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RINGKASAN

Jumlah kasus tuberkulosis (TB) dan jumlah kematian TB tetap tinggi untuk penyakit vang
bisa disembuhkan. Defisiensi vitamin D sering didapatkan pada pasien TB. Hal tersebut
dikarenakan stimulasi Zoll-like receptor 2/1 oleh antigen Mycobacterium tuberculosis
menginduksi enzim CYP27B1 untuk mengubah vitamin D menjadi bentuk aktif. Jadi jika
asupan vitamin D pada pasien TB tidak terjaga, akan terjadi kekurangan vitamin.

Patogenesis tuberkulosis paru berkaitan erat dengan stres oksidatif. Supiementasi antioksidan
akan sangat bermanfaat untuk meningkatkan efektivitas terapi. Astragaloside 4, antioksidan
yang poten, berinteraksi dengan NF-xB inhibitor (IxB) dan subunit p65 NF-xB. Astragalus
membranaceus adalah keluarga Leguminosae (kacang-kacangan). Senyawa aktif' Astragalus
a.l astragaloside 4 (Ast4).

Mencit yang dunfeksi M. tuberculosis dibagi secara acak menjadi kelompok yang menerima
terapi obat anti tuberkulosis (OAT) saja, kelompok yang menerima OAT dan suplementasi
astragaloside 4, kelompok yang menerima OAT dan suplementasi vitamin D, serta kelompok
yang menerima OAT, kombinasi suplementasi astragaloside 4 dan vitamin D.

Penelitian tahun pertama menganalisis tentang 2 jalur kematian makrofag terinfeksi TR,
didapatkan hasil bahwa suplementasi vitamin D berperan penting pada peningkatan ekspresi
CYP27B1 dan autofagi. Vitamin D diperlukan untuk menurunkan MMP9. Kombinasi
suplementasi astragaloside 4 dan vitamin D diperlukan untuk menurunkan nekrosis
makrofag. Nekrosis sel memungkinkan bakteri menyebar dan menginfeksi sel baru.

Penchitian tahun ke-2 menganalisis pengaruh suplementasi Ast4 dan atau vitamin D terhadap
stres retikulum endoplasmik pada TB khususnya jalur PERK-ATF4-CHOP dengan mengukur
ekspresi GRP78, PERK, activating transcription factor 4 (ATF4) dan CCAAT enhancer
binding protein (C/EBP) homologous protein (CHOP). Kesimpulan penelitian untuk
menurunkan ekspresi GRP78, PERK, ATF4 dan CHOP perlu kombinasi suplementasi
vitamin D dan Asi4,

Seperti diketahui kolesterol dan asam lemak pada tubuh inang dikatabolisme M. tuberculosis
untuk sumber energi dan menyusun vegetatifnya seperti asam mikolat. Peroksidasi lipid
memperberat kerusakan jaringan paru dengan menambah stres oksidatif. Penelitian tahun ke-
3 menganalisis peran sinval antioksidan dalam hal ini Ast4 dan atau vitamin D terhadap
homeostasis redoks pada tuberculosis. Kesimpulan penelitian suplementasi astragalosida 4
pada OAT meningkatkan ekspresi superoksida dismutase (SOD) endogen, suplementasi
vitamin D pada OAT meningkatkan aktivitas glutathione peroxidase (GPx), suplementasi
Astragaloside 4 pada OAT dapat menurunkan malondialdehida (MDA), dan suplementasi
vitamin D menurunkan ekspresi Hsp70.

Kata Kunci: Tuberkulosis, homeostasis redoks, GPx, SOD, MDA, Hsp70
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PRAKATA

Meskipun obat anti tuberkulosis (OAT) lini I dikatakan sangat efektif, TB masih menjadi
masalah kesehatan dunia. Indonesia menempati urutan ke-3 di dunia setelah India dan China
dalam hal prevalensi TB. OAT lini I membunuh 99% bakteri yang sensitif, tetapi juga
menimbulkan stres oksidatif pada sel inang,

Pada patogenesis ‘I'B, jalur kematian makrofag berperan pada viabilitas M. tuberculosis.
Penelitian tahun pertama menganalisis peran suplementasi ast4 dan vitamin D pada jalur
kematian makrofag dan mendapatkan hasil bahwa kombinasi suplementasi menekan nekrosis

sel.

Penelitian tahun ke-2 juga membuktikan manfaat kombinasi suplementasi pada penekanan
stres retikulum endoplasmik sel inang, khususnya jalur PERK-ATF4-CHOP (protein kinase
RNA (PKR)-like ER kinase (PERK);, activating transcription factor 4 (ATF4),
CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP) homologous protein (CHOP)).

Hasil penelitian tahun berjalan telah membuktikan bahwa suplementasi Ast4 bersinergi
dengan suplementasi vitamin D pada homeostasis redoks. Terjadi peningkatan aktivitas SOD
dan GPx serta penurunan MDA dan Hsp70. Agar dapat digunakan pada terapi tuberkulosis
perlu dilakukan uji toksisitas kombinasi kedua suplementasi tersebut.
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BAB 1

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang Masalah

Tuberkulosis (TB) bukan penyakit infeksi biasa, karena kronisitas dan lamanya terapi
diperlukan data nilai-nilai kecukupun makro dan mikronutrien yang terkait TB. Defisiensi
vitamin D pada pasien TB mencerminkan peningkatan utilisasi vitamin D. Jika asupan

vitamin D pada pasien TB tidak terjaga, akan terjadi kekurangan vitamin.

Patogenesis tuberkulosis paru berkaitan erat dengan metabolisme lipid. Vitamin D bukan
sesuatu yang baru untuk tuberkulosis. Bahkan sebelum era antibiotik, digunakan minyak ikan
yang banyak mengandung vitamin D untuk terapi tuberkulosis. Telah ditemukan lebih dari 60
gen yang membutuhkan reseptor vitamin D. Gen tersebut digolongkan menjadi 6 biorespon
yaitu 1) metabolisme tulang 2) homeostasis mineral 3) detoksifikasi senyawa yang tidak
diperlukan tubuh 4) siklus sel mular dari proliterasi, diferensiasi, migrasi dan kematian sel 5)

imunitas tubuh 6) metabolisme asam amino, lemak dan karbohidrat.

Infeksi TB meningkatkan lipooksigenasi yang akan meningkatkan MDA. Pemberian
antioksidan astragaloside 4 (Astd) dan Astragalus membranaceus diharapkan dapat
menurunkan H,O, dan mencegah lipooksigenasi. 4. membranaceus adalah keluarga
Leguminosae (kacang-kacangan). Tumbuh di daratan Asia terutama Cina. Senyawa aktif
pada akar Astragalus antara lain komponen polisakarida fraksi glikosida siklo artone yaitu
astragalosida 1-7. Pustaka menyebutkan bahwa antiinflamasi Ast4 melalui inhibisi NF-
kappaB dan menurunkan produksi nitric oxide. Ast4 juga terbukti mempunyai aktivitas

antifibrotik.

Melalur reseptor nuklear VDR, pemberian Vitamin D3 diharapkan meningkatkan
aktivitas antioksidan endogen SOD dan GPx, sehingga terjadi penurunan MDA dan juga
penurunan ekspresi Hsp70.

1.2 Rumusan Masalah Penelitian Tahun Ke-3
I. Apakah suplementasi Astragaloside IV dan atau vitamin D pada OAT dapat

meningkatkan aktivitas preventive antioxidant superoksida dismutase (SOD)?

o

Apakah suplementasi Astragaloside IV dan atau vitamin D pada OAT dapat

meningkatkan aktivitas chain-breaking antioksidant glutathione peroxidase (GPx)?
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. Apakah suplementasi Astragaloside 1V dan atau vitamin D pada OAT dapat menurunkan
malondialdehida (MDA)?

