan kajian dibandingkan secara serentak, hanya 23 bintik
protein sahaja yang diekspresikan secara signifikan. Hasil ini menunjukkan bahawa
perubahan proteomik yang diperhatikan dalam analisis perbandingan individu adalah
bergantung kepada kumpulan tertentu, manakala hanya sebahagian kecil protein
menunjukkan pola ekspresi yang konsisten kepada semua kumpulan. Keadaan ini
mengukuhkan bahawa modulasi proteomik yang berlaku Adalah terpilih dan tidak

melibatkan kesuluruhan proteome hepar.

Secara keseluruhan, dapatan ini menunjukkan bahawa rawatan TRF, khususnya
pada dos tinggi dalam keadaan hepatokarsinogenesis, dikaitkan dengan perubahan
proteomik yang lebih meluas berbanding keadaan fisiologi normal, manakgla anélisié
serentak mengenal pasti” subset prg)tein yané paling Kkonsisten berubah  merentasi

-

kumpulan.

P

P

o~

5.5 IDENTIFIKASI | PROTEIN YANG (MENUNJUKKAN PERBEZAAN

EKSPRESDAN PERANAN PROTEIN (.
A A

« -

Daripada 23 bintik protein yangﬂin\e;mnjukkan perbezaan ekspresi secara signifikan (2
> kali ganda), namun hénj}/é 1 8 bintik protein sahaja yang berjaya dikenalpasti
menggunakan a/naliéi/é spektrometri jisim (MS). Manakala, bintik-bintik protein yang
lain tidak- q%ipat jdikenalpasti mungkin kerana jumlah padanan peptida yang tidak
{nencukup;/dan proses penyediaan sampel yang tidak optimum menjadi factor utama
/ kegagalan dalam identifikasi protein. Menurut kajian terdahulu, kekurangan jumlah
/sampel mengakibatkan kepekatan peptida terlalu rendah, lalu menyukarkan
pengecaman protein secara tepat (Topi¢ Popovi¢ et al. 2023). Apabila penyediaan
sampel yang tidak optimum menyebabkan pemecahan protein yang tidak lengkap,
menjejaskan ketepatan pemadanan spektrum jisim dengan pengkalan data protein yang

berkaitan.

Protein-protein yang telah dikenalpasti ialah dehidrogenasi glutamate 1
(DHE3), protein tekanan-70 (GRP 75), S-adenosilmetionina (METKI1), Aldehid
dehidrogenase (ALDH?2), Argininosuksinat sintase (ASSY), Adenosin kinase (ADK),
Ornitin karbamoiltransferase (OTC) dan Subunit alfa protein flavin pemindah elektron

(ETFA). Berdasarkan fungsi biologi yang telah direkodkan, protein-protein ini
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dikaitkan dengan pelbagai laluan molekul termasuk homeostasis tekanan oksidatif,

regulasi pembahagian sel dan perlindungan terhadap kerosakan sel (Dibal et al. 2025).

Berdasarkan kajian terdahulu, peningkatan dos TRF menunjukkan pengaktifan
faktor transkripsi Nrf2, yang seterusnya meningkatkan ekspresi gen yang terlibat dalam
mekanisma antioksidan dan perlindungan sel (Atia et al. 2021). Memandangkan Nrf2
merupakan pengawalatur utama untuk homeostasis redoks dan mekanisme
sitoprotektif, perubahan ekspresi protein yang terdapat dalam kajian ini, khusunya yang
berkaitan dengan metabolisme mitokondria dan detoksifikasi, mungkin selaras dengan
pengaktifan tapak jalan tersebut. Corak kebergantungan dos menunjukkan bahawa

modulasi proteomik ini mungkin dikawal oleh sebahagian Nrf2. - C

-

Penganalisaan daripada kajian-kajian-terdahulu mencadangi%an bahawa protein
ALDH2 dan DHE3 dikawalatur oleh Nrf2. ALDH2 berperanan penting dalam
detoksifikasi aldehid reaktif yang meningkat ketika ;ekanan oksidatif. Hal ini selari
dengan kajian terdahulu, yang menunjukkﬁn/@hz;Wa TRF berpotensi mengaktitkan
laluan Nrf2 yang terlibat dalam Jger_te}t/lanan ‘:a/ntioksidan, manakala ALDH2 berfungsi
dalam pengawalan tekanan ’()/kSiéétif melalui modulasi sistem ROS (Abdullah et al.
2012; Tong et alr. /2025').]Se]éin/itu, DHE3 merupakan enzim mitokondria yang terlibat
dalam mefgabo/lisrge tenaga dan berfungsi dalam keseimbangan redoks. Kajian terdahulu
m@ncad/ailg/kan bahawa Nrf2 turut terlibat dalam pengawalan proses metabolik
< termasuk fungsi mitokondria (Deblasi et al. 2020). Oleh itu, pengaktifan Nrf2 secara
“tidak langsung menyumbang kepada pemeliharaan keseimbangan redoks melalui

pengawalan enzim detoksifikasi serta proses metabolic mitokondria.

Protein-protein lain seperti ASSY, GRP75, dan OTC tidak dikawalatur oleh
Nrf2 kerana protein-protein tersebut terlibat dalam metabolik yang berbeza. Protein
OTC dan ASSY terlibat dalam kitaran urea yang berperanan dalam detoksifikasi
ammonia serta homeostasis nitrogen. Oleh itu, pengawalan kedua-dua protein ini lebih
bergantung kepada status metabolik hepar serta perubahan mekanisme metabolik sel,
berbanding laluan Nrf2. (Hong et al. 2021; Xia et al. 2025). Protein GRP75 pula
merupakan protein chaperone mitokondria yang terlibat dalam pemeliharaan lipatan

protein. Kajian terdahulu mencadangkan bahawa GRP75 lebih bergantung kepada
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mekanisme tekanan mitokondria berbanding Nrf2, yang berfungsi dalam pengawalan
gen antioksidan melalui ARE (Wang et al. 2025; Zhao et al. 2022). Secara
keseluruhannya, dapatan ini menunjukkan bahawa protein GRP75, ASS1 dan OTC
tidak dikawal secara langsung oleh Nrf2, sebaliknya lebih dipengaruhi oleh laluan
tekanan mitokondria dan metabolisme nitrogen yang berbeza daripada mekanisme

pertahanan antioksidan yang dimediasi oleh Nrf2.

