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ABSTRAK

Nama :Masagus Zainuri
Program Studi :Ilmu Biomedik
Judul :Aktivitas spesifik enzim manganese superoxide dismutase,

katalase dan glutamat piruvat transaminase pada hati tikus
yang diinduksi hipoksia sistemik : Hubungennya dengan
kerusakan oksidatif

Penelitian ini bertujuan menganalisis aktivitas spesifik enzim MnSOD,
katalase dan GPT pada sel hati tikus yang diinduksi hipoksia sistemik dan
hubungannya dengan stres oksidatif. Sampel penelitian ini adalah jaringan hati
tikus jantan strain Sprague Dawley (Raitus novergicus L), yang diinduksi hipoksia
sistemik kronik 1,7,14 dan 21 hari. Pada homogenat hati tikus dilakukan beberapa
pemeriksaan, yaitu pemeriksaan aktivitas spesifik MnSOD, aktivitas spesifik
katalase, aktivitas spesifik enzim GPT, kadar MDA dan pemeriksaan senyawa
karbonil. Dari penelitian ini didapatkan hastl tidak adanya perubahan bermakna
pada aktivitas spesifik MnSOD, GPT, dan kadar karbonil. Pada hipoksia 7 dan 21
hari terjadi penurunan bermakng aktivitas spesifik katalase, dan kadar MDA
menurun bermakna pada hipoksia 21 hari. Dari hasil analisis, didapat hubungan
negatif antara MnSOD dan katalase dengan kerusakan oksidatif, disimpulkan
bahwa MnSOD dan katalase berperan dalam mencegah kerusakan oksidatif.
Analisis hubungan aktivitas spesifik GPT dengan kerusakan oksidatif didapat
hubungan negatif. Hal ini mengindikasikan bahwa penurunan GPT di hati dapat
dipakai sebagai indikator kerusakan oksidatif. Dari hasil penelitian ini
disimpulkan bahwa jaringan hati memiliki sistem pertahanan antioksidan yang
adekuat, sehingga sel hati cukup tahan terhadap terjadinya kerusakan oksidatif.

Kata Kunci: Hipoksia sistemik kronik, stres oksidatif, aktivitas MnSOD,
aktivitas katalase, aktivitas GPT.

vii
Universitas Indonesia

Aktivitas spesifik..., Masagus Zainuri, FK Ul, 2010



ABSTRACT

Name . Masagus Zainuri

Study Program : Biomedical Science, Faculty of Medicine,
University of Indonesia

Title . Specific activities of manganese superoxide
dismutase, catalase and GPT in rat liver tissue
induced by chronic systemic hypoxia: Relation to

oxidative damage

The aim of this study was to analyze the specific activities of MnSOD,
catalase and GPT in rat liver cells induced by systemic hypoxia related to
oxidative stress. The samples were obtained from liver tissue of Sprague Dawley
rats at days 1, 7, 14, and 21 of chronic systemic hypoxia and were used to measure
specific activity of MnSOD , catalase, GPT, and the levels of MDA, and protein
carbonyis. Results showed that there were not significant alteration of specific
activity of MnSOD, of GPT, and levels of carbonyls. At days 7 and 21 of hypoxic
induction, there were significant decrease of catalase specific activity. Levels of
MDA significant decreased at days 21. Based on correlation analyzing it can be
concluded that MnSOD and catalase had a role in prevent oxidative damage.
Correlation analyzing of GPT specific activity and oxidative damage showed
negative correlation. This means that decreased of GPT specific activity in liver
could be used as oxidative damage indicator. It is concluded that liver tissue
provided with adequate antioxidant defense mechanism which makes liver cells

survive during hypoxic oxidative insult.

Key words: systemic hypoxia, oxidative stress, MnSOD activity, GPT activity,

catalase activity
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BAB1I
PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Hipoksia adalah suatu keadaan dimana konsentrasi oksigen dalam sel sangat
rendah yang dapat menyebabkan kematian sel. Setiap organisme dapat
memberikan respon terhadap keadaan hipoksia, dimana pengaturannya dapat
dilakukan pada tingkat sistemik maupun seluler."” Dalam keadaan hipoksia terjadi
peningkatan produksi reactive oxygen species (ROS) oleh mitokondria, kondisi
hipoksia menurunkan konsumsi oksigen pada sitokrom ¢ oksidase (kompleks IV
mitokondria), schingga terjadi akumulasi ROS pada kompleks I11 mitokondria. *

ROS terdiri dari radikal (superoksida, radikal hidroksil, alkoxyl, dan peroxyl)
dan non radikal (hidrogen peroksida dan hipoklorida). Radikal bebas adalah suatu
molekul atauw atom yang mengandung satu atau lebih elekiron yang tidak
berpasangan pada orbit terluar sehingga bersifat tidak stabil. Radikal bebas
berusaha tetap menstabilkan diri dengan mengambil elektron dari molekul lain.
Pada keadaan nommal terjadi keseimbangan antara pembentukan ROS dan
aktivitas antioksidan di dalam sel.*’ Jika keseimbangan tersebut terganggu akan
menimbulkan stres oksidatif yang dapat menyebabkan kerusakan komponen-
komponen sel.’

Salah satu kerusakan yang diakibatkan oleh kondisi stres oksidatif adalah
peroksidasi lipid. Peroksida lipid merupakan hasil reaksi yang bersifat merugikan
dalam tubuh. Peroksida lipid akan terurai menghasitkan sejumiah senyawa seperti
epoksida, hidrokarbon dan aldehid. Di antara senyawa aldehid yang dihasilkan
adalah Malondialdehid (MDA).” Pada tingkat seluler, kerusakan protein dapat
terjadi secara langsung oleh serangan radikal bebas atau tidak langsung melalui
kerusakan sekunder akibat serangan produk peroksidasi lipid. Beberapa residu
asam amino pada protein terutama histidin, lisin, arginin, prolin dan treonin, jika
mengalami oksidasi akan membentuk senyawa karbonil yang dapat diukur setelah
direaksikan dengan 2, 4-dinitrophenylhidrezine.”®
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Superoxide dismutase (SOD) merupakan salah satu enzim antioksidan
endogen yang dapat melindungi sel dari kerusakan oksidatif. Enzim ini
menguraikan radikal bebas anion superoksida (O;") yang sangat reaktif menjadi
hidrogen peroksida (H,O;) yang kurang reaktif. Pada sel eukariotik terdapat tiga
isoform SOD yaitu copper-zinc superoxide dismutase (Cw/ZnSOD), SOD
ekstraseluler (EC-SOD) dan mangamese superoxide dismutase (MnSOD).
MnSOD adalah enzim homotetramer yang mengikat satu ion Mn per subunit.
MnSOD terdapat banyak pada mitokondria, oleh karena itu jumlahnya pada suatu
jaringan tergantung banyak tidaknya mitokondria pada jaringan tersebut. Pada
eritrosit mamalia dimana tidak terdapat mitokondria, tidak ditermukan MnSOD,
sedangkan pada hati tikus aktivitas MnSOD merupakan 10% aktivitas total SOD.
Aktivitas MnSOD berbeda pada berbagai macam organ dan dipengamhi oleh
beberapa keadaan misalnya hipoksia. Jumiah reiatif MnSOD pada hewan
tergantung pada jaringan dan spesiesnya. Penelitian yang dilakukan di
laboratorium Departemen Biokimia dan Biologi Molekuler Fakultas Kedokteran
Universitas Indonesia melaporkan bahwa sel jantung, otak, dan darah mempunyai
pola ekspresi gen dan aktivitas MnSOD yang berbede pada kondisi hipoksia
sistemik kronis. Hal ini menggambarkan respon jaringan yang berbeda-beda.’
H;0; yang dihasilkan oleh MnSOD akan diuraikan menjadi H,O dan O; oleh
enzim katalase. Pada hewan, katalase terdapat pada semua organ, khususnya di
hati."”

Hati adalah organ metabolik terbesar dan terpenting ditubuh. Beberapa fungsi
hati antara lain untuk pengolzhan metabolit nutrien utama (karbohidrat, lemak,
protein), detoksifikasi atau degradasi zat-zat sisa, sintesis berbagai protein plasma
dan penyimpanan glikogen.!! Pada sel-sel parenkim hati terbentuk gradien
oksigen akibat aliran darah yang bersifat satu arah dari arah vena porta dan
periportal ke vena sentral (perivenus). Gradien oksigen ini makin bertambah
karena adanya proses metabolisme yang mengkonsumsi oksigen pada sel-sel
parenkim dan membuat tekanan oksigen menurun dari 60-65 mmHg di daerah
periportal menjadi 30-35mmHg di vena sentral. Gradien oksigen di parenkim hati
berperan penting dalam regulasi gen yang mengkode enzim-enzim untuk
metabolisme karbohidrat. Sebagai contoh , enzim-enzim glikolisis seperti piruvat
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kinase ekspresinya menguat pada area yang kurang aerob yaitu zona perivenus,
sedangkan enzim-enzim glukoneogenesis lebih dominan ekspresinya di zona
periportal yang lebih aerob.’

Enzim glutamat piruvat transaminase (GPT) mengkatalisis reaksi perubahan
asam amino alanin dan a-ketoglutarat menjadi piruvat dan glutamat. Enzim GPT
banyak disintesis dan memiliki aktivitas paling tingggi di sel hati. Apabila terjadi
kerusakan hati, akan terjadi gangguan sintesis enzim GPT, yang menyebabkan
menurunnya aktivitas GPT di hati. Pada kerusakan hati enzim GPT akan
dikeluarkan ke dalam darah sebingga kadar SGPT menjadi tinggi. Hal ini yang
menyebabkan aktivitas enzim GPT pada darah, digunakan sebagai petanda
terjadinya kerusakan hati.

Pada penelitian ini akan dianalisis aktivitas spesifik MnSOD, katalase dan
glutamat piruvat transaminase pada hati tikus yang diinduksi hipoksia sistemik
dan hubungannya dengan stres oksidatif.

1.2, Pertanyaan Penelitian

1. Apakah terjadi perubahan aktivitas spesifik MoSOD pada hati tikus yang
diinduksi hipoksia sistemik kronik?

2. Bagaimana hubungan aktivitas spesifik MrSOD dan stres oksidatif pada
hati tikus yang diinduksi hipoksia sistemik kronik?

3. Apakah terjadi perubahan aktivitas spesifik katalase pada hati tikus yang
diinduksi hipoksia sistemik kronik?

4. Bagaimana hubungan aktivitas spesifik katalase dan stres oksidatif pada
hati tikus yang diinduksi hipoksia sistemik kronik?

5. Apsakah terjadi perubahan aktivitas spesifik GPT pada hati tikus yang
diinduksi hipoksia sistemik kronik?

6. Bagaimana hubungan aktivitas spesifik GPT dan stres oksidatif pada hati
tikus yang diinduksi hipoksia sistemik kronik?

7. Bagaimana hubungan aktivitas spesifik MnSOD dan katalase pada hati
tikus yang diinduksi hipoksia sistemik kronik?
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1.3. Tujuan Penelitian

Tujuan Umum :

Menganalisis aktivitas spesifik enzim MnSOD, katalase dan GPT pada sel

hati tikus hipoksia sistemik kronik dan hubungannya dengan stres oksidatif.

Tujuan khusus :

1.

Menentukan aktivitas spesifik MnSOD dan hubungannya dengan kadar
MDA pada sel hati tikus yang diinduksi hipoksia sistemik kronik.

2. Menentukan aktivitas spesifik MnSOD dan hubungannya dengan kadar
karbonil pada sel hati tikus yang diinduksi hipoksia sistemik kronik.

3. Menentukan aktivitas spesifik katalase dan hubungannya dengan kadar
MDA pada sel hati tikus yang diinduksi hipoksia sistemik kronik.

4. Menentukan aktivitas spesifik katalase dan hubungannya dengan kadar
karbonil pada sel hati tikus yang diinduksi hipoksia sistemik kronik.

5. Menentukan aktivitas spesifik GPT dan hubungannya dengan kadar MDA
pada sel hati tikus yang diinduksi hipoksia sistemik kronik.

6. Menentukan aktivitas spesifik GPT dan hubungannya dengan kadar
karbonil pada sel hati tikus yang diinduksi hipoksia sistemik kronik.

7. Menentukan aktivitas spesifik MnSOD dan hubungannya dengan aktvitas
spesifik katalase pada sel hati tikus yang diinduksi hipoksia sistemik
kronik

1.4. Manfaat Penelitian

Penelitian ini bermanfaat untuk mengetahui peran aktivitas spesifik

MnSOD dan katalase dalam mencegah terjadinya kerusakan oksidatif, serta
mengetahui hubungan kerusakan oksidatif dan aktivitas spesifik GPT sebagai
indikator kerusakan hati.
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1.5. Kerangka Teori
Hipoksia
Sistemik
Kronik
Peningkatan
ROS
Endogen
i[
Stres Oksidatif
i /
Proliferasi Adaptasi Cell Injury Senescence Kematian Se]
j
|
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L6. Kerangka Konsep
Hipoksia Sistemik
Kronik di Jaringan Hati
Sumber Piruvat Lain :
. f LDH1 dan LDH2 Peningkatan
Oy
. T Glikolisis anaercb 5
Aktivitas Spesifik
\ ") <— MnSOD
Aktivitas Spesifik :
GPT = [Pwat | g U ol
(+} )
V / _—
{+)
) Stres Oksidatif ﬂ ©
) Aktivitas Spesifik
Kerusakan ) Katalase

Sel Hati R
K.erusakan Oksidatif

+) \(ﬂ

MDA Karbonil

Keterangan :

Indikator yang akan diperiksa dalam penelitian ini dicetak dengan wamma
merah

(+) = menghasilkan / meningkatkan

() = menghambat / mengurangi

4 = peningkatan
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BABII
TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Hipoksia

Hipoksia adalah suatu keadaan dimana jumlah oksigen yang masuk tidak
mencukupi untuk kebutuhan sel, jaringan atau organ sehingga menggangu fungsi
biologik."* Hipoksia dapat menjadi cekaman lingkungan yang berat, yang dapat
mengancam kelangsungan hidup sel, jaringan atau organ yang bersangkutan.
Kondisi hipoksia dapat terjadi selama keadaan fisiologik dan berbagai keadaan
patofisiologik. Hipoksia dapat terjadi berupa hipoksia lokal atau sistemik.
Hipoksia dapat disebabkan oleh berbagai faktor seperti (1) rendahnya tekanan
parsial O, dalam darah arteri (hipoksia hipoksemik); (2) berkurangnya kapasitas
hemoglobin dalam mengangkut O, akibat anemia (hipoksia anemik); (3)
berkurangnya perfusi jaringan, baik umum maupun lokal (Hipoksia iskemik); (4)
berkurangnya kemampuan jaringan menggunakan oksigen karena keracunan sel
atau jaringan (hipoksia histotoksik atau sitotoksik) dan (5) gangguan difusi
oksigen karena adanya aliran dareh yang berlawanan dalam pembuluh kapiler
(hipoksia difusi).'*

Hipoksia dapat menyebabkan kapasitas kerja otot menjadi sangat
menurun. Pada otot jantung akan menyebabkan curah jantung maksimal
berkurang.!" Tubuh sebenamya memiliki mekanisme untuk mengatasi keadaan
hipoksia. Agar dapat beradaptasi terhadap hipoksia, jaringan harus memiliki
kemampuan untuk mengindera perubahan kadar O.."” Oksigenasi yang optimal ke
seluruh sel tubuh akan dilakukan secara fisiologis guna mempertahankan
homeostasis oksigen untuk kelangsungan hidupnya.'” Pads keadaan hipoksia
kronis akan terjadi peningkatan sel darah merah dan pembentukan pembuiuh
darah baru yang akan meningkatkan kapasitas pengangkutan oksigen oleh sel
darah merah'®

Respon seluler dan sistemik terhadap hipoksia dilakukan melalui
peningkatan fypoxia inducible factor-la (HIF-1a), suatu protein yang berperan
mengatur respon seluler dan sistemik terhadap hipoksia. Pada keadaan oksigen
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mencukupi , HIF-1a akan terdegradasi. HIF-ia akan mengalami ubiquitinilasi
sebelum didegradasi oleh proteosome. Untuk terjadinya ubiquitinilasi sebelumnya
diperlukan hidroksilasi residu prolin dari HIF-1a oleh prolyl hydroxylase. Enzim
prolyl hydroxylase membutuhkan oksigen sebagai kosubstrat untuk aktifitasnya.!”
Pada keadaan hipoksia, dimana level oksigen sangat rendah, HIF-1 ¢ menjadi
stabil dan mengalami dimerisasi dengan HIF-1§ membentuk faktor transkripsi
HIF-1i. Faktor transkripsi HIF-1 akan tertkat pada hypoxia responsive element
(HREs) dalam promoter gen, yang akan menginisiasi terjadinya proses ekspresi
gen-gen yang berperan untuk memberi respon terhadap terjadinya hipoksia.
Beberapa ekspresi gen yang mengalami peningkatan pada keadaan hipoksia
diantaranya eksprest gen vascular endothelial growth factor (VEGF) dan
erythropoietin (EPO).'®

2.2. Stres Oksidatif
Stres oksidatif adalah svatu keadaan ketidakseimbangan antara jumlah
radikal bebas atau ROS yang lebih besar dari jumlah antioksidan yang ada.
Stres oksidatif dapat menyebabkan kerusakan se! dan merupakan penyebab
berbagai penyakit degeneratif, °

2.2.1.Radikal Bebas dan ROS

Radikal bebas merupakan suatu molekul atau atom yang orbit
terluamnya memiliki satu atau lebih elektron tidak berpasangan. Radikal
bebas merupakan senyawa yang sangat reaktif. Radikal bebas dapat
menyerang senyawa atau atom di dekatnya, sehingga senyawa tersebut
dapat menjadi radikal bebas juga, yang dapat menyerang senyawa
berikutnya, sehingga membentuk reaksi berantal. Beberapa radikal bebas
yang penting dalam tubuh merupakan derivat nitrogen yang disebut
reactive nitrogen species {(RNS) dan derivat oksigen yang sering disebut
ROS. ROS bisa terdapat dalam bentuk O-", radikal hidroksil (OH), asam
hipoklorit (HOC1), H,O,, radikal alkoksil dan radikal peroksil.'