. Apakah suplementasi Astragaloside IV dan atau vitamin D pada OAT dapat menurunkan
HSP70?
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BAB 2

TINJAUAN PUSTAKA

Infeksi TB berkaitan erat dengan terbentuknya radikal bebas. Aktivitas antimycobacterial
obat anti tuberkulosis (OAT) dalam membunuh M. tuberculosis juga dengan cara membentuk
radikal bebas. Jadi radikal bebas menjadi pisau bermata 2, menurunkan jumlah bakteri, juga
merusak jaringan paru bahkan sampai terjadi kavitas. Agar terapi optimal, harus ada
kescimbangan oksidan dan antioksidan, Suplementasi antioksidan akan sangat bermantaat
untuk meningkatkan efektivitas terapi. Astragaloside 4, antioksidan yang poten, berinteraksi
dengan NF-kB inhibitor (IxB) dan subunit p65 NF-kB. Astragalus membranaceus adalah
keluarga Leguminosae (kacang-kacangan). Senyawa aktif Astragalus a.l astragaloside 4
(Astd).

Mencit yang diinfeksi M. tuberculosis dibagi secara acak menjadi kelompok yang
menerima terapi OAT saja. kelompok vang menerima OAT dan suplementasi astragaloside 4.
kelompok yang menerima OAT dan suplementasi vitamin D, serta kelompok yang menerima

OAT, kombinasi suplementasi astragaloside 4 dan vitamin D.

Penelitian tahun pertama menganalisis tentang 2 jalur kematian makrofag terinfeksi TB,
didapatkan hasil bahwa suplementasi vitamin D berperan penting pada peningkatan ekspresi
CYP27B1. Kombinasi suplementasi astragaloside 4 dan vitamin D diperlukan untuk
menurunkan nekrosis makrofag. Nekrosis sel memungkinkan bakteri menyebar dan
menginfeks: sel baru. Yang berperan dalam jalur kematian autofagr adalah suplementas

vitamin D.

Penelitian tahun ke-2 menganalisis pengaruh suplementasi Ast4 dan atau vitamin D
terhadap stres retikulum endoplasmik pada ‘1B khususnya jalur PERK-ATF4-CHOP dengan
mengukur ekspresi GRP78, PERK, activating transcription factor 4 (ATF4) dan
CCAAT enhancer binding protein (C/EBP) homologous protein (CHOP). Kesimpulan
penelitian untuk menurunkan ekspresi GRP78. PERK., ATF4 dan CHOP perlu kombinasi

suplementasi vitamin D dan Ast4.

Seperti diketahui kolesterol dan asam lemak pada tubuh inang dikatabolisme M.
tuberculosis untuk sumber energi dan menyusun vegetatifnya seperti asam mikolat.
Peroksidasi lipid memperberat kerusakan jaringan paru. Penelitian tahun berjalan akan

menganalisis efek suplementasi Ast4 dan atau vitamin D terhadap homeostasis redoks pada
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tuberculosis. Khususnya pengaruh suplementasi Ast4 dan atau vitamin D pada aktivitas
antioksidan endogen glutathione peroxidase (GPx) dan superoxide dismutase (SOD), serta
penurunan malondialdehida (MDA) dan Hsp70.

2.1 Radikal Bebas dan Tuberkulosis

INH sebagai prodrug diaktifkan oleh enzim katalase peroksidase (KatG). Spesies
oksigen reaktif (SOR) muncul pada saat aktivasi INH. Enzim AhpC muncul untuk membatasi

akumulasi dari kerusakan oksidatif makromolekul tersebut.

INH
Felll KaiG ———'Pl-c" xotG

SOD
Mnel |
g -
OzFe"KMG """'°£'-Oz
'p 1.1

-0; &m KatG I (©
INH®*+ SOR SOR
Inha AhpC
AcpM/KasA
Pikusy —p Asam mikclit Malvomoleod Okadan

Gambar 2.1.1 Aktivasi INH (Janson et al., 2012).

Radikal bebas adalah unsur yang mempunyai satu atau lebih elektron yang tidak
berpasangan di orbit yang paling luar. Elektron yang tidak herpasangan membuat mereka
sangat reaktif, mempunyai spesifisitas rendah, mampu bereaksi dengan protein, lipid,
karbohidrat dan DNA, terjadi reaksi berantai yang menyebabkan kerusakan sel. Akibat dari
stres oksidatif antara lain 1) peroksidasi lipid 2) kerusakan membran sel maupun membran
organel 3) keluarnya protease lisosomal 4) inhibisi enzim 5) peningkatan aktivitas
kemoatraktan yang justru meningkatkan stres oksidatif.

Terdapat 2 radikal bebas utama yaitu senyawa oksigen reaktif (SOR) dan senyawa
nitrogen reaktif (SNR). SOR merupakan produk normal yang dihasilkan pada metabolisme
selular. 95% mekanisme ini tanpa kerusakan. Sumber SOR dibagi menjadi 2: sumber
endogen antara lain netrofil, direct-producing enzymes (NO synthase), indirect-producing
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ROS enzymes (xanthin oxidase). Sumber cksogen antara lain iradiasi gamma, iradiasi UV,
ultrasound, makanan, obat-obatan, polutan, xenobiotik, dan toksin. Target biologi yang peka

adalah protein enzim, membran lipid dan DNA.

SOR dapat diklasifikasikan menjadi 2 yaitu radikal dan non radikal. Kelompok radikal
yang sering dikenal sebagai radikal bebas mengandung elektron tidak berpasangan pada orbit
atomik atau molekulernya. Kelompoknon radikal terdiri dari berbagai bahan yang sangat

reaktif, walaupun secara definisi bukan radikal.

Tabel 2.1 Spesies oksigen reaktif

Radikal Turunan Non Radikal
Oxygen (bi-radical) (O.") Hydrogen peroxide (H,0,)

Superoxide ion (O;) (Organik peroxide) (ROOH)

Hydroxyl (OH) Hypochlorous acid (HOCL)

Peroxyl (ROO") Ozone (O3)

Alkoxyl (RO") Aldehydes (HCOR)

Nitric oxide (NO’) Singlet oxygen (‘'0,)
Peroxynitrite (ONOOH)

Oxygen (bi-radical) (O,") ditemukan pada pH fisiologis, memiliki 2 elektron tidak
berpasangan pada 2 orbit yang berbeda. Pada pH rendah ditemukan scbagai hidroperoksil
(HO,). Hidroperoksil lebih mudah berpenetrasi ke dalam membran biologis. Kemampuan
reduksi HO, lebih tinggi. Dalam larutan organik, kelautan O,” lebih tinggi dan

kemampuannya sebagai pereduksi lebih kuat.

Hidrogen peroksida dapat menyebabkan kerusakan sel pada konsentrasi yang rendah
(10uM), karena mudah larut dalam air dan mudah melakukan penetrasi ke dalam membran
biologis. Efek buruk kimiawinya dapat dibedakan menjadi 2, yaitu efek langsung dari
kemampuan oksidasinya dan efek tidak langsung akibat bahan lain yang dihasilkan seperti
OH' dan HCIO. Efek langsung H;O; seperti degradasi protein haem, pelepasan besi,
inaktivasi enzim, oksidasi DNA, lipid, kelompok —SH dan asam keto. Dalam reaksi Fenton,
ion ferro (Fe**) bereaksi dengan H;O, membentuk ion ferri (Fe™) dan radikal hidroksil
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(OH’). Adanya logam transisi inilah yang dapat menerangkan mekanisme kerusakan in vivo
yang ditimbulkan oleh radikal hidroksil.

