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RINGKASAN

Potensi Serbuk Rimpang Kunyit (Curcuma longa L.) dalam Memperbaiki Aging
Ovarium pada Tikus Putih Strain Wistar (Rattus norvegicus) Premenopause

Teguh Suprihatin, Sri Widyarti, Muhaimin Rifa’i, Sri Rahayu

Aging ovarium adalah proses yang berhubungan dengan penurunan kemampuan
reproduksi pada individu betina yang ditandai dengan reduksi jumlah folikel secara
drastis. Penyebab terjadinya aging ovarium diduga karena adanya peningkatan produksi
oksidan seperti ROS oleh mitokondria sel granulosa ovarium. Peningkatan produksi ROS
kemungkinan berasal dari proses fosforilasi oksidatif dan steroidogenesis. Peningkatan
produksi ROS yang melebihi kemampuan homeostasis dalam sel granulosa ovarium akan
menyebabkan gangguan pada proses tumbuh kembang folikel ovarium.

Tanaman kunyit sudah sejak lama digunakan sebagai tanaman obat. Tanaman
kunyit, terutama pada bagian rimpang diduga mengandung senyawa kurkumin dan
senyawa-senyawa lain yang mempunyai potensi sebagai antioksidan. Penelitian ini
bertujuan untuk mengkaji efek pemberian serbuk rimpang kunyit, dalam memperbaiki
aging ovarium pada tikus putih betina premenopause. Perbaikan aging ovarium
diharapkan melalui fungsi kurkumin sebagai antioksidan yang mampu mengaktivasi Nrf2
dan memulai proses transkripsi enzim antioksidatif seperti enzim GST. Pembentukan
enzim GST akan melindungi sel granulosa dari radikal bebas sehingga diharapkan proses
proliferasi sel granulosa dapat berjalan dengan baik. Penelitian dilaksanakan dalam dua
tahap yaitu penelitian pendahuluan dan penelitian utama. Penelitian pendahuluan
dilakukan dengan analisis fitokimia menggunakan LC-MS untuk mengetahui kandungan
senyawa pada serbuk rimpang kunyit, analisis in silico terhadap senyawa-senyawa yang
terkandung dalam serbuk rimpang kunyit untuk mengetahui potensinya sebagai
antioksidan dan analisis potensi penghambatan kurkumin terhadap ikatan antara Nrf2 dan
Keap1 secara in silico. Penelitian utama dilakukan secara in vivo dengan memberikan
perlakuan serbuk rimpang kunyit pada hewan coba sesuai dengan dosis yang telah
ditentukan.

Analisis in silico dilakukan dengan menggunakan software Pass Server untuk
memprediksi potensi senyawa-senyawa yang terkandung dalam serbuk rimpang kunyit
sebagai antioksidan, melalui skor probability activity (Pa). Selanjutnya untuk senyawa
kurkumin dilakukan docking menggunakan PyRx untuk mengetahui potensinya sebagai
inhibitor ikatan antara Nrf2 dengan protein Keap1. Penelitian in vivo dilakukan dengan
menggunakan 30 ekor tikus putih strain wistar betina dengan bobot rata-rata 200-250 g,
usia 12 bulan yang diasumsikan sudah memasuki masa premenopause. Perlakuan dibagi
menjadi 6 kelompok dengan masing-masing kelompok diulang sebanyak 5 kali ulangan.
Kelompok perlakuan terdiri dari P0 yaitu perlakuan kontrol negatif dimana hewan coba
hanya diberi akuades, P1 yaitu perlakuan kontrol positif dimana hewan coba diberi
serbuk kurkumin dengan dosis 6,75 mg/kg BB, P2 yaitu hewan coba diberi perlakuan
serbuk rimpang kunyit sebanyak 100 mg/kg BB, P3 : 200 mg/kg BB, P4 : 400 mg/kg BB,
dan P5 : 800 mg/kg BB. Serbuk rimpang kunyit diberikan secara oral selama 27 hari.
Pada hari ke1 dan ke14 dilakukan koleksi darah untuk keperluan mengukur kadar
estradiol. Pada hari ke28 semua hewan coba dikorbankan, untuk isolasi organ ovarium.
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Sampel ovarium kanan digunakan untuk pengukuran kadar MDA menggunakan metode
TBA. Sampel ovarium kiri difiksasi dengan larutan fiksatif formalin 10 % selama 24 jam,
kemudian dilakukan prosedur mikroteknik dan pewarnaan HE untuk mengetahui jumlah
folikel dan pewarnaan imunohistokimia untuk mengetahui proliferasi sel granulosa
melalui deteksi PCNA, mengetahui distribusi MDA, Nrf2 dan enzim GST. Penelitian
menggunakan rancangan acak lengkap, data yang diperoleh dianalisis menggunakan
ANOVA dan dilanjutkan dengan uji BNJ.

Hasil analisis fitokimia menggunakan LC-MS menunjukkan bahwa pada serbuk
rimpang kunyit terdeteksi sebanyak 49 jenis senyawa. Senyawa-senyawa yang terdapat
pada serbuk rimpang kunyit diantaranya adalah curcumin 7,798 %, curcumene 5,411 %,
α turmerone 4,949 %, demethoxycurcumin 4,115 %, curcumenone 4,100 %, ar turmerone
3,898 %, procurcumenol 2,804 %, cinnamic acid 2,676 %, caffeic acid 2,675 %,
turmeronol B 2,504 %, β caryophyllene 2,350%, arabinose 2,313 %, bis
demethoxycurcumin 2,277 %, β sitosterol 2,230 %, dan glucose 2,214 %. Senyawa-
senyawa pada serbuk rimpang kunyit yang berpotensi sebagai antioksidan berdasarkan
nilai Pa adalah ascorbic acid dengan nilai Pa 0,951, quercetine 0,878, β carotene 0,823,
arabinose 0,801, bis demethoxycurcumin 0,685, demethoxycurcumin 0,654, curcumin
0,634, caffeic acid 0,611, cinnamic acid 0,489, letestuianin A 0,483, calebin A 0,464.
Penelitian secara in silico menunjukkan bahwa senyawa kurkumin mempunyai potensi
sebagai inhibitor ikatan antara Nrf2 dan Keap1. Potensi kurkumin sebagai inhibitor ikatan
antara Nrf2 dan Keap1 berdasarkan nilai Pa yaitu sebesar 0,634, nilai binding affinity
antara kurkumin dan Keap1 sebesar -8,4, kemampuan kurkumin berikatan dengan
molekul protein Keap1 pada sisi aktif SER508A, ALA556A, TYR525A, TYR334A, dan
ARG415A.

Hasil penelitian secara in vivo menunjukkan bahwa pemberian serbuk rimpang
kunyit dosis 200 mg/kg BB adalah dosis optimal, karena nilai parameter yang diamati
selalu lebih tinggi dibandingkan dengan kontrol negatif, walaupun tidak selalu
merupakan hasil tertinggi bila dibandingkan dengan perlakuan dosis serbuk rimpang
kunyit yang lain. Serbuk rimpang kunyit dosis 200 mg/kg BB menurunkan secara
signifikan kadar MDA ovarium tikus putih premenopause sebesar 40,24 %, menurunkan
secara signifikan distribusi MDA sebesar 41,42 %, meningkatkan distribusi Nrf2 sebesar
2,74 %, meningkatkan secara signifikan distribusi enzim GST tertinggi sebesar 48,54 %,
dan meningkatkan secara signifikan kadar hormon estradiol sebesar 3,53 kali
dibandingkan dengan kontrol negatif. Pemberian serbuk rimpang kunyit dosis 200 mg/kg
BB pada tikus putih premenopause juga optimal meningkatkan proliferasi sel granulosa
ovarium yaitu sebesar 6,65 % dan meningkatkan secara signifikan jumlah folikel primer
tertinggi sebesar 2,62 kali, meningkatkan jumlah folikel sekunder sebesar 22,59 %,
meningkatkan secara signifikan jumlah folikel antral tertinggi sebesar 81,08 %, serta
meningkatkan jumlah korpus luteum tertinggi sebesar 32,26 % dibandingkan dengan
kontrol negatif.



xi

SUMMARY

The Potential of Turmeric (Curcuma longa L.) to Improving Aging Ovary in Wistar
Strain of Premenopause White Rats (Rattus norvegicus)

Teguh Suprihatin, Sri Widyarti, Muhaimin Rifa’i, Sri Rahayu

Ovarian aging is a process that is associated with a decrease in reproductive
capacity in female individuals characterized by drastic reduction in follicle counts. The
cause of ovarian aging is thought to be due to increased production of oxidants such as
ROS by mitochondrial ovarian granulosa cells. Increased production of ROS probably
originates from the process of oxidative phosphorylation and steroidogenesis. Increased
production of ROS that exceeds the ability of homeostasis in ovarian granulosa cells will
cause disruption in the process of ovarian follicle growth.

Turmeric plants (Curcuma longa L.) have long been used as medicinal plants.
Turmeric plants, especially in the rhizomes are thought to contain curcumin compounds
and other compounds that have the potential as antioxidants. This study aims to examine
the effect of giving turmeric powder, in improving ovarian aging in premenopausal
female white rats. Ovarian aging improvement is expected through the function of
curcumin as an antioxidant that is able to activate Nrf2 and start the process of
transcription of antioxidant enzymes such as the GST enzyme. The formation of the GST
enzyme will protect granulosa cells from free radicals, so it is hoped that the granulosa
cell proliferation process can run well. The research was carried out in two stages,
namely preliminary research and main research. Preliminary research was conducted with
phytochemical analysis using LC-MS to determine the content of compounds in turmeric
powder, in silico analysis of compounds contained in turmeric powder to determine its
potential as an antioxidant and analysis of potential inhibition of curcumin on the bond
between Nrf2 and Keap1 in silico. The main research was carried out in vivo by treating
turmeric powder in experimental animals according to the prescribed dosage.