Aldehid dehidrogenase (ALDH2) yang telah dikenalpasti berfungsi
menguraikan asetaldehid, sejenis toksin yang dihasilkan semasa metabolisme alkohol.
Protein ini membantu mengurangkan tekanan oksidatif dan kerosakan DNA, seterusnya
melindungi sel daripada transformasi karsinogenik. Penurunan ALDH2 dikai’tkaﬁ
dengan peningkatan spesies oksigenireaktif yar;g disebabkan oleh karbon tetraklorida
(CClyy (Ma et al. 2018). Kajian terdahulu juga menunjukkan ALDi{Z boleh merencat
metastasis sel karsinoma hepatoselular melalui protgirrk/inase yang diaktifkan oleh
adenosine 5’-monofosfat, meningkatkan autofagi/ sel [ HCC dan menghalang pelarian
imun dengan merencat paksi ROS/Ner ,(Xfa/‘egal. 2023). Hasil kajian menunjukkan
bahawa pengekspresan ALDHZﬁ’bérkurang Ealam kumpulan rawatan dos TRF 250
mg/kg dan 500 mg/kg, ,ber{et/na;igkinan disebabkan oleh pengurangan jumlah sel
kanser. Penumpan/ /ihi] me}lcadangkan bahawa ALDH2 tidak diperlukan untuk
kelangsungan, hidup sel dalam keadaan ini, sejajar dengan peranannya dalam
me;taboiisrﬁe dan ketahanan sel kanser terhadap tekanan mikropersekitaran. Secara
/ i{eseluruhan, hasil kajian ini menyokong peranan ALDH?2 dalam modulasi tekanan dan

“kelangsungan sel hepatokarsinogenesis.

Protein glutamat dehidrogenase (DHE3) merupakan enzim mitokondria yang
berfungsi dalam metabolisme asid amino melalui penukaran glutamate kepada o-
ketoglutarat, sekali gus menghubungkan metabolisme nitrogen dengan kitaran asid
trikarboksilik (TCA) (Nissen et al. 2015). Selain itu, DHE3 juga terlibat dalam
pengawalan keseimbangan hormon tubuh, khususnya melalui peranan dalam
metabolisme glutamat yang boleh mempengaruhi rembesan hormon tertentu.
Berdasarkan hasil kajian ini, kepekatan bintik protein DHE3 yang tinggi dalam
kumpulan hepatokarsinogenesis kawalan berbanding kumpulan kawalan menunjukkan

bahawa kemungkinan sel prakanser hepar meningkatkan aktiviti metabolik mitokondria



86

untuk menyokong proses proliferasi. Hasil kajian ini selari dengan kajian terdahulu,
pengekspresan glutamat dehidrogenase 1 (GDHI1) yang tinggi membantu sel
menggunakan glutamin sebagai sumber tenaga daripada kitaran TCA dan sekaligus

menyokong proliferasi sel tumor (Marsico et al. 2021).

Bagi kumpulan rawatan hepatokarsinogenesis + TRF 250 mg/kg dan 500 mg/kg
pula menunjukkan tiada pengekspresan bintik protein DHE3. Dapatan ini
berkemungkinan kerana berlakunya perencatan pengangkut glutamin lalu,
mengurangkan pengambilan glutamin oleh sel proliferatif. Keadaan ini membawa
kepada penurunan proliferasi sel dan peningkatan apoptosis selari dengan dapat kajian
terdahulu yang merekodkan bahawa 6-tokotrienol merencat laluan mekanis/tik s’a,s’araﬁ
rapamisin (mTOR) dan metabolismaiglutamin (7Rajasinghe et al. 2019). Manakala bagi
kumpulan rawatan hepatokarsinogenesis + BHA pula menurijukka/h penurunan
intensity bintik protein DHE3 mencadangkan bahayva*réwatan tersebut berpotensi
mengurangkan aktiviti metabolisme glutamin/daﬁ/ sel hiepar. DHE3  berfungsi dalam
glutaminolisis dan menyokong lgelar@s;ﬁr?gan hidup serta proliferasi sel
hepatokarsinoma, pengurangan., _/e/kspresiJ mungkin mencerminkan gangguan

oA
metabolisme tenaga sel tumor{’;hdu et al. 2022).

P
-

l

Sgrc,arq i((;ﬂ,seluruhannya, dapatan kajian ini menunjukkan bahawa ekspresi
protein ghﬁémate dehydrogenase berubah mengikut keadaan fisiologi dan rawatan yang
* diberikan. Perubahan intensiti bintik protein ini mencadangkan bahawa metabolisme
“glutamin mungkin terlibat dalam proses hepatokarsinogenesis dan boleh dimodulasi

oleh rawatan seperti TRF dan BHA. Oleh kerana glutamate dehydrogenase memainkan
peranan penting dalam menyalurkan metabolit ke dalam kitaran asid trikarboksilik,
perubahan ekspresinya berpotensi mempengaruhi metabolisme tenaga sel hepar serta

perkembangan sel tumor.

Seterusnya, protein tekanan-70 (GRP75) pula merupakan protein yang
berperanan dalam mengekalkan fungsi mitokondria dan menstabilkan protein yang
salah lipat ketika tekanan selular. Protein ini diekspresikan lebih tinggi apabila sel
mengalami tekanan oksidatif dan ketika pembentukan tumor (Starenki et al. 2019).

Selaras dengan itu, dapatan kajian ini menunjukkan kehadiran bintik protein yang tinggi
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dalam kumpulan hepatokarsinogenesis kawalan, yang mengindikasikan tindak balas
pertahanan sel terhadap tekanan yang berlaku akibat pembentukan tumor. Ini
membuktikan bahawa lebih banyak protein GRP75 diperlukan untuk mengekalkan

homeostasis protein dan fungsi mitokondria.

Bagi kumpulan rawatan hepatokarsinogenesis + TRF (250 mg/kg dan 500
mg/kg) memperlihatkan bintik protein yang rendah berbanding kumpulan
hepatokarsinogenesis kawalan. Hasil ini menunjukkan bahawa dos TRF yang tinggi
mungkin melindungi sel daripada tekanan mitokondria dan tekanan protein melalui sifat
antioksidan atau pengawalan mekanisme apoptosis, lalu mengurangkan pengekspresan
protein GRP75. Manakala bagi kumpulan rawatan hepatokarsinogenesis + TR'F’ 125
mg/kg dan kumpulan fawatan hépatokarsiriogenesis + BHA 100 /mg/kg/'pula
menunjukkan ekspresi bintik protein yang rendah; membuktikan 'baﬂawa dos TRF yang
rendah dan BHA memberikan kesan perlindungan yang sederhana kerana dapat
mengurangkan sedikit tekanan pada sel berbgndfr}g kumpulan hepatokarsinogenesis
kawalan. Corak dapatan kajian ini, mell/cerr[{nkaa potensi perlindungan hepatoprotektif
TRF terhadap tekanan mitokogdrfi@ dan “;;kanan protein ketika berada didalam
hepatokarsinogenesis. | _ ///):‘

