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RINGKASAN DAN SUMMARY 

l. Ringkasan 

Penghambatan aktivitas Neuronal Migrating Factor sebagai upaya mencegah 

terjadinya toleransi analgesik 

Junaidi Khotib*), Imam Susilo**)danAniek Setiya Budiatin*) 

*)Departemen Fannasi Klinik Fakultas Fannasi dan * *)Departemen Patologi Anatomi FakuItas 

Kedokteran, Universitas Airlangga 

Lebih dari 90% penyakit selalu diikuti oleh tirnbulnya rasa nyeri dan hampir 40% 

berkembang menjadi nyeri yang bersifat kronik. Di negara maju seperti Amen"ka dan Inggris, ini 

menjadi salah s~tu masalah utama di bidang kesehatan karena menimbtalkan penurunan kualitas 

hidup, biaya pengobatan yang sangat besar dan menyebabkan penurunan produktivitas bagi 

penderita. Masalah menjadi lebih serius dengan timbulnya toleransi pada penggunaan obat-obat 

anti nyeri. Penurunan potensi obat-obat anti nyeri poten seperti morfin, fentanil dan oksikodon 

selalu dihubungkan dengan penunman sensitifitas reseptor (desensitization) dan penurunan 

jumIah reseptor yang bertanggung jawab untuk mengatasi nyeri seperti reseptor opioid mu, delta 

dan kappa pada permukaan sel (down regulation) dari reseptor. 

Beberapa laporan menunjukkan bahwa pemberian opioid jangka lama akan 

menghasilkan peningkatan ekspresi dan pelepasan neuronal migrating Jactor di spinal cord dan 

otak, salah satu diantaranya yang paling besar konsentrasinya adalah reelin. Reelin berikatan 

dengan reseptor Apolipoprotein A akan menghasilkan aktivasi protein Iyrosin kinase yang terikat 

pada protein adapter (DAB). Selanjutnya akan mengaktifkan beberapa protein kecil yang 

termasuk dalam jalur reelin Signaling pathway. Ini akan mengakibatkan teIjadinya perubahan 

sintesis protein tertentu, perubahan morfologi sel-sel syaraf, sinaptogenesis dan neuroplastisitas. 

Dengan demikian penghambatan jatur reelin Signaling pathway memegang peran yang sangat 

penting dalam perubahan neuronal system yang diduga berkaitan erat dengan proses 

pengembangan toleransi obat anti nyeri. Untuk itu pada penelitian ini akan menguji efektivitas 

berbagai protein dan senyawa yang terlibat dalam reelin Signaling pathway seperti reel in. 

reseptor Apo E2, Dab-t, K252a dan genistein, breveldin A serta roscovitine dalam mencegah 

terjadinya proses desensitisasi reseptor opioid, yang pada akhimya akan menghambat teIjadinya 

pengembangan toleransi obat-obat anti nyeri opioid. 
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Pemberian subleutan agonis reseptor opioid mu MOrfin 10 mglkg pada hewan coba 

mencit galur Balb-C menghasilkan potensi anti nyeri yang leuat yang diukur baik dengan metode 

tail jlik lest maupun hot plate test. Pemberian berulang sehari sekali selama 7 hari akan 

menimbulkan penurunan secara bermakna potensi MOrfin sebagai anti nyeri. Dengan 

menggunakan pendekatan imunohistokimia. menunjukkan bahwa pemberian morfin secara 

berulang menghasilkan peniogkatan ekspresi reelin di dalam korda spinalis dan beberapa bagian 

di otak yang memegang peranan penting dalam memberikan respon nyeri. 

Pada penelitian ini dilakukan upaya untuk mendapatkan senyawa aktif yang dapat 

mengharnbat teIjadinya toleransi anti nyeri yang ditimbulkan oleh morfin secara kronik dengan 

menggunakan pendekatan biological mimicry system yaitu menggunakan antibodi yang mampu 

memperangkap secara spesifik protein dalarn reelin Signaling pathway seperti monoclonal 

antibody reelin, antibody reseptor Apo E2, dan antobodi Dab-I. Selain itu juga dievaluasi 

efektivitas senyawa kimia yang marnpu memberikan penghambatan pada jalur reelin Signaling 

pathway seperti K252a, genistein, breveldin A dan roscovitine. Dengan metode hot plate test dan 

tail jlick test , praperlakuan dengan pemberian antibody ..celio atau reseptor Apo E2- dapat 

mengharnbat secara sempurna perkembangan toleransi analgesik yang didinduksi dengan 

pemberian MOrfin 10 mg sehari sekali selama 7 hari. Demikian juga dengan praperlakuan injeksi 

K252a secara intracerebroventricular (icv) pada dosis 0.1 runol per mencit sehari sekali selama 

7 hari tidak marnpu menghambat teIjadinya toleransi anti nyeri yang ditimbulkan oleh morfin 

(F(I,12)=1.57; p=O.24). Pada peningkatan dosis K252a menjadi 1 nmol dapst menghambat secara 

bermakna teIjadinya pengembangan toleransi anti nyeri yang diinduksi oleh pemberian MOrfin 

secara kronik (F(1,14)=6.53; p=O.02). Penghambatan mulai teIjadi pada hari ke 5 setelah 

pemberian K252a. Hal yang sarna teIjadi pada pengamatan dengan metode tail flick test, dim ana 

kelompok yang mendapatkan K252a secara icy pada dosis 0.1 nmoVmencit sehari sekali selama 

7 hari tidak marnpu mengharnbat secara bermakna teljadinya toleransi anti nyeri yang 

isebabkan oleh pemberian MOrfin kronik (F(l,12)=3.35; p=O.09). Sementara kelompok yang 

endapatkan K2S2a pada dosis 1 nmoVmencit menunjukkan efektifitas penghambatan pada 

engembangan toleransi anti nyeri yang diinduksi oleh MOrfin (Fo•14)=15.24; p=O.002). lni 

enunjukkan bahwa K252a marnpu menghambat teIjadinya pengembangan toleransi yang 

PengglJnaan tyrosine. kinase inhibitor yang Jain yaitu genistein, juga menghasilkan data 

ang konsisten. Pengarnatan dengan menggunakan hot plate menWljukkan bahwa pemberian 

enistein dengan dosis 10 nmoVmencit secara icy sehari sekali selama 7 hari dapat mengharnbat 

eeara signiflkan terjadinya toleransi anti nyeri yang ditimbulkan oleh penggWlaan MOrfin 

onik (F(1.14)=3.49; p=O.02), sementara pada dosis 1 nmoVmencit tidak memberikan aktivitas 
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penghambatan pada pengembangan toleransi anti nyeri (F(I,Js)=1.S8; p=O.23). Pengamatan 

dengan menggunakan metode tail flick test menunjukkan bahwa pemberian genistein dengan 

dosis 1 dan 10 runol/mencit dapat secara efektif menghambat pengembangan toleransi anti nyeri 

yang ditimbulkan oleh morfin (F(J,Js)=4.73; p=O.OS untuk dosis I runoI dan FO,J4)=20.3S; 

p=O.0005 untuk dosis 10 runol). Penghambatan perkembangan toleransi analgesik juga 

ditimbulkan oleh pemberian inhibitor protein pC,lghantar breveldin A dan inhibitor Cdk 5 

roscovitin. 

Berdasarkan data farmakologi dan immunohistokimia diatas dapat disimpulkan bahwa 

pembeTian senyawa yang dapat menghambat jalur aktivasi neuronal migrating factor dapat 

secara efektif menghambat pengembangan toleransi anti nyeTi morfin. 

2. Summary 

(Background) It has been well established that the administration of morphine produces a 

powerful antinociception / analgesia. Furthermore, prolonged treabnent with morphine results in 

tolerance to morphine-induced analgesia. Several reports suggested that glutamate receptors, 

including NMDA receptors, are critical in the development and mamtenance of opioid tolerance. 

Recent advances in cellular and molecular biology have demonstrated that the reelin signaling 

has been shown to modulate directly on N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptors and to be 

required for a long-term potentiation induction. Its activation plays a pivotal role for the axonal 

branching, synaptogenesis and synaptic plasticity in adult brain. Substantial recent work has 

identified multiple diverse functions for Cdk5, including synaptogenesis, axonal targeting, 

development of neurodegenerative diseases and neuronal cytoskeletal dynamics. Interestingly, 

it has been proposed that a functional relationship of reelin- and CdkS-dependent signaling 

pathways shows some similarities to regulate neuronal migration and synaptic plasticity. 