Radikal bebas dapat berasal dari lingkungan luar (eksogen), antara
lain dari pencemaran udara seperti pada industri pabrik, asap kendaraan
bermotor dan asap rokok. Sekitar 90% pencemar udara merupakan
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hidrokabon, karbonmonoksida, nitrogen oksida, dan sulfur oksida yang
akan mengakibatkan stres oksidatif dengan berbagai akibat buruk dalam
tubuh. Pada tahun 1933 Fritz Haber dan Joseph Weiss pertama kali
mengusulkan bahwa OH' dihasilkan apabila O;” dan H;O, direaksikan
bersama-sama. Sebelumnya Henry Fenton juga mengobservasi bahwa
pereduksi, ion ferro (Fe**) bersama H,O. dapat mengoksidasi beberapa
senyawa organik, mekanisme tersebut sekarang diketahui membentuk OH'.
Menurut definisi HO, tidak termasuk redikal bebas karena tidak
mengandung elektron yang tidak berpasangan, namun secara biologis
merupakan oksidan yang penting karena kemampuannya membentuk OH',
Reaksi Fenton dan reaksi Haber Weiss secara singkat dapat ditulis sebagai
berikut.

Fe** +H,0, > Fe’* + OH + OH ( Reaksi Fenton)
Oy + HzOy—) O, + Hy0 + OH (Reaksi Haber-Weiss)
H

O,” dapat terbentuk dari reaksi yang dikatalisis oleh ion metal dan
xantin oksidase."”

Fe*'+ 0, Fe™ +0,°
O + hipoxantin = O;” + xantin

Dalam keadaan stres oksidatif pembentukan radika! bebas dalam
tubuh berlebihan schingga melampaui jumlah antioksidan yang terbentuk.
Stres oksidatif dapat menyebabkan terjadinya kerusakan oksidatif yaitu
kerusakan berbagai makromolekul dalam sel. Kerusakan oksidatif akan
berakibat dalam patogenesis berbagai penyakit degeneratif. Pada
umumnya makromolekul seperti protein, karbohidrat dan lipid mudah
mengalami kerusakan akibat radikal bebas. Sejumlah kecil ROS seperti
027, H204, dan HO', yang dihasilkan selama metabolisme aerobik normal,
diketahui berperan sebagai molekul signal yang menginduksi berbagai
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proses biologis, seperti stimulasi protein fosforilasi, Ca* signaling,
hidrolisis fosfolipid, dan aktivasi faktor transkripsi.

Stres oksidatif dapat mengakibatkan beberapa hal tergantung pada
tipe sel dan tingkat keparahan dari stres oksidatif. Beberapa sel akan
memberikan respon terhadap stres oksidatif ringan dengan cara
berproliferasi. Sel yang lain dapat beradaptasi terhadap stres oksidatif yang
terjadi melalui peningkatan regulasi sistem pertahanan. Stres oksidatif
dapat menyebabkan cel! injury, meliputi kerusakan terhadap beberapa atau
semua target molekular, seperti lipid, DNA, protein, karbohidrat, dan lain-
lain. Tidak semua kerusakan yang disebabkan oleh stres oksidatif
merupakan kerusakan oksidatif. Kerusakan sekunder terhadap
biomakromolekul dapat dihasilkan dari stres oksidatif yang berhubungan
dengan perubahan level ion. Sebagai contoh, peningkatan konsentrasi Ca®*
dapat memicu aktivasi proteinase. Stres oksidatif dapat juga dapat
mengakibatkan senescence, yaitu suatu keadaan dimana sel dapat bertahan
terhadap stres oksidatif yang terjadi tetapi sel tersebut tidak dapat
membelah. Akibat terburuk dari stres oksidatif adalah kematian sel,
kerusakan oksidatif yang terjadi pada DNA dapat memicu terjadinya
apoptosis dan nekrosis sel.”

Stres oksidatif dapat menyebabkan peroksidasi lipid. Peroksidasi
lipid merupakan oksidasi polyunsaturaied fatty acid (PUFA), yaitu lipid
yang memiliki dua atau lebih ikatan rangkap antara atom karbon (C=C). ?
Peroksidasi lipid merupakan reaksi yang bersifat merugikan dalam tubuh.
Senyawa lain yang juga merangsang pembentukan peroksida lipid adalah
senyawa yang mengandung unsur Cd, Co, Cu, Hg, Ni, Pb, dan Sn.”?
Asam lemak tidak jenuh jamek (PUFA) dapat mengalami proses
peroksidasi menjadi  peroksida lipid yang kemudian mengalami
dekomposisi menjadi MDA. MDA bila direaksikan dengan asam
tiobarbiturat (TBA) akan membentuk senyawa berwama merah muda yang
dapat menyerap cahaya pada panjang gelombang 532 nm. Jumiah MDA
yang terbentuk dapat menggambarkan proses peroksidasi lipid.
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Tahap pertama dari proses peroksidasi lipid adalah inisiasi. Pada
tahap ini, radikal bebas akan menginisiasi peroksidasi lipid. OH' dapat
menarik hidrogen dari PUFA (LH) sehingga dihasilkan radikal lipid (L.

LH+OH-> L +H0

Tahap  kedua  dari proses  peroksiadasi lipid  adalah
propagasi/pengembangan, Pada tahap propagasi terjadi dengan
penambahan O, sehinggs dihasilkan peroksi lipid (LOO). LOO akan
bereaksi dengan LH yang lain membentuk L' dan LOOH (peroksida lipid).
Hal ini akan menyebabkan reaksi rantai peroksidasi lipid terus berlanjut.

L'+0,2 LOO
LOO +LH > LOOH+L

Tahap berikutnya degradasi. Pada tahap degradasi LOOH akan
terurai menjadi beberapa senyawa antara fain MDA, HNE, dan
hidrokarbon. MDA bersifat larut dalam air dan terdapat dalam darah dan
urin. MDA dibentuk dari asam lemak dengan 3 atau lebih ikatan rangkap
dan pengukuran kadamya dapat digunskan sebagai indikator peroksidasi
lipid.

Tahap terakhir dari proses peroksidasi lipid adalah terminasi. Pada
tahap ini reaksi rantai peroksidasi lipid diakhiri dengan adanya reaksi
antara satu radikal dengan radikal lainnya atan dengan adanya antioksidan,

LOO' +L > LOOH +LH
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/\—/\—/\_/ Fatty acid with three double bonds
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Gambar 2.1. Proses peroksidasi lipid oleh radikal hidroksil. ¥

Kerusakan protein dapat terjadi melalui serangan langsung
radikal bebas atau kerusakan sekunder karena serangan produk akhir
peroksidasi lipid, seperti isoketals, MDA, dan 4-Hydroxy-2-trans-nonenal
(HNE). Beberapa kerusakan protein bersifat reversibel, seperti inakfivasi
peroksiredoksin, pembentukan metionin sulfoksida,  S-nitrosilasi,
perusakan Fe-S oleh O;7, glutationilasi, dan nitrasi. Selain itu, kerusakan
protein dapat bersifat ireversibel, seperti yang terjadi pada oksidasi rantai
samping asam-asam amino arginin, lisin, histidin, dan prolin menjadi

residu karbonil,”
2.2.2. Antioksidan

Antioksidan adalah istilah untuk senyawa-senyawa yang sangat
mudgah untuk dioksidasi, sehingga antioksidan dapat mencegah oksidasi
dari senyawa yang dia lindungi. Antioksidan dapat berperan sebagai agen
membuang radikal bebas secara katalitik, seperti SOD dan katalase.

Peran antioksidan lainnya sebagai agen yang dapat mengurangi
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pembentukan radikal bebas, seperti mitochondria uncoupling protein.
salah satu yang termasuk dalam kategori ini adalah protein yang
mengurangi avaibilitas terhadap prooksidan, contohnya adalah transferin,
albumin, haptoglobin, haemopeksin, haem oxygenases, metallothionein
dan polyamines. Selain itu, juga terdapat protein yang mengoksidasi ion
Fe?*, seperti ceruloplasmin. Sistem pertahanan antioksidan lain dapat
berupa sacrificial agent yang secara utama dioksidasi oleh radikal bebas
untuk menjaga biomolekul yang lebih penting, seperti glutation (GSH),
a-tokoferol, bilirubin, askorbat, albumin, dan plasmalogen.'®

Tingkat dan komposisi pertahanan antioksidan berbeda-beda antara
jaringan yang satu dengan yang lainnya. Kerja antioksidan tergantung
pada radikal bebas mana yang menjadi penyebab, bagaimana radikal
bebas tersebut menyebabkan kerusekan, dimana radikal bebas tersebut
bekerja, dan target dari kerusakan oleh radikal bebas.

Dalam meredam dampak negatif oksidan terdapat 2 kelompok
antioksidan, yaitu antioksidan pencegah dan antioksidan pemutus rantai.
Antioksidan pencegah adalah antioksidan yang mencegah pembentukan
OH, yaitu bekerja pada tahap inisiasi, contoh antioksidan pencegah
adalah enzim katalase, SOD dan GSH. Antioksidan pemutus rantai adalah
antioksidan yang bekerja mencegah reaksi rantai berlanjut dan bekerja
pada tahap propagasi, contoh antioksidan pemutus rantai adalah vitamin
E dan vitamin C.

Berdasarkan cara memperolehnya antioksidan dapat dibagi
menjadi antioksidan endogen yang terdiri atas enzim-enzim dan berbagai
senyawa yang disintesis tubuh, dan antioksidan eksogen yang diperoleh
dari bahan makanan baik yang bersifat nufrien seperti vitamin maupun
nonnutrien. SOD, katalase dan glutation peroksidase dikenal sebagai
antioksidan enzimatik, yaitu enzim-enzim yang berperan sebagai baris
pertama sistem pertahanan tubuh terhadap radikal bebas. Enzim-enzim
tersebut mengkatalisis perubahan senyawa oksigen reaktif menjadi
senyawa yang kurang reaktif?'
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Gambar 2.2, Peran antioksidan endogen.”

O, yang terbentuk pada rantai pernafasan akan dikonversi oleh SOD
menjadi H,0,. H;0, kemudian akan dikonversi menjadi H,O dan O; oleh enzim
katalase dan GSH. Apabila O;” berlebih, O, skan bereaksi dengan H;O.
membentuk OH' yang dapat menyebabkan kerusakan oksidatif,*

2.3. Manganese Superoxide Dismutase (MnSOD)

MnSOD adalah enzim antioksidan endogen yang terletak pada matriks
mitokondria eukariotik. Pada metabolisme normal O, diproduksi sebagai hasil
dari rantai transfer elektron di mitokondria dan dapat menyebabkan kerusakan
sel. MnSOD berperan untuk mengkonversi O;” yang terbentuk menjadi H.O,
dan O;. MnSOD merupakan salah satu enzim SOD yang berperan sebagai
pertahanan primer terhadap stres oksidatif.?

Bentuk isoform SOD yang lain yaitu Cw/ZnSOD (SODI1) dan ECSOD
(SOD3). MnSOD banyak terdapat dalam mitokondria. Jumlah relatif dari
MnrSOD dan CwZnSOD pada hewan tergantung pada jaringan dan spesies.
Pada pertumbuhan medium yang normal, fungus Dachiium dendroides, 80%
aktivitas SOD adalah sebagai Cw/ZnSOD dan 20% sebagai MnSOD. Namun,
jika ketersediaan tembaga terbatas, maka MnSOD akan disintesis lebih banyak
di sitosol untuk mempertahankan agar aktivitas seluler total tetap konstan. Diet
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dapat mempengaruhi SOD pada hewan, misalnya pada penclitian hati ayam
yang diberi diet Mn yang terbatas, memperlihatkan adanya peningkatan
aktivitas Cw/ZnSOD dan penurunan MnSOD. °

Gen MnSOD terletak di kromosom 6 (6q25.3) merupakan single copy
yang terdirl dari 5 ekson dan 4 intron. Induksi dari gen ini dipengaruhi oleh
karakteristik yang unik yakni promoter mengandung sedikit TATA dan
memiliki elemen enhancer intron. Ekspresi gen diatur oleh promoter yang kaya
sekuens guanin dan sitosin yang mengandung situs pengikatan protein spesifik
1 (PS1).2%*25 Aktivitas MnSOD akan meningkat pada keadaan terbentuk O,
yang tinggi (inducible enzyme).*’

Berdasarkan studi struktural yang dilakukan oleh Borgstahl et al
menyatakan bahwa MnSOD membentuk struktur geometri trigonal
bypiramidal, sisi aktif terdiri dari 3 histidin, satu aspartat yang dikoordinasi
oleh ion mangan. Pada situs aktif terdapat juga ikatan hidrogen antara beberapa
asam amino dengan air, ikatan hidrogen iri dimulai dari ion mangan yang
berikatan dengan air, lalu berikatan Gln 143 ke Tyr 34, melalui pelarut ke HIS
30, dan akhimya ke Tyr 166. Ikatan hidrogen ini berguna untuk membantu
transfer proton ke situs katalitik dalam proses katalisis. Subtitusi atau rutasi
pada asam amino yang membentuk ikatan hidrogen akan mempengaruhi
aktivitas enzimatik MnSOD. Penghilangan, pergantian dan pemindahan ion
mangan akan menghilangkan aktivitas katalitiknya.® Ion mangan tidak dapat
digantikan dengan besi atau ion metal lainnya untuk menghasilkan enzim
fungsional.'®
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Gambar 2.3 Situs aktif MnSOD. %

MnSOD merupakan enzim protektif primer terhadap stres oksidatif yang
terdapat dalam mitokondria yang penting untuk kelangsungan hidup aerobik.
MnSOD menetralisir Oy” melalui dua tahap reaksi, yaitu reaksi reduksi Mn** dan
oksidasi kembali Mn®**. *°

K1
Mn’** (OH)SOD + 05" +H" ——— Mn?*(H,0)SOD + O,

Kz
Mn?*(H;0)SOD + Oy + Y —— Mn**(OH)SOD + H,0;

Perubahan pada aktivitas MnSOD akan menyebabkan perubahan status
redoks dari sel, dan dapat mempengaruhi ekspresi gen HIF-1a.

2.4. Katalase. *°

Struktur enzim katalase tetramer. Setiap tetramemya terdiri dari beberapa
subunit yang identik, Setiap subunit mengandung gugus heme (Fe’") dipusat
katalitiknya. Ion Fe** ini berperan dalam katalisasi pemecahan H,0O,. Pemindahan
ion Fe’* dari akan membuat katalase kehilangan aktivitas katalitiknya. Struktur
katalase bersifat sangat stabil. Enzim ini lebih resisten terhadap pH, denaturasi

termal, dan proteolisis disbanding enzim-enzim lain.

Aktivitas spesifik..., Masagus Zainuri, FK Ul, 2010



17

Gambar 2.4, Struktur kalalase.”"

Katalase merupakan salah satu enzim yang dapat mengkatalisis
dekomposisi H;O; menjadi H,O dan O.. Reaksi penguraian H,O; terjadi melalui
mekanisme katalitik dan peroksidatik. Mekanisme katalitik terjadi bila katalase
menggunakan molekul H;O, sebagai substrat atau donor elektron dan molekul
H>0; yang lain sebagai oksidan atau akseptor elektron. Mekanisme peroksidatik
terjadi bila katalase menggunakan satu moleku! H;O, sebagai akseptor elektron
dan senyawa lain sebagai donor elektron. Senyawa yang dapat berperan sebagai
donor elektron antara lain metanol, etanol, asam formiat, dan ion nitrit. Senyawa
donor elektron yang berupa metanol dan etanol akan dioksidasi menjadi
formaldehid dan asetaldehid, sedangkan asam formiat akan dioksidasi menjadi
karbondioksida dan ion nitrit dioksidasi menjadi nitrat.

Pada hewan katalase terdapat pada semua organ, tetapi secara khusus
terdapat di hati. Katalase dalam eritrosit membantu proteksi eritrosit terhadap
H20; yang dihasilkan melalui dismutasi O, dari autooksidan hemoglobin. Jika
H20; melintasi membran, katalase yang terdapat pada eritrosit dapat melindungi
jaringan lain terhadap H.O. ekstraselular dengan cara mengabsorbsi dan
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merusaknya. Otak, jantung, dan otot rangka memiliki level katalase yang rendah,
meskipun aktivitasnya bervariasi antara tipe sel yang satu dengan lainnya.

Aktivitas katalase dapat dihambat oleh azida, sianida, asam hipoklorit dan
aminotriazol. Aktivitas katalase terutama ditemukan pada peroksisom sedangkan
pada mitokondria, kloroplas, dan retikulum endoplasma aktivitas katalase rendah.
Aktivitas maksimum katalase didapat pada pH 7, namun katalase dapat bekeria
pada pH 4-8,5. Pada pH dibawah 4 atau diatas 8,5 terjadi inaktivasi enzim.

