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CURCUMIN DECREASE PLACENTAL NF-xkB EXPRESSION AND
MALONEDIALDEHIDE SERUM
In Preeclamptic Mus musculus model

Objective: Curcumin, derived from the plant Curcuma that is a commonly used
not only as spice but also as medicinal plants. Curcumin has been shown to
exhibit antioxidant, anti-inflamatory, and anti-platelet. These effects are
mediated through the regulation of various transcription factors, inflamatory
cytokines, protein kinase, and other enzimes. Thus, has a potential against
oxidative stress-related and inflamatory illness, Preeclampsia. This study
compare NF-xB expression and malonedialdehide assesment (as a marker of
oxidative stress gradation) between preeklamptic mice model treated with two
different dose curcumin and control.

Method: Experimental study, randomized controlled double blind controlled
trial. Three mice groups, preeklamptic induced by injection of anti-Qa2
antibody. One group treated with 100 mg/kgBW of curcumin, other group with
240 mg'kgBW of curcumin, and one control group (aquades as plasebo). Those
treatment given daily until 14 days. The mice were sacrificed, placentas were
taken for NF-xB expression assesmeni with immunohistochemistry staining
method, the serums were taken for malonedialdehide assesment.

Result: There are significant differences in NF-xB assesment between group
treated with 100 mg'kgBW of curcumin and control (1,5111+0,2922), group
treated with 240 mg/kgBW of curcumin and control (1,0000 0,2922). But there is
no significant difference between group treated by 100 mg/kgBW of curcumin
and group treated by 240 mg/kgBW of curcumin (-0,5111+0,2922).

There are significant differences in malonedialdehide amount between group
treated with 100 mg/kgBW of curcumin and control (mean difference
2,7320+0,3042), group treated with 240 mg/kgBW of curcumin and control
(mean difference 3,5334+0,2612), between group treated with 100 mg'kgBW of
curcumin and group treated with 240 mg/kgBW of curcumin (mean difference
0,8014+0,1624).

Conclusion: Curcumin decrease NF-xB expression and malonedialdehide
amount in preeklamptic mice model. The decreasing is dose dependent. At dose
240 mg/'kgBW, curcumin might have pro-oxidant effect that cause decreasing of
curcumin antioxidant activity.
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MMP : matrix metalloproteinase;
NAT : Arylamine N-acetyltransferases;
NF-xB ) nuclear factor-kappa B
NGF : nerve growth factor;
Nrf-2 - nuclear factor 2-related factor;
PDGF 4 platelet derived growth factor;
PhK : phosphorylase kinase; PKA, protein kinase A;
PKB : protein kinase B;
PKC 2 protein kinase C; pp60c-src, pp60c-src tyrosine kinase;
PPARy : peroxisome preoliferator-activated receptor-gamma;
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. TNFa : tumor necrosis factor alpha;
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BAB 1 \
PENDAHULUAN t diog

Latar Belakang Masalah

Diperkirakan di dunia setiap menit perempuan meninggal karena komplikasi
yang terkait dengan kehamilan dan persalinan, dengan kata lain 1500 perempuan
meninggal setiap harinya atau lebih dari 500.000 perempuan meninggal dalam satu
tahun karena kehamilan dan persalinan (WHO, 2005).

Salah satu penyebab utama morbiditas dan mortalitas ibu dan janin terkait
dengan kehamilan dan persalinan disamping karena perdarahan dan infeksi adalah
preeklampsia (PE). Lebih dari empat juta wanita mengalami preeklamsia setiap
tahunnya (Lyall, 2007). Prevalensi dari preeklamsia berkisar antara 4,4-17,5%
dengan rata-rata 4,6% (Gibson, 2006). Di Indonesia angka kejadian preeklamsia 3—
10% dan memberikan kontribusi sebesar 39,5% pada angka kematian ibu tahun 2001
dan meningkat tajam menjadi 55,56% pada tahun 2002 (Roeshadi, 2004).

Preeklamsia adalah suatu penyakit pada kehamilan yang ditandai dengan
hipertensi dan proteinuria sesudah usia kehamilan 20 minggu. Pada umumnya
sindroma ini muncul pada akhir trimester kedua sampai trimester ketiga kehamilan,
Gejala berkurang atau menghilang setelah melahirkan sehingga terapi definitifnya
adalah mengakhiri kehamilan (Roberts JM, 1998). Preeklampsia dapat berakibat
buruk baik pada ibu maupun janin yang dikandung. Komplikasi pada ibu berupa
sindroma HELLP (hemolysis, elevated liver enzyme, low platelef), edema paru,
gangguan ginjal, perdarahan, solusio plasenta bahkan kematian ibu. Komplikasi pada
bayi dapat berupa kelahiran prematur, gawat janin, berat badan lahir rendah atau intra

uterine fetal death (IUFD) (Mutter et al., 2007).
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Penelitian sebelumnya melaporkan bahwa terjadinya disfungsi endotel

maternal, seperti yang terjadi pada kehamilan dengan preeklampsia, akan tetap ada
hingga beberapa tahun setelah episode. Dan pada wanita dengan preeklampsia
terdapat peningkatan risiko terjadinya penyakit kardiovaskuler (Chambers et al,
2001). Banerjee dan Cruickshank JK (2006) telah merangkum beberapa hasil studi
terkait hal tersebut, menyimpulkan adanya peningkatan angka kejadian hipertensi,
diabetes mellitus, peningkatan kolesterol darah, obesitas, dan peningkatan diameter
lingkar pinggul pada wanita dengan riwayat preeklampsia yang diamati selama 7
hingga 31 tahun setelah mengalami preeklampsia.

Preeklampsia terjadi karena kelainan implantasi. Terdapat beberapa teori
mengenai etiologi molekuler preeklampsia diantaranya predisposisi genetik,
trombofilia, endokrinopati, wvaskulopati, iskhemi plasenta, stres oksidatif dan
maladaptasi imun (Wochenschr, 2003). Akhir-akhir ini disfungsi endotel dianggap
berperan dalam patogenesis preeklampsia (Wibowo N, 2001) dengan segala akibatnya
yang saling berkaitan. Hasil akhir dari kelainan implantasi dan molekuler ini adalah
hipoksia plasenta karena kerusakan endotel, yang kemudian memicu produksi
mitogen, sitokin, eikosanoid dan komponen vasoaktif lainnya, salah satunya
tromboksan, yaitu sebuah vasokonstriktor kuat dan stimulan agregasi platelet yang
dapat memperberat hipoksia plasenta.

Acetylsalicylic acid, atau dikenal dengan aspirin, menghambat agregasi
platelet. Sibai et al pernah meneliti penggunaan aspirin dosis rendah (60 mg per hari)
bermanfaat untuk mencegah preeklampsia pada wanita sehat, nulipara, tanpa adanya
faktor risiko. Diantara 3135 wanita, insiden preeklampsia lebih rendah secara
signifikan pada kelompok yang diberi aspirin daripada kelompok yang diberi plasebo

(4,6% dibanding 6,3%). Diantara wanita dengan tekanan darah sistolik awal 120
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hingga 134 mm Hg yang diterapi aspirin, terdapat penurunan insiden preeklampsia
(5,6% dibanding 11,9%). Studi lain yang dilakukan Duley et al (2007) melaporkan
penurunan insiden ini juga didapatkan dengan penggunaan agen anti platelet lain
(dipyridamol) selain aspilet. Agen antioksidan selama ini juga digunakan sebagai
terapi preeklampsia, mengingat patifisiologi preeklampsia sebagai penyakit stres
oksidatif yang disebabkan terbentuknya radikal bebas dalam jumlah besar.

Terapi medis untuk preventif preeklampsia pada wanita hamil dengan risiko
preeklampsia selama ini diantaranya menggunakan obat-obatan anti trombotik, seperti
aspirin diatas, dan anti oksidan. Namun, penggunaan aspirin jangka panjang tersebut
dapat menimbulkan efek samping masalah gastrointestinal. Penggunaan dosis rendah
pada terapi aspirin jangka panjang tetap tidak menurunkan risiko terjadinya masalah
gastrointestinal (Derry, 2000). Pengobatan yang aman, efektif dan terjangkau di masa
dewasa ini semakin dikembangkan.

Dewasa ini pengobatan herbal mulai dipertimbangkan khasiat dan
efektfitasnya melalui penelitian yang banyak berkembang. Curcumin, adalah salah
satu bagian dari kekayaan herbal tradisional yang mudah ditemui sebagai salah satu
tanaman obat selama beberapa abad. Curcumin diturunkan dari akar tanaman
Curcuma longa, selain digunakan sebagai obat, juga dikenal luas sebagai bumbu
masakan yang memberi warna kuning emas. Beberapa spesies dari genus curcuma
yang lain juga mengandung Curcumin, diantaranya C. phaeocaulis (3%), C. zedoaria
(0,1%), C. xanthorrhiza (1-2%). Namun, telah diteliti bahwa Curcuma longa -lah
yang mempunyai kandungan Curcumin terbanyak (3-8%).

Curcumin telah diteliti dan diketahui sebagai bahan anti-inflamasi, anti-
kanker, anti alergi. Juga telah banyak diteliti penggunaannya sebagai terapi arthritis,

terapi supportif untuk diabetes, penyakit kolesterol, kardiovaskular dan
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neuroprotektor. Curcumin mempunyai efek anti platelet seperti aspilet. Juga
merupakan antioksidan kuat, seperti vitamin antioksidan yang selama ini digunakan
untuk terapi preeklampsia. Satu studi melaporkan kejadian ulkus pada lambung tikus
tapi tidak diketemukan pada penelitian berikutnya. Melihat potensi Curcumin yang
dapat menghambat faktor-faktor patofisiologi preeklampsia, juga karena efek
sampingnya yang rendah, peneliti memilih mempelajari pengaruh Curcumin untuk
perbaikan kondisi preeklampsia.

Precklampsia adalah penyakit pada manusia. Penelitian etiopatogenesis
molekuler dan seluler preeklamsia pada wanita hamil sangat sulit dan mahal. Untuk
mengetahui etiopatogenesis preeklamsia dengan menggunakan jaringan trofoblas
pada trimester | dan trimester Il pada manusia tidak lazim dikerjakan karena
merupakan tindakan yang invasif dan mengakibatkan abortus/partus prematurus yang
tentunya tidak diperbolehkan secara etis medis (Sulistyowati, 2009). Hal ini membuat
peneliti melakukan penelitian preeklamsia dengan model hewan coba. Berbagai cara
telah dilaporkan untuk membuat model preeklampsia pada hewan, yang saat ini
banyak dilakukan adalah pada spesies rodent. Patofisiologi preeklampsia yang
berhubungan dengan ekspresi HLA-G, telah diketahui homolog dengan ekspresi Qa-2
pada rodent. Sesuai metode penelitian sebelumya, peneliti menggunakan pemberian
antibodi anti Qa-2 untuk membuat model Qa-2 negatif yang menunjukkan disfungsi
endotel pada mencit (Mus musculus).

Diharapkan hasil penelitian ini dapat membuka kemungkinan pengembangan
penelitian lebih lanjut untuk memanfaatkan Curcuma longa yang merupakan obat

tradisional Indonesia sebagai alternatif terapi untuk memperbaiki kondisi

precklampsia.

4
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1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang diatas, dapat dikemukakan rumusan masalah
penelitian sebagai berikut:
Apakah jumlah ekspresi NF-kB dan kadar malondealdehid lebih sedikit pada
mencit model preeklampsia yang diberi perlakuan curcumin dibandingkan mencit

model preeklampsia yang tidak diberi curcumin?

1.3 Tujuan
1.3.1 Tujuan umum
Mengamati pengaruh zat aktif Curcumin untuk perbaikan kondisi
preeklampsia pada mencit.
1.3.2 Tujuan khusus

1. Membuktikan perbedaan pengaruh pemberian Curcumin dosis 100 mg/kg BB
terhadap penurunan jumlah ekspresi NFkB pada mencit model preeklampsia
yang diberi perlakuan curcumin dan pada mencit kelompok kontrol.

2. Membuktikan perbedaan pengaruh pemberian Curcumin dosis 240 mg’kg BB
terhadap penurunan jumlah ekspresi NFkB pada mencit model preeklampsia
yang diberi perlakuan curcumin dan pada mencit kelompok kontrol.

3. Membuktikan perbedaan pengaruh pemberian Curcumin dosis 100 mg/kg BB
terhadap penurunan kadar malondealdehid pada mencit model preeklampsia
yang diberi perlakuan curcumin dan pada mencit kelompok kontrol.

4. Membuktikan perbedaan pengaruh pemberian Curcumin dosis 240 mg/kg BB
terhadap penurunan kadar malondealdehid pada mencit model preeklampsia

yang diberi perlakuan curcumin dan pada mencit kelompok kontrol.
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5. Membuktikan perbedaan pengaruh pemberian Curcumin dosis 100 mg/kg BB
dibandingkan dengan pemberian Curcumin dosis 240 mgkg BB terhadap

penurunan kadar malondealdehid pada mencit model preeklampsia.

6. Membuktikan perbedaan pengaruh pemberian Curcumin dosis 100 mg/kg BB

dibandingkan dengan pemberian Curcumin dosis 240 mgkg BB terhadap

penurunan jumlah ekspresi NFkB pada mencit model preeklampsia.

1.4  Manfaat Penelitian
1.4.1 Manfaat akademis
1. Meneliti bahwa curcumin dapat digunakan untuk perbaikan kondisi
preeklampsia pada mencit.
2. Memberi kesempatan peneliti berikutnya untuk meneliti efek terapi curcumin
dengan tujuan tersebut menggunakan simplisia dari C. Longa
1.4.2 Manfaat praktis
1. Memanfaatkan curcumin sebagai bahan obat herbal tradisional untuk
digunakan sebagai terapi precklampsia
2. Memanfaatkan curcumin sebagai bahan obat tradisional untuk digunakan

sebagai terapi penyakit akibat stres oksidatif dan penyakit inflamasi pada

umumnya.
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BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1  Kehamilan dan Preeklampsia
2.1.1 Perkembangan Trofoblas Pada Kehamilan

Fertilisasi dalam tuba falopii terjadi dalam 24-48 jam sesudah ovulasi.
Perkembangan dari zigot hingga morula terjadi dalam zona pelusida. Morula memasuki
kavum uteri setelah 2-3 hari sesudah fertilisasi. Saat terjadi transisi antara morula dan
blastokis, terjadi diferensiasi sel. Elemen pertama yang mengalami diferensiasi saat hasil
konsepsi berbentuk morula adalah trofoektoderm. Saat morula berubah menjadi blastokis,
sel-sel trofoektoderm membentuk lapisan mengelilingi blastokis dengan inner cell mass
pada salah satu kutubnya. Pada hari keenam hingga ketujuh setelah terjadinya ovulasi,
blastokis berinsersi diantara sel epitel mukosa uterus. Saat itu trofoektoderm pada tempat
perlekatan mengalami diferensiasi menjadi syncytial mass. Perubahan ini diduga terjadi
oleh karena rangsangan saat kontak dengan epitel permukaan. Setelah hari kedelapan,
trofoblas berdiferensiasi menjadi outer multinucleated syncytiotrofoblast (primitive
syncytium) dan inner layer of primitive mononuclear cytotrophoblast. Selanjutnya
syncytial mass melakukan penetrasi diantara sel epitel dan secara cepat ekspansi tersebut
mencapai stroma dibawahnya. Ini terjadi sebagai akibat dari mitosis sel sitotrofoblas.

Pada sinsitiom mulai terbentuk vakuola dan lakuna yang membesar secara cepat
dan menyatu setelah hari kesembilan. Saat itu sirkulasi uteroplasenta terjadi ketika kapiler
vena dirusak oleh sinsitium sehingga darah dapat melewati sistem lakuna. Selanjutnya
lakuna akan menjadi spatium intervilus. Pada plasenta definitif. pada hari kedua belas
hingga ketiga belas setelah fertilisasi, posisi blastokis telah sepenuhnya terfiksasi dalam
stroma desidua dan epitel permukaan uterus telah tumbuh menutup defek yang terjadi.

Proses ini melibatkan nekrosis jaringan dan reaksi inflamasi mukosa yang minimal (Loke,
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1995; Norwitz, 2001). Setelah fase nidasi, perkembangan trofoblas selanjutnya terjadi
melalui dua jalur yaitu vilus dan ekstravilus. Pembedaan ini berkaitan dengan fungsinya
yang berbeda. Trofoblas vilus menutup vili koreales dari plasenta definitif dan berkaitan
dengan transport oksigen dan nutrien dari ibu ke janin. Sedangkan trofoblas ekstravilus
bermigrasi ke dalam mukosa uterus hingga mencapai myometrium melalui berbagai bentuk

sel maternal selama berinfiltrasi ke dalam jaringan uterus (Loke, 1995).

Gambar 2.1 Diagram tahap-tahap remodeling pada arteri spiralis.

Gambar diatas menunjukkan tahap remodelling pada arteri spiralis. Tahap 1 diawali
dengan vakuolisasi endotelial. Pada tahap 2 dimulai disorganisasi awal stratum media dan
pelunakan stratum elastika, kondisi tersebut berhubungan dengan dilatasi awal pembuluh
darah. Pada tahap 3 endovaskular trofoblas tampak pada lumen arteri. Dua langkah
berikutnya merupakan bagian dari perubahan fisiologis. Tahap 4. endovaskular trofoblas

menyatu dengan dinding pembuluh darah, proses ini berhubungan dengan deposisi

fibrinoid. Otot polos dan stratum elastika digantikan oleh materi fibrinoid, dimana proses '
8
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pelekatan trofoblast membentuk bentukan seperti jaring laba-laba. Langkah terakhir yaitu
langkah 5, melibatkan perbaikan endotel dan penebalan stratum intima (kiri) (Kumar,
2005).

Pada saat usia kehamilan kurang dari 10 minggu, kondisi uterus adalah dalam
keadaan hipoksia. Kadar oksigen yang ada sebesar 2%, ini sesuai dengan tekanan oksigen
sebesar 14 mmHg. Kondisi ini akan meransang peningkatan jumlah siklin B2, suatu
regulator pembelahan sel, hingga tiga kali lipat. Peningkatan siklin ini akan mengakibatkan
peningkatan proliferasi trofoblas yang mengekspresikan epidermal growth factor receptor
(EGFR). Selain itu, kondisi hipoksia ini mengakibatkan dikeluarkannya hypoxia-inducible
Jactor (HIF) yang selanjutnya akan merangsang meningkatnya pembentukan VEGF
(vascular endothelial growth factor) oleh desidua. Rangsangan VEGF akan mengakibatkan
proliferasi trofoblas dan mengurangi aktifitas differensiasi trofoblast yang sejalan dengan
proses invasi (Damsky, 1994).

Pada kadar oksigen 20% (98 mm Hg) seperti di sekitar arteriole uterus, akan terjadi
peningkatan ekspresi p21 hingga 3-4 kali lipat. Sehingga akan menghentikan sirkulasi sel.
Selanjutnya oleh adanya pengaruh VEGF yang rendah kadarnya akan merangsang aktifitas
diferensiasi trofoblas yang sejalan dengan proses invasi. Di mana trofobras yang invasif
tersebut mengekspresikan protoonkogen c—erbB (Damsky, 1994). Pada perkembangan
awal trofoblas mengekspresikan integrin a5p1 yang merupakan reseptor fibronektin,
selanjutnya pada saat invasi sel ini akan mengekspresikan integrin a5p1 yang merupakan
reseptor kolagen/laminin. Sehingga sel trofobras tersebut dapat mengadakan invasi jauh ke
arteri spiralis yang berada pada 1/3 atas lapisan miometrium. Namun bila terjadi kegagalan

dalam mengekspresikan integrin a5B1, maka invasi trofoblas akan menjadi sangat dangkal

schingga dapat berakhir dengan terjadinya preeklampsia (Genbacev, 1997).

9
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Pada kondisi kehamilan normal terjadi apoptosis sel sinsitiotrofoblas yang dapat
dilihat dengan elektron mikroskop dalam bentuk gambaran khas seperti hilangnya
mikroviili dan mengembungnya membran permukaan. Apoptosis ini berperan dalam
pergantian sitotrofoblas dan pembaruan permukaan sinsitium dari viili koreales. Proses
apoptosis pada plasenta ini dekendalikan oreh XIAP (x-linked inhibitor of apoptosis
protein), Fas dan FasL (Fas Ligand). Proses apoptosis selain teriadi pada sinsitiotrofoblas
juga terjadi pada sitotrofoblas. Proses ini makin meningkat dengan makin tuanya

kehamilan. Ini terjadi karena adanya peningkatan pembentukan Fasl. dan penurunan

pembentukan XIAP (Gruslin, 2001).
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Gambar. 2.2 Jalur intrinsik (mitokondria) dalam proses apoptosis. Death agonis
menyebabkan perubahan pada membran bagian dalam mitokondria, mengakibatkan
mitochondrial permeability transition (MPT) dan pelepasan sitokrom ¢ dan pro-apotosis
lainnya kedalam sitosol, yang kemudian mengaktivasi enzim caspase (Kumar, 2005)
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2.1.2 Imunologi Implantasi
Sebagaimana yang telah diungkapkan oleh Davies (2007), bahwa ada tiga
mekanisme yang mungkin untuk menjelaskan bisa bertahannya fetus dalam organ ibu
adalah:
a. Pemisahan atomis antara ibu dan janin
b. Imaturitas antigen janin

¢. Immunologic 'ineriness' atau toleransi imunologis dari ibu

Kemungkinan yang ketigalah yang paling memungkinkan (Munn, 1998). Adapun
interaksi yang terjadi secara imunologis pada feto-maternal function adalah interaksi
sitotrofoblas dengan sel NK CD 56 Bright dan HLA-G menghasilkan produksi m RNA dan
G-CSF,G M-CSF, CSF-1, TNF-g,L IF,IL-8, dan IFN-y. Kesemua sitokin tersebut akan
merangsang proliferasi dan diferensiasi sitotrofoblas. IFN-y akan merangsang sitotrofoblas
untuk mengekspresikan HLA-G dua kali lipat. Sel NK CD56 yang ada di desidua lain
dengan sel NK yang beredar di sirkulasi maternal. Interaksi dengan matriks ekstraseluler
pada anchoring villous, sitotrofoblas mengekspresikan a6p4 untuk berinteraksi dengan
laminin dan sinsitiotrofoblas. Untuk sitotrofoblas yang migrasi/invasi akan mengalami
perubahan jadi a5p1 agar dapat berikatan dengan fibronektin. Saat invasi ke endovaskuler
akan berubah lagi jadi a1B1. Perubahan dari tipe laminin ke fibronektin diduga dipengaruhi
oleh faktor serum. Ini telah dibuktikan oleh Bunows, 1994 dengan Mabs-nya yang
berperan seperti menghasilkan peptida RGD (arginine-glycine-aspartic acid) dalam kadar
sesuai dosis. Preeklampsia ditandai dengan kegagalan perubahan integrin laminin ke
fibronektin (Zhou, 1993).