(Objective) In the present study. we therefore investigated whether the reelin signaling 

pathways in the adult brain could be involved in the development of the tolerance to 

morphine-inducp.d analgesia. 

(Method) To investigate the development of antinociceptive tolerance following repeated 

treabnent with morphine, mice were repeatedly s.c. injected with morphine (10 mglkg) or saline 

(10 ml/kg) once a day for 7 consetutive days. The morphine-induced antinodceptive re!)pon!'e 

was evaluated by the hot-plate test and the tail-flick test. To investigate the role of reelin 

signaling pathway in the development of tolerance to morphine-induced antinociception, groups 

of mice were treated with their inhibitors or vehicle 30 min before every morphine treaUDent. 

The immunohistochemistry method was performed to study the change of protein that involved 
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n the reelin signaling pathway. 

Result) Here, we show that repeated intracerebroventricular administration with the 

onoclonal antibody to reelin. the competitive inhibitor of Teelin, apolipoprotein receptor E2 

ecombinant, and a disabled I (Dabl) protein inhibitor, N-[(phenylmethoxy)carbonyl]-L-leucyl­

-[{lS)-I-fonnyl-3-methylbutyl]-L leucinamide (MGl32), caused the apparent inhibition of the 

evelopment of antinociceptive tolerance to riivrphine. Interestingly, the immunoreactivity (lR) 

or phosphorylated-Dab I in the thalamus was significantly increased by repeated in vivo 

eatment with morphine, which was colocalized with reelin-IR. In addition, the development of 

ntinociceptive tolerance to morphine was blocked by repeated pretreatment with the tyrosine 

inase inhibitors, K252a and genistein. Furthermore, the Golgi trafficking inhibitor, breveldin 

, and the selective CdkS inhibitor, roscovitine partially but significantly attenuated the 

evelopment of antinociceptive tolerance induced by morphine. 

onclusion I Taken together, these findings support the idea that sustained activation of the 

elin singnaling in the mouse brain following repeated treatment with morphine may be 

sponsible for the development of tolerance to morphine-induced antinociception. 

ey words: 

orphine tolerance, Neuronal plasticity, Opioid receptor, Reelin signaling pathway 
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PRAKATA 

Saya panjatkan puji syukur kehadirat Alloh swt atas segala ralunat dan karunia-Nya 

sehingga penelitian hibah strategis nasional beserta laporan dapat terselesaikan dengan baik. 

Saya juga mengucapkan terima kasih kepada Direktorat Jenderal Pendidikan Tinggi Departemen 

Pendidikan Nasional yang telah memberikan kesempatan dan pendanaan untuk melakukan 

seluruh aktivitas penelitian ini. 

Dengan terselesaikannya laporan penelitian ini. saya juga ingin mengucapkan terima 

kasih yang sebanyak-banyaknya kepada: 

I. Ketua Departemen Farmasi Klinis FakuItas Farmasi Universitas Airlangga dan Kerna 

Departemen Histopatologi Fakultas Kedokteran Universitas Airlangga atas segal a bantuan 

dan perkenannya untuk menggunakan filsilitas yang ada di kedua departemen sebingga 

penelitian ini dapat diselesaikan sesuai dengan rencana. Demikian juga dengan bimbingan, 

masukan dan saran yang sangat bernilai demi peniogkatan kualitas penelitian ini. 

· Dekan Fakultas Farmasi Universitas Airlangga atas perijinan dan penggunaan segala fasilitdS 

di Fakultas Fennasi untuk pelaksanaan penelitian ini. 

· Ketua Lembaga Penelitian dan Pengabdian Kepada Masyarakat Universitas Airlangga atas 

segala kesempatan dan kepercayaan pemberian dana untuk pelaksanaan p penelitian ini. 

· Rektor Universitas Airlangga yang telah memberikan kesempatan untuk pelaksanaan 

penelitian. 

· Fajriatul Fitriyah, Irma Hidhayatul Rahmi, Siska Herwinda, Rennie Puspa Novita, Ruruh 

Enggar Sayekti, dan Sofiati Diah Basuni atas balltuan teknis dalam pelaksanaan penelitian ini. 

Kami juga berterima kasih pada seluruh anggota Tim Peneliti atas' keljasamanya selama 

ni dan diskusi yang bersifat membangun sehingga penelitian ini dapat terselesaikan dengan baik 

esuai dengan rencana. Demikian juga teknisi laboratorium yang selalu menyediakan tenaga 

etiap saat dalam pelaksanaan penelitian ini. Akhirnya. saya berharap semoga peneIitian ini 

apat memberikan manfaat dan mohon maaf yang sebesar-besarnya jika ada kesalahan ataupun 

ekurangan. 
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DAHAR GAM8AR 

Gambar 2. 1 . Stmktur kimia Brefcldin A 

Gambar 2.2 . Stmktur kimia Roscovilin 

Gambar 2.3. Slruktllf kimia K252a 

Gambar 2.4. Stnlktur kimia Genistein 

Gambar 3, I. Skcma penelitian 

Gambar 4. 1 : Ekspresi reelin pada lumbar 5 korda spinalis mcneil 

dcwasa. Skala 100 /lIn and 50 ~. 

Gambar 4.2. Ekspresi reelio pada thalamus (A), cortex (8) and PAG 

(C). Skala A and B: 100 ~1I1l; C, Ai, A2 and 8 1: 50).1111 

and C~ : IO)lIIl . VPL: vClHroposterior ialcral thalamus 

Iluclei . VI>r",1: vcmroposterior medial Ihalamus nuclei. 

CG:cyngulate b'ynls: Pt-\G : periaqucducta l b'f'ay. 

Gambar 4.3. Eksprcsi reeli n dan DAB-l pada thalamus (A), 

conex ( b ) and PAG (e ). Skala A aud B: 100 )..1111 . 

Gambar 4.4 . Efek praperlakuan monoclonal antibody rcelin (A-B) 

,lIall inhibitor rect in yang bersifal kompetilif 

apolipoprotcin E2 (C.O) pada pengembangan tolcransi 

yang diinduksi olch morri n. Kelompok mencit 

rncndapatkan induksi secara berulang monoclonal 

antibody reelin (1:1000, 0 ; 1:300, . ; 1:100,.), Apo 

E, (1:1000, 0 ; 1:500, . : 1:100, . ) or nonnal salin 

(D ). Efek analgesic diukur dengan menggunakan 

Illctode tai l flick test (A,C) dan hoi plate lest (B,D). 

SClTlua ni lai ditunj ukkan dcngan rala-rala ± SEM dari 

8-9 menc:it. ·p<0.05 dan ···p<O.OOJ vs pembcrian 

l110rfin sec:ara kronik . 

Gambar 4.5. Efek praperlakuan MG 132 (A,B) pada pcrkcmbangan 

tolcransi analgesia morfin. Kelompok mcneil diberikan 

MG 132 sec:ara IC:V (1 nmoVrnouse, 0 - 20 , 

nmol/mouse, _ ; 20 nmollmouse, e), K252a 
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Inmo/mouse (-), genistein (1 nmoVmouse, 0; 1:100, 

.) or normal salin (0). Antinosiseptif dievaluasi 

dengan tail flick test (A) dan hot plate test (B). 

Masing-masing nilai menggambarkan rata-rata ± SEM 

dari 8-9 ekor mencit. *p<0.05 dan ***p<O.OOI vs 

pemberian morlin pada dosis 10 mg secara kronik. 

Gambar 4.6. Efektivitas K252a pada pengharnbatan pengembangan 

toleransi anti nyeri yang disebabkan oleh penggunaan 

morlin kronik yang ditentukan dengan metode hot plate 
:I • 

test. Tanda menunJukkan (FCl,12); 1.57; ~0.24) dan 

s menunjukkan (FO.14) = 6.53; p=O.02) dibandingkan 

pada kelompok yang hanya mendapat mortin secara 

kronik. Tanda • menunjukkan p<0.05 dan •• 

menunjukkan p<O.OO I dibandiogkan dengan hari yang 

sarna pada kelompok yang hanya mendapat mortin 

secara kronik. 