P
-

|
S-adenosilmetionina (METKT) ialah protein yang terlibat dalam proses metilasi

DNA’bégi/haengekalkan kestabilan genetik sel. Molekul ini juga merupakan penderma
’ i{umpulan metil utama dalam sel yang berperanan penting dalam proses metilasi DNA,
“pengawalan ekspresi gen, metabolisme lipid serta perlindungan terhadap tekanan
oksidatif (Ouyang et al. 2020). Berdasarkan hasil kajian ini, kumpulan kawalan dan
TRF kawalan menunjukkan ekspresi bintik protein yang agak pekat dalam keadaan
fisiologi normal. Dapatan ini menunjukkan bahawa metabolisme metionina dan S-
adenosilmetionina berada dalam keadaan seimbang dalam hepar yang sihat. Bagi
kumpulan TRF kawalan pula membuktikan bahawa TRF tidak menggangu sistem

metabolisme metionina apabila berada dalam keadaan normal.

Hasil bintik protein bagi kumpulan hepatokarsinogenesis kawalan menunjukkan
bintik protein yang lebih besar dan pekat yang membuktikan peningkatan ekspresi

METK]1 dalam keadaan karsinogenesis. Ini berkemungkinan disebabkan oleh tindak
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balas terhadap perubahan tekanan oksidatif. Dapatan kajian ini selari dengan kajian
terdahulu yang merekodkan pengekspresan protein METK 1 yang berlebihan dalm tisu
tumor pesakit, menunjukkan perubahan metabolisme metionina semasa perkembangan

tumor (An et al. 2018).

Namun begitu bagi kumpulan rawatan hepatokarsinogenesis + TRF, bintik
protein yang terhasil adalah lebih cair pada dos 125 mg/kg, berpotensi mengurangkan
sedikit ekspresi protein tersebut. Perkara ini mencadangkan bahawa TRF mungkin
membantu memodulasi metabolisme metionina dan proses metilasi selular ketika
perkembangan hepatokarsinogenesis. Dapatan ini selari dengan kajian terdahulu yang
mengatakan bahawa supplemen TRF dapat mempengaruhi metabolisme mef;ioniné dan
mengurangkan tekanan oksidatif hepﬁr (Kamise;h et al. 2015). R '

Walaubagaimanapun, tiada pengekspresan prqjtein\METKl diperhatikan dalam
kumpulan rawatan TRF dos (250 mg/kg dan SQO n’fg/kg) serta kumpulan rawatan BHA.
Ketiadaan ekspresi protein berkemungkinﬁ/@nunjukkan bahawa rawatan tersebut
memberi kesan yang lebih kuat terhadap ‘lJaluan metabolisme metionina sehingga
merencat penghasilan enzim’l(/%;‘i%kl. Keadaan ini mungkin berkait dengan perubahan
metabolik yang/lebiﬁkFtara; dalam sel hepar yang dirawat dengan TRF dan BHA
termsuk ‘pengurangan aktiviti tapak jalan metilasi atau metabolisme sel terhadap

telganan/ oksidatif yang berbeza.

Kesimpulannya, hasil kajian ini menunjukkan bahawa ekspresi METK1 tinggi
dalam keadaan hepatokarsinogenesis, manakala rawatan TRF pada dos 125 mg/kg
mengurangkan sedikit ekspresi protein tersebut dan dos TRF yang lebih tinggi serta
rawatan BHA menunjukkan ketiadaan ekspresi protein. Keputusan ini mencadangkan
bahawa rawatan tersebut berpotensi mempengaruhi metabolisme metionina dan laluan

metilasi selular dalam perkembangan hepatokarsinogenesis.

Protein argininosuksinat sintase (ASSY) merupakan enzim utama dalam kitaran
urea yang berfungsi dalam penukaran sitrulin kepada argininosuksinat semasa
biosintesis arginin. Protein ini penting untuk mengekalkan homoestasis nitrogen dan

metabolisme asid amino dalam hepatosit. Hasil kajian ini mendapati ekspresi protein
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ASSY yang tinggi dan pekat dalam kumpulan hepatokarsinogenesis kawalan.
Penemuan ini mencadangkan, berlakunya peningkatan metabolisme arginin ketika
hepatokarsinogenesis. Peningkatan ekspresi ASSY mencerminkan keperluan metabolik
sel hepatokarsinogenesis yang meningkat, untuk menyokong proliferasi sel dan
penghasilan molekul bioaktif seperti nitrik oksida selaras dengan dapatan kajian

terdahulu (Kim et al. 2025).

Sebaliknya, bagi kumpulan rawatan hepatokarsinogenesis yang menerima TRF
pada dos 125 mg/kg dan kumpulan rawatan hepatokarsinogenesis + BHA menunjukkan
bintik protein ASSY yang kurang, menandakan tahap ekspresi yang lebih rendah
berbanding kumpulan hepatokarsinogenesiskawalan. Penurunan ek/spreSi, ’ ini
mencadangkan bahawa rawatan TRFimungkin sudah muta mempengamhﬁnetabdﬁsme
arginin dalam sel hepar yang mengalami perubahan karsinogen‘ikj Seterusnya. Tiada
pengekspresan protein ASSY dikesan dalam kumpulan rawatan hepatokarsinogenesis
yang menerima TRF pada dos 250 mg/kg da/n 500 mig/kg. Ketiadaan bintik protein
menunjukkan bahawa TRF pada dos Xangﬁﬁg& berpotensi merencat ekspresi ASSY
dengan lebih ketara. Perencatan,;:nfzim 1ni, Lr;lengurangkan penghasilan arginin, iaitu
substrat yang diperlukan umligﬂ}lér;ghasilkan molekul bioaktif seperti nitrik oksida lalu
mengurangkan pro}'rf(éfa§i sel hepatokarsinogenesis.

< S/eé;lra keseluruhannya, hasil kajian ini menunjukkan bahawa ekspresi ASSY
“ berkait rapat dengan perubahan metabolisme arginin semasa perkembangan
“hepatokarsinogenesis, dan pengawalan ekspresi enzim oleh TRF berkemungkinan
menyumbang kepada kesan antikarsinogenik melalui gangguan terhadap keperluan

metabolik sel tumor.