Cytoplasm Mitochondria
electron
cytochrome ——e 0, + ¢ NO NO 0, e =—— lrmuem'l
P450 \ P4 chuin
| - Peroxynitrite w,
Superoxide Superoxide
. Hydroxyl +«— Nn SOD
Cu/dn SOD—> l radical 1
Hydrogen Hydrogen
peroxide peroxide
GPX GPX
CAY 4 l CAT
H:o - O: H:() + ()_‘

Gambar 2.1.2 Fisiologi pembentukan dan katalisasi radikal bebas

2.2 Antioksidan

Manusia mempunyai senyawa antioksidan dalam meredam dampak buruk dari oksidan
atau radikal bebas yang terjadi selama kehidupan. Senyawa anti oksidan adalah senyawa
yang dapat memberikan elektron (donor elektron). Semua senyawa yang dapat meredam
oksidan termasuk enzim, protein pengikat logam disebut sebagai antioksidan. Senyawa
antioksidan meredam oksidan melalui pencegahan terhimpunnya senyawa — senyawa oksidan
berlebihan (preventive antioxidants), atau mencegah reaksi rantai yang berkelanjutan (chain -
breaking antioxidants). Masuk dalam preventive antioxidants yaitu superoksida dismutase
(SOD), katalase, peroksidase, transferin dan feritin, seruloplasmin dan albumin. Sedangkan
yang masuk dalam chain-breaking antioksidants adalah vitamin E, beta karoten, glutation,
sistein dan vitamin C. Juga terdapat penggolongan antioksidan sebagai antioksidan enzimatik

dan non-enzimatik.

1. Antioksidan non-enzimatik

Antioksidan non enzimatik dapat digolongkan menjadi Low-Molecular-Wight-
Antioxidant (LMWA) yang disintesis sendiri oleh sel, misalnya histidine di-peptides,
carnosine, serta gluthathione dan indirect acting LMWA vang didapatkan dari diet sehari-hari
misalnya tokoferol, karoten dan asam askorbat. Antioksidan nonenzimatik ada yang larut
dalam lemak dan ada yang larut dalam air. Antioksidan nonenzimatik bekerja secara
langsung berikatan dengan radikal bebas sehingga mengurangi reaktivitasnya. Beta karoten
dan vitamin E adalah antioksidan yang larut dalam lemak,sedangkan asam askorbat dan
glutation larut dalam air.

12
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Alta tokoferol (vitamin E) mencegah peroksidasi membran fostolipid dan membersihkan
radikal bebas sebelum radikal bebas bereaksi dengan protein membran sel atau bereaksi
membentuk lipid peroksidasi. Beta karoten (vitamin A) bereaksi dengan radikal bebas atau
mengalami auto-oksidasi. Asam askorbat (vitamin C) berfungsi sebagai agen pereduksi
(donor elektron) radikal bebas. Pemberian 1 elektron dari asam askorbat membentuk radikal
semi-dehidroaskorbat (DHA). Askorbat bereaksi dengan O, dan OH untuk membentuk DHA.

2. Antioksidan Enzimatik

Copper — zinc superoxide dismutase (CuZn-SOD) sebagai pereduksi superoksid dengan
membentuk H,O», yang kemudian deaktivasi ke H20 oleh katalase (CAT) dan glutathione
peroxidase (GPx). Katalase dan G-Px mereduksi H,O, menjadi H;O. Peningkatan superoksid
akan menghambat GPx dan CAT, sehingga kadang diperlukan suplementasi antioksidan
eksogen. Peningkatan H;O, akan menurunkan SOD. Sementara CAT dan GPx dengan
mereduksi H2(0)» akan menghemat SOD. SOD dengan mereduksi superoksid akan menghemat
CAT dan GPx. Melalui sistem umpan balik ini tercapailah keseimbangan.

20, +2H" 398 0, + 1,0,
2 H,0, E_uﬁse’ H,O0+ 0O,
H,0, + 2GSH 2,2 H,0 + GSSG

Glutathione peroxidase menetralisir hidrogen peroksida dengan mengambil hidrogen dari dua
molekul GSH (bentuk glutathione tereduksi) menghasilkan dua H20 dan satu GSSG. Enzim
gluthahione reduktase kemudian meregenerasi GSH dari GSSG (bentuk giutathione
teroksidasi) dengan NADPH sebagai sumber hidrogen. GPx juga mereduksi peroksida
organik yang berhubungan dengan alkohol (Best, 2008).

Pada beberapa penelitian merokok tembakau dapat mengurangi trace elements. Trace
clements diperlukan dalam jumlah kecil sebagai komponen essensial ecnzim antioksidan
(sitoplasmik Cu-Zn SOD mengandung metal tembaga dan seng sebagai kofaktor, enzim GPx
mengandung selenium dan CAT mengandung besi), merokok tembakau dapat berpengaruh
terhadap aktivitas enzim antioksidan, yang secara tidak langsung berakibat pada metabolisme
trace elements (Zahraie et al, 2005).

2.3 Lipooksigenase

Lipooksigenase adalah kumpulan enzim yang mengandung besi, yang mengkatalisa
dioksigenasi asam lemak tak jenuh, khususnya lemak yang mengandung cis, cis-1,4-
pentadiene. Reaksi kimia tersebut menghasilkan sinyal sel baik autokrin, parakrin maupun
endokrin. Lipooksigenasi ditemukan di eukariota.

Lipooksigenase
Asam lemak tak jenuh + O, » asam lemak hidroperosida
13
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Pada proses dioksigenase radikal peroksi (LOO) diubah menjadi hidroperoksida (LOOH).
Ikatan rangkap pada asam lemak melemahkan ikatan CH pada atom karbon kemudian
membuat abstraksi atom hidrogen lebih mudah, bertempat dibelakang sebuah radikal karbon
terpusat (CH) yang dapat distabilkan oleh rearrangement melokuler ke bentuk conjugated
dienes, yang selanjutnya akan bereaksi dengan molekul oksigen membentuk radikal peroksi
(LOO) dengan reaksi :

L+02- LOO

Selanjutnya akan abstraksi dengan atom hidrogen lain dari molekul lipid, propaganda rantai
reaksi berikutnya dan terakhir membentuk lipid hidroperoksida (LOOH) dengan reaksi :
LOO+LH— LOOH +L

Peroksidasi lipid juga dapat diinduksi secara enzimatis oleh phospholipase dan lipoxygenase
(LOX), dibentuk oleh /ipolysis releases unsaturated fatty acids, yang bertindak subsekuensi
sebagai substrat untuk LOX.

Infeksi TB menyebabkan stres oksidatif. H,O, dapat melintasi membran sel dan
menyebabkan peroksidasi lipid dengan hasil akhir MDA. Radikal bebas pada lipid
menghasilkan peroksida (ikatan -O-O-). Glutathione peroksidase merusak lipid peroksida
dengan cara yang sama untuk menghilangkan hidrogen peroksida :

2 GSH + ROOH — GSSG + ROH + H20

Aktivitas dioksigenase GPx membentuk asam lemak tak jenuh terhidroksilasi (-OH).
Pada mamalia, lipooksigenase berperan penting pada metabolisme senyawa eicosanoid
seperti prostaglandin, leukotrin yang berperan pada radang.

Prostaglandin tersintesis dari asam lemak dan asam arakidonat, prostaglandin F2a
meningkatkan kerusakan paru pada tuberkulosis melalui peningkatan MMP1 dan MMP3.

2.4 Superoxide Dismutase

Superoxide dismutase (SOD) adalah sekumpulan enzim metaloprotein yang mengubah

radikal superoksida (O»") dengan menambah atau mengurangi elektron menjadi O, atau H,0,.

Cu**-SOD + 0, — Cu*-SOD + 0, (reduksi Cu; oksidasi superoksida)
Cu’-SOD + 0, + 2H" — Cu**-SOD + H,0, (oksidasi Cu; reduksi superoksida)

Berdasar logam, ada 3 famili SOD yaitu CuZnSOD, FeMnSOD dan NiSOD. CuZn SOD
terdapat di sitosol eukariota. Dijual di pasaran berupa hasil purifikasi phytoplankton, eritrosit
sapi. Preparat SOD diberikan sebagai injeksi lokal. Pemberian SOD peroral tidak berguna
karena akan dipecah menjadi asam amino sebelum diabsorbsi.
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FeMnSOD didapatkan pada prokariota, protista, mitokondria dan kloroplas. SOD
dideteksi juga pada peroksisom. NiSOD didapatkan pada protista. SOD pada manusia
digolongkan menjadi SOD1, SOD dimer yang berada di sitoplasma, SOD2 adalah MnSOD di
mitokondria dan SOD3 yang disekresi ekstraselular. SOD2 dan SOD3 terdiri dari 4 subunit
(tetramer). SOD1 dan SOD3 adalah CuZnSOD. Kelainan pada SOD3 berkaitan dengan
penyakit paru acute respiratory distress syndrome (ARDS) dan chronic obstructive
pulmonary disease (COPD). SOD mencegah fibrosis dengan cara mencegah diferensiasi

fibroblas menjadi myofibroblas.