Gambar 4.7. Efektivitas K252a pada pengharnbatan pengembangan 

toleransi anti nyeTi yang disebabkan oleh penggunaan 

mortin kronik yang ditentukan dengan metode tail flick 

test. Tanda " menunjukkan (F(I.12) = 3.35; p=0.09) dar. 

$ menunjukkan (F(I.14) = 15.24; p<O.002) dibandingkan 

pada kelompok yang hanya mendapat morfin secara 

kronik. Tanda • menunjukkan p<0.05 dan ** 
menunjukkan p<O.OOI dibandingkan dengan hari yang 

sarna pada kelompok yang hanya mendapat mortin 

secara kronik. 

Garnbar 4.8. Efektivitas genistein pada penghambatan 

pengembangan toleransi anti nyeri yang disebabkan 

oleh penggunaan mortin kronik yang ditentukan dengan 

metode hot plate test. Tanda fI menunjukkan (F(l,IS) = 
1.58; p=O.23) dan S menunjukkan (F(I.14) = 3.49; 

p=O.02) dibandingkan pada kelompok yang hanya 

mendapat morlin secara kronik. Tanda • menunjukkan 

p<0.05 dan •• menunjukkan p<O.OOl dibandingkan 

10 

34 

36 

37 

IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

LAPORAN PENELITIAN JUNAIDI KHATIB PENGHAMBATAN AKTIVITAS ...



dengan hari yang sarna pada kelompok yang banya 

mendapat morfin secara kronik. 

Gambar 4.9. Efektivitas genistein pada penghambatan 

pengembangan toleransi anti nyeri yang disebabkan oleh 

penggunaan morfin kronik yang ditentukan dengan 

metode tail flick test. Tanda /I menunjukkan (F(1.IS) = 

4.73; p=O.05) dan S mt::nunjukkan (F(I.14) = 20.36; 

p=0.0005) dibandingkan pada. kelompok yang banya 

mendapat morfin secara kronik. Tanda • menunjukkan . 

p<O.OS dan •• menunjukkan p<O.OOl dibandingkan 

dengan bari yang sarna pada kelompok yang hanya 

mendapat morfin secara kronik. 

Figure 4.10. Efek praperlakuan inhibitor protein pengantar 

breveldin A (A,B) atau inhibitor Cdk5 roscovitine (C,D) 

pada pengembangan toleransl analgesia morfin. 

Kelompok mencit diberikan breveldin A secara icy (0.1 

nmol/mouse, 0; 1 nmol/mollse, • ; 10 nmol/mouse, 

• roscovitine at 30 nmoVmouse (.) or 

saHne-morphine treatment (C). Efek analgesic diukur 

dengan menggunakan tail flick test (A,C) dan hot plate 

test (8,0). Masing-masing nilai bempa rata-rata ± SEM 

dari 8-9 ekor mencit. ·p<0.05, ··p<O.Ol and 

···p<O.OOI vs pemberian mortin pada dosis 10 mg 

secam kronik. 
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i.c. v, intracerebroventricular; 

IR, immunoreactivity; 

DAFTAR SINGKA TAN 

K252a, (9S,1OR.,12R)-2,3,9,IO,11, 12-hexahydro-1O-hydroxy-9-methyl-l-oxo-9,12-epoxy-1H­

diindolo[1 ,2,3-fg:3' ,2', I' -Id]pyrrolo[3,4-i] [1 ,6]benzvdiazocine-1 O-carboxylic acid methyl ester; 

MG 132, N-[(phenylmethoxy)carbonyl]-L-leucyl-N-[(1 S)-I-fonnyl-3-methylbutyl]-L-Ieucin­

amide, 

PAG, periaqueductal gray; 

s.c .. subcutaneous. 
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1.1. Latar Belak.1ng PermaSahlhan 

BAO 1 

PENDAHULUAN 

Lcbih dari 90% penyak il sc lalu dijkuti olclt timbulnya rasa nyeri. Dari kasus tersebut 

hampir 40% berkembang menjadi nyeri yang bersifat kronik . Oi negara maju sepeni 

Amerika dan lnggris, in i menjadi salah satu masalah utama di bidang kcsehalan karena 

menimbulkan pcmmman kualitas hid up, biaya pengobalan yang sangal besar dan 

mcnyebabkan penW1Jnan produktivilas bagi penderita (Bowsher, 1991 ; Von KrofT e t 01, 

1990). 

Masalah Illcnjadi lebih serius dengan timbulnya toleransi pada penggunaan obat-obat 

anli nyeri . PCllumnan potensi obat-abat anti oyeri pOlen se perti morfin. fentanil dan 

oksikodon se lahl dibubungk,lIl dcngan pcnurunan jumlah reseptor. dcsensi tisasi reseptor dan 

Icrjadinya down regulation rcscptor yclOg benanggllng jawab untllk mcngatasi nyeri scpcrti 

reseptor opioid Illll , delta dan kappa (Lefkowitz, 1998: Zastrow, 200 I: Tanowitz and Zastrow, 

2002; Khat ib et ai, 2004). Untuk menghindari pent/mnan pOIensi analgesik sepert i opioid, 

WHO pad a taluill 1986 mengatur pemakaian abat anti nyeri ap ioid sepcrti dimana opioid 

hanya digunakan bila penggllnaan obat anti nyeri non steroid lidak mampu menghilangkan 

rasa nycri scperti pada nyeri kanker, nyeri luka bakar, nyeri diabetik neuropati dan nyeri 

akibat herpes (WHO, 1986). 

Penelitian tingkat molekuler menyatakan bahwa aktivasi rcscptor opioid akan 

dilanj lltkan fosforilasi pada protein G oleh GR.K2. Protein G akan pecah menjadi 2 bagian, 

dimana bagian pertama akan mengatur pembukaan dan penutupan sa luran ion, sedangkan 

bagian yang lain akan mernfasilitasi terjadinya intemalisasi. Sejurnlah protein kecil terlibat 
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dalam penghantaran signal dan proses internalisasi. Beberapa gugus dalam protein kecil 

seperti tirosin, treonin dan serin merupakan bagian yang sangat menentukan dalam proses 

aktivasi. Pada penggunaan obat anti nyeri opioid jangka lama menunjukkan bahwa jumlah 

sejumlah gugus yang terfosforilasi meningkat secara bermakna (Lefkowitz, 1998; Zastrow, 

2001; Tanowitz and Zastrow, 2002). 

Penurunan aktivitas analgesik poten seperti morfin, fentanil dan oksikodon selalu 

dihubungkan dengan Penurunan sensitifitas reseptor (desensitization) dan penurunan jumlah 

reseptor yang bertanggung jawab dalam mengatasi nyeri pada permukaan sel (down 

regulation). Selain itu. dilaporkan bahwa pemberian opioid jangka lama menghasilkan 

ekspresi atau aktivitas neuronal migrating!actor yang berlebihan. Neuronal migrating/actor 

merupakan protein yang bertanggung jawab terhadap migrasi atau pengaturan bentuk dan 

struktllr otak termasuk sllsunan sel syaraf dan astroJ!lia. Beberapa protein yang terrnasuk 

dalam jalur nell ronal migrating jactor adalah reel in, DAB-I, trafficking protein, eyelin 

dependent kinase dan lain-lain. Ikatan reelin dengan reseptor ApoJipoprotein A akan 
... 

menghasilkan aktivasi protein tyrosin kinase yang terikat pada protein adapter (DAB). 

Selanjutnya akan mengaktifkan beberapa protein kecil yang termasuk dalam jalur reelin 

signaling pathway. lni akan mengakibatkan teIjadinya perubahan sintesis protein tertentu, 

perubahlUl morfologi sel-sel syaraf, sinaptogenesis dan neuroplastisitas (Quattrocchi et 01, 

2002; Sanada et ai, 2004; Morimura et 01, 2005; Khotib et ai, 2005). Oleh karena itu jalur 

neuronal migrating factor memegang peran yang sangat penting pada proses pengembangan 

toleransi obat anti nyeri. Untuk itu pada penelitian ini akan diuji peran neuronal migrating 

factor pada perkembangan toleransi analgesik poten seperti morlin dan mengevaluasi 

efektivitas penghambatan jalur aktivasi neuronal migrating factor dengan beberapa anttbodi 
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yang mampu menginaktivasi jalur neuronal migrating factor dan senyawa lain seperti MG 

132 (DAB-I inhibitor), K252a dan genistein (tyrosin kinase inhibitor), breveldin A 

(trafficking inhibitor) dan Roscovitin (CdkS inhibitor) sebagai senyawa penghambat 

perkembangan toleransi analgesik morfin. 