In silico analysis is carried out using the Pass Server software to predict the
potential of compounds contained in turmeric powder as an antioxidant, through a
probability activity (Pa) score. Furthermore, docking procedure were performed on the
curcumin compound using PyRx to determine its potential as an inhibitor of the bond
between Nrf2 and Keap1 protein. The in vivo study was carried out using 30 wistar
female white rats with an average weight of 200-250 g, 12 months of age assumed to
have entered premenopausal period. The treatments were divided into 6 groups with each
group repeated 5 times. The treatment group consisted of P0, which was a negative
control treatment where the experimental animals were only given aquades, P1 which
was a positive control treatment where the experimental animals were given a dose of
6.75 mg/kg BW curcumin powder, P2, which was treated with 100 mg/kg BW turmeric
powder, P3: 200 mg/kg BW, P4: 400 mg/kg BW, and P5: 800 mg/kg BW. Turmeric
powder is administered orally for 27 days. On the 1st and 14th day a blood collection was
carried out for the purpose of measuring estradiol levels. On the 28th day all
experimental animals were sacrificed, to isolate the ovary organs. The right ovarian
sample was used to measure MDA levels using the TBA method. The left ovary sample
was fixed with a 10% formalin fixative solution for 24 hours, then microtechnic and HE
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staining procedures were performed to determine the number of follicles and
immunohistochemical staining to determine granulosa cell proliferation through PCNA
detection, determine the distribution of MDA, Nrf2 and GST enzymes. The study used a
completely randomized design, the data obtained were analyzed using ANOVA and
continued with the BNJ test.

The results of phytochemical analysis using LC-MS showed that 49 kinds of
compounds were detected in turmeric powder. The compounds found in turmeric powder
include curcumin 7,798%, curcumene 5,411%, α turmerone 4,949%, demethoxycurcumin
4,115%, curcumenone 4,100%, ar turmerone 3,898%, procurcumenol 2,804%, cinnamic
acid 2,676%, caffeic acid 2,675% , turmeronol B 2.504%, β caryophyllene 2,350%,
arabinose 2,313%, bis demethoxycurcumin 2,277%, β sitosterol 2,230%, and glucose
2,214%. The compounds in turmeric powder which have the potential as antioxidants
based on Pa values   are ascorbic acid with Pa values   0.951, quercetine 0.878, β
carotene 0.823, arabinose 0.801, bis demethoxycurcumin 0.685, demethoxycurcumin
0.654, curcumin 0.634, caffeic acid 0.611, cinnamic acid 0.489, cinnamic acid 0.489,
letestuianin A 0.483, calebin A 0.464. In silico research shows that curcumin compounds
have the potential as inhibitors of the bond between Nrf2 and Keap1. The potential of
curcumin as an inhibitor of the bond between Nrf2 and Keap1 is based on the Pa value of
0.634, the binding affinity value between curcumin and Keap1 is -8.4, the ability of
curcumin binds to Keap1 protein molecules on the active side SER508A, ALA556A,
TYR525A, TYR334A, and ARG415A.

In vivo results showed that administration of turmeric powder dosage of 200
mg/kg BW was the optimal dose, because the observed parameter values were always
higher than the negative controls, although not always the highest results when compared
to the other doses of turmeric powder. Turmeric powder rhizome dose of 200 mg/kg BW
significantly decreased the MDA level of premenopausal white rats by 40.24%,
significantly reduced MDA distribution by 41.42%, increased Nrf2 distribution by 2.74%,
significantly increased the highest GST enzyme distribution by 48.54%, and significantly
increased the hormone estradiol level by 3.53 times compared to the negative control.
The administration of turmeric powder dose 200 mg/kg BW in premenopausal rats also
optimally increased ovarian granulosa cell proliferation by 6.65% and significantly
increased the highest number of primary follicles by 2.62 times, increasing the number of
secondary follicles by 22.59% , increased significantly the highest number of antral
follicles by 81.08%, and increased the highest number of corpus luteum by 32.26%
compared to negative controls.
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BAB I

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kapasitas atau kemampuan reproduksi pada wanita akan mengalami penurunan

seiring dengan pertambahan usia (Gougeon, 2003). Kapasitas reproduksi wanita secara

alami mencapai puncak pada usia 20 tahun, kesuburan akan mengalami penurunan secara

drastis pada usia sekitar 30 tahun dan akhirnya memasuki masa menopause pada usia

rata-rata 50-51 tahun (te Velde & Pearson (2002). Penurunan kemampuan reproduksi

pada wanita seiring dengan pertambahan usia, terlihat pada penelitian yang dilakukan di

Amerika Serikat pada 120.000 peserta program embrio transfer. Hasil penelitian

menunjukkan bahwa pada wanita usia dibawah 35 tahun keberhasilan program embrio

transfer mencapai 45 % kelahiran, 24 % pada wanita usia 35-37 tahun, 19% pada wanita

usia 38-40 tahun, 8 % pada wanita usia 41-42 8%, dan 4 % pada wanita usia diatas 42

tahun (Wright dkk., 2006).

Penurunan kapasitas reproduksi pada wanita usia diatas 35 tahun diidentifikasikan

sebagai aging ovarium, yang ditandai antara lain dengan penurunan jumlah folikel

ovarium secara drastis, penurunan kadar hormon estrogen, siklus estrus yang tidak teratur

(te Velde & Pearson, 2002). Faktor penyebab pasti terjadinya aging ovarium belum dapat

secara jelas diketahui (Li dkk., 2012). Berdasarkan teori free radical theory of aging,

menyatakan bahwa Reactive Oxygen Species (ROS), yang diproduksi oleh mitokondria

akan menyebabkan kerusakan pada mitokondria itu sendiri ketika jumlahnya meningkat

seiring dengan pertambahan usia dan melebihi kemampuan homeostasis sel (Tatone dkk.,

2008). Kerusakan pada mitokondria akan mengganggu kinerja sel secara keseluruhan dan

akan memicu terjadinya penyakit-penyakit degeneratif yang berhubungan dengan aging

(Rattan, 2006).

ROS yang diduga sebagai pemicu terjadinya aging ovarium, selain berasal dari

metabolisme energi pada mitokondria sel granulosa, juga dihasilkan dari proses

steroidogenesis (Valko dkk., 2007). Produksi ROS yang tinggi dan melebihi kemampuan

homeostasis sel akan mengakibatkan kerusakan berbagai komponen seluler seperti DNA,

RNA, protein dan lipid (Miguel dkk., 1980). Kerusakan akan berlanjut pada mitokondria
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sel granulosa (Tatone dkk., 2008), mengganggu kinerja sel granulosa secara keseluruhan

terutama pada proses proliferasi, dimana dukungan terhadap perkembangan oosit akan

terganggu (Tatone & Amicarelli, 2012). Kondisi ini akan berujung pada terganggunya

proses folikulogenesis dan bisa mengakibatkan terjadinya atresia folikel (Valko dkk.,

2007).

Keluhan - keluhan yang datang menyertai masa terjadinya aging ovarium pada

wanita yang telah mencapai usia 30 - 40 tahun seringkali dilakukan dengan terapi

(Wright dkk., 2006). Terapi pada wanita menjelang masa menopause yang selama ini

banyak dilakukan adalah secara hormonal yaitu dengan terapi sulih hormon (hormon

replacement therapy atau HRT dan estrogen replacement therapy atau ERT) (Wratsangka,

1999). Efektivitas hormon estrogen dalam mengatasi keluhan menjelang menopause

sangat tinggi, tetapi pada terapi hormon ini terdapat efek samping pada wanita - wanita

yang mempunyai riwayat penyakit kanker payudara, kanker endometrium, sirosis hati,

hipertensi, dan hiperlipidemia (Baziad, 2003). Dewasa ini terapi sulih hormon sudah

mulai ditinggalkan dan beralih ke bahan obat yang lebih alami dan tidak menimbulkan

efek samping (Wright dkk., 2006).

Tanaman kunyit telah sejak lama digunakan sebagai tanaman obat (Aggarwal dkk.,

2006). Senyawa kurkumin pada tanaman kunyit diyakini berpotensi sebagai antikanker,

antiviral, antiinflamasi dan antioksidan (Atef dkk., 2014). Jayaprakasha dkk. (2006),

menyatakan bahwa senyawa aktif kurkuminoid memiliki aktivitas hepatoprotektif,

cardioprotektif, antifungal dan, antioksidan. Kandungan kurkumin pada serbuk rimpang

kunyit dapat berfungsi sebagai antioksidan (Shen dkk., 2012), karena kurkumin dapat

mengaktivasi agen transkripsi yaitu Nuclear related factor 2 (Nrf2) yang berperanan

penting dalam transkripsi kelompok enzim detosifikasi fase II (phase II detoxification

enzymes) seperti glutathione S-transferase (GST), NAD(P)H quinone oxireductase 1

(NQO1) dan glutamylcystein synthetase (GCS) (Zhang, 2006). Enzim - enzim

detoksifikasi fase II ini berfungsi melindungi sel dari radikal bebas terutama dari

kelompok ROS (Reyes dkk., 2013).