2.5. Enzim Glutamat Pirnvat Transaminase (GPT)

GPT banyak ditemukan dalam sitosol sei hati. Enzim ini memiliki dua
isoform, yang masing-masing dikode oleh gen yang berbeda. ALTI1 terutama
terdapat pada hati, intestinai, ginjal, dan jantung. ALT2 terutama terdapat pada
hati, otot, otak, ginjal dan hati. Enzim ini memiliki peran penting dalam proses

glukoneogenesis dan metabolisme asam amino.*

Gambar 2.5. Struktur glutamat piruvat transaminase,”*
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Glutamat piruvat transaminase atau alanin transferase dapat mengkatalisis
reaksi pemindahan gugns amino (-NH,) dari asam amino alanin ke asam amino a-

ketoglutarat menghasilkan asam piruvat dan glutamat.

HOOC H; HOOC O Hz
ALAT,
—\——<< . H;G— C~COOH e B _\__< * H'-lc_
COOCH ]cl) COOH H

Gambar 2.6. Kerja enzim GPT.”
Aktivitas GPT tertinggi pada hati, jadi lebih spesifik untuk penyakit hati
dibandingkan dengan enzim lain. Biasanya peningkatan GPT terjadi bila ada
kerusakan pada membran sel hati. Setiap jenis peradangan hati dapat
menyebabkan peningkatan pade GPT. Peradangan pada hati dapat disebabkan
oleh hepatitis virus, beberapa obat, penggunaan alkohol, dan penyakit pada

saluran cairan empedu.

Piruvat sebagai produk dari GPT. Beberapa penelitian menyebutkan peran
piruvat dalam pertahanan terhadap stres oksidatif yang terjadi. Piruvat dapat
berperan sebagai “antioksidan” dengan menghambat kerja NADH oksidase.
Seperti diketahui sebelumnya NADH oksidase adalah sumber utama dari
terbentuknya O;". Akibat penghambatan pembentukan O:” oleh piruvat, maka
akan terjadi penghambatan pada proses peroksidasi lipid dan pembentukan
senyawa karbonil. Penelitian yang dilakukan Roudier dkk melaporkan bahwa
piruvat dapat mengurangi kerusakan DNA sclama terjadinya hipoksia pada
karsinoma sel hati.** Lee dkk melaporkan dalam penelitiannya bahwa etil piruvat,
suatu senyawa piruvat yang mengalami modifikasi agar lebih stabil dalam larutan,
secara bermakna dapat menurunkan kadar MDA dan senyawa NO yang terbentuk
pada jantung dan hati tikus yang diintoksikasi dengan paraquat.®

2.6, Hati. ¥

Hati adaleh organ tempat nutrien yang diserap dari saluran cema diolah
dan disimpan untuk dipakai oleh bagian tubuh lain. f2 menjadi perantara antara
sistem pencernaan dan darah. Disamping kulit, hati adalah organ tubuh terbesar

dan merupakan kelenjar terbesar,dengan berat lebih kurang 1,5 kg. Hati terletak di
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rongga perut dibawah diafragma. 70-80% darah yang masuk ke hati berasal dari
vena porta, sebagian kecil dipasok oleh arteri hepatika. Selurch zat yang diserap
melalui usus tiba di hati melalui vena porta, kecuali lipid kompleks (kilomikron),
yang terutama diangkut melalui pembuluh limfe. Posisi hati dalam sistem
sirkulasi adalah optimal untuk menampung, mengubah dan mengumpulkan
metabolit serta untuk menetralisasi dan mengeluarkan substansi toksik.
Pengeluaran ini terjadi melalui empedu, suatu sekret eksokrin dari hati yang
penting untuk pencernaan lipid.

2.6.1. Struktor Hati.>

Jaringan hati terbagi-bagi menjadi lobulus-lobulus berbentuk heksagonal
berdiameter 1-2 mm yang berpusat pada vena hepatika terminalis. Traktus portalis
yang berisi a.hepatika, v.porta dan duktus biliaris terletak pada bagian perifer
lobulus. Hepatosit yang berada disekitar v.hepatika terminalis disebut sebagai
hepatosit sentrilobuler, sedangkan yang berada dekat traktus portalis disebut
sebagai hepatosit periportal.

Gambar 2.7. Struktur mikroskopik jaringan hati.*?

2.6.1.1, Stroma

Hati dibungkus oleh simpai tipis jaringan ikat (kapsula glisson) yang
menebal di hilum, tempat vena porta dan arteri hepatika memasuki hati dan duktus
hepatikus kiri dan kanan serta tempat keluarnya pembuluh limfe. Pembuluh-
pembuluh dan duktus ini dikelilingi oleh jaringan ikat sepanjang jalannya (akhir
atau awal) di daerah portal di antara lobulus hati klasik. Pada titik ini jalinan serat
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retikular halus terbentuk yang menujang hepatosit dan sel endotel sinusoid dari
lobulus hati.

2.6.1.2. Lobulus Hati

Komponen struktural utama dari hati ialah sel hati atau hepatosit, sel
epitelial ini berkelompok membentuk lempeng-lempeng yang saling berhubungan.
Pada sajian mikroskop cahaya, tampak adanya satuan-satuan struktural yang
disebut lobulus hati klasik. Lobulus hati dibentuk oleh massa jaringan berbentuk
poligonal berukuran 0,7 x 2 mm. Pada manusia lobulus ini saling berkontak
sehingga sulit sukar ditetapkan batas-batas antar lobuli. Tetapi pada beberapa
daerah lobulus ini dibatasi oleh jaringan ikat yang mengandung duktus biliaris,
pembuluh limfe, saraf, dan pembuluh darah. Daerah ini disebut celah portai,
terdapat pada sudut lobulus dan dihuni oleh triad portal. Hati manusia memiliki 3-
6 triad portal per lobulus, masing-masing mengandung sebuah venul (cabang vena
porta), sebuah arteriol (cabang arteri hepatika), satu duktus (bagian dari sistem
duktus biliaris) dan pembuluh limfe. Venul biasanya paling besar diantara
semuanya, mengandung darah asal vena mesenterika superior dan inferior dan
vena lienalis. Arteriol mengandung darah dari trunkus seliakus dan aorta
abdominalis. Duktus, yang dilapisi epitei kuboid, membawa empedu dari sel
parenkim (hepatosit) dan akhimya dicurahkan kedalam duktus hepatikus. Satu
atau lebih pembuluh limfe membawa cairan limfe, yang akhimya masuk kedalam
aliran darah. Semua struktur tadi terpendam dalam selubung jaringan ikat.

Hepatosit berderet secara radier dalam lobulus hati. Mereka membentuk
lapisan setebal 1-2 sel, mirip susunan bata pada dinding. Lempeng sel ini
mengarah dari tepian lobulus kepusatnya dan beranastomosis secara bebas,
membentuk struktur mirip labirin dan busa. Celah diantara lempeng-lempeng ini
mengandung kapiler yang disebut sinusoid hati, sinusoid adalah pembuluh yang
melebar secara tidak teratur, terdiri atas sel-sel endotel berjgjar membentuk
lapisan tidak utuh. Sel-sel endotel dipisahkan dari hepatosit dibawahnya oleh
celah  subendotelial yang dikenal sebapai celah Disse, yang mengandung
mikrovili dari hepatosit. Akibatnya cairan darah dengan mudah mengalir dan
menapis melalui dinding endotel dan berkontak langsung dengan permukaan

Universitas Indonesia

Aktivitas spesifik..., Masagus Zainuri, FK Ul, 2010



hepatosit, memungkinkan pertukaran makromolekul dengan mudah dari fumen
sinusoid ke sel hati dan sebaliknya. Hal ini secara fisiologis penting bukan hanya
karena banyaknya makromolekul yang dicurahkan kedalam darah oleh hepatosit,
tetapi juga karena hati mengambil dan mengkatabolisasi banyak diantara molekul
besar ini.

2.6.2. Aliran darah hati

Hati memperoleh darah dari dua sumber, 80% aliran darahnya berasal dari
vena porta yang mengangkut darah rendah oksigen, kaya nutrien dari visera
abdominal dan 20% sisanya berasal dari arteria hepatika yang memasok darah
kaya oksigen. Vena porta seringkali bercabang dan menjulurkan venul halus, vena
porta kadang-kadang disebut cabang interlobular, bercabang menjadi vena
distribusi yang berjalan di tepian lobulus. Dari vena distribusi, venul halus
mencurahkan isinya ke dalam sinusoid. Sinusoid berjalan radier, menuju ke pusat
lobulus membentuk vena sentralis, atau sentrolobuler. Selama berjalan didalam
lobulus, vena ini makin banyak mengandung sinusoid dan secara berangsur makin
besar diameternya. Pada ujungnya ia meningggalkan lobulus pada basisnya dan
menyatu dengan vena sublobularis yang lebih besar. Kemudian beberapa vena
sublobularis bergabung membentuk dua atau lebih vena hepatika besar, yang
mencurahkan isinya kedalam vena kava inferior.

Sistem porta membawa darah dari pankreas dan limpa serta darah yang
mengandung nutrien hasil penyerapan pada usus. Nutrien dikumpulkan dan di
transformasi dalam hati. Bahan-bahan toksik juga dinetralisir dan dibuang dalam
hati, Arteri hepatika bercabang berulang kali dan menghasilkan arteri interlobular.
Beberapa memperdarahi struktur dari kanal portal den lainnya dari arteriol yang
berakhir langsung kedalam sinusoid pada jarak yang berbeda dari celah portal,
sehingga dengan demikian menyediakan darah arterial dan darah portal bagi
sinusoid. Fungsi utama dari sistem arteri adalah menyalurkan oksigen dalam
jumiah yang cukup ke sel hati.*®

Berdasarkan kedekatan sel-se! parenkim dan pembuluh darah (vena
distribusi), maka sel-sel tersebut dapat dibagi menjadi 3 zona. Sel-sel pada zona
satu menempati daerah yang paling dekat dengan suplai vaskuler dari traktus
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portalis, sehingga sel-sel ini yang pertama dipengaruhi oleh perubahan darah yang
masuk. Zona 3 terletak disekeliling v.hepatika dan zona dua diantaranya. Pada sel-
sel parenkirn hati terbentuk gradien oksigen akibat aliran darah yang bersifat satu
arah dari arah vena porta dan periportal ke vena sentral (perivenus). Gradien
oksigen ini makin bertambah karena adanya proses metabolisme yang
mengkonsumsi oksigen pada sel-sel parenkim dan membuat tekanan oksigen
menurun dari 60-65 mmHg di daerah periportal menjadi 30-35mmHg di vena
sentral, Gradien oksigen di parenkim hati berperan penting dalam regulasi gen
yang mengkode enzim-enzim untuk metabolisme karbohidrat. Sebagai contoh ,
enzim-enzim glikolisis seperti piruvat kinase ekspresinya menguat pada area yang
kurang aerob yaitu zona perivenus, sedangkan enzim-enzim glukoneogenesis
lebih dominan ekspresinya di zona periportal yang lebih aerob.'?

2.6.3. Fungsi Hati.*

Sel hati merupakan sel yang paling serba guna dalam tubuh. Pada saat
yang sama sel hati dapat berfungsi endokrin dan eksokrin, membentuk dan
mengumpulkan substansi tertentu, mendetoksifikasikan suatu substansi serta
mentransfer substansi lain. Beberapa fungsi hati antara lain :

a. Sintesis protein plasma
Selain membuat protein untuk selnya sendiri, sel hati menghasilkan
berbagai protein plasma seperti albumin, protrombin, fibrinogen dan
lipoprotein. Protein ini dibuat pada polisom yang melekat pada retikulum
endoplasma kasar.
b. Sekresi empedu
Produksi empedu adalah fungsi eksokrin dalam arti bahwa hepatosit
meningkatkan pemasukan, transformasi dan ekskresi komponen darah
kedalam kanalikuli biliaris. Empedu memiliki beberapa komponen penting
sepertt asam empedu, fosfolipid, kolesterol dan bilirubin.

¢. Penyimpanan Metabolit

Lipid dan karbohidrat disimpan dalam hati dalam bentuk trigliserida dan
glikogen,
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d. Fungsi metabolik
Hepatosit berfungst mengkonversi lipid dan asam amino menjadi glukosa
melalui proses glukoneogenesis, hepatosit juga menjadi tempat utama
terjadinya deaminasi dari asam amino menghasilkan urea. Senyawa ini
diangkut dalam darah ke ginjal dan diekskresi oleh organ itu.
e. Detoksifikasi dan inaktivasi
Berbagai obat dan substansi dapat dinonaktifkan oleh oksidasi, metilasi,
atau konjugasi. Enzim yang berperan dalam proses ini terutama terdapat dalam

retikulum endoplasma halus sel hati.
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BAB Il
METODE PENELITIAN

Penelitian ini merupakan bagian dari penelitian besar yang dilakukan di
bagian Biokimia dan Biologi Molekuler Fakuitas Kedokteran Universitas
Indonesia, sampel penelitian yang dipakai dalam penelitian besar ini adalah tikus
jantan strain Sprague Dawley (Rattus novergicus 1), berumur 6-8 minggu dengan
berat badan 150-200 gram. Tikus diperoleh dari Unit Gizi Diponegoro Litbang
Depkes RI. Sebanyak 25 tikus dibagi menjadi 5 kelompok :

I.  Kelompok tikus kondisi normal sebagai kontrot
II. Kelompok tikus dengan hipoksia selama 1 hari
III. Kelompok tikus dengan hipoksia selama 7 hari

IV. Kelompok tikus dengan hipoksia selama 14 hari

V. Kelompok tikus dengan hipoksia selama 21 hari

Adanya hipoksia yang terjadi, ditunjukkan dengan penurunan bertahap
pO; dan pCO2 darah tikus, serta penurunan hematokrit yang merupakan tanda
berkurangnya jumiah se! darzh merah didalam darah.*®

3.1. Desain Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental /n vivo dengan
menggunakan hati tikus jantan strain Sprague Dawley.

3.2, Tempat dan Waktua Penelitian

Penelitian dilakukan di Laboratorium Departemen Biokima dan Biologi
Molekuier, Fakultas Kedokteran Universitas Indonesia. Penelitian berlangsung
selama 5 bulan, mulai bulan Januari 2010 sampai Mei 2010.

3.3. Sampel Penelitian

Sampel penelitian ini adalah jaringan hati tikus jantan strain Sprague
Dawley (Rattus novergicus L), yang berasal dari penelitian sebelumnya.
Dua puluh lima hati tikus ini dibagi menjadi 5 kelompok :
1. Kelompok hati tikus kondisi normal sebagai kontrol
II. Kelompok hati tikus dengan hipoksia selama 1 hari

25
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M. Kelompok hati tikus dengan hipoksia selama 7 hari
IV.  Kelompok hati tikus dengan hipoksia selama 14 hari
V. Kelompok hati tikus dengan hipoksia selama 21 hari

3.4. Jumlah Sampel Penelitian

Jumlah sampet penclitian ditentukan berdasarkan rumus Federer:

{t-1)(n-1)} 21 t = jumlah kelompok perlakuan = 5
{(5-D(n-1)}=15 n= jumlah sampel pada masing-masing kelompok
n>5 perlakuan

Jadi masing-masing kelompok terdiri dari 5 jaringan hati tikus. Jumiah
sampel total adalah 25 jaringan hati tikus.

3.5. Bahan dan Alat Penelitian
3.5.1. Bahan Penelitian

~ Reagensia untuk pemeriksaan aktivitas spesifik MnSOD : Kit RanSOD®
(Randox).

~ Reagensia untuk pemeriksaan aktivitas spesifik GPT : Kit GPT>' (ST
Reagensia).

— Standar MDA , TCA (trichloro acetic acid) , TBA (tiobarbituric acid)

- H0;

— Guanidin, DNPH, HCL, etanol, etil asetat

— NaCN (Natrium Sianidsa)

- Nuclei lysis solution

— PMSF (Phenyl Methane Sulfony! Fluoride)

— Aquabidest

— PBS (Phosphat Buffer Saline)

- Buffer fosfat

3.5.2. Alat Penelitian
—~ Timbangan digital
— Ultra-low temperature freezer -80°C (MDF-U3286S, Sanyo)
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- Gunting dan pinset

~ Homogenizer (Wheaton Science, Millville, NJ-USA)
—~ mikropestle

— Spektrofotometer

— Sentrifus, vorteks, water bath

— Tabung mikro, mikropipet dan tip

- Lemaries4°C

3.6. Cara Kerja
3.6.1. Penimbangan Hati

Pada pembuatan homogenat hati yang akan dipergunakan untuk
pemeriksaan MDA, senyawa karbonil, GPT dan katalase, jaringan hati ditimbang
dengan berat + 100 mg, sedangkan untuk pemeriksaan MnSOD berat jaringan hati
yang ditimbang + 50 mg.

3.6.2. Pembuatan Homogenat hati

Untuk pemeriksaan MDA, senyawa karbonil, GPT dan katalase, jaringan
hati dilumatkan dengan micropestle dan homogenizer dalam 1 m] buffer fosfat 0,1
M pH 7.0 dan PMSF, sedangkan untuk pemerikseaan MnSOD, jaringan hati
dilumatkan dengan menggunakan micropestle dan homogenizer dalam 50 pl
nuclei lysis solution dan PMSF. Homogenat kemudian disentrifugasi pada 5000
rpm selama 10 menit. Lalu supematan dituang dalam tabung yang bersih dan
digunakan untuk pengukuran selanjutnya.