1.2. Tujuan Khusus 

Penelitian ini mempunyai beberapa tujuan antara lain : 

(1). Mempelajari mekanisme molekular dari neuronal migrating Jactor yang mendasari 

perkembangan toleransi analgesik. 

(2). Mempelajari efektivitas senyawa-senyawa yang dapat menghambat aktivitas jalur 

neuronal migratingjaclOr dalam menghambat pengembangan toleransi analgesik. 

(3). Mengembangkan senyawa-senyawa penghambat jalur neuronal migrating/actor seperti 

antibodi reetin. antibodi DAB-I, K252a, genistin. roscovitin dan MG 132 sebagai obut 

yang mampu menghambat perkembangan toleransi analgesik 

1.3. Manfaat Penelitian 

Penelitian ini akan memberikan manfaat : 

(1). Dengan mengetahui mekanisme yang mendasari terjadinya pengembangan toleransi 

obat-obat anti nyeri opioid maka akan didapatkan suatu metode yang efektif, efisiensi 

dan aman dalam menangani penurunan potensi analgesik. 

(2). Bukti dasar ini diharapkan akan menyumbangkan kemajuan dibidang fannasi dan 

kedokteran tentang daJam mencegah terjadinya penurunan potensi obat nyeri sebingga 

menjamin penggunaan obat-obat tepat sasaran, meningkatkan kecepatan proses 
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penyembuhan dan penurunan tingkat kesakitan serta peningkatan kualitas bidup 

penderita. 

(3). Pencegahan terjadinya toleransi obat-obat anti nyeri akan dapat menurunkan biaya 

penggunaan obat, yang pada akhirnya akan berdampak pada peningkatan kesejahteraan 

masyarakat. 
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2.1. Tinjauan Tentang Nyeri 

BABII 

TINJAUAN PUSTAKA 

Secara alamiab rasa nyeri baik yang bers:fat akut maupun kronik merupakan 

konsekuensi dari kerusakan jaringan (Gany el ai, 2004). Intensitas rasa nyeri sangat 

tergantung pada tingkat kerusakan jaringan, jenis jaringan yang rusak dan pengaJaman 

emosional (Sneddon, 2004). Rangsangan panas, kimiawi ataupun fisik yang mengenai 

pennukaan tubuh akan mengaktifkan reseptor nyeri. Informasi ini akan diteruskan ke 

pennukaan dorsal horn spinal cord melaJui serabut syarafprimer aferen AD dan C. Syaraf 

pada dorsal hom spinal cord akan menyampaikan informasi ini ke otak terutama brainstem, 

midbrain dan thalamus melalui jalur ascending untuk memberikan arti dan respon dari 

rangsangan tersebut (Garry el 01, 2004; Ojouhri dan Lawson, 2004; Clark dan Harris. 

2004; Morris el ai, 2004). 

Penelitian di negara-negara maju menunjukkan babwa ham Vir 90 % orang yang 

mempunyai masalab kesehatan selalu diikuti dengan gejala nyeri dan 40 % akan 

berkembang menjadi nyeri kronik. Ini merupakan masalab yang kompleks karena 

pemerintah akan terbebani biaya perawatan yang tidak sedikit dan akan teIjadi penurunan 

produktifitas masyarakat (Bowsher, 1991; Von Kroff et 01, 1990). Untuk mengatasi itu, 

sejak tabun 200) di Arnerika telah dicanangkan program "Decade of Pain Control and 

Research" yang bertujuan untuk mendapatkan strategi pengobatan pain secara aman, 

efektif dan efisien (Harden, 2005). 

Kesamaan pada tingkat prevaIensi, mekanisme yang mendasari dan konsekuensi 

potensial nyeri antara data klinik pada manusia dan data laboratorium pada hewan maka 
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memungkinkan penelitian menggunakan model hewan untuk mempelajari nyeri pada 

manusia (Handwerker, 1987). 

2.2. Toleransi Analgesik Opioid 

Teljadinya toleransi dan ketergantungan fisik setelah penggunaan berulang 

merupakan gambaran spesifik obat-obat opioid. Kemungkinan untuk teljadinya toleransi 

tersebut merupakan salah satu a1asan utama untuk membatasi penggunaannya. Secara 

molekular penggunaan jangka pendek obat-obat opioid, reseptor opioid akan mengalami 

fosforilasi dan intemalisasi. Setelah obat terlepas dari ikatan kompleks obat-reseptor 

maka reseptor tersebUl akan disisipkan kembali ke membran sel. Reseptor ini akan tetap 

mempunyai fimgsi seperti semula. Sementara, pada pemakaian jangka panjang atau 

berulang, reseptor opioid akan mengalami proses intemalisasi dan dilanjutkan 

desensitisasi (Khotib et aI, 2004). Sebagian reseptor mengalami penghancuran di dalam 

sitosol oleh enzim tertentu. Ini sebenamya merupakan mekanisme sel untuk menjaga 

hemostasis akibat adanya pemaparan bahan asing . 

.3.Keterlibatan Neuronal Migmting Factor Dalam ToleraDsi Analgesik 

a. MG 132 

MG 132 merupakan senyawa penghambat proteasom yang poten dan 

bersifat selektiE Inaktivasi proteasom akan menyebabkan penghambatan akti:vitas 

DAP-l yang merupakan protein adaptor dalam menyampaikan pesan yang dibawa 

oleh ikatan antara neuronal migrating/actor (reelin) dengan receptomya. Ikatan antara 
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reelin pada reseptor apoE akan menyebabkan peningkatan fosforilasi DAP-I. 

Selanjutnya akan menyebabkan aktivasi jalur neuronal migrating factor. Secara 

kimia\ .. l MG 132 mempunyai struktur C26H41 N305 atau Z-Leu-Leu-Leu-aldehyde 

dengan adaya hambat Ki = 4 nM 

b. Brefeldin A 

Senyawa merupakan antibiotik dengan inti lakton yang dihasilkan oleh organisme 

Eupenici//ium brefeldianum yang mampu mengbambat trafficking infonnasi dan 

pemukaan membran ke sitosol. Brefeldin A mempunyai rumus molekul CI6H2404 

HO 

Gambar 2.1 . Struktur kimia Brefeldin A 

Brefeldin A bennteraksi dengan protein transport yang bersifat anterograde dan 

retikulwn endoplasma ke aparatus golgi yang berakibat terjadi penumpukkan protein 

pembawa infonnasi di sekitar retikulum endoplasma. lni mengakibatkan informasi yang 

seharusnya dibawa ke inti tidak akan sampai. 

c. Roscovitin 

Roscovitin merupakan senyawa dengan rumus molekul CI9H26N60 

(2-(R)-( I-Etbyl-2-hydroxyetbylamino )-6-benzylamino-9-isopropylpurine) yang memiliki 

potensi melalui penghambatan spesifik pada aktivitas eyelin dependent kinase (Cdk). 
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Inhibisi Cdk ini akan menyebabkan terjadinya penurunan aktivitas transkripsi pada 

nukleus. 

Gambar 2.2 . Struktur kimia Roscovitin 

2.4 Peran Tyrosine Kinase Inhibitor 

Protein tyrosine kinase merupakan domain protein yang dapat mengalami 

fosforilasi atau fosfatasi oleh enzim-enzim tertentu. Fosforilasi atau fosfatasi ini akan 

mempunyai arti yang penting dalam mengaktifkan protein-protein yang terlibat dalam 

jalur penghantaran signal. Bahan-bahan yang menghambat fosforilasi Iyrosine kinase 

antara lain K252a dan genistein. 

d.K252a 

K252a merupakan alkaloid yang diisolasi dari jamur tanah Nocardiopisis sp. 

mempunyai struktur kimia: 

Gambar 2.3. Struktur kimia K252a 
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Mampu meIindungi fosforiIasi gugus tirosin dari suatu reseptor. Konsentrasi 

penghambatan efektif adaIah 1.7 nM. K252a mampu menghambat aktivitas tirosin kinase 

yang terikat pada DAB-l yang merupakan protein yang berfungsi sebagai starter pada 

aktivasi jaIur neuronal migrating/actor. 

e. Genistein 

Genistein merupakan isoflavon yang berasal dari kedeIai mempunyai struktur 

sebagai berikut : 

Gambar 2.4. Struktur kimia Genistein 

Dayahambat fosforilasi pada guglls tirosin oJeh enzim phosphorylase kinase adaJah 2.6 

nM. Genistein mampll menghambat aktivitas tirosin kinase pada PTIIPTB domain yang 

terikat pada DAB-J yang merupakan protein yang berfungsi sebagai starter pada aktivasi 

jaIur neuronal migrating/actor. 