2.5 Glutahione peroxidase

Glutathione peroxidase adalah sckelompok enzim dengan aktivitas peroksidase.
Menghilangkan H,O, sehingga melindungi membran dan komponen sel dari kerusakan akibat
stres oksidatif. GPx mengubah lipid peroksida atau menghilangkan hidrogen peroksida
menjadi air. GPx juga melindungi sel dari peroksinitrit, senyawa yang merugikan hasil reaksi
superoksida (O;") dan nitrous oksida.

Saat ini diidentifikasi 8 isoform GPx1-8. Dikode oleh gen yang berbeda, lokasi didalam
sel berbeda, juga berbeda substrat. Kadar terbanyak adalah GPx1 yang lokasinya di
sitoplasma. Lipid peroksidase paling banyak diperankan GPx4. GPx3 banyak ditemukan di
plasma. GPx2 adalah enzim sitosol dan dikeluarka ekstraselular, ekspresi di paru diinduksi
oleh kebiasaan merokok.
2.6 Hsp70

70 kilodalton heat shock protein (Hsp70) berfungsi mengikat protein cacat. Mempunyai 3
bagian fungsional, yaitu 1) ujung N yang mengubah ATP menjadi AFDP 2) bagian yang
mengikat substrat, mempunyai cekungan untuk mengikat sampai dengan 7 asam amino
hidrofobik. 3) Ujung C menutup ikatan substrat. Jika Hsp70 sedang berikatan dg ATP, ujung
C terbuka, jika Hsp70 sedang berikatan dengan ADP, yjung C melingkupi substrat.

Hsp70juga berfungsi sebagai transport protein transmembran. Protein yang dibawa
difosforilasi agar stabil melewati membran.

2.7 Suplementasi Vitamin D pada terapi tuberkulosis

Macam vitamin D adalah D1, D2 (ergokalsiferol), D3 (kolekalsiferol), D4 (22-
dihidroergokalsiferol) dan Ds (sitokalsiferol). Pada manusia vitamin D yang berperanan
adalah D3 dan D2. Vitamin D tersebut didapatkan dari makanan maupun suplemen. Vitamin
D3 didapatkan dari minyak ikan, salmon, tuna, telur, hati. Vitamin D, didapat dari jamur.
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‘Tumbuhan hijau dan vertebrata tidak dapat membentuk vitamin D2 karena tidak mempunyai

prekursor ergosterol. Vitamin D di saluran cerna diserap dan disimpan di jaringan adipose.

Diet ideal vitamin D bayi s.d 12 bulan 400 IU/hari (10 pg), 1-70 tahun 600 IU/hari
(15 pg/hari), 71 tahun ke atas 800 1U/hari (20 pg/hari), ibu hamil dan ibu menyusui 600
[U/hari. Toksisitas vitamin D disebabkan jika diet >50.000 IU/hr (1250 pg/hari), dengan
gejala mual, muntah, poliuria, polidipsi, sukar tidur dan gagal ginjal. Vitamin D2 diubah oleh
hati menjadi 25-hidroksiergokalsiferol disebut juga 25-hidroksivitamin D2. atau 25(OH)D2.

Kolesterol di kulit diubah menjadi D3 dengan paparan matahari khususnya UV B jika
konsentrasi serum vitamin D turun. Agar konsentrasi serum vitamin D kembali normal
diperlukan paparan UV 20 menit. Terdapat 2 tahap untuk mengubah prekursor vitamin D3 (7-
dehidrokolesterol) di stratum basale dan stratum spinosum menjadi vitamin D3 1) 7-
dehidrokolesterol diubah menjadi previtamin D3 oleh UV, 2) previtamin D3 spontan akan
berubah menjadi vitamin D3(kolekalsiferol).

Pada hati vitamin D3 diubah oleh enzim mikrosomal hepatosit vitamin D 25-
hidroksilase yang dikode gen CYP2R1 dan CYP27A1menjadi kalsidiol yang disebut juga
kalsifediol (INN), 25-hidroksikolekalsiferol, 25-hidroksivitamin D3, atau 25D3 (gambar
2.2.1 dan 2.2.2). Kalsidiol dalam plasma diikat oleh a-globulin vitamin D-binding protein
(DBP). Status vitamin D seseorang biasanya ditentukan dengan mengukur kalsidiol, karena
kalsidiol adalah vitamin D utama yang beredar dalam darah.

Kalsidiol menuju tubula proksimalis ginjal dan dihidroksilasi oleh 25-hidroksi
vitamin D; 1-alfa-hidroksilase menjadi kalsitriol (aka 1,25-dihidroksikolekalsiferol, 1,25D3).
Enzim 250HD 1-alfa-hidroksilase dikode oleh gen CYP27B1 (Estrella ef al., 2011).

Mehta ef al. (2013) menemukan bahwa pasien TB dengan insufisiensi vitamin D
(serum kalsidiol < 75 nmol/l) mempunyai risiko kambuh sebesar 66%. Klasifikasi status
vitamin D (25D3) dikatakan defisien jika < 25nmol/l, insufisien < 50 nmol/l, inadekuat <
75nmol/l, adekuat > 75 nmol/l (30 ng/ml) (Micronutrient forum global conference, 2014).

South East Asian Nutrition Survey (SEANUTS) tahun 201! yang dilakukan pada 276
anak 0,5-12 tahun di 48 kabupaten di Indonesia mendapatkan hasil kadar 25D3 0% defisien,
45,1% insufisien, 49,3% inadekuat dan 5,6% adekuat (Schaafsma ef al., 2013).
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Mekanisme defisiensi vitamin D pada TB disebabkan antara lain 1) stimulasi TLR1/2
oleh M. tuberculosis menginduksi CYP27B1 makrofag vang meningkatkan pemakaian
1,25D3 2) Rifampicin menginduksi CYP3A4 yang meningkatkan katabolisme vitamin D
(Wang, 2013; Coussens 2014).

Vitamin D3 (cholecalciferol dan metabolit aktifnya 1,25D3 adalah antioksidan vang
bekerja pada membran, mencegah terjadinya peroksidasi lipid. Melalui reseptor nuklear

VDR, vitamin D3 meningkatkan ekspresi SOD.

2.8 Peran Astragalosida 4 pada terapi tuberkulosis

Akar astragalus beredar di pasaran sebagai food suplement. Nama resmi dari
suplemen makanan adalah nutraceutical. Agar penggunaannya tidak salah kaprah, sejak 1994
di Amerika dikeluarkan undang-undang Dietary supplement Health & Education Act
(DSHEA) yang menyatakan bahwa khasiat suplemen makanan harus dibuktikan manfaatnya
secata ilmiali. Di {ndonesia suplemen makanan diatur dengan Surat Keputusan Direktorat
Jenderal Pengawasan Obat dan Makanan (BPOM) No HK 00.063.02360. Suplemen makanan
mengandung 1 atau lebih bahan nutrisi tertentu yaitu vitamin, ckstrak herba, asam amino dan
lain-lain. Nama dagang akar astragalus antara-lain Actimmune (Pharos). Dosis yang
digunakan pada umumnya berkisar 50-100mg/hari. Di China, akar astragalus discbut huang

qi atau Qi tonifying dipakai antara lain sebagai obat sesak.