3.6.3. Pemeriksaan aktifitas spesifik enzim MnSOD

Untuk pengukuran aktivitas MnSOD digunakan homogenat jaringan hati
(50 mg), jaringan kemudian dilumatkan dalam 500 pL ruclei lysis solution dan
PMSF, homogenat kemudian disentrifugasi pada 5000 rpm selama 10 menit. Lalu
supernatan dituang dalam tabung yang bersih dan digunakan untuk pengukuran
aktivitas MnSOD. Aktivitas MnSOD ditentukan secara biokimia yaitu dengan
menggunakan kit RanSOD®. Prinsip pemeriksaan MnSOD dengan menggunakan
kit ini adalah pengukuran besarnya inhibisi pembentukan radikal O;” oleh
MnSOD. Xantin oleh enzim xantin oksidase akan diubah menjadi asam urat dan
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menghasilkan radikal superoksida. Radikal ini akan bereaksi dengan 2-(4-
iodophenyl)-2-(4-nitrophenol)-3-phenyltetrazolium chloride (1.N.T) membentuk
warna merah formazan. Aktivitas SOD total ditetapkan dari derajat penghambatan
pembentukan wama formazan ini yang diukur dengan spektrofotometer A505 nm.
Reagen-reagen pada kit ini terdiri dari mixed substrate yang mengandung xantin,
buffer fosfat, xantin oksidase dan larutan standar untuk membuat kurva standar.
Sebanyak 25uL sampel/standar dimasukan ke dalam kuvet, lalu ditambahkan
mixed substrate dan campur dengan baik. Untuk menghambat Cw/ZnSOD,
sebanyak 5pl. patrium sianida S mM ditambahkan ke dalam campuran tersebut
dan diinkubasi selama 5 menit pada suhu ruang. Kemudian ditambahkan enzim
xantin oksidase dan serapan cahaya dibaca dengan spektrofotometer pada panjang
gelombang 505 nm pada 30 detikpertama setelah penambahan enzim (A;) dan 3

menit kemudian (A;).

Tabel 3.1. Komposisi reagen untuk pengukuran aktivitas MnSOD

dengan kit RanSOD®
Sampel Diluent
Reagen Standar S2-S6 Sampel
(SI)
Sampel - - 25pL
Standar - 25uL -
Buffer fosfat 25pL. - -
Mixed Substrate 850pL 850nL 850uL.
Campur baik-baik
5pL
NaCN 5 mM - Z .
(inkubasi 5 menit)
Xantin oksidase i25pL 125pL 125uL
Baca absorbansi pada A 505 nm 30 detik pertama dan 3 menit kemudian

Perhitungan

Ag- Ay

= AA/menit (sampel maupun standar)

3
Kecepatan sampel diluents (S1) = kecepatan reaksi yang tidak diinhibisi = 100%
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% inhibisi = 100 — { AA std/mnt x 100)
(AA S1/mnb)
100 - (AA sampel/mnt x 100)
(AA S1/mnt)
% inhibisi sampei yang diperoleh dimasukkan pada kurva log 10/semilog
standar.

3.6.4, Pemeriksaan aktivitas spesifik enzim katalase

Pemeriksaan aktivitas katalase dilakukan denpan menggunakan metode
Mates. Optimasi dilakukan terlebih dahulu sebelum pemeriksaan sampel. Dari
hasil optimasi pengenceran sampel optimum adalah 500X, dan waktu optimum
adalah pada saat menit ke 2. Pengukuran dilakukan pada panjang gelombang 210
nm, setelah blangko atau sampel uji dicampur dengan H,O, reaksi akan berjalan,
to adalah 30 detik setelah pencampuran, t; adalah 1 menit setelah t,, dan

seterusnya.

Tabel 3.2. Cara kerja pemeriksaan aktivitas spesifik enzim katalase

Kuvet Blanko Uji
Sampel - S0uL
Dapar fosfat 50pL -
H20; (1: 4000) 950uL 950puL

Reaksi berjalan setelah pepambahan H,0, pada tabung uji dan Blangko, serapan
diikuti selama 10 menit dan dicatat serapannya pada panjang gelombang 210 nm

setiap 1 menit

3.6.5. Pemeriksaan aktivitas spesifik enzim GPT

Aktivitas enzim GPT ditentukan secara biokimia dengan menggunakan kit
GPT®" . Prinsip pemeriksaan GPT dengan kit ini berdasarkan metode yang
dizanjurkan oleh IFCC dari metode yang dikemukakan oleh Wroblewski dan

Ladue dan dimodifikasi oleh Henry dan Bergmeyer.39

L-Alanin+ 2-Oksoglutarat = —» Piruvat + L-Glutamat

LDH
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Piuvat + NADH —— L-Laktat+NAD
p—

LDH
Sampel Piruvat + NADH —— L-Laktat + NAD

Reagen-reagen pada kit ini terdiri dari substrat dan buffer, sebanyak 20 mL buffer
ditambahkan kedalam botol substrat, kemudian campur dengan baik. Palam
pemeriksaan GPT ini sampel diencerkan 2X. Kedalam kuvet ditambahkan 60 pL
sampel yang telah diencerkan dan 600 pL substrat kemudian campur dengan baik
dan setelah 30 detik dilakukan pengukuran dengan menggunakan
spektrofotometer pada panjang gelombang 340 nm,kemudian pengukuran diulang
setiap 10 detik berikutnya sampai 3x.

Perhitungan
(AA1- AA2) + (AA2- AA3)
AA/menit = 10
2

Aktifitas GPT IU/L = (AA/menit X 1746")

* 1746 adalah faktor konversi panjang gelombang 340nm, sesuai petunjuk
dari kit.
3.6.6. Pemeriksaan kadar MDA

Pengukuran MDA dilakukan deagan menggunakan modifikasi metode uji
asam tiobarbiturat (TBA) secara spektrofotometri. Metode ini berdasarkan prinsip
bahwa bila MDA direaksikan dengan TCA pada suhn 97°C akan membentuk
senyawa berwama mersh muda yang akan memberikan serapan pada panjang
gelombang 530 nm. Jumlah MDA yang terbentuk akan menggambarkan proses
peroksidasi lipid.

Pembuatan Kurva Standar MDA

Kurva standar dibuat dengan larutan standar MDA yaitu feifra ethoxy
propane (TEP) sebagai prekusor. TEP ini akan dihidrolisis oleh air menjadi
MDA. Pembuatan kurva standar dengan menggunakan berbagai konsentrasi
larutan standar TEP.
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Tabel 3.3. Komposisi larntan standar

untuk pengukuran karva standar MDA

31

Blanko | [0.125] | [0,3125] | [0,625] | [1,25] |12,5] [5]
Std 0 1 2,5 5 10 20 40
H,O

400 399 397,5 395 390 380 360
(nL)
Total
(uL) 400 400 400 400 400 400 400

Inkubasi dalam penangas air 96°C 10 menit (> 15 menit)

400 pL standar + 200 pL TCA 20%

'

Vortex perlahan

!

400 1L TBA 0,67%

:

Vortex

L

Rendam dalam air dingin

!

Baca serapan pada 530 nm
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Pengukuran Sampel
Sampel : diencerkan 4X (100 pL sampel + 300 pL H,O)

400 pL sampel (pengenceran 4X)—» tab 1,5 mL

'

+200 nL TCA 20%

'

Vortex sentrifus 5000 rpm, 10 menit

'

Ambil supemnatan (= terbentuk endapan) —»tab 1,5 mL

'

+400 uL TBA 0,67%

'

Vortex

!

Inkubesi dalam penangas air 96°C, 10 menit

‘

Rendam dalam air dingin

'

Baca serapan pada 530 nm

Perhitungan kadar MDA

X=Y-a Keterangan : X = kadar MDA
B Y= serapan
a = slope
b = intercept
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3.6.7. Pemeriksaan Kadar Karbonil

Pemeriksaan karbonil dilakukan dengan menggunakan metode Levine.
Prinsip reaksi antara 2,4-dinitrophenylhidrazine dan protein karbonil yang akan
menghasilkan hidrazon, yang dapat diukur pada panjang gelombang 370 nm.

Tabel 3.4. Cara kerja pemeriksaan senyawa karbonil

33

Bahan Uji Kontrol
Sampel 100 pL 100 pL.
DNPH 400 uL -
HCL2,5M - 400 pL
Inkubasi dalam ruang gelap selama 1 jam, vorteks setiap 15 menit
TCA 20% 500 pL 500 uL

Vorteks, inkubasi dalam es selama 5 menit, sentrifus 10.000g, 4°C, 10 menit

Buang supernatan, resuspend pelet dengan 500 pl. TCA 10%

inkubasi di es 5 menit, sentrifus 10.000g, 4°C, 10 menit

Buang supernatan, resuspend pelet dengan 500 pL etanol : etil asetat (1:1),
sentrifus 10.000g, 4°C, 10 menit, ulangi 3 kali

Resuspend pelet dengan 250 pl. guanidin, vorteks,
sentrifus 10.000g, 4°C, 10 menit

Ambil supernatan dan ukur serapan dengan spektrofotometer pada 4370

Protein karbonil dihitung dengan menggunakan rumus :

Protein karbonil (nmol/ml) = [(CA)/(*0.011 pM™)] (250 pL / 100 pl)
CA = corrected absorbance = absorban uji —absorban kontrol

* koefisien ekstinsi DNPH pada A 370 nm, lebar kuvet 0,5 cm
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3.6.8. Pengukuran Kadar Protein

Aktivitas MnSOD pada jaringan tersebut akan dihitung per mg protein
sehingga dapat dibandingkan. Kadar protein dihitung pada A 280 nm dan
dibandingkan dengan standar BSA (Bovine Serum Albumin). Konsentrasi BSA
yang digunakan sebagai standar yaitu 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; dan 0,8 mg/ml. sampel
jaringan yang akan diukur kadar proteinnya, dari homogenat hati diambil 2pl}
sampel diencerkan dengan 998 ul. aquabidest (pengenceran 500x).

3.7. Analisis Uji Statistik

Untuk melihat perbedaan yang bermakna antar kelompok perlakuan
dilakukan analisis statistik uji-T. Untuk melihat adanya hubungan yang bermakna
antara aktivitas spesifik MnSOD dengan stres oksidatif dan aktivitas spesifik GPT
digunakan uji korelasi pearson.
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BABIV
HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini telah mendapat persetujuan dari Komite Etik Medikal FKU1
berdasarkan surat No.80/PT02.FK/ETIK/2010. Sampel penelitian ini adalah
jaringan hati tikus yang diinduksi hipoksia sistemik. Sampel dibagi menjadi 5
kelompok perlakuan, yaitu kelompok kontrol, kelompok hipoksia 1,7,14 dan 21
hari.

4.1. Aktivitas spesifik enzim MnSOD pada hati tikus yang diindnksi hipoksia
sistemik kronik

Aktivitas Spesifik MnSOD

0.7 4
06
0.5
04
0.3
02 -
Q.1 -

D -

tHari 7Hari 14 Harn 21 Hari
Sampe)

Aktivitas Spesifik MnSQD
(U/mg proteln)

Gambar 4.1. Aktlvitas spesifik enzim MnSOD pada hati Hkus yang diinduksi
hipoksia 1, 7, 14 dan 21 hari

Dari gambar 4.1 diatas dapat dilihat aktivitas spesifik enzim MnSOD pada
hati tikus yang diinduksi hipoksia sistemik. Dari hasil uji statistik menunjukkan
tidak ada perbedaan bermakna antara kelompok uji dan kontrol. Pada hipoksia 1
dan 7 hari terjadi penurunan aktivitas spesifik MnSOD, kemudian aktivitas
MnSOD terlihat meningkat pada hipoksia hari ke 14 dan 21 hari (walaupun secara
statistik tidak bermakna). Hasil ini didukung oleh penelitian yang dilakukan Dewi
yang melaporkan pada hipoksia yang terjadi di jantung terdapat penurunan
aktivitas MnSOD pada hipoksia 1 hari.’

Menurunnya aktivitas MnSOD pada hipoksia 1 dan 7 hari diduga
disebabkan karena peningkatan produksi O, yang berlebihan sebagai substrat

Universitas Indonesia

Aktivitas spesifik..., Masagus Zainuri, FK Ul, 2010



MnSOD, sehingga diduga mengakibatkan enzim MnSOD menjadi jenuh dan
tidak dapat lagi mengikat substrat pada saat pemeriksaan.

Peningkatan aktivitas MnSOD pada kondisi hipoksia 14 dan 21 han
diduga karena terjadi proses adaptasi dari sel hati terhadap hipoksia, dimana selain
MnSOD, terdapat berbagai sistem pertahanan antioksidan lain dari sel, yang dapat
membantu menekan produksi ROS. Hal ini menyebabkan MnSOD menjadi tidak
jenuh dan terlihat meningkat aktivitasnya saat pemeriksaan.

4.2. Aktivitas spesifik enzim katalase pada hati tikus yang diinduksi hipoksia
sistemik kronik

Pengukuran aktivitas enzim katalase dilakukan menggunakan
spektrofotometer ultraviolet pada panjang gelombang 210 nm.

Aktivitas Spesifik Katalase

0.14

0.12 -

0.1 -

0.08 -

0.08 -

0.04 -

0.02 _ I I—E
0 _

Hari 7Hari 14Han 21 Har
Samped

Aktiviias Spesifik Katalase

Gambar 4.2. Aktivitas spesifik enzim katalase pada hati tikus yang diinduksi bipoksia 1 hari,
7 hart, 14 hari dan 21 hari. Tanda * menunjukkan perbedaan bermakna
bila dibandingkan dengan kelompok kontrol (p<.05)

Aktivitas spesifik enzim katalase secara keseluruhan mengalami
penurunan bila dibandingkan dengan kontrol. Pada tikus hipoksia 7 dan 21 hari,
penurunan aktivitas enzim Katalase secara statistik bermakna bila dibandingkan
dengan kontrol dengan nilai p= 0.038 dan p= 0.00!. Hasil penelitian ini sesuai
dengan penelitian yang dilakukan Putri di bagian Bickima dan Biomolekuler
Fakultas Kedokteran Ul melaporkan bahwa pada kondisi hipoksia hipobarik
terjadi penurunan aktivitas katalase pada hati tikus.*’ Studi yang dilakukan Martin
melaporkan bahwa pada hipoksia hipobarik dapat menyebabkan penurunan
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bermakna ekspresi mRNA enzim-enzim anticksidan yang ada di hati, termasuk
katalase. *!

43. Aktivitas spesifik GPT pada hati tikus yang diinduksi hipoksia sistemik
kronik

Pemeriksaan GPT dilekukan dengan menggunakan kit GPT, Prinsip
pemeriksaan GPT dengan kit ini berdasarkan metode yang dianjurkan oleh IFCC
dari metode yang dikemukakan oleh Wroblewski dan Ladue dan dimodifikasi

oleh Henry dan Bergrncycr.39
GPT
L-Alanin+ 2-Oksoglutarat ———— Piruvat + L-Glutamat
‘—.—.

LBbH
Piruvat + NADH ——— L-Laktiat+NAD
‘_..._..

= Aktivitas Spesifik GPT
-
& 14
iz
AR
— 4 yt
Y 4
0
1 Hani 7 Hari
Sampel

Gambar 4.3. Aktivitas spesifik enzim GPT pada hatl tikus yang diinduksi
hipoksia 1, 7, 21, dan 14 hari

Hasil pemeriksaan aktivitas spesifik enzim GPT pada hati tikus yang
diinduksi hipoksia ditunjukkan oleh gambar diatas. Secarma umum tidak ada
perbedaan bermakna antara aktivitas spesifik enzim GPT pada kelompok uji bila
dibandingkan dengan kontrol. Aktivitas GPT cenderung mengalami sedikit
penurunan pada kondisi hipoksia 1, 7, dan 14 hari. Pada hipoksia 21 hari terjadi
peningkatan aktivitas GPT, rata-rata aktivitas GPT pada tikus yang diinduksi
hipoksia 21 hari sebesar 19,01x10”° IU/mg protein, sedangkan rata-rata aktivitas
GPT pada hati tikus kontrol sebesar 14,04x10° IU/mg protein, namun
peningkatan ini tidak bermakna secara statistik (p=0.061).
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Penurunan aktivitas GPT pada kondisi hipoksia 1 sampai 14 han
menunjukkan adanya kerusakan hati, namun kerusakan ini tidak terlalu berat
karena tingginya kadar antioksidan yang terdapat pada sel hati. Penelitian yang
dilakukan Jusman di Laboratorivm Biokimia dan Biomolekuler Fakulias
Kedokteran Universitas Indonesia menyebutkan bahwa kerusakan pada jaringan
hati meningkat seiring dengan adanya hipoksia, akan tetapi masih dalam batas
kerusakan sedang.*2

Enzim GPT mengkatalisis reaksi perubahan alanin menjadi piruvat.
Peningkatan aktivitas enzim GPT pada hipoksia 21 hari diduga karena
diperlukannya piruvat dalam metabolisme anaerob. Piruvat dapat masuk ke jalur
glukoneogenesis untuk membentuk glukosa, kemudian glukosa akan mengalami
proses glikolisis anaerob yang akan menghasilkan ATP. Hasil ini sesuai dengan
penelitian Evendi yang melaporkan terjadi peningkatan ekspresi isozitn LDH1 dan
LDH2 selama keadaan hipoksia. Dimana diketahui bahwa isozim LDHI dan
LDH2 berperan mengubah laktat menjadi piruvat.”’ Sebab lain dari pembentukan
piruvat, diduga piruvat yang terbentuk diubah menjadi glukosa 6-fosfat yang
selanjutnya akan masuk kedalam jalur HMP shumt. HMP shunf berperan
menghasilkan NADPH yang dibutubkan untuk proses reduksi GSSG menjadi
GSH, dimana GSH berperan sebagai antioksidan.

Penelitian lain menyebutkan peran piruvat sebagai antioksidan dengan
menghambat kerja NADH oksidase. Seperti diketahui sebelumnya NADH
oksidase adalah sumber utama dari terbentuknya superoksida. Akibat
penghambatan pembentukan O, oleh piruvat, maka akan tefjadi penghambatan
pada proses peroksidasi lipid dan pembentukan senyawa karbonil. ** Penelitian
yang dilakukan Roudier dkk melaporkan babwa piruvat dapat mengurangi
kerusakan DNA selama terjadinya hipoksia pada karsinoma sel hati.* Lee dkk
melaporkan dalam penelitiannya bahwa etil piruvat, suatu senyawa piruvat yang
mengalami modifikasi agar lebih stabil dalam larutan, secara bermakna dapat
menuruukan kadar MDA dan senyawa NO yang terbentuk pada jantung dan hati
tikus yang diintoksikasi dengan paraquat.*®
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4.4. Kadar MDA hati tikus yang diinduksi hipoksia sistemik kronik

Pengukuran MDA dilakukan dengan menggunakan modifikasi metode uji
asam tiobarbiturat (TBA) secara spektrofotometri. Metode ini berdasarkan prinsip
bahwa bila MDA direaksikan dengan TCA pada suhu 96°C akan membentuk
senyawa berwarma merah muda yang akan memberikan serapan pada panjang
gelombang 530 nm.

Kadar MDA ( nmol/mg jaringan)
25.00
20.00

198.31

8

9.85
7.74 " —

4.96

N B

KONTROL 1 HARI 7 HARI 14 HARI 21 HARI

288

Kadar MDA (nmol/mg
jaringan)

Sampel

Gambar 4.4. Kadar MDA pada jaringan hati tikus yang dlindnksi hipoksia 1 hard, 7 harl 14
hari dan 21 harl Tanda * menunjonkkan perbedaan bermakna secara statistik
terhadap kelompok kontrol ( Uji T, p<0.05)

Dari gambar 4.4 terlihat kenaikan kadar MDA sampai Hipoksia hari ke-7,
kemudian mengalami penurunan sampai hipoksia 21 hari. Kadar MDA pada tikus
hipoksia 7 hari tidak berbeda bermakna bila dibandingkan dengan kontrol ( p=
0,06) sedangkan penurunan kadar MDA pada tikus hipoksia 21 hari berbeda
bermakna bila dibandingkan dengan kontro! (p= 0,045). Hipoksia akan
menyebabkan peningkatan kadar ROS. Pembentukan ROS yang berlebihan dapat
melampaui kemampuan netralisir dari antioksidan. Hal ini akan mengakibatkan
terjadinya  kerusakan oksidatif = yang menyebabkan kerusakan berbagai
makromolekul dalam sel. Peningkatan kadar MDA menunjukkan meningkatnya
stres oksidatif akibat terjadinya hipoksia. Penelitian yang dilakukan Halim
menyebutkan bahwa terdapat peningkatan kedar MDA pada hati tikus yang
diinduksi hipoksia sistemik kronik.'2

Pada kondisi hipoksia 14 dan 21 hari terjadi penurunan kadar MDA. Pada
kondisi ini diduga telah terjadi perubahan regulasi pertahanan terhadap stres
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oksidatif yang terjadi pada jaringan hati. Kemungkinan lain adalah terbatasnya
kadar oksigen pada sel menyebabkan berkurangnya propagasi pada proses
pembentukan MDA, sehingga MDA yang dihasilkan hanya berasal dari ROS
yang terbentuk akibat hipoksia.

4.5, Kadar senyawa karbonil pada hati tikus yang diindeksi hipoksia
sistemik kronik

Prinsip pengukuran senyawa karbonil adalah gugus karbonil akan bereaksi
dengan senyawa 2,4 dinitrofenilhidrazine membentuk suatu senyawa berwamna
yang dapat diukur serapannya pada panjang gelombang 370 nm.

(nmolimg protein)

1 Harl 7 Harl

Kontrol 14 Harl 21 Hari

Hadar Senyawa Karbonil
(nmol/mg protsin)

Samped

Gambar 4.5. Pengaruh hipoksia sistemik kronik terhadap kadar senyawa karbonil pada hati
tikns yaog dilnduksi hipoksia 1, 7, 14 heri dan 21 hari

Dari gambar diatas teriihat secara keseluruhan kadar senyawa karbonil
yang cenderung menurun dengan bertambahnya hipoksia, namun penurunan ini
secara statistik tidak bermakna (p>0.05) . Senyawa karbonil dapat dibentuk akibat
adanya O;” dan MDA. O, yang terbentuk pada keadaan hipoksia dapat
mengalami protonasi menjadi OH', dimana OH' jauh lebih bersifat reaktif bila
dibandingkan O,". Pada pH fisiologis terjadi keseimbangan antara jumlah O,”
dan OH' , namun pada permukan membran dimana pH nya lebih sedikit asam,
akan terjadi protonasi dari O, menjadi OH, OH' dapat menginisiasi terjadinya
peroksidasi lipid membran dan menyebabkan terbentuknya MDA.” Penurunan
kadar karbonil diduga karena banyaknya konversi O;” menjadi OH, namun
pembentukan senyawa karbonil oleh MDA belum terjadi.
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4.6. Kadar MDA dan kadar karbonil pada hati tikus yang diinduaksi hipoksia

gistemik kronik
Perbandingan Kadar MDA
dan Karbonil Hubungan Kadar MDA dan Karbonll
3 40
2.:
= R Linear Q
1.5 E %0 S_qo .18
1 * ©
0.5 87
0 P ° oo o
Kon 10—
trot Bsm oo o o
= Kardar MDA 1 [12732495,0841[0.331 0 | . .
w Kndar Kerbond | 1 {0,456/1.062,0,807(0.681 5 10 T
Kadar Karbonll

Gambar 4.6. Kadar MDA dan kadar karbonil pada hati tikus yang dlindnksi hipoksia 1, 7,
14, dan 21 harl (a) Dlagram batang perbandingan kadar MDA dan kadar karbonil
setelah dinormalisasi dengan nilal kontrol (Hubungan antara kadar MDA
dan kadar karbonil Hasil analisis korelasi pearson menyatakan
huobungan bermakna positif sedang (R= 0,424, p<0.08)

Dari gambar diatas, terlihat secara keseluruhan pola diagram batang antara
kadar MDA dan karbonil serupa. Pada hipoksia 1 dan 7 hari didapat perbandingan
kadar MDA yang lebih tinggi dibandingkan perbandingan kadar karbonil. Hal ini
menunjukkan produksi MDA terjadi pada tahap awal hipoksia. Pada kondisi
hipoksia 14 dan 21 hari didapat perbandingan kadar karbonil yang lebih tinggi
dibandingkan perbandingan kadar MDA. Hal ini menunjukkan produksi karbonil
yang terjadi pada keadaan hipoksia lanjut. Hasit ini didukung oleh penelitian yang
dilakukan Margaret yang menyatakan pada darah penderita kanker paru yang
telah lanjut didapat kadar karbonil yang tinggi dan kadar MDA yang rendah,*
sedangkan Nida melaporkan pada tikus dengan kanker payudara pasca induksi
DMBA meliaporkan kadar MDA plasma yang tinggi dan kadar karbonil plasma
rendah.*® Dari hasil analisis korelasi pearson didapat hubungan yang positif
sedang antara kadar MDA dan karbonil. Hubungan yang positif menunjukkan
kenaikan kadar MDA akan menyebabkan kenaikan kadar karbonil. Senyawa
karbonil dapat dibentuk akibat reaksi antara MDA dan protein atau reaksi oksidasi
rantai samping protein oleh ROS. Hal ini yang menyebabkan hubungan yang tidak
kuat antara MDA dan karbonil.

Penelitian ini mendapatkan hasil kadar MDA yang jauh lebih tinggi bila
dibandingkan dengan kadar karbonil. Hal ini menunjukkan bahwa kerusakan yang
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terjadi pada jeringan hati akibat hipoksia belum terlalu besar. Diduga sistem
pertahanan antioksidan hatt dapat mencegah kerusakan hati yang lebih lanjut.
Hasi! penelitian ini sesuai dengan penelitian yang dilakukan Jusman yang
menyatakan kerusakan hati sedang terjadi pada tikus hipoksia.*?

4.7. Aktivitas spesifik MoSOD dan kerusakan oksidatif pada hati tikas yang
diindulksi hipoksia sistemik kronik

Perbaadisgan Aktivites Spesifik MaSOD ©71 Hibungen Aitvias
dan Kadar MDA pada Hati a -
3 * ’
-
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L5 2 :
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Gambar 4.7. Aktlvitas spesifik enzim MnSOD dan kadar MDA pada hat! tikms yang
dlinduksi hipoksia 1, 7, 14, dan 21 hari (a) Diagram batang perbandingan aktivitas spesifik
enzim MnSOD dan kadar MDA setelah dinormalisasi dengan nilai kontrol. (b)Hubungan
antara aktivitas spesifik enzim MnSOD dan kedgr MDA . Hasil analisis korelasi pearson
menyatakan hubangan bermakna negatif sedang (R= -0,442, p<0.05)
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Gambar 4.8. Aktivitas spesifik enzim MnSOD dan kadar karbonil pada hati tikus yang
dlinduksi hipeksla 1, 7, 14, dan 21 harl. (a) Dlagram batang perbandingan aktivitas spesifik
enzim MnSOD dan kadar karbonil setelah dinormalisasi dengan nilal kontrol (b)Habungan
antara aktivitas spesifik enzim MnSOD dan kadar karbonfl Hasil analisis korelasi pearson

menyatakan habongan negatif lemah (R=-0,014, p>0.05)

Dari gambar 4.7. terlihat pada jaringan hati tikus yang diinduksi hipoksia
hipoksia sistemik kronik ditemukan adanya hubungan negatif sedang antara
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aktivitas spesifik enzim MnSOD dan kadar MDA (R = -0,442). Hubungan ini
secara statistik bermakna (p =0,031). Sampai hipoksia 7 hari kadar MDA terus
meningkat, hal ini menandakan keadean stres oksidatif yang terus meningkat,
disebabkan peningkatan produksi ROS. Sementara itu aktivitas spesifik MnSOD
cenderung menurun sampai hipoksia 7 hari. Hal ini diduga karena produksi ROS
yang terjadi sangat berlebihan. Kenaikan jumlah ROS dapat menyebabkan
peningkatan proses peroksidasi lipid yang akan menyebabkan peningkatan kadar
MDA. Selain itu, peningkatan ROS dapat menyebabkan enzim MnSOD menjadi
jenuh, sehingga tidak mampu lagi mengikat substrat O;° saat dilakukan
pemeriksaan, Dewi melaporkan bahwa pada jaringan jantung dan darah, pada
kondisi hipoksia 1 hari terjadi penurunan aktivitas MnSOD dan ekspresi mRNA
MnSOD.’ Hati merupakan tempat metabolisme utama, schingga kemungkinan
jumlah ROS yang terbentuk di hati akan lebih banyak dibandingkan yang terdapat
dalam jantung dan darah. Diduga hal ini yang menyebabkan penurunan aktivitas
MnSOD sampai hari ketujuh pada hipoksia di hati. Pada kondisi hipoksia 14 dan
21 hari terjadi penurunan kadar MDA dan peningkatan aktivitas spesifik MnSOD,
diduga telah terjadi perubahan pengaturan sistem pertahanan sel. Produksi ROS
yang terus meningkat sejalan dengan keadaan hipoksia ditekan oleh sistem
pertahanan sel yang lain, hal ini yang menyebabkan kadar MDA menurun,
sementara itu enzim MnSOD menjadi tidak jenuh oleh substrat, sehingga pada
saat pengukuran aktivitas spesifiknya meningkat.

Gambar 4.8 menunjukkan scatfer plot hubungan antara aktivitas spesifik
enzim MnSOD dan kadar senyawa karbonil pada hati tikus yang diinduksi
hipoksia sistemik kronik. Dari hasil analisis korelasi pearson didapat hubungan
yang negatif lemah (R = -0,014) antara aktivitas spesifik enzim MnSOD dan
kadar senyawa karbonil, hubungan ini tidak bermakna secara statistik.

Hasil analisis korelasi pearson menyatakan hubungan yang lebih erat antara
MDA dan MnSOD bila dibandingkan karbonil dan MnSOD. Hal ini
menggambarkan keadaan sel hati yang belum mengalami kerusakan lanjut,
sehingpa aktivitas MnSOD lebih dimaksudkan untuk mengatasi peningkatan
kadar MDA dibandingkan kadar karbonil. Secara keseiuruhan dapat disimpulkan
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bahwa enzim MnSOD berperan untuk mengatasi stres oksidatif pada hati yang
diinduksi hipoksia sistemik kronik.

4.8. Aktivitas spesifik katalase dan kerusakan oksidatif pada hati fikus yang
diinduksi hipoksia sistemik kronik
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Gambar 4.9. Aktivitas spesifik enzim katalase dan kadar MDA pada hati tkns yang
dilnduksi hipoksia 1, 7, 14, dan 21 harl. (a) Disgram batang perbandingan aktivitas spesifik
katalase dan kadar MDA setelah dinormalisasi dengan nilal kootrol. (b} Hubnngan antara
aktivitas spesifik katalase dan kadar MBA. Hasil anatists korclasi pearson menyatakan
hubungan negstifl sedang {(R= -0,326, p>0.85)
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Gambar 4.10. Aktivitas spesifik enzim katalase dan kadar karbonil pada hati tikns yang
dilnduksi hipoksia 1, 7, 14, dan 21 hari. (a) Disgram batang perbandingan akitvites spesifik
enzim Katalase dan kadar karbonil setelah dinormalisasi dengan nilai kontrol {(b) Hubongan
antara aktivitas spesilik enzim katalase dan kadar karbonil Hasil analisis korelasi pearson
menyatakan hubungan negatif lemah (R= -0,138, p>0.05)
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Dari gambar 4.9 terlihat pola yang berlawanan antara aktivitas spesifik
katalase dan kadar MDA. Analisis korelasi pearson menyatakan terdapat
hubungan negatif sedang antar keduanya (R=-0,326). Pada gambar 4.10 terlihat
hasil analisis korelasi pearson antara aktivitas spesifik katalase dan kadar senyawa
karbonil dimana didapatkan hubungan lemah (R=-0,138). Hal ini menunjukkan
adanya peran katalase dalam menghambat pembentukan MDA dan karbonil.

MDA merupakan hasil dari peroksidasi lipid. MDA dapat bereaksi dengan
protein sehingga terbentuk senyawa karbonil. Proses peroksidasi lipid dimulai
dengan pengambilan hidrogen dari PUFA oleh OH. OH dapat dibentuk dari
reaksi antara O2” dan H;O, Katalase merupakan enzim yang berperan untuk
mengkonversi H,O2 menjadi H;O dan O,. Dengan demikian katalase mencegah
pembentukan OH dan secara tidak langsung mencegah pembentukan MDA dan
karbonil.

Hubungan antara aktivitas katalase dan kadar senyawa karbonil
menunjukan hubungan yang sedikit lebih kuat dibandingkan dengan hubungan
antara aktivitas MnSOD dan senyawa karbonil (R= -0.014). Hal ini menunjukkan
katalase lebih berperan menghambat pembentukan senyawa karbonil bila
dibandingkan MnSOD.

4.9, Aktivitas spesifik GPT dan kerusakan oksidatif pada hati tikus yang
diinduksi hipoksia sistemik kronik

Perbandingan Aktivitas Spesifilk
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GPT dap Kadar MDA pada Hati Kadar MDA
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Gambar 4.11. Aktivites spesifik enzim GPT dan kadar MDA pada hati tikus yang diindnksi
hipoksia 1, 7, 14, dan 21 hari. (a) Diagram batang perbandingan aktivitas spesifik enzim
GPT dan kadar MDA setelah dinormalisasi dengan nliaf kentrol (b) Hubungan antara

aktivitas spesifik cnzim GPT dan kadar MDA, Hasll apallsls korelsst pearson menyatakan

hobungan negatf sedang (R= 0,362, p>0.05)
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Gambar 4.12. Aktivitas spesiflik enzim GPT dan kadar karbonil pada hatl tikas yang
diinduksi hipoksia 1, 7, 14, dan 21 barl. (a) Diagram batang perbandingan aktivitas spesifik
enzim GPT dan kadar karbonil setelah dinormslisasi dengan nlisi kontrol. (b) Hobangan
antara aktivitas spesifik enzim GPT dan kadar karbonil. Hasll analisis korelasi pearson
menyatakan hubungan negatif lemah (R=-0,101, p>0.05)

Pada gambar 4.11 terlihat pola yang saling berlawanan antara aktivitas
GPT dan kadar MDA. Dari analisis korelasi pearson didapat hubungan negatif
sedang (R=-0.362). Peningkatan produksi ROS akan menyebabkan peningkatan
peroksidasi lipid membran yang akan menyebabkan peningkatan kadar MDA.
Selain itu ROS akan menyebabkan modifikasi ataupun kerusakan pada struktur
enzim GPT, sehingga skan menghambat aktivitasnya. Hubungan yang tidak kuat
antara kadar MDA, sebagai indikator stres oksidatif, dan aktivitas GPT, diduga
disebabkan letak GPT yang terdapat pada sitosol sei hati. Diketahui bahwa pada
sitosol sel hati banyak terdapat antioksidan GSH yang berperan untuk menetralisir
ROS.