21 

IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

LAPORAN PENELITIAN JUNAIDI KHATIB PENGHAMBATAN AKTIVITAS ...



3.1 Bahan Penelitian 

BABIII 

METODE PENELITIAN 

Bahan kimia yang diperlukan untuk penelitian ini adalah: 

• Morfin (Kimia Farma, Phannaceutical Grade) 

• Antibodi reelin dan DAB-I (Cell signaling, Bioanalytical grade) 

• Apolipoprotein E2 (Sigma, Analytical grade) 

• K252a (Toeris Cookson LTD. Analytical grade) 

• Brefeldin A (Calbiochem. Analytical grade) 

• Roseovitin (Calbiochem, Analytical grade) 

• MG 132 (Toeris Cookson LTD, Analytical grade) 

• Genistein (Toeris Cookson LTD, Analytical grade) 

• Aquades 

3.2 Alat Penelitian 

Peralatan yang diperlukan dalam penelitian ini adalah : 

• Mikroskop konvocal dan inverted (Olympus) 

• Microtom 

• Animal fixation 

• Jarum suntik 26 G 

• Socorec micropippet 

• Pipet tip 

• Kandang meneit 
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• HOI plale analgesia meIer (Ugo Basile) 

• 70il fl ick analgesia meIer (Ugo Basile) 

J .J Hewnn Percobaa n dan I'engelompokkan 

Mill K 
PERPUSTAKAAN 

Ur-.: lv EK~ l rAS AIRLANGGA 
S( · R .ABAYA 

Pada peneiitian ini menggunakan hewan coba meneit jaillan galur balB/c bcrumur 10 

min;;gu dengan pengelompokkaa seperti pada diagram bcrikut 

Mencit jantan 

Pengelompokan 

I 
L L 

Uji in vivo Uji invitro 

~ L 
Kontrol Perlakuan Kontrol Kontrol 

2 kelompok 15 kelompok Negatif Positif 

Uji potensi senyawa Pengumpulan sample 

Antibodi Reelin (2 dosis) Beberapa bagian di Otak 

ApoE2 (2 dosis) 

MG 132 (2 dosis) 

K2528 (2 dosis) 
Pengujian : 

Genistein (2 dosis) 
Immunohistokimia dengan 

Srefeldin A (2 dosis) 
Antibodi Reelin 

Roscovitin (2 dosis) 
Antibodi DAB-1 

Gambar 3.1. Skema penelitian 
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3.3. Membuat Modd Toleransi Analgesik Nyeri Pada Mencit 

Meneit jantan galur Balb-C (Pusvetmal, Surabaya) berumur 10 minggu 

ditempatkan secara berkelompok (6 ekor tiap kelompok) dalam kandang dengan 

temperatur ruangan 30 ± 1°e. Penerangan diatur dengan siklus 12 jam terang dan 12 jam 

gelap (siklus terang dimulai 6:00 am sampai 18:00 pm). Selama penelitian kebutuhan 

makanan dan minuman dijaga dalam jumlah yang cukup. Setelah 1 minggu adaptasi, 

mencit diinjeksi secara sub kutan dengan MOrfin 10 mglkg setiap hari selama 7 hari untuk 

menginduksi teIjadinya toleransi obat-obat anti nyeri. Untuk kontrol negatif 1 kelompok 

mencit hanya diinjeksi dengan larutan salin. 

3.4. Pengujian Toleransi Analgesik Pada Mencit 

Tiga puluh menit setelah injeksi morfin 10 mg/kg, potensi anti nyeri morfin 

ditentukan dengan metode hOI plate lest dan lail flick lesl. Pen!,1Ujian dilakukan pada hari 

ke 0, 1, 3 .. 5 dan 7. Potensi anti nyeri dihitWlg dengan persamaan: 

Waktu ketahanan test - Waktu ketahanan pre-test 

% anti nyeri = XIOO% 

Waktu cut-off - Waktu penarikan pada pre-test 

Untuk mencegah kerusakan jaringan, ditetapkan cut-off untuk hot plate test dan tail 

flick test masing-masing adalah 30 detik dan 15 detik. 
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3.5. Pengujian Efektivitas Jalur Neuronal Migrating Factor Dalam Menghambat 

Terjadinya Toleransi Analgesik Opioid 

Antibodi reelin, apo E2, MG 132, K252a, genistein, breveldin A atau roseovitin 

diberikan dengan dua dosis 0.1 dan 10 nmollmeneit seeara intracerebroventricular (iev) 30 

menit sebelum injeksi mortin 10 mglkg. 30 menit setelah pemberian Morfin efek anti nyeri 

ditentukan pada hari 0, 1,3,5 dan 7. 

3.6. Preparasi Otak Dan Spinal Cord Untuk Pemeriksaan Histologi 

Meneit di anestesi dengan eter dan kemudian dibunu!1. Otak diambil sena difiksasi 

dengan menggunakan dapar formalin pH 7.4. Setelah itu jaringan diembeddmg dalam 

parafin dan diiris dengan mikrotom sesuai dengan metode tertentu setebal 8 = m. lrisan 

otak diwamai dengan pewamaan hematoksilin eosin. 

3.7. Mengukur Perubahan Aktivitas Jalur Neuronal Migrating Factor Dengan 

Immunohistokimia. 

Setelah terjadi toleransi analgesia akibat injeksi kronik mortin 10 mglkg, meneit 

dianestesi dengan Na pentobarbital (70 mglkg, i.p.) dan diperfusi seeara intraeardia dengan 

4 % paraformaldehida dalam O.lM bufer fosfat yang mengandWlg 0.9% NaCI 

(phosphate-buffered saline I PBS, pH 7.4). Setelah perfusi, otak diambil seeara cepat dan 

di post-fixed dalam 4 % paraformaldebida selama 2 jam, selanjutnya dalam 20 % sukrosa 

dalam O.lM PBS Wltuk I hari dan 30 % sukrosa dalam O.lM PBS Wltuk 2 hari dengan 

pengocokan yang baik. Jaringan kemudian dibekukan dalam embedding compound 

(Sakura Finetechnieal, Tokyo, Japan). Jaringan beku di potong dengan criostat (Leiea eM 
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1510, Leiea Microsystems AG, Wetzlar, Germany) dengan ketebalan 8 Om. Slice diblok 

dengan 10 % normal goat serum (NGS) dalam O.OIM PBS selama 1 jam pada temperatur 

kamar. Masing-masing antibodi (antibodi reelin dan DAB-I) diencerkan dengan dalam 

0.01 M PBS yang mengandung 10 % NGS diinkubasi selama 2 bari pada 4°C. Sampel 

kemudian dicuei dengan PBS dan diinkubasi dengan antibodi skunder yang berkcnjugasi 

dengan Alexa 488 dan Alexa 546 selama 2 jam pada temperatur kamar. Slide kemudian 

ditutup dengan gelas penutup dengan PennaFluor Aqueous mounting medium 

(lmmunonTM; TbermoShandon, Pittsburgh, PA, USA). Semua potongan diamati dibawah 

confocal mikroskop (Olympus BX-80; Olympus) dan difoto dengan d!gital camera 

(CooISNAP HQ; Olympus). 