Pada kehamilan normal, ekspresi HLA-G dalam jumlah yang mencukupi

selanjutnya ini akan berinteraksi dengan sel NK sehingga merangsang aktivitas 1TIMs
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(Immunoreceptor tyrosine-based inhibition motifs). Hal ini akan mengaktivasi PTP
(protein tyrosine phosphatase) sehingga sel NK selanjutnya akan membentuk 1L-4. Sitokin
ini selanjutnya akan mengaktivasi sel T naif untuk membentuk sel Th2 melalui jalur
STATG (signal transducer and activator of transcription) yang memproduksi sitokin Th2
(Brien, 2000; Klien, 2000; Abbas, 2003). Selain itu sel sinsitiotrofoblas juga memproduksi
enzim indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) yang berfungsi mengatabolisme triptofan.
Sedangkan triptofan yang diperlukan untuk proliferasi sel T (Kudo, 2003;
Chaiworapongsa, 2002). Sehingga sinsitiotrofoblas dapat menyupresi aktifitas sel T dan
mempertahankan diri terhadap mekanisme penolakan oleh tubuh ibu. Hasil akhir dari
interaksi ini adalah berupa tidak terjadinya respon sitolitik terhadap trofoblas. Sehingga

trofoblas dapat melakukan invasi secara dalam. Sehingga tidak terjadi insufisiensi plasenta.

2.1.3 Maladaptasi imunologis

Maladaptasi imunologis disini maksudnya adalah terjadinya gangguan adaptasi/
toleransi imunologis dari ibu terhadap jaringan hasil konsepsi yang jika pada kehamilan
normal ditandai oleh menonjolnya aktivitas sitokin Th2 sehingga janin dapat bertahan dan
tumbuh dengan baik. Sedangkan pada kondisi maladaptasi yang terjadi adalah peningkatan
sitokin proinflamasi (sitokin Thl). Pada studi yang dilakukan pada penderita dengan
preeklampsia dan kehamilan normal didapatkan perbedaan yang bermakna secara statistik
dalam hal kadar sHLA-G dalam plasma pada trimester pertama dan kedua (Yie, 2004).

Pada penderita preeklampsia didapatkan kenyataan bahwa telah terjadi penurunan
ekspresi HLA-G. Penurunan ekspresi ini disebabkan oleh adanya polimorfism CAC-CAT
pada kodon 93 dan delesi 14bp pada 3'UTR. Dikatakan bahwa ada korelasi antara kejadian
preeklampsia dengan kelainan genetik tersebut. Dugaan lainnya adalah adanya defek pada

gen TAP (transporter associated with antigen processing) yang mengekspresikan TAP1
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dan TAP2 yang berperan membawa peptida HLA-G melalui a
sel. Sehingga jumlah HLA-G dapat berkurang jika dibandingkan kondisi normal (Brien,
2000; Klien, 2000).

Dalam kondisi ekspresi HLA-G pada trofoblas ekstravilus yang rendah ini
selanjutnya akan merangsang aktivasi ITAMs (Immunoreceptor tyrosine based activation
motifs) pada sel NK desidua sehingga mengaktiftan PTK (protein tyrosine kinases). Sel
NK diaktivasi oleh tiga target sel yang diliputi antibodi, sel yang terinfeksi virus dan
beberapa bakteri intraselular dan sel yang tidak mengekspresikan MHC kelas 1 seperti pada
trofoblas ekstravilus ini. Sehingga sel NK akan memproduksi IFN-y yang selanjutnya akan
mengaktivasi makrofag untuk memproduksi TNF-a, 1L-12 (Loke, 1995; Abbas,2003).

Produksi IL -12 oleh makrofag akan merangsang sel T naif CD4+ untuk
membentuk sel Th]l melalui jalur STAT4 (signal transducer and activator of transcription)
(Abbas, 2003). Selanjutnya Thl yang terbentuk akan segera memproduksi sitokin
proinflamasi. Sitokin tersebut antara lain TNF-a, 1L-1,1 L-6,I FN-y (Abbas, 2003). Sitokin
TNF-a akan meningkatkan ekspresi iNOS (inducible NO synthase) dan menurunkan
ekspresi eNOS (endothetial NO synthase) dengan akibat akan menurunkan kemampuan
vasodilatasi yang tergantung endothel. Sehingga terjadi vasokonstriksi pada preeklampsia.
Sitokin ini juga meningkatkan ekspresi E —selectin dan molekul adhesi endothel lainnya.Ini
mengakibatkan aktivasi endothel.

Kadar IL-6 yang beredar pada penderita preeklampsia mengalami peningkatan.
Peningkatan ini kemungkinan karena plasma dari penderita preeklampsia dapat
mengaktifkan sel endotel vaskular melalui mekanisme NF-xB. Sitokin ini dapat
meningkatkan rekrutmen limfosit ke jaringan non limfoid dengan meningkatkan ekspresi
molekul adhesi (Granger, 2001; Watson, 1996, Munn, 1998). Sedangkan IFN-y yang

diproduksi akan mengaktivasi sel makrofag, merangsang sel B untuk memproduksi lg G
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yang berfungsi untuk opsonisasi untuk fagositosis. Bersama-sama dengan IL-2 akan
merangsang diferensiasi sel T CD8+ menjadi sel T sitolitik. Bersama-sama dengan TNF-a
sitokin ini akan menghambat proliferasi trofoblas (Abbas, 2003, Dekker, 1998). Sitokin ini
juga akan merangsang makrofag untuk memproduksi enzim indoleamine 2, 34ioxygenase
(IDO) yang berfungsi mengatabolisme triptofan. Sehingga dapat mengatabolisme triptofan
yang diperlukan untuk proliferasi sel T (Kudo, 2003; Chaiwonapongsa, 2002).

Selain karena rangsangan sitokin IFNy, juga karena sinyal lain dari sel T yang
teraktifasi, sehingga menghambat proliferasi sel T dengan cara secepat mungkin
mengonsumsi triptofan, beberapa makrofag jaringan secara invivo menggunakan
mekanisme imunosupresif ini (Kudo, 2003; Chaivrorapongsa, 2002).

Banerjee (2005) membuktikan bahwa pada penderita dengan preeklampsia tidak
terjadi peningkatan ekspresi reseptor IFN-yR2. Kondisi ini menyerupai kondisi hipoksi
pada awal masa kehamilan (7-10 minggu). Diduga hal ini yang menjadi penyebab
gagalnya perubahan dari sitokin Thl menjadi sitokin Th2 pada preeklampsia. sehingga
pada penderita Preeklampsia terjadi maladaptasi imunologis.

Selain sitokin yang telah disebutkan di atas, sel Thl juga memproduksi LT
(lymphotoxin) yang akan merangsang aktifasi neutrofil (Abbas, 2003). Kondisi ini semua
disertai dengan produksi MIP-la (Monocyte Inflammatory Protein la) oleh sel
sitotrofoblas yang akan memobilisasi sel NK CD* "™ (Zhou, 1997). Keadaan yang telah
disebutkan di atas akan mengakibatkan invasi trofoblas yang dangkal sehingga terjadi
iskemi plasenta.

2.1.4 NF-xB
Nuclear Factor-xB (NF-xB) adalah faktor transkripsi yang dapat menginduksi

aktivasi gen keradangan (inflammatory genes), termasuk TNF-a, IL-1, 1L-2, IL-6, IL-8,

Granulocyte-macrophage colony stimulating factor (GM-CSF), molekul MHC kelas 1,
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reseptor IL-2, selektin E, vascular cell adhesion molecule (VCAM-1), prekursor serum
amiloid A, dan angiotensin. Faktor transkripsi tersebut berikatan dengan daerah promotor
dan enhancer gen target. Dalam inti, NF-xB yang dapat berikatan dengan DNA berbentuk
heterodimer yang terdiri dari subunit Rel-A dengan berat molekul 65 kDa, yang dahulu
disebut p65 dan subunit p50 dengan berat molekul 50 kDa. Tetapi, masing-masing subunit
dapat membentuk homodimer yang juga dapat berikatan dengan DNA (Marok et al, 1996;
Chen et al 1999).
Pada sel yang tidak dirangsang, NF-xB terdapat dalam bentuk inaktif di dalam
sitoplasma, membentuk kompleks dengan inhibitor IxB. Berbagai macam rangsangan
seperti mitogen, sitokin pro-inflamatori, radiasi ionisasi, sinar ultraviolet, protein virus,
LPS bakteri dan ROS dapat menyebabkan fosforolasi dari IxB sehingga mengaktifkan NF-
kB (Venugopal, 2006). Beberapa sitokin yang ekspresi gen mereka diaktifkan oleh NF-xB,
seperti TNF-a dan IL-2, juga merupakan aktivator NF-xB, sehingga memberikan suatu
potensi untuk siklus positive feedback dalam respon keradangan. Terdapat banyak bukti
yang menyatakan bahwa senyawa oksigen reaktif, terutama H;O; bertindak sebagai
messenger dalam jalur aktivasi NF-xB. Sel yang diberi antioksidan atau mengekspresi
secara berlebihan enzim katalase, glutation peroksidase, atau thioredoksin, menghambat
aktivasi NF-xB yang dirangsang oleh berbagai macam stimuli. Pemberian H,0, pada
kultur beberapa jenis sel mengaktifkan NF-xB (Marok et al, 1996; Schmidt et al, 1996;
Kim et al, 2000; Snapper et al, 1996).
Kejadian kunci dari aktivasi NF-xB adalah induksi fosforilasi dari subunit inhibitor
IxB-a pada residu serin 32 dan 36. Modifikasi kovalen oleh suatu kinase akan menginduksi
konjugasi IxB-a dengan ubiquitin, yang diikuti dengan degradasi inhibitor oleh proteasom.
Dissosiasi NF-xB dari kB ini menyebabkan NF-xB menjadi bentuk aktif, yang kemudian

akan mengalami translokasi ke dalam nukleus, dimana kemudian akan berikatan dengan
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bagian pengatur (regulatory sequences) dari gen target (Marok et al, 1996; Schmidt et al,

1996; Kim et al, 2000; Snapper et al, 1996; Lederer, 1996).

Struktur dan aktivitas NF-xB

Nuclear factor-xB (NF-xB) pertama kali ditemukan sebagai B-cell-specific factor
yang berikatan dengan motif urutan DNA pendek yang terdapat pada emhancer
immunoglobulin rantai ringan k. Sekarang diketahui bahwa NF-xB diekspresi oleh semua
jenis sel dan memegang peran yang lebih luas dalam transkripsi gen. Telah dikenal 5
anggota famili NF-xB, yaitu p50 dan p52 (disintesa dalam bentuk prekursor pl05 dan
pl00) yang mengaktifkan transkripsi secara lemah dan mungkin dapat bertindak sebagai
represor bila berikatan dengan tempat target sebagai homodimer, p65 dan c-rel yang
merupakan aktivator transkripsional dari famili, serta rel B yang diekspresi secara spesifik
pada jaringan limfoid. Anggota famili NF-xB (yang juga dikenal sebagai Rel) memiliki
kesamaan pada daerah ujung N yang sangat homolog pada 300 asam amino, dan dikenal
sebagai domain homologi Rel (Rel homology domain). Domain tersebut memperantarai
dimerisasi dan pengikatan dengan DNA. Bentuk yang paling sering dan yang paling aktif
dari NF-xB adalah heterodimer dari p65 (Rel A) dan p50 (NF-xB1). Heterodimer tersebut
adalah bentuk klasik dari NF-xB. Struktur dimerik NF-xB memberikan potensi bagi setiap
famili NF-xB dan homodimer Rel intuk memberikan fungsi biologik yang berbeda

(Manning & RAo, 1999; Israel & Kourilsky, 1996).

Sebagian besar heterodimer dan homodimer NF-xB terdapat pada sitoplasma dalam
bentuk berikatan dengan suatu famili protein inhibitor yang secara bersama-sama disebut
sebagai IxB. Hanya sel B dan beberapa sel garis monosit/makrofag yang menunjukkan
aktivitas NF-xB inti secara terus menerus. Berbagai macam rangsangan, misalnya phorbol
ester pada berbagai macam sel. LPS pada sel pre-B, dan sitokin seperti TNF-u dan IL-1,
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menyebabkan degradasi IxB-a melalui jalur ubiquitin-proteasom setelah terjadi fosforilasi,
dan translokasi NF-xB ke inti, dimana dia dapat mengaktivasi gen target. Homodimer p50
memiliki afinitas yang rendah terhadap molekul IxB, sehingga dia senantiasa ada di dalam
inti. Homodimer ini disebut KBF1, dan adanya aktivitas pengikatan KBF1 kelihatannya
berhubungan dengan ekspresi basal dari gen MHC kelas 1. Bila terjadi rangsangan oleh
TNF-a misalnya, kompleks yang lebih aktif seperti heterodimer p50 dan p65 akan
dilepaskan dan inhibitor sitoplasmik, mengalami translokasi ke inti, dimana dia akan
menggantikan posisi homodimer KBF1 dengan menempati dua palindrom (ab) dan (ab’).
Suatu hal yang menarik adalah KBF1 dan NF-xB berikatan dengan afinitas yang hampir
sama dengan urutan divergen yang terletak dalam orientasi berlawanan dalam promoter
gen P2-mikroglobulin pada mencit. Faktor transkripsi tersebut diduga memegang peranan
dalam pengaturan ekspresi gen MHC kelas 1 dan P2-mikroglobulin. Hasil penelitian
terakhir imi menunjukkan bahwa jenis lain dari kompleks NF-xB dapat mengatur gen
tersebut dalam keadaan tidak terdapat p50 (Israel & Kourilsky, 1996). Aktivitas pengikatan
KBF-1 dijumpai pada sebagian besar sel yang telah berdiferensiasi, dimana molekul MHC

kelas 1 diekspresi.

Nuclear Factor- kB (NF-xB) memiliki peran kunci dalam ekspresi banyak gen
sentral dari respon keradangan. Telah dibuktikan adanya partisipasi dar faktor transkripsi
NF-xB dalam ekspresi TNF-a pada monosit, serta ekspresi TNF-a, ICAM-1, dan IL-6. NF-
kB aktif sudah dapat dideteksi pada berbagai macam proses keradangan in vivo, termasuk
karena sinar ultraviolet. Pada pemberian endotoksin, NF-xB cepat teraktivasi pada paru-
paru. Keadaan ini berhubungan dengan aktivasi transkripsional dari gen untuk selektin P,

selektin E, VCAM-1, dan ICAM-1, serta pengumpulan lekosit (Manning & Reo, 1999).
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Sejumlah inhibitor farmakologik terhadap aktivasi NF-xB juga telah dilaporkan,
termasuk antioksidan, inhibitor proteasom, dan metabolit mikrobial. Tetapi karena
senyawa tersebut mempengaruhi banyak jalur signaling di dalam sel, adalah sulit untuk
menyebutkan hubungan sebab dari inhibisi NF-xB dengan akibat yang memodifikasi
penyakit. Penjelasan tentang komponen jalur transduksi sinyal yang menyebabkan aktivasi
NF-xB. memberikan kesempatan terbaik untuk pengembangan inhibitor selektif dari faktor
transkripsi ini (Manning & Reo, 1999; Marok et al, 1996).

Aktivasi NF-xB

Faktor transkripsi NF-xB diaktivasi oleh sangat banyak sinyal yang berbeda, mulai
dari sinar ultraviolet sampai aktivasi sel T. Langkah dasar dari aktivasi NF-xB
kelihatannya hampir sama pada semua kasus. NF-xB terdapat pada sitoplasma dalam

keadaan inaktif, membentuk kompleks dengan protein inhibitor yang disebut IxB. Protein
inhibitor IxB yang paling penting diantaranya adalah IxB- «, IxB-p, IxB-e. Anggota famili
IxB yang memiliki domain ankryrin-like repeat yang sama, mengatur pengikatan dengan
DNA dan lokalisasi protein NF-xB/Rel dengan cara menutup (masking) suatu nuclear
localization signal (NLS) yang terletak di dekat domain homologi Rel. Aktivasi NF-xB
dicapai melalui sinyal yang menginduksi degradasi proteolitik dari IxB dalam sitoplasma.
Rangsangan ekstraseluler memulai suatu kaskade signaling yang menyebabkan aktivasi
dua kinase [xB, IKK-1 (IKKa) dan IKK-2 (IKKp), yang memfosforilasi IxB pada residu
serin ujung terminal yang spesifik, yaitu serin 32 dan 36 pada IKKa, serta serin 19 dan 23
pada IKKp. IxB yang telah difosforilasi kemudian secara selektif akan diubiquitinasi,
mungkin oleh suatu E3 ubiquitin ligase, anggota terminal kaskade wubiquitin-conjugating
enzymes. Pada langkah akhir dari kaskade signaling ini, IxB yang telah difosforilasi dan
diubiquitinasi, yang masih tetap berikatan dengan NF-xB dalam sitoplasma, didegradasi

secara selektif oleh proteasom 268. Proses ini membuat NLS lebih terbuka dan NF-xB
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akan terlepas dari IxB, sehingga dapat berikatan dengan mesin import nukleus dan
mengalami translokasi ke nucleus, dimana dia akan berikatan dengan gen target untuk
memulai transkripsi (Manning & Reo, 1999; Marok et al, 1996).

Fosforilasi IxkB bertindak sebagai tanda molekuler yang menyebabkan ubiquitinasi
dan degradasi IxB secara cepat oleh komponen dari sistem ubiquitin-proteasom. Penelitian
dengan menggunakan peptida sebagai substrat yang mirip, menunjukkan bahwa fosforilasi
IxB- a menghasilkan suatu tempat pengikatan bagi ubiquitin pada IxB- «, dan mikroinjeksi
dari fosfopeptida ini kedalam sel, dapat meningkatkan aktivasi NF-xB.

IxB kinase, IKK-1 dan IKK-2; activating kinase sebelumnya, MEKK dan NIK;
serta efektor sesudahnya, ligase E3; semuanya merupakan target yang menarik untuk
penemuan obat yang secara selektif mengatur fungsi NF-xB.