Gambar 2.8 Astragalus membranaceus
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Astragalus membranaceus (Mongolia astragalus) adalah keluarga Leguminosae (kacang-
kacangan). Tumbuh di daratan Asia terutama Cina. Tanaman tahunan yang tumbuh hingga 4
meter. Akar dipanen dari tanaman berusia 4 tahun, memiliki rasa manis, mengandung kolin,

asam amino asam gamma aminobutyric, canavanine, beta-sitosterol, dan minyak.
Fitokimia Astragalus membranaceus:

1. Saponin triterpenoid (astragalosida)
Telah diidentifikasi lebih dari 161 saponin dari Astragalus membranaceus. Lima saponin
utama meliputi astragalosida I, II, IV dan isoastragalosida I, Il merupakan 80% dari total
saponin Astragalus membranaceus.
Astragalosida adalah cycloartane triterpenoid saponin yang ditandai dengan 3-, 6-
dan/atau 25- konjugasi glukosa, dimana 3-glukosa terasetilasi.
Struktur kimia Ast4 adalah 3-O-beta-D-xylo-pyranosyl-6-O-beta-D-glucopyranosyl-
cycloastragenol (C14H68014).

2. Flavonoid
Telah diidentifikasi lebih dari 63 flavonoid Astragalus membranaceus, termasuk
isoflavon, isoflavan, pterocarpan,flavonol, flavon, dan flavonon. Yang dominan adalah
isoflavon calycosin-7-O-B-D-glucosida.

3. Polisakarida
Analisis polisakarida astragalus amat terbatas disebabkan karena sukarnya isolasi
polisakarida. Polisakarida adalah makromolekul dengan senyawa kimia yang komplek.
‘Telah diidentifikasi 14 polisakarida pada Astragalus membranaceus dan 13 diantaranya
mempunyai cabang $-D-(1—3)-galaktan dengan rantai g-D-(1—6)-galactooligosakarida

Penelitian Zhang (2003) menyimpulkan bahwa antiinflamasi astragaloside 4 melalui
inhibisi NF-kappaB, menurunkan produksi nitric oxide. Ast4 juga terbukti mempunyai
aktivitas antifibrotik. Penelitian Huang (2016) menyimpulkan Ast4 menghambat terbukanya

porus mitokondria yang menyebabkan nekrosis sel.
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BAB 3 O %

TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN \ K

3.1.1 Tujuan Umum

Menganalisis peningkatan efektifitas terapi OAT dengan penambahan Astragaloside 1V

dan atau vitamin D. Peningkatan efektifitas terapi dianalisis dengan marker-marker pada jalur

lipooksigenase.

3.1.2 Tujuan Khusus

[§%]

Menganalisis apakah suplementasi Astragaloside [V dan atau vitamin D pada OAT dapat
meningkatkan aktivitas preventive antioxidant superoksida dismutase (SOD).
Menganalisis apakah suplementasi Astragaloside IV dan atau vitamin D pada OAT dapat
meningkatkan aktivitas chain-breaking antioksidant glutathione peroxidase (GPx).
Menganalisis apakah suplementasi Astragaloside IV dan atau vitamin D pada OAT dapat
menurunkan malondialdehida (MDA).

Menganalisis apakah suplementasi Astragaloside 1V dan atau vitamin D pada OAT dapat

menurunkan Hsp70.

3.2 Manfaat Penelitian

1.

Manfaat akademis diharapkan dapat melengkapi data reaksi selular perlindungan
Astragaloside IV dan atau vitamin D terhadap tuberkulosis.

Mempunyai daya ungkit terhadap penguatan Sistem [novasi Nasional dengan diperolch
obat herbal yang terbukti khasiatnya secara ilmiah, sehingga dapat memberikan alternatif
terapi TB yang lebih efektif, dan dapat diusulkan untuk diproduksi oleh mitra industri

dalam negeri
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4.1 Rancangan penelitian \i:' 4’00

posttest control group design. Hewan coba yang digunakan adalah mencit Balb/c. Alokasi
mencit ke dalam 6 kelompok (K1-K6) dilakukan secara random (random allocation/RA)
untuk mempertahankan validitas internal. Perlakuan, yaitu pemberian obat anti tuberkulosis
(OAT) lini I, vitamin D (D) dan atau asam ursolau (UA) dimulai 2 minggu paska infeksi M.
tuberculosis. Pada akhir perlakuan mencit diterminasi untuk observasi (O) efek perlakuan

terhadap marker yang diteliti,

Infeksi Mtb @

K2 02

OAT

\ 4
Unit
eksperimen

OAT + Astd

OAT + D + Astd

>
\.@ OAT +D @
&>

K6 )
i .

89

Minggu ke 0 10

Gambar 4.1 Bagan rancangan penelitian

01-06: adalah pengamatan yang diukur dengan imunohistokimia pada jaringan paru,
antibodi yang digunakan meliputi anti-SOD1 antibody (ab13498, Abcam), Anti-GPx1
antibody (ab22604, Abcam), anti-MDA antibody (ab6463, Abcam), anti-Hsp70 antibody
(ab2787. Abcam).
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marker yang diukur ditentukan berdasarkan kerangka konsep berikut

M twberculosis OAT Astragalosida IV
L I

i /
/ ‘ \\
SOR SNR \

o e e et s

Patogenesis tuberkulosis berkaitan erat dengan terbentuknya radikal bebas Infeksi M.
tuberculosis akan mengakibatkan timbulnya spesies oksigen reaktif (SOR) dan spesies
nitrogen reaktif (SNR). Aktivitas antimycobacterial obat anti tuberkulosis (OAT) membunuh
bakteri juga dengan cara memproduksi SOR dan SNR. Radikal bebas tersebut akan
menginduksi terbentuknya H,O, yang kemudian mengakibatkan peroksidasi lipid dan
terbentuknya malondialdehida (MDA). H,O, juga akan mengakibatkan kerusakan protein

yang memicu ekspresi Hsp70.

Pemberia antioksidan astragalosida 4 (Ast4) diharapkan dapat meningkatkan aktivitas
antioksidan endogen superoksida dismutase (SOD) dan glutathione peroxidase (GPX).
Sebagai preventif antioksidan, SOD mencegah terbentuknya H,O,. Sebagai chain-breaking
antioksidant GPx mengubah H,0, menjadi air. Kedua aktivitas antioksidan endogen tersebut

diharapkan dapat menurunkan MDA.

Pemberian vitamin D3 (cholecalciferol) melalui reseptor nuklear VDR diharapkan
meningkatkan transkripsi dan ekspresi SOD, schingga kerusakan protein dapat dihambat
dengan hasil akhir penurunan ekpresi Hsp70. Pustaka menyebutkan vitamin D3 juga

berfungsi sebagai antioksidan yang menghambat terbentukinya HOs.
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4.2 Hipotesis Penelitian

1. Suplementasi Astragaloside IV dan atau vitamin D pada OAT dapat meningkatkan
aktivitas preventive antioxidant superoksida dismutase (SOD).

2. Suplementasi Astragaloside 1V dan atau vitamin D pada OA'l dapat meningkatkan
aktivitas chain-breaking antioksidant glutathione peroxidase (GPx).

3. Suplementasi Astragaloside IV dan atau vitamin D pada OAT dapat menurunkan
malondialdehida (MDA).

4. Suplementasi Astragaloside IV dan atau vitamin D pada OAT dapat menurunkan
Hsp70.

4.3 Prosedur Kerja Laboratorium
4.3.1 Dosis vitamin D (kolekalsiferol) dan Astragalosida IV

Mencit diberi pakan 10% BB atau 2-3 g diet/mencit/hr. Kebutuhan kolekalsiferol 1
mencit perhari adalah 12.500/kg diet atau 1,25 1U/g berat badan mencit/hari. Dvion Drops
(Merck) mengandung 800 IU/ml. Jadi kolekalsiferol harus diberikan 1,5625 pl/g BB mencit
atau 1 tetes (37 pl) per hari untuk mencit dengan berat badan 24 g (Wergeland ef al., 2011).
Astragaloside 4 ( 74777, Sigma-Aldrich) diberikan 50mg/kg BB peroral (Lv, 2010).

4.3.2 Perlakuan hewan coba

Sebelum diinfeksi, mencit dianestesi dengan pentobarbital intraperitoneal. Trakea
diinsisi untuk memasukkan 100 ul suspensi M. tuberculosis 10° CFU per ml bakteri (10.000
bakteri per mencit). Setelah insisi dijahit kembali (Amaral er al., 2014).