3.8. Analisis Statistik 

Efektivitas penghambatan pengembangan toleransi obat anti nyeri mortin oleh jalur 

neuronal migrating factor (MG 132, "K252a, genistein, brefeldin A dan roscovitin) 
." 

dibandingkan dengan kontrol negatif (hanya mendapat salin) dan kontrol positif (banya 

mendapat mortin) diuji dengan anova. Jika ada perbedaan yang bermakna dilanjutkan uji 

BunferronilDunn. 
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BABIV 

HASILPENELITIAN DAN PEMBAHASAN 

Pemberian subkutan agonis reseptor opioid mu Morfin 10 mglkg pada hewan coba 

mencit galur balb/C menghasilkan potensi anti nyeri yang kuat yang diukur baik dengan metode 

tail flick test maupun hot plate test. Penelitian sebeIumnya menunjukkan bahwa pemberian 

berulang sehari sekaIi selama 7 hari akan menimbulkan penurunan secara bermakna potensi anti 

nyeTi obat-obat tersebut. Penurunan secara bennakna terjadi muIai pada hari ke 5. Ini 

menunjukkan bahwa stimulasi reseptor opioid dengan agonisnya secara kronik mengakibatkan 

desensitisasi reseptor terse but. Selanjutnya reseptor tersebut mengaIami internalisasi dimana 

reseptor yang berada pada membran sel akan dibawa masuk ke dalam sitoplasma dan akhirnya 

dihancurkan. Oengan demikian akan terjadi down-regulation dari reseptor opioid tersebut 

(Lefkowitz. ) 998; Li el al. 2000; Tanowitz dae von Zastrow 2002). Down-regulation ini akan 

menyebabkan penurunan jumlah reseptor yang mampu berikatan secara efektif dengan agonis. 

Akibatnya potensi agonis akan mengalami penurunan. 

4.1. Ekspresi Reelin-Like Immunoreactivity (IR) Pada Corda Spinalis dan Beberapa 

Bagian di Otak. 

Untuk menguji ekspresi dan distribusi neuronal migrating jac/or reelin di otak dan korda 

spinalis pada mencit dewasa, kami melakukan penelitian biologi moIekuIer dengan pedekatam 

imunohistokimia dengan menngunakan antibodi reelin. Reelin-like IR diekspresikan dengan 

densitas tingi pada lamina 1-4 corda spinalis seperti nampak pada gambar 1. Distribusi reelin 

semakin berkurang pada lapisan bagian dalam. Lebih jauh, ekspresi reelin dengan densitas tinggi 

terdapat pada beberapa bagian otak mencit dewasa seperti kortek serebral, thalamus, dan 
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periaquaduelal grey (PAG) scpert:i Nampak pada gambar 2. Pemberian mortin seeara sub kutan 

seharu sekali sclama 7 hari meningkatkan ekspresi reelin baik pada korda spinali s maupun 

bcberapa bagian dalam OIak sepeni gambar 3. 

Gambar 4. 1 : Ekspresi reelin pada lumbar 5 korda spinal is meneil dewasa. Skala 100 I-Un and 50 

~UI1 . 
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Gambar 4.2. Ekspresi reelin pada thal amus (A), cortex (B) and PAG (C). Skala A and B: 100 

pm; C, A I, A 2 and B I : 50 ~un and c2: IO)Jm. VPL: vcntropostcrior laterallhalamus 

nuclei, VPM: ventroposterior medial thalamus nudei, CG:cyngl.l late gym s; PAG: 

pcriaqueductal gray. 
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Ganlbar 4.3. Ekspresi reel in dan DAB- I pada thalamus (A). conex (8) and PAG (C). Skala A 

and B: 100 pill . 

4.2. Efek antibody monoclonal anti reeHn pada pcngcmbangan tolcra nsi a nalgesia morlin 

SeJanjlltnya dilakukan peneiilian mengenai kClerli batan reelin respen anlinosiseptif pada 

hewan coba mcncil. Kami melakllkan pengujiall palcnsi monoclonal ant ibodi Teelin terhadap 

cfek analgesik dengan metode hot plate test dan tail flick lest. Injcksi tunggal manoklonal 

antibodi secarn iC\I tidak Illcnghasilkan efek analgesia. Semcntarn prnperlakuan dcngan 

monoklonal antibodi reel in dcngan bebcrnpa kOl1sentrnsi mulai dan I; 1000 sampai I: 100 dalam 

nonnal saline tidak merubah efck analgesik marfin yang diberikan secara subJ...-ulan (data idak 
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ditunjukkan). Pemberian mortin secara subkutan pada dosis 10 mglkg sekali sehari selama 7 hari 

akan mengbasilkan penurunan efek analgesia mortin pad a mencit. Ini menunjukkan adanya 

pengembangan toleransi analgesia seperti nampak pada gambar 4A-B. Dengan menggunakan 

metode tail flick test menunjukkan bahwa praperlakukan monoklonal antibodi reel in secara icy 

pada beberapa konsentrasi 1: 100; 1 :300 dan 1: 1000 mengharubat secara sempuma 

perkembangan toleransi analgesia (F(I,14)=320.1, p<O.OOOl; F(I,14)=ISO.6, p<O.OOOI and 

F(I.IS)=7.2, p<O.OOI, Gambar 4A). Dengan metode pendekatan lain yaitu metode hot plate test, 

juga menunjukkan bahwa perkembangan toleransi analgesic yang disebabkan oleh pemberian 

morfin secara terns menerus secara efektif mengharnbat perkembangan toleransi analgesik 

morfin pada konsentrasi 1:100 dan 1:300, (Fo,14)=19.0, p<O.OI and F(I.14)=9.8, p<O.OI, Gambar 

4 B). sementara pada konsentrasi rendah 1: 1000 tidak menunjukkan adanya efek pengharnbatan 

(F, 1.15)=0.9. p<0.36). 
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Gambar 4.4. Efek praperlakuan monoklonal antibodi reelin (A-B) atau inhibitor reel in yang 

bersifat kompetitif apoJipoprotein E2 (C,O) pada pengembangan toleransi yang 

diinduksi oleh morfin. Kelompok mencit mendapatkan induksi secara berulang 

monoklonal antibodi reelin (1:1000, 0 ; 1:300, • ; 1:100, • ), Apo E2 (1:1000, 

o ; 1 :500. • : 1: 1 00, • ) atau nonnaI salin (D). Efek analgesik diukur dengan 

menggunakan metode tail flick test (A,C) dan hot plate test (B.O). Semua nilai 

ditunjukkan dengan rata-rata ± SEM dari 8-9 meneit. ·p<0.05 dan ···p<O.OOI vs 

pemberian morlin secara kronik. 
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4.3. Efek inhibitor reelin yang benifat kompetitif apolipoprotein E2 pada pengembangan 

tolennsi analgesia yang diinduksi oleh morfin 

Dengan menggunakan inhibitor yang bersimt kompetitif terbadap reelin yaitu rekombinan 

APO E2 pada berbagai konsentrasi 1: 100; 1 :300 and 1: 1000 dalam nonnal salin menWljukkan 

adanya pengeblokan total terhadap pengembangan toleransi analgesia yang diinduksi dengan 

pemberian mortin dengan metode tail flick test (F(1.14)=82.3. p<O.OOOl; F(1.12)=69.2, p<O.OOOI 

and F(J.12)=52.S, p<O.OOI) seperti yang ditWljukkan dalam gambar 4C. Pada gambar 40 

menunjukkan bahwa praperlakukan rekombinan Apo E2 pada konsentrasi I: 100; I :300 and 

1 : 1000 menghambat seeara signifikan perkembangan toleransi analgesia yang dinduksi oleh 

mortin dengan metode hot plate test (F(l,12)=6.3, p<O.OS; F(I,12)=7.6. p<O.OS and F(I,l2)=4.9, 

p<0.05), sementara pemberian injeksi tunggal tidak memberikan efek tersebut (data tidak 

ditunjukkan ). 

4.4. Pengaruh penghambat protein disabled-l (Dab-I) MG 132 pada pcngcmbangar. 

toleransi analgesia yang diinduksi oleh morfin. 

Selanjutnya adalah penelitian untuk mengetahui pengaruh praperlakuan penghambat protein 

MG 132 pada pengembangan toleransi yang diinduksi oleh morfin. Beberapa laporan 

penelitian menunjukkan bahwa OAP-l berinteraksi dengan protein permukaan membran 

tennasuk VLDL, reseptor Apo E. protein prelrursor amyloid and protein menyerupai amyloid 

prelrursor. lkatan antara reelin pada reseptor Apo E2 menginduksi teIjadinya fosforilasi tirosin 

pada DAB-I. yang akhirnya menyebabkan aktivitas signaling intnselular. Praperlakuan secara 

iev MG 132 pada dosis 1, 10 dan 20 nmollmeneit dapat mengeblok seeara total penurunan 

respon analgesia morfin yang diberikan seeara terus menerus selama 7 hari. seperti nampak pada 
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gambar SA (F(I.IS)=S1.8, p<O.OOOl; F(I.14)=41.6, p<O.OOOl and F(I.IS)=22.5, p<O.OI). Dengan 

menggunakan hot plate test, pengembangan toleransi analgesia mortin juga secara signifikan 

dihambat dengan pemberian MG 132 pada dosis 1, 10 or 20 nmoVmencit (F(I.ls)=4.6, p<O.OS; 

F(I.14)=21.0, p<O.OOl or F(I.1S)=12.0, p<O.Ol. Gambar SB). 