Adenosin kinase (ADK) berperanan dalam menukarkan adenosin kepada
adenosine monofosfat (AMP), sekaligus mengekalkan kepekatan adenosin intraselular
dan keseimbangan tenaga sel. Berdasarkan kajian ini, ekspresi ADK dikesan dalam
kumpulan kawalan dan TRF kawalan mencerminkan peranan enzim ini dalam
mengekalkan homeostasis metabolik sel (Zhang et al. 2024). Namun, kumpulan
hepatokarsinogenesis kawalan pula menunjukkan saiz bintik protein yang lebih besar

berbanding kumpulan kawalan. Ini menunjukkan bahawa ADK diekspreskan pada
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tahap tinggi dalam kumpulan tersebut, mungkin sebagai mekanisme untuk melawan
pembentukan dan perkembangan hepar yang diaruh dengan karsinogen, sejajar dengan
laporan terdahulu yang menunjukkan peningkatan ekspresi ADK dalam tisu tumor lain

seperti kanser payudara dan glioma manusia (Huang et al. 2015; Shamloo et al. 2019).

Walaubagaimanapun, kumpulan rawatan hepatokarsinogenesis yang diberi TRF
dengan dos 125 mg/kg menunjukkan penurunan ekspresi bintik protein ADK
berbanding kumpulan kawalan hepatokarsinogenesis. Penurunan ekspresi protein ini
berkemungkinan menggambarkan kesan modulasi TRF terhadap metabolisme
nukleosida dan homeostasis tenaga dalam sel hepar yang mengalami perubahan
neoplastik. Kumpulan rawatann hepatokarsinogenesis yang menerima TRF pa’d,a’ dos
lebih tinggi (250 mg/kg dan 500 mg/i(g) serta khmpulan rawatan hepatokérsinogénesis
dengan BHA menunjukkan tiada pengekspresan protein ADK. /Hasil/ini mungkin
menunjukkan bahawa dos TRF yang lebih tinggi dan/BHA mampu merencat ekspresi
protein ADK dengan lebih jelas. Keputusan ini/,méi}padﬁngkan bahawa TRF berpotensi
dalam mengubah laluan metabolisme aflenogpr‘y;ng berkait rapat dengan sel hepar yang
terdedah kepada karsinogen. ,Q’lefl/ itu, TIJ{F berpotensi berfungsi sebagai agen

. . Zrey N/
kemoprevensi, bagi memba‘ntu/ﬁneﬂgurangkan risiko perkembangan kanser hepar.

P
-

l

Qmiﬁp /l{arbamoiltransferase (OTC) berperanan penting dalam mengawal
kitaran ﬁre/é/dengan menukarkan ornitin dan karbamoil fosfat kepada citrulin. Fungsi
* ini- membantu menyingkirkan ammonia yang toksik serta mengekalkan homeostasis
“metabolisme nitrogen dalam sel hepar, sekaligus memastikan kestabilan fungsi selular

(Couchet et al. 2021). Berdasarkan hasil kajian ini, pengekspresan OTC menunjukkan
perbezaan yang ketara antara kumpulan hepatokarsinogenesis kawalan dan kumpulan
kawalan. Kumpulan hepatokarsinogenesis kawalan memperlihatkan pengekspresan
protein yang lebih tinggi berbanding kumpulan kawalan, yang mungkin mencerminkan
peningkatan keperluan metabolik dalam sel hepar yang mengalami perubahan

karsinogenik.

Pengekspresan OTC menurun pada kumpulan rawatan yang diberi TRF dengan
dos 125 mg/kg berbanding kumpulan kawalan hepatokarsinogenesis, manakala

kumpulan rawatan hepatokarsinogenesis untuk dos yang lebih tinggi (250 mg/kg dan
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500 mg/kg) serta kumpulan rawatan hepatokarsinogenesis + BHA, ekspresi OTC tidak
dapat dikesan. Pengekspresan OTC yang rendah dalam kumpulan rawatan TRF
berbanding kumpulan hepatokarsinogenesis kawalan, berkemungkinan disebabkan oleh
kesan TRF dalam membaiki fungsi sel pra-kanser melalui pengaktifan apoptosis.
Penurunan ekspresi OTC ini mencadangkan bahawa TRF mungkin menyumbang
kepada pengurangan keperluan metabolik sel kanser atau perubahan dalam laluan

metabolik yang berkaitan dengan kelangsungan hidup sel.

Subunit alfa protein flavin pemindah elektron (ETFA) terletak di dalam
mitokondria. Protein ini berperanan sebagai pembawa elektron dalam proses
metabolisme tenaga sel, terutama dalam laluan B-oksidasi asid lemak dan p{engha’silaﬁ
ATP melalui respirasi mitokondria (Park et al.72021). Oleh itu, peningkétﬁn ekspresi
ETFA sering dikaitkan dengan peningkatan keperluan tenaga- séi/yarfg mengalami

P

proliferasi aktif. ™

P

-~

Berdasarkan kajian ini, kumpul/an ka/\N';l—;Jl hepatokarsinogenesis menunjukkan
ekspresi bintik protein ETFA yzy:lg_/ti/nggi. H;sil ini mencadangkan bahawa sel hepar
yang diaruh dengan karsinog/e/ﬁ/n)l’lingkin mengalami peningkatan aktiviti metabolisme
tenaga, sel pre—/kanséf I?emérlukan ATP untuk proliferasi yang pesat selari dengan
laporan k/ajia'r; terdahulu bahawa ETFA menyokong proliferasi dan pertumbuhan tumor
hepatoséluiér karsinoma (HCC) (Guo et al. 2024). Sebaliknya bagi kumpulan rawatan
’ Eepatokarsinogenesis dengan TRF pada dos 125 mg/kg menunjukkan penurunan
“ekspresi ETFA, menunjukkan bahawa rawatan TRF mungkin sudah mula

mempengaruhi laluan metabolisme tenaga dalam sel hepar yang telah diaruh dengan
karsinogen. Penurunan ekspresi ini berkemungkinan menunjukkan bahawa TRF
berpotensi mengurangkan keperluan metabolik, sekali gus mengganggu proses

proliferasi yang tidak terkawal.

Seterusnya, tiada pengekspresan ETFA dikesan dalam kumpulan rawatan
hepatokarsinogenesis pada dos yang lebih tinggi (250 mg/kg dan 500 mg/kg) serta
BHA. Ketiadaan ekspresi ini mungkin disebabkan oleh dos TRF yang lebih tinggi dan
BHA mungkin menunjukkan gangguan dalam laluan metabolisme tenaga sel.

Penurunan ekspresi ETFA ini berkemungkinan mengurangkan kapasiti sel untuk
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menghasilkan ATP melalui B-oksidasi asid lemak, sekaligus melambatkan proliferasi
sel kanser. Keadaan ini menyokong potensi kesan kemoprevensi TRF, yang mungkin
bertindak melalui modulasi metabolisme mitokondria dan pengurangan penghasilan

tenaga dalam sel hepar yang telah diaruh dengan karsinogen.