Kandungan senyawa kurkumin pada tanaman kunyit juga dapat berfungsi sebagai

peluruh radikal bebas (scavenger) intra seluler dari molekul oksidatif seperti H2O2, HO●,

dan ROO●, melalui dua gugus fenolik dan satu gugus metilen CH2 yang dimiliki oleh
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kurkumin (Barzegar & Movahedi, 2011). Kemampuan kurkumin sebagai peluruh radikal

bebas intra seluler akan melindungi sel dari toksisitas radikal bebas terutama dari

kelompok ROS (Barzegar & Movahedi, 2011)

Tanaman kunyit juga mengandung fitosteroid (β-sitosterol) (Li dkk., 2011).

Fitosteroid diduga dapat berfungsi sebagai prekursor sintesis hormon steroid seperti

estrogen karena secara struktural dan fungsional, fitosteroid memiliki kemiripan dengan

kolesterol yang merupakan prekursor alami sintesis hormon steroid (Kusmana dkk.,

2007). Efek estrogenik dari fitosteroid (β-sitosterol) dan kemampuan kurkumin dalam

mengaktivasi Nrf2, untuk memicu transkripsi enzim - enzim detoksifikasi fase 2 seperti

enzim GST yang bersifat sitoprotektif, serta kemampuan kurkumin sebagai peluruh

radikal bebas diharapkan dapat membantu memperbaiki aging ovarium pada wanita, yang

dalam penelitian ini akan diuji cobakan berupa serbuk rimpang kunyit pada tikus putih

strain wistar (Rattus norvegicus) premenopause.

1.2 Rumusan Masalah

Rumusan masalah penelitian adalah ;

1. Senyawa apa saja yang terkandung pada serbuk rimpang kunyit yang berpotensi

sebagai antioksidan ?

2. Apakah senyawa kurkumin yang terkandung pada serbuk rimpang kunyit dapat

berpotensi sebagai antioksidan dengan menghambat ikatan antara Nrf2 dan Keap1

berdasarkan analisis in silico ?

3. Apakah pemberian serbuk rimpang kunyit dapat menurunkan kadar dan distribusi

MDA, meningkatkan distribusi Nrf2 dan enzim GST pada ovarium tikus putih

premenopause ?

4. Apakah pemberian serbuk rimpang kunyit dapat meningkatkan kadar hormon

estradiol serum darah, meningkatkan proliferasi sel granulosa dan jumlah folikel

ovarium pada tikus putih premenopause ?
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1.3 Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian adalah ;

1. Mengetahui kandungan senyawa pada serbuk rimpang kunyit yang berpotensi

sebagai antioksidan.

2. Menganalisis secara in silico potensi senyawa kurkumin yang terkandung pada

serbuk rimpang kunyit sebagai antioksidan melalui mekanisme penghambatan

ikatan antara Nrf2 dan Keap1 .

3. Menganalisis pemberian serbuk rimpang kunyit dalam menurunkan kadar dan

distribusi MDA, meningkatkan distribusi Nrf2 dan enzim GST pada ovarium tikus

putih premenopause.

4. Menganalisis pemberian serbuk rimpang kunyit dalam meningkatkan kadar

hormon estradiol serum darah, meningkatkan proliferasi sel granulosa dan jumlah

folikel ovarium pada tikus putih premenopause.

1.4 Manfaat Penelitian

Manfaat penelitian adalah ;

1. Memberikan informasi tentang kandungan senyawa - senyawa yang terdapat pada

serbuk rimpang kunyit dan kemungkinan potensinya sebagai antioksidan serta

potensi senyawa kurkumin yang terkandung pada serbuk rimpang kunyit sebagai

inhibitor ikatan antara Nrf2 dan Keap1.

2. Memberikan informasi tentang potensi serbuk rimpang kunyit dalam

memperbaiki aging ovarium pada tikus putih premenopause melalui indikator

kadar dan distribusi MDA, distribusi Nrf2 dan enzim GST, kadar hormon estradiol

serum darah, serta proliferasi sel granulosa dan jumlah folikel ovarium.
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BAB II

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Aging pada Ovarium

2.1.1 Konsep tentang Aging pada Ovarium

Aging reproduksi menurut Perry & Santoro (2006) adalah generalisasi dari aging

somatik, keduanya sangat berkaitan erat. Sejalan dengan bertambahnya usia maka

pengaruh stres oksidatif akan mengganggu kinerja seluler dan meningkatkan kerusakan

DNA (Fleming, 1982). Cadangan oosit pada ovarium fetus mencapai puncak pada 16-20

minggu masa gestasi yaitu sekitar 6-7 juta oosit (Broekmans dkk., 2009), cadangan oosit

mulai mengalami pengurangan secara drastis pada saat fetus berusia 24 minggu

(Gougeon, 2003). Saat lahir, bayi mempunyai 1-2 juta folikel, kemudian akan terjadi

proses atresia secara konstan sehingga pada usia sekitar 37,5 tahun, seorang wanita

normalnya tinggal mempunyai cadangan folikel sekitar 25.000. Pada usia ini proses

atresia akan mengalami percepatan sampai pada usia menopause yaitu sekitar 51 tahun

dan cadangan folikel hanya tinggal sekitar 1000 folikel (Gougeon dkk., 1994; Gougeon,

2003).

Konsep tentang aging reproduksi mengarah kepada penurunan secara gradual dari

jumlah dan kualitas oosit, yang berada bersama folikel dalam kortek ovarium (te Velde &

Pearson, 2002). Konsep aging ovarium berhubungan dengan reduksi jumlah folikel dan

meningkatnya kerusakan kualitas folikel yang akan menyebabkan penurunan kesuburan

secara gradual sehingga akhirnya menyebabkan sterilitas secara alami (menopause).

Penurunan jumlah oosit dan peningkatan kerusakan kualitas oosit pada ovarium disebut

dengan poor ovarian reserve (PO) dan seringkali disinonimkan dengan aging ovarium

(Li dkk., 2012).

Proses aging ovarium pada setiap individu sangat bervariasi, hal tersebut dapat

diindikasikan dari besarnya variasi usia pencapaian menopause (te Velde & Pearson,

2002). Sebagian wanita diketahui masih fertil sampai pada 5 dekade dari usianya disebut

dengan aging ovarium secara fisiologi, sedangkan sebagian lagi diketahui sudah

kehilangan kesuburannya secara alamiah pada sekitar pertengahan usia 30 (mid-thirties)

(Broekmans dkk., 2009) yang disebut dengan prematur ovarian failure (POF) atau aging
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ovarium secara patologi yg akhirnya mengarah ke aging dini ovarium (early aging

ovarium) (Li dkk., 2012). Mekanisme terjadinya aging dini ovarium yang ditandai

dengan penurunan secara drastis jumlah folikel dari follicle pool dan penurunan kualitas

oosit, samapi saat ini masih belum secara jelas diketahui. Beberapa ide sudah mengarah

ke faktor endokrin, parakrin, metabolik dan genetik sebagai petunjuk menuju titik terang

untuk menjelaskan mekanisme terjadinya proses aging dini ovarium yang rumit (Li dkk.,

2012).

2.1.2 Mekanisme Aging Ovarium

Kumpulan folikel primordial, baru dibentuk pada akhir trimester kedua usia

kehamilan. Setelah kumpulan folikel primordial terbentuk, maka akan siap sebagai

sumber perkembangan folikel (Hansen dkk., 2008). Kumpulan folikel primordial akan

tetap diam beberapa tahun (bahkan sampai 40 tahun) sampai diaktivasi untuk menjadi

folikel primer. Setiap bulan, beberapa folikel dari kumpulan ini akan diaktivasi dan

berkembang menuju ke tahap folikel primer, preantral dan antral (McGee & Hsueh,

2000). Dalam perjalanan perkembangannya, hanya akan ada satu folikel yaitu folikel

dominan yang berkembang sampai tahap preovulatori, sedangkan lainnya akan atresia

pada tahap perkembangan folikel yang berbeda-beda (Broekmans dkk., 2009).

Selama masa reproduktif dalam kehidupan wanita, jumlah folikel primordial akan

berkurang rata-rata sekitar 1000 folikel setiap bulan. Sekitar 99,9 % folikel akan

mengalami atresia pada tahap perkembangan yang berbeda-beda. Seorang wanita akan

mengovulasikan sekitar 400-500 folikel selama masa hidupnya (Hansen dkk., 2008).

Pada periode transisi dari peri-menopausal ke menopause jumlah folikel berkurang secara

tajam yang disebabkan oleh peningkatan level FSH (Broekmans dkk., 2009). Kondisi

tersebut akan menyebabkan siklus menstruasi menjadi lebih pendek, demikian juga

dengan tahap folikuler. Siklus menstruasi akan memendek dan berkurang sekitar 2-3 hari

(Hansen dkk., 2008).

Peningkatan level FSH disebabkan oleh penurunan inhibin B dan AMH yang

merupakan regulator negatif terhadap level FSH (Gambar 1). Sumber utama inhibin B

dan AMH adalah folikel preantral dan folikel antral kecil. Kehilangan folikel prematur

selama aging ovarium terutama karena rendahnya level inhibin B dan AMH, bersamaan
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dengan hasil akumulasi FSH (Gleicher dkk., 2011). Pencarian tentang faktor-faktor yang

berubah bersamaan dengan aging berfokus pada AMH (Tatone dkk., 2008). Peningkatan

kadar FSH berakselerasi dengan proses seleksi dan rekrutmen folikel dominan, sementara

level tinggi FSH akan memaksa sel granulosa sekitar prematur oosit mengalami

pematangan (maturity) yang terlalu cepat (Broekmans dkk., 2009). Maturasi yang tidak

sinkron antara sel granulosa dan oosit akan mengakibatkan lebih banyak folikel yang

atresia dan hilang (Gleicher dkk., 2011).