Inhibitor NF-xB

Terdapat tiga kelas dari senyawa penghambat NF-kB, yaitu inhibitor proteasom,
antioksidan, dan inhibitor NF-xB/AP-1 vang spesifik untuk sel T (Manning & Rao, 1999;
Marok et al, 1996).

i. Inhibitor proteasom

Degradasi IxB diperantarai oleh proteasom 268, yaitu suatu organel sel yang
bertanggung jawab untuk degradasi protein abnormal dan protein yang telah mengalai
denaturasi di dalam sitoplasma. Inhibitor proteasom, seperti laktasistin, MG115, dan

MG341 telah ditunjukkan menghambat aktivasi NF-xB. Laktasistin dan MG341, telah
ditunjukkan menghambat aktivasi transkripsional dari molekul adhesi sel endotel dan
leukosit (Manning & Rao, 1999; Marok et al.,1996).

ii. Antioksidan

Reaksi keradangan biasanya disertai dengan produksi lokal dari senyawa oksigen

reaktif, termasuk radikal hiroksil, radikal nitroksil, hidrogen peroksida dan superoksida.
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Walaupun peran yang tepat dari metabolit ini dalam pathogenesis penyakit keradangan
masih kontoversial, tetapi terdapat bukti untuk peran mereka sebagai second messenger
dalam mengatur ekspresi NF-xB dan mitogenesis yang diperantarai Ras. Banyak
antioksidan telah diuji in vivo dan didapatkan mereka memodulasi aktivasi NF-xB dan
transkripsi molekul adhesi sel endotel (Manning & Rao, 1999).
iii. Inhibitor NF-xB dan AP-1

Suatu kelas dari inhibitor aktivitas NF-xB dan AP-1 yang spesifik untuk sel T, telah
diidentifikasi dalam suatu usaha untuk mengidentifikasi modulator dari ekspresi gen
keradangan. Inhibitor yang paling poten dari kelompok ini adalah SP100030. SP100030
merupakan suatu kelas baru yang telah diidentifikasi dari inhibitor NF-xB dan AP-1 yang
memperantarai ekspresi gen keradangan, dan spesifik untuk sel T. Suatu implikasi yang
menarik, berhubungan dengan kemungkinan pengaturan silang aktivitas NF-xB dan Ap-1,
adalah sel T mempunyai protein target yang sama yang mengendalikan fungsi NF-xB dan
AP-1 (Manning & Rao, 1999).
2.1.5 Human Leukocyte Antigen (HLA-G)

Extravillous trophoblast (EVT) adalah semua sel trofoblas yang ditemukan diluar
vili. EVT adalah sel mononuclear yang utama, walaupun sel sinsitium atau sel
multinuclear juga ditemukan, terutama pada zona perbatasan yang lebih dalam. EVT
ditemukan pada cakram khorionik, khorion halus, pulau sel, kolumna sel, cakram basalis,
septum plasenta dan pada dinding dan lumen pembuluh darah uteroplasenta. EVT adalah
sel yang mempunyai sifat migrasi yang tinggi, proliferatif dan invasif. Invasi trofoblas
pada uterus melibatkan pengikatan sel tersebut pada matriks ekstraseluler, degradasi
matriks dan berlanjut dengan migrasi berkesinambungan. Proses tersebut secara ketat
diregulasi bersama-sama oleh sel desidua, sel trofoblas itu sendiri, dan beberapa faktor

pada dasar plasenta.
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HLA-G memegang peran dalam toleransi imun dari semialogenik fetus oleh ibu.
HLA-G yang cukup pada trofoblas menyebabkan tidak terjadinya atau tidak memicu
respon imunologis ibu. HLA-G adalah sebuah antigen histokompatibilitas mayor yang
diekspresi oleh EVT dan dapat melindungi sel dari lisis karena serangan sel narural killer
(Chumbly et al, 1994; Moffett and Loke, 2004). Selain itu, ekspresi dari HLA-G juga
menyebabkan sel dapat terhindar dari perusakan oleh IL-2, yaitu sebuah sitokin sitotoksik
pada jaringan desidua (Hamai et al, 1997). Sel sitotrofoblas yang menginvasi desidua
mengekspresi HLA-G. Pada kultur, sitotrofoblas yang dimurnikan dapat memicu up
regulation HLA-G hingga mereka menjadi invasif (McMaster et al, 1995).

Jika HLA-G tidak diekspresikan atau menurun maka sel trofoblas dianggap sebagai
non self yang mempunyai sifat sebagai antigen sehingga menginduksi pembentukan
antibodi pada ibu (di desidua). Antibodi pada desidua mengikat antigen (trofoblas) yang
ada dipermukaan sehingga merangsang komplemen 1-9 (C1-C9) dengan jalur klasik.
Aktivasi komplemen menyebabkan sel trofoblas menjadi lisis. Debrisnya di fagositosis

oleh makrofag dan di hancurkan oleh radikal bebas oksigen vang keluar karena adanya
debris. Stimulus tersebut mempunyai efek mempengaruhi proses transkripsi yang
menghasilkan sitokin proinflamasi seperti IL-1, TNF-a, dan IL-6.

Endotel pembuluh darah bila ada rangsangan dari berbagai sitokin tersebut akan
mengeluarkan bahan adhesi molekul monosit (VCAM). Pada monosit dengan adanya
VCAM-1 akan mengeluarkan enzim MMP-9 sehingga merusak kolagen tipe 4 dan akan
merusak vaskuler. Kerusakan vaskuler akan menyebabkan disfungsi endotel yang menjadi
penyebab terjadinya preeklamsia.

Ekspresi protein HLA-G oleh EVT dilaporkan menurun pada preeklampsia
(Colbern et al, 1994; Goldman-Wohl et al, 2000; Hara et al, 1996). Terdapat hubungan

antara expresi HLA-G dengan kegagalan invasi trofoblas pada preeklampsia (O’ Brien et al,
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2000). Lim et al, (1997) menunjukkan bahwa sitotrofoblas vilus yang dikultur dari
kehamilan normal bersifat upregulasi pada HLA-G, sedangkan sitotrofoblas yang dikultur
dari kehamilan penderita preeklampsia bersifat tidak mengekspresi HLA-G.

2.1.6 Patofisiologi Preeklampsia

Dalam studi yang dilakukan oleh grup oxford disebutkan bahwa preeklampsia

adalah dua tahap proses kelainan plasenta. Yang pertama adalah kegagalan invasi arteri
spiralis yang menyebabkan iskemi plasenta. Yang kedua adalah efek iskemi plasenta
tersebut terhadap ibu dan janin (Dekker, 1998). Sedangkan Redman dan Sargent (2000)
mengemukakan bahwa keberadaan plasenta sebagai penyebab terjadinya preeklampsia
adalah penting dan mencukupi untuk dapat memicu terjadinya gangguan ini. Masalah pada
plasenta yang umumnya dipertimbangkan adalah tidak adekuatnya sirkulasi uteroplasental.
Ini memicu terjadinya hipoksia plasenta, stres oksidatif dan dalam kasus yang berat adalah
terjadinya infark. Salah satu abnormalitas yang melibatkan arteri spiralis yang diketahui
sebagai faktor predisposisi terhadap terjadinya preeklampsia adalah invasi trofoblas vang
dangkal. Kondisi ini berawal dari terjadinya maladaptasi imunologis pada feto-maternal

Junction.
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Gambar 2.3 Invasi Trofoblas (Craven, 2000)

Lebih jauh Redman dan Sargent (2000) mengemukakan bahwa terjadinya
preeklampsia adalah diawali oleh faktor plasenta, oleh karena perfusi yang tidak sempuma,
atau diawali oleh faktor maternal, oleh karena adanya predisposisi ibu terhadap adanya
penyakit arteri, yang kemudian diwujudkan dalam bentuk problem jangka panjang seperti
aterosklerosis atau hipertensi kronis. Dari faktor maternal dan plasenta tersebut selanjutnya
mengalami konfergensi pada proses aktivasi endotel dan sel granulosit/monosit dengan
hasil akhir berupa peningkatan respon inflamassi istemik dalam wujud preeklampsia.
Respon inflamasi sistemik selanjutnya berperan dalam perkembangan atau evolusi dari
aterosis akut sehingga lesi tersebut akan memperparah iskemi plasenta dan memberikan
umpan balik positif. (Redman, 2000).

Selain itu, pada kondisi preeklampsia terjadi peningkatan laju apoptosis
sinsitiotrofoblas. Hal ini diduga terjadi karena stres oksidatif yang terjadi. Selain itu juga
dapat terjadi karena penurunan ekspresi XIAP (Gruslin, 2001). Sehingga kondisi ini
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meningkatkan deportasi trofoblas. Akibatnya makin meningkat pula mikrofragmen dari

sinsitiotrofoblas yang beredar dalam sirkulasi ibu. Ini akan meningkatkan reaksi inflamasi

pada ibu (Redman, 2000). Rusterholz (2005) membuktikan bahwa dari produksi IL-1 dari

plasenta diduga berperan besar terhadap terjadinya disfungsi endotel. Dan aktivasi sitokin

proinflamasi mengakibatkan serangkaian peristiwa yang berakhir dengan kejadian

disfungsi endothel.

Adapun faktor maternal yang berperan dalam timbulnya preeklampsia adalah

(Laivuori, 2007; Dekker, 2003):

1.

Usia ekstrim (< 16 tahun dan > 35 tahun): resiko terjadinya preeklampsia
meningkat seiring dengan peningkatan usia (peningkatan resiko 1,3 per 5 tahun
peningkatan usia) dan dengan interval antar kehamilan (1,5 per 5 tahun interval
antara kehamilan pertama dan kedua).

Resiko terjadinya preeklampsia pada wanita usia belasan terutama adalah karena
lebih singkatnya lama paparan sperma. Sedang pada wanita usia lanjut terutama
karena makin tua usia endothel makin berkurang kemampuannya dalam mengatasi
terjadinya respon inflamasi sistemik dan stres regangan hemodinamik.

Riwayat Preeklampsia pada kehamilan sebelumnya: riwayat preeklampsia pada
kehamilan sebelumnya memberikan resiko

sebesar 13,1 % untuk terjadinya preeklampsia pada kehamilan kedua dengan
partner yang sama.

Riwayat keluarga yang mengalami preeklampsia:

Eklampsia dan preeklampsia memiliki kecenderungan untuk diturunkan secara
familial. Hasil studi di Norwegia menunjukkan bahwa mereka yang saudara
kandungnya pernah alami preeklampsia estimasi OR (odds ratio) adalah sebesar

2,2. Sedangkan bagi mereka yang satu ibu lain ayah OR-nya sebesar 1,6. Bagi
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mereka yang satu ayah lain ibu OR-nya adalah 1,8. Sementara itu hasil studi lain
menunjukkan bahwa riwayat keluarga dengan preeklampsia menunjukkan resiko

tiga kali lipat untuk mengalami preeklampsia.

|
1
J 4. Paparan sperma, primipaternitas: paparan semen sperma merangsang suatu kaskade
‘ kejadian seluler dan molekuler yang menyerupai respon inflamasi klasik. Ini yang
kemudian merangsang produksi GM-CSF sebesar 20 kali lipat. Sitokin ini
J selanjutnya memobilisasi leukosit endometrial. Faktor seminal yang berperan
| adalah TGF-B1 dalam bentuk inaktif. Selanjutnya plasmin dari semen sperma dan
faktor uterus mengubahya menjadi bentuk aktif. Sitokin TGF-B1 akan merangsang
peningkatan produksi GM-CSF (granulocyte macrophage-colony stimulating
factor). Bersamaan dengan itu sperma yang diejakulasikan juga mengandung
antigen-antigen yang turut berperan dalam pertumbuhan dan kelangsungan hidup
zigot.
5. Penyakit yang mendasari
a. Hipertensi kronis dan penyakit ginjal
b. Obesitas, resistensi insulin dan diabetes
c. Gangguan trombofilik
d. Faktor eksogen
1. Merokok
ii. Stres, tekanan psikososial yang berhubungan dengan pekerjaan,
latihan fisik
iii. Infeksi saluran kemih
Penelitian lain vang juga telah membuktikan adanya respon inflamasi sistemik
adalah yang telah dilakukan oleh Faas. Dari hasil penelitian Faas (2004), monosit yang

berfungsi memproduksi sitokin seperti TNF-a, dengan sitokin tersebut dia mengaktivasi
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respon inflamasi. Mereka menemukan bahwa produksri TNF-a monosit secara persisten
menurun, namun jumlah total sel darah putih dan granulosit secara persisten meningkat
pada tikus percobaan yang mendapat infus endotoksin dibandingkan yang mendapatkan
infus salin (Faas, 2004). Bukti-bukti ilmiah menunjukkan bahwa peningkatan respon
inflamasi berkaitan dengan berbagai manifestasi yang terjadi pada ibu dengan
preeklampsia. Temuan yang dilaporkan oleh Faas menambah bukti peran aktivasi monosit
dalam patofisiologi preeklampsia. Bahkan, inflamasi berkaitan erat dengan angiogenesis,

penolakan imunologis dan iskemi plasenta (Faas, 2004).

2.2  Radikal Bebas

Radikal bebas adalah atom atau molekul yang memiliki satu atau lebih elektron
yang tidak berpasangan (Murray, 2003). Karena adanya elektron yang tidak berpasangan
maka terdapat konsekuensi berupa kecenderungannya untuk memperoleh elektron dari
substansi lain, menjadikan radikal bebas ini menjadi sangat reaktif.

Radikal bebas memiliki dua sifat, yaitu reaktifitas tinggi karena kecenderungan
menarik elektron dan dapat mengubah suatu molekul menjadi suatu radikal baru.

Radikal bebas yang bereaksi dengan non radikal, akan menghasilkan radikal bebas i

baru dan menyerang senyawa non radikal lain :

Rle + R2:H (R2-H) — R1:H (R1-H) + R2e

v v v v

(RADICAL) (NON-RADICAL)  (NON-RADICAL) (RADICAL)

Proses ini dapat berulang lagi dan menghasilkan reaksi berantai. Reaksi berantai
akan berhenti jika 2 radikal bebas bertemu. Keduanya dapat saling menggunakan elektron

\tak berpasangannya menjadi senyawa non radikal melalui ikatan kovalennya.
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Rl* + R2* —RI:R2 (R1-R2)

Sumber ROS antara lain melalui proses fisiologis di dalam intraseluler seperti
fosforilasi oksidatif dan oksigenasi Hb, dikeluarkan oleh sel inflamasi sebagai pertahanan
tubuh melawan organisme, dan dari paparan terhadap radiasi energi tinggi (sinar X dan
gamma). Respirasi sel di mitokondria secara fisiologis melalui proses fosforilasi oksidatif
menghasilkan energi (ATP) dan ROS (reactive oxygen species), yang merupakan radikal
bebas yang bersifat toksik terhadap sel. Kurang lebih 2% oksigen yang direduksi dalam
mitokondria diubah menjadi superoksida (O;) atau produk dismutase H;O,. Superoksida

dan peroksida bereaksi dengan ion logam untuk membentuk generasi radikal yang lain,

salah satunya radikal hidroksil.
Cl O_
20U\,
H,O, » O,
/ L
O, «OOH *OH
& o H:"/ o

Gambar. 2.4. Terbentuknya ROS (Soerjohudojo, 2008)

ROS dapat bereaksi dengan banyak senyawa, diantaranya senyawa sederhana
seperti asam amino, asam lemak, kolesterol, gula, maupun dengan senyawa kompleks
seperti protein dan DNA. Efek yang paling membahayakan dari ROS adalah terhadap 3

komponen penting sel, yaitu membran lipid, protein dan DNA.
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Anpao

Gambar 2.5 Sumber dan akibat dari peningkatan kalsium sistosolik pada kerusakan sel.
ATP, adenosine friphosphate (Kumar, 2005).

Nitric oxide (NO) mempunyai elektron yang tidak berpasangan, oleh karena itu,
merupakan salah satu spesies radikal bebas. Diproduksi oleh NO synthase (NOS),
mempunyai masa hidup singkat dan bersifat lipofilik. Secara fisiologis, NO berperan
dalam proses vasodilatasi, neurotransmisi, inhibisi agregasi platelet, sebagai pertahanan
imun dan dalam proses signaling interseluler. Namun, NO dapat bereaksi dengan O; dan
membentuk peroksinitrit (ONOQ"), yang merupakan oksidan kuat. Oksidan ini adalah
salah satu bentuk reactive nitrogen species (RNS) yang mampu merusak DNA, dan bahkan
mengelak dari sistem perbaikan DNA (sehingga berujung pada kerusakan dan kematian
sel.

Meskipun demikian, tidak semua jenis oksigen reaktif merupakan radikal bebas,
misal, oksigen singlet (tunggal) dan H;(0, Sedangkan bentuk oksigen reaktif yang
berpotensial merusak jaringan jaringan adalah radikal bebas superoksid, hidrogen
peroksida, dan radikal bebas hidroksil. Unsur yang teakhir ini bersifat sangat toksik, tetapi

memiliki masa hidup singkat (Murray, 2003)
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2.2.1 Efek ROS terhadap membran lipid

Ketidakseimbangan antara oksidan dan sistem pertahanan antioksidan tubuh akan
mengakibatkan terjadinya stres oksidatif karena ROS. Stres oksidatif ini dapat berakibat
disfungsi metabolik sel maupun sistemik, hilangnya stabilitas membran sel, dan penyakit.
Membran sel lipid adalah bilayer, dibentuk oleh fosfolipid dan kolesterol. Fosfolipid
mengandung asam lemak tidak jenuh/polyunsarurated farty acids (PUFA). Radikal bebas
(ROO", RO, dan terutama OH") dihasilkan pada saat pembentukan peroksida dari asam
lemak tidak jenuh. ROS tersebut kemudian dapat menyebabkan reaksi berantai. ROS
bereaksi dengan asam lemak menghasilkan lipid radikal dan lipid peroksida, sedangkan
lipid radikal dapat membentuk lipid peroksida yang baru.

Ca* Extracelihular
Ca*

IMUNGUS AQENT s—

VU NN

Mitochondrion Endoplaimic

rehiculum
- c.‘ ; r
c' &

Increased cytosobe Ga**

ATPase Phospholipase Protease Endonuclease

Decreased Decreated Dasruption Nucieus
ATP phospholpeds of membrane chi
ard cybosknietal
Protams

Membrans damage

Gambar 2.6. Peranan spesies oksigen reaktif pada proses kerusakan sel.
(Kumar,2008)

Stimulus radikal tersebut akan meningkatkan influks Ca’" di dalam sel, sehingga
meningkatkan kadar Ca® intra sel. Peningkatan ini mengaktifkan enzim-enzim pro-

apoptosis, diantaranya ATPase, fosfolipase, protease dan endonuklease yang kemudian
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berakibat degradasi fosfolipid dan protein sitoskeletal membran dan berakhir dengan
kerusakan membran sel (Kumar,2008).
2.2.2 Efek ROS terhadap DNA

DNA merupakan gabungan polinukleotida yang dihubungkan oleh ikatan hidrogen

pada nukleotida yang komplementer. Rantai polipeptida dalam keadaan fisiologis
mempunyai panjang yang sama, namun jika terjadi reaksi silang antar atau inner rantai

maka dapat berubah struktur dan mengakibatkan hilangnya fungsi biologinya.

i
CH, o
ni
B 1
' 9
-:I: Hﬂ--F;==ﬂ
HO=P=0 PHOSPHODIESTER o
._!. BOND IN DNA I
1 R,
CH2
(s}
R, R,
B ] I
: | s ] O+ HO
] ——— D LS |
o HO-P =0 0=P-0H
| —l |
| o o
I I
R, R, |

R—0+ + HO ——p R=0H + +0H

DNA CHAIN BREAKING ACTION OF *OH |
Gambar 2.7. Rusaknya rantai DNA akibat radikal bebas (Soerjohoedojo, 2008)

2.2.3 Peroksidasi Lipid

Peroksidasi (auto-oksidasi) terhadap lipid yang terpajan oksigen bertanggung jawab
atas perusakan jaringan secara in vivo, terutama tiga jenis senyawa yang penting untuk
mempertahankan integritas sel yaitu asam lemak, DNA dan protein struktural maupun
protein fungsional. Seperti dijelaskan diatas, efek yang merusak ini dianggap terjadi akibat
radikal bebas yang dihasilkan saat pembentukan peroksida dari asam lemak (Murray,
2003). Membran mitokondria dan mikrosom juga sangat sensitif terhadap peroksidasi lipid

karena kandungan poly unsaturated fatty acid (PUFA) pada fosfolipid membran sangat
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tinggi (Soerjohudojo, 2007). Peroksidasi lipid merupakan reaksi yang terus menghasilkan
pasokan radikal bebas sehingga terjadi reaksi peroksidasi berikutnya. Keseluruhan proses

tersebut dapat digambarkan sebagai berikut:

i. Inisiasi
LH + OH - I + H0
Radikal lipid
ii. Propagasi
L¥ + 0, - LOO.
Radikal peroksilipid
LH + LOO —  Fag + LOOH

Lipid peroksida

Reaksi lipid peroksil radikal dengan PUFA akan menghasilkan radikal lipid
yang baru, sehingga menambah jumlah radikal lipid pada reaksi rantai ini. Fase ini
disebut propagasi, yaitu terjadinya reaksi radikal peroksil dengan PUFA yang lain
membentuk hidroperoksid dan radikal lemak yang baru, sehingga memperbanyak

jumlah radikal di dalam reaksi berantai tersebut.

iii.  Terminasi
Reaksi rantai ini dapat berakhir bila terjadi penggabungan dua radikal lipid
untuk membentuk asam lemak yang non radikal atau antara radikal dengan suatu

senyawa pembasmi radikal.
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Secara umum, efek lipid peroksida:

i.  Menyebabkan putusnya rantai asam lemak menjadi senyawa toksik dalam sel, yaitu
aldehid (sebagai indikator adalah terbentuknya MDA/malondialdehid) dan
hidrokarbon (8-hidroksi nonenal, etana, pentana)

ii. Memicu reaksi silang antar 2 asam lemak atau asam lemak dengan protein yang
akan merusak membran sel, sehingga mengganggu keseimbangan osmotik sel dan
dapat berakhir dengan kematian sel.

2.2.4 Malondealdehid

Peroksidasi lemak telah diketahui sebagai mekanisme utama kerusakan sel pada
sebagian besar sistem biologi. Pada suasana oksidatif, lemak polyunsaturated sangat rentan
teroksidasi yang kemudian membentuk lipid peroksida vang toksik bagi host. PUFA
(polyunsaturated fatty acid) peroksida kemudian bereaksi lebih lanjut dan membentuk

malonaldehyde (MDA).
CH»(CHO); — HOCH=CH-CHO

MDA dapat ditemukan pada serum, plasma, jaringan, dan urin, sebagai hasil dari
peroksidasi lemak dan sebagai produk sampingan pada biosintesis prostaglandin. MDA
termasuk kelompok aldehid reaktif dan merupakan salah satu dari spesies elektrofil reaktif
yang dapat menyebabkan stres toksik dalam sel. MDA bereaksi dengan DNA dengan cara
membentuk ikatan dengan deoxyguanosine dan deoxyadenosine. lkatan dengan DNA
terutama adalah pada pyrimidopurinone, disebut M1G. Penelitian menunjukkan bahwa

MI1G bersifat mutagenik.
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Produk aldehid ini digunakan sebagai biomarker untuk mengukur stres oksidatif ‘
pada organisme (Del Rio, 2005). Pada pH rendah dan temperature tinggi, MDA mengalami
reaksi berikatan dengan 2-thiobarbituric acid (TBA) memendarkan fluoresensi kemerahan
dari ikatan 1:2 MDA:TBA yang dapat diukur dengan spektrofotometri (Nair, 2008; Janero,
1990). Karena hal tersebut, juga karena sentitifnya metode yang ada untuk menghitung
MDA (baik sebagai aldehid bebas maupun sebagai derivat TBA), menjadikan tes TBA

banyak digunakan untuk determinasi dan kuantifikasi terjadinya peroksidasi lipid.