Protein-protein yang dikenalpasti ini berpotensi sebagai agen antikanser melalui
beberapa mekanisma biologi yang kompleks. Protein-protein ini berkemungkinan dapat
menghalang proses proliferasi sel kanser dan mengganggu isyarat tapak jalan yang
terlibat dalam pembahagian sel. Justeru itu, kajian lanjut perlu dijalankan dengan lebih
mendalam mengenai mekanisme aktiviti protein ini serta potensi terapeutik dalam

rawatan kanser. _

5.6 ANALISIS PROTEIN-PROTEIN INTERAKSI o PN\%

P

-

Berdasarkan analisis protein-protein interaksi megggﬁr/lalgan pengkalan data STRING
menunjukkan 8 protein yang telah dikeqal/pitétﬁmémbenmk satu rangkaian interaksi
yang saling berkait. Rangkaian ini mehunjukKan beberapa protein berinteraksi secara
langsung atau tidak langsun/g,/gieﬂrl/e‘é&angkan bahawa protein-protein tersebut mungkin
terlibat dalam pelbagai laluan retabolik yang berkaitan. Secara khususnya, hasil kajian
ini menunjgld(e{ri bah:llwa interaksi protein-protein tersebut berkaitan dengan
metabohéﬁaq ‘asid amino, fungsi mitokondria dan kitar urea, yang mencerminkan

_ pengaturan semula proses metabolik yang penting dalam pemulihan selular.

Dalam rangkaian tersebut, glutamat dehidrogenase 1 (GLUDI1) bertindak
sebagai pusat protein yang mempunyai beberapa sambungan dengan protein lain seperti
aldehid dehidrogenase (ALDH2), adenosin kinase (ADK), argininosuksinat sintase
(ASS1), S-adenosilmetionina (Mat2a) dan ornitin karbamoiltransferase (OTC). Jalinan
interaksi yang tinggi dan kuat menunjukkan bahawa GLUDI mungkin berperanan
penting dalam pengawalan metabolisme asid amino dan penghasilan tenaga dalam sel.
GLUDI diketahui terlibat dalam metabolisme glutamat yang berkait rapat dengan

metabolisme nitrogen dan kitaran urea (Luczkowska et al. 2024).

Selain itu, ASS1 dan OTC juga menunjukkan jalinan interaksi yang kuat antara

satu sama lain serta dengan protein lain yang terdapat dalam rangkaian. Kedua-dua
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protein ini merupakan enzim utama dalam kitaran urea yang berfungsi menyingkirkan
ammonia toksik daripada sel dengan menukarkannya kepada urea (Cholico et al. 2024).
Kehadiran interaksi ini mencadangkan bahawa sebahagian daripada protein yang

dikenal pasti mungkin terlibat dalam pengawalan metabolisme nitrogen.

Di samping itu, gen ETFA dan gen protein tekanan-70 (HSP90) menunjukkan
interaksi protein yang lebih sedikit berbanding protein lain dalam rangkaian, tetapi
masih mempunyai hubungan tidak langsung melalui protein perantara ALDH2. ETFA
diketahui memainkan peranan dalam pemindahan elektron dalam mitokondria semasa
metabolisme asid lemak, manakala HSPA9 merupakan protein chaperone yang terlibat

dalam lipatan protein dan fungsi mitokondria (Havalova et al. 2021; Henriques ,ét al.

2021). . L

Protein ALDH2' pula menunjukkan interaksi dengan beberapa protein lain
dalam rangkaian, mencadangkan peranannya /dalém proses metabolisme aldehid dan
detoksifikasi sel. Fungsi ini penting dfllam/ méfndungi sel daripada tekanan oksidatif
dan kerosakan metabolik serta A\nér;unjukk;l/n bahawa protein-protein yang terlibat
berkemungkinan berkongsy Ia/lu/zlﬁ;metabolisme yang sama atau saling mempengaruhi
dalam proses mgtabolik sel (Gao et al. 2022).

N B/efaasarkan analisis pengayaan proses biologi (ontologi gen), beberapa proses
“ metabolik telah dikenal pasti dalam rangkaian protein ini. Antara proses yang
“menunjukkan tahap pengayaan tertinggi ialah proses biosintesis asid amino keluarga
glutamin, biosintesis arginin, dan metabolisme sitrulin yang berkait rapat dengan
kitaran urea. Protein seperti ASS1 dan OTC merupakan enzim yang penting dalam
kitaran urea, menunjukkan interaksi yang kuat antara satu sama lain dan dengan protein
lain dalam rangkaian, mencerminkan penyelarasan fungsi dalam penukaran ammonia
kepada urea yang kurang toksik. Selain itu, penglibatan protein lain yang berkaitan
dengan metabolisme asid amino turut menyumbang kepada pengayaan yang tinggi,
memandangkan laluan-laluan ini saling berkait dan berkongsi perantara metabolik
seperti glutamat dan sitrulin. Dapatan ini mencadangkan bahawa pengayaan yang
diperhatikan menggambarkan kebergantungan fungsi antara protein dalam rangkaian

tersebut. Interaksi yang kuat antara protein yang terlibat dalam kitaran urea dan
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metabolisme asid amino menunjukkan kewujudan modul fungsi khusus yang
berperanan dalam detoksifikasi ammonia dan pengawalan keseimbangan metabolik sel

hepar.

Analisis ini juga menunjukkan penglibatan protein dalam metabolisme asid
amino selular serta katabolisme asid amino. Tahap pengayaan yang diperhatikan
berkemungkinan disebabkan oleh kehadiran beberapa protein yang terlibat secara
langsung dalam rangkaian laluan degradasi dan penggunaan asid amino sebagai sumber
tenaga dan prekursor metabolik. Interaksi yang wujud antara protein-protein ini
mencadangkan bahawa protein-protein tersebut berfungsi secara bersepadu dalam
menyokong keperluan metabolik sel, terutamanya melalui penghasilan/ peraﬁtaré
penting seperti o-ketoglutarat yang memasuki kitaranTCA untuk penjdﬁaan tenaga.
Selain itu, proses katabolisme asid amino juga menyumbang lzepad/a penyediaan
substrat bagi biosintesis makromolekul yang dipeglukail untuk pertumbuhan dan
pembahagian sel. Dalam konteks hepatokarsi/rlogépes'fs, pengayaan dalam laluan ini
mencerminkan penyesuaian metabolik/ sel/faﬁs;r, di mana peningkatan metabolisme
asid amino berlaku untuk men;gnﬁhi kepefimn tenaga dan biosintetik yang tinggi
(Pavlova et al. 2016). Oleh itil/,/gz;p:‘atan ini menunjukkan bahawa protein-protein dalam
rangkaian bukar} s,ahaija ﬁ;alir;g berinteraksi, tetapi turut membentuk modul fungsi yang

menyokong-pemrograman semula metabolik dalam sel hepar.