Sumber : Broekmans dkk., (2009)
Gambar 1. Skema perubahan cadangan folikel ovarium dengan bertambahnya usia

seorang wanita dan efek perubahan cadangan folikel tersebut terhadap
beberapa faktor ovarium dan faktor endokrin hipotalamo-pituitari.

2.1.3 Faktor-faktor yang Menyebabkan Aging pada Ovarium

Faktor-faktor yang mempengaruhi jumlah dan kualitas oosit seiring dengan

berjalannya usia secara umum masih belum bisa dengan jelas didefinisikan (Li dkk.,

2012). Beberapa faktor yang diindikasikan berhubungan dengan aging prematur ovarium

dan konsekuensi dari penuaan saat menopause adalah : Faktor genetik ; perubahan DNA

genomik (Hamatani dkk., 2004; Sathyapalan dkk., 2009) mutasi DNA mitokondria

(Trifunovic dkk., 2009) dan penurunan aktivitas telomerase (Kinugawa dkk., 2000).

Faktor lingkungan mikro ovarium ; ROS dan advanced glycation end products (AGEs)

(Tatone & Amicarelli, 2013), vaskularisasi perifolikuler. Faktor efek patologi. Faktor lain

seperti merokok, radiasi, logam berat, bahan kimia yang dapat mengganggu proses
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meiosis oosit dan menyebabkan aneuploidy (te Velde & Pearson, 2002), pola makan (diet)

yang salah juga merangsang aging prematur ovarium (Li dkk., 2012).

Penelitian tentang aging ovarium atau aging reproduktif lebih fokus ke kuantitatif

aspek dari aging ovarium yang mengarah ke model matematika untuk memprediksi

kehilangan folikel yang berbasis pada kronologi usia tanpa mengarah ke penghitungan

marker biologi (Hansen dkk., 2008). Konsep tentang aging ovarium atau penurunan

reproduksi telah menjadi jelas yaitu proses penurunan secara gradual dari jumlah dan

kualitas oosit (te Velde & Pearson, 2002). Penelitian selanjutnya lebih mengarah untuk

mengetahui faktor-faktor yang dapat mempercepat datangnya proses aging ovarium

sehingga kemudian disebut dengan aging dini ovarium (early aging ovarium), seperti

contohnya penelitian tentang lingkungan mikro ovarium yang berhubungan dengan stres

oksidatif dan advanced glycation end products (AGEs) (Tatone & Amicarelli, 2013).

2.1.4 Aging Dini pada Ovarium (early ovarian aging)

Aging ovarium atau penurunan kemampuan reproduksi pada wanita yang ditandai

dengan penurunan secara drastis jumlah folikel pada ovarium, seringkali disebabkan oleh

faktor genetik, faktor lingkungan mikro ovarium, faktor pathologi, dan faktor lain seperti

kebiasaan merokok, radiasi, dan logam berat. Pada kondisi tertentu, aging ovarium bisa

datang lebih awal dimana proses penurunan jumlah folikel terjadi lebih cepat, sehingga

akan berimbas pada usia yang lebih dini dalam pencapaian masa menopause. Kondisi ini

dikenal sebagai aging dini ovarium early aging ovarium (Lobo, 2003; Hansen dkk., 2008;

Subrat dkk., 2013).

Penelitian - penelitian selanjutnya mengenai aging dini pada ovarium lebih

mengarah pada faktor - faktor yang dapat menyebabkan terjadinya aging dini ovarium

tersebut. Faktor penyebab utama yang diduga sebagai pemicu terjadinya aging dini pada

ovarium adalah perubahan lingkungan mikro dari ovarium yang disebabkan oleh radikal

bebas, advanced glycation end products (AGEs) (Yin & Chen, 2005). Radikal bebas

yang diduga menjadi penyebab utama perubahan lingkungan mikro ovarium adalah dari

kelompok Reactive Oxygen Species (ROS) (Tatone & Amicarelli, 2013).
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2.1.5 Aspek Molekuler dan Seluler pada Aging Ovarium

Aspek molekuler penyebab terjadinya aging ovarium adalah adanya perubahan

pada lingkungan mikro ovarium (Sharov dkk., 2008). Perubahan pada lingkungan mikro

ovarium berhubungan dengan rantai transpor elektron pada mitokondria yang mengalami

gangguan saat memproduksi energi homeostasis. Gangguan pada proses produksi energi

tersebut kemungkinan disebabkan dan dipengaruhi oleh peningkatan produksi dari racun

produk metabolik seperti reactive oxygen species (ROS) yang dapat secara serius

menyebabkan kerusakan biomolekuler pada mitokondria (Rattan, 2006). Aging ovarium

dapat dilihat dari akumulasi kerusakan yang progresif dan irreversibel dari integritas

makromolekul mitokondria, yang kemudian akan berlanjut ke kehilangan homeostasis

metabolik dan penurunan fungsi utama dari sel - sel granulosa ovarium (Tatone &

Amicarelli, 2013).

Reactive oxygen species (ROS), termasuk superoxide anion radical, hidroxyl

radicals dan hidrogen peroksida adalah produk dari metabolisme aerobik. Sumber utama

dari ROS adalah kebocoran elektron dari dalam membran mitokondria selama fosforilasi

oksidatif dan produksi ATP, di ovarium enzim citochrome P450 juga relevan sebagai

sumber ROS (Rattan, 2006). Selain ROS, proses metabolisme endogen seperti glikolisis

juga dapat menghasilkan radikal bebas dari kelompok karbonil yaitu carbonyl reactive

species (CRS). CRS dapat berinteraksi dengan protein dan lipid menghasilkan produk

yang sangat reaktif dan berkontribusi terhadap kerusakan organ yang merupakan pertanda

timbulnya penyakit degeneratif (Tatone & Amicarelli, 2013).

Teori-teori tentang aging menyatakan ketika terjadi kebocoran elektron intra-

mitrokondria maka akan meningkatkan produksi ROS, yang mana akan mempengaruhi

stabilitas DNA mitokondria (mtDNA) dan fungsi mitokondria (Yin & Chen, 2005). Saat

produksi radikal bebas seperti ROS dan CRS melebihi kapasitas scavenger sebagai

antioksidan maka muncul stres oksidatif. Ketidak-seimbangan ini akan menyebabkan

gangguan kinerja seluler dan energi yang dilepaskan dari mitokondria dan akhirnya akan

mengarah ke kerusakan dan kematian sel (Tatone dkk., 2008).
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2.1.6 Reactive Oxygen Species (ROS)

Sumber utama ROS seperti disebutkan sebelumnya adalah kebocoran elektron

yang berasal dari membran dalam mitokondria selama fosforilasi oksidativ dan produksi

ATP. Pada jaringan steroidogenik seperti ovarium, enzim sitokrom P450 juga relevan

sebagai sumber penghasil ROS (Finkel & Holbrook, 2000). ROS adalah molekul

signaling, modulasi dari level ROS dalam sistem scavenger ROS akan meregulasi

perkembangan dan daya tahan folikuler. ROS kemungkinan menginisiasi apoptosis pada

folikel antral dan merupakan signal penting pada proses ovulasi (Agarwal dkk., 2012).

Sistem scavenger ROS yang melibatkan aktivitas enzimatic dan level protein dari

superoxide dismutase (SOD) dapat diobservasi pada sel kumulus. SOD bereaksi dengan

superoxide anion radicals untuk membentuk oksigen dan H2O2, keadaan seperti ini

ditemukan menurun pada kondisi aging dan level rendah dari aktivitas SOD berkorelasi

dengan kegagalan hasil In Vitro Fertilization (IVF) (Matos dkk., 2009).

2.2 Perkembangan Folikel pada Ovarium

Proses pertumbuhan (proliferasi) dan perkembangan (diferensiasi) pada folikel

yang di dalamnya terjadi proses oogenesis disebut sebagai proses folikulogenesis (Hafez,

2000). Folikulogenesis berlangsung sejak hewan mencapai pubertas, dimulai dengan

diambilnya folikel primordial ke dalam suatu kumpulan yang berisi folikel-folikel yang

sedang tumbuh berkembang dan dapat diakhiri baik dengan ovulasi atau menjadi atresia

(Gougeon, 2003).

Folikulogenesis juga disebut sebagai suatu proses untuk mencapai kelangsungan

kehidupan tingkat lanjut yang ditandai dengan proliferasi sel-sel folikel ovarium

(pertumbuhan folikuler) dan sitodiferensiasi (Frandson, 1986). Pertumbuhan folikuler

berdasarkan tahapan perkembangan folikel dan ketergantungan terhadap gonadotropin

dapat dibagi menjadi 3 tahapan, (1) pertumbuhan folikuler dari folikel primordial, folikel

primer dan folikel sekunder (tahap gonadotropin independent), (2) transisi antara tahap

preantral dan awal antral (tahap gonadotropin responsive), dan (3) pertumbuhan kontinyu

dari awal antral sampai ke seleksi folikel untuk diovulasikan (tahap gonadotropin

dependent) (Orisaka dkk., 2009).
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Pertumbuhan folikel pada tahap preantral (tahap gonadotropin independent)

dipengaruhi oleh faktor-faktor pertumbuhan yang diproduksi secara lokal melalui

mekanisme autokrin/parakrin (oocyte paracrine growth factors BMP-6, BMP-15, GDF-9)

(Piotrowska dkk., 2013). Tahap yang kedua dan tahap ketiga diatur oleh Follicle

Stimulating Hormone (FSH) dan Luteinizing Hormone (LH) serta faktor-faktor

pertumbuhan lainnya (Gougeon, 2003). Faktor-faktor pertumbuhan ini akan merangsang

proliferasi sel dan mempengaruhi aktivitas gonadotropin (Roche, 1996).