Gambar 2.8. Malondealdehid (wikipedia.com)

[e] 5 5H
8 i _N__OH oW N
CH, + 2 n = My A=mc—E-E N
L e HOH R
LR oM oM

Gambar 2.9. Reaksi MDA dengan TBA |

2.3 Stres Oksidatif Pada Preeklampsia
Preeklampsia berhubungan dengan peningkatan marker stres oksidatif pada
jaringan plasenta (Raijmakers and Poston, 2004). Dimana pada preeklampsia terdapat
kegagalan invasi, mengakibatkan defek plasenta yang berakibat adanya penurunan aliran
darah utero plasenta (Martina, 2006).
Invasi trofoblas vang tidak sempurna menyebabkan kegagalan perubahan arteri
spiralis yang berdinding tebal dan berliku-liku menjadi pembuluh sinusoid lemah dan |
bertahanan rendah. Invasi yang tidak sempurna menghasilkan perfusi plasenta yang
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terganggu. Hipoksia/reperfusi luka menimbulkan peningkatan ekspresi xantin oksidase dan
NADP(H) oksidase dan menghasilkan peningkatan turunan anion superoksida.

Peningkatan turunan prooksidan mengganggu keseimbangan stres oksidatif, yang

menyebabkan peningkatan lipid peroksidase. Penanda biologis lipid peroksidase
meningkat pada plasenta (Takagi, 2004; Wang, 1996).

Seperti yang telah dijelaskan sebelumnya, inflamasi dan stres oksidatif
berhubungan erat. Stres oksidatif dari preeklampsia tidak hanya terlokalisir pada plasenta
tetapi menyebar pada sirkulasi maternal (Hubel, 1998) sehingga juga terdapat respon
inflamasi sistemik. Pada kehamilan normal pun terdapat peningkatan marker oksidatif
stres, namun pada preeklampsia terdapat respon inflamasi sistemik hebat yang disebabkan
karena stres oksidatif sistemik yang lebih (Hubel, 1998; Wickens et al, 1981). Sebuah
relevansi klinis menunjukkan kenyataan bahwa antioksidan, termasuk penggunaan I
vitamin-vitamin antioksidan yang mempunyai potensi fungsi mencegah precklampsia, juga

mempunyai efek anti-inflamasi (Hensley et al, 2000).

A, FREE RADICAL GENERATION ||

il m_"i@' '—— Besparalny chain eesymis
'.,:.-.‘. .

e - —— Cylmolic erurymes

P Bl
Pacly Pmuafin g Fed Fenon Fe-?
BpOCHE bl
Oy, Higlhy, O 8", Mgy, O oy SO0 Nﬁl_\‘__"fu*w'w
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Gambar 2.10. A. Pengaruh radikal bebas, B. Stres oksidatif, C. Mekanisme
netralisasi radikal bebas
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24  Curcumin

Pengobatan tradisional akhir-akhir ini semakin populer karena lebih murah, mudah
didapatkan dan banyak orang merasakan manfaatnya, tetapi secara umum masih banyak
obat tradisional yang belum jelas kandungan aktif dan mekanisme kerjanya. Pemahaman
terhadap kandungan aktif dan mekanisme kerja obat tradisional akan membuat pengobatan
ini akan semakin mudah diterima. Disamping itu, pertanyaan mengenai pengobatan yang
aman, efektif dan terjangkau di masa dewasa ini semakin dipertanyakan. Berbagai obat
generik yang muncul terus dikembangkan, seiring dengan ditemukannya efek samping
obat-obatan tersebut. Sebagian besar penyakit disebabkan karena disregulasi inflamasi,
maka pencarian terhadap agen anti-inflamasi adalah tantangan besar. Steroid, obat anti-
inflamasi yang paling banyak dikenal, diketahui mengandung efek samping yang besar.
Begitu juga dengan NSAID. Meskipun penggunaan NSAID ini dikatakan dapat untuk
digunakan jangka panjang, tetapi tetap tidak seaman dan tidak mempunyai efek
kemoprotektif pada kondisi normal. Oleh karena itu, dibutuhkan agen anti-inflamasi yang
lebih aman. Di sisi lain, nenek moyang kita telah mengenal berbagai obat-obatan
tradisional yang diambil dari alam yang menyimpan berbagai kekayaan flora dan fauna.
Curcumin, adalah salah satu bagian dari kekayaan tersebut. Mudah ditemui bahkan sebagai
bumbu masakan, sebagai salah satu obat tradisional untuk berbagai macam penyakit
selama beberapa abad. Curcumin diketahui mempunyai efek anti-inflamasi yang poten dan
dapat menjadi alternatif pengobatan yang telah ada.
24.1 Tanaman Kunir (Curcuma longa)

Curcuma longa atau dikenal dengan Curcuma domestica Valeton, adalah tanaman
yang tumbuh sepanjang tahun, tinggi nya dapat mencapai 1 meter. Mempunyai daun yang
panjang (£50 cm), lebar £7-25 cm, berwarnai hijau, sedikit bengkok. Mempunyai bunga

berwarna kuning pucat. Mempunyai akar berbentuk ovoid (berdiameter +3 cm, panjang +4
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¢m) dan tampak gemuk. Memberi warna kuning oranye. Di Indonesia, akar tanaman ini
dikenal sebagai kunir. Di Eropa, dikenal sebagai Indian saffron. Walaupun bahan ini telah
dikenal baik sebagai pemberi warna makanan dan rasa tertentu, tetapi khasiat
pengobatannya belum banyak diketahui. Dalam resep pengobatan India dan Cina, tanaman
ini digunakan sebagai bahan anti-inflamasi untuk mengobati gas, kolik, sakit gigi, nyeri
dada dan kelainan menstruasi. Juga untuk mengobati masalah hati dan lambung,
penyembuhan luka dan parut, dan sebagai bahan kosmetik (Aggarwal et al, 2006).

Beberapa spesies dari genus curcuma yang lain juga mengandung Curcumin,
diantaranya C. phaeocaulis (3%) , C. zedoaria (0,1%), C. xanthorrhiza (1-2%). Namun,
telah diteliti bahwa Curcuma longa -lah yang mempunyai kandungan Curcumin terbanyak
(3-8%).

2.4.2 Kandungan kimia terbesar

Minyak volatile (6%) dari tanaman ini berwarna kuning pucat hingga kuning-
orange, mengandung beberapa campuran zingiberene, curcumene, a- dan f§- turmerone.
Bahan yang memberikan warna (5%) adalah curcuminoids yang mengandung 50-60%
campuran dari curcumin, monodesmethoxycurcumin dan bidesmethoxycurcumin. Berikut

adalah gambaran struktur bangun curcuminoids.
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Gambar 2.11. Struktur bangun Curcuminoid. (WHO monograph on selected
medicinal plants vol. 1, 1999)
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2.43 Farmakokinetik dan efek Samping

Absorbsi, metabolisme, distribusi jaringan dari curcumin telah dipelajari selama
lebih dari tiga dekade. Studi yang dilakukan pada tikus menunjukkan absorbsi curcumin
pada intestinal hingga 60%. Setelah pemberian intravena dan intraperitoneal pada tikus,
50% diekskresikan melalui kandung empedu setelah 5 jam. Penelitian preklinis dosis oral
pada tikus menunjukkan sejumlah kecil curcumin di plasma dengan kadar curcumin
glucoronide dan curcumin sulfat yang tinggi di plasma dan sejumlah kecil
hexahydrocurcumin, hexahydrocurcuminol, hexahydrocurcumin glucoronide. Penelitian
curcumin oral (2g/kg) pada tikus yang dilakukan di India, peneliti menyatakan
meningkatnya bioavailabilitas curcumin hingga 154% bila pemberian oral bersamaan
dengan piperine. Curcumin menunjukan bioavailabilitas yang rendah pada rodent oleh
karena metabolisme di intestinal dan curcumin yang telah diserap mengalami first pass
metabolism di hepar dan dieksresikan di kandung empedu. Konsentrasi curcumin pada
jaringan normal dan colorectal malignan pada pasien yang mengonsumsi 3,6 g setiap hari
adalah 12,7 £ 5,7 dan 7,7 £ 1.8 nmol/g jaringan. (Sharma et al, 2005). Penelitian efek
toksik curcumin pada binatang selama ini dilaporkan rendah dengan dosis hingga 5 g/kg
yang diberikan oral pada tikus.

Satu studi melaporkan kejadian ulkus pada lambung tikus tapi tidak ditemukan
pada penelitian berikutnya. Uji klinis terbaru menyebutkan tidak ada efek toksik dari diet
2% curcumin (1,2 g/kg BB) yang diberikan pada tikus dan 0,2 % diet (300 mg/kgBB) yang
diberikan pada mencit selama 14 hari (Sharma et al, 2005).

2.4.4 Kegunaan secara tradisional
Kegunaan curcumin sangat luas. Sebagai antiseptik, analgesik, anti-inflamasi, anti

alergi, anti oksidan. Pada pengobatan tradisional, kegunaannya terutama untuk mensuport
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penyembuhan luka. Hal ini banyak didapatkan pada masyarakat India. Berikut adalah

gambaran kegunaan curcumin dalam pengobatan tradisional:
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Gambar 2.12. Kegunaan Curcumin secara tradisional. (Aggarwal et al, 2006)

2.45 Target molekular Curcumin
Curcumin dapat mempengaruhi dan memodulasi beberapa faktor transkripsi,
sitokin-sitokin, faktor pertumbuhan, kinase, dan enzin-enzim lainnya.
1. Curcumin mensupresi aktivasi faktor transkripsi NF-xB, vang mengatur ekspresi
produk gene pro-inflamasi.

Salah satu faktor transkripsi yang sangat penting pada eukariota untuk
mengontrol proliferasi seluler, respon inflamasi, adalah Nuclear Factor kappa B
(NF-xB). Sandur pada tahun 2007 menemukan bahwa curcuminoid mempunyai
kemampuan yang berbeda dalam menekan aktivasi NF-xB. Curcumin
mengandung dua kelompok phemyl methoxy, DMC mengandung satu dan tidak
didapatkan pada BDMC oleh karena curcumin merupakan bentuk yang paling
aktif kemudian disusul dengan DMC dan BDMC dapat disimpulkan bahwa

kelompok phenyl-methoxyl juga berkontribusi dalam penekanan aktivasi NF-xB.
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Bagaimana kelompok penyl-methoxyl tersebut dapat menekan NF-xB masih
belum jelas.

Penekanan DNA-binding activity of NF-xB berhubungan dengan hambatan
aktivitas reporfer NF-xB dan dengan menekan NF-xB akan meregulasi produk
gen COX-2, Cyclin D1 dan VEGF. Curcumin paling efektif menekan produk gen
tersebut dibanding DMC dan BDMC (Sandur, 2007). Kemampuan curcumin
menekan aktivasi NF-xB yang diinduksi oleh TNF-a sangat kuat dibanding 20
obat analog vang diperiksa oleh Aggarwal et al tahun 2006. Beberapa gen yang
ikut terlibat dalam inisiasi imun, fase akut dan respon inflamasi di atur pada tahap
transkripsi oleh NF-xB.

Aktivasi NF-xB oleh stimulus akan mengaktifkan transkripsi gen multiple
kB-dependent. Termasuk diantaranya sitokin-sitokin pro-iflammasi TNF-a, IL-6,
IL-8 dan beberapa kemokin, MHC kelas I1, ICAM-I, inducible nitric oxidase
synthase, COX-2 (Gambar. 5) (Jobin et al, 1999). Sitokin-sitokin tersebut
kemudian dapat mengaktivasi makrofag untuk menghasilkan NO yang merupakan

radikal bebas dan memperburuk reaksi inflamasi.

- TRAL-1RAP ————

Gambar 2.13 Mekanisme kerja Curcumin pada aktivasi Cytokine-induced NF-xB
(Jobin et al, 1999)
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Curcumin mampu menekan jalur NF-xB dan gen NF-xB target cytokines,
dan menghambat induksi sitokin pro-inflamasi, sitokin angiogenik dan macrofag
migration inhibitory factor oleh NF-xB pada model in vitro. Curcumin dapat
menghambat proses ini melalui:

1) Menghambat IxK (IxB-kinase), sehingga menghambat aktivasi NF-xB.

2) Menghambat jumlah IxK (IxB-kinase) terfosforilasi.

3) Mensupresi lokus DNA dimana NF-xB berikatan (NF-xkB DNA-binding
activity)

(Gonzalez et al, 2008; Aggarwal et al, 2006).

2. Curcumin menghambat enzim COX-2.

1) Curcumin menyebabkan down-regulation ekspresi transkripsi dari COX-2,
yaitu sebuah enzim yang terkait dengan sebagian besar proses inflamasi.
Berbeda dengan obat penghambat COX-2 selektif yang menghambat aktivitas
katalitik enzim COX, Curcumin menghambat ekspresi COX-2 pada tingkat
transkripsi.

2) Curcumin juga secara langsung menghambat aktivitas enzimatik dari COX-2.
(Aggarwal et al, 2006)

3. Curcumin menghambat ekspresi enzim proinflamasi lain, yaitu 5-LOX, dengan
cara menempati lokus aktivasinva dan menghambat aktivitasnya. Juga
menghambat produksi metabolit LOX (Aggarwal et al, 2006).

4. Curcumin menyebabkan down-regulation dari ekspresi molekul adhesi permukaan
sel yang berkaitan dengan inflamasi (Aggarwal et al, 2006).

5. Curcumin menyebabkan down-regulation dari ekspresi sitokin-sitokin pro-

inflamasi, seperti TNF, IL-6, IL-8, dan kemokin (Aggarwal et al, 2006).
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6. Curcumin menghambat aktivitas TNF, yaitu salah satu sitokin pro-inflamasi yang

terkuat.
Efek pro-inflamasi TNF dikarenakan TNF dapat mengaktivasi NF-kB. Curcumin

dapat menghambat produksi TNF melalui hambatan expresi TNF mRNA

(Aggarwal et al, 2006).

7. Curcumin menghambat ekspresi iINOS (/nducible Nitric Oxide Sinthase) dan

menghambat produksi NO.

Nitic oxide (NO) adalah mediator intraseluler, vang disintesis dengan cara
oksidasi L-Arginine. Reaksi ini dikatalisasi oleh 3 macam enzim nitric oxide
synthase (NOS) : constitutive NOS (cNOS) yang terdapat di jaringan neuron,
vascular endothelium NOS (eNOS), inducible NOS (iNOS). iNOS dapat diinduksi
oleh stimulus inflamasi yang akan merubah konsentrasi mikromolekul dari NO.
NO diproduksi oleh makrofag yang teraktivasi sebagai molekul sinyal untuk
aktivasi sistem imun, juga mempunyai aktivitas anti-virus dan anti-tumor. NO
yang diproduksi dalam jumlah besar oleh iNOS dan derivatnya (seperti
peroxynitrit dan nitrogen dioksida) memegang peranan dalam proses inflamasi
dan proses karsinogenesis. NO juga bertanggung jawab atas hipotensi dan
vasodilatasi pada syok septik. Maka, kemampuan curcumin yang dapat
menghambat ekspresi iNOS serta menghambat produksi NO sangat berperan

untuk menghambat proses inflamasi (Jang M.K et al , 2004).

8. Curcumin adalah antioksidan kuat, yang dapat mempengaruhi proses inflamasi.

Curcumin diketahui melindungi biomembran terhadap kerusakan oksidatif.
Lipid peroksidasi diketahui merupakan reaksi berantai yang dipicu oleh radikal

bebas, yang berakibat pada kerusakan membran sel. Hambatan peroksidasi oleh

41

CURCUMIN MENURUNKAN EKSPRESI .. DINA PRILIASANTI S




IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

curcumin utamanya disebabkan efek scavenging dari radikal bebas reaksi yang
terlibat dalam proses peroksidasi. Curcumin adalah sebuah antioksidan yang unik
yang mengandung berbagai macam kelompok fungsional, temasuk diantaranya
kelompok B-diketo, karbon-karbon berikatan dobel, dan cincin phenyl yang
mengandung sejumlah substituen hidroksil dan metoksi.
Diduga kuat, aktifitas antioksidan berasal dari phenolic atau central methylenic
hydrogen pada bagian heptadienone. Jovanovic et al menyimpulkan bahwa
curcumin adalah sebuah donor atom H yang luar biasa dengan cara mendonasikan
atom H dari kelompok central methylenic-nya dibandingkan dari kelompok
phenolic, disisi lain Barclay et al menyatakan bahwa curcumin mendonasikan
atom H dari kelompok phenolic-nya. Litwinienko dan Ingold menyatakan aktifitas
antioksidan curcumin melalui mekanisme SPLET (Sequential Proton Loss
Electron Transfer) dimana curcumin bereaksi dengan radikal elektrofilik pada
bagian keto-enol terionisasi-nya, dan hasil akhirnya adalah sebuah radikal netral
yang kehilangan phenolic photon. Hal yang sama terjadi pada radikal phenoxyl
yang menerima transfer atom H (H-atom transfer, HAT) dari kelompok phenolic
hydroxyl dari anion curcumin pada radikal tersebut. Namun, pada larutan yang
tidak terionisasi mekanisme SPLET tidak terjadi, melainkan hanya HAT dari
kelompok phenolic hydroxyl curcumin kepada radikal.

Mekanisme lain yang penting adalah, curcumin dapat berdegradasi menjadi
trans-6-(4 -hidroxy-3 '-methoxyphenyl)-2,4-dioxo-5-hexanal,  ferrulic  acid
ferruloylmethane, dan vanillin pada pH dasar dalam 30 menit. Diantara zat
tersebut, ferrulic acid dan vanillin adalah antioksidan yang stabil (Menon, 2006;

Aggarwal et al, 2006).
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Berikut adalah konklusi target molekuler yang dapat dipengaruhi oleh curcumin :
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Gambar 2.14. Target molekuler dari Curcumin. (Aggarwal et al, 2006)

25  Kebuntingan dan Preeklampsia pada Rodent

Pemahaman etiopatogenesis preeklamsia seharusnya menghasilkan strategi baru
untuk mencegah dan memberikan terapi penyakit ini. Penelitian etiopatogenesis molekuler
dan seluler preeklamsia pada wanita hamil sangat sulit dan mahal. Untuk mengetahui
etiopatogenesis preeklamsia dengan menggunakan jaringan trofoblas pada trimester | dan
trimester Il pada manusia tidak lazim dikerjakan karena merupakan tindakan yang invasif
dan mengakibatkan abortus/partus prematurus yang tentunya tidak diperbolehkan secara

etis medis (Sulistyowati, 2009). Hal ini membuat peneliti melakukan penelitian

preeklamsia dengan model hewan coba.
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Tabel 2.1 Perbandingan kehamilan dan struktur plasenta pada manusia dan mencit
(Lyall, 2007)

Table 14.1. Comparison of pregnancy and placental
structure in humans and mice

Hiunman Mo
Length of gestation 9 months 20 days
Stage of implantation 7 days .5 days
[ post-fertilization
Initiation of fetal 21 davs A5 days
heartbeat
Vascularization of 25 davs 10 derys

placental villi

Hemochorial blood Vs Yes
Now through
placenta

Chonionic villi lined by Yoes Yos
syneviiotrophoblast

Invasive trophoblast Extravillous Trophoblast
celdl subtype cyintrmphoblas giant cells

enlering ulering
spiral arteries

Lyall et al (2007) menyatakan manifestasi kebuntingan rodent sebagian besar
tampak berbeda dengan pada manusia, seperti lamanya kebuntingan 3 minggu versus
kehamilan 9 bulan, dan bahwa umumnya rodent melahirkan beberapa anak dibanding
tunggal. Disamping perbedaan yang tampak tersebut, telah ditemukannya bahwa
kebuntingan rodent dapat mengalami preeklampsia, menunjukkan bahwa terdapat banyak
persamaan antara rodent dan manusia. Beberapa manifestasi anatomi dan fisiologis
kebuntingan pada rodent mirip dengan pada manusia. (Tabel 2.2).

Pada level struktural, buah konsepsi pada rodent, seperti juga pada manusia,
menginvasi dinding uterus setelah implantasi dan memicu kenaikan aliran darah maternal
pada situs implantasi dengan cara merangsang angiogenesis baik pada maternal maupun
konsepsi dan merangsang vasodilatasi (Cross et al, 2002). Lapisan terluar sel plasenta
rodent (trophoblast giant cells), analog dengan sel sitotrofoblas ekstra vilus pada manusia,

menginvasi masuk kedalam arteri spiralis menggantikan lapisan endotel, merangsang
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perubahan dari arteri berbatas endothel menjadi bentuk spatium darah (hemochorealis)
berbatas trofoblas. Sebagian besar plasenta matur mempunyai struktur berbentuk vilus
yang menyerupai pohon, disebut juga labyrinth, yang membentuk lapisan permukaan
sedemikian rupa untuk pertukaran nutrisi dan gas/respirasi. (Cross, 2000; Cross et al.,
2003; Rossant and Cross, 2001). Labyrinth diliputi oleh tiga lapisan trofoblas (dua lapisan
sinsitiotrofoblas), dan mempunyai satu inti yang padat akan jaringan kapiler. Sedangkan
pada level fisiologikal, rodent dan manusia menunjukkan pola tekanan darah yang mirip
selama usia kehamilan akhir yang mungkin diinisiasi oleh faktor feto-plasenta (Davisson et

al, 2002; Wong et al, 2002).