Dua minggu sesudah infeksi, kelompok mencit K1 dieutanasia untuk mendapatkan
data dasar sebelum diberikan perlakuan. Kelompok K2 diberi placebo berupa salin peroral
dengan volume sesuai terapi, kemudian dieutanasia setelah 1 bulan. Kelompok K3 sampai

dengan K6, 2 minggu sesudah infeksi mulai diberikan terapi.

Mencit dieutanasia dengan pentobarbital intraperitoncal overdosis (40-60 mg/kg). Jaringan
paru-paru difiksasi dengan formalin 10% dalam PBS selama 2 hari, dengan perbandingan
volume bahan pemeriksaan dan buffer formalin 1:10. Kemudian dipadatkan dengan
merendam dalam paraffin wax (VWR). Pemotongan paru-paru dilakukan setebal 3-5 pm
untuk pemeriksaan imunohistokimia. Limbah sisa hewan coba dimusnahkan dengan
insinerator
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4.3.3 Imunohistokimia

Jaringan paru yang telah diberi parafin diletakkan suhu kamar. Jaringan
dideparafinisasi dengan xylol 3 x 5 menit, rehidrasi dengan alkohol bertahap dengan alkohol
absolut, 96%, 80% dan 70% masing-masing 4 menit, dan dicuci dengan air mengalir 5 menit.
Sayatan jaringan dipaparkan blocking endogen peroksidase 0,5% 30 menit dan dicuci dengan
air mengalir 5 menit. Sediaan diinkubasi dalam decloaking chamber 110°C 30 menit dengan
larutan Diva dan didinginkan + 30 menit, kemudian dicuci dengan PBS pH 7.4 3 menit.
Ikatan non spesifik dicegah (blocking) dengan normal horse serum 5% selama 30 menit.

Sediaan diinkubasi dengan primer antibodi 60 menit, dicuci dalam PBS pH 7.4 3
menit, dipaparkan universal link 30 menit dan dicuci kembali dalam PBS pH 7,4 3 menit.
Visualisasi juga menggunakan Trekavidin HRP label yang dipaparkan 30 menit dilanjutkan
dengan pencucian dalam PBS pH 7,4 3 menit.Ikatan antibodi primer dan sekunder dideteksi
dengan pemberian 3,3’-diaminobenzidine tetrachloride 2-5 menit, kemudian dicuci dengan
air mengalir 5 menit. Zat warna banding haematoxylin dipaparkan 5-10 menit dan dicuci
dengan air mengalir 5 menit. Dilakukan dehidrasi sediaan dengan alkohol 80%, 96% dan
alkohol absolut masing-masing 5 menit. Proses clearing menggunakan xylol I, II, III selama
5 menit. Sediaan untuk kontrol negatif tanpa menggunakan antibodi primer.

Primer antibodi yang digunakan adalah anti-SOD1 antibody (ab13498, Abcam), Anti-
GPx1 antibody (ab22604, Abcam), anti-MDA antibody (ab6463, Abcam), anti-Hsp70
antibody (ab2787, Abcam).
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BAB S5

HASIL DAN LUARAN YANG DICAPALI

1.1 Hasil

5.1.1 Suplementasi astragalosida 4 pada OAT meningkatkan ekspresi superoksida

dismutase

Tabel 5.1.1.1 Jumlah sel positif SOD/lapang pandang di jaringan paru mencit pada

pembesaran 400x
Kelompok Rerata SD Minimum Maksimum
K1 25,50 31,665 23 28
K2 20,50 25,802 19 22
K3 4225 50,107 30 54
K4 6975 68,110 54 85
KS 4450 36,040 35 54
Ké6 70,75 52,579 60 81

Keterangan: K1: sebelum terapi, K2: tanpa terapi, K3: terapi dengan OAT, K4: terapi
dengan OAT dan ast4, K5: terapi dengan OAT dan kolekalsiferol, K6:
terapi dengan OAT lini II, ast4 dan kolekalsiferol

SOD

80 e —

0 4+————
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e ] . o .
20 ! — : — : ==
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OAT & Ast4 OAT & Vit D OAT, Astd &
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Gambar 5.1.1.1 Jumlah sel positif SOD/lapang pandang di jaringan paru mencit
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Gambar 5.1.1.2 Imunohistokimia SOD (400x), A mencit hanya mendapat OAT, B mencit
mendapat OAT dan suplementasi astragalosida 4

Uji asumsi dilakukan sebelum uji hipotesis agar yakin bahwa data sampel terdistribusi
mengikuti model data populasi. Uji asumsi Shapiro-Wilk mempunyai kemaknaan > 0,05,
menunjukkan data berdistribusi normal. Uji Levene statistika mempunyai nilai
kemaknaan 0,177 mcnunjukkan data homogen. Data dianalisis dengan one-way Anova,

post-Hoc Tukey HSD.

Tabel 5.1.1.2 Uji post-Hoc Tukey HSD ekspresi SOD

Pasangan perlakuan p-value Kesimpulan

OAT vs OAT + Ast4 p=0,026 Berbeda signifikan
OAT vs OAT +D p=0,993 tidak signifikan
OAT vs OAT + Ast+D p=0,016 Berbeda signifikan
OAT + Ast4 vs OAT +D p=0,047 Berbeda signifikan

OAT + Ast4 vs OAT + Ast4 + D p=0,031 Berbeda signifikan

OAT + D vs OAT + Astd + D p=0,998 tidak signifikan

Dari kesimpulan post-Hoc Tukey HSD pada tabel 5.1.2 dapat disimpulkan suplementasi
astragalosida 4 berperan dalam eksprest SOD. Penelitian Liu dan kawan-kawan (2018)
mendapatkan hasil bahwa superoksida dismutase (SOD) sangat menurun pada pasien TB.
SOD menghambat inflamasi dengan cara mencegah fragmentasi oksidatif hialuronan dan

mengkatalisa anion superoksida menjadi oksigen dan hidrogen peroksida. Dengan pemberian
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astragalosida 4, terjadi peningkatan SOD yang juga akan menekan terbentuknya NO dan

radikal oksigen.

5.1.2° Suplementasi vitamin D pada OAT meningkatkan aktivitas glutathione
peroxidase (GPx)

Uji asumsi Shapiro-Wilk mempunyai kemaknaan < 0,05, menunjukkan data tidak
berdistribusi normal. Uji Levene statistika mempunyai nilai kemaknaan 0,003

menunjukkan data tidak homogen.

Tabel 5.1.2 Jumlah sel positif GPx/lapang pandang di jaringan paru mencit pada
pembesaran 400x

Kelompok Rerata SD Minimum Maksimum

K1 2481 13,680 20 30
K2 21,90 14,722 19 24
K3 4599 18251 40 52
K4 50,18 43,053 40 60
K5 7981 61,237 68 92
K6 8191 50377 72 92

Keterangan: K1: sebelum terapi, K2: tanpa terapi, K3: terapi dengan OAT, K4: terapi
dengan OAT dan ast4, K5: terapi dengan OAT dan kolekalsiferol, K6:
terapi dengan OAT, ast4 dan kolekalsiferol

Awal Tanpa Tx OAT OAT & Astd OAT & Vit D OAT, Ast4 &
Vit D

Gambar 5.1.2.1 Jumlah sel positif GPx/lapang pandang di jaringan paru mencit
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Penelitian Qiao (2017) memberikan hasil bahwa suplementasi astragalosida 4
meningkatkan aktivitas GPx. Penelitian kami memberikan hasilvang berbeda. Uji Mann-
Whitney menunjukkan tidak ada perbedaan ekspresi GPx pada mencit yang diberi terapi
OAT saja dengan mencit yang diberi terapi OAT dan ast4 (p = 0,834), tetapi terdapat
perbedaan ekspresi GPx pada mencit yang diberi terapi OAT saja dengan mencit yang
diberi terapi OAT dan kolekalsiferol (p = 0,001). Pustaka yang menunjang hasil
penelitian kami antara lain adalah Teixeira (2017) yang membuktikan bahwa vitamin D

meningkatkan aktivitas GPx melalui translokasi NRF2 ke nukleus.