2.2.1 Tahap gonadotropin independent

Tahap gonadotropin independent meliputi pertumbuhan folikuler dari mulai folikel

primordial, folikel primer sampai folikel sekunder (Orisaka dkk., 2009). Folikel

primordial merupakan unit dasar terpenting reproduksi dari ovarium oleh karena dari

folikel ini akan berkembang menjadi folikel dominan dan nantinya akan memasuki siklus

menstruasi (Gougeon, 2003). Hasil penelitian Hutt dkk. (2006), menyatakan bahwa

masuknya suatu folikel primordial yang telah tersedia pada kumpulan folikel-folikel yang

sedang tumbuh dikatakan sebagai proses pengambilan atau transisi folikel primordial

menjadi folikel primer, pada hewan kelinci muda (Gambar 2).

Sebagian dari folikel primordial akan diambil dan tumbuh langsung setelah

pembentukannya dalam masa fetus. Proses pengambilan akan terus berlangsung sampai

kumpulan folikel primordial tidak dapat aktif lagi (Hafez, 2000). Perubahan bentuk sel

dari skuamous menjadi kuboid, dan perubahan kandungan potensial mitotik pada sel

granulosa merupakan penanda histologis terjadinya proses pengambilan, kejadian ini

diikuti dengan aktivasi gen dan pertumbuhan dari oosit (McGee & Hsueh, 2000).

Aktivasi folikel primordial ditandai dengan (1) transisi sel granulosa disekitar oosit dari

bentuk skuamous menjadi kuboid, (2) proliferasi secara perlahan dari sel granulosa (3)

pertumbuhan oosit (Hutt dkk., 2006)

Folikel primer ditandai dengan adanya satu atau lebih sel granulosa kuboid yang

tersusun dalam satu lapis sel yang mengelilingi oosit. Proses perkembangan utama yang

terjadi pada folikel primer termasuk ekspresi reseptor FSH dan pertumbuhan serta

diferensiasi oosit (Gougeon, 2003). Hasil penelitian Orisaka dkk., (2009) menyatakan

bahwa pada folikel primer (tahap pre antral) mulai dibentuk sel theka yang berasal dari
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sel korteks stroma dan bukan dari sel medula stroma. Pertumbuhan folikel primer kelinci

muda dari folikel primer akan diikuti dengan terbentuknya lapisan sel theka disekitar

folikel (Hutt dkk., 2006). Pembentukan sel theka dari stroma sel pada folikel primer

dipengaruhi oleh berbagai faktor yang belum sepenuhnya jelas, tetapi hasil penelitian

Young & McNeilly (2010) menyebutkan bahwa pada saat pembentukan sel theka dari sel

stroma kemungkinan dikontrol oleh kombinasi dari faktor-faktor seperti AMH, bFGF,

BMP, GDF-9, IGF, KGF, LIF, dan SCF (kit ligand).

Pada saat perkembangan folikel primer, sel-sel granulosa akan mengekspresikan

reseptor FSH (Gougeon, 2003). Aktivin yang diproduksi oleh sel granulosa diduga

memiliki peranan dalam merangsang ekspresi reseptor FSH melalui mekanisme

autokrin/parakrin dan juga diduga bahwa peningkatan dari kadar FSH plasma akan

meningkatkan perkembangan folikel primer (Macklon & Fauser, 1999).

Pada perkembangan folikulogenesis preantral, struktur folikel mulai mengalami

perubahan (Lierman dkk., 2007). Perubahan yang utama selama perkembangan folikel

sekunder yaitu peningkatan jumlah sel granulosa dan penambahan sel theka (Tajima dkk.,

2007). Perkembangan folikel primer menjadi folikel sekunder yang berkembang

sempurna merupakan hasil dari proses aktif pengaturan autokrin/parakrin termasuk

faktor-faktor pertumbuhan yang dihasilkan oleh oosit (Piotrowska dkk., 2013).

Perkembangan folikel sekunder dimulai dengan bertambahnya sel granulosa lapisan

kedua. Tahapan ini disebut sebagai transisi folikel primer menjadi sekunder. Hal ini

diikuti dengan perubahan sel granulosa dari epitel selapis kuboid menjadi epitel berlapis

kolumner (Gougeon, 2003). Sel granulosa dan sel theka mensuport perkembangan oosit

dengan nutrisi esensial, prekursor metabolik, growth factor dan hormon (Hutt & Albertini,

2007), sedangkan oosit akan mensekresi growth factor berupa 2 anggota dari kelompok

transforming growth factor (TGF-B) yaitu GDF-9 dan BMP-15 untuk mensuport

proliferasi sel granulosa (Piotrowska dkk., 2013).

Perkembangan progresif folikel sekunder berlanjut dengan bertambahnya lapisan

sel granulosa yaitu dua lapis atau lebih mengelilingi oosit, perkembangan sel theka di

sekitar lamina basalis, serta terbentuknya pembuluh darah di sekitar sel theka (Gougeon,

2003). Sel theka merupakan transformasi dari sel korteks stroma hasil asosiasi kerja dari

sel granulosa dengan LHR (Orisaka dkk., 2009). Pertumbuhan preantral FSH dan LH
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reseptor bekerjasama untuk membentuk sistem second messenger cAMP pada sel

granulosa dan sel theka (McNatty dkk., 2007). Fase akhir preantral adalah bentuk folikel

sekunder sempurna, dimana oosit akan dikeliling oleh zona pelusida, beberapa lapis sel

granulosa, lamina basalis, sel theka interna dan eksterna yang sudah didukung oleh

pembuluh darah (Gougeon, 2003).

2.2.2 Tahap gonadotropin responsive

Tahap gonadotropin responsive merupakan pertumbuhan folikel terutama dikontrol

oleh intraovarian regulator seperti growth factor, cytokine dan gonadal steroid (Orisaka

dkk., 2009). Pertumbuhan folikel pada tahap ini tidak memerlukan gonadotropin, hanya

distimulasi oleh kehadiran FSH (McGee & Hsueh, 2000). Tahap transisi dari folikel

preantral ke folikel awal antral ini merupakan tahapan kedua dari perkembangan folikel

menuju bentuk yang bergantung pada gonadotropin (tahap gonadotropin dependent) dan

penentuan folikel akan tumbuh lanjut atau mengalami atresia (Orisaka dkk., 2009).

Folikel yang terpilih untuk berkembang lebih lanjut menerima gonadotropin dan sinyal

regulator intra ovarian sehingga dapat survival, sedangkan folikel yang atresia merupakan

konsekuensi dari ketidakcukupan dari pendukung pertumbuhan (Hutt dkk., 2006). Tahap

transisi preantral – awal antral rentan terjadi folikel atresia (McGee & Hsueh, 2000).

Tahap transisi preantral – awal antral ditandai dengan adanya suatu ruang (kavitas)

atau antrum yang mengandung cairan yang disebut cairan folikuler (Hafez, 2000),

kondisi ini menandakan folikel berada pada tahap awal antral (Gougeon, 2003). Pada

tahap ini perkembangan folikel bergantung pada growth faktor lokal dan sekresi FSH

maupun LH dari hipofisis, FSH akan memacu oosit untuk menyelesaikan tahap meiosis,

serta menekan reseptor LH sehingga sel granulosa terus berproliferasi dan membentuk

kumulus oophorus (Hutt & Albertini, 2007). FSH adalah tombol pengatur interaksi sel

oosit dan sel kumulus selama perkembangan folikel antral (Hutt & Albertini, 2007).

2.2.3 Tahap gonadotropin dependent

Tahap gonadotropin dependent merupakan tahap pertumbuhan kontinyu menuju

bentuk folikel antral sampai folikel Graaf, termasuk proses pengambilan, pemilihan dan

ovulasi folikel (Orisaka dkk., 2009). Tahap gonadotropin dependent ini merupakan tahap
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final dari folikulogenesis yang ditunjukkan oleh lonjakan LH dan akan menghasilkan

generasi metafase II pada oosit (Gougeon, 2003). Oosit sendiri mensekresikan growth

factor yang sangat mendukung banyak kegiatan pematangan folikel Graaf, diantaranya

adalah GDF - 9 dan BMP - 15. Ekspresi diferensial dari GDF - 9 dan BMP - 15 telah

terlibat dalam sensitisasi selektif dari folikel terhadap FSH, yang akhirnya mengarah pada

pemilihan folikel dominan yang akan diovulasikan (Hutt & Albertini, 2007).