Matlermal sde

Firlad o

Gambar 2.15 Perbandingan plasenta pada tikus dan manusia

Mempelajari perkembangan dan fisiologi kehamilan dengan menggunakan rodent
bunting mempunyai banyak keuntungan, karena dimungkinkannya dilakukan kontrol
genetik dan pengaruh lingkungan. Juga, karena masa gestasi yang singkat dan ukuran
traktus reproduksi yang relatif kecil, memungkinkan dapat dilakukannya analisa proses
kehamilan secara detail.
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2.5.1 Mus Musculus (Mencit)

Mencit termasuk dalam genus Mus, subfamili Murinae, famili Muridae, order
Rodentia.

Siklus Birahi Mencit

Lama siklus birahi Mus Musculus 4-5 hari dan berdasarkan perubahan epithel
vagina dapat dibagi 4 fase yaitu proestrus, estrus, metestrus dan diestrus.

Fase Proestrus merupakan fase pemasakan folikel sebagai persiapan untuk ovulasi
dan proliferasi endometrium yang diikuti oleh pengecilan corpus luteum dari siklus
sebelumnya. Fase ini kira-kira 12 jam dan pada sediaan hapus vagina tampak adanya sel-
sel kecil dengan inti bulat

Fase estrus merupakan fase terpenting dalam siklus estrus karena hanya pada fase
ini betina mau menerima pejantan untuk kopulasi. Selain itu, ovulasi terjadi pada dekat
akhir periode estrus. Fase ini berlangsung 12-14 jam. Pada sediaannya hapus vagina
terdapat sel kornifikasi yaitu sel epithel vagina yang mengalami penandukan dan seringkali
intinya piknotis atau tanpa inti.

Fase metestrus terjadi segera setelah ovulasi. Fase ini dibagi 2 yaitu metestrus I dan
Il yang masing-masing 15 jam dan 6 jam. Metestrus pada sediaan hapus vagina tampak sel
kornifikasi dan mulai tampak sel leukosit

Fase Diestrus merupakan fase yang panjang sekitar 57-60 jam , pada sediaan hapus
vagina terlihat sel epitel.
2.5.2 HLA-G pada mencit

Protein Qa-2 merupakan protein MHC Class Ib terikat glikopospatidil inositol
(GPI) yang ditemukan pada permukaan sel T tikus dan embrio preimplantasi, adalah
produk dari gen PED (preimplantation embryo development) (Abigail, 2000). Protein Qa-2

pada tikus secara fungsional homolog dengan human leukocyte antigen (HLA-G) pada
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manusia (Martina, 2006). Keduanya berperan dﬂ.Lam. :munuregu]am, I -111engamr
pertumbuhan embrionik awal dan kelangsungan hidup embrio selanjutnya. Qa-2
diekspresikan pada permukaan sel embrio tikus preimplantasi mulai dari tingkat 2 sel dan
berlanjut sampai tingkat blastosit yang selanjutnya akan diekspresikan pada inner cell mass
dan trofektoderm.

Embrio yang mengekspresikan Qa-2 menghasilkan kecepatan pembelahan yang
lebih cepat selama perkembangan preimplantasi. Efek tidak tergantung dari lingkungan
maternal karena embryo Qa-2 positif juga berkembang lebih cepat pada in vitro.
Pemindahan Qa-2 menggunakan teknik enzimatik atau mikroinjeksi antisens
memperlambat kecepatan perkembangan, sementara mikroinjeksi dari Q7 dan/atau Q9
DNA yang menghasilkan kode protein Qa-2 meningkatkan kecepatan pembelahan embrio.
Selain tahap perkembangan preimplantasi, gen Ped juga memberikan keuntungan survival
sampai ferm. Postnatal, mencit dengan Qa-2 positif menghasilkan perbaikan saat lahir dan
berat yang cukup. Elizabeth (2008) menjelaskan mencit yang mengekspresikan Qa-2
memiliki keuntungan survival pada mencit dewasa. Warner dan Brenner memasukkan
ulasan komprehensif gen Ped dan pencarian homolog manusianya dalam ulasan luas
mereka pada regulasi genetik dari survival embrio preimplantasi.

HLA-G dan Qa-2, seperti seluruh manusia dan protein Class | manusia, secara
struktural serupa dan berinteraksi dengan reseptor sistem imun bawaan dan dapatan.
Reseptor sistem imun bawaan pada mencit menghasilkan fungsi yang serupa pada reseptor

NK manusia (Sulistyowati, 2009).
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Tabel 2.2 Perbandingan dari HLA-G and Qa-2, Produk gen Ped (Martina, 2006)

Feature HLA-G Qa-2
MHC Class 1 B molecule, binding nonapeptide Yes Yes
Membrane-bound and soluble isoforms Yes Yes
Expression by preimplantation embryos Yes Yes
Increases preimplantation growth rate Yes Yes
Enhances fetal survival Yes Yes
Increases birth weight Unknown Yes
Increase weaning weight Unknown Yes
Short cytoplasmic tail Yes Yes
GPI linkage of short tail to membrane No Yes
Increased cell proliferation with cross-lining Unknown Yes
Acts as a signal transduction molecule Unknown Probable

Kemiripan antara HLA-G dan Qa-2 disimpulkan pada Tabel 1. Dapat ditarik
kesimpulan bahwa HLA-G merupakan gen Ped mencit yang secara fungsional sangat ideal

homolog dengan manusia (Martina, 2006).

2.6 Model Preeklampsia pada Mencit

Seperti yang telah dijelaskan pada bab sebelumnya, Protein Qa-2 pada tikus secara
fungsional homolog dengan human leukocyte antigen (HLA-G) pada manusia (Martina,
2006). HLA-G dan Qa-2, seperti seluruh manusia dan protein Class | manusia, secara
struktural serupa dan berinteraksi dengan reseptor sistem imun bawaan dan dapatan.
Reseptor sistem imun bawaan pada mencit menghasilkan fungsi yang serupa pada reseptor
NK manusia (Sulistyowati, 2009).

Peneliti membuat model preeklampsia pada mencit dalam penelitian ini dengan
menekan ekspresi protein Qa-2 mencit menggunakan antibodi anti Qa-2. Mencit dengan
antibodi Qa-2 negatif ini diasumsikan mempunyai predisposisi untuk menjadi
preeklampsia. Hal ini sesuai dengan dasar teori pada wanita hamil dengan preeklampsia
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terdapat ekspresi HLA-G yang rendah. Sitotrofoblas vilus yang dikultur dari kehamilan
normal bersifat upregulasi pada HLA-G, sedangkan sitotrofoblas yang dikultur dari
kehamilan penderita preecklampsia bersifat tidak mengekspresi HLA-G (Lim et al., 1997).
Penelitian in vivo sebelumya membuktikan bahwa penggunaan antibodi anti Qa-2 dapat
digunakan untuk membuat model Qa-2 negatif yang menunjukkan adanya disfungsi
endotel pada mencit. Qa-2 negatif ditandai dengan perpendaran flouresen yang redup pada
pemeriksaan imunofluoresen (Sulistyowati, 2009).

Bagaimanapun juga dalam penelitian ini peneliti tidak mengevaluasi gejala
preeklampsia. Sedangkan mecit dengan anti Qa-2 negatif tidak hanya dapat diasumsikan
memiliki predisposisi preeklampsia melainkan dapat juga terjadi pada keadaan lain seperti
Taenia crassiceps murine cysticercosis, yaitu suatu penyakit parasit pada mencit yang
cenderung berkembang pada mencit dengan anti Qa-2 negatif. Supresi protein Qa-2 juga
dilakukan untuk membuat mencit model Behcet's disease (Behcet's disease-like mouse
model) (Lee et al, 2010),

Mencit model preeklampsia tersebut dapat dikonfirmasi dengan mengevaluasi
gejala preeklampsia pada umumnya, seperti hipertensi, proteinuria atau gejala lainnya.
Tekanan darah pada mencit dapat diukur menggunakan transducer yang ditanamkan pada
arteri karotis mencit, atau menggunakan alat pemantau BIOPAC® system MP 150

(Armenia et al., 1997). Proteinuria pada mencit dapat diukur secara kimia klinik

menggunakan spektrofotometeri.
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BAB 3
KERANGKA KONSEPTUAL DAN HIPOTESIS PENELITIAN

3.1  Kerangka Konseptual

Antibocliﬁnﬁ Qa2

Protein Qa-2

(-““-ﬁ"‘:' Antigen trofoblast
!

Hludf

Endote! vasiouler plasenta

PrmSumﬂhidlﬁf*f!: Disfungsi Endote! ¢

Perbaikan Kondisi Preeklampsia
Keterangan :
@ : Variabel bebas ~————— : Mempengaruhi
- - Variabel terikat ———— : Menghasilkan

~——— : Pemberian perlakuan
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3.2 Penjelasan Kerangka Konseptual

Perkembangan dan rasio kecepatan pembelahan embrio preimplantasi
dipengaruhi oleh dua hal, yaitu genetik dan lingkungan (nutrisi dan sebagainya).
Secara genetik, pada mencit yang menentukan adalah gen Q7 dan Q9. Ekspresi kedua
gen maupun salah satunya tersebut menunjukkan perkembangan dan pembelahan
embrio yang lebih baik, lebih cepat (PED fast embryo,Qa-2") dan kehamilan yang
lebih viabel bila dibandingkan dengan gen Q7 dan Q9 yang tidak berekspresi (PED
slow embryo, Qa-2"). Hal ini disebabkan pada ekspresi positif Q7 maupun Q9, terjadi
produksi protein Qa-2. Qa-2 adalah produk gen preimplantation embryo development
(PED gene) yang ditemukan pada permukaan inner cell mass dan sel trofoektoderm
embrio (Mc elhinny et al, 1998). Merupakan sebuah protein major hoistocompatibility
complex klas 1. Protein tersebut berperan dalam memicu rasio kecepatan fertilitas
(Lerner et al, 1988), menurunkan resiko abortus spontan (Ober et al, 1997),
melindungi embrio dari serangan natural killer cell (King et al, 1998), dan

meningkatkan ketahanan survival dan perkembangan embrio (Warner et al, 1998).

Pada embrio dengan ekspresi protein Qa-2 negatif (dalam penelitian ini
diinduksi oleh pemberian antibodi anti Qa-2), sel trofoblas embrio, termasuk bakal
plasenta, akan dikenali sebagai antigen asing, yang kemudian akan diserang oleh
natural killer cell. Destruksi ini menyebabkan kerusakan endotel plasenta, yang
ditunjukkan dengan meningkatnya VCAM-1. Peningkatan protein ini akan
mempengaruhi dan memicu monosit untuk melepaskan MMP-9  (mairix
metalloproteinase-9) yang dapat merusak sel endotel vaskuler plasenta, menyebabkan
kerusakan dan disfungsi endotel vaskuler plasenta lebih lanjut. Pada penelitian
sebelumnya, terbukti adanya peningkatan VCAM-1 yang signifikan pada mencit

bunting dengan Qa-2" dibandingkan mencit dengan Qa-2" (Sulistyowati, 2008).
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Prinsip diatas identik dengan preeklampsia pada manusia, dimana terjadi
disfungsi endotel plasenta karena ekspresi HLA-G yang rendah atau negatif. HLA-G
dan Qa-2 adalah homolog, keduanya merupakan protein MHC klas | yang mempunyai
fungsi yang identik. Pada preeklampsia, stres oksidatif karena disfungsi endotel
menyebabkan produksi radikal bebas meningkat, yang dapat diukur dengan parameter
spektrofotometri karena reaksinya dengan senyawa malondealdehid. Salah satu
oksidan penting yang dihasilkan plasenta iskemia adalah radikal hidroksil (OH) yang
sangat toksik dan destruktif terhadap membran sel. Reaksi OH™ dengan asam lemak
tak jenuh dari membran sel menghasilkan peroksida lemak. Peroksida lemak selain

merusak membran sel lebih lanjut, juga akan merusak nukleus dan protein sel endotel.

Kerusakan sel ini akan menyebabkan aktivasi makrofag, sehingga melepaskan
TNF-a, yang kemudian menginduksi translokasi NF-kB menuju lokusnya didalam
nukleus. Aktivasi NF-kB ini mengaktivasi sel untuk menghasilkan sitokin-sitokin
proinflamasi seperti IL-6, Cox-2 dan TNF-a. Produksi Cox-2 menyebabkan

peningkatan tromboksan, yang merupakan bahan vasokonstriktor kuat.

Kerusakan sel endotel lebih lanjut dan produksi sitokin-sitokin proinflamasi
memperberat disfungsi endotel dengan segala akibatnya, yaitu gangguan eikosanoid
(penurunan pmstasil-;]in dan peningkatan tromboksan) dan meningkatnya agregasi
platelet sehingga terjadi vasokonstriksi yang akan memperberat disfungsi endotel dan

berujung pada kondisi preeklampsia.

Curcumin dapat menghambat dan menetralisir radikal bebas dengan
mekanisme SPLET (sequential proton loss electron transfer) (Aggarwal, 2007),
mensupresi aktivasi NF-kB yang diinduksi oleh TNF-a (TNF-a-induced activation of

NF-kB) dengan cara menghambat translokasi NF-kB sub unit p65 (Karunagaran,
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2007), menghambat enzim Cox-2 dengan cara down regulasi ekspresi transkripsi dari
Cox-2 (Aggarwal, 2007), menyebabkan down regulasi ekspresi sitokin-sitokin

proinflamasi seperti TNF-a,IL-6 dan kemokin, menghambat tromboksan dan agregasi
platelet (Miriyala et al, 2007).

Diharapkan dengan pemberian curcumin yang dapat menghambat faktor-faktor
molekuler tersebut, didapatkan perbaikan stress oksidatif sehingga memperbaiki

kondisi preeklampsia.
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3.3 Hipotesis Penelitian

Jumlah ekspresi NF-xB dan kadar malondealdehid pada mencit yang diberi

perlakuan curcumin lebih sedikit daripada kontrol.
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4.1 Jenis dan Rancangan Penelitian

BAB 4
METODE PENELITIAN

Penelitian ini merupakan jenis penelitian eksperimental laboratorium dengan

rancangan post test only control group design, secara double blind.

KO
R Kl

K2
Keterangan gambar :

Sampel diambil secara random.

KO0: Kelompok mencit kontrol.

Pl

0]

02

MNF-xB & MDA

P0: Mencit dibuntingkan. Jika positif bunting, disuntik sediaan antibodi anti-QA2 (anti

Qa-2) pada kebuntingan hari ke-1, 10 ng pada kebuntingan hari ke-2, 10 ng lagi pada

kebuntingan hari ke-3 dan 10 ng pada kebuntingan hari ke-4. Pada hari ke-5 dan

selanjutnya diberi perlakuan plasebo selama 14 hari.

00: Mencit dikorbankan. Diperiksa jumlah ekspresi NF-kB pada jaringan trofoblas dan

kadar MDA serum.

TESIS
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K1: Kelompok mencit yang mendapat perlakuan tipe |.

P1: Mencit dibuntingkan. Jika positif bunting, disuntik sediaan antibodi anti-QA2 (anti
Qa-2) pada kebuntingan hari ke-1, 10 ng pada kebuntingan hari ke-2, 10 ng lagi pada
kebuntingan hari ke-3 dan 10 ng pada kebuntingan hari ke-4. Pada hari ke-5 dan
selanjutnya diberi perlakuan curcumin personde 100 mg/kg BB selama 14 hari.

O1: Mencit dikorbankan. Diperiksa jumlah ekspresi NF-xB pada jaringan trofoblas dan

kadar MDA serum.

K2: Kelompok mencit yang mendapat perlakuan tipe 2.

P2: Mencit dibuntingkan. Jika positip bunting, disuntik sediaan antibodi anti-QA2 (anti
Qa-2) pada kebuntingan hari ke-1, 10 ng pada kebuntingan hari ke-2, 10 ng lagi pada
kebuntingan hari ke-3 dan 10 ng pada kebuntingan hari ke-4. Pada hari ke-5 dan
selanjutnya diberi perlakuan curcumin personde 240 mg/kg BB selama 14 hari.

02: Mencit dikorbankan. Diperiksa jumlah ekspresi NF-kB pada jaringan trofoblas dan

kadar MDA serum.

42  Sampel dan Besar sampel

4.2.1 Sampel
Hewan coba yang digunakan adalah mencit (Mus musculus) yang

memenuhi kriteria sampel penelitian. Hewan coba tersebut diperoleh dari
Laboratorium Fakultas Kedokteran Hewan Surabaya.
Penelitian hewan coba ini berdasarkan pertimbangan bahwa secara medis,

terdapat keterbatasan etik untuk dilakukan pada manusia. Sedangkan pada hewan
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rodents, telah diketahui pada kelompok hewan tersebut dapat timbul
preeklampsia. Hal ini menunjukkan bahwa terdapat banyak kemiripan antara
rodents dan manusia, dari segi anatomi kehamilan maupun fisiologinya (Lyall et

al., 2007).

4.2.2 Kriteria sampel

1. Mencit (Mus musculus) betina yang sehat
(Secara inspeksi ditunjukkan dengan gerak lincah, tidak lesu, kulit bersih
tanpa luka, mata terang dan tidak layu. Frekuensi denyut jantung dan nafas
masing-masing dalam rentang : suhu 37,5 °C — 39 °C, frekuensi denyut
jantung 330480 kali permenit, frekuensi pernafasan 80—120 kali pemenit.)

2. Tidak bunting

3. Fertil (sudah pernah beranak)

4. Umur 3-4 bulan

5. Berat badan 20-35 gram

6. Diperoleh dari lokasi yang sama

4.2.3 Kriteria putus uji
Mencit betina yang sakit atau mati atau terjepit kandang setelah perlakuan
adaptasi | minggu di kandang dan atau setelah dibuntingkan, atau setelah

mendapatkan suntikan antibodi anti-QA2, sonde curcumin maupun plasebo.
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4.2.4 Besar Sampel
(t=1)(n=1)>15
Dengan t = 3, maka didapatkan :
(3=1)(n=1)215
2n-2 =15
n >85 ~9
Untuk menghindari kematian atau drop out ditambahkan 10 % dari jumlah

sampel. Maka, didapatkan jumlah sampel per kelompok = 10 ekor mencit.

4.3 Variable penelitian
4.3.1 Klasifikasi Variabel
Variabel bebas : Curcumin 100 mg/kgBB mencit dan
Curcumin 240 mg/kgBB mencit.
Variabel tergantung : Ekspresi NFkB , kadar Malondealdehid.
4.3.2 Definisi Operasional
Curcumin :

Bahan serbuk curcumin bermerek dagang MERCK mengandung bahan
aktif curcumin 90%. Berat serbuk curcumin yang dibutuhkan diukur dengan cara
ditimbang dengan timbangan mikro.

Ekspresi NFkB :

Ekspresi NFkB adalah pendaran cahaya yang tampak pada sediaan

plasenta (jaringan tropoblast) mencit yang dicat dengan teknik imunohistokimia

menggunakan antibodi monoklonal NFkB anti-p65 dari mencit. Pendaran antibodi
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NFkB anti-p65 ini menunjukkan adanya faktor transkripsi NFKkB yang teraktivasi

untuk menghasilkan sitokin pro-inflamasi.

——— e
e e e

Perubahan yang diamati dalam pemeriksaan ini adalah NFkB yang

J diekspresikan pada inti sel trophoblast yang ditandai dengan warna coklat muda
hingga coklat tua. Metode pemeriksaan yang dilakukan merupakan modifikasi

dari Yamasita ef a/ (2004), dimana data yang didapat merupakan rata-rata
| skoring sel immunoreaktif dari lima lapangan pandang berbeda dengan

pembesaran 1000x. Adapun cara skoring menurut metode ini adalah sebagai

berikut :

] Skor 0 : Inti sel tropoblas tidak ada yang terwarnai (tidak imunoreaktif)

Skor 1 : Inti sel tropoblas terwarnai (imunoreaktif) < 10 % dari total sel

‘ Skor 2 : Inti sel tropoblas terwarnai (imunoreaktif) 10-50 % dari total sel

1— Skor 3 : Inti sel tropoblas terwarnai (imunoreaktif) > 50 % dari total sel

! Berdasarkan hasil skoring tersebut, selanjutnya dilakukan interpretasi

I ekspresi NFkB terhadap hasil yang didapat seperti berikut :

, Negatif : bila skor 0 dan 1.
Positif : bila skor 2 dan 3.
' Kadar Malondealdehid :

Kadar Malondealdehid (MDA) adalah besaran yang didapatkan dari

pengujian aktivitas penangkapan radikal hidroksil oleh suatu antioksidan dengan

makromolekul yang akan didegradasi. Produk degradasi deoksiribosa oleh radikal

|

|

|

\

lr metode deoksiribosa menggunakan gula deoksiribosa sebagai model
‘ hidroksil dapat bereaksi dengan asam tiobarbiturat dalam suasana asam dengan
|
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bantuan pemanasan dan menghasilkan suatu produk berwarna merah muda yang
dapat diukur absorbansinya dengan spektrofotometer pada panjang gelombang
maksimum 532 nm (Halliwell er al., 1987). Analisis MDA merupakan analisis
radikal bebas secara tidak langsung untuk menentukan jumlah radikal bebas yang

terbentuk.