Gambar 5.1.2.2 Imunohistokimia GPx (1000x), A paru mencit yang hanya mendapat
OAT, B paru mencit yang mendapat OAT dan suplementasi vitamin D

Uji Mann-Whitney juga menunjukkan terdapat perbedaan ekspresi GPx pada mencit yang
diberi terapi OAT saja dengan mencit yang diberi kombinasi suplementasi kolekalsiferol
dan ast4 (p = 0,001), terdapat perbedaan ekspresi GPx pada mencit yang diberi terapi
OAT dan ast4 dengan mencit yang diberi terapi OAT dan kolekalsiferol (p = 0,002), dan
tidak terdapat perbedaan ekspresi GGPx pada mencit vang diberi ferapi OAT dan
kolekalsiferol dengan mencit yang diberi kombinasi suplementasi kolekalsiferol dan ast4
(p = 0,112). Dari uji beda dapat disimpulkan kolekalsiferol memegang peranan penting

pada ekspresi GPx.

5.1.3 Suplementasi Astragaloside 4 pada OAT dapat menurunkan malondialdehida
(MDA)

Uji asumsi Shapiro-Wilk mempunyai kemaknaan > 0,05, menunjukkan data
berdistribusi normal. Uji Levene statistika mempunyai nilai kemaknaan 0,399 menunjukkan

data homogen. Data dianalisis dengan one-way 4nova, post-Hoe Tukey HSD.
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Gambar 5.1.3.1 Astragalosida 4 menurunkan MDA pada granuloma (IHC MDA 400x)

Tabel 5.1.3.1 Prosentase jumlah sel positif MDA/lapang pandang di jaringan paru mencit
pada pembesaran 400x

Kelompok Rerata SD Minimum Maksimum

K1 4,92 13,650 3,75 6,00
K2 18,00 14,725 16,75 9,25
K3 10,08 18,250 8,50 11,50
K4 6,67 43,050 4,75 8,50
K5 5,58 61,2350 7,00 2,00
K6 6,92 50,300 5,25 8,50

Keterangan: K1: sebelum terapi, K2: tanpa terapi, K3: terapi dengan OAT, K4: terapi
dengan OAT dan astd, K5: terapi dengan OAT dan kolekalsiferol, Ké6:
terapi dengan OAT, ast4 dan kolekalsiferol

o N A O

Awal Tanpa Tx OAT OAT & Astd OAT & Vit D OAT, Astd &
VitD

Gambar 5.1.3.2 Prosentase sel positif MDA per lapang pandang paru mencit
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Penelitian ini membuktikan bahwa suplementasi Ast4 menurunkan produksi MDA, sesuai
dengan penelitian Mao dan kawan-kawan (2016) vang memberikan 1-50 mg/kg BB pada
tikus gastritis. Ast4 bersinergi dengan vitamin D berfungsi mengembalikan homeostasis
redoks, Ast4 menekan produksi MDA melalui peningkatan SOD, dan vitamin D membantu
dengan meningkatkan aktivitas GPx. Penelitian Yusufoglo (2014) mendapatkan hasil bahwa
ekstrak astragalus menekan produksi malondialdehida melalui peningkatan nuclear fuctor
ervthroid 2-related factor 2 (Nrf-2). Analisis Liu (2017) menegaskan peran Ast4 pada
aktivasi jalur Nrf-2/HO-1.

Uji beda (Tabel 5.3.1) dapat diamati suplementasi Ast4 pada OAT berperan penting pada
supresi MDA.

Tabel 5.1.3.2 Uji post-Hoc Tukey HSD prosentase sel positif MDA/lp paru mencit

Fasangan periakuan p-vaiue  Kesimpuian
OAT vs OAT + Ast4 p=0,000 berbeda signifikan
OAT vs OAT + D p=0,987 tidak signifikan
OAT vs OAT + Ast4+D p=0,000 berbeda signifikan
OAT + Ast vs OAT + D p=10,000 berbeda signifikan

OAT + Ast vs OAT + Ast+ D p=0,090 tidak signifikan

OAT+Dvs OAT + Ast+D p=0,001 berbeda signifikan

Keterangan: Ast4: astragalosida 4, D:vitamin D

5.1.4 Vitamin D menurunkan ekspresi Hsp70

Hsp70
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Gambar 5.1.4.1 Ekspresi Hsp70 pada jaringan paru mencit
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70 kilodalton heat shock protein (Hsp70) berfungsi mengikat protein cacat. Peningkatan
ekspresi Hsp70 menunjukkan adanya stres endogen. Uji Shapiro-Wilk < 0,05, menunjukkan
data tidak berdistribusi normal. Uji Levene statistika mempunyai niiai 0,964 menunjukkan
data homogen. Uji Kruskal-Wallis menunjukkan vitamin D berperan pada penurunan
ekspresi Hsp70 (p=0,010).

Tabel 5.1.4.1 Uji Mann-Whitney ekspresi Hsp70

Pasangan perlakuan p-value Kesimpulan

OAT vs OAT + Ast4 p=0,626 tidak signifikan

OAT vs OAT + D p=0,010 berbeda signifikan

OAT vs OAT + Astd4+D p=0,002 berbeda signifikan
“OAT + Astd vs OAT + D p=0018  berbeda signifikan

OAT + Ast4 vs OAT + Astd + D p = 0,003 berbeda signifikan

OAT + D vs OAT + Ast4d + D p=0,112 tidak signifikan

Keterangan: Ast4: Astragalosida 4, D:vitamin D

A

Gambar 5.1.4.2 A: Ekspresi Hsp70 pada jaringan paru mencit dengan terapi OAT saja, B:
jaringan paru mencit yang mendapat terapi OAT dan suplementasi vitamin
D

Hasil penelitian ini sesuai dengan penelitian Gmiat dan kawan-kawan {(2017) yang
mengamati peran vitamin D pada penurunan ekspresi Hsp70 setelah olah raga. Ada beberapa
jalur yang telah membuktikan hubungan suplementasi vitamin D dengan penurunan Hsp70.
Tukaj dan kawan-kawan (2012) meyimpulkan calcitriol 100nM menghambat ekspresi Hsp70
melalui aktivasi SOD1 dan IkB-a. Sanz RL dan kawan-kawan (2018) membuktikan vitamin

D menurunkan ekspresi Hsp70 melalui jalur Wilms tumor suppressor WT1.
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BAB 6

KESIMPULAN DAN SARAN

6.1 Kesimpulan

1. Suplementasi Ast4 pada OAT meningkatkan aktivitas SOD

2. Suplementasi vitamin D pada OAT meningkatkan GPx

3. Suplementasi Ast4 pada OA'l' menekan produksi MDA

4. Suplementasi Vitamin D pada OAT menurunkan ekspresi Hsp70

6.2 Saran

Pada patogenesis TB, jalur kematian makrofag berperan pada viabilitas M. tuberculosis.
Penelitian tahun pertama menyimpulkan kombinasi suplementasi astragaloside 4 dan vitamin
D diperlukan untuk menurunkan nekrosis makrofag. Nckrosis sl memungkinkan bakteri

menyebar dan menginfeksi sel baru.

Penelitian tahun ke-2 menyimpulkan bahwa kombinasi suplementasi Ast4 dan vitamin D
menekan stres retikulum endoplasmik pada ‘I'B khususnya jalur PERK-ATF4-CHOP (protein
kinase RNA (PKR)-like ER kinase (PERK); activating transcription factor 4 (ATF4),
CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP) homologous protein (CHOP)).