Sumber : Hutt dkk., (2006)
Gambar 2. Perkembangan folikel ovarium kelinci. a) Folikel primordial dengan selapis sel granulosa

pipih. b) Folikel Primer awal dengan campuran sel granulosa pipih dan kuboid. c) Folikel
Primer dengan selapis sel granulosa kuboid. d) Folikel Primer dengan selapis dan 2 lapis
sel granulosa dan sel theka disekeliling membran basal folikel. e) oosit pada folikel
preantral dikelilingi oleh 2 atau lebih sel granulosa. f) cairan folikuler membentuk kavitas
antara sel granulosa dan oosit pada folikel antral kecil. g dan h) folikel antral besar.
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Secara garis besar pola pertumbuhan dan perkembangan folikel ovarium dari

folikel primordial sampai folikel Graaf (folikulogenesis) dan ovulasi terbagi menjadi 3

tahap, yaitu gonadotropin independent, gonadotropin responsive, dan gonadotropin

dependent (Gambar 3) (Orisaka dkk., 2009). Setiap tahapan dalam folikulogenesis

sampai terjadinya ovulasi akan selalu diregulasi oleh faktor parakrin (misalnya, KIT ligan,

GDF-9 dan BMP-15), autokrin faktor (misalnya, activin dan inhibin) dan hormon

endokrin (misalnya, FSH, LH, estradiol dan progesteron), semua faktor tersebut

mempunyai peranan yang sangat penting dalam folikulogenesis (Matzuk & Lamb, 2008).

Sumber : Orisaka dkk., (2009)

Gambar 3. Tahapan folikulogenesis.

2.3 Peran FSH dan LH dalam Folikulogenesis

Proses inisiasi dari pertumbuhan folikuler, apakah kehadiran FSH diperlukan atau

tidak pada proses ini masih menjadi perdebatan (Gougeon, 2003). Mencit hypogonadal

dengan mengalami penghilangan gen Gn-RH, jumlah folikel yang mengalami

pertumbuhan awal menjadi menurun, dan jumlah folikel yang mengalami pertumbuhan

awal akan kembali normal setelah diperlakukan dengan FSH (Halpin dkk., 1986). Pada

manusia folikel primordial tidak mengekspresikan adanya FSH reseptor mRNA, tetapi

FSH reseptor terdeteksi pada transisi folikel primer (Gougeon, 2003).

Perkembangan folikuler setelah folikel mencapai tahap transisi primer ke sekunder

adalah bergantung pada gonadotropin, folikel stimulating hormon (FSH) dan luteinizing
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hormon (LH) (Lindeberg, 2008). Kedua glikoprotein tersebut diproduksi oleh hipofisis

anterior dan pelepasannya distimulasi oleh gonadotropin releasing hormon (GnRH) yang

diproduksi oleh hipotalamus (Matzuk & Lamb, 2008). Tahapan pertama dari

perkembangan folikel tidak bergantung pada FSH tetapi dari tahap sekunder akhir sampai

tahap awal antral dan seterusnya bergantung pada gonadotropin (Orisaka dkk., 2009).

Penelitian (Kumar dkk., 1997) menyatakan bahwa mencit yang defisiensi FSH akan

infertil karena pertumbuhan folikel terhenti pada tahap folikel sekunder.

Penggunaan suatu varietas sistem model yang gonadotropin suppresion, normalnya

akan memunculkan mutasi pada manusia dan gene knockout pada mencit, secara

meyakinkan menunjukkan adanya aksi dari FSH dan LH secara bersama-sama

mengontrol perkembangan folikel antral (Cambell, 2009). FSH menstimulasi

petumbuhan dan perkembangan folikel, mencapai ukuran preovulasi pada domba dan

menyebabkan hypogonadotrohic dengan perlakuan long term GnRH analog (Picton &

McNeilly, 1991). Folikulogenesis normal dan maturasi oosit juga bergantung pada peran

penting dari LH. Pada kebanyakan spesies, maturasi dan perkembangan akhir dari folikel

antral dan oositnya untuk ovulasi adalah sangat bergantung pada peningkatan fluktuasi

sekresi LH (Roche, 1996).

Folikel pada tahap preantral mulai bergantung pada stimulasi FSH dari hipofisis,

estimasi waktu pertumbuhan folikel untuk tumbuh dari tahap preantral sampai tahap

ovulasi adalah sekitar 85 hari (Gougeon, 2003). Selama tahap pertumbuhan folikel-folikel

tergantung pada fluktuasi gonadotropin dari siklus menstruasi. LH dan FSH keduanya

sangat penting dalam produksi hormon steroid menurut sistem umum yang bisa diterima

yaitu two-cell two-gonadotropin (Drummond, 2006). Menurut teori tersebut, LH

berikatan dengan reseptor LH pada sel theka interna dan mengaktivkan cAMP yang akan

merangsang konversi dari kolesterol menjadi androgen.

Androgen kemudian memasuki membran dasar dan masuk ke sel granulosa secara

difusi. Pada sel granulosa FSH berikatan dengan reseptor FSH dan mengaktivasi cAMP

untuk merangsang p450 aromatase yang akan mengkonversi androgen menjadi estradiol

(Erickson, 2004; Drummond, 2006; Gervasio dkk., 2014) (Gambar 4). Selanjutnya

estradiol dilepaskan ke cairan folikuler dan sirkulasi untuk berpartisipasi dalam regulasi
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selanjutnya yaitu pematangan folikuler dan perkembangan organ reproduksi betina

(Erickson, 2004).

Sumber : Gervasio dkk., (2014)
Gambar 4. Mekanisme two-cell two-gonadotropin, pembentukan hormon steroid

(progesteron, androgen dan estrogen) yang berasal dari kolesterol.

2.4 Peran Estrogen dalam Folikulogenesis

Estrogen (estron, estriol dan estradiol) yang dihasilkan oleh kombinasi sel

granulosa dan sel theka atas pengaruh gonadotropin, sebagian akan beredar bersama

dengan sirkulasi darah dan akan berpengaruh pada perkembangan organ reproduksi

betina (Hafez, 2000). Selain itu estrogen bersama dengan FSH akan berpengaruh pada

perkembangan folikel dominan terutama pada sel granulosa (Aerts & Bols, 2010).

Puncak produksi estrogen akan terjadi ketika folikel pada tahap preovulasi, puncak

produksi dari estrogen ini akan mengakibatkan feedback negative mekanisme pada poros

hipotalamus-pituitari-ovarium (HPO) dengan meregulasi sekresi GnRH hipotalamus

sehingga produksi gonadotropin menurun (Lindeberg, 2008).

Penambahan hormon estrogen dari luar tubuh pada tikus hipofisektomi dapat

menstimulasi terjadinya proliferasi sel granulosa pada folikel preantral dan mengurangi

terjadinya atresia folikel (Drummond, 2006). Penambahan FSH pada tikus hipofisektomi

dapat mengakibatkan peningkatan pertumbuhan dan perkembangan folikuler pada folikel

antral. Kombinasi dari penambahan hormon estrogen dan FSH diindikasikan dapat
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menstimulasi terjadinya proliferasi sel granulosa secara in vitro (Bley dkk., 1997). Gen

yang dirangsang oleh estrogen di dalam sel granulosa belum sepenuhnya diketahui tetapi

diduga adalah cyclin D2, inhibin α dan inhibin β (Richards, 2001).

Estrogen juga bertanggung jawab dalam memfasilitasi diferensiasi sel granulosa

termasuk induksi sistem reseptor FSH, LH dan prolaktin. Bersama dengan FSH dan LH,

estradiol (E2) menstimulasi akumulasi cAMP (Richards dkk, 1979) dan meningkatkan

cAMP binding site pada sel granulosa (Richards & Rolfes, 1980). Progesteron pada

saluran reproduksi betina memainkan peran penting dalam ovulasi, implantasi, mengatur

kebuntingan dan menghambat estrus (Hafez, 2000). Progestin digunakan untuk

meningkatkan aktivitas enzim steroidogenik pada gonadotropin terutama sel granulosa

dan meningkatkan produksi progesteron dari sel granulosa (Ruiz de Galarreta dkk., 1985),

sebaliknya RU486 (antiprogestin) meghambat produksi progesteron pada kultur sel

granulosa manusia melalui penurunan aktivitas 3β hydroxysteroid dehydrogenase

(DiMattina dkk., 1986).

2.5 Tanaman Kunyit (Curcuma longa L.)

Tanaman kunyit adalah tanaman herba perenial dan mempunyai rizoma

(rimpang/umbi) yang masuk ke dalam famili jahe (Zingiberaceae) (Gambar 5). Tanaman

kunyit merupakan tanaman tropis asli dari Asia dan sekarang sudah menyebar ke daerah-

daerah subtropis di seluruh dunia (Li dkk., 2011). Serbuk berwarna kuning gelap yang

dihasilkan dari rimpang kunyit dikenal dengan nama turmeric powder, di India, China

dan Asia sudah sejak lama banyak digunakan untuk bahan makanan dan pengobatan

(Singh dkk., 2010). Buku tua agama Hindu Ayurvedic atau Ayurveda Medicine

menyebutkan bahwa serbuk kunyit digunakan untuk meredakan kondisi inflamasi,

sedangkan dalam pengobatan tradisional China digunakan untuk stimulan, aspirant,

astringent dan diuretic (Li dkk., 2011).

Tanaman kunyit dewasa ini banyak dibudidayakan karena secara tradisional

dipercaya dapat mengobati berbagai penyakit. Di India serbuk kunyit digunakan untuk

mengobati penyakit empedu, selesma, batuk, diabetes, penyakit hepatik, rematik dan

sinusitis (Singh dkk., 2010). Pengobatan tradisional China menggunakan serbuk kunyit

(Gambar 5) untuk mengobati penyakit kulit, infeksi parasit, inflamasi, rematik, dan
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biliary disorders (Li dkk., 2009). Tanaman kunyit mempunyai tinggi sekitar 1 meter,

berbatang basah dan dapat tumbuh di berbagai tempat tropis dan subtropis (McCaleb dkk.,

2000). Klasifikasi tanaman kunyit menurut Jones dan Luchsinger, (1987) adalah :

Kingdom : Plantae

Divisi : Spermatophyta

Sub Divisi : Angiospermae

Kelas : Monocotyledonae

Ordo : Zingiberales

Famili : Zingiberaceae

Genus : Curcuma

Spesies : Curcuma longa L. Syn Curcuma domestica Varr.