Bagi analisis komponen selular pula menunjukkan kebanyakan protein yang
“dikenal pasti terletak dalam matriks mitokondria dan mitokondria. Kehadiran protein
yan sinifikan didalam mitokondria mencerminkan kepentinan mitokondria sebagai
pusat metabolisme sel, di mana pelbagai laluan biokimia utama berlaku. Tambahan
pula, protein yang terdapat dalam matriks mitokondria pula menunjukkan penglibatan
dalam pengawalan homeostasis metabolik, pengendalian radikal bebas, dan sintesis
prekursor metabolik yang penting untuk Dbiosintesis makromolekul. Dalam
hepatokarsinogenesis, perubahan fungsi atau ekspresi protein mitokondria boleh
mengganggu metabolisme tenaga sel dan keseimbangan redoks, serta menyokong
proliferasi sel kanser (Lee et al. 2021). Justeru, pengayaan protein dalam komponen
mitokondria bukan sahaja menunjukkan peranan dalam metabolisme asas, tetapi juga

menekankan kepentingannya dalam proses patofisiologi seperti kanser hepar.
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Dari segi fungsi molekul, protein-protein tersebut terlibat dalam pelbagai
aktiviti seperti pengikatan asid amino, pengikatan anion, pengikatan molekul kecil,
pengikatan nukleotida, pengikatan ATP serta aktiviti katalitik. Fungsi-fungsi ini
memberi indikasi bahawa protein-protein tersebut berperanan sebagai enzim metabolik
yang memangkinkan tindak balas biokimia untuk mengekalkan homeostasis sel.
Pengikatan ATP dan nukleotida menunjukkan penglibatan protein tersebut dalam
penghasilan tenaga serta pengawalan laluan metabolik, termasuk kitaran metabolisme
utama seperti kitaran TCA, pengoksidaan asid lemak, dan biosintesis prekursor
metabolik. Tokotrienol boleh mengganggu penghasilan ATP melalui kegagalan fungsi
mitokondria, menyebabkan tekanan tenaga yang akhirnya membawa kepada apoptosis
(Raimondi et al. 2021). Hasil kajian ini menekankan protein-protein ini bukan’ Sahaj a
berperanan dalam metabolisme asasi, tetapi tuljut menyokong penyesuaién metabolik
sel, yang penting dalam konteks proliferasi —dan pertumbuﬂan sel, termasuk

P

hepatokarsinogenesis. ™

P

-~

Selari dengan hasil kajian anali§is, oﬁeil)gi gen, analisis tapak jalan KEGG turut
menunjukkan bahawa protein-prpl’elfrllyang d‘i_IZenal pasti terlibat dalam beberapa laluan
metabolik utama seperti bioﬁt/e;'rg arginin, biosintesis asid amino, serta metabolisme
alanin, aspartat/rdarr /gluFama;t. Penglibatan dalam tapak jalan ini mengukuhkan lagi
fungsi-fungsi_protein dalam metabolisme nitrogen, kerana tapak jalan ini saling
berhubﬁng/ﬂan berkongsi perantara metabolik yang sama. Sebagai contoh, glutamat
’ 1[)ertindak sebagai molekul pusat dalam pemindahan kumpulan amino, manakala
“aspartat terlibat dalam pembentukan arginin melalui kitaran urea (Fung et al. 2025;

Stolarz et al. 2025).

Selain itu, protein seperti GLUDI1, ASS1 dan OTC dalam tapak jalan KEGG
menunjukkan interaksi protein yang mempunyai fungsi penting dalam rangkaian
metabolik. Tapak jalan ini juga menyumbang kepada penghasilan metabolit utama,
termasuk prekursor bagi nukleotida dan molekul lain yang diperlukan untuk
pertumbuhan dan pembahagian sel (Zhao et al. 2024). Dalam hepatokarsinogenesis,
tapak jalan asid amino mencerminkan strategi sel untuk penyesuaian metabolik, dengan
menggunakan asid amino sebagai sumber tenaga bagi menyokong proliferasi sel (Zhou

et al. 2026).
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Kesimpulannya, hasil analisis ini menunjukkan bahawa protein-protein yang
dikenal pasti kebanyakannya terlibat dalam rangkaian metabolisme asid amino, tenaga,
serta kitaran urea yang berlaku dalam mitokondria. Perubahan ekspresi protein-protein
ini berkemungkinan memberi kesan kepada keseimbangan metabolik sel hepar dan
seterusnya menyumbang kepada proses hepatokarsinogenesis. Oleh itu, protein-protein
ini  berpotensi menjadi  biomarker dalam  mekanisme  perkembangan

hepatokarsinogenesis serta kesan rawatan TRF sebagai kemopreventif.

/ ./’ \



BAB VI

KESIMPULAN DAN CADANGAN

6.1 KESIMPULAN KAJIAN

Rawatan TRF berupaya mengawal pengekspresan protein global,délarll ‘hepar tikus
yang diaruh dengan karsinogenesis secara kebergantungan dos. Hasfl peﬁbahan profil
yang diperhatikan dalam kajian ini mencerminkan: TRF memberikan kesan yang
signifikan terhadap pelbagai proses biolo /gr ,pentlng; yang terlibat dalam proses

hepatokarsinogenesis. -

Hasil analisis ’protez)p?/i]s? telah mengenal pasti beberapa protein utama seperti
ASSY, DHE3 ,da"n/bT(E yang menunjukkan perubahan ketara selepas pengaruhan
karsinogen. Proté’n—protein ini terlibat secara langsung dalam metabolisme asid amino
dan kitar urea, yang berperanan penting dalam mengekalkan homeostasis nitrogen dan
'/menyokong keperluan biosintesis sel. Rawatan dengan TRF didapati memodulasi
/ semula ekspresi protein-protein ini dengan corak yang berbeza mengikut dos,
membuktikan bahawa TRF berpotensi dalam memulihkan gangguan metabolik yang

berlaku ketika karsinogenesis hepar.

Analisis tapak jalan pula menunjukkan bahawa protein-protein yang telah
dikenal pasti terlibat dalam metabolik utama seperti metabolisme asid amino,biosintesis
arginin, dan kitar urea. Interaksi anatara protein ASSY, DHE3 dan OTC dalam
rangkaian ini mencadangkan wujudkan hubungan kefungsian yang signifikan dalam
menyokong keperluan metabolik dan proliferasi sel hepatokarsinogenesis. Pengawalan

tapak jalan- tapak jalan ini oleh TRF menunjukkan bahawa TRF berpotensi untuk
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mengganggu dalam rangkaian metabolik yang penting dalam perkembangan sel pra-

kanser hepar.