Pada penelitian tahun berjalan terbukti suplementasi Ast4 bersinergi dengan suplementasi
vitamin D pada homeostasis redoks. Terjadi peningkatan aktivitas SOD dan GPx serta
penurunan MDA dan Hsp70. Agar dapat digunakan pada terapi tuberkulosis perlu dilakukan

uji toksisitas kombinasi kedua suplementasi tersebut.
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Lampiran 1: Bukti Luaran

Tahun I

1. 89 Agt 2016 poster presenter Internasional Seminar “Global Strategy to Combat
Emerging Infectious Diseases” GSEID 2016

Judul: A role of retinoic signaling in tuberculosis
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11-12 Agt 2016 oral presenter 8th International Seminar of Indonesian Society for
Microbiology (ISISM) 2016 at JW Marriot Jakarta, Indonesia
Judul: Effects of vitamin D on matrix degrading enzymne expression in pulmonary

tuberculosis
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3. 23-25 Agt 2016 poster presenter Symposium The 33rd World Congress of Internal
Medicine, 2016, Bali Indonesia

Judul: Complementary medicine in patient with tuberculosis

Tahun I

1. Oral presentasi di The 7" Basic Science International Conference 7-8 Maret 2017
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Abstract - Mycobacterium tuberculosis Comples (MTBC) still was found 10 be primary 1solate of
pulmonary infection in buman. Indonesia was ranked as the sccond country with lghest
tuberculosis (TB) disease. New smeat-positive cases and all cases of THB suspect m Indonesia
increased from year to vear. In 2013, all cases of TR amounted to 117 cases per 100,000 people.
168 rRNA gene was chosen for detection because this gene was conserved. 165 tRNA was
typically used for phylogenetic analysis of vanous organsms. The purpose of tis rescarch was o
study the swtability of PCR method using 165 rfRNA gene fur awdentificanon of MTBC as a
confirmatory test afier conventional lest using standard microscopic detechion of acid-resistant
bactena. Sputun sample from pulmuorary tuberculosis patients st Dr. Soctomo General Hospital,
Surabaya Indonesia was collected randomly from Sepiember (0 November 2016, The sample was
cexamined by PCR with & warget of 1337 bp 165 fRNA gene for detection and wdentificanon of
MTBC, which ihen vompared le convetional method wing Zichl Neclsen (ZN) stainmg. Total of
30 samples from pulmonary tuberculosis patients were analyzed for MTBC dhagnosis purpose
Results of PCR product were 1 00% positive of 168 rRNA gene, mdicated by band at size 1537 bp.
While using smear method. only 63.33% of all sample found positive Detection of MTBC m the
sputum of pulmondry TB palients using conventionsl test stll required confirmanon with
molecular st using nucleic acid amplification method with speoific DNA rarget of 165 rRNA
gene lrom Myvobacierium tubereulosis Comples. In other site, thix method using 165 rRNA target
was able w be wol potentsily of specics and straine differentiation of isolates and clinical
SPeCITICNS.

Key words 1685 tRNA gene, Mycobucivrium tuberculosis Compiex, PCR methenl, sputum,
pulmanary tubercuiosis

L INTRODUCTION

Tuberculosis (TB) is an miectious disease caused by Mycobacterium berclosis Compilex (MTBC). The
discase usuzlly not only anack o pulmo (pulmonary wberculosis), but also attack extra-pulmo, which then called
exwapulmenary tuberculosis (1] According 1o WHO, there was 9 million new TH cases with 1.5 million
mortality caused by twherculoss 1 2013 and 9.6 mullion new TB cases with 1S million morality in 2014
(WHO, 2015; WHO, 2014). Prediction about new TH cases in 2014 about 2,9 million cases (223 of 100.000
population) and in 2105 was esumated to be 2.8 mullion cases every year (217 of 100.000 population) [2].

This discase usuelly appears several years after infection when unmune decreased (immunocrompromused) [3]
MTHC was major group of human pulronary infection which had vanous charactersties. They were an acrobic
group of acid-fast, slow-growmg bacteria, and difficult to distinguish smong species [4)

Genes of small subunit nbosonwal meludiog 55, 165, and 235, and cach of them was highly conserved Out of
the three genes, 165 rRNA is the one of mostly used in the molecular epidemiology because ils specificity o
wdentify species in phylogenctic analysis [5,6],

Acid Fast Basilli smear (AFB) is commonly used for TH infection screening. This method can be used for
finding bacterul fornn of Myvcobacteria and counting bacterial number in the sputum specimens. Rut, this method
still have low sensitivity (<530%) for confirming of MTBC infectan [7,8,9]
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2. Publikasi internasioanl Q3: The International Journal of Mycobacteriology volume 6 issue
4 Oct-Des 2017

Original Arlicle

Vitamin D, Cell Death Pathways, and Tuberculosis

Manik Retno Wahyunitisar’, Ni Made Mertaniasih’, Mubammad Amin®, Wayan T. Artama®. Eko B. Koendhon'
Departments of ‘Medical Microbiology and “Puimonology and Respiratory Medicine, Faculty of Medicine, Airiangga Universty, Surabaya, East Java,
*Department of Biochamistry, Facuity of Veterinary Medicine, Gagjah Mada Universtly, Yogyakarta, Indonesia

Background: Mvcobacterium muberculosis induces cellular necrosis that could promote spread of infection The aim of this study is to
analyze the effects of Vitanun D3 supplementation to umprove the effectiveness of 2*!-line ann-tuberculosts (TB) dmg therapy. especially
w relation with cell death pathways. Methods: Mus musculus C3HeB Fel was randomly divided wnto four groups containing eight ammals
each. The 1" group (G1). consisting of mice that were mtratracheallv infected with multidmig-resistant stran of M mberculosis and sacnficed
on -week postinfection to confirm successful mfection (G2) was a group of TB mice without therapy. Then, (G3) was a group of mice
with the 2*-line anti-TB therapy. The last group (G4) was a group of nuce recetving not only the 2*-line anti-TB therapy but also daily oral
Vitapun D3 supplementation. Immunohistochemustry was used 1o measure expression of muclear Vitanun D receptor. apoptosis marker cleaved
caspase-3. cathelin-related antimucsobial peptide (CRAMP) and LC3B autophagy markers, necrosis marker RIPK3, and collagenase matnx
metalloprotemnase-1 (MMP1). The number of bacteria in the lung was calculated by colony forming units. The parnal least square structural
equanon modeling with SmartPLS 3 2.6 software was used 1o analvze structural models among the varuables. Results: Supplementahion of
Vitamin D3 on the 2*"-line ann-TB therapy increases Vitamin D3 receptor. CRAMP. LC3B. caspase-3 (P = 0026, P = 0000, P = 0001),
presses MMP1, and the number of bacteria (P = 0.010 and P = 0 000. respectively) The structural equation modeling analysis shows that
mcreasing autophagy pathways reduces necrosis by lowening MMP1, whereas apoptosis reduces necrosis by decreasing the number of bactena
(each with indirect effects — 0543 and — 0.544) Conclusion: A comprehensive analvsis with the partial least square struchural equation
modeling shows decreasing necrosis requires increasing autophagy and apoptosis

Keywords: Apoptosis. autophagy, matnx metalloproteinase-1. multidmg-resistant-ruberculosis, necrosis, Vitanun D3

Tahun ke-3

1. Buku Saku Tuberkulosis dan Hepatitis Viral, ISBN 978-979-9039-86-6, Peneribit:

Karunia

B Buku Saku
Tuberkulosis dan

i .
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2. Bukti submit Malaysian Journal of Medicine & Helath Sciences (Q4)

Malaysian Journal of Medicine & Health Sciences -« anaitot i mansnproent o0, Nov 12, 11733 AM N

Dear Dr Wahyunitisan

A manuscnpt titted The prevalence of Diabetes Meilitus among Tubercuiosis Positive Case in Surabaya (MJMHS-2(18-0388) has been submitted by
Dr. Dwi indnati to the Malaysian Journa! of Medicine & Health Sciences

You are bisled as a co-author for this manuscnpt The cnling paer-review system. ScheolarCna Manuscnpts automatcally creates a user account for
you Your USER 1D and PASSWORD for your accountis as follows

Stte URL. btips /im

mami e ninteantral comirwmhe

USERID' manik!
PASSWCORD. For secunty reasons your password s nol conlamed in thus email. To set your password ¢hck the link below

You can use the above U te and check the status of papers you have authored'co-authored

Plaasa log i ta hitaos

~unt information via the edit account tab at the top nght

Thank you for your participation

Sinceraly

Malaysian Journal of Medicine & Haalth Sciencas Editanal Office
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