India adalah negara produsen terbesar serbuk kunyit dan mensuplai 90 %

kebutuhan dunia akan serbuk kunyit. India memproduksi 716.900 metrik ton serbuk

kunyit dari 161.300 hektar lahan pada tahun 2004-2005 (Li dkk., 2011). Terdapat sekitar

70 kultivar tanaman kunyit di India seperti rajapuri, duggirala, berhampur, salem,

tekurpeta, serta banyak dikembangkan pula jenis baru seperti PTS-10 dan PTS-24 yang

mampu menghasilkan rimpang kunyit dengan kandungan kurkumin sebesar 9,3 % (Singh

dkk., 2010).

Sumber : Li dkk., (2011)
Gambar 5. Rimpang, serbuk dan tanaman kunyit (Curcuma longa L.).
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2.5.1 Kandungan Kimia Rimpang Kunyit

Komponen kimia pada rimpang kunyit menurut penelitian Li dkk., (2011) adalah

komponen fenolik yaitu diarylheptanoids dan diarylpentanoids, kurkumin (C21H20O5)

termasuk golongan diarylheptanoids (fenol), rimpang kunyit mengandung kurkumin dan

turunannya sebesar 3-15 % (kurkumin 71,5 %, demetoksikurkumin 19,4 % dan

bisdemetoksikurkumin 9,1 %). Kandungan kimia berikutnya adalah phenylpropen dan

komponen fenolik lain seperti terpen yaitu monoterpen, sesquiterpen, diterpen, triterpen,

alkaloid, steroids, dan asam lemak (Aggarwal dkk., 2006).

Berdasarkan hasil penelitian Balai Penelitian Tanaman Rempah dan Obat (Balittro)

bahwa kandungan kurkumin rimpang kunyit rata-rata 10,92 % (Simanjuntak, 2011).

Hasil penelitian Asghari dkk. (2008), menyatakan bahwa pada pemanenan usia tanaman

kunyit 10 bulan, akan diperoleh rimpang kunyit dengan berat rata-rata 6,30 g dari setiap

satu pokok tanaman kunyit, dan rata-rata kandungan kurkumin sebanyak 170,1 mg atau

sebesar 2,7 %. Serbuk kering rimpang kunyit (turmeric) mengandung 3-5 % kurkumin

dan dua senyawa derivatnya dalam jumlah yang kecil yaitu demetoksikurkumin dan

bisdemetoksikurkumin, yang ketiganya sering disebut sebagai kurkuminoid (Singh dkk.,

2010).

2.5.2 Kurkumin dalam Serbuk Kunyit

Kandungan kurkuminoid menjadi dasar penilaian kualitas rimpang kunyit, semakin

tinggi kandungan kurkuminoid dalam rimpang atau serbuk kunyit maka semakin tinggi

nilai ekonomisnya (Li dkk., 2011). Sedangkan untuk kurkumin murni di pasaran

komersial tersedia dalam bentuk campuran dengan kedua turunannya yaitu demetoksi

kurkumin dan bisdemetoksi kurkumin, yang berupa senyawa kurkuminoid (Li dkk.,

2009). Kandungan kurkumin dalam rimpang kunyit bervariasi sesuai dengan jenis

tanaman kunyit (kultivar), usia pemanenan, ukuran atau jenis rimpang (rimpang induk

kandungan kurkumin berbeda dengan rimpang anakan), dan kondisi tanah (daerah, iklim,

musim) (Asghari dkk., 2009). Kandungan kurkumin pada kunyit (Curcuma longa) adalah

3-8 %, paling tinggi dibandingkan dengan kunyit putih (Curcuma zedoaria) 0,1 %, dan

temu lawak (Curcuma xanthorrhiza) 1,2 % (Chattopadhyay dkk., 2004). Kurkumin

dapat diekstraksi dari rimpang kunyit dengan menggunakan berbagai teknik seperti
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hidrodestilasi, low pressure solvent extraction, soxhlet, dan supercritical fluid extraction

(SFE) (Li dkk., 2011).

Sifat kurkumin tidak larut dalam air tetapi larut dalam etanol, metanol, actone,

dimetylsulfoksid (Li dkk., 2011). Sedangkan menurut Wahyuni dkk., (2004) kurkumin

larut dalam alkohol dan asam asetat glasial. Kurkumin mempunyai berat molekul 368,37

g/mol, berwarna kuning cerah, dan melting point 183oC (Simanjuntak, 2011). Rumus

molekul kurkumin adalah C21H20O6, sedangkan rumus molekul turunan kurkumin yaitu

demetoksikurkumin dan bis demetoksikurkumin adalah C20H18O5 dan C19H16O4, diduga

gugusan aktif kurkuminoid terletak pada gugus hidroksi fenol (Gambar 6) (Gantait dkk.,

2011).

Sumber : (PubChem, CID : 969516)
Gambar 6. Struktur kimia kurkumin.

Kurkumin saat ini telah dapat dibuat senyawa analognya dengan melakukan

modifikasi pada gugus aromatik terminal dan metilen aktif. Salah satu senyawa analog

kurkumin yang telah mendapat hak paten sebagai antioksidan dan antiinflamasi dan

diperkenalkan sebagai Molekul Nasional (Molnas) adalah pentagamavunon-0 atau PGV-

0 ((2,5 bis (4’-hidroksi-3’-metoksi benzilidin) siklopentanon)) (Purwaningsih dkk., 2013).

Kurkumin diyakini memodulasi beberapa molekuler target dan menghambat faktor

transkripsi (NF-kB), enzim (COX-1, COX-2, LOX), sitokin (TNFα, IL-1β, IL-6) dan gen-

gen antiapoptotik (BCL2, BCL2L1) (Shehzad & Lee, 2010).
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Ekstrak serbuk rimpang kunyit atau bahan aktif kurkuminoid juga menunjukkan

aktivitas hepatoprotektif, cardioprotektif, antifungal, dan antioksidan (Jayaprakasha dkk.,

2006). Penelitian in vivo dan in vitro serta percobaan secara klinis di China dan USA

menduga bahwa kurkumin adalah salah satu komponen yang paling dianjurkan untuk

dikembangkan dalam terapi penyakit Alzheimer’s (Hamaguchi dkk., 2010). Hasil

penelitian Kohli dkk., (2005), menyatakan bahwa kurkumin mempunyai aktivitas

antioksidan, scavenger superoksida dan menghambat peroksidasi lipid. Selain itu

kurkumin juga dianggap mempunyai fungsi sebagai pembersih oksigen reaktif spesies

dan nitrogen reaktif spesies, atau bertanggungjawab melindungi DNA terhadap kerusakan

yang disebabkan oleh radikal bebas dan melindungi hepatosit dari berbagai racun (Schulz,

2008).

2.6 Potensi Kurkumin untuk Menghambat Proses Aging

Kurkumin adalah suatu komponen elektrofilik yang mengaktivasi signaling

pathway dari Nuclear related factor 2 (Nrf2) yang berperanan penting dalam aktivasi

enzim antioksidan (Sikora dkk., 2010). Penelitian Kitani dkk., (2007) pada Mus musculus

usia 13 bulan yang diberi pakan dengan suplementasi kurkumin 0,2 % dapat

meningkatkan lama hidup (lifespan) rata-rata 11,7 %. Hal ini diduga disebabkan selain

karena kurkumin dapat mengaktivasi signaling pathway dari Nrf2 untuk meningkatkan

regulasi enzim antioksidan yang melindungi sel dari radikal bebas (Sikora dkk., 2010).

Hasil penelitian (Reyes dkk., 2013) menunjukkan bahwa kurkumin dapat

mengaktivasi Nrf2 dalam sitoplasma sel dengan cara menghambat (inhibitor) ikatan

antara Nrf2 dengan protein Keap1. Setelah ikatan antara Nrf2 dengan Keap1 terlepas,

selanjutnya Nrf2 masuk ke dalam nukleus dan akan mempengaruhi transkripsi enzim-

enzim antioksidatif dari kelompok detosifikasi fase II (phase II detoxification enzymes)

seperti glutathione S-transferase (GST), NAD(P)H quinone oxireductase 1 (NQO1) dan

glutamylcystein synthetase (GCS) (gambar 7) Zhang (2006). Enzim-enzim anti oksidatif

ini selanjutnya akan melindungi sel dari radikal bebas terutama dari kelompok ROS

(Reyes dkk., 2013).
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Sumber : Zhang, (2006)
Gambar 7. Peran Nrf2 dalam transkripsi enzim GST (Glutathione S-Transferase).

2.7 Absorpsi Senyawa Polifenol pada Saluran Percernaan

Senyawa fenol adalah senyawa yang berasal dari tumbuhan yang mempunyai

struktur cincin aromatik dengan satu atau dua gugus hidroksil (McCaleb dkk., 2000).

Polifenol adalah senyawa fenol yang mempunyai lebih dari satu struktur cincin aromatik

(Li dkk., 2011). Kurkumin, adalah senyawa polifenol karena memiliki dua struktur cincin

aromatik dengan satu gugus hidroksil (Aggarwal dkk., 2006). Absorbsi senyawa fenol

maupun polifenol tergantung pada struktur kimia dan interaksi senyawa tersebut dengan

senyawa lain (D’Archivio dkk., 2010).