100 A 

80 
." -~6 
~ 
~40 

20 

0 

100 C 

80 

3:60 
~ 
~40 

20 

0 
1 

Tail-flick test 

• 

3 5 
Dd~ 

MG-132 

... 00 

80 

60 

40 

20 

0 
7 

B 
Hot-plate test 

357 
[}d~ 

Tyrosine kinase inhibitor 
Taii-Il ick tt:st Hot-p!att: tt:st 

80 0 r 

60 

40 

20 

7 7 3 5 
Dd~ 

3 5 
Day 

Gambar 4.5. Efek praperlakuan MG 132 (A,B) pada perkembangan toleransi analgesia morfin. 

Kelompok mencit diberikan MG 132 secara icy (1 nmoVrnouse, 0; 20 

nmoVmouse, .; 20 nmoVmouse, e), K252a lnmo/mouse (-), genistein (J 

nmoVmouse, 0; 1:100, e) or nonna! salin (0). Antinosiseptif dievaluasi dengan 

tail flick test (A) dan hot plate test (B). Masing-rnasing nilai menggambarkan 

rata-rata ± SEM dari 8-9 ekor meneil. tp<0.05 dan t""p<O.OOI vs pemberian 

morfin pada dosis 10 mg secara kronik. 
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4.5 Efek inhibitor tirosin kinase K252a dan genistein pada pengembangan toleransi 

analgesia Morfin 

Pada penelitian ini dilakukan upaya untuk mendapatkan senyawa aktif yang dapat 

menghambat terjadinya toleransi anti nyeri yang ditimbulkan oleh morfin kronik dengan 

menggunakan tirosin kinase inhibitor seperti K252a dan genistein. Seperti terlihat pada gambar 

6 dengan oata hot plate test, praperlakuan K252a secara icy pada dosis 0.1 nmollmencit sehari 

sekali selama 7 hari tidak mampu menghambat terjadinya toleransi anti nyeri yang ditimbulkan 

oleh mortin (F(1.12)=1.57; p=O.24). Sementara pemberian K252a secara icy pada dosis 1 

nmol/mencit dapat menghambat secara bermakna terjadinya pengembangan toleransi anti nyeri 

yang diinduksi oleh morfin (Fn.14)=6.53; p=O.02). Penghambatan mulai terjadi pada hari ke 5 

setelah pemberian K252a. Hal yang sarna terjadi pada pengamatan dengan metode tail flick lest 

seperti terlihat pada gam bar 7, dimana kelompok ya.1g mendapatkan 1<252a secara icy pada 

dosis 0.1 nmollmencit sehari sekali selama 7 hari tidak mampu mcnurunkan secara bermakna 

terjadinya toleransi anti nyeri yang disebabkan oleh morfin (F(I.12)=3.35; p=0.09). Sementara 

kelompok yang mendapatkan K252a pada dosis 1 nmollmencit menunjukkan kemampuan 

penghambatan pada pengembangan toleransi anti nyeri yang diinduksi oleh morfin 

(F(l.14)=15.24; p=O.002). Ini menunjukkan bahwa K252a mampu menghambat terjadinya 

pengembangan toleransi yang ditimbulkan oleh morfin. 
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Gambar 4.6. Efektivitas K252a pada penghambatan pengembangan toleransi anti nyeri yang 

disebabkan oleh penggunaan Morfin kronik yang ditentukan dengan metode hoi 

plale lesl. Tanda /I menunjukkan (F(I.12) = 1.57; p=O.24) dan S menunjukkan (Ff l.lol) 

= 6.53; p=O.02) dibandingkan pada kelompok yang hanya mendapat momn secara 

kronik. Tanda • menunjukkan p<O.OS dan •• menunjukkan p<O.OOI dibandingkan 

dengan hari yang sarna pada kelompok yang hanya mendapat morfin secara kronik. 
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Gambar 4.7. Efektivitas K252a padll penghambatan pengembangan toleransi anti nyeri yang 

disebabkan oleh penggunaan Morfin kronik yang ditentukan dengan metode lail flick 

test. Tanda /I menunjukkan (F(I.12) = 3.35; p=O.09) dan S menunjukkan (F(I.141 = 

15.24; p<O.002) dibandingkan pada kelompok yang hanya mendapat Morfin secara 

kronik. Tanda • menunjukkan p<O.05 dan .* menWljukkan p<O.OOI dibandingkan 

dengan hari yang sarna pada kelompok yang hanya mendapat morfin secara kronik. 

Penggunaan tyrosine kinase inhibitor yang lain yaitu genistein, juga menghasilkan data 

yang konsisten. Pengamatan dengan menggunakan hOI plate menunjukkan bahwa pemberian 

genistein dengan dosis ) 0 nmol/meneit seeara iev sehari sekali selama 7 hari dapat menghambat 

seeara signifikan terjadinya toleransi anti nyeri yang dirimbulkan oleh morfin (F(1.14)=3.49; 
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p=O.02), sementara pada dosis 1 nmoVmencit tidak memberikan aktivitas penghambatan 

pengembangan toleransi anti nyeri (F(1,ls)=1.58; p=O.23) seperti terlihat pada gambar 8. 

Pengamatan dengan menggunakan metode tail flick test seperti pada gambar 9 

menunjukkan bahwa pemberian genistein dengan dosis 1 dan 10 runoVmencit dapat secara 

efektif menghambat pengembangan toleransi anti nyeri yang ditimbulkan oleh Morfin 

(F(I,ls)=4.73; p=O.OS untuk dosis 1 nmol dan F(1.14)=20.3S; p=O.OOOS untuk dosis 10 runol). 

Bagaimanapun juga mekanisme penghambatan pada pengembangan toleransi anti nyeri 

dengan praperlakuan tirosin kinase inhibitor belum jelas sampai saat ini. Beberapa pustaka 

menyebutkan bahwa pemberian MOrfin yang akan berikatan dengan reseptor opioid mu yang 

akan mengaktifkan G-protein coupled-receptor. Signal ini akan diteruskan untuk memberikan 

efek fannakologi seperti anti nyeri, euphoria dan lokomotor. Setelah sel syaraf yang mempunyai 

reseptor opioid teraktifasi, sel tersebut juga akan melepaskan protein kecil yang dikenal sebagai 

reelin yang merupakan faktor neuronal migrating protein. Ikatan antara reelin dengan 

reseptomya, apolipoprotein A (Apo A) akan mengaktifkan tirosin kinase untuk menghasilkan 

respon sebagai mekanisme adaptasi (Rice and Curran, 200 I; Ohshima el ai, 200 I; Bock et al 

2004). 
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Gambar 4.8. Efektivitas genistein pada penghambatan pengembangan toleransi anti nyeri yang 

disebabkan oleh penggunaan mortin kronik yang ditentukan dengan metode hOI 

plate test. Tanda #I menunjukkan (F(l,IS) = 1.58; p=O.23) dan S menunjukkan (F(I,14) 

= 3.49; p=O.02) dibandingkan pada kelompok yang hanya mendapat mortin seeara 

kronik. Tanda • menunjukkan p<O.OS dan .. menunjukkan p<O.OO I dibandingkan 

dengan hari yang sarna pada kelompok yang hanya mendapat MOrfin seeara kronik. 
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Gambar 4.9. Efektivitas genistein pada penghambatan pengembangan toleransi ami nyeTi yang 

disebabkan oleh penggunaan mortin kronik yang ditentukan dengan metode tail flick 

test. Tanda 1/ menunjukkan (F(l.15) = 4.73; p=O.05) dan S menunjukkan (F(I.14) = 
20.36; p=O.0005) dibandingkan pada kelompok yang hanya mendapat morfin secara 

kronik. Tanda • menunjukkan p<0.05 dan .. menunjukkan p<O.OOI dibandingkan 

dengan hari yang sarna pada kelompok yang hanya mendapat mortin secara kronik. 