4.4 Bahan penelitian
4.4.1 Bahan serbuk curcumin
Bahan serbuk curcumin bermerek dagang MERCK mengandung bahan
aktif curcumin 90%.
4.4.2 Larutan curcumin
1. Larutan C0
e Larutan ini diberikan untuk mencit kelompok perlakuan 0 (K0)
e Rata- rata berat mencit KO = 33 g. (n=9).
¢ Larutan CO tidak mengandung Curcumin. Hanya menggunakan aquades
sebagai plasebo
e Tiap ekor mencit kelompok K0 disonde dengan 1 cc aquades (CO) per hari
selama 14 hari
2. Larutan C1
e Larutan ini diberikan untuk mencit kelompok perlakuan 1 (K1)
# Rata- rata berat mencit K1 =25 g. (n=9).
e Curcumin yang dibutuhkan 100 mg/kg BB mencit, sediaan serbuk

curcumin mengandung zat aktif Curcumin 90%.
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Perhitungan :
100%/90% x 100 mg/kgBB mencit = 111,11 mg’kg BB mencit
= 0,111 mg/ | g mencit
Berat badan 25 g = 2,775 mg Curcumin 90% per ekor mencit per hari
9 ekor mencit = 24,975 mg Curcumin 90% per kelompok per hari
Untuk 14 hari = 349,65 mg Curcumin 90%.
Langkah Pembuatan :
1. Siapkan 349,65 mg serbuk Curcumin 90%
2. Siapkan 17,4825 mg serbuk CMC Na (5%)
3. Siapkan aquades 6 cc, panaskan diatas api bunsen sampai hangat
4. Siapkan aguades 120 cc
5. Serbuk CMC Na digerus, dicampur sedikit demi sedikit dengan
aquades 6 cc yang telah hangat hingga bercampur
6. Masukkan serbuk Curcumin sedikit demi sedikit
7. Setelah tercampur tambahkan aquades 120 cc, aduk hingga merata
8. Larutan siap.
Tiap ekor mencit kelompok K1 disonde dengan | cc Larutan C1 per hari

selama 14 hari

3. Larutan C2

Larutan ini diberikan untuk mencit kelompok perlakuan 2 (K2)
Rata- rata berat mencit K1 = 35 g. (n=9).
Curcumin yang dibutuhkan 240 mg/kg BB mencit, sediaan serbuk

curcumin mengandung zat aktif Curcumin 90%.
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Perhitungan :
100%/90% x 240 mg/kgBB mencit = 266,66 mg/’kg BB mencit
= 0,266 mg/g BB mencit
Berat badan 30 g = 7,98 mg Curcumin 90% per ekor mencit per hari
9 ekor mencit = 71,82 mg C90% per hari
Untuk 14 hari = 1005,48 mg C90%.
Langkah Pembuatan :
1. Siapkan 1005,48 mg serbuk Curcumin 90%
2. Siapkan 50,274 mg serbuk CMC Na (5%)
3. Siapkan aquades 6 cc, panaskan diatas api bunsen sampai hangat
4, Siapkan aquades 120 cc
5. Serbuk CMC Na digerus, dicampur sedikit demi sedikit dengan
aquades 6 cc yang telah hangat hingga bercampur
6. Masukkan serbuk Curcumin sedikit demi sedikit
7. Setelah tercampur tambahkan aquades 120 cc, aduk hingga merata
8. Larutan siap.
Tiap ekor mencit kelompok K2 disonde dengan 1 cc Larutan C2 per hari

selama 14 hari

4.4.3 Bahan antibodi anti-Qa2

Sediaan berupa larutan antibodi anti-Qa2 (SK44) 2 ml setara dengan antibodi

Anti-Qa2 100 pg produksi pabrik Santa Cruz Biotechnology.
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4.4.4 Larutan antibodi anti-Qa2
¢ Dibutuhkan antibodi anti-Qa2 10 ng untuk diinjeksikan pada tiap ekor mencit
K0, K1, K2.
¢ Langkah Pembuatan :
1. Diambil 10 pl (= 0,5 pg) sediaan anti-Qa2
2. Diencerkan dengan cara ditambah aquades 9.990 ul (= 9,99 ml ) sehingga
volume total menjadi 10.000 pl (= 0,5 pg ).
o 10.000 pl =0,5 pg =500 ng
o 10ml =500 ng
o 0,2ml=10ng(Setiap 0,2 ml larutan = 10 ng )
o Tiap ekor mencit kelompok KO0,K1,K2 diinjeksi dengan 0,2 ml Larutan

antibodi anti-Qa2 per hari selama 4 hari

4.4.5 Bahan hormon Pregnant More Serum Gonadotropin (PMSG)
Sediaan berupa serbuk bermerek dagang Foligon mengandung 1000 IU PMSG,

disertai dengan solven 5 cc.

4.4.6 Larutan hormon Pregnant More Serum Gonadotropin (PMSG)
s Dibutuhkan PMSG 5 U untuk diinjeksikan pada tiap ekor mencit K0, K1, K2.

e Langkah Pembuatan :
1. 1000 IU serbuk PMSG dicampur dengan 5 cc solven

2. Diambil 1 cc dari campuran diatas ( lcc =200 1U )
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3. Diencerkan dengan cara ditambah aquades 3 cc (= 200 IU ) sehingga

volume total menjadi 4 cc (=200 IU ).
o 4ece=2001U
o 0,lce=51U (Setiap0,] cc larutan=5[U )
* Tiap ekor mencit kelompok K0,K1,K2 diinjeksi dengan 0,1 cc larutan PMSG

pada hari pertama perlakuan.

4.4.7 Bahan hormon Human Cherionic Gonadotropin (hCG)

Sediaan berupa serbuk bermerek dagang Chorulon mengandung 1500 IU hCG,

disertai dengan solven 5 cc.

4.4.8 Larutan hormon Human Chorionic Gonadotropin (hCG)
e Dibutuhkan hCG 5 1U untuk diinjeksikan pada tiap ekor mencit K0, K1, K2.
e Langkah Pembuatan :
1. 1500 IU serbuk hCG dicampur dengan 5 cc solven
2. Diambil 1 cc dari campuran diatas (1cc = 300 [U)
3. Diencerkan dengan cara ditambah aquades 5 cc (= 300 IU) sehingga
volume total menjadi cc (= 300 IU).
o 6ce=300I1U
o 0,0ce=51U (Setiap 0,1 cc larutan =5 [U)
¢ Tiap ekor mencit kelompok K0,K1,K2 diinjeksi dengan 0,1 cc larutan PMSG

pada hari ketiga perlakuan.
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4.4.9 Pakan & minum mencit
Selama 22 hari perlakuan, mencit diberi pakan setiap hari menggunakan pelet Hi-
Pro-Vite 511 dan 521 (PT. Charoen Pokphdan, Indonesia) dan minum yang bersumber

dari PDAM Surabaya secara ad libitum.

4.5 Tempat dan waktu penelitian
Penelitian dilakukan di Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Airlangga

Surabaya pada bulan Agustus 2010.

4.6 Teknik Penelitian
Membuntingkan Mencit :

a. Melakukan sinkronisasi birahi, yaitu mencit betina dewasa usia 3-4 bulan
dengan berat badan 20-35 gram disuntik 5 IU hormon Pregnant More Serum
Gonadotropin (PMSG) sub kutan, 48 jam kemudian disuntik 5 IU Human
Chorionic Gonadotropin (hCG) sub kutan, dibiarkan selama 17 jam.

b. Mencit betina tersebut dikawinkan secara monomating yaitu satu persatu
mencit betina yang sudah disinkronisasi birahi dimasukkan kedalam kandang
yang berisi satu mencit jantan umur 7 bulan.

¢. Diagnosis bunting didapatkan 17 jam setelah dikawinkan dan dievaluasi
adanya vaginal plug (sumbat vagina yang menutupi vagina mencit dari serviks

sampai dengan vulva).
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Suntikan antibodi anti-QA2 :
Sediaan antibodi anti-QA2 didapatkan berupa sediaan dari pabrik,
disuntikkan pada semua kelompok mencit bunting hari ke | sampai IV, dengan
dosis per hari 10 ng. Qa-2 negatif akan terjadi pada dosis 40 ng yaitu pada

kebuntingan hari ke-5 (Sulistyowati, 2009).

Suntikan subkutan :

Lokasi yang sering dipakai untuk suntikan subkutan adalah daerah
punggung dan leher. Teknik yang umum adalah dengan memegang lipatan kulit
dengan satu tangan sementara jarum dimasukkan di bawah kulit pada dasar
lipatannya. Rasa sakit setelah penyuntikan dapat dihindari dengan teknik
penyuntikan perlahan atau volume yang tidak terlalu banyak. Hal yang harus
dihindari adalah komplikasi adanya kemungkinan jarum mengenai pembuluh

darah atau bahkan kemungkinan materi masuk ke dalam pembuluh darah.

Pemberian personde :

Bahan larutan curcumin (untuk kelompok perlakuan) atau aquades (untuk
kelompok kontrol) dimasukkan dalam spuit 1 cc disondekan dengan alat khusus
sonde untuk mencit yaitu jarum yang panjangnya sekitar 10 cm dengan ujung
tajam telah dimodifikasi dengan ditambah bentukan bundar untuk kemudian

dimasukkan kedalam mulut mencit.
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Pengukuran Malondealdehid :

Diambil 0.1 cc serum
Ditambah larutan PBS 0,9 cc
Dikocok kemudian dipusingkan dengan putaran 3000 rpm selama 15 menit
Diambil supernatant sebanyak 0,8 cc
Ditambahkan TCA 15% sebanyak | cc
Ditambahkan TBA 0,37% | cc dalam HCI 0,25 N
Dipanaskan dalam waterbath, dalam suhu 80°C selama 15 menit
Didinginkan pada suhu ruang

Dipusingkan dengan putaran 3000 rpm selama 15 menit

10. Diukur absorbansi supernatan dengan spektrofotometer pada panjang

gelombang 532 nm.

Pengecatan Imunohistokimia:

Uterus dari ketiga kelompok mencit dipreparasi, diambil bagian yang terdapat

implan (plasenta).

2. Sampel plasenta difiksasi dengan formalin buffer 10%,
3. Dehidrasi dengan xylol 2 kali selama 5 menit;
4. Alkohol seri masing-masing 5 menit;
5. Dicuci dengan Phosphat Buffer Saline (PBS) selama 5 menit;
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6. Sampel difiksasi dengan 0.3% Triton-x dalam PBS + 0,1% Fetal Calf Serum
(FCS) selama 60 menit;

7. cuci/bilas PBS sebanyak 3 kali masing-masing 5 menit;

8. Proses embeding parafin

9. Pemotongan blok parafin dengan mikrotom hingga masing-masing potongan
mempunyai ketebalan 5 pm.

10. Coating dengan antibodi Qa-2 yang berlabel FITC dan larutan Hoescth
dengan inkubasi antibodi primer suhu (anti Qa-2) dingin 30-60°C; Mounting
dengan gliserin;

| 1. Diamati dengan mikroskop fluoresen.

4.7 Pengolahan dan analisis data

4.7.1 Kadar Malondealdehid
Data kadar malondealdehid adalah data numerik. Jenis hipotesis yang dipakai

oleh peneliti adalah komparasi antar data 3 kelompok sampel yang tidak berpasangan.
Peneliti bermaksud mengolah data menggunakan uji analitik One Way ANOVA
(Analisys of Variance) dengan program statistik komputer, dimana didahului oleh
pengolahan data secara deskriptif, uji normalitas dan uji kesamaan varians.

4.7.2 Ekspresi NF-xB
Data Ekspresi NF-xB adalah data numerik. Jenis hipotesis yang dipakai oleh

peneliti adalah komparasi antar data 3 kelompok sampel yang tidak berpasangan. Peneliti

bermaksud mengolah data menggunakan uji analitik One Way ANOVA (Analisys of
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Variance) dengan program statistik komputer, dimana didahului oleh pengolahan data

secara deskriptif, uji normalitas dan uji kesamaan varians.

4.8 Kerangka operasional

Mencit sampel

1

Adaptasi | minggu

Mencit dibuntingkan
=» Vaginal Plug +

'

Injeksi Anti-QA2
( hari I-IV,@10ng )

Ko | K1 | K2 l
Aquades personde Curcumin personde 100 Curcumin personde 240
(hari 5-18) mg/kg bb (hari 5-18) mg/kg bb (hari 5-18)

TESIS

Y

Dikorbankan
hari ke XIX

b
1. Kadar Malonedealdehid
2. Ekspresi NF-xB
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BAB 5
HASIL DAN ANALISIS
PENELITIAN
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BAB 5

HASIL DAN ANALISIS PENELITIAN

5.1. Data Penelitian
5.1.1. Sampel (Mus musculus)
Peneliti menggunakan hewan coba Mus musculus sebagai sampel. Kuantitas
larutan curcumin yang diberikan pada setiap kelompok disesuaikan dengan berat
badan kelompok mencit sampel.

Tabel 5.1. Berat badan mencit perlakuan

Nomor | Mencit betina | Mencit betina | Mencit betina
Mencit Kontrol Perlakuan 1 Perlakuan 2
(K0) (K1) (K2)

1 35 20 25

2 25 25 20

3 35 30 35

4 30 25 25

5 35 25 35

6 30 25 35

7 30 20 30

8 35 30 30

9 35 25 35

X 32.2=33 25 30

Rerata berat badan mencit pada kelompok kontrol adalah 33 gram, pada
kelompok perlakuan 1 adalah 25 gram, dan pada kelompok perlakuan 2 adalah 30
gram. Berdasarkan rerata berat badan tersebut kuantitas serbuk sediaan curcumin
yang digunakan untuk kelompok perlakuan 1 sebanyak 349,65 mg, untuk kelompok
perlakuan 2 sebanyak 100548 mg, sedangkan mencit kelompok kontrol tidak

menggunakan curcumin.
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Tabel 5.2. Perlakuan pada kelompok mencit

! ; Curcumin Curcumin
Kelompok Mencit | Anti Qa-2 | Plasebo 100 mg/kg BB | 240 mg/kg BB
KO (kontrol) + R - -
Kl(perlakuan 1) + - + -
K2(perlakuan 2) + - +
5.1.2. Data kadar malondealdehid

Tabel 5.3. Kadar malondealdehid pada tiap kelompok sampel

Rerata kadar malondealdehid kelompok kontrol sebesar 4,920, untuk

kelompok perlakuan | sebesar 2,188, sedangkan untuk kelompok perlakuan 2 sebesar

1,387.

TESIS

Nomor Kadar Malondealdehid

Mencit | Ko K1 K2
1 3.725 2.257 1.279
2 6.049 1.768 1.401
3 4.581 2257 1.279
4 5.070 3.113 1.523
5 4.826 1.646 1.401
6 6.171 1.890 1.523
T 4.459 2379 1.279
8 4948 1.767 1.401
9 4.459 2.623 1.401
X 4.920 2.188 1.387
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Gambar 5.1. Rerata kadar malondealdehid
Rerata kadar malondealdehid kelompok kontrol paling tinggi dibanding
kelompok yang lain, rerata kadar malondealdehid kelompok perlakuan 1 lebih rendah,

sedangkan rerata kadar malondealdehid kelompok perlakuan 2 paling rendah diantara

ketiganya.

5.1.3. Data ekspresi NF-xB

Pendaran pada inti sel yang berwarna coklat diinterpretasikan sebagai ekspresi
NF-xB positif (panah berwarna kuning pada gambar), sedangkan pendaran pada inti
berwarna biru diinterpretasikan ekspresi NF-xB negatif (panah berwarna merah).

Gambar 5.3. Lapangan pandang imunohistokimia kelompok perlakuan 1
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Gambar 5.4. Lapangan pandang imunohistokimia kelompok perlakuan 2

Tiap preparat plasenta mencit pada tiap kelompok perlakuan dinilai sebanyak

lima lapangan pandang pada pembesaran 1000 kali untuk kemudian diinterpretasi.

Tabel 5.4.Skor sel imunoreaktif* terhadap NF-xB pada kelompok mencit

No. K0 K1 K2
Skor sel X |1 Skor sel X |1 Skor sel X1

imunoreaktif imunoreaktif imunoreaktif
1 3.2.1.3.1. 20| + 0.0.0.1.1. 04| - 2.1.1.0.1. 1 | -
2 1124 12| - 1.1.0.1.2. 1| - 1.22.2.1. 16| -
3 1.1.0.0.0. 04| - 1.1.0.2.2. 1,2 - 0.1.1.2.0. 08| -
4 35333, 3 | + 1.1.0.0.0. 04| - 1.0.2.0.0. 06| -
5 23.233. 26| + 0.0.0.1.0. 02| - 233.1.1. 2 |+
6 13333, 206 | + 2.2,0.0.1. 1| - 1.0.1.0.0. 04| -
7 32233 26| + 0.1.1.0.1. 06| - 2.2.0.1.1. 1.2 -
8 23333, 28| + 1.0.0.2.1. 0.8 1.2.2.0.0. 1 |-
9 32122, 2 | + 0.0.0.1.0. 02| - 32211, 18| -
X 2,155 | + 0,644 | - 1,155 | -

Keterangan: * dilihat pada 5 lapangan pandang untuk tiap ekor sampel mencit.
X = rerata skor sel imunoreaktif pada 5 lapangan pandang.
I = interpretasi ekspresi NF-xB.
Rerata sel imunoreaktif terhadap NF-xB kelompok kontrol sebesar 2,155
untuk kelompok perlakuan 1 sebesar 0,644, sedangkan untuk kelompok perlakuan 2

sebesar 1,155.
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Gambar 5.5. Rerata Skor sel imunoreaktif terhadap NF-xB

Rerata sel imunoreaktif terhadap NF-xB kelompok kontrol paling tinggi
dibanding kelompok yang lain, rerata kadar malondealdehid kelompok perlakuan 1
lebih rendah dibanding kontrol, sedangkan rerata kadar malondealdehid kelompok

perlakuan 2 lebih tinggi dibanding kelompok kontrol, namun lebih tinggi dibanding

kelompok perlakuan 1.

5.2. Analisis Data Penelitian kadar malondealdehid
Peneliti ingin membandingkan (komparasi) antar rerata kadar malondealdehid
antar kelompok secara statisiik analitik. Data kadar malondealdehid dapat
dikategorikan sebagai data numerik dan ketiga kelompok data merupakan kelompok
data tidak berpasangan. Bila data mempunyai distribusi normal dan varian sama,
maka analisis dapat menggunakan uji one way ANOVA. Bila data tidak berdistribusi
normal atau mempunyai varian tidak sama maka menggunakan uji Kruskal Wallis.
Bila dari uji statistik terbukti ada perbedaan bermakna paling tidak terhadap dua
kelompok sampel, dilanjutkan dengan analisis Post Hoc. Uji dan penghitungan yang

dilakukan peneliti menggunakan program statistik komputer.
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5.2.1. Uji normalitas distribusi data
Data kelompok KO0, K1 dan K2 masing-masing diuji normalitas distribusi
menggunakan uji Shapiro-Wilk karena besar sampel <50. Dikatakan distribusi data

normal bila p>0,05.

Tabel 5.5. Hasil uji normalitas distribusi data (Uji Shapiro-Wilk)

Kelompok Kesimpulan
Perlakuan Mo 2D P | (p>0.,05 distribusi normal)
Ko 4920840777797 | 0.402 Distribusi normal
K1 21888 £ 0477893 | 0,400 Distribusi normal
K2 13874 +0,095372 | 0,055 Distribusi normal

Hasil penghitungan p menggunakan program statistik komputer untuk masing-

masing kelompok (pada tabel) menunjukkan bahwa distribusi data ketiga kelompok

adalah normal.

5.2.2. Uji homogenitas varians data
Data kelompok KO0, K1 dan K2 diuji homogenitas varians menggunakan uji

Levene’s. Dikatakan distribusi data normal bila p>0,05.

Tabel 5.6. Hasil uji homogenitas varians data (Uji Levene’s)

Antar Kesi -
Kelompok p P ul
Perlal (p=>0,05 varians sama)
K0, K1,K2 0,012 Varians berbeda

Hasil penghitungan p menggunakan program statistik komputer untuk masing-
masing kelompok menunjukkan angka p=0,012. Karena p<0,05 dapat ditarik

kesimpulan terdapat dua kelompok yang mempunyai varians data yang berbeda secara
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bermakna. Oleh karena tidak memenuhi syarat varians sama, tidak dapat
menggunakan uji one way ANOVA. Sebagai alternatifnya digunakan uji Kruskal
Wallis.

5.2.3. Uji Kruskal Wallis
Data kelompok KO, K1 dan K2 masing-masing diuji signifikansi dengan

Kruskal Wallis. Dikatakan berbeda signifikan bila p<0,05.

Tabel 5.7. Hasil uji signifikansi dengan Kruskal Wallis

Kelompok | Mean Rank p Kesimpulan
Perlakuan (p<0,05 berbeda bermakna)
K0 23
Kl 14 0,000 Berbeda bermakna
K2 5

Hasil penghitungan p menggunakan program statistik komputer untuk masing-
masing kelompok menunjukkan angka p=0,000. Karena p<0,05 dapat ditarik
kesimpulan terdapat perbedaan kadar malondealdehid antara dua kelompok perlakuan
secara bermakna.

Untuk mengetahui kelompok mana yang mempunyai perbedaan maka harus
dilakukan analisis Post Hoc. Sebagai analisis Post Hoc peneliti menggunakan uji t test
2 sampel tidak berpasangan (non independent 1 tesf) dimana diasumsikan varians

tidak sama.

5.2.4. Ujittest 2 sampel tidak berpasangan
5.2.4.1. Uji t test 2 sampel tidak berpasangan antara kelompok K0 dan K1

Tabel 5.8. Hasil uji beda signifikansi antara kelompok K0 dan K1

Kelompok Mean Mean p Kesimpulan
Perlakuan Difference (p<0.05 berbeda bermakna)
KO 4,92089 2,732000 0,000
Berbeda bermakna
K1 2,18889 2,732000 0,000
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Dapat ditarik kesimpulan terdapat perbedaan bermakna rerata kadar

malondealdehid antara kelompok mencit yang diberi perlakuan plasebo (K0) dengan

kelompok mencit yang diberi perlakuan curcumin 100 mg/kg BB (K1).

5.2.4.2, Uji t test 2 sampel tidak berpasangan antara kelompok K0 dan K2

Tabel 5.9. Hasil uji beda signifikansi antara kelompok K0 dan K2

Kelompok Mean Mean p Kesimpulan
Perlakuan Difference (p<0,05 berbeda bermakna)
KO0 4,92089 3,533444 0,000
Berbeda bermakna
K2 1,38744 3,533444 0,000

Dapat ditarik kesimpulan terdapat perbedaan bermakna rerata kadar
malondealdehid antara kelompok mencit yang diberi perlakuan plasebo (K0) dengan

kelompok mencit yang diberi perlakuan curcumin 240 mg/kg BB (K2).

5.2.4.3. Uji t test 2 sampel tidak berpasangan antara kelompok K1 dan K2

Tabel 5.10. Hasil uji beda signifikansi antara kelompok K1 dan K2

Kelompok Mean Mean p Kesimpulan
Perlakuan Difference (p<0,05 berbeda bermakna)
K1 2,18889 | 0,801444 0,001
Berbeda bermakna
K2 1,38744 0,801444 0,001

Dapat ditarik kesimpulan terdapat perbedaan bermakna rerata kadar
malondealdehid antara kelompok mencit yang diberi perlakuan curcumin 100 mg/kg

BB (K1) dengan kelompok mencit yang diberi perlakuan curcumin 240 mg/kg BB

(K2).

5.3. Analisis data ekspresi NF-xB
Peneliti ingin membandingkan (komparasi) antar rerata ekspresi NF-xB antar

kelompok secara statisiik analitik. Data ekspresi NF-xB dapat dikategorikan sebagai
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data numerik dan ketiga kelompok data merupakan kelompok data tidak berpasangan.
Bila data mempunyai distribusi normal dan varian sama, maka analisis dapat
menggunakan uji one way ANOVA. Bila data tidak berdistribusi normal atau
mempunyai varian tidak sama maka menggunakan uji Kruskal Wallis seperti diatas.
Bila dari uji statistik terbukti ada perbedaan bermakna paling tidak terhadap dua
kelompok sampel, dilanjutkan dengan analisis Post Hoc. Uji dan penghitungan yang

dilakukan peneliti menggunakan program statistik komputer.

5.3.1. Uji normalitas distribusi data
Data kelompok KO, K1 dan K2 masing-masing diuji normalitas distribusi

menggunakan uji Shapiro-Wilk karena besar sampel < 50. Dikatakan distribusi data

normal bila p>0,05.

Tabel 5.11. Hasil uji normalitas distribusi data (Uji Shapiro-Wilk)
Kelompok Mean + SD P Kesimpulan
Perlakuan (p>0.,05 distribusi normal)

K0 2,1556 + 0,84722 0,070 Distribusi normal
Kl 0,6444 £ 037118 0,363 Distribusi normal
K2 1,1556 + 0,54569 0,748 Distribusi normal

Hasil penghitungan p menggunakan program statistik komputer untuk masing-
masing kelompok (pada tabel) menunjukkan bahwa distribusi data ketiga kelompok

adalah normal.

5.3.2. Uji homogenitas varians data
Data kelompok KO, K1 dan K2 diuji homogenitas varians menggunakan uji

Levene’s. Dikatakan distribusi data normal bila p>0,05.
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Tabel 5.12. Hasil uji homogenitas varians data (Uji Levene’s)

Antar
Kesimpulan
I;:},;Jml ok 3 (p=>0,05 varians sama)
K0, K1,K2 0,167 Varians sama

Hasil penghitungan p menggunakan program statistik komputer untuk masing-
masing kelompok menunjukkan angka p=0,167. Karena p>0,05 dapat ditarik
kesimpulan bahwa varians data sama. Oleh karena itu, memenuhi syarat

menggunakan uji one way ANOVA.

5.3.3. Uji one way ANOVA
Data kelompok KO0, K1 dan K2 masing-masing diuji signifikansi dengan one
way ANOVA. Dikatakan berbeda signifikan bila p<0,05.

Tabel 5.13. Hasil uji signifikansi dengan one way ANOVA

Kelompok P Kesimpulan
Perlakuan (p<0,05 berbeda bermakna)
KO
Kl 0,000 Berbeda bermakna
K2

Hasil penghitungan p menggunakan program statistik komputer untuk masing-
masing kelompok menunjukkan angka p=0,000. Karena p<0,05 dapat ditarik
kesimpulan terdapat perbedaan rerata ekspresi NF-xB antara dua kelompok perlakuan
secara bermakna.

Untuk mengetahui kelompok mana yang mempunyai perbedaan maka harus

dilakukan analisis Post Hoc, yaitu uji beda nyata terkecil (BNT).
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5.3.4. Uji beda nyata terkecil

Tabel 5.14. Hasil uji beda signifikansi antara kelompok K0 dan K1

bandi A Kesimpulan
PKerompE;cE;:ﬂakuan Bi;ii;‘zce P (0,05
bermakna)
K0 & K1 1,5111 0,000 Berbeda bermakna
KO & K2 1.0000 0,002 Berbeda bermakna
Tidak berbeda
Kl & K2 -0,5111 0.093 ] |

Dapat ditarik kesimpulan terdapat perbedaan bermakna rerata ekspresi NF-xB

antara kelompok mencit yang diberi perlakuan plasebo (K0) dengan kelompok mencit

yang diberi perlakuan curcumin 100 mg/kg BB (K1), dan antara kelompok mencit

yang diberi perlakuan plasebo (K0) dengan kelompok mencit yang diberi perlakuan

curcumin 240 mg/kg BB (K2). Sedangkan perbedaan antara kelompok mencit yang
diberi perlakuan curcumin 100 mg/kg BB (K1) dengan kelompok mencit yang diberi

perlakuan curcumin 240 mg/kg BB (K2) tidak bermakna secara statistik.

TESIS
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BAB 6

PEMBAHASAN

Preeklampsia masih menjadi salah satu penyebab utama morbiditas dan
mortalitas ibu dan janin terkait dengan kehamilan dan persalinan. Preeklampsia
dapat menimbulkan komplikasi pada ibu maupun janin yang dikandung,
Penggunaan agen platelet dan antioksidan telah digunakan sebagai terapi selama
ini. Dewasa ini literatur mengenai curcumin telah banyak berkembang. Banyak
penelitian membuktikan bahwa curcumin diantaranya dapat bermanfaat sebagai
anti inflamasi, antipletelet, dan anti oksidan kuat (Aggarwal et al, 2007).
Ekspresi NF-xB dan kadar malondealdehid adalah dua diantara parameter stres
oksidatif pada mencit model preeklampsia. Peneliti ingin mengetahui apakah
pemberian curcumin dapat menurunkan ekspresi NF-xB dan kadar
malondealdehid pada mencit model preeklampsia pada dua dosis yang berbeda.

Terdapat tiga kelompok mencit pada penelitian ini. Ketiganya dijadikan
model disfungsi endotel dengan menghilangkan protein Qa-2, yaitu dengan cara
diberi antibodi anti-Qa-2 (injeksi). Kelompok KO0 tidak mendapat perlakuan
curcumin, hanya aquades sebagai plasebo. Kelompok K1 mendapat perlakuan
curcumin 100mgkgBB yang terbukti dapat berfungsi sebagai anti inflamasi,
sedangkan kelompok K2 mendapat perlakuan curcumin 240mg/kgBB (dosis
lebih besar dimana pada penelitian sebelumnya terbukti juga menurunkan

ekspresi VEGF (Ashon S et al, 2009).
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6.1. Pemberian curcumin menurunkan kadar malondealdehid pada mencit
model preeklampsia

Peroksidasi lemak telah diketahui sebagai mekanisme utama kerusakan
sel pada sebagian besar sistem biologi. Pada suasana oksidatif, lemak
polyunsaturated sangat rentan teroksidasi yang kemudian membentuk lipid
peroksida yang toksik bagi host. PUFA (polyunsaturated fatty acid) peroksida
kemudian bereaksi lebih lanjut dan membentuk malondealdehid (MDA).
MDA dapat ditemukan pada serum, plasma, jaringan, dan urin, sebagai hasil
dari peroksidasi lemak dan sebagai produk sampingan pada biosintesis
prostaglandin. MDA termasuk kelompok aldehid reaktif dan merupakan salah
satu dari spesies elektrofil reaktif yang dapat menyebabkan stres toksik dalam
sel. Malondealdehid (MDA) dapat dipakai sebagai parameter stres oksidatif.
Menurut literatur, peningkatan stress oksidatif dapat meningkatkan kadar
malondealdehid. (Halliwell et al., 1987). Analisis kadar MDA merupakan
analisis radikal bebas secara tidak langsung untuk menentukan jumlah radikal

bebas yang terbentuk.

Kelompok kontrol dikondisikan sebagai model preeklampsia yang
tidak mendapat terapi curcumin mempunyai kadar malondealdehid paling
tinggi diantara ketiganya. Kelompok perlakuvan 1 yang mendapat terapi
curcumin 100 mg/kg BB mempunyai kadar malondealdehid lebih rendah dan
kelompok perlakuan 2 yang mendapat terapi curcumin 240 kg/kgBB
mempunyai kadar malondealdehid paling rendah. Ketiga kelompok tersebut
berbeda signifikan secara statistik. Hasil penelitian ini menunjukkan
pemberian curcumin menurunkan stress oksidatif yang terjadi pada mencit
model preeklampsia.
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6.2. Pemberian curcumin menurunkan ekspresi NF-xB pada mencit model
preeklampsia

Nuclear Factor-xB (NF-xB) adalah faktor transkripsi yang dapat
menginduksi aktivasi gen keradangan (inflammatory genes), termasuk TNF-a,
IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, Granulocyte-macrophage colony stimulating factor
(GM-CSF), molekul MHC kelas 1, reseptor IL-2, selektin E, vascular cell
adhesion molecule (VCAM-1), prekursor serum amiloid A, dan angiotensin.
Faktor transkripsi tersebut berikatan dengan daerah promoter dan enhancer
gen target. Dalam inti, NF-xB yang dapat berikatan dengan DNA berbentuk
heterodimer yang terdiri dari subunit Rel-A dengan berat molekul 65 kDa,
yang dahulu disebut p65 dan subunit p50 dengan berat molekul 50 kDa.
Tetapi, masing-masing subunit dapat membentuk homodimer yang juga dapat
berikatan dengan DNA (Marok et al, 1996; Chen et al 1999).

Pada sel yang tidak dirangsang, NF-xB terdapat dalam bentuk inaktif
di dalam sitoplasma, membentuk kompleks dengan inhibitor IxB. Berbagai
macam rangsangan seperti mitogen, sitokin pro-inflamatori, radiasi ionisasi,
sinar ultraviolet, protein virus, LPS bakteri dan ROS dapat menyebabkan
fosforolasi dari IxB sehingga mengaktifkan NF-xB (Venugopal, 2006).
Beberapa sitokin yang ekspresi gen mereka diaktifkan oleh NF-xB, seperti
TNF-a dan IL-2, juga merupakan aktivator NF-xB, sehingga memberikan
suatu potensi untuk siklus posifive feedback dalam respon keradangan.
Terdapat banyak bukti yang menyatakan bahwa senyawa oksigen reaktif.
terutama H202 bertindak sebagai messenger dalam jalur aktivasi NF-xB. Sel
yang diberi antioksidan atau mengekspresi secara berlebihan enzim katalase,

glutation peroksidase, atau thioredoksin, menghambat aktivasi NF-xB yang
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dirangsang oleh berbagai macam stimuli. Pemberian H202 pada kultur
beberapa jenis sel mengaktifkan NF-xB (Marok et al, 1996; Schmidt et al,
1996; Kim et al, 2000; Snapper et al, 1996).

Kelompok kontrol dikondisikan sebagai model preeklampsia yang
tidak mendapat terapi curcumin mempunyai skor ekspresi NF-xB paling tinggi
diantara ketiganya. Kelompok perlakuan 1 yang mendapat terapi curcumin
100 mg/kg BB mempunyai skor ekspresi NF-xB lebih rendah dibandingkan
kelompok kontrol (berbeda signifikan secara statistik). Kelompok perlakuan 2
yang mendapat terapi curcumin 240 kg/kgBB mempunyai skor ekspresi NF-
kB lebih rendah dibandingkan kelompok kontrol (berbeda signifikan secara
statistik), namun lebih tinggi dibandingkan kelompok perlakuan 1 (tidak
berbeda signifikan secara statistik). Hasil penelitian ini menunjukkan
pemberian curcumin menurunkan stress oksidatif yang terjadi pada mencit
model preeklampsia, namun pemberian curcumin pada dosis lebih tinggi (240
mg/kgBB) justru menurunkan kemampuan curcumin untuk menurunkan stress
oksidatif (ditunjukkan dengan ekspresi NF-xB yang kembali meningkat).

Jurnal baru yang diterbitkan tahun 2009 mengulas bahwa curcumin
justru berfungsi sebagai prooksidan pada dosis tinggi (Banarjee et al., 2009).
Diduga bahwa curcumin bereaksi dengan radikal bebas membentuk phenoxyl-
radical yang lebih tidak reaktif. Ekspresi NF-xB yang kembali meningkat
pada dosis tinggi kemungkinan berasal dari akumulasi sisa phenoxyl-radical
yang berlebihan sehingga bertindak sebagai prooksidan yang kemudian dapat

mengaktivasi NF-xB.
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Mungkin kemudian akan timbul pertanyaan mengapa kadar
malondeldehid tidak meningkat pada pemberian curcumin dosis tinggi
dibandingkan pemberian curcumin dosis rendah. Hal ini dimungkinkan karena
malondealdehid adalah parameter stres oksidatif yang diperiksa dari serum
yaitu merupakan pemeriksaan pada tingkat sistemik. Sedangkan ekspresi NF-
kB merupakan pemeriksaan pada tingkat molekuler. Pada tubuh hewan coba,
tingkat molekuler lebih sensitif terhadap perubahan. Perubahan yang terjadi
dapat mempengaruhi tingkat molekuler kemudian tingkat seluler. Bila
perubahan tersebut mempengaruhi tingkat seluler dalam jumlah besar, dapat
mempengaruhi tingkat organ untuk kemudian dapat mempengaruhi tingkat

sistemik.
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BAB 7

KESIMPULAN DAN SARAN

7.1. Kesimpulan

1. Curcumin dosis 100 mg/kg BB menyebabkan penurunan jumlah ekspresi NFkB
pada mencit model preeklampsia.

2. Curcumin dosis 240 mg/kg BB menyebabkan penurunan jumlah ekspresi NFkB
pada mencit model preeklampsia.

3. Curcumin dosis 100 mg/kg BB menyebabkan penurunan kadar malondealdehid
pada mencit model preeklampsia.

4. Curcumin dosis 240 mg/kg BB menyebabkan penurunan kadar malondealdehid
pada mencit model preeklampsia.

5. Penurunan kadar malondealdehid lebih besar pada kelompok yang diberikan
Curcumin dosis 240 mg/kg BB dibandingkan dengan vang diberi Curcumin
dosis 100 mg/kg BB.

6. Penurunan jumlah ekspresi NFkB lebih besar pada kelompok yang diberikan
Curcumin dosis 100 mg/kg BB dibandingkan dengan vang diberi Curcumin
dosis 240 mg / kg BB.

7. Pada dosis 240 mg/kg BB curcumin dapat menjadi pro-oksidan yang

menurunkan kemampuan curcumin sebagai anti-oksidan.

7.2. Saran
I. Perlu diadakan penelitian lanjutan kadar curcumin yang dapat berfungsi

optimal sebagai anti-oksidan tanpa menunjukkan efek pro-oksidan.
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2. Untuk menunjang hasil penelitian ini, hendaknya dilakukan penelitian

terhadap efek samping pemberian curcumin terhadap hasil konsepsi mencit.
3. Dapat dilakukan penelitian lanjutan dimana bahan aktif didapat dengan
menggunakan simplisia dari (. Longa.
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Lampiran 1
Lembar Tabel Perlakuan

Kelompok Mencit | Anti Qa-2 Curcumin 100 mg | Curcumin 240 mg
KO (kontrol) s = o

K1 (perlakuan 1) 3 + -

K2 (perlakuan 2) + - +
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Lampiran 2

Data Hasil Penelitian

IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

2.1. Tabel Hasil Malondealdehid

Nomor Absorban Malondealdehid Kadar Malondealdehid
Mencit
KO K1 K2 KO K1 K2

1 0.027 0.015 0.007 3725 2.257 1.279
2 0.046 0.011 0.008 6.049 1.768 1.401
3 0.034 0.015 0.007 4.581 2.257 1.279
4 0.038 0.022 0.009 5.070 3.113 1.523
5 0.036 0.010 0.008 4.826 1.646 1.401
6 0.047 0.012 0.009 6.171 1.890 1.523
7 0.033 0.016 0.007 4.459 2.379 1.279
8 0.037 0.011 0.008 4.948 1.767 1.401
9 0.033 0.018 0.008 4.459 2623 1.401
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| 2.2. Kurva Absorbansi Malondealdehid
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2.3. Ekspresi NF-xB

| No. K0 Kl K2
Skor sel X |1 Skor sel X |1 Skor sel X |1

I imunoreaktif imunoreakiif imunoreaktif

| | 3.2.13.1. 20| + 0.0.0.1.1. 04| - 2.1.1.0.1. 1 |-
l' 2 1.1.1.2.1 1.2 ]| - 1.1.0.1.2. | - 1222.1. 1,6 | -
| 3 1.1.0.0.0. 04| - 1.1.0.2.2. 1.2 = 0.1.1.2.0. 08| -
| 4 33333 3 + 1.1.0.0.0. 04| - 1.0.2.0.0. 06| -
{ 5 33233 |26 + 0.00.1.0. |02 -] 23311 |2 |+
| 6 | 13333, (26| + | 22001 |1 |-] 10100 |04]-
‘ 7 32233 26| + 0.1.1.0.1. 06| - 2.2.0.1.1. 1,2] -
' 8 23333 28| + 1.0.0.2.1. 0.8 1.2.2.0.0. 1 |-
j 9 32,122 2 1 # 0.0.0.1.0. 02| - 3.22.1.1. 1.8 -
| X 2,155 n 0,644 : 1,155 -

. Keterangan: * dilihat pada 5 lapangan pandang untuk tiap ekor sampel mencit.
X = rerata skor sel imunoreaktif pada 5 lapangan pandang.
| = interpretasi ekspresi NF-xB.
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Lampiran 3
Mencit | Tikus | Marmot | Kelinci | Kucing | Kera | Anjing | Manusia
. 20g [200g| 400g | 15kg | 2kg f4kg| 12kg | 70Kg
| g |
! Mencit .
. 10 | 70 |-225 | 278 | 207 |64t | 1242 | 3879
20g
Tikos ;
! oas | 10 ] 17e | 39 | 42 |92 ]| 178 | seo
| 200g . :
Marmot '
1 008 {057 | 10 | 225 | 24 |s2| 102 | 315
. 400¢ :
| ) Ktlim - .
| "1 oot |o2s| o4 [ 10 | 108 |24 | 45 | 142
, | 1.5 kg
| K - -4
| WM 003 023 ] o041 .| 092 | 100 | 22| aa 13,0
2kg '
= :
! “* o016 |on| o1 | 042 | o0as | 10| 19 6.1
| 4 kg _
AmInE | o008 | 006 | 010 | 022 | 024 |0s2] 10 3.1
kg |. '
Manusial ]
i 00026 | 0018 | 0031 | 007 | 007 [016| 032 [ 10

Tabel 8.1. Konversi Perhitungan Dosis untuk Beberapa Jenis Hewan dan manusia (Ghosh, 1971)
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L4. Pengolahan dats (menggunasn SPSS)

EXAMINE VASIABLES=MOA BY Ferlakuan

IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

APLOT BONPLOT HISTOGRAM REPLOT

JCOMPARE GROTP

/STATISTICE DESCRIPTIVER JCINTERVAL 85 /MISSING LISTWISE L BOTOTAL.,
Explore
Mot
(e T3-Asig-2010 21.03.55)
Camirsnis.
Irpart Data Or'Data Dina THESISDATA
MAENCIT sav]
Acive Datased |DataSatt

Filiar el

Weight <nona>

Gpl# Fil hones

N of Aows in Working Data 27

Fils

[Miseng Value Handing Defnéion of Missng User-gefined missing valuss for
wyarables are Sreated &
FTERAING.