Perjalanan senyawa polifenol per oral pada saluran pencernaan tidak terlalu banyak

mengalami perubahan sampai senyawa polifenol tersebut berada di lambung, dimana

senyawa polifenol akan mengalami perubahan dari bentuk kompleks (oligomeric)

menjadi bentuk yang lebih sederhana (monomeric) oleh kerja enzim dan mikroflora

lambung (D’Archivio dkk., 2010). Senyawa polifenol yang telah menjadi bentuk

monomerik (glikosida) akan menuju usus dan akan mengalami proses hidrolisis oleh

enzim hidrolase menjadi bentuk aglycones (Prasad dkk., 2014).

Senyawa polifenol selanjutnya menuju ke hepar dan mengalami rangkaian proses

konjugasi berupa methilasi, sulphasi dan glukoronidasi (D’Archivio dkk., 2010),

selanjutnya senyawa polifenol ikut dalam peredaran darah dan sampai ke sel target
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(Toden & Goel, 2017). Pemberian serbuk kurkumin 500 mg/kg berat badan pada tikus

akan menghasilkan 1% kandungan molekul kurkumin pada plasma darah (Yang dkk.,

2007), sedangkan pemberian secara per oral serbuk kurkumin pada tikus, sebanyak 1000

mg/kg berat badan tikus, menghasilkan 15ng/mL molekul kurkumin pada plasma darah

setelah 50 menit (Prasad dkk., 2014).

2.8 Glutatione S-Transferase (GST) Sebagai Antioksidan Endogen

Glutatione S-Transferase adalah enzim dari kelompok detoksifikasi fase 2 yang

menstimulasi konjugasi GSH menjadi suatu komponen endogenus dan eksogenus

elektrofilik pusat, menghasilkan formasi konjugasi GSS yang sesuai (Findlay dkk., 2006).

Isoenzim GST dibagi menjadi tujuh kelas berdasarkan kesamaan sekuens asam amino,

lima kelas adalah sitosolik dan dua kelas adalah ikatan membran, semuanya bersifat

polimorfik pada manusia (Townsend & Tew, 2003).

GST mempunyai implikasi terhadap resistensi dan mulai dikembangkan sebagai

agen kemoterapi (Findlay dkk., 2006), Pengembangan obat berbasis enzim GST sangat

dimungkinkan karena adanya dua pola kerja GST yaitu melalui detoksifikasi secara

langsung dan melalui inhibitor MAPK (Tew, 1994). Koneksi GST terhadap regulasi

MAPK adalah relatif baru (Findlay dkk., 2006). Penemuan peran keterlibatan GST

terhadap regulasi jalur MAPK berbarengan dengan diketahuinya peran protein redoks

kecil, termasuk peroksiredoksin (Prx) pada kompleksitas lapisan jalur MAPK, yang

bertanggung jawab terhadap sinyal survival sel atau kematian sel.

2.9 Nrf2 Sebagai Faktor Transkripsi Gen Antioksidan

Nuclear releated factor 2 (Nrf2) awalnya diidentifikasi memiliki kemampuan

pencegahan penyakit kanker melalui induksi enzim fase 2, dan sebagai antioksidan

indigenus untuk menginaktifkan reaktifitas karsinogenik intermediet (Zhang, 2006). Data

dari uji micro-array membuktikan bahwa Nrf2 mengatur gen-gen yang berfungsi pada

enzim klasik detoksifikasi fase 2 dan antioksidan (Cho dkk., 2005). Nrf2 adalah media

respon pertahanan, sangat penting bagi sel untuk menangkal dampak buruk dari pengaruh

eksogen dan mempertahankan homeostasis redoks seluler, setelah diketahui bahwa

oksigen reaktif spesies (ROS) mempunyai hubungan dengan patogenesis pada manusia
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termasuk kanker, maka diharapkan bahwa Nrf2 dapat berfungsi dalam pencegahan

timbulnya penyakit pada manusia (Zhang, 2006).

Diskusi tentang Nrf2 berlanjut mengarah pada Nrf2 sebagai kritikal faktor yang

meregulasi respon pertahanan seluler ketika sel berada pada kondisi oksidatif stres, atau

distimulasi oleh komponen kemopreventif (Zhang, 2006). Aktivitas Nrf2 diregulasi

secara ketat oleh negatif regulator yang disebut dengan Keap1 (Itoh dkk., 1999). Keap1

awalnya dideskripsikan sebagai faktor sitoplasmik yang berikatan dengan actin

sitoskeleton dan Nrf2, untuk mempertahankan Nrf2 tetap berada di dalam sitoplasma

(Zhang, 2006). Sel yang dalam kondisi terpapar oleh oksidatif stres dan komponen

kemopreventif, akan menyebabkan Nrf2 terlepas dari Keap1, kemudian Keap1 akan

translokasi ke nukleus, selanjutnya membentuk suatu heterodimer dengan partner

obligatori yaitu Maf, dan akhirnya mengaktifkan ARE untuk ekspresi gen (cullinan dkk.,

2004).

2.10 Kerangka Konseptual

Penurunan kapasitas reproduksi pada wanita seiring dengan pertambahan usia erat

kaitannya dengan proses aging ovarium (Tatone dkk., 2008). Aging adalah konsep

gabungan antara usia dan hasil akumulasi malfungsi proses fisiologi dari kerusakan

biomolekul. Kerusakan biomolekul ini tidak dapat diperbaiki dan merupakan pengaruh

sampingan yang tidak dapat dihindari dari proses normal metabolisme (Yin & Chen,

2005).

Proses aging adalah fenomena biologi kompleks yang dikarakteristikkan melalui

penurunan secara progresif dan gradual dari fungsi berbagai organ dan jaringan (Sharov

dkk., 2008). Aging adalah proses dimana kerusakan sel secara seluler (mitokondria) dan

kerusakan DNA akibat stres oksidatif yang berawal dari meningkatnya radikal bebas

sejalan dengan bertambahnya usia makhluk hidup (the free radical theory) (Fleming,

1982). Aging ovarium disebabkan oleh faktor genetik, lingkungan mikro ovarium,

patologi dan faktor lain seperti kebiasaan merokok, radiasi, logam berat (Subrat dkk.,

2013). Penelitian tentang aging ovarium dewasa ini mengarah pada kondisi stres oksidatif

yang diakibatkan oleh radikal bebas dalam tubuh yang tidak terkendali, terutama radikal

bebas dari kelompok ROS (Tatone dkk., 2008).



26

Rimpang kunyit mengandung fitosteroid (β-sitosterol) yang memiliki kemiripan

struktur dengan kolesterol sebagai prekursor sintesis hormon steroid (estrogen) (Kusmana

dkk., 2007). Rimpang kunyit juga mengandung kurkumin yang merupakan komponen

elektrofilik yang dapat mengaktivasi signaling pathway dari Nrf2 untuk meregulasi

transkripsi enzim antioksidatif seperti GST, NQO1 dan GCS (Zhang, 2006). Efek

estrogenik dari fitosteroid dan kemampuan kurkumin dalam mengaktivasi Nrf2 yang

meregulasi transkripsi dari enzim antioksidatif, diharapkan dapat memperbaiki kondisi

stres oksidatif dan menghambat terjadinya proses aging pada ovarium tikus putih.

Indikator yang akan digunakan untuk mengetahui adanya penghambatan proses aging

ovarium adalah proliferasi sel granulosa, aktivasi Nrf2, distribusi enzim GST, kadar

hormon estrogen, kadar dan distribusiMDA, serta jumlah folikel ovarium.

Penelitian pendahuluan, yaitu analisis LC-MS untuk mengetahui kadar senyawa

kurkumin pada serbuk rimpang kunyit dan penelitian secara in silico untuk mengetahui

potensi kurkumin sebagai antioksidan dengan menggunakan tool yaitu Pass Server

sehingga diperoleh nilai score probability activity (Pa), nilai Pa ini dapat digunakan

untuk memprediksi apakah suatu senyawa mempunyai potensi dalam aktivitas biologis

tertentu dalam tubuh atau hanya berpotensi secara komputasi (Ekins dkk., 2007).

Kemampuan kurkumin dalam mengaktivasi Nrf2 dapat diprediksi secara in silico dengan

melakukan docking menggunakan PyRx, sehingga diketahui energi bebas ikatan antara

kurkumin dan Keap1, semakin kecil energi bebas ikatan antara dua senyawa maka

ikatannya semakin kuat (Dallakyan & Olson, 2015). Hasil docking sampai diperoleh nilai

energi bebas dapat digunakan sebagai landasan untuk membuktikan bahwa kurkumin

mempunyai potensi menghambat (inhibitor) ikatan antara Nrf2 dan Keap1.

Penelitian utama, yaitu penelitian secara in vivo dengan memberikan perlakuan

serbuk rimpang kunyit pada hewan coba. Serbuk rimpang kunyit mengandung fitosteroid

yang bersifat estrogenik yang diduga berfungsi sebagai prekursor sintesis hormon steroid

(estrogen) (Kusmana dkk., 2007). Serbuk rimpang kunyit juga mengandung kurkumin

yang merupakan komponen elektrofilik yang dapat mengaktivasi signaling pathway dari

Nrf2 untuk meregulasi transkripsi enzim-enzim antioksidatif seperti enzim GST (Zhang,

2006). Efek estrogenik dari fitosteroid dan kemampuan mengaktivasi Nrf2 untuk

meregulasi transkripsi enzim antioksidatif dari kurkumin diharapkