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Judul Penclitian - : Signal Transduksi dari Forskolin pada Kontraksi Otot
Jantung
Kctua Pencliti : Tutik Juniastuti, Drh.
Anggola Pencliti : =31 Agus Sudjarwo, PhD., Drh.
. - Iwan Sahrial Hamid, Drh
IFakultas/Puslit : Kedokteran Hewan UNAIR
Sumbecr Biaya : DP3M - LITMUD 1997/1998

No. 085/P2IPT/MPPM/LITMUD/V/1997
Tgl. 20 Mci 1997, No. Urut : 22

Penclitian ini bertujuan untuk menjelaskan signal transduksi dari konntraksi yang
discbabkan olch forskolin pada otot jantung kclinci

Scjumlah 30 ekor kelinci jantan, berat badan 2 - 2,5 kg dengan umur 6 — 8 bulan
digunakan scbagai hcwan pcrcobaan. Kclinci terscbut dibagi menjadi 5 kclompok
perlakuan dengan perincian scbagai berikut : Jantung dari 6 ekor kelinci, masing-masing
diberi forskolin dengan dosis 107"° M sampai 10¢ M (Perlakuan I). Jantung dari 6 ckor
kelinci diberi Amiloride dosis 10 M kemudian diberi forskolin dengan dosis 107° M
sampai 10 M (Perlakuan II), Jantung dari 6 ckor kelinci diberi Verapamil dosis 10° M
kemudian diberi forskolin dosis 107" M sampai 10 M (Perlakuan III), Jantung dari 6
ckor kclinci masing-masing diberi larutan ringer tanpa kalsium yang ditambah dengan
EGTA 5mM kemudian diberi forskolin dengan dosis 10"° M sampai 10 M (Pcrlakuan
IV) dan Jantung dari 6 ckor kelinci, diberi larutan ringer tanpa kalsium yang ditambah
EGTA 5 mM dan Ryanodinc dosis 10 M kemudian diberi forskolin dengan dosis 107°
M sampai 10 M (Perlakuan V).

Rancangan percobaan yang digunakan pada penclitian ini adalah Rancangan Acak
Iengkap. Data dari hasil penclitian dianalisis dengan menggunakan Analisa Varian (Uji
I¥) yang dilanjutkan dengan Uji Beda Nyata ‘T'erkecil (BNT).

Hasil penclitian ini menunjukkan bahwa verapamil, larutan ringer tanpa kalsium
yang ditambah EGTA dan kombinasi larutan ringer tanpa kalsium yang ditambah EGTA
dengan ryanodin dapat menghambat kontrkasi otot jantung yang discbabkan olch
forskolin, Dan juga amiloride dapat menghambat kontraksi ini walaupun tidak berbeda
nyata.

Y Dari hasil pencltian ini dapat disimpulkan bahwa forskolin sccara langsung dapat
mengaktivkan adenilat siklasc schingga dapat mcningkatkan produksi siklik AMP.
Peningkatan siklik AMP ini akan membuka kanal kalsium yang dapat mengakibatkan
masuknya jon kalsium kc dalam scl. Masuknya ion kalsium ke dalam scl ini juga karena
adanya pertukaran ion kalsium dan natrium yang discbabkan olch siklik AMP. Siiklik
AMP juga dapat menycbabkan pclepasan ion kalsium dari sarkoplasmik retikulum
mclalui ryanodinc receptor (calcium release channcl). Masuknya ion kalsium ke dalam
scl (kalsium influk) dan pclcpasan kalsium (kalsium rclcasc) menycbabkan peningkatan
kalsium myoplasmik yang dpat mcmpengaruhi myofibril dari otot jantung untuk
mengadakan kontraksi.

iii
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SUMMARY

THE SIGNAIL TRANSDUCTION OF CONTRACTION INDUCED BY

FORSKOLIN IN CARDIAC MUSCILE

Tutik Juniastuti, Sri Agus Sudjarwo and Iwan Sahrial Hamid
Departement of Pharmacology, Faculty of Vcterinary Mcdicine

Airlangga Universily, Surabaya

The signal transduction of contraction induccd by forskolin were studicd
on isolated cardiac muscle of rabbit. Forskolin induced concentration-dependent
contraction in cardiac musclc. Verapamil at 1 uM inhibitted the increases in cardiac
muscle tension inducéd by forskolin, suggesting that inhibitory e¢flect is mainly duc to a
derease calcium influx than Na* - Ca®* cxchange. In calcium - free S mM EGTA
containing solution significantly inhibited cardiac muscle contraction induced by
forskolin. Addition ryanodinc in calcium — frec 5§ mM EGTA -- containing solution more
strongly inhibited cardiac muscle contraction induced by forskolin than in calcium - fiee
5 mM EGTA - containing solution. These resulls suggest than forskolin induced cardiac
muscle contraction i)y incrcasing calcium influx from calcium cxtraccllular and calcium
rclease from sarcoplasmi% reticulum. In conclusion, our rcsulls suggest that the
contraction induccd by forskolin in rabbit cardiac muscle is duc to activation of adenylate
cyclase induced increase cyclic AMP intraccllular. This cffcct may increase calcium

influx and calcium relcasc followed by an increasc in myosin phosphorylation.

( Rest.Inst. Paculty Of Veterinary Medicine Airlangga University 3
085/P21P?/DPPM/LITHUD/V/1997, 20 Mei 1997 )
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I[. PENDAIIULUAN

1.1. LATAR BELAKANG MASALAH
Kalsium mempunyai peranan yang sangal penting pada aklivitas biologis  dari
berbagai macam sel, seperti pada proses Kontraksi dari otot, pembentukan dan pelepasan

transmiter dar sel endokrin dan neuron. pengaturan aklivitas enzym. pengaturan

permeabilitas membran dIl (Trautwein dan Pelzer, 1987). Telah dilaporkan bahwa adanya

peningkatan kalsium intraselluler dapat menyebabkan konstraksi pada berbagai macam otot

polos, otol rangka dan otot jantung (Endoh, 1991; Somylo, 1994) Kalsium intraselluler

dapat meningkat karcna adanya peningkatan kalsium influk (masuknya Kalsium  dari

ekstrasel ke intrasel) melalui pembukaan kanal Kalsium, kanal kalium, pertukaran ion
kalsium dengan ion natrium dan Juga Karena adanya peningkatan pelepasan Kalsium

(Kalsium release) dari tempat penyimpanannya didalam  sel (pelepasan Kalsium  dari

sarkoplasmik retikulum) melalui Ryanodin reseptor (Abe, 1992, Lynn, 1993). Didalam

sel otot polos atau otot jantung, kalsium ini akan berikatan dengan Kalmodulin atan
troponin C menjadi kalsium kalmodulin atau kalsium troponin C komplek yang dapal
mengaktipkan enzim myosin light chain kinase, yang sclanjutnya dapat menyebabkan

tegadinya myosin phosphorilasi, kemudian myosin ini - akan berinteraksi dengan aktin

sehingga dapat terjadi kontraksi sel otot (Somylo,1994),
Dengan diketemukannya penghambat kanal kalsium (Calcium channel bloct er) lipe

L seperti nifedipin (Dihydropyridine). verapamil - (phenylalkylamin)  yang  dapat

menghambat masuknya ion kalsium kedalam sel (kalsium influk) dan penghambat
pelepasan Kkalsium seperti ryanodin, maka bahan-bahan ini dapat  digunakan untuk
membuktikan serta menjelaskan keterlibatan kalsium (kalsiom influk dan kalsiom release)
pada proses konstraksi otol. Hagiwara at al. (1993) telah melakukan penelitian dengan

1
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2
mengukur Kalsium intrasel (kalsium influk dan kalsium release) dan kontraksi otot polos
pembuluh  darah  sccara  bersamaan  dengan  alat  Fluorimeter (CAF 100, Japan
spectroscopic) dengan menggunakan indikator kalsium Fura 2 AM, yang hasilnya
menunjukan bahwa felodipin, nifedipin dan verapamil dapat menghambat kontraksi dengan
cara menghambat kalsium influk melalavi L tipe kanal kalcium tanpa mempengaruhi
pelepasan kalsium. Demikian juga pada otot jantung, inkubasi dengan verapamil dapat

menyebabkan tertutupnya L tipe kanal kalsium sehingga dapal menghambat masuknya ion

kalsium kedalam sel yang akhimya dapal menghambat kontraksi. dan verapamil ini tidak
mempengarui pelepasan kalsium dari sarkoplasmik retikulum ( Callewaent et al, 1988).
Scdangkan  Shah et al, 1994 melaporkan bahwa pretretment dengan ryanodin  dapat
menghambat pelepasan kalsium dari sarkoplasmik retikulum yang disebakan oleh agonist
seperti isoproterenol, phosphodiesterase inhibitor sehingga dapal menghambat kontraksi
otot jantung. Dan juga dilaporkan bahwa kontraksi otol jantung dan otot polos pembuluh
darah tergantung pada kalsium cktrasel dan intrasel sedangkan otot rangka hanya
lergantung pada kalsium intrascl. Hal ini telah terbukti bahwa pemakaian larutan ringer
tanpa Kalsium dan dengan menambah EGTA maka akan menghambat Kalsium influk pada
otot polos dan otot jantung sehingga dapat terjadi hambatan pada kontraksiotot polos
(Sudjarwo et al. 1995) dan otot jantung (San-Andreas ct al, 1994) | sedangakn pada otol
rangka tidak terjadi hambatan pada kontraksi (Martin et al,1989). Disamping Kkalsium,
peningkatan siklik AMP intrasel juga mempunyai peranan yang penting pada kontraksi dan
relaksasi otot. Pada olot polos pembuluh darah dan saluran pernapasan, peningkatan
pcmbcmu'kan siklik AMP intra sel dapat menyebabkan terjadinya relaksasi otot. Hal ini
karcna pembentukan siklik AMP yang meningkat dapat menyebabkan tertutupnya L tipe
k:mal'k:\lsium schingga dapat menghambat Kalsium influk dan mengaktivasi kalsium
sequestrasi. Hambatan kalsium influk dan akiivasi dari kalsivm sequestrasi ini  akan

menyebabkan penurunan kalsium intrascl yang akhirya dapat menghambat phosphorilasi

Laporan Penelitian Signal Transduksi Dari Forskolin Pada Kontraksi Otot Jantung Tutik Juniastuti



IR - Pepustakaan Universitas Airlangga

3
dari myosin light chain schingga dapat terjadi relaksasi (Abe 1989). Scbaliknya pada otol
Jjantung, pcningkalan pembentukan siklik AMP dapat menyebabkan kontraksi (Earl, 1986.,
Mubagwa, 1993). Alexander et al, 1986 melakukan penelitian dengan menganalisa siklik
AMP dari otol jantung yang mengalami kontraksi akibat pemberian isoproterenol dan
dibutyryl siklik AMP, yang hasilnya menunjukan bahwa ada hubungan antara kontraksi
dengan peningkatan siklik AMP. Hal ini karena isoprotercol melalui reseptor beta
adrenergik akan mengaklivasi adenilat siklase schingga dapat terjadi peningkatan siklik
AMP sedangkan dibutyryl siklik AMP sccara langsung (tanpa melalui reseptor) dapat
'mengak'livasi' siklik AMP. Interaksi antara peningkatan kalsium intrasel dengan
peningkatan siklik AMP intrasel pada relaksasi otot polos sudah diketahui dengan j;:las.
sedangkan pada kontraksi otot Jjantung belum diketahui. Oleh karena itu sangal perlu
dilakukannya penelitian mengenai peran kalsium pada kontraksi otot Jantung akibat adanya
peningkatan pembentukan siklik AMP.

De Souza et al (1983) dari Hocchst pharmaceutical research di Bombay., India telah
berhasil mengisolasi bahan akif yang mempunyai efek kardiotonik dar akar tanaman

Coleus forskohlii Brig yang diberi nama Forskolin. Forskolin ini  merupakan salah satu

senyawa yang dapat mengaktivasi sccara langsung pada adenilat siklase schingga dapat

menycbabkan peningkatan pembentukan siklik AMP pada berbagai macam sel. Dengan
diketemukannya Forskolin maka preparat ini telah dipakai secara luas sebagai bahan unuk
meneliti mekanisme kerja dari siklik AMP diberbagai macam tipe dari sel (Abe, 1989).
Pemberian Forskolin dapal menyebabkan relaksasi otot polos pembuluh darah dan saluran
pemapasan, hal ini karena forskolin dapat meningkatan pembentukan siklik AMP yang
dapal met{ghambal peningkatan kalsium intra sel. Sebaliknya pada otot Jantung, forskolin
dapat ‘meningkatkan pembentukan siklik AMP schingga dapat tegadi Kontraksi otot
Jantung. Sedangkan peranan Kalsium intrasel pada kontraksi otot jantung yang discbabkan

oleh peningkatan siklik AMP akibat pemberian Forskolin belum diketahui dengan jelas,
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Olch karena itu perlu dilakukan penclitian mengenai interaksi antara kalsium
intrascl dengan siklik AMP intrascl yang discbabkan olch forskolin schingga dapat

' dikctahui signal transduksi dari kontraksi otot Jantung yang discbabkan olch forskolin

1.2.PERUMUSAN MASALAH

Berdasarkan latar belakang di atas maka pada penclitian inni terdapat masalah yang

perlu diteliti yaitu :

1. Apakah kalsium ckstrascl dapat mempengaruhi kontraksi otot janlung akibat
pemberian forskolin (aktivator siklik AMD)

2. Apakah forskolin dapai meningkatkan Kalsium fntrascl (kalsium influk dan
kalsium rclcasc) schingga dapat menycbabkan kontraksi otot jantung

3. Apakah forskolin dapat menycbabkan pertukaran ion kalsium dengan jon natrium

schingga dapat menycbabkan kontraksi otot jantung

1.3. HIPOTESA PENELITIAN

Peningkatan pembentukan siklik AMP yang discbabkan olch forskolin dapat
mengakibatkan ion kalsium ckstrasel mclalui pembukaan kanal kalsium (kalsium influk),
pelepasan ion kalsium dari sarkoplasmik retikulum (kalsium relcasc) dan pertukaran jon

kalsium dengan ion natrium schingga dapat menycbabkan kontraksi pada otot jantung,
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II. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. FORSKOLIN

DeSauza etal (1983) dari Hoechst Pharmaceutical research di Bombay. India.
melakukan ekstrasi metanol dari akar tanaman Coleus Forskohlii Briq dan mensekrening
khasiat farmakologi dari ekirak ini. Pada tikus, pemberian ckstrak metanol dan akar
tanaman Coleus Forskohlii Briq ini memperlihatkan efck hypotensi. Selanjutnya dari
ektrak metanol akar tanaman Coleus Forskohlii, telah berhasil diisolasi bahan aktifuya
sebanyak 0,1 % dari beral kering akar tanaman, yang diberi nama Forskolin, Forskolin ini
rﬁempzmyai efék pada berbagai macam sel seperti merangsang lipolysis pada adiposit tikus,
fnenghambal agregasi platelet manusia, merangsang pertumbuhan tulang rawan dari embrio
ayam, merangsang sckmSi amilase pada kelenjar parotid tikus, mempunyai efek pada
metabolime dan pembentukan vitamin D pada scl ginjal ayam, menyebabkan broncho
dilatasi, menyebabkan relaksasi otot polos pembuluh darah. mempunyai efek inotropik

positip (kontraksi) jantung terpisah dari guinea pig dll.

2.1.1. Kimia Forskolin

Dengan tehnik Spektroskopik NMR dan X ray Crystallographi, De Souza ¢ al
(1983) telah berhasil menentukan struktor Kimia dari forskolin dan analog forskolin yang
diisolasi dari akar tanaman Coleus Forskohlii Brig. Sruktur kimia dari forskolin adalah 7
bela-acetoxy -8, 13 epoxy-1 alpha, 6beta, 9 alpha-trihydroxylabd- 14-en- 1 {-one.,
sedangkan struktur kimia dari analog forskolin adalah 7-desacetyl, 6-acetyi-7-desacetyl, 9-
deoxy dan 1,9-dideoxy forskolin (Gambar .

Forskolin mempunyai Berat Molekul 410 dcné;m komposisi C22H3407. Senyawa

ini larut dalam pelarut organik dan kurang larut dalam air.

5
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9-DEOXYFORSKOLIN (IV) 1, 9-DIDEOXYFORSKOLIN (V)

Gambar.1. Sruktur kimia dari forskolin dan analognya

2.1.2. Mekanisme Kerja Forskolin
Forskolin bekerja pada organ sasarannya dengan mengaktivasi adenilat siklase
melalui katalitik subunit yang terdapatl pada membran. sel. Adenil siklase akan mengubah

ATP menjadi 3.5-adenosin monophosphat siklik (siklik AMP). Peningkatan pembentukan
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siklik AMP ini akan mempengaruhi fungsi dari sel organ sasaran. Forskolin dapal
meningkatkan pembentukan siklik AMP intrasel pada hampir semua jaringan dari mamalia,

Degan megukur kalsium intrasel dan kontraksi secara bersamaan pada otot polos
pembuluh darah dan saluran pemnapasan, forskolin yang merupakan salah satu aktivator
adenilat siklase, dapat meningkatkan pembentukan siklik AMP intrasel. Peningkatan siklik
AMP ini akan menghambat Kalsium influk melalui L tipe kanal kalsiom dan mengaktivasi
kalsium sequesirasi yang menghsilkan penurunan kalsium intrasel dan akhimya akan
menyebakan vasodilatasi maupun bronchodilatasi ( Abe et al, 1989; Tajimi et al, 1995),
Peningkatan siklik AMP ini juga dapat menghambat phosphorilasi dari myosin  tanpa
mempengaruhi aklivitas myosin light chain kinase (Stull et al. 1990). Sedangkan pada otot
jantung terpisah, forskolin dapat menyebabkan kontraksi otot jantung (efek inotropik
positip). Hal ini karena forskolin dapat menycbabkan phosphorilasi dari myosin light chain
sebagai akibat adanya peningkatan siklik AMP intrasel (Lindemann and watanabe, 1985).
Tetapi interaksi antara siklik AMP dengan Kalsium intrascl pada kontraksi otot jantung

akibat pemberian forskolin ini belum diketahui dengan jelas,

2.1.3. Kinetik Dari Forskolin Dalam Meningkatkan siklik AMP Pada Sel
Meningkatnya siklik AMP intrasel yang ditimbulkan oleh forskolin, terjadi cepan
dan umumnya bersifat reversibel. Waktu yang diperlukan ontuk mensintesa siklik AMP
intrasel yang maksimal hanya perlu dalam beberapa menit, tetapi pada sel S49 dan Co-2B
glioma yang ganas, forskolin dalam mensintesa siklik AMP intrasel memerlukan wakiu
yang agak lama (Barovsky et al. 1983). Dengan adanya beta adrenergik agonis epinephrin,
dapat memperpendek wakiu yang diperlukan untuk pembentukan siklik AMIP oleh
forskolin pada scl $49. Wakiu pembentukan siklik AMP ini, tampaknya ada hubungannya
dengan N protein. Ng protein akan memperpendek  waktu dari forskolin  dalam

meningkatkan siklik AMP, sebaliknya Nj protein akan memperpanjang. Meningkatnya
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siklik AMP y.ang ditimbulkan oleh lorskolin tidak bisa secepat yang ditimbulkan oleh
hormon, misalnya pada platclet, forskolin merangsang sintesa siklik AMP maksimal dalam
“‘mklu 2 menit, sedangkan hormon prostaglandin D2 (PGD2) hanya perlu waktu 30 detik
(Sicgl et al, 1982). .

Konsentrasi dari siklik AMP intrasel yang ditimbulkan oleh forskolin ditentukan
oleh ‘kecepatan adenilat siklase dalam mensintesa dan kecepatan dari siklik nukleotid
phosphodicsterase dalam menghidrolisis siklik AMP. Pada sel dan jaringan yang berbeda
maka waktu yang diperlukan untuk mencapai  konsentrasi maksimal siklik AMP oleh
forskolin juga berbeda seperti pada otak 5 menit (Daly c al, 1992), scl C6-2B glioma
tikus 30 menit (Barovsky, 1983), sel GH4 pituitary 15 menit (Evans et al, 1984), otot
lokus ekstensor 10 menit dan pada platelet manusia 2 menit (McNall et al, 1985).

Pada sel dan jaringan, konsentrasi dari siklik AMP yang ditimbulkan oleh forskolin
setelah mencapai maksimum akan mengalami penurunan. Hal ini dikarenakan adanya
desensitisasi dari adenilat siklase yang tergantung pada siklik AMP dan adanya induksi dar
aktivitas phosphodiesterase (Darfler et al, 1982). Metabolisme dari forskolin pada sel dan

Jaringan belum pemah dilaporkan.

2.1.4. Efek Forskolin Pada Jantung
Forskolin ini ditemukan karena aktivitasnya sebagai kardiotonik dan aklivitas ini
akhimya menjadi dasar aktivitas molekuler farmakologinya yaitu aktivasi dar adenilat
siklase. Senyawa lain yang dapat meningkatkan siklik AMP intrasel pada olot jantung
diketahui mempunyai aktivitas kardiotonik. Efck kardiotonik ini berhubungan dengan
mcningka'lnya kekuatan dan kecepatan dari kontraksi.
" Telah dilakukan penelitian mengenai efek forskolin pada jantung guinea pig, yang
hasilnya menunjukan bahwa forskolin dapat meningkatkan kckualgn Kontraksi, aliran

koroner dan konsumsi oksigen (Lindner,1978). Epinephrine juga dapat meningkatkan
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kekuatan kontraksi dan konsumsi oksigen, tetapi efek dari epinephrine ini lama kenanya
lebih pendek daripada forskolin. Kekuatan kontraksi yang ditimbutkan oleh forskolin sama
dengan yang ditimbulkan olch digoxin yang merupakan Na*K+ - ATPase inhibitor. tetapi
lama kerja dari digoxin lebih lama dar pada forskolin. Efek dari forskolin tidak dihambat
oleh propranol, ha!l ini menunjukan bahwa beta adrencrgik reseptor tidak terlibat pada
respon .yang ditimbulkan oleh forskolin.

Forskolin‘mcnghasilkan efek inotropik positip pada sediaan atdum dani kelinei dan
otot papilari manusia (Rodger et al, 1984). Forskolin Juga meningkatkan kekuatan
konstraksi pada atrium yang dirangsang dengan listrik. Pada konsentrasi yang sangat
rendah yaitu antara 0.06 M - 0.5 MM, forskolin memperlihatkan peningkatan kekuatan
kontraksi yang lincar. Meningkatnya kekuatan kontraksi yang disebabkan oleh forskolin
ini berhubungan dengan meningkatnya kadar siklik AMP yang dapal mengaktivasi protein
kinase A (Metzger et al, 1984). Alexander et al, 1986 melaporkan bahwa forskotin
menunjukkan peningkatan siklik AMP pada ventrikel myosite yang sedang kontraksi
tergantung pada dosis yang diberikannya dan efek ini dihambat oleh adenosin. Forskolin
dengan dosis 0.6 }M - 100 ;M dapat  menyebabkan depolarisai pada venrikel myosit
sebingga dapat terjadi kontraksi (Egan et al. 1988).

Forskolin dapat menyebabkan kontraksi otot papilari dengan EC50 5 piM dan
kontraksi maksimum yang dicapai sama dengan yang dihasilkan olch

Forskolin dan isoprolerenol menyebabkan kontraksi pada otot papilari ini be

1soprorenal.
rhubungan
dengan adanya peningkatan siklik AMP (Rodger et al.1984). Mula kerja dari forskolin
untuk menyebabkan kontraksi pada otot papilari lebih lambat dari pada isoproterenol, tetapi

lama kerjanya lebih panjang dari pada isoprolerenol.

-
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2.2.PENGHAMBAT KANAL KALSIUM

Penghambat  kanal kalsium adalah sekelompok  obat  yang  bekerja dengan
menghambat masuknya ion kalsiom melewati slow channel yang terdapat ﬁada membran
sel (sarkolema). Struktur kimia penghambat kanal kalsium sangat berbeda satu sama
lainnya (gambar. 2). Obat ini pertama kali dilaporkan mempunyai efek kronotropik dan
inotropik negatip oleh Hass dan Hanfelder,1962. Hal ini terjadi karena terhambatnya arus
“masuk jon kalsium kedalam sel- jantung (Fleckenstcin et al, 1967). Nama lain yang biasa
dipakai untuk obat ini adalah calcium ant:igonisl. calcium entry blocker atau calcium

channel blocker.

OMe
NO
2 S
ecos cooMe OCOMe
N
Me Me | o
/Me
Nifedipine . CH,CH,N
cgas Me
Diltiazem
Me Me
\/ Me
CH
MeO CCH,CH,CH,oNCHL,CH, OMe
" Meo CN : : OMe
e .
Verapamil

Gambar, 2, Struktur kimia penghambat kanal kalsium,
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Secara umum ada 2 macam kanal kalsiom pada membran sel eksitabel yaitu
Voltage-operated channel (VOC) atau Voltage-dependent channel (VDC) yang dapat
terbuka karena adanya depolarisasi, dan Receptor-Operated channel (ROC) yang terbuka
oleh norepinephrine dan neurotransmiter lain tanpa terjadi depolarisasi. Voltage-dependent
channel dapat terlibat dalam berbagai macam proses pada aklivitas sel yang meliputi
kontraksi. neurosckresi dan pembukaan dari kanal yang lain. Pada sistem Kardiovaskuler,
Kass et al, 1994 menunjukan bahwa kanal Kalsium merupakan  kunci  untuk
memperiahankan aktivitas elektrik dan mekanik dan otot jantung. Kemudian obat-obat
yang dapat menghambat kanal kalsium dapat dipakai untuk pengobatan pada berbagai
macam penyakil kardiovaskuler yang meliputi hypertensi, angina dan baru-baru ini
penghambat kanal kalsium dikembangkan untuk digunakan dalam pengobatan congestive
heart failure, cardiomyopathy, atherosclerosis dan gangguan vascular perifer maupun

cerebral (Triggle. 1991).

2.2.1. Klasifikasi Dari Penghambat Kanal Kalsium -
Ada tiga kelompok penghambat kanal kalsium, yang pertama adalah kelompok

penghambat kanal kalsium inorganik seperti Co. Ni. Cd. La dan Mn, Kelompok kedu

adalah toksin peptide seperti w-conotoxin dan w-agatoxin. Kelompok  penghamba

inorganik dan toxin peptide ini tidak mempunyai kegunaan klinik oleh karena toksik. hanya

dipakai untuk Kkeperluan penelitian. Sedangkan kelompok ketiga, adalah Kelompok

penghambat kanal kalsium organik yang bererdasarkan strukiur Kimianya, dapat dibedakan

menjadi 5 golongan scbagai berikut :

1. Goloh'g’,an dehydropyridin : Nifedipine. nikardipine, felodipine, amlodipine

2. Golongan phenylalkyllamine : Verapamil, gallopamil (D600). liapamil

3. Golongan_ benzothiazepitie : Diltiazeth

4. Golbngan pipetazine : Cinarizin, flunarizin
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5. lain-lain : Prenilamin, perheksilin
Golongan  dehydropyridine,  phenylalkyllamine  dan  benzothiazepin - dapat
menghambat secara selektif kanal kalsium (90 - 100 %). sedangkan golongan lainnya

menghambat kanal kalsium (50 - 70 %) dan kanal natrium.

2.2.2. Type Dari Voltage-Dependent Calcium Channel.

Untuk menerangkan mekanisme molckuler dari multipel type kanal kalsium  yang
terjadi pada berbagai proses sel maka telah ditetapkan Klasifikasi dari kanal Kalsium ini.
Telah diketahui ada empat type dan voltage dependent calcium chanel yaitu type L. N, P
dan type T yang dapat dibedakan berdasarkan Kinetik, konduktansi dan sensitivitas yang
dimimilikinya ( Fos et al, 1987)

L type Kanal kalsium dapat teraktivasi pada voltase tinggi dan sangat sensitif
terhadap penghambal dari golongan dihydropyridine seperti nifedipine, nitrendipine dan
nimodipine, golongan phenylalkyllamine seperti verapamil dan D600, dan golongan
benzothiazepine seperti diltiazem. L type kanal kalsium dapat mentriger untuk terjadinya
cksitasi-kontraksi koupling pada otot rangka, otot polos dan otot jantung, dan mengontrol
pelepasan hormon atau transmiter dari sel endokrin dan neuron. L type kanal ini terdiri dari
beberapa subunit yang diketahui sebagai alpha 1. alpha 2, beta, gama dan teta yang
masing-masing mempunyai fungsi berbeda. Alpha 1 dan alpha 2 subunit berfungsi sebagai
tempat untuk fosforilasi yang tergantung siklik AMP (Spedding et al, 1992).

N type Kanal kalsium sebagian besar terdapat pada neuron dan dihambat ireversibel
oleh w-conotoxin (Tsien, 1991). w-conotoxin menghambat pelepasan transmiter pada
berbagai ;'ICIIrOH mamalia, hal ini memperkuat hipotesa bahwa kalsium influk yang melalui
N type calcium channel dapat mengontrol pelepasan neurotransmiter. N type kanal kalsium

juga tampak memainkan peran pada migrasi neuron yang immature (Komuro et al, 1992).
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P type kanal Kalsium, pertama ditemukan pada sel purkinje yang terdapat pada
berbagai neuron (Mintz, 1992). P type kanal kalsium ini dapat teraktivasi pada voltase
tinggi dan selektif dihambat oleh w-agatoxin tetapi tidak sensitif terhadap dehydropyridine
dan \chonoloxin. P type kanal kalsium ini mempunyai peran yang penting pada depresi
purkinje neuron cerebellum dalam waktu yang lama.
T type kanal Kalsium telah diketahui dapat teraktivasi pada voltase rendah, dan cepat
diinaktivasi (Carbonc ct al, 1984). Kanal ini relatif sensitif terhadap Ni2+, amiloride dan
oklanol Ie.lapi resistan terhadap dihydropyridine dan w-conotoxin, T type calcium channcl

ini penting untuk aktivitas pacemaker pada Jantung dan neuron.

2.2.3. Mekanisme Kerja Penghambat Kanal Kalsium

Pada otot jantung, otot polos dan otot rangka, ion Kalsium terutama berperan dalam
penstiwa kontraksi. Untuk kontraksi otot Jantung dan otot polos memerlukan jon kalsium
yang lebih besar berasal dari luar sel dard paca yang berasal dari dalam sel (dari tempat
penyimpanan ion kalsium di sarkaplasmik retikulum). Scbaliknya pada otot rangka
memerlukan ion kalsium yang berasal dari dalam sel Iebih besar dari pada yang berasal dari
Juar sel, oleh karena itu penghambat kanal kalsium ini sangat kuat menghambit kontraksi
otot jantung dan otot polos, sedangkan hambatannya pada  kontraksi otot rangka sangat
lemah.

Masuknya ion kalsium dari luar sel terutama melaui slow channel. Slow channel ini
berbeda dengan fast natrium channel yang melewatkan ion natrium dari roang ckstrasel
menuju ruang intrasel dan dihambat oleh tetrodoksin. Kanal kalsium tidak dihambat oleh
tetrodoksin. Kanal kalsium ini dapat terbuka Karena adanya depolarisasi yaitu panchaa
Voliage-Dependent Channel. dan dapat juga karena adanya perangsangan pada reseplor
yang teraktivasi olch bahan-bahan seperti ncurotransmiter. hormon polipeptide  dan

metabolit asim arakidonat yaitu pada Receptor Operatef Channel. Terbukany? kanal
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kalsium ini dapat meningkatkan calsivm sitosolik karena adanya calsivm influk dari
ckstrassel dan Kalsium release dari sarkoplasmik retikulum, schingga dapal terjadi
Kontraksi.

Pada otol jantung. penghambat ion kalsium ini termtama bekerja pada L ytpe
Voltage-Dependent Channel schingga dapat menycebabkan lertutupnya  channel sebagai
akibat adanya hyperpolarisasi pada membran sel dan sclanjutnya akan terjadi hambatan
masuknya ion kalsium kedalam sel (kalsium influk) dan Juga terjadi hambatan pelepasan
kalsivm dari sarkoplasmik retikulum, dan hal ini akan dapat menyebabkan penurunan

kalsium sitosolik, yang akhimya dapat mnghambat kontraksi otot jantung.

2.3. Na* - Ca2+ Exchanger.
Pertukaran ion natrium dengan ion kalsium pertama kali dilaporkan terdapat pada
akson cumi-cumi (Baker et al, 1969) dan jantung guinea pig (Reuter et al, 1968),
kemudian didapatkan pada berbagai macam Jaringan (Schnetkamp et al, 1995). Pertukaran
ion natrium dengan ion kalsiwm pada plasma membran memberikan kontribusi dalam
mengatur konsentrasi ion kalsium intrasel. Disisi lain pertukaran ion natrium dan jon
kalsiom pada mitokondria mempunyai peran untuk mempertahankan konsentrasi ion
Kalsium intramitokondria tetap rendah yaitu dengan ckstrusi ion kalsium. Pada otot
Jantung, banyak perhatian yang terfokuskan pada pertukaran ion ini, karena pertukaran jon
-ini mempunyai peran pada masuknya ion kalsium kedalam sel schingga dapat
mempengaruhi kontraksi,  pada mekanisme ekstrusi fon kalsium dari sel dan berperan
sebagai mediator pada efek inotropik dari glikosida jantung (Bouchard et al, 1993).
Pa('la tahun 1990, teknik biologi molekuler modem telah dipakai untuk penelitian
pada pertukaran Nat - Ca2+, dan banyak informasi mengenai hubungan struktur dengan
fungsi, dan adanya berbagai isoform dari Na+ - Ca2+ cxchanger. Pada jantung, NCXI

merupakan type Na*t - Ca2+ cxchanger yang pertama kali berhasil di kloning dari otot
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Jantung anjing (Nicoll ct al. 1990). Sclanjutnya dua isoform dari Nat - a2+ cxchanger

yaitu NCX2 dan NCX3 dikloning dari otak tikus putih (Nicoll et al, 1996).

2.3.1. Mekanisme Kerja Dari Nat - Ca2+ exchanger
Nat - Ca2+ exchanger bekerja pada transportasi ion kalsium yang menycherang

melalui membran sel dan bertukar dengan ion natrium dengan arah bolak-balik. Nat -

Ca2+ exchanger pada otot jantung menycbabkan bertukamya untuk sctiap tiga ion natrium
dengan satu ion kalsium (Reeves ct al, 1984), dan Nat+ - (Ca2+ cxchanger pada ROS (Roul
Outer Segment) menyebabkan setiap empat ion natrium bertukar dengan setiap ion kalsium

ditambah satu ion kalium, hal ini menunjukan bahwa reaksi pertukaran ini adalah

clektrogenik (Lagnado ct al, 1990). Na+ - a2+ exchanger pada otot jantung ju

24
mengkatalisa pertukaran ion kalsium dengan ion kalsium dan jon natrium dengan jon

natrium (Slaughter et al, 1983). Siklus pertukaran ion natrium dengan ion kalsium, dan

reaksinya dapat dijelaskan scbagai pergerakan terpisah dan ion natdum dan ion kalsium.