Seterusnya, perubahan pengekspresan protein yang dikawal atur oleh Nrf2 serta
protein lain yang dikawal atur oleh faktor transkripsi lain menunjukkan bahawa TRF
turut mempengaruhi mekanisme pengawalan gen dan sistem pertahanan antioksidan sel.
Profil pengekspresan yang bergantung kepada dos menunjukkan bahawa TRF berupaya
untuk mengawal tekanan oksidatif dalam sel hepar melalui pengaktifan atau perencatan
laluan tertentu, yang menyumbang kepada kestabilan persekitaran intraselular semasa
karsinogenesis.

Kesimpulanya, hasil kajian ini mengukuilkan lagi bukti bahawa TRE berpotensi
sebagai agen pengawalan—dalamkarsinogenesis—hepar-melalui Kkesan/hya terhadap
pengekspresan protein |global, rangkaian metabolik dan mekanisme pengawalan
transkripsi secara kebergantungan dos. Ka_jjaﬁ’ \ini~ bukan sahaja memperkukuh
pemahaman terhadap fungsi TRF dalalll bidrogiEanser hepar, malah berpotensi sebagai
strategi terpeutik berasaskan scpatfap semug jadi yang lebih berkesan pada masa
hadapan. 7 &)

e <

P
-

|
6.2 KETERBATASAN KAJIAN

/ Te}c/iapat be/l;erapa keterbatasan kajian dalam kajian ini antaranya ialah kepekaan teknik
_2D-gel elektroforesis terhadap jumlah protein yang rendah terutama pada protein yang
diekspresikan pada jumlah yang sangat rendah. Dalam kajian ini terdapat beberapa
protein yang tidak dapat dikesan dengan jelas disebabkan oleh kandungan protein yang
tidak mencukupi, menyebabkan kekurangan maklumat penting tentang ekspresi protein

yang terlibat dalam mekanisme penyakit atau rawatan.

Selain itu, pemisahan bintik protein yang tidak jelas dan bertindih, terutamanya
bagi protein yang mempunyai saiz molekul atau titik isoelektrik yang hampir sama.
Perkara ini menyukarkan analisis kuantitatif serta perbandingan ekspresi protein antara
sampel. Ketidaksempurnaan dalam pemisahan protein menyebabkan kesukaran dalam
mengenal pasti protein dengan tepat, yang memberi kesan terhadap kesahihan hasil

kajian.
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Penggunaan teknik MALDI-TOF dalam identifikasi protein juga terbatas
terutama dari segi kepekaan terhadap protein dengan berat molekul kecil atau rendah.
MALDI-TOF mungkin kurang sensitif terhadap protein yang tidak mengalami
pemecahan peptida atau pengionan yang rendah menyebabkan beberapa protein tidak

dapat dikenalpasti dengan tepat.

6.3 CADANGAN KAJIAN

Berdasarkan kajian yang telah dilakukan, terdapat beberapa kajian lanjutan yang
dicadangkan bagi menyokong dan mendalami hasil kajian ini. Pertama, penggunaan
strip dengan julat pH yang lebih luas dalam isoelektrik dapat meningkatkan pemisahéin
protein lebih optimum. Dengan julat-pH yang-lebih besar, protein memp’ur/lyai titik
isoelektrik (pI) berbeza dapat dipisahkan dengan lebih jelas. /Pérkgrz; ini dapat
mengurangkan masalah pertindihan bintik protein dalam /analisis 2D—/gel elektroforesis.
Penggunaan strip yang lebih panjang juga memberikan: résblusi pemisahan yang lebih
tinggi, membolehkan pengesanan proteip })aﬁfé}j(eﬁekatan yang rendah dengan lebih
efektif. o et

Fres
Seterusnya, ggbung/an,gren;)an kaedah yang lebih sensitif dan spesifik seperti
kromatografi cecgir//spel%trometri jisim (LC-MS) bagi meningkatkan ketepatan analisis
protein ,«ya’né ‘berkaitan dengan mekanisme rawatan tokotrienol terhadap sel kanser.
/ Pe’n/ggunaar/l/LC—MS disarankan kerana ia lebih sensitif dalam mengenalpasti protein

yang gagal dikesan melalui kaedah MALDI-TOF.

Selain digunakan untuk mengenal pasti protein, LC-MS juga boleh menentukan
perubahan ekspresi protein secara kuantitatif, mengenal pasti modifikasi pasca-translasi
yang mungkin terjejas akibat rawatan, serta meneroka perubahan dalam profil
metabolik yang berkaitan dengan kegagalan fungsi mitokondria dan apoptosis.
Maklumat ini amat penting untuk memahami bagaimana tokotrienol mempengaruhi

laluan molekul yang menyumbang kepada kesan terapeutiknya dalam rawatan kanser.
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INTRODUCTION |
Hepatocelbular carcinoma is one of the most common causes of death worldwide, Tocotrienols (¥3) is thought 0 exhibit greater,
Anticancer 3ctivily duc 1o iy potent antivident property companed 0 tecophierols T3 has Bevn shown to inbibit stemacl,
coborectal and breast cancer in previows studics. |

METHODOLOGY
42 male Wistur cats weve divided into 7 growps: Coateol, 15 Conteol. Hepatocurdnogenesis Control (HOC), HOC+H12S mgkg 13,
BCCH230 mp/ks T3, HOC500 mgkg T3, HOCCH100 mpip BHA, i a5 wis indwced with DEN + 22AAF T3 i
different doses were administersd thereafier as a potential treatment, At week 17, the raty were sucrificed aml their livers were:
isolated and subsequently processed for histalogy, |

Based on the hista
is na difference
stvups. Cellukar
of rats in the HCC
(ohserved in Bvers
dosws oF 13 (Figury

untreated HOC. HOC rats treated with 250 mp/ke T3

FCC rats treated with T3 showed less liver d
shawed the least liver damage histologically
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mglkg) 0 i determine the p
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.|2|§c -1;3 (100mg/kg) ! = , 5 Id like to thank
{125mg/lg) (Groap 7) a1, i Higher Educatior OHE] for the fu
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LAMPIRAN D

PERBEZAAN EKSPRESI SETIAP BINTIK PROTEIN YANG SIGNIFIKAN

Experiment: syazana(020124)
Report created: 1/11/2024 11:00:48 AM
Reference image