4.6 Efek inhibitor protein pengantar brefeldin A pada pengembangan toleransi analgesia 

mortin 

Implikasi ikatan reeIin pada reseptor Apo E2 menyebabkan aktivasi reelin signaling pathway. 
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Selanjutnya, proses ini akan mengaktivasi protein kecil yang terlibat daJam perkembangan 

adaptasi neuronaJ, termasuk neuronal short dan long term plasticity, down- dan up-regulation, 

serta tolerance. Informasi akan ditransport secara mengikuti jalur mikrotubul dan mencapai 

daerah inti. Pada penelitian ini, kami melakukan blockade pengantaran protein pada jaJur 

tersebut dengan menggwtakan brefeldin A Hasil penelitian menunjukkan bahwa brefeldin A 

pada I, 10 and 20 nmoVmencit dapat mengeblok secara sempuma penghantaran signal yang 

dibawa oleh protein tertentu ke daerah inti sel seperti Nampak pada gambar 4. 10 (F(I,12)=S9.8, 

p<O.OOOl; F(I,12)=180.1, p<O.OOI and F(I,12)=187.9, p<O.OOI untuk tail flick test or F(I,12)=6.6, 

p<0.03; F(I,I2)=13.l, p<O.OOS and F(I,12)=40.1, p<O.OOI untuk hot plate test). 
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Figure 4.10. Efek praperlakuan inhibitor protein pengantar breveldin A (A,B) at3u inhibitor 

CdkS roscovitine (C,D) pada pengembangan toleransi analgesia morfin. Kelompok meneit 
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diberikan breveldin A secara icy (0.1 nmol/mouse, 0; I nmol/mouse, • ; 10 nmol/mouse, • ), 

roscovitine at 30 nmol/mouse (.) atau perlakuan dengan saline-morphine (D). Efek analgesik 

diukur dengan menggllnakan tail flick test (A,C) dan hot plate test (8,0). Masing-masing niIai 

berupa rata-rata ± SEM dari 8-9 ekor men cit. ·p<O.OS, ··p<O.OI and ·"p<O.OOI vs pemberian 

morfin pada dosis 10 mg secara kronik. 

4.7 Efek inhibitor CdkS roscovitine pada pengembangan toleransi analgesia Morfin 

Kami menguji lebih jauh interaksi potensial antara reelin dengan Cdk-S. Kami menggunakan 

pendekatan dan menguji kemampuan reelin untuk memodulasi fosforilasi CdkSendogen dan 

data kami menunjukkan bahwa aktivasi CdkS akibat pemberian Morfin berulang dapat 

diturunkan seeara signifIkan dengan pemberian praperlakuan roscovitine pada 30 nmollmencit 

secara icy (F().15)=6.3, p<0.03 untuk tail flick test and F(1.15)=15.3, p<O.OOI untuk hot plate test) 

seperti pada gambar 4.10. 

Ikatan reel in dengan reseptor transmembran seperti reseptor ApoE2 atau VLDL 

menghasilkan aktivasi rangkaian signal intraselular yang mengakibatkan perubahan kemampuan 

neuron tennasuk pengendalian perkembangan neuron atau mengendalikan sinaptogenesis 

(Arcangelo el ai, 1995; Quattrocchi et ai, 2002; Yip el ai, 2004; Beffert et ai, 2004). Kompleks 

reeJin-reseptor Apo E2 mengaktifkan fosforilasi pada domain PIIPTB pada nab 1. Tyrosine 

phosphorilated-Dab I ditranspor sepanjang mikrotubuIi dart kontak dengan Lis I pada daerah inti 

sel da.'1 pusat kendali mikrotubulus (Ohshima el ai, 2001; Luque, 2004; Sanada el ai, 2004; Bock 

et ai, 2004; Morimura et ai, 2005). InterakS! yang sinergis dari tyrosine phosphOlylated-Dabl 

dengan Lisl dan NudeJ, kemudian teraktifkan melalui fosforilasi diperlukan untuk transmisi 

sinaptik, percabangan pada akson dan sinaptogenesis pada mencit dewasa. Fenomena ini yang 
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juga mendasari terjadinya toleransi analgesic. 

Praperlakuan dengan berbagai variasi dosis antibody anti reelin menghasilkan penghambatan 

perkembangan toleransi analgesia yang diinduksi dengan pemberian MOrfin jangka panjang. 

Pada dasamya, reetin endogen dibebaskan oleh syaraf glutamatergik dan GABAergik yang akan 

berikatan dengan reseptor Apo E2 atau VLDL untuk mengaktifkan reelin signaling pathway. 

karena adanya . Pretreatment dengan monoklonal antibodi anti reelin dapat meengikat reelin 

endogen, yang mengakibatkan terjadinya blokade aktivitas jalur reeling signaling pathway 

(Lacor et ai, 2000; Caruncho et ai, 2004; Fatemi et ai, 2005). Rangsangan reseptor Apo E2 oleh 

reelin akan menyebabkan fosforilasi disabled-} protein (Dab 1 ). Morimura el al telah 

meJaporkan bahwa reelin dan Dab-} berada pada lokasi yang sarna ketika mengalami aktivasi 

(Morimura el ai, 2005). 

Praperlakuan dengan menggunakan inhibitor protein Dab-! MG 132 yang mempunyai ikalan 

kual terhadap domain PIIPTB akan menghambat secara sempuma pengembangan toleransi 

analgesik akibat pemberian morfin secara berulang. Mekanisme yang llntuk mengaktivasi Dab-I 

adalah melalui fosforilasi domain non reseptor yaitu tirosin kinase. Beberapa laporan 

menunjukkan bahwa K252a atau genistein mempWlyai target untuk fosforilasi Dab-I pada 

lokasi ini. Pretreatment dengan K252a atau genistein dapat mengeblok secara total 

pengembangan toleransi analgesik Morfin. Kelompok peneliti lain telah melaporkan bahwa 

inhibitor protein penghantar breveldin A mempunyai kapasitas sebagai penghambat jalur 

hantaran informasi dari Dab-l yang teraktivasi. Pada penelitian ini, praperlakuan deng~n 

breveldin A menghambat secara signifikan pengembangan toleransi analgesik akibat pemberian 

morfin berulang. Cdk5 dan protein p35 diduga mempWlyai peran dalam jalur reelin signaling 

pathway. CdkS terdiri dari lobe besar yang mengandung C-terminal a-helix dan lekukan sebagai 
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tempat untuk aktivasi, sedangkan lobe keci1 mengandung a N-tenninal a-helix dan lekukan yang 

banyak mengandung g1isin. Pemberian inhibitor selektif CdkS roscovitine menghambat secara 

signifikan perkembangan toleransi analgesia morfin (Garcia et 01, 2004; Kuvbachieva el 01, 

2004; Mapelli, 2005). 

Secara keseluruhan data kami menunjukkan bahwa protein yang terlibat dalam reelin 

signaling pathway mempunyai peran dalam perkembangan toleransi analgesia yang diinduksi 

dengan pemberian morfin berulang. Pemberian senyawa yang mampu menghambat aktivasi 

jalur tersebut akan mencegah teJjadi perkembangan toleransi analgesia mortin. 
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BABV 

KESIMPULAN DAN SARAN 

Dari penelitian ini dapat disimpulkan bahwa : 

1. Reelin terekspresikan dengan densitas tinggi pada korda spinalis dan beberapa bagian 

otak yang bertanggungjawab terhadap ekspresi nyeri. 

2. Jalur neuronal migrating factor mempWlyai peran besar dalam perkembangan toleransi 

analgesik akibat induksi morfm pada dosis 10 mg/kg sehari sekali selama 7 hari. 

3. Pemberian antibodi pengeblok aktivitas jalur neuronal migrating factor seperti 

monokJonal antibodi reelin dan receptor ApoE2 dapat menghambat secara signifikan 

perkembangan toleransi analgesia. 

4. Pemberian senyawa-senyawa yang menghambat jalur neuronal migrating/actor seperti 

antibodi reelin, antibodi DAP-I, K252a, genistein, breveldin A dan roscovitine dapat 

menghambat secara sempuma perkembangan toleransi analgesia yang diinduksi 

pemberian marlin secara berulang. 
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