Cases Used ‘aalistcs are based On Cases W no
missing valuas for any depentdent
wanabis or tecior used.

|EXAMINE VARIABLES=MDA BY
Prarighusn
FPLOT BOXPLOT HSTOGRAM
NPPLOT
ICOMPARE GROP
[STATISTICS DESCRFTIVES
ICINTERVAL B85
MISBING LIETWISE
INOTOTAL
Radoireas Precaigoe Tima Ligr R R
Eiaawad Tivm Q0001

[fatadetl] D:'\Data DAna\THESIS\DATA MENCIT.sav

Perlakuan pada sampel
Cana Procesuing Summsry
Casas
Vald Mssirg Total

N Parosn Pancani Parcani |

[Fadar Wakendeaiaaned st q 100, % [ i o] 00

Cusrpurnin 100 mgig B8 8 1080,0% o 0% 8 voo,o%|

Curtumin 40 mghg B8 9 100.0% o % 9| 100N
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Dascriptivis

B88% Confidence Inserval for Masn  Lowse Bound

5% Trimmed Maan
Merdian

Varinnee

Ead. Dervimiion

Upper Bowund

TAT
1,400

Curcamin 100 mgikg B8

Tusts of Normality

e T o st sl

Curcurnin 240 mg/kg BB

I Curewrmin 100 mofig BB

e
@ Liliafors Significance Comesson
*. This ia & lower bound of the tnus sprificance.

.
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Kadar Malondealdehid
Histograms
Histogram
o Poag babisan= Plasalin
2+
2 Dav. =078
Heg
(™™
1] P
|
" ss00 4000 4300 5,000 5500 4.000 8500
Kadar Malondealdehid
Histogram
Tosi Pt ladvsan= Cuweurnin 188 nigrkg BY
2
Hhsan =218
2d. Dav. =0 478
H=d

EJ"
]
g
w

1 |

1.500 2000 2500 3000
Kadar Malondealdehid
B
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Detrended Normal Q-0 Plot of Kadar Malondealdehid

Tor Perkshusne Mlasabo
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==

1 Plasabo Curcuniin 1‘5!: gl g BE Curcumin 1:1: nigd g BB
| Perlakuan pada sampel
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Oneway
Motoe
CupuL Created 1:-“3&1311?@
Comments
Jirgant Dwta Crilata Dinat THESISUAT A
MEMCIT. s
Active Datasst |Datasatl
Fillar rione >
Weght | <none=
Bpift File L
N of Fows in Waorking Date F o
Fim
|Miasing Vil Handig Defrution of Missing Ussr-dafined missing valuss sre
rredied Ba Masng
Casan Lhwwd Statistics or each arddnis are based|
O Catee waith nd missing datn for
ary viriabie in the Brafvie.
rm IONEWAY MDA BY Periaiuan
FETATIETICS HOMOGENEITY
FMIBEING ANALYEIS
[F EoT ey Procssscs Tane =R e alip]
Eimpsed Tima GO0 01
[DataSetl] D:\BData Cina'\THESISAWOATA MENCIT.savw
Test of Homageneity of Varances
doacher sioncesicehic
5319 2 EZ] o
ANCWA
Sum of o
1794 =
Dercags B.T40
Total B8 514
NERR TESTS  /E-W=MDR BY Ferlakuanil 31 FHISSIRG RMALYSIS.
NPar Tests
Moten
[Cutput Crealed 1 [ELE
Comirasnts
| LTl Cian CriData Dina' THESHEOATA
MEHNCIT sa
Active Datsist | DmtaSat1
Filar Lol
‘Weight | <nocrss
Epiil Fiw ST
M of Rowes in Warking Daeia 27
Fin
|Mssing Vishes Handiing Defingon of Migsng missing values sre
eabed an missng.
Caps L Stafatics for adch test are bassd o
ol cases with vaid cata for the
wnnabisln) ussd (n that tesl.
Syt NPAR TESTS
MDA BY Padsmndt 5
MHSEING ANALYEIE.
RESOUrDRE Procaxsor Tims 000, 000y
Elapsad Tima 00k 0 000
Humber of Cases Alowsd” Rt

mdmm

[DataSetl] D:'Data Bina'\THESIS\DATA MENCIT.sav

Kruskal-Wallis Test
Ranks
Purissan paca sampal ] Nt Raric
Malondeaidetid  Plassbo 9 F=1
Curcumin 100 mgig BB Ll kLY
Carpumin 240 mphg B L]
Todal Fi
Tast Gtativtica™
¥ adar Madceamidatsd
of 2
Sig. 000
& Kruskal Walks Test
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T-TEST GROAUTFS=Farlakuanfl 2 MMISSTHG=ANALYSIS  /VARIABLES=HDA  fCRITERIA~CI(.95].

T-Test
Kertern
[Gutps Creates 15-Aug-2070 2122:00]
Commarts
Input Dats C\Dats Dina THEBISDATA]
MENCIT. sav]
Actwe Datasal DataGalt
Filtar oryan
Weight enones
Spiit Fila <nonas
H of Rows in Working Data 7
Fils
h‘nnu'u“nr-'ﬁw Definitian of Mssing Lisar dafined missing values are
raming a3 missing
Cases Lisad Elalistics bor mach anabyais are baasd|
e caBEn wilh na missing of oul-
Jol-range data for any variable in the
T-TEET GROUPS=Periskuan(1 2}
| MIESING=ANALY SIS
MAWARIABLEE=MDA
ICRITERLACI] B5).
Proceasor Tima Cr-00.
Elapssd Tire 00000, !
[Ratagetl] Di\Data DIna\THESTS\DATA MENCIT.sav
Group Ratstics
Padakuar M
Curcumin 100 mgikg BB
|
Lavara's Tasi for ol Viarsances tﬂmdm
F
m ‘Equl vanances msumed
Equal variances nol sssumed
T-TEST GROUFS=Farlakuanil 3} FHIASTRG=ANALYSIS FVARTABLES=HDA FCRITERIA=CL | .@5) . L|
T-Tast
" Hodne
Oata O\t Cina THESSEADAT A,
MEMCIT. sav]
Active Daiassl rﬂﬂ-1
Fitar <non
Wi preste
Spiit Fiis <o
N of Resvs in Warking Dala an
File
Tlhnn?ﬂ-l-ﬂq Dafinition of Masing Lisar defined missing values are
| = MARing.
| Cases Used for sach analysis are based}
s cains wilh Fo missing or oul-
| data for any wariable in the
| i
| fEyntax -TEST GROUPS=Periakuan(i 3)
WEESTNG=AMALY SIS
AARIABLES= MDA
FCRITERIA=CY ),
Resoumes Procassor Time o000
I Elsosed Ture nm:mﬂ
[DataSetl] Di\Data Dina'\THESISYDATA MENCIT.sav
Group Statistica
Sl Bid Emor '
Parokunn M Bhaic Dirvinfion | Mean
DS
Curtamin 240 mgikg B8 Ll 138744 OESATZ] 037N
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Indapandsnt Sampiss Test
Levana's Tead for of Yanances bl for Eullj ol M
Intsrvml of the
Diffararcs
| Big. 2- Mean | Sid. Eror
F 1 of Differnnce | Differencs | Lower
-—%I—u——.—.
Fadnr Malondeaidered  Equal varinnchs aasimsd E . 13, 16 3,53344]  PE1XOT] 2OTRTIO 4 GHTY
Enumil warisncss not susumad 13,837 a2u D00 3533444 2E120T| TEI4948] 4, 132743
T=TERT GRPS=Perlakuan{l 3 /MISEIHG=ANRLYSTS FVARIABLES=MIA FCRITERIA=CI{.95) .
T-Test
Fatas
Cromed T3-haag- 2010 2122 5]
Commaes
npul Data Cr'iDuta Dina\ THESISADATA
| MENCITT. sirv]
Active Datasst Datafall
Filtar ||
| Waight <rOne>
Sipift File i o
| M aof R in Workang Data a7
Filn
Minning Valus Hendbrg Dafedtion of Miking aafinad Milaing vilusd o
B3 missing.
Cases Lsed for mach analysis are based|
on e CESES with NO MsEng or oul-
of-rangs data for any vanable in e
nnatysis
| Syritac: T-TEST GROUPS~Pariskusn(2 3}
TMISSTRGSANAL Y SRS
AARIABLEG=MDA
ICRITERWA=CH 6).
|Redcascas Pressscs Tims Jrir ki
Etspsed Tima 0: 0000,
|
[DataSetl] DiiData Dina\THESIS\DATA MENCIT.sav

Group Statistics
1 N
100 mgdg
Curcumin 240 mghg BE
Lrvwrr's Tl for of Variances {-4nsi for of Maans
F
[ H Egqual i T4
Etqusl virsrsin ol ssaurmed
SAVE OUTFILE='Di\Data Dina%\THESIS\DATA HENCIT FIX,sav' JCOMPRESSED,
EXANINE VARTABLES=HFEB BY Parlakusn /FLOT BOXFLOT HISTOGRAM HFFLOT JOOMPARE GROUTP {ETATISTICS DESCRIPTIVEE
FCINTERVAL 35 /HISSING LISTWISE JROTOTAL.
Explore
i
w 1muit:mm|
Irpat Dita DDt Cora\ THESI6data
TS
Ativn Datass DhtaSent 1
Filter L<nome>
gl <o
Spii File <O
M of Fiows in 'Working Data 2PI
File
|Mizsing Vaiue Handing Defnition of Missing missing values far
VENEEE W TRt 35
Casas Used Gtmtistics are bassd on cEles wilh ro)
walues for any deperdani
variable of Mecior uied.
L]
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|ExissanE vARIABLES=NFRE BY
Fariaian

[Babafstl] iData DIna \THESISdara mencib ku.savw

Perlakuan pada sampel

[Exsprasi HFRE

|
|

Wariance T8

Lowesr Bound |
Lippar Bound

Liswer Bund
Upper Bound

Pl mkusn

WFkB
Curcumin 100 mglkg BB
Curcumin 240 mghg 58

2 Lilkefors Significance Gormecton
*. This s a lowar bound of the trus significance.

Ekspresi NFKB Plasenta

Histograms
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Histogram
T4 Fastabinar= Planabo
4 o=
g i
Mg
-
L
1]
AL
050 1.00 [ = =Io 300 350
Ekzpresl NFKB Plasenta
Histogram
Wist Pt ey sy Coar commiiin 404 rngp b gy B0
zie
BN e
o
(F
g'ﬂ""
.
0.5
o o3 sk ok ok ik 1%
Eksprezi NFKB Plasenta
Histogram
For Parish - CUFsumvin 248 nighg D
£
s T e das

H=
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- 830 100 ¥ 200
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Hormal 0-0 Plot of Ekepres] NFKB Plasenta

Woxa P ks s e Pl

1" ol 1] oin i 1]

HNormal O-0 Plot of Ekspresi NFKB Flassnts

g PFom b s o Ly ol g g B

o Y] Ve 6 =0 8
Chesrvad Valus
Detrended Normal Q-Q Plots
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Datrended Normal 0-0 Plot of Ekspresi NFRB Plasenta

o
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e
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2.0

L ¥ 3

o |

o

4

ONENAY NFk8 BY Perlakuan

[P

Pariskuan pads sampel

FETATISTICSE HOMOGEMEITY

Oneway
Noes
Cutput Craased 1 LR
Commes
input Cata CriData Dina/THESS\data
o,
Agiive Detaset |mtasat
Fier -nona
Wight S
Eplit Fils Bl
N af Riows in Warking Data m
File
[Missing Vislue Handing Defirition of Missing missing vahses an
&5 miasing.
Casas Used for mivch anakysis ane bassd]
cases wilth ng missing dita for
ety variabis in the analysis
Sy [ONEMWAY NFEB BY Pariakuan
IBTATIBTICS HOMOGENEITY
MIBEING AMALYSIE.
Im Processar Tima 00000
Eiapaad Tims £o000

[tataSetl]

Dribata Dina\THES1S'\data mancit ku.sav

Tast of Homoganedty of Vasiances

[P A ——

FHIBSTHG AMALYEISE.

Fl an

24-1 q

ANOVA
FkE P
Sum of Squares or Mg Square F g
Groups 10, ] TatT| 13830 ]
Groups 9,227 24 3B
18,861 ms
OMEWAY NFEB BY Perlakuan JETATISTICS HOMOGENEITY FHISSING AMALYEIS FPOSTHOC=LID ALPHA[O,05) .

Oneway
HNotas.
E:m TiAarg- 2010 21 H-05|
Dais Or'\Owta Denal THERIENGSAE e
ity 3]
Az Dainsel | OmimBai
Fitar s
‘Whaight s
Epin Fie <P
N of Flosws in Working Data 27
Flis
|Mtssing \Vaiue Handiing Definftion of Missing Lisar-cafrad missing valies ans
0 isming
Cases Usad ics for each aradyes are based
i with i missing dida for
variabis in Se snahms.
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F-,ﬂ.u ONEWAY NFKB BY Periakuan
IBTATISTICS HOMOGEMEITY
ANIBBING ANALYEIS
[POETHOCSLSD ALPHARL08).
L3 oy Tirme: sk ige il
Elapssd Time £:00:00

|Dataferl] D:\Dats Dina\THESIS\data mencit kiu,sav

Tast of Homegenaity of Vasianess
HFE Staserts - 0
1 | !I :M‘* 1;;I
ANOVA
MFEE Plasnia
Bum of Squares o Mean Squars|  F Big
Batwaen Grow, 10,34 2 5a17]  13.090 n
Bl Grrouaps wzar 2 auJ
| Totst 18,881 :u]
Post Hoc Tests
Wultiple Comparisans
Ekspresi MFKE Pi LD
‘5% Confoence
1} Perlakaan pads
Parisiusan Muan Difference (1) Bound | Bowred
151111 E G
Cumumin 240 mgfg BB 100000 30T 'Iﬂ
Curcowin WO mphy  Plesson EETTIER r T
88 Curcurmin 240 mg/kg B8 51111 ERALL 1]
Curcumin 240 mgikg | Plasabo .qm'! 200 J N
BE Casrcurmin 100 [e) A1111 e ~oe2i|  1.0744]
*. T man Erencs 8 sigrincant a1 i 0 05 i,
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Lampiran 5

JADWAL PENELITIAN CURCUMIN Dr.DINA
TEKMIS PELAKSANAAN KELOMPOK KONTROL (KO}

Tanggal e tastis shaee

Hari ke 1 2 3 Fi

Hari Bunting - i) - 5
Periakuan PMEG HEG WP
Blla VP(+)=0n Bila VP{-}=0b

* Betina dikembalikan lagi ke kandang, dikumpulkan lagi dengan jantan (1:1) hari 4-8, pada harf ke & dianggap bunting hari 1 —> K (kawin)
* Betina diberi Anti Qa2 @ 10 ng pada hari ke 8,9,10,11 (hari bunting 1-4) ~> Q1-04

*Betina diberl sonde aquades 1ml harl ke 12-25 (hari bunting 5-18) —> £0.1-C0.14

* pembedahan harl ke 26 (hari bunting 19 > B

Tanggal . i il o i bty Jo i ik S ]| s | bt ; : i g
Harf ke 4 5 [ 7 8 5 0| 1 13 | A% i Mk | a8 16 A R o e L i 2 23 B
Hari Bunting 1 2 3 4 5 b 7 8 ] w1 12 13 | 14 1 | 16 17 x| 18
Perlakuan K K K K al a2 Qz a4 ol C02 03 Q04 | CO5 O06  CO7 CDB CO9 | GO0 COM1 O0)2 CO13 Qola B
*lantan diamdbil
* Betina diberi anti (a2 @ 10 ng pads harl 4,56 (harl bunting 1-4] —> 01-G4
* Beting diberi sonde aguades 1mi hari ke 8-21 (hari bunting 5-18) ~> €0.1-C0.14
* Pembedahan harl ke 22 [harf bunting 19} --> B
Tanggal i
Hari ke 4 5 B 7 B 3 TS 12 13 | 44 | A5 | 1B 7 W | 8 M | # | 2
Mari Bunting 1 2 3 4 5 B 7 8 g 1 1 ? | B M 15 16 17 18 18
Perlakuan o1 02 03 o4 cO1 €02 OO (D4  OCO5 OCO6 | OD7 COS (DS (D10 CO11 o0dZ | onld | ol | B
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TEKMIS PELAKSANAAN KELOMPOK PERLAKUAN 1 { K1)
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1w 15 20 1 22 21 Y 5 FT
11 12 13 14 15 16 17 18 19
CLi0 CLi1i Cil12 CL13 CiLi4 L]

Tanggal - e
Hari ke 1 2 3 4
Hari Bunting [ il ] [
Perlakuan PMSG HEG v
Biia VP{+)=la Bila VP{-j=Ib

* Betina dikembabikan lagi ke kandang, dikumpulkan lagl dengan [antan {1:1) hari 4-8, pede hari ke 8 dlanggap bunting harl 1 —> K (kawin)

* Betina diberi Anti Qa2 @ 10 ng pada harl ke 8,9,10,11 (hari bunting 1-4] —> Q1-04

*Batina diber| sonde aquades 1ml harl ke 12-25 (har bunting 5-18} —> C1.1-C1.14

* Pembedahan hari ke 26 {harl bunting 19> B

Tanggal . - o e ;
Hari ke 4 5 -] 7 ] 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Hari Bunting 1 1 3 4 5 ] 7 B 9 10
Perlakuan K K K K al az Q4 i Q| &3 | €14 | LS CLs | CLY A [ Q9

*lantan diambs
* Beting diberi antl Qa2 @ 10 ng pada hari 4,5,6 (harl bunting 1-4) ~> 01-04
* Betina diberl sonde aguades 1mi hari ke 8-21 (hari bunting 5-18) -> €1.1-C1.14
* Pembedahan hari ke 22 (hari bunting 19} <> 8
Tanggal p— T —— :
Hari ki 4 5 ] 7 ] L] 10 1 12 13 14 15 16 17 i3 19 20 21 12
Hari Bunting 1 2 3 ] 5 & T B 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Perlakuan al az a3 a4 £11 1.2 €13 C14 €15 €l €17 C8 ©C19% OO0 11 €112 €113 CclLie B
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JADWAL PENELITIAN CLIRCUMIN Dr.DinNA
TEKMIS PELARSANAAN KELOMPOK PERLAKLIAN 2 | K2)

Hari ke 1 1 3 4
Hari Buniting 18] - & -
Perlakuan PMSG HCG VP
Blla WP[+}=lta Bila vP{-J=ilb

* Betina dikembalikan lagi ke kandang, dikumpulkan lagi dengan jantan (1:1) hari 4-8, pada harl ke 8 disnggap bunting harl 1 > K (kawin)
* Betina diberi Anti Qa2 @ 10 ng pada harl ke 8,9,10,11 (har! bunting 1-4] —> 01-04

*Betina diberi sonde aguades 1mil harl ke 12-25 (harl benting 5-18) > C2.1-C2.14

* Pembedahan hari ke 26 (harl bunting 19> B

Tanggal . “ s = . s ! ’ . g
Har ke 4 5 [ 7 B 8 10 u 12 13 14 15 16 17 18 13 20 2 22 23 24 % 26
Hari Bunting 1 2 3 L] 5 -] T B -] 10 11 12 13 14 15 15 17 18 13
Perlakuan [ K K K a1l oz fac ] cF 1 Q3 93 Q4 Q5 Of Q7 | Q8 | Q9 Qa0 211 C212 13 M| B

*lantan diambsd

* Betina diberl anti Oa2 @ 10 ng pada hari 4,5,6 (harl bunting 1-4) -> Q1-04

* Betina diberi sonde aquades 1ml hari ke 8-21 (hari bunting 5-18) > C2.1-C2.14
* Pembedahan harl ke 22 (hari bunting 19) > B

Tangsal sveriat .

Hari ke 4 5 6 7 ] 3 10 i 1 B 14 15 T I N T
Hari Bunting 1 2 3 4 5 6 7 8 L 10 -1 17 - S S [ I T 17 18 19
Periakuan a1 oz | g3 o4 021 | @22 03| O4 | o5 G 07 o8 | 08 g Q| e@1r 218 | | §
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KOMISI ETIK PENELITIAN
FAKULTAS KEDOKTERAN HEWAN UNIVERSITAS AIRLANGGA
Animal Care and Use Committee (ACUC)

T TR R ey e — i Y . it B e ST

t KETERANGAN KELAIKAN ETIK
“ ETHICAL CLEARENCE”

No : 098-KE

KOMISI ETIK PENELITIAN (ANIMAL CARE AND USE COMMITTEE)
FAKULTAS KEDOKTERAN HEWAN UNIVERSITAS AIRLANGGA SURABAYA,
TELAH MEMPELAJARI SECARA SEKSAMA RANCANGAN PENELITIAN YANG
DIUSULKAN, MAKA DENGAN INI MENYATAKAN BAHWA :

PENELITIAN BERJUDUL : Pengaruh Pemberian Curcumin Terhadap Ekspresi
NF-KB dan Kadar Malondealdehid Pada Hewan
Mus musculus Model Preeklampsia

e —— N i — L — sl

PENELITI UTAMA : Dina Priliasanti S., dr.
UNITLEMBAGA/TEMPAT : Program Studi imu Kesehatan Reproduksi
PENELITIAN Fakultas Farmasi Universitas Airlangga
DINYATAKAN . LAIK ETIK
Surabaya, 25 Agustus 2010
i,
Dekan FKH-Unair, Ketua,
B e ~)
I ,-~-_":-'~"“"r ' W b3
Prof. Romziah Sidik. Ph.D_drh. / Dr. E. Bimo Aksono, M.Kes. Drh.
y

NIP. 130687305 | NIP. 132014464
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