Experiment Design / v
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Condition control trf conteol damcontrol low dose med dose high dose 1
Repicates | Sd:\y\[‘fs [« | « L5 L) s
X P \\ .-" "
sws«,ﬁN \ \!C"
« O\ AW el L
N g\kﬁmb) Fold | Togs [Notes ol M| Protein. [Protein | Protein Protein | Average Normalised Volumez
AN Accention  eeripion | o w il PP rm— (o lowdose | med dose | high dose ||
I control 3
131[ 32570004 | 4.2 @ i3] 58 N 26060005 | 1.3070-005 | 1.4734+005 | 1.150v-005 | 6. 1476 +004 | 7.013¢+004 |
5[ 0001| 30| g 3.32] 49 5.2680-005 | 3.4940-005 | 4.1836+005 | 4.0926-005 | 1.7300+005 | 1.7940-005
67 0001 36| @ 352] @ 5574005 | 3.2350+005 | 4.9356+005 | 6.9786-005 | 1.938e-005 | 3.0400-005
30| 02| 25| @ §.13] 26 28720°005 | 2.4200-005 | 2.901+005 | 2.1270-005 | 1.57%+005 | 1.54060-005
75| oo 66| g 567 24510-005 | 2402005 | 4.4630-005 | 1.7986-006 | 1.5040+006 | 4.6896-005
w2 0003| 26| @ 5.19] %0 3.0730-005 | 2.7226-005 | 2.219e+005 | 2.003¢-005 | 1.225+005 | 1.177e+005
5] 00| 36| g 8.55] 32 7.4926-005 | 4.2606-005 | 5.213e+005 | 6.0766+005 | 2.0916+005 | 5.0840-005
W 000s| 38| gy 383 54 1.7410+005 | 9.1982+004 | 6.120e+004 | 7,4326+004 | 4.7%50-004 | 4.5662-004
va|  oom 29| g 335 3 431424005 | 2.7612+005 | 4. 1856+005 | 5. 169e-005 | 2.0382+005 | 1.790+005
33 o0e| 36| @ 851] 57 52204005 | 2.819¢-005 | 4.468e+005 | 47926005 | 1.4456+005 | 2.534+005
w|  oon| 31| @ 66| 4 5.988e+005 | 3.3900-005 | 4.0240+005 | 4.9400-005 | 2.2226+005 | 1.932+005
159 0.009] 25| @ 7.16] 39 3.013e+005 | 2.094e+005 | 3.111e+005 | 2,5986+005 | 1.2690+005 | 1.336e+005
5] 000] 29| @ 3.02] %0 13664005 | 2.2310+005 | 1,1906+005 | 1, 1920005 | 7.57 16004 | B.6626-004
7| oon| 32| @ 56| 79 12376005 | 7.054-004 | 8.399¢-00% | 6.519¢-004 | 3.9008-004 | 4. 289¢-004
BI|  0ou| 26| g 74| 23 12560005 | 5,4500-004 | 4,9230-004 | 5.3710+004 |9, 769004 | 5.3176-004
ui| oov| 21| @ 3.86| 34 2.5830+005 | 1,7460005 | 2.6200+005 | 2.874¢+005 | 1.335a+005 | 2.049+005
| 0017| 26| @ 6.19] 47 13226005 | 6.038e+004 | 7.9220-004 | 9.335+004 | 6. 1182+004 | 5.038¢-004
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1711724, 11.01 AM syazana(020124)

£ |Anova {p) |Fold| Tags |Nowes Ipl | MW anmummmm

control trf control | den lowdose | meddose |Mghdose |f

control '

| 0019 24| @ 6.68| 3 16230+00% | 1.1850+00 | 1.1026-00% | 1.0010+005 | 6.630+004 | 6.679-004
I 0020 | 14 @ 839 W7 37226005 | 2,154 000 | 2.7826+005 | 3.113+00% | 10760007 | 1,8006+00%
21 0.024| 22| g 535 B 1.9960-00% | 1,927+005 | 1,4296~005 | 1.644-005 | 5,0926+004 | 1,7100-005
306 ooz | 21| @ 8.5 27 264000005 | 2,756 005 | 7.7296-005 | 2.808+005 | 2.0782+005 | 200267005 |
1 0026 2.2 ‘i B35 19 8.5962-004 | 7.6300+004 | 1,0766+005 | 1.0346=005 | 5.0280-00% | 564264004
134 00| 28| g 8.26] 57 6,706 | 4.0236+00 | 4,695e+005 | 4.5766-005 | 2,387a+006 | 3.033e+00 |
6] 00| 21| g 6.43| 37 1.286e+005 | 8,77 164004 | 1,018@+005 | 1.046e-005 | 5.9984004 | 6.125e+004
Tags
. Ancva pvalue £ 0.05
- Max fold change = 2

Identifier 131

Position (429, 854)
Notes
B Anova pvalue < 0.05

) Max fold change 2 2

Identifie 1650 |
«\wé #2)

W Anova povalue £ 0.05
[ Max fold change > 2

control trf control

med dose . high dose

MWWWAZANASYAHIRNWO 020124 htm
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jentifier 167
‘osition (1571, 947)
Notes

[ Anova p-value < 0.05
[l Max fold change 2 2
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'
control trf control den control low dose med dose high dose positi / v
R

jentifier 310 Ve Yans
P

v

‘osition (yas,l\ )

Note¢ \

P /‘@\ov‘a p-value <0.03 \

@ Max fold change >2 '
control trf control den control low dose med dose high dose positive
control(bha)
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Position {1062, 2075)
Notes
@ Anova p-value <0.03
() Max fold change »2

control trf control den control low dose med dose high dose positive ~
control(bha) / v N
-
i
i
2
z
Identifier 162 PN
& WV
o Vv
Position (1480, 937)
- N\i o
- VAnova p-value < 0.03 \
ks i Max fold change 2
)
control trf control den control low dose med dose high dose positive
control(bha)
- o
414

fle:/lC:/Usersiuser/Desktop/SYAZANA SYAHIRA/syazana 020124.htm



116

1711724, 11:01 AM syazana(020124)
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Identifier 219

Position (1560, 1137)

Notes
W Anova p-value < 0.05
{8 Max fold change > 2
control trf control den control low dose med dose high dose positive
control(bha) »

el

Identifier 145

Position (275, 900) C“ }

Notes V)‘\P‘)
ova prValye < 0.0
< ¥ @iMax fold change 2 2 \

control trf control den control low med dose high dose positive
control(bha)
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Identifier 348
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Notes
(@l Anova pvalue <0.05

(@l Max fold change > 2
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Notes
W Aova prvalue < 0.05
) Max fold change 2 2

control trf control den control low dose med dose
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