Penelitian Halim melaporkan MDA sebagai indikator stres oksidatif
meningkat sebanding dengan lamanya hipoksia, sedangkan GSH menurun dengan
lamanya hipoksia. GSH sudah mengalami penurunan sejak awal hipoksia dan
berlanjut sampai akhir waktu perlakuan pada hari ke-14. Hal ini menunjukkan
penggunaan GSH sebagai antioksidan pada jaringan hati dilakukan sejak hari
pertam a2

Dari gambar 4.12 terlihat hubungan yang lemah antara aktivitas GPT dan
kadar senyawa karbonil. Dari hasil analisis pearson didapat hubungan tidak
bermakna negatif lemah antara aktivitas GPT dan kadar senyawa karbonil. Hal ini
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menunjukkan kerusakan pada enzim GPT hanya sedikit sehingga tidak

berpengaruh pada kadar senyawa karbonil yang terbentuk.

4,10, Aktivitas spesifik MnSOD dan sktivitas spesifik katalase pada hati
tikus yang diinduksi hipoksia sistemik kronik

Akiivitss Spesifik MaSOD
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Gambar 4.13, Aktivitas spesifik enzim MnSOD dan Aktivitas spesifik enzim katalase pada
hati tikus yang dlinduksi hipoksia 1, 7, 14, dan 21 hari. (a) Disgram batang perbandingan
aktivitas spesifik enzim MoSOD dan aktivitas spesifik enzim katalase setelah dinormalisasi
dengan nllai kontrol (b) Hubungan antara aktivitas spesifik enzim MnSOD dan aktivitas
spesifik enzim katalase. Hasil analisis korelasi pearson menyatakan
hubongan positif lemah (R= 0,288, p>0.05)

Enzim Katalase merupakan enzim yang berperan sebagai scavenger H,O;
yang dihasilkan oleh MnSOD menjadi O; dan H,O. Adanya pola yang sama
antara MnSOD dan katalase, menunjukkan bahwa katalase bekerja sejak dari
hipoksia 1 hari. Dart literatur diketahui bahwa katalase bekerja pada konsentrasi
H,0, yang tinggi,'® sehingga dapat disimpulkan pada kondisi hipoksia 1 hari telah
terjadi produksi  H;O» yang tinggi oleh MnSOD. Hasil analisis statistik
menunjukkan hubungan yang positif lemah. Hubungan yang positif lemah ini
mungkin disebabkan ada sistem lain yang juga bekerja sebagai scavenger H,O2.
Antioksidan lain yang dapat berperan sebagai scavenger H,O» misalnya GSH.
Fungsi GSH disebabkan oleh adanya gugus —SH. GSH dapat dioksidasi menjadi
GSSG dan H,0O, kemudian GSSG akan direduksi kembali menjadi GSH dengan
bantuan enzim glutation reduktase, enzim ini membutuhkan kofaktor NADPH,

NADPH ini berasal dari HMP Shunt, yaitu reaksi yang dikatalisis oleh enzim

Universitas Indonesia

Aktivitas spesifik..., Masagus Zainuri, FK Ul, 2010



48

glukosa 6-P dehidrogenase.*”*® GSH dapat disintesis di semua sel, namun kadar
GSH tertinggi ditemukan di jaringan hati.”

Hubungan yang lemah antara aktivitas spesifik katalase dan MnSOD
disebabkan juga karena letak kedua enzim tersebut berbeda. Aktivitas MnSOD
terdapat pada mitokondria sedangkan mitokondria sel hati hanya mengandung
sedikit katalase.'” Katalase banyak terdapat pada percksisom. Diduga sebelum
sampai ke peroksisom, H;O, dikonversi terlebih dahulu oleh GSH yang banyak
terdapat pada sitosol sel hati. Halim melaporkan bahwa GSH digunakan sejak hari
pertama hipoksia, dari penelitian ini didapat penurunan yang bermakna dari kadar
GSH pada tikus hipoksia 1,3,7, dan 14 hari bila dibandingkan dengan kontrol.'?

Hati adalah organ metabolik terbesar dan penting ditubuh. Beberapa fungsi
hati antara lain untuk pengolahan metabolit nutrien utama sepertt karbohidrat,
lemak dan protein. Vitalnya fungsi hati menycbabkan hati memiliki beberapa
sistem pertahanan yang berfungsi untuk mencegah terjadinya kerusakan oksidatif
pada sel tersebut. Beberapa antioksidan endogen banyak terdapat di hati antara
lain enzim MnSOD dan katalase. Dari penelitian ini diketahui bahwa enzim
MnSOD bersama antioksidan lain berperan mencegah ferjadinya kerusakan
oksidatif di jaringan hati. Analisis korelasi pearson menyatakan hubungan
aktivitas spesifik ketiga enzim (aktivitas spesifik MnSOD, katalase, dan GPT)
dengan kadar MDA lebih kuat bila dibandingkan dengan hubungan aktivitas
spesifik ketiga enzim dengan kadar senyawa karbonil. Ini menunjukkan kerusakan
hati masih dalam derajat kerusakan sedang. Hasil ini sesuai dengan penelitian
Jusman yang menyatakan terdapat derajat kerusakan sedang pada hati yang
diinduksi hipoksia sistemik kronik.** Hubungan antara aktivitas spesifik ketiga
enzim dengan kadar MDA adalah hubungan negatif sedang. Diduga selain ketiga
enzim ini terdapat antioksidan lain yang bekerja mencegah kerusakan oksidatif.
Antioksidan lain yang berperan mencegah terjadinya kerusakan oksidatif di
jaringan hati adalah glutation. GSH, bentuk tereduksi dari glutation, paling
banyak terdapat pada jaringan hati. Kadar GSH yang tinggi ini sesuai dengan
aktivitas jalur HMP shunt yang tinggi di jaringan hati.”” Hubungan yang paling
kuat terdapat pada hubungan antara aktivitas spesifik MnSOD dan kadar MDA,
ini menunjukkan peran MnSOD sebagai antioksidan primer untuk mencegah
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tejadinya kerusakan oksidatif. Hubungan aktivitas spesifik MnSOD dan katalase
positif lemah. Enzim MnSOD banyak terdapat di mitokondria dan berfungsi
sebagai scavenger O..- menjadi H,O; Sementara itu pada mitokondria sel hati
hanya terdapat sedikit katalase. Katalase banyak terdapat pada peroksisom.
Diduga perbedsan lokasi inilah yang menjadi sebab mengapa hanya didapat
hubungan positif lemah, antara aktivitas spesifik enzim MnSOD dan aktivitas
spesifik katalase.

Dari hasil penelitian ini disimpulkan bahwa jaringan bati tikus memiliki
sistem pertahanan antioksidan yang cukup baik dalam mencegah kerusakan
oksidatif. Penelitian berikutnya dapat dilakuken untuk mengetahui peran
antioksidan endogen, dalam mencegah kerusakan hati pada hewan yang memiliki
tingkatan lebih tinggi dibanding tikus, yang selanjutnya dapat dilakukan penelitian
untuk mengetahui peran antioksidan endogen tersebut pada hati manusia sebagai
upaya mencegah kerusakan hati.
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BABY
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan

Dari hasil penelitian yang telah dilakukan, maka kesimpulan yang dapat
diambil adalah :

1.

Tidak terjadi perubahan bermakna aktivitas spesifik MnSOD pada hati
tikus yang diinduksi hipoksia sistemik kronik

Terdapat hubungan negatif antara aktivitas spesifik MnSOD dan stres
oksidatif, dimana hubungan antara aktivitas spesifik MnSOD dan kadar
MDA negatif sedang, sementara itu hubungan aktivitas spesifik MnSOD
dan senyawa karbonil negatif lemah.

. Aktivitas spesifik katalase mengalami penurunan pada hati tikus yang

diinduksi hipcksia sistemik. Penurunan bermakna terjadi pada hipoksia 7
dan 21 hari

Terdapat hubungan negatif antara aktivitas spesifik katalase dan stres
oksidatif, dimana hubungan antara aktivitas spesifik katalase dan kadar
MDA negatif sedang, sementara itu hubungan aktivitas spesifik katalase
dan senyawa karbonil negatif lemah.

Tidak terjadi perubahan bermakna aktivitas spesifik GPT pada hati tikus
yang diinduksi hipoksia sistemik kronik

Terdapat hubungan negatif antara aktivitas spesifik GPT dan stres
oksidatif, dimana hubungan antars aktivitas spesifik GPT dan kadar MDA
negatif sedang, sementara itu hubungan aktivitas spesifik GPT dan
senyawa karbonil negatif lemah.

Terdapat hubungan positif lemah antara aktivitas spesifik enzim MnSOD
dan aktivitas spesifik katalase pada hati tikus yang diinduksi hipoksia
sistemik kronik
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51

Saran

Perlu dilakukan pemeriksaan histopatologi, untuk memastikan keadaan sel
hati sebenarnya.

Perlu penelitian lebih lanjut mengenai peran antioksidan piruvat pada
keadaan hipoksia lanjut di hati.

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai sistem pertahanan
antioksidan di hati dan yang membedakannya dengan jaringan lain,
sehingga hati menjadi lebih tahan terhadap kerusakan oksidatif.
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Lampiran 4. Kurva Standar MDA

Rata A uji-rata A

Al A2 RataA  Kadar Blangko
Blangko 0.009 0.006 0.0075 0 0
51 0.019 0.02 0.0195 0.125 Q.012
52 0.034 0.033 0.0335 03125 0.026
53 0.049 0.047 0.048 0.625 0.0405
54 0.087 0.085 0.086 1.25 0.0785
55 0.148 0.157 0.1525 2.5 0.145
56 0.296 0.307 03015 5 0.294
Kurva Standar MDA

D.35

e __ WY R05
R*=0.999
0.25

0.2 /

0.15

Absorban

0.1 /
0.05

0 1 p 3 4 5

Kadar standar (nm/pd})
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Sam
pel Al

: 81

B2
B3

| B5

: C1
L C2

c4

: €5

' D1
' D2
D3
' D4
D5

El
E2

E3

E4

0.205
0.124
0.147
0.143

0.22

0.455
0.436
0.412
0.134
0.151

0.21
0.178
0.111
0.035

0.08

0.087
0.044
0.078

0.14
0.051

0.036

0.04
0.048
0.043

0.19
0.104
0.139
0.138
0.206

0.363
0.452
0.403
0.095
0.189

0.186
0.218

0.13
0.038
0.109

0.087
0.047
0.084
0.134
0.047

0.04
0.042
0.058
0.045

Rata A

0.1975
0.114
0.143

0.1405
0.213

0.409
0.444
0.4075
0.1145
0.17

0.198
0.198
0.1205
0.0365
0.0945

0.087
0.0455
0.081
0.137
0.049

0.038
0.041
0.053
0.044
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Lampiran 5. Kadar MDA

Kadar
MDA
pengen kadar
ceran MDA
(nm/pL) (nm/ul)  hati{meg)
3.39474 13.5789 118.1
192982 7.7193 110.4
2.4386 9.75439 111.1
2.39474 9,57895 109.2
3.66667 14.6667 111.2
7.10526 28.4211 116
7.7193 30.8772 101.2
7.07895 28.3158 118.7
19386 7.75439 116.7
291228 11.6491 105.3
3.40351 13.614 120.1
3.40351 13.614 116.3
2.04386 8.17544 100
0.57018 2.2807 105.3
1.58772 6.35088 119
1.45614 5.82456 103.4
0.72807 2.91228 104.1
1.35088 5.40351 105.2
2.33333 9.33333 107.8
0.78947 3.15789 1235
0.59649 2.38596 118.7
0.64912 2.59649 122.2
0.85965 3.4386 101.2
0.70175 2.80702 104.4

kadar
homogenat

(mg/nl)

1.181
1.104
1.111
1.092
1.112
RATA-RATA
1.16

1.012

1.187
1.167
1.053
RATA-RATA
1.201
1.163

1

1.053

1.19
RATA-RATA
1.034

1.041

1.052
1.078

1.235
RATA-RATA
1.187
1.222
1.012
1.044
RATA-RATA

Kadar MDA
(nm/mg)

11.50
6.99
8.78
8.77

13.19
9.85

24.50

30.51

23.85
6.64

11.06

19.31

11.34

11.71
8.18
2.17
5.34
7.74
5.63
2.80
5.14
8.66
2.56
4,96
2.01
2.12
3.40
2.69
2.56
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Aktivitas spesifik enzim manganese superoxide dismutase, katalase dan glutamat piravat
transaminase pada hati tikas yang diinduksi hipoksia sistemik : Hubungannya dengan
kerusakan oksidatif

Masagus Zainuri

Abstrak

Penelitian ini bertujuan menganalisis aktivitas spesifik enzim MnSOD, katalase dan GPT pada sel hati tikus
yang diinduksi hipoksia sistemik dan hubungannya dengan stres oksidatif. Sampel penelitian ini adalah jaringan hati
tikus jantan sirain Sprague Dawley (Ratrus novergicus L), yang diinduksi hipoksia sistemik kronik 1,7,14 dan 21
hari. Pada homogenat hati tikus dilakukan beberapa pemeriksaan, yaitu pemeriksaan aktivitas spesifik MnSOD,
aktivitas spes:ﬁk katalase, aktivitas spesifik enzim GPT, kadar MDA dan pemeriksaan senyawa karbonil. Dari
penelitian ini didapatkan hasil tidak adanya perubahan bermakna pada aktivitas spesifik MnSOD, GPT, dan kadar
karbonil. Pada hipoksia 7 dan 21 hari terjadi penurunan bermakna aktivitas spesifik katalase, dan kadar MDA
menurun bermakna pada hipoksia 21 hari. Dari hasil analisis, didapat hubungan negetif antara MnSOD dan katalase
dengan kerusakan oksidatif, disimpulkan bahwa MoSOD dan katalase berperan dalam mencegah kerusakan
oksidatif. Analisis hubungan aktivitas spesifik GPT dengan kerusakan oksidatif didapat hubungan negatif. Hal ini
mengindikasikan bahwa penurunan GPT di hati dapat dipakai sebagai indikator kerusakan oksidatif. Dani hasil
penelitian ini disimpulkan bahwa jaringan hati memiliki sistem pertahanan antioksidan yang adekuat, sehingga sel
hati cukup tahan terhadap terjadinya kerusakan oksidatif.

Kata Kunci : Hipoksia sistemik, stres oksidatf, aktivitas MnSOD, aktivitas katalase , aktivitas GPT.

Hipoksia adaleh svatu keadaan dimana
konsentrasi oksigen dalam sel sangat rendah yang
dapat menyebabkan kematian sel. Setiap organisme
dapat memberikan respon terhadap keadaan hipoksia,
dimana pengaturannya dapat dilakukan pada tingkat
sistemik maupun seluler.'? Dalam keadaan hipoksia
terjadi peningkatan produksi reactive oxygen species
(ROS) oleh mitokondria, kondist  hipoksia
menurunkan konsumsi oksigen pada sitokrom ¢
oksidase (kompleks 1V mitokondria), sehingga teajach
akumulasi ROS pada kompleks HI mitokondria. *

ROS terdiri dari radikal {superoksida, radikal
hidroksil, alkoxyl, dan peroxyl) dan non radikal
(hidrogen peroksida dan hipoklorida).* Radikal bebas
adaleh suatu molekul atau atom yang mengandung
satu atau lebih elektron yang tidak berpasangan pada
orbit terluar sehingga bersifat tidak stabil. Radikel
bebas berusaha tetap menstabilkan diri dengan
mengambil elektron dani molekul lain. Pada keadaan
normal terjadi keseimbangan anlara pembentukan
ROS dan aktivitas antioksidan di dalam sel.** Jika
keseimbangan tersebut terganggu akan menimhulkan
stres oksidatif yang dapat menyebabkan kerusakan
komponen-komponen sel.®

Salah satu kerusakan yang diakibatkan oleh
kondisi stres oksidatif adalah peroksidasi lipid.

Peroksida lipid merupakan hasil reaksi yang bersifat
merugikan dalam tubuh. Peroksida lipid akan terurai
menghasilkan sejumlah senyawa seperti epoksida,
hidrokarbon dan aldehid. Di antara senyawa aldehid
yang dihasilkan adaleh Malondialdehid (MDA).
Pada tingkat sefuler, kerusekar protein dapat terjadi
secara langsung oleh serangan radikal bebas atau
tidak iangsung melalui kerusakan sekunder akibat
serangan produk peroksidasi lipid. Beberapa residu
asam amino pada protein terutama histidin, lisin,
arginin, prolin dan treonin, jika mengalami oksidasi
akan membentuk senyawa karbonil yang dapat
dinkur  setelah  direaksikan  dengan  2,4-
dinitrophenylhidrazine.”®

Superoxide dismutase (SOD) merupakan salah
sall enzim antioksidan endogen yang dapat
melindungi sel dari kerusakan oksidafif. Enzim ini
menguraikan radikal bebas anion superoksida (0y7)
yang sangat reaktif menjadi hidrogen peroksida
(H,0,) yang kurang reaktif. Pada sel eukariotik
terdapat tiga isoform SOD yaitu copper-zinc
superoxide  dismutase {Cw/ZnSOD), SOD
ekstraseluler (EC-SOD) dan manganese superoxide
dismutase (MnSOD). MnSOD adalah enzim
homotetramer yang mengikat sam ion Mn per
subunit. MnSOQD terdapat banyak pada mitokondria,
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oleh karena im jumlahnya pada suatu jaringan
tergantung banyak tidaknya mitokondria pada
jaringan tersebut. Pada eritrosit mamalia dimana
tidak terdapat mitokondria, tidak ditemukan MnSOD,
sedangkan pada hati tikus aktivitas MnSOD
merupakan 10% ektivitas total SOD. Aktivitas
MnSOD berbeds pada berbagai macam organ dan
dipengaruhi oleh beberapa keadaan misalnya
hipoksia. Jumlsh relatif MnSOD pada hewan
tergantung pada jaringan dan spesiesnya. Penelitian
yang dilakukan di laboratorium Departemen
Biokimia dan Biologi Molekuler Fakuitas
Kedokteran Universitas indonesia melaporkan bahwa
sel jantung, otak, dan darah mempunyai pola ekspresi
gen dan aktivitas MnSOD yang berbeda pada kondisi
hipoksia sistemik kronis. Hal ini menggambarkan
respon jaringan yang berbeda-beda’ H,0, yang
dihasilkan oleh MnSOD akan diuraikan menjadi H,O
dan O oleh enzim katalase, Pada hewan, katalase
terdapat pada semua organ, khususnya di hati.'®

Hati adalah organ metabolik terbesar dap
terpenting ditubuh. Beberapa fungsi hati antara lam
untuk  pengolshan metabolit outrien utama
(karbohidrat, lemak, protein), detoksifikasi atau
degradasi zat-zat sisa, sintesis berbagai protein
plasma dan penyimpanan glikogen.'' Pada sel-sel
parenkim hati terbentuk gradien oksigen akibat aliran
darah yang bersifat satu arah dari arah vena porta dan
periportal ke vena sentral (perivenus). Gradien
oksigen ini makin bertambah karena adanya proses
metabolisme yang mengkonsumsi oksigen pada sel-
sel parenkim dan membuat tekanan oksigen menurun
dari 60-65 mmHg di daerah periportal menjadi 30-
35mmHg di vena sentral. Gradien oksigen di
parenkim hati berperan penting dalam regulasi gen
yang mengkode enzim-enzim untuk metabolisme
karbohidrat, Sebagai contoh , enzim-enzim glikolisis
seperti piruvat kinase ekspresinya menguat pads area
yang kurang acrob yaitu zona perivenus, sedangkan
enzim-¢enzim  glukoneogenesis ~ lebih  dominan
ekspresinya di zona periportal yang lebih aerob.

Enzim gluamat piruvat transaminase (GPT)
banyak terdapat di sitosol sel hati, . Enzim GPT
mengkatalisis reaksi perubahan asam amino alanin
dan a-ketogiutarat menjadi piruvat dan glutamat
Dibandingkan sel lain, aktivitas GPT tertinggi pada
sel hati. Apabila terjadi kerusakan hati, akan terjadi
gangeuan sintesis enzim GPT, yang menyebabkan
menurunnya aktivitas GPT di hati. Pada kerusakan
hati enzim GPT akan terdapat pada darah. Hal ini
yang membuat aktivilas enzim GPT pada darah,
digunakan sebagai petanda terjadinya kerusakan hati.
Pada penelitian ini akan dianalisis aktivitas spesifik
MnSOD, katalase dan glutamat piruvat transaminase
pada hati tikus yang diinduksi hipoksia sistemik dan
hubungannya dengan stres oksidatif.

METODE PENELITIAN

Penelitan ini merupakan  penelitian
eksperimental in vive dengan menggnnakan hati
hewan coba. Hati hewan coba yang digunakan adalah
hati tikus jantan strain Sprague Dawley. Penelitian
ini merupakan bagian dari penelitian besar yang
dilakukan di bagian Biokimia dan Biologi Molekuler
Fakultas Kedokteran Universitas Indonesia, sampel
penelitian yang dipakai dalam penelitian besar ini
adalah tikus jantan strain Sprague Dawley (Rartus
novergicus L), berumur 6-8 minggu dengan berat
badan 150-200 gram. Sebanyak 25 tikus dibagi
menjadi 5 kelompok, kelompok tikus hipoksia 1,7,14
dan 21 hari, serta 1 kelompok kontrol.

Penimbangan Hati

Untuk pembuatan homogenat hati yang akan
dipergunakan untuk pemeriksaan MDA, senyawa
karbonil, GPT dan katalase, jaringan hati ditimbang
dengan berat + 100 mg, sedangkan untuk
pemeriksaan MnSOD  berat jaringan hati yang
ditimbang + 50 mg,

Pembuatan Homogenat hati

Untuk  pemeriksaan MDA, senyawa
karbonil, GPT dan katalase, jaringan hati dilumatkan
dengan micropestle dan homogenizer dalam 1 ml
buffer fosfat 0,1 M pH 7.0 dan PMSF, sedangkan
untuk pemeriksaan Mn3SOD, jarimgan hati dilumatkan
dengan menggunakan micropestle dan homogenizer
dalam 50 pl nuclei lysis solution dan PMSF.
Homogenat kemudian disentrifugasi pada 5060 rpm
selama 10 menit. Lalu supemnatan ditvang dalam
tabung yang bersih dan digunakan untuk pengukuran
selanjutnya.

Pemeriksaan aktifitas spesifik enzim MnSOD
Aktivitas MbpSOD  ditentukan  secara
biokimia yaitu demgan menggunakan kit RanSOD®.
Aktivitas SOD total ditetapkan dari derajat
penghambatan pembentukan warna formazan ini
yang diukur denpan spektrofotometer A 505 nm.
Reagen-reagen pada kit ini terdiri dari mixed
substrate yang mengandung xantin, buffer fosfat,
xantin oksidase dan larutan standar nntuk membuat
kurva standar. Sebanyak 25p sampel/standar
dimasukan ke dalam kuvet, lalu ditambahkan mired
substrate dan campur dengan baik. Untuk
menghambat Cuw/ZnSOD, sebanyak S5pl natrium
sianida 5 mM ditambahkan ke dalam campuran
tersebut dan diinkubasi selama 5 menit padz suhu
ruang. Kemudian ditambahkan enzim xantin oksidase
dan serapan cahaya dibaca dengan spektrofotometer

Aktivitas spesifik..., Masagus Zainuri, FK Ul, 2010



pada panjang gelombang 505 nm pada 30
detikpertama setelah penambahan enzim (A,) dan 3
menit kemudian (A;).
Perhitungan = AA/menit (sampel maupun standary=
Al-A3
3
Kecepatan sampel diluents (S1} = kecepatan resksi
yang tidak diinhibisi = 100%
% inhibisi = 100 — ( AA std/mnt x 100)
(AA S1/mnt)
100 — (AA sampel/mnt x 100)
(AA S1/mnt)
% inhibisi sampel yang diperoleh
dimasukkan pada kurva log 10/semilog standar,

Pemeriksaan aktifitas spesifik enzim katalase

Pemeriksaan aktivitas katalase dilakukan
dengan menggunakan metode Mates. Optimasi
dilakukan terlebih dahulu sebelum pemeriksaan
sampel. Dari hasil optimasi pengenceran sampel
optimum adalah 500X, dan waktu optimum adalah
pada saat menit ke 2. Pengukuran dilakukan pada
panjang gelombang 210 nm, setelah blangko atan
sampet uji dicampur dengan HyO; reaksi akan
berjalan, t, adalabh 30 detik setelah pencampuran, t;
adalah 1 menit setelah t;, dan seterusnya.

Pemeriksaan Aktivitas enzim GPT

Aktivitas enzim GPT ditenfukan secara
biokimia dengan menggunakan Kit GPT*T . Reapen-
reagen pada kit ini terdiri dari subsirat dan buffer,
sebanyak 20 mL buffer ditambahkan kedalam botol
substrat,kemudian campur demgan baik. Dalam
pemeriksaan GPT ini sampel diencerkan 2X.
Kedalam kuvet ditambahkan 60 pl sampel yang
telah diencerkan dan 600 pL substat kemudian
campur dengan baik dan setelah 30 detik dilakukan
pengukuran dengan menggunakan spektrofotometer
pada panjang gelombang 340 nm,kemudian
pengukuran diulang setiap 10 detik  berikutnya
sampai 3x.

Perhitungan

AA/menit
i0
2

*1746 adalah fakior konvers: panjang geiombang
340nm, sesuai petunjuk dari kit.

Aktifitas GPT =

Pemeriksaan kadar MDA dan Kadar Karbonil
Pengukuran MDA  dilakukan dengan
menggunakan modifikasi  metode uji  asam

tiobarbiturat (TBA) secara spekirofotometri. Metode
ini berdasarkan prinsip bahwa bila MDA direaksikan
dengan TCA pada suhu 97°C skan membentuk
senyawa berwema merah muda yang akan
memberikan serapan pada panjang gelombang 530
nm. Jumlah MDA yang terbentuk akan
menggambarkan  proses peroksidasi lipid.
Pemeriksaan karbonil dilakukan dengan prinsip
reaksi antara 2 4-dinitrophenylhidrazine (DNPH) dan
protein karbonil yang akan menghasilkan hidrazon,
yeng dapat diukur pada panjang gelombang 370 nm.
Protein karbonil dihitung dengan menggunakan
rumus :

Protein karbonil (nmol/ml) =

[(CAY(*0.011 pM™)] (250 uL / 100 pL)

CA = corrected absorbance =

absorban uji ~ absorban kontrol

* koefisien ekstinsi DNPH pada A 370 nm, lebar
kuvet 0,5 cm.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Aktivitas spesifik enzim MaSOD

Aktivitas Spesifik MnSOD
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Gambar 1. Aktivitns spesifik exzim MoSOD pada had tikos
yang diicduks] bipoksia 1,7, 14 dan 21 bari

Dari gambar 1 diatas dapat dilihat aktivitas
spesifik enzim MnSOD pada hati tikus yang
diinduksi hipoksia sistemik. Dari hasil uji siatistik
menunjukkan tidak ada perbedaan bermakna antara
kelompok uji dan kontrol. Pada hipoksia 1 dan 7 hari
terjadi pemurunan  aktivitas spesifik  MnSOD
kemudian aktivites MnSOD terlihat meningkat pada
hipoksia hari ke 14 dan 21 bari (walaupun secara
statistik tidak bermakna). Hasil ini didukung oleh
penelitian yang dilakukan Dewi yang melaporkan
pada hipoksia yang terjadi di janthumg terdapat
penurunan aktivitas MnSOD pada hipoksia ! hari.
Aktivitas MnSOD terus meningkat pada hipoksia 7
dan 14 har, kemudian kembali menurun pada
hipoksia 21 hari.’

Menurunnys  aktivitas MnSOD  pada
hipoksia 1 dan 7 han diduga disebabkan karena
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peningkatan produksi O, yang berlebihan sebagai
substrat MnSOD, sehingga diduga mengakibatkan
enzim MnSOD menjadi jenuh dan tidak dapat lagi
mengikat substrat pada saat pemeriksaan.
Peningkatan aktivitas MnSOD pada kondisi hipoksia
14 dan 2] hari diduga karena terjadi proses adaptasi
dari sel hati terhadap hipoksia, dimana selain
MnSOD, terdapat berbagai sistem perfahanan
antioksidan lain dari sel, yang dapat membantu
menekan produksi ROS. Hal ini menyebabkan
MbpSOD menjadi tidak jenuh dan terlihet meningkat
aktivilasnya saat pemeriksaan.

Aktivitas spesifik enzim katalase

Aktivitas Spesifik Katalase
0.15

0.1
0.05 -
0

Kontrol tHad 7 Har 14 Har 21 Hari
Samped

Aktivitas Spesifik Katalese

Gambar 2. Aktivitas spesifik enzim katalase pada
hati tikus yang diinduksi hipoksia ! hari, 7 hari,
14 hari dan 21 hari. Tanda * menunjukkan
perbedagn bermakna bila dibandingkaa dengan
kelompok kontrol (p<0.05)

Aktivitas spesifik enzim katalase secara
kesehouhan  mengalami  penurunan bila
dibandingkan dengan konirol. Pada tikus hipoksia 7
dan 21 hari, penurunan aktivitas enzim katalase
secara statistik bermakna bila dibandingkan dengan
kontrol dengan nilai p= 0.038 dan p~ 0.001. Hasil
penelitian ini sesuai dengan peneliian vang
dilakukan Puiri di bagian Biokima dan Biomolekuler
Fakultas Kedokieran Ul melaporkan bahwa pada
kondisi hipoksia bipobarik terjadi penunman aktivitas
katalase pada hati tikus."” Studi yang dilakukan
Martin melaporkan bahwa pada hipoksia hipobarik
dapat menyebahkan penurunan bermakma ekspresi
mRNA enzim-enzim antioksidan yang ada di hati,
termasuk katalase. "

Aktivitas Spesifik GPT

Aktivitas Spesifik GPT

Aktivitas Spestfik GPT
{IU/mg protein)
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Gambar 3. Akfivitas spesifik enzim GPT pada

hati tikus yang diinduksi hipoksia

1,7,21, dan 14 hari

Hasil pemeriksaan aktivitas spesifik enzim
GPT pada hati tikus yang diinduksi hipoksia
dimnjukkan oleh gambar diatas. Secara umum tidak
ada perbedaan bermakma antara aktivitas spesifik
enzim GPT pada kelompok uji bila dibandingkan
dengan  kontrol. Aktivitas GPT cenderung
mengalami sedikit penununan pada kondisi hipoksia
1, 7, dan i4 hari. Pada hipoksia 21 hari terjadi
peningkatan sktivitas GPT, rata-rata aktivitas GPT
pada tikus yang diinduksi hipoksia 21 hari sebesar
19,01x10° TU/mg protein, sedangkan rata-rata
aktivitas GPT pada hati tikus kontrol sebesar
14,04x10° [U/mg protein, namun peningkatan ini
tidak bermakna secara statistik {(p=0.061).

Penurunan aktivitas GPFT pada kondisi
hipoksia 1 sampai 14 bari menunjukkan adanya
kerusakan hatj, namun kerusakan ini tidak terlalu
berat karena (ingginya kadar antioksidan yang
terdapat pada sel hati. Penelitian yang dilakukan
Jusman di Laboratorium Biokimia dan Biomolekuler
Fakulias  Kedokteran  Universitas  Indonesia
menyebutkan babwa kerusakan pada jaringan hati
meningkat seiring dengan adanya hipoksia, akan
tetapi masih dalam batas kerusakan sedang."

Enzim GPT mengkatalisis reaksi perubahan
alanin menjadi piruvat Peningkatan aktivitas enzim
GPT pada hipoksia 21 hari diduga karena
diperlukannya piruvat dalam metabolisme anaercb.
Hasil ini sesuai denpan penelitian Evendi yang
melaporkan terjadi peningkatan ekspresi isozim
LDHI dan LDH2 selama keadaan hipoksia. Isozim
LDHI dan LDH2 berperan mengubah laktat menjadi
piruvat.'® Diduga piruvat yang terbentuk diubah
menjadi glukosa 6-fosfat yang selmmjutnya akan
masuk kedalam jalur HMP shunt. HMP shunt
berperan menghasilkar NADPH yang dibutuhkan
untuk proses reduksi GSSG menjadi GSH, dimana
GSH berperan sebagai antioksidan.

Penelitian lain menyebutkan peran piruvat
sebagal antioksidan dengan menghambat kerja
NADH oksidase. Seperti diketahui sebelumnya
NADH oksidase adalash sumber utama dari
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terbentuknya superoksida. Akibat penghambatan
pembentukan O;" oleh piruvat, maka akan terjadi
penghambatan pada proses peroksidasi lipid dan
pembentukan senyawa karbonil. Penelitian yang
dilakukan Eberhard dkk melaporkan bahwa piruvat
mempunyai efek antioksidan dengan mengandengkan
dua reaksi, yaitu antarm reaksi reduksi piruvat
menjedi laltat yang dikatalisis oleh enzim laktat
dehidrogenase dan oksidasi NADH menjadi NAD
yang dikatalis oleh NADH oksidase. Dari penelitian
yang sama pula dilaporkan bahwa hubungan kadar
piruvat dan penghambatan NADH oksidase memiliki
batas kadar piruvat maksimal dimana daya
penghambatan NADH oksidase menjadi tetap.!”
Diduga hal ini yang menyebabkan sel tidak terlalu
banyak meningkatkan saktivitas enzim GPT pada
hipoksia 21 hari, agar didapat kadar optimal dari
piruvat.

Penelittan yang dilakukan Roudier dkk
melaporkan bahwa piruvat dapat mengurangi
kerusakan DNA selama terjadinya hipoksia pada
karsinoma sel hati.'® Lee dkk melaporkan dalam
penclitiannya babwa etil piruvat, suatn senyawa
piruvat yang mengalami modifikasi agar lebih stabil
dalam larutan, secara bermakna dapat mepurunkan
kadar MDA dan senyawa NO yang terbentuk pada
jantung dan hati tikus yang diintoksikasi dengan

Kadar MDA ( nmolimg jaringan)

25.00 031
20.00
15.00
10.00 -
500 -
0.00
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Gambar 4. Kadar MDA pada jaringan hati tkus
yang diinduoksi hipoksia 1 hari, 7 hari 14 bari dan
21 hari. Tanda * menunjokkan perbedaan
bermakna secara statistik terhadap kelompok
kontrol ( Uji T, p<0.05)

Dari gambar 4 terlihat kenaikan kadar MDA
sampai Hipoksia hari ke-7, kemudian mengalami
penurunan sampai hipoksia 21 hari. Kadar MDA
pada tikus hipoksia 7 hari tidak berbeda bermakna
bila dibandingkean dengan kontrol ( p= 0,06)
sedangkan penurunan kadar MDA pada tikus

hipoksia 21 hari berbeda bermakna bila dibandingkan
dengan kontrol {(p= 0,045). Hipoksia akan
menyebabkan peningkatan kadar ROS. Pembentukan
ROS yang berlebihan dapat melampaui kemampuan
netralisir dari antioksidan. Hal ini akan
mengakibatkan terjadinya kerusakan oksidatif yang
menyebabkan kerusakan berbagai makromolekul
dalam sel. Peningkatan kadar MDA menunjukkan
meningkatnya stres oksidatif akibat terjadinya
hipoksia. Penelitian yang dilakukan Halim
menyebutkan bahwa terdapat peningkatan kadar
MDA pade hati tikus yang diinduksi hipoksia
sistemik kronik.'?

Pada kondisi hipoksia 14 dsm 21 hari terjadi
penurunan kadar MDA, Pada kondisi ini didugz telah
terjadi perubahan repulasi pertshanan terhadap stres
oksidatif yang terjadi pada jaringan hati.
Kemungkinan lain edalah terbatasnya kadar oksigen
pada sel menyebabkan berkurangnya propagasi pada
proses pembentukan MDA, karena untuk terjadinya
propagasi dibutubkan oksigen, sehingga MDA yang
dihasilkan hanya berasal dari ROS yang terbentuk
akibat hipoksia_

Kadar senyawa karbonil
Kadar Semyawa Karbonll
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Gambar 5. Pengaruh hipoksia sistemik kronik
terhadap kadar senyawa karbonil pada hati tikus
yang diinduksi hipoksia 1, 7, 14 hari dan 21 hari

Dari gambar diatas terlihat secara
keseluruhan kadar senyawa karbonil yang cenderung
memurun dengan bertembahnya hipoksia, namun
pemurunan ini secara statistik tidak bermakna
(p>0.05) . Senyawa karbonil dapat dibentuk akibat
adanya O;" dan MDA. O;" yang terbentuk pada
keadaan hipoksia dapat mengalami protonasi menjadi
OH , dimapa OH' jauh lebih bersifat reaktif bila
dibandingkan O;". Pada pH fisiologis terjadi
keseimbangan antara jumiah O;" dan OH , pamun
pada permuken membran dimana pH nya lebih
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sedikit asam, akan terjadi protonasi dari O;” menjadi
OH', OH' dapat menginisiasi terjadinya peroksidasi
lipid membran dan menyebabkan terbentuknya
MDA.” Penurunan kadar kerbonil diduga karena
banyeknya konversi ;" menjadi OH, namun
pembentukan senyawa karbonil oleh MDA belum
terjadi.

Hubungan kadar MDA dan kadar karbonil

Hubungan Kadar MDA dan Karbonil
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Gambar 6. Hubungan antara kadar MDA
dan kadar karbonil. Hasil analisis korelasi
pearson menyatakan hobungan bermakna positif

sedang (R= 0,424, p<0.05)

Dari gambar diatas, terlthat secara
keseluruhan pola diagram batang antara kadar MDA
dan karbonil serupa. Pada hipoksia 1 dan 7 hari
didapat perbandingan kadar MDA yang lebih tinggi
dibandingkan perbandingan kadar karbonil. Hal ini
menunjukkan produksi MDA terjadi pada tahap awal
hipoksia. Pada kondisi hipoksia 14 dan 21 hari
didapat perbandingan kadar karbonil yang lebih
tinggi dibandingkan perbandingan kadar MDA. Hal
ini menunjukkan produksi karbonil yang terjadi pada
keadaan hipoksia lanjul. Hasil ini didukung oleh
penelitian yang dilakukan Margaret yang menyatakan
pada darah penderita kanker paru yang telab lanjut
didapat kadar karbonil yang tinggi dan kadar MDA
yang rendah,'” sedangkan penelitian lain (data Nida
dan belum dipublikasi) pada tikus dengan kanker
payudara pasca induksi DMBA melaporkan kadar
MDA plasma yang tinggi dan kadar karbonil plasma
rendah.” Dari hasil analisis korelasi pearson didapat
hubungan yang positif sedang antara kadar MDA dan
karbonil. Dengan demikian disimpulkan kenaikan
kadar MDA akan diikuti kenaikan kadar karbonil.
Senyawa karbonil dapat dibentuk akibat reaksi antara
MDA dan protein atau reaksi oksidasi rantai samping
protein oleh ROS. Hal ini yang menyebabkan

hubungan yang tidak begitu kuat antara MDA dan
karbonil.

Penelitisn ini mendapatkan hasil kadar
MDA vyang jauh lebih tinggi bila dibandingkan
dengan kadar karbonil. Hal ini menunjukkan bahwa
kerusakan yang terjadi pada jaringan hati akibat
hipoksia belum terlalu besar. Diduga sistern
pertahanan antioksidan hati yang baik mencegah
kerusakan hati yang lebih lenjut. Hasil penelitian ini
sesuai dengan penelitian yang dilakukan Jusman
yang menyatazkan kerusakan hati sedang terjadi pada
tikus hipoksia."

Hubungan aktivitas spesifik MnSOD dan
kerusakan oksidatif
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Gambar 7. Hubongan antara aktivitas spesifik
enzim MaSOD dan kadar MDA, Hasil analisis
korelasi pearson menyatakan hubungan
bermakna negatif sedang (R= -0,442, p<0.05)

Dari gambar 7 terlihat pada jaringan hati
tikus yang diinduksi hipoksiz hipoksia sistemik
kronik ditemukan adanya hubungan negatif sedang
antara aktivitas spesifik enzim MpSQOD dan kadar
MDA (R = -0,442). Hubungan ini secara statistik
bermakna (p =0,031). Sampai hipoksia 7 hari kadar
MDA terus meningkat, hal ini menandakan keadaan
stres oksidatif yang terus meningkat, disebabkan
peningkatan produksi ROS. Sementara itu aktivitas
spesifik MnSOD  cenderung ienurun  sampai
hipoksia 7 hari. Hal ini diduga karena produksi ROS
yang terjadi sangat berlebihan, keadaan ini
menyebabkan  enzim MeSOD  menjadi  jenuh,
sehingga tidak mampu lagi mengikat substrat O;"
saat dilakukan pemeriksaan aktivitas spesifik
MnSOD. Dewi melaporkan bahwa pada jaringan
jantung dan darsh, pada kondisi hipoksia 1 hari
tegjadi penunman aktivitass MnSOD dan ekspresi
mRNA MnSOD.” Hali merupakan tempat
metabolisme utama, sehingga kemungkinan jumlah
ROS yang terbentuk di hati akan lebih banyak
dibandingkan yang terdapat dalam jantung dan darah.
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Diduga hal ini yang menyebabkan penurunan
aktivitas MnSOD sampai hari ketujuh pada hipoksia
di hati.

Pada kondisi hipoksia 14 dan 21 hari terjadi
penurunan kadar MDA den peningkatan aktivitas
spesifik MnSOD, diduga telah terjadi perubahan
pengaturan sistem pertahanan sel. Produksi ROS
yang terus meningkat sejalan dengan keadaan
hipoksia ditekan oleh sistem pertahanan sel yang lain,
hal ini yang menyebabkan kadar MDA menurun,
sementara itw enzim MnSOD menjadi tidak jenuh
oleh substrat, sehingga pada sast pengukuran
aktivitas spesifiknya meningkat
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Gambar 8. Hobungan antara aktivitas spesifik
enzim MnSOD dan kadar karbonil. Hasil analisis
korelasi pearson menyatakan hubongan negatil
lemah (R=-0,014, p>0.05)

Gambar 8 menunjukian scawter plot
hubungan antara aktivitas spesifik enzim MnSCD
dan kadar senyawa karbonil pada hati tikus yang
diinduksi hipoksia sistemik. Dari hasil analisis
korelasi pearson didapat bubungan yang negatif
lemtah (R = -0,014) antara akfivitas spesifik enzim
MnSCD dan kadar senyawa karbonil, hubungan ini
tidak bermakna secara statistik.

Hasil analisis korelasi pearson menyatakan
hubungan yang lebih erat antara MDA dan MnSOD
hila dibandingkan karbonil dan MnSOD. Hal imi
menggambarkan keadaan sel hati yang belum
mengalami kerusakan lanmjut, sehingpa aktivitas
MnSOD lebih dimaksudken untuk mengatasi
peningkatan kadar MDA dibandingkan kadar
karbonil. Secara keseluruhan dapat disimpulkan
bahwa enzim MnSCD berperan untuk mengatasi
stres oksidatif pada hati yang diinduksi hipoksia
sistemnik kronik.

Hubungan aktivitas spesifik katalase dan
kerusakan oksidatif
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Gambar 9. Hubongan antara aktivitas spesifik
katalase dan kadar MDA. Hasil analisis korelasi
pearson menyatakap hubungan negatif sedang

(R=-0,326, p>0.05)

Hubungan Aktivitas Spesiffk Katalase dan
Kadar Karbonil
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Gambar 10. Hubnngan antara aktivitas spesifik
enzim kataiase dan kadar karbonil Hasil analisis
korelasi pearson menyatakan kobungan negatif

lemah (R=-0,138, p>0.05)

Dari gambar 9 terlihat pola yang berlawanan
antara aktivitas spesifik katalase dan kadar MDA.
Analisis korelasi pearson menyatakan terdapat
hubungan negatif sedang antar keduanya. Pada
gambar 10 terlthat hasil analisis korelasi pearson
antara aktivitas spesifik katalase dan kadar senyawa
karbonil dimana didapatkan hubungan lemah (R=-
0,138). Hal ini menunjukken adanya peran katalase
dalam menghambat pembentukan MDA dan
karbonil.

MDA merupakan hasil dari peroksidasi
lipid. MDA dapat bereaksi dengan protein sehingga
terbentuk senyawa karbonil. Proses peroksidasi lipid
dimulai dengan pengambilan hidrogen dari PUFA
oleh OH'. CH' dapat dibentuk dari reaksi antara 02~
dan H;0, Katalase merupakan enzim yang berperan
untuk mengkonversi H,Oy menjadi H,O dan O,
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Denpan demikian katalase mencegah pembentukan
OH dan secara tidak langsung mencegah
pembentukan MDA dan karbonil.

Hubungan antara aktivitas katzlase dan
kadar senyawa karbonil menunjuken hubungan yang
sedikit lebih kuat dibandingkan dengan hubungan
antara aktivitas MnSOD dan senyawa karbonil (R= -
0.014). Hal ini menunjukkan katalase lebih berperan
menghambat pembentukan semyawa karboni! bila
dibandingkan MnSQD

Hubungan aktivitas spesifik GPT dan kerusakan
oksidatif
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Gambar 11. Hubnogan antara aktivitas spesifik
enzim GPT dan kadar MDA, Hasil analisis
korelasi pearson menyatakan bubungan negatif

sedang (R=-0,362, p>0.05)
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Gambar 12. Hubungan antara aktivitas spesifik
enzim GPT dan kadar karbonil Hasil analisis
korelasi pearson menyatakan hobnongan

negatif lemah (R=-0,101, p>0.05)

Pada gambar 11 terlihai pola yang saling
berlawanan antara aktivitas GPT dan kadar MDA.
Dari analisis korelasi pearson didapat hubungan
negatif sedang (R=40.362). Hal ini menunjukkan

peningkatan stres oksidatif akan menghambat
aktivitas GPT. Diduga peningkatan stres oksidatif
akan menyebabkan modifikasi ataupun kerusakan
pada struktur enzim GPT. Hubungan yang tidak
terlalu kuat antara kadar MDA, sebagai indikator
stres oksidatif, dan aktivitas GPT, diduga disebabkan
adanya antioksidan yang bekerja melawan sires
oksidatif. Selain MnoSQOD dan katalase, Glutation
peroksidase juga berperan sebagai antioksidan
dengallz:l mereduksi hidroperoksida dan peroksida
lipid.

Penelitian yang  dilakukan  Jusman
melaporkan terdapat hubungan yang negatif kuat
antara kadar MDA dan GSH. MDA sebagai indikator
stres oksidatif meningkat sebanding dengan lamanya
hipoksia, sedangkan GSH menurun dengan lamanya
hipoksia. GSH sudah mengalami penurunan sejak
awal hipoksia dan berlanjut sampai akhir waktu
perlakuan pada hari ke-14. Hal ini menunjukkan
penggunaan GSH sebagai antwkslda:n pada jaringan
hati dilakukan sejak hari pertama.’®

Dari gambar }2 terlihat bubungan yang
lemah antara aktivitas GPT dan kadar semyaws
karbonil. dari hasil analisis pearson didapat habungan
tidak bermakna negatif lemah antara aktivitas GPT
dan kadar senyawa karbonil. bal ini menunjukkan
kerusakan pada enzim GPT hanya sedikit sehingga
tidak berpengaruh pada kadar senyawa karbonil yang
terbentuk.

Hububngan aktivitas spesifik MazSOD dan aktivitas
spesifik katalase

Hubungan Aktivites Spesiiih MnSOD dan
Kotadas e pada Tikus Hipokaka Krondk
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Gambar 13. Hubungan aotara aktivites spesifik
enzim MoSQD dan aktivitas spesifik enzim
katalase, Hasil analisis korelasi pearson
menyatakan hubnngan positif lemah
(R=0,281, p>0.05)

Enzim Katalase merupakan enzim yang
berperan scbagai scavenger H;O; yang dihasilkan
oleb MnSOD menjadi O, dan H,0. Adanya pola
yang sama antara MnSOD dan katalase,
menunjukkan bahwa katalase bekerja  sejak dari
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hipoksia 1 bari. Dari literatur diketabui bahwa
katalase bekerja pada konsentrasi H,0; yang tinggi,"®
sehingga dapat disimpulkan pada kondisi hipoksia 1
hari telah terjadi produksi H;0,; yang tinggi oleh
MnSOD. Hasil analisis statistik menunjukkan
hubungan yang positif lemah. Hubungan yang positif
lemah ini mungkin disebabkan ada sistem lain yang
juga bekerja sebagai scavenger H;Op Amtioksidan
lain yang dapat berperan sebagai scavenger H,Oy
misalnya GSH. Fungsi GSH disebabkan oleh adanya
gugus —SH. GSH dapat dioksidasi menjadi GSSG
dan H,O , kemudian GSSG akan direduksi kembali
menjadi GSH dengan bantuan enzim glutation
reduktase, enzim ini membutuhkan kofaktor
NADPH, NADPH ini berasal dari HMP Shunt, yaitu
reaksi yang dikatalisis oleh enzim glikosa 6-P
dehidrogenase.”” GSH dapat disintesis di semua sel,
namun kadar GSH tertinggi ditemukan di jaringan
hati.

Hubungan yang lemah antara aktivitas
spesifik katalase dan MnSOD disebabkan juga karena
letlek kedua enxim tersebut berbeda. Aktivitas
MnSOD terdapat pada mitokondria sedangken
mitokondria sel hati hanya mengandung sedikit
katalase.'”  Katalase banyak terdapat pada
peroksisom. Diduga sebelum sampai ke peroksisom,
H,0; dikonversi terlebih dahulu oleb GSH yang
banyak terdapat pada sitosol sel hati. Halim
melaporkan bahwa GSH digunakan sejak hari
pertama hipoksiz. Dari peneliian ini didapat
penurunan yang bermakna dari kadar GSH pada tikus
hipoksia 1,3,7, dan 14 hari bila dibandingkan dengan
kontrol. ™

Hati adzlah organ metabolik terbesar dan
penting ditubuh. Beberapa fungsi hati antara lain
untuk pengolshan metabolit nuirien utama seperti
karbohidrat, lemak dan protein. Vitalnya fungsi bati
menyebabkan hati memiliki beberapa sistem
pertahanan yang berfungsi untuk mencegah
terjadinys kerusakan oksidatif pada sel tersebut
Beberapa antioksidan endogen banyak terdapat di
hati antara laip enxim MnSOD dan katalase. Dari
penelitian mi diketehui bahwa enzim MnSOD
bersama antioksidan lain berperan mencegah
terjadinya stres oksidatif di jaringan hati. Analisis
korelasi pearson menyatakan hubungen aktiviias
spesifik ketiga enzim {(aktivitas spesifik MnSOD,
katalase, dan GPT) dengan kadar MDA lebih kuat
bila dibandingkan dengan hubungan aktivitas spesifik
ketiga enzim dengan kadar semyawa karbonil. Ini
menunjukkan kerusakan hati masih dalam derajat
kerusakan sedang. Hasil ini sesuai dengan penelitian
Jusman yang menyatakan terdapat derajat kerusakan
sedang Pada hati yang diinduksi hipoksia sistemik
kronik.” Hubungan antara aktivitas spesifik ketiga
enzim dengan kadar MDA adalah hubungan negatif

sedang. Diduga selain ketiga enzim ini terdapat
antioksidan lain yang bekerja melawan stres
oksidatif. Antioksidan Iain yang berperan mencegah
terjadinya kerusakan oksidatif di jaringan hati adalah
glutation. GSH, bentuk tereduksi dari glutation,
paling banyak terdapat pada jaringan hati. Kadar
GSH yang tinggi ini sesuai dengan aktivitas jalur
HMP shunt yang tinggi di jaringan hati.’® Hubungan
yang paling kuat terdapat pada hubungan antara
aktivilas spesifik MnSOD dan kadar MDA, ini
menunjukkan peran MnSOD sebagai anticksidan
primer unfuk mencegah terjadinya stres oksidatif,
Hubungan aktivitas spesifik MnSOD dan katalase
positif lemah. Enzim MnSOD banyak terdapat di
mitokondria dan berfungsi sebagai scavenger O,.-
menjadi H;Q, Sementare jtu pada mitokondria sel
hati hanya terdapat sedikit katalase. Katalase banyak
terdapat pada peroksisom. Diduga perbedaan lokasi
inilah yang menjadi sebab mengapa hanya didapat
hubungan positif lemah antara sktivitas spesifik
enzim MnSOD dan aktiviias spesifik katalase,

Dari hasil penelitian ini disimpulkan babwa
jaringan bati memiliki sistemn pertahanan antioksidan
yang cukup baik terhadap stres oksidatif yang terjadi,
sehingga sel hati lebih tahan terhadap kemungkinan
terjadinya kerusakan oksidatif.
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