Pertukaran ion natrium dengan ion kalsium ini terlibat dalam peng

kalsium intrasel yaitu melalui ekirusi ion kalsium ( Kalsium efluk) yang

aturan konsentrasi ion
akan menycbakan
menurunnya Kalsium intrasel, dan kalsivm influk yang akan menycbabkan meningkatnya

Kalsium intrasel.

2.3.2. Penghambat Nat . Cy2+ exchanger

Amiloride dan derivatnya 3.4 dichlorobenzamil (gambar. 3)  telah diidentifikasi
yang relatif efektif sebagai penghambat dari pertukaran ion natrium dengan ion Kalsium
(Kleyman et al, 1988). Pertukaran ion natrium dengan ion kalsium juga dapat dihambat
oleh beberapa senyawa scperti alkohol (Michaclis et al . 1987). tricyclicantidepresant

(Lavoie et al, 1990 ). calinotililin u‘mag‘onisls (Kimura et al. 1993) dan taurin (Matsuda et

al, 19‘85)'.
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B. Chemicals
Amiloride R

cl C—N=G—NH,
™
HN

3,4-Dichlorobenzamil |

cl c-N=<'F—N-c cl
H
O
HalN NHz
No.7943

NO,
.
\O\/\ J'T:‘
S~ “NH,

Gambar.3. Struktur Kimia Penghambat Nat - Ca2+ Exchanger

.2.4. Ryanodine

Ryanodine merupakan salah satu penghambat calcium release channel (ryanodine
reseplor) pada sarkoplasmik retikulum dari otot rangka, otol polos dan otot jantung.
Ryanodine ini diisolasi dari tanaman alkaloid ryanodine dan digunakan secara luas sebagai
bahan penelitian pharmakologi molekuler untuk mengevaluasi peran Kalsium release dari
sarkoplasmik retikulum pada otot rangka (Mantin et al, 1989). otot polos (Abe, 1992) dan

otot jantung (Luo et al, 1995).
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2.5. Kontraksi Otot Jantung

Kontraksi otot jantung dapal discbabkan oleh meningkatnya konsentrasi ion
kalsium dalam sitoplasmik dan meningkatnya kadar siklik AMP intrasel.
2.5.1. Peran Kalsium Pada Kontraksi Otot Jantung

Konsentrasi ion kalsium myoplasmik mempunyai peran yang sangat penting pada
proses terjadinya eksitasi kontraksi koupling pada otot jantung. Konsentrasi ion kalsium
myoplasmik ini dapat meningkat karena adanya kalsium influk (masuknya jon kalsium
dari ekstrasel kedalam sel) rhc_:lalui kanal kalsiom (VOC dan ROC) akibat adanya
depolarisasi atau rangsangan pada reseptor, pertukaran dengan ion natrium, dan adanya
pelepasan ion Kalsium dari sarkoplasmik retikulum melalui ryanodine reseptor (caicium
release channel). Peningkatan kalsium ‘myoplusmik akan berikatan dcvngan troponin C dan
membentuk ikalan  Kalsium troponin C komplek yang dapat mengaklivasi myoain light
chain kinase yang inaktiv menjadi aktiv. Myosin light chain kinase yang aktiv ini dapat
menyebabkan myosin untuk mengadakan phosphorilasi schingga dapat berikatan dengan

aklin dan akhirnya dapat terjadi kontraksi otot jantung.

2.5.2. Peran siklik AMP Pada Kontraksi Otot Jantung

Isoproterenol melalui beta adrenoseptor dan dibutyryl siklik AMP (aktivator
adenilat siklase) dapat bekerja pada otot juntung dengan mengaktivkan adenilate siklase.
Adenilate siklase ini akan mengubah ATP menjadi 3', 5'- siklik adenosin mono phosphat.
disingkat sebagai cAMP (gambar. 4). Siklik AMP diinaktifkan olch phosphodiesterase
menjadi 5 adenosin mono phosphat (5 AMP). Metil xantin seperti kafein dan teofilin
menghambat reaksi phosphodiesterase. Pemberian isoproterenol dan dibutyry! siklik AMP
dapat .mcningkalkan kadar siklik AMP dalam sel. Peningkatan kadar siklik AMP ini akan

mengaktifkan protein Kinase A yang tergantung pada siklik AMP. schingga dapat terjadi
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phosphorilasi pada myosin. Myosin phosphorilasi ini akan berinteraksi dengan aktin dan

dapat mengakibatkan kontraksi pada otot jantung.

Agonist

l

Receptor

l . H,0O
ATP ——p CAMP L; 5'-AMP

Adcnylat
Siklase

Phosphodicstcrase

PPy
FForskolin

Gumbear 4. Reaksi yang dikatalisis olch adenilat siklasc dan phosphodicsterasc
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[II.  TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN

3.1. TUJUAN PENELITIAN

3.1.1. Tujuan Umum

' Untuk menjclaskan signal transduksi dari kontraksi yang discbabkan olch

forskolin (aktivator siklik AMP) pada otot jantung terpisah (langendorf) dari
kelinci

3.1.2. Tujuan Khusus

1. Untuk menjelaskan peran kalsium ckstrascluler pada kontraksi otot jantung

' akibat adanya peningkatan mﬁMnlukm siklik M’ yang discbabkan olch
forskolin

2. Untuk menjclaskan peran kalsium intrascluler (Ca®* influk dan Ca®' releasc)
pada kontraksi otot jantung akibat adanya peningkatan pembentukan siklik

AMDI yang discbabkan olch forskolin

3.2. MANFAAT PENELITIAN

Dari hasil penclitian ini diharapkan dapat dipakai scbagai :

1. Informasi bagi pencliti lain mengenai interaksi antara peningkatan siklik AMP dan

kalsium ix_\trascl pada kontraksi otot jantung yang discbabkan -olch forskolin

2. Landa;an teori untuk menjclaskan mckanisme kerja  dari  obat-obat yang
menycbabkan konlraksi otot jantung karcna adanya peningkatan pembentukan siklik
AMP

' 19
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IV. METODE PENELITIAN

4.1, Tempat dan Waktu Penclitian
Penclitian ini dilaksanakan di Laboratorium Farmakologi, Fakultas Kecdokteran,

Universitas Airlangga, Surabaya pada tanggal 4 Agustus 1997 sampai dengan tanggal 20
Nopember 1997.

4.2. Materi Peneclitian

4.2.1. Bahan penelitian

Bahan-bahan kimia yz;ng digunakan untuk penclitian® ini adalah : Forskolin,
Verapamil, Amiloride, EGTA = Ethylenc Glycol bis (beta Aminocthyl cther) N,N® tctra
acclic ;acid, Adrenalin, Ryanodine yang dipcrolch dari Sigma chemical industric'z; dan
larutan ringer yang dibuat dari campuran 1,8 mM CaCl2, 127 mM NaCl, 4 mM KC}, 0,5
mM NalH2PO4, 1 mM MgSO4 dan 5 mM glukose

4.2.2 Ilewan percobaan

Hewan pcréobaan yang digunakan adalah kclinci jantan lokal dengan berat badan
2 - 2,5 kg dan umur 6 — 8 bulan, yang dipcrolch dari peternakan kclinci di Batu, Malang,

4.2.3. Alat penelitian

Alat-alat yang dipakai pada penclitian ini adalah : Isolated organ bath
(langendorf) dan alat pencatatnya, gunting, pinsct, becker glass

4.3. Mctode Penclitian
Kelinci dibunuh dengan cara disembcelih dan dadanya dibuka sccepat mungkin.
Scluruh paru-paru dan jantungnya diambil dan dimasukkan ke dalam tabung gelas yang

‘berisi larutan ringer dengan suhu 37°C yang dialiri O; 95% dan CO; 5%.

20
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Jantung dipisahkan dari paru-paru dan jaringan sckitamya serla diusahakan agar

darah yang masih ada dalam jantung dikeluarkan semuanya. Kemudian jantung

dihubungkan dengan alit dari langendorf dengan memasukan kanula dari alat tersebit panckas

aorta. Tekanan larutan ringer dari reservoir diatur sedemikian rupa hingga didapatkan

kontraksi yang optimal. Dengan jarum kait yang halus, jantung dihubungkan dengan alat

pencatat. Pada penclitian ini dapat dilakukan berbagai percobaan dengan perincian scbagai
berikut :

Perlakuan I:

. Jantung dari 6 ckor kelinci, masing-masing diberi forskolin dengan dosis 10-10 M
sampai 106 M dengan maksud untuk mendapatkan gambaran dari hubungan antara dosis
dan efek dari forskolin

Perlakuan I1:.

-Jantung dari 6 ckor kelinci, diberi Amiloride dosis 10°6 M kemudian diben

forskolin dengan dosis 10-10 M sampai 10-6 M.

Dari hasil penclitian ini dibarapkan dapat diketahui adanya pengaruh peningkatan
pembentukan siklik AMP terhadap pertukaran ion Kalsium den gan ion natrium.

Perlakuan I11:

-Jantung dari 6 ckor kelinci, diberi verapamil dosis 1006 M kemudian diberi
forskolin dengan dosis 10-10M sampai 100 M,
Dari hasil penelitian ini diharapkan dapat diketahui adanya interaksi antara kanal kalsium
dengan peningkatan pembentukan siklik AMP
Perlakuan IV..

-Jantung dari 6 ckor kelinci, masing-masing diberi larutan ringer tanpa Kalsium
yang ditambah dengan EGTA 5 mM kemudian diberi forskolin dengan dosis 10-10 M

sampai 106 M dengan maksud untuk  mengetabui pengaruh kalsium cktrasel pada

kontraksi akibat forskolin.
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Perlakuan V..

-Jantung dari 6 ekor kelinci, diberi larutan ringer tanpa Kkalsium yang dilambah
dengan EGTA 5 mM dan ryanodine dosis 106 M kemudian diberi forskolin dengan  dosis
10-10 M sampai 10-6M.

Dari hasil penelitian ini dihz.urapkan dapat diketahui adanya interaksi antara kanal kalsium

release pada sarkoplasmik relikulum dengan peningkatan pembentukan siklik AMP.

3.4. Rancangan Percobaan Dan Analisis Data Hasil penelitian

Rancangan percobaan yang digunakan pada penelitian ini adalah rancangan acak
lengkap. Dala dari hasil penelitian dianalisis dengan menggunakan Analisa Varian (uji F).
Bila terdapat perbedaan yang bermakan dan perlakuan maka dilanjutkan dengan uji Beda

Nyata Terkecil (BNT).
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V. HASIL DAN PEMBAIIASAN

5.1, Hasil Penclitian

Dari pengamatan dan penghitungan data hasil penclitian yang dilakukan dengan uji
statistik analisa varian dan dilanjutkan dengan uji BNT maka diperoleh hasil sebagai
berikut:

5.1.1. Pengaruh pemberian forrskolin pada otot jantung secara invitro

Pada otot jantung terpisah dari kelinci, pemberian forskolin dengan dosi 10-10° M
- 10°© M dapat menyebabkan kontraksi . Mula kerja (onsct of action) dari forskolin
adalah cepat dan dapal mencapai kontraksi yang konstan. Sifat kontraksi dar forskolin ini
adalah reversibel. Hasil rata-rata dan simpangan baku dari penghitungan keKuatan
kontraksi yang ditimbulkan olch forskolin dosis 10-10- M - 106 M dapat dilihat pada

tabel.l.

Tabel, I, Rata-rata kekuatan kontraksi otol jantung yang disebabkan oleh Forskolin

Kelompok Forskolin
Ulangan Dosis (M)

10-10 10" 108 10”7 100
1 70.8 79.2 87.5 104.2 125
2 40.7 60. 1 723 90.4 110.7
3 624 73.2 78.6 94.8 1'13.5
4 68.1 76.3 84.2 106.3 119.3
5 56.5 68.7 82.9 102.4 114.7
6 537 65.5 79.2 99.2 108.4
X 58.7 70.5 80.8 100.6 1153
SD 10.9 7.1 53 4.5 6.1

23 -
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Dani hasil uji statistik BNT, menunjukan bahwa terdapat berbedaan yang bermakna

(p<0.05) anlara dosis forskolin yang diberikan dengan kontraksi yang ditimbulkannya.
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Gambar.5. Kurva dosis respon dari kontraksi otol jantung yang disebabkan oleh forskolin
(lingkaran terbuka)

Pada gambar. 5 diatas menunjukan adanya hubungan antara dosis forskolin yang
diberikan dengan besarnya kontraksi yang ditimbulkannya. Semakin besar dosis yang
diberikan semakin meningkat pula kekuatan kontraksi tang ditimbulkannya. Terdapat
perbedaan yang bermakna (p<0.05) pada kontraksi yang ditimbulkan oleh forskolin antara
dosis 10-10 dengan  dosis 108, 107,106 1,  antara dosis 102 dengan dosis
10-7,10-6 M antara dosis 10-8 dengan dosis 10-7, 10-6 M, dan antara dosis 10-7 dengan
dosis 10-6,
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3.1.2. Efek amilorid pada kontraksi otot jantung yang discbabkan oleh forskolin

Pretrcatment dengan Nat - Ca2+ exchange inhibitor Amiloride dosis 1 uM, dapat
myebabkan hambatan yang tidak bermakna pada kontraksi yang ditimbulkan oleh forskolin
dosis 10-10 M . 106 M. Hasil rata-rata dan simpangan baku pretreatment dengan

amiloride pada kontraksi yang disebabkan oleh forskolin dapat dilihat pada tabel 2.

Tabel.. 2. Rata-rata kekuatan kontraksi otot jantung yang disebabkan olech Forskolin
dengan pretreatment | 4M Amiloride

Kelompok Forskolin dengan pretremtment 1 uM Amiloride
Ulangan ' Dosis (M)
1010 10? 108 107 100
1 519 66.7 85.2 88.9 96.3
‘ 2 41.5 63.1 70.4 9.1 100.2
3 - 63.4 68.4 78.5 96.7 104.7
4 48.6 59.1 756 87.6 | 94.3
5 553 653 81.2 94.3 108.7
] 4.3 61.06 79.8 89.8 97.1
X 50.8 64.1 78.4 91.2 100.2
SD 7.9 34 S.1 3.5 5.5

Dart uji statistik analisa varian (uji F-test) tidak terdapat perbedaan antara kelompok
pretreatment dan kelompok tanpa pretreatment dengan amilorid dosis 1 M pada kontraksi

otot jantung yang dischabkan olch forskolin dosis 1010 M. 1006 M.
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Gambar. 6. Kurva dosis respon dari kontraksi otot jantung yang disebabkan oleh forskolin

dengan adanya pretreatment (segitiga tertutup) dan tanpa pretreatment (lingkaran terbuka)
amiloride | uM.

Pada gambar.6 diatas menunjukan bahwa pretreatment amiloride dapal menggeser
kurva dosis respon kontraksi dari forskolin kekanan, tetapi hambatan amiloride ini tidak
.menyebabkan perbedaan yang bermakna dengan yang tanpa pretreatment amilond. Dan uji
BNT. tidak terdapat perbedaan antara pretreatment dan tanpa pretreatment dengan amilond

pada kontraksi yang disebabkan oleh forskolin dengan dosis yang sama.

5.1.3. Efck verapamil pada kontraksi otot jantung yang discbabkan oleh

forskolin

Pretreatment dengan L type calcium channel blocker verapamil dosis 1 M, dapat
menghambat scbagian dari kontraksi yang ditimbulkan olch forskolin dosis 10 M-10_
106 M. Verapamil lcbib kuat menghambat kontraksi otot jantung akibat pemberian

forskolin dari pada amilorid. Hasil rata-rata dan simpangan baku hambatan verapamil pada

kontraksi yang disebabkan oleh forskolin dapat dilihat pada tabel 3.
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Tabel. 3. Rata-rata kekuatan kontraksi otot jantung yang discbabkan oleh Forskonn
dengan pretreatment 1 M Verapamil

27

Kelompok Forskolin dengan pretreatment | M Verapamil

Ulangan Dosis (M)

) 10-10 1079 108 107 10-6
1 24 28 40 48 64
2 215 34.6 465 | 584 76.1
3 30.2 40.3 S2.1 67.1 8.3
4 28.7 434 55.2 64.1 794
5 31.5 384 49.7 62.8 80.5
6 273 325 43.1 593 79 4
X 27.2 36.2 47.8 59.9 77.3
SD 3.8 5.6 57 6.7 7.1

Kontraksi (%)

1407
1207

1007

80 7

(p<0.01) antara kelompok pretreatment dan kelompok tanpa pretreatment

discbabkan olch forskolin dosis 10-10 M- 106 M.

10 9 8 7 6
Log (-M)

retreatment verapamil

Dari uji statistik analisa varian (uji. F-test) terdapal perbedaan yang bermakna

dengan

uniastuti

verapamil 1 ;M dan juga dengan pretreatment verapamil pada kontraksi otot jantung yang

Gambar. 7. Kurva dosis respon dari kontraksi otol jantung yang disebabkan oleh forskolin
dengan adanya pretreatment amiloride 1 M (segitisa tertutup), p
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Pada gambar.7 diatas menunjukan bahwa pretreatment dengan verapamil dapat
menggeser kurva dosis respon kontraksi yang disebabkan oleh forskolin kekanan. Dari uji
BNT, terdapat perbedaan yang bermakna (p<0.05) antara pretreatmet  dan (anpa
pretreatment verapamil dan juga dengan pretreatment amilorid terhadap kontraksi yang
ditimbulkan oleh forskolin dengan dosis yang sama. Walaupun ada efek hambatan dari
verapamil, kontraksi yang diebabkan oleh forskolin masih tergantung pada dosis yang
diberikan. semakin meningkat konsentrasi dari forskolin semakin besar pula kontraksi

yang dilimbulkannya.

§.1.4. Efck larutan ringer ltanpa kalsium yang ditambah EGTA pada kontraksi
otot jantung yang discbabkan oleh forskolin

Inkubasi dengan larutan ringer tanpa kalsium dan ditambah dengan senyawa
pengikat kalsium EGTA, dapat menyebabkan hambatan total dan sebagian dari kontraksi
yang ditimbulkan olch forskolin dosis 10-10 M - 106 M. Hasil mata-rata dan
simpangan baku hambatan larutan ringer tanpa kalsium dan EGTA pada kontraksi yang
disebabkan oleh forskolin dapat dilihat pada tabel 4.

Dari uji statistik analisa varian (uji F-test) terdapat perbedaan yang bermakna
(p<0.01) antara kelompok yang diinkubasi dan yang lanpa diinkubasi larutan ringer tanpa
kalsium yang ditambah dengan EGTA pada kontraksi yang disebabkan oleh forskolin.
Dan juga terdapal perbedaan yang bermakna (p<0.01) antara kelompok yang diinkubasi
dengan larutan ringer tanpa kalsium yang ditambah EGTA dengan pretreatment verapamil

1 uM pada kontraksi otot jantung yang disebabkan oleh forskolin.
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Tabel. 4. Rata-rata kekuatan kontraksi otot jantung yang discbabkan oleh Forskolin
dengan inkubasi larutan ringer tanpa kalsium yang ditambah 5§ mM EGTA

Kelompok Forskolindengan inkubasi larutan ringer tanpa kalsivm

yang ditambah EGTA
Ulangan Dosis (M)

10-10 102 10-8 107 100
| , 0 14.3 37.1 42.8 48.6
2 0 8.3 26.7 43.7 51.3
3 0 6.7 21.8 39.4 46.5
4 0 9.8 334 40.2 50.4
5 0 8.3 32.5 41.8 47.8
6 0 .8 29.8 36.7 42.7
X 0 9.9 30.3 40.8 47.9
SD 0 2.8 54 2.6 3.1
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Gambar. 8. Kurva dosis respon dari Kontraksi otot Jantung
dengan adanya pretreatment amiloride | MM (segitiga tertutu
(seg! empat terbuka), inkubasi larutan ringer (
(segitiga terbuka), dan tanpa pretreatment (lingkaran terbuka),

yang disebabkan oleh forskolin
itup), pretreatment verapamil 1 yM
anpa kalsium yang ditambah dengan EGTA

Pada gambar. 8 diatas menunjukan bahwa inkubasi dengan larutan’ ringer tanpa

kalsium yang ditambah EGTA dapat menggeser kurva dosis respon kontraksi yang
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disebabkan oleh forskolin yang diberi pretreatment dan lanpa pretretament verapamil
kekanan. Hambatan yang disebabkan oleh inkubasi larwan ringer tanpa kalsium yang
ditambah EGTA lebi kuat dari pada yang disebabkan oleh pretreatment verapamil. Dani uji
BNT. terdapat perbedaan yang bermakna (p<0.05) anatara inkubasi dengan larutan ringer
tanpa calcium yang ditambah dengan EGTA. dengan pretreatmet seria lanpa pretreatment
vcmpz.tmil terhadap kontraksi yang ditimbulkan olch forskolin dengan dosis yang sama.
Inkubasi dengan larutan ringer tanpa kalsium yang ditambah EGTA dapat menyebabkan
total hambatan terhadap kontraksi dari forskolin dosis 10-10 M dan menyebabkan

hambatan scbagian terhadap kontraksi dari forskolin dosis 1009 M - 10-6 M.

5.1.5. Efck kombinasi dari larutan ringer tanpa kalsium yang ditambah EGTA
dan ryhnodin pada kontraksi olot jantung yang discbabkan olch

forskolin

Inkubasi dengan kombinasi larutan ringer tanpa kalsium yang ditambah dengan
senyawa pengikal kalsium EGTA dan Ryanodin dosis 1 #M,  dapat menyebabkan
hambatan total dan scbagian dari kontraksi yang ditimbulkan olch forskolin dosis 10-10
M - 106 M. Hasil rata-rata dan simpangan baku hambatan kombinasi larutan ringer
lanpa Kalsivm yang ditambah EGTA dan Ryanodin pada kontraksi yang disebabkan olch
forskolin dapat dilihat pada tabel 5.

Dani uji statistik analisa varian (uji F-test) terdapat perbedann yang bermakna
(p<0.01) antara kelompok yang diinkubasi dengan kombinasi larutan ringer tanpa kalsium
yang ditambah EGTA dan Ryanodin, dengan yang diinkubasi dan tanpa diinkubasi
|amlm{ ringer tanpa kdlsium yang ditambah dengan EGTA, serta dengan pretreatment

verapamil pada kontraksi yang disebabkan oleh forskolin.
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leh Forskolin dengan

Kelompok Forskolin dengan inkuvbasi larutan ringer tanpa kalsium
yang ditambah EGTA dan Ryanodine
Ulangan Dosis (M)

10°10 109 108 10-7 106
1 0 0 0 21.3 31.9
2 0 0 4 15.7 274
.3 0 0 0 24.5 33.7
4 0 0 2.5 184 26.7
5 0 0 0 13.9 234
6 0 0 0 179 29,1
X 0 0 1.1 18.6 28.6

SD 0 0 1.7 38 3.6

1407

1207

Kontraksi (%)

Gam

dengpn adanya pretreatment amiloride | ;M (segiliga tertut
(segil empat terbuka), inkubasi larutan ringer tanpa Kalsic
(segiliga terbuka), inkubasi larutan ringer tanpa k

ryan

ta

0. r Y ﬂ v v T 1
[0 9 8 7 6
Log (-M)

ar. 9, Kurva dosis respon dari kontraksi otot Jjantung yang dischabkan oleh forskolin

up), pretreatment verapamil 1 M
im yang ditambah dengan EGTA
alsium yang ditambah dengan EGTA dan

dine (segi empat tert utup) dan tanpa pretreatment atag inkubasi (lingkaran terbuka).

Pada gambar.9 diatas menunjukan bahwa inkubasi dengan kombinasi larutan ringer

pa kalsium yang ditambah EGTA dan Ryanodin dapat menggeser kurva dosis respon

i i i jastuti
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kontraksi yang disebabkan oleh forskolin yang diberi pretreatment dan tanpa pretretament
verapamil serta yang diinkuhasi dengan larutan ringer lanpa kalsium yang ditambah EGTA
kekanan. Hambatan yang disebabkan oleh inkubasi kombinasi larutan ringer tanpa Kalsium
yang ditambah EGTA dan Ryanodin lebi kuat dari pada yang disebabkan oleh inkubasi
dengan larutan ringer yang ditambah EGTA. dan yang disebabkan oleh pretreatment
verapamil. Dari uji BNT, terdapat perbedaan yang bermakna (p<0.05) anatara inkubasi
dengan Kombinasi larutan ringer tanpa Kalsium yang ditambah dengan EGTA dan
ryanodine, dengan yang diinkubasi dengan larutan ringer tanpa kalsium yang ditambah
EGTA, serta dengan pretreatmet dan tanpa pretreatment verapamil lerhadap kontraksi yang
ditimbulkan oleh forskolin dengan dosis yang sama. Inkubasi dengan kombinasi larutan
ringer tanpa Kalsium yang ditambah EGTA dengan ryanodin dapat menyebabkan total
hambatan terhadap kontraksi dari forskolin dosis 1010 M - 108 M dan menycebabkan

hambatan scbagian terhadap kontraksi dari forskolin dosis 10-7 M - 10-6 M.

-
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5.2. Pembahasan

Telah dilakukan serangkaian cksperiment untuk mengetahui dan menjelaskan sienal
transduksi dari kontraksi yang discbabkan oleh forskolin pada otot jantung terpisah
(langendorf) dari kelinci. Rangkaian cksperiment ini terdiri dani efek forskolin pada otol
Jantung, efek pretreatment verapamil, amilorid, inkubasi larutan ringer tanpa Kalsium yang
ditambah EGTA dan inkubasi kombinasi larutan ringer tanpa Kalsium yang ditambah

EGTA dan ryanodine pada kontraksi vang disebabkan oleh forskolin..
S.2.1 Efck forskolin pada kontraksi otot jantung terpisah dari kelinci

Pemberian forskolin dosis 10-10 M- 106 M dapat menychabkan kontraksi otot

Jjantung. Ada hubungan antara kekuatan kontrksi yang ditimbulkan oleh forkolin dengan
besamnya dosis yang diberikannya. semakin besar dosis forskolin yang diberikan semakin
kuat kontraksi yang ditimbulkannya. Metzger et al, 1981 melaporkan bahwa forskolin
merupakan salah satu aktivator adenilat siklase (dapat sccara langsung mengaktivasi
adenilat siklase) schingga dapat menghasilkan peningkatan pembentukan siklik AMDP, yang
akhimya dapal menyebabkan kontraksi. Besarnya dosis forskolin .mcmpcng.'lruhi Kadar
siklik AMP intrasel yang terbentuk dan hal ini akan mempengarui kevuatan kontraksi yang
ditimbulkannya. Pada penelitian ini behwn diketahui pada dosis berapa dari forskolin dapat

menyebabkan kontraksi maksimum pada otot Jantung dan berapa EC50 nya.
§.2.2. Efck amiloride pada kontraksi otot jantung yang discbabkan oleh forskolin

Amiloride dan derivatnya telah diidentifikasi sehagai penghambal yang selekil
terhadap pertukaran ion  Natrium dengan jon  kalsium (Na2+-(a2+ cxchanger)
(Kaczorowski, 1989 : Kleyman,1988). Pretreatment dengan Amiloride dosis | #M  dapal

menghambat kontraksi yang disebabkan oleh forskolin, walaupun hambatan amiloride ini
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lidak berbeda bermakna dengan yang tanpa pretreatment amiloride. Telah dilaporkan
bahwa amiloride mempunyai efek hambatan pada inotropik positip (kontraksi) dari otot
jzmlung. (Matsuda, 1984) dan mempunyai aklivitas antiarthythmik (Dulf,1991). Efek
hambatan pada Kontraksi otot jantung olch amiloride karena adanya hambatan masuknya
ion Kalsium (calsium influk) kedalam sel melalui pertukaran ion natrium dengan ion
kalsium (Pierce, 1993). Dari hasil penelitian ini memperliahatkan bahwa dosis amiloride
yang diberikan masih kurang besar sehingga tidak mampu menghambat kontraksi otot

jantung akibat pemberian forskolin.
5.2.3. Efck verapamil pada kontraksi otot juntung yang discbabkan oleh forskolin

Pretreatment dengan L type penghambat kanal kalsium verapamil dapat menghambat
kontraksi yang discbabkan olch forskolin dosis 10-10 pf - 106 M. Hal ini menunjukan
bahwa Vollage - Dependent Channel terlibat pada proses kontraksi yang disebabkan oleh
forskolin. Pemberian verapamil ini dapat mengakibatkan tertulupnya Voltage - Dependent
Chanpcl sehingga akan menghambat masuknya jon kalsium kedalam sel ( kalsium influk)
dan terjadi penurunan kalsium intrasel, yang akhimya dapat terjadi hambatan kontraksi otot
Jantung yang disebabkan oleh forskolin. L type penghambat kanal kalsium dari golongan
phenylalkylamine seperti verapamil dan D600, golongin dihydropyridines (DHP) seperti
nitrendipine dan nifedipine, telah diketahui dapat menghambat kontraksi dan masuknya
ion kalsium kedalam sel (kalsium influk) pada otol janluﬁg (Fleckenstein et al, 1985: Polt
& Lipp, 1987). Pada otol jantung, pemberian isoprolerenol (aktivator dari bela
adrenoseplor) dapat mengaktivasi protein kinase A yang tergantung siklik AMP. Protein
kinase ‘A ini akan berikatan dengan c-terminal dari alpha 1 subunit yang terdapat pada
Voltage-Dependent Calcium Channel dan hal ini akan membuka kanal kalsium yang dapal
menyebabkan peningkatan kalsium influk (Yatani, 1987). Dari hasil penelitian  ini

memperlihatkan bahwa pemberian forskolin dapat mengaktivasi secara langsung adenilat
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siklase sehingga dapat terjadi peningkatan pembentukan siklik AMP. Siklik AMP ini akan
mengaklivasi protein kinase A yang kemudian akan berikatan dengan c-terminal dari alpha
1 subunit yang.lcrdapal pada L type Voltage-Dependent Calcium Channel dan hal ini akan
membuka kanal kalsium yang dapat meningkatkan masuknya kalsiom kedalam  scl
sehingga akhimya dapat terjadi kontraksi otot jantung.
5.2.4 Efck inkubasi dari kombinasi Ilarutan ringer tanpa kalsium yang
ditambah EGTA pada kontraksi otot jantung akibat pemberian forskolin
Inkubasi dengan larutan ringer tanpa kalsium yang ditambah EGTA dapat

menghambat kontraksi yang discbabkan oleh forskolin. Hambatan Inkubasi dengan

larutan ringer tanpa Kalsium yang ditambah EGTA lebih kuat bila dibandingkan dengan
hambatan dari pretreatment verapamil maupun amiloride. Telah dilaporkan bahwa
kontraksi pada olot jantung dan otot polos sangat tergantung pada ion kalsium ckstrasel
dan intrasel, sedangkan kontraksi otot rangka hanya tergantung pada intrasel. Inkubasi
dengan larutan yang bebas kalsium dengan ditambah EGTA dapat menghambat kontraksi
yang disebabkan oleh isoproterenol dan endothelin pada otot jantung (Vigne at al, 1990)
dan endothelin pada otot polos pembuluh darah (Sudjarwo et al, 1995). Hal ini karena
inkubasi dengan larutan tanpa kalsium yang ditambah dengan EGTA dapat menghamba
Kalsium influk sebagai akibat tidak adanya ion Kalsium cktrasel, letapi tidak menghambt
kalsium intrasel yaitu pelepasan kalsium dari sarkoplasmik retikulum, sehingga kalsinm
release ini dapat berperan dalam menyebabkan kontraksi. Dari hasil penelitian ini
menunjukan bahwa dengan inkubasi larutan ringer tanpa kalsium yang ditambah EGTA.
forskolin dapat menyebabkan peningkatan ion kalsium intrasel dengan cara melepaskan ion
kalsium dari tempat penyimpanannya yaitu pada sarkopkasmik retikulum sehingaga dapal

mengakibatkan Kontraksi.
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5.2.5. Efck inkubasi dari kombinasi larutan ringer ltanpa Kkalsium yang ditambah

EGTA dan ryanodin pada kontraksi otot juntung akibat pemberian forskolin

Inkubasi dengan kombinasi larutan ringer tanpa kalsium yang ditambah EGTA dan
ryanodine dapal menyebabkan hambatan pada kontraksi otol jantung yang disebabkan oleh
forskolin. Efek hambatan dari kombinasi larutan ringer tanpa kalsium yang ditambah
EGTA dan ryanodin ini lebih kuat dari pada yang ditimbulkan oleh inkubasi hanya dengan
larwtan ringer tanpa Kalsium yang ditambah EGTA. Hal ini menunjukan bahwa ryanodin
mempunyai efck hambatan pada konlrak.si otot jantung. Ryanodine merupakan spe'siﬁk
inhibitor pada pelepasan kalsium dan bekerja pada reseptor ryzinodine yang terdapat di
sarkoplasmik retukulum. Protein kinase A dapal mengadakan phosphoriiasi pada ryanodin
reseptor sehingga dapal meningkatkan respon pada pelepasan kalsium (Valdivia et al,
1995). Dari hasil penclitian ini memperlihatkan bahwa pada larwtan ringer yang bebas
kalsﬁum. forskolin dapat melepaskan kalsium yang berasal dari sarkoplasmik retikulum

. melalui ryanodin reseptor yang diaktivasi oleh protein kinase A yang tergantung pada siklik
AMP,

Pada inkubasi dengan kombinasi larutan ringer tanpa kalsium yang ditambah EGTA
dan ryanodin, forskolin masih dapat menyebakan kontraksi otot jantung. Hal ini karena
forskolin dapat meningkatkan sensitivitas dari myofilament terhadap ion kalsium, dan

forskolin dapat melepaskan kalsium yang berasal dari mitokondna.

Laporan Penelitian Signal Transduksi Dari Forskolin Pada Kontraksi Otot Jantung Tutik Juniastuti



IR - Pepustakaan Universitas Airlangga

VI KESIMPULAN DAN SARAN

6.1, KESIMPULAN
Dari hasil pencllitian yang tclah dilakukan dapat ditarik kesimpulan :
[1. Forskolin dapat menycbabkan kontraksi otot Jjantung tcrgantung pada dosis yang

diberikannya. Scmakin besar dosis forskolin yang diberikan semakin  meningkat

kekuatan kontraksi otot jantung yang ditimbulkannya.

2. Forskolin dapat menycbabkan kontraksi otot Jjantung yang dipcngaruhi olch adanya

kalsium ckstrascl

3. Forskolin dapat menychabkan kontraksi otot Jjantung yang dipengaruhi olch adanya

peningkatan kalsium intrascl (kalsium influk dan kalsium releasc)

6.2. SARAN

1. Perlu meningkatkan dosis forskolin untuk mengetahui cfck kontraksi maksimal dan
ECso nya pada otol jantung

2. Perlu dilakukan pengukuran sccara langsung kadar siklik AMP dan kadar kalsium di
dalam sel otot jantung yang discbabkan olch forskolin

3. Perlu dilakukan penclitiaj mengenai interaksi siklik AMP dengan cnzim-cnzim dan

kontraktil elemen yang dapat mempengaruhi koontraksi otot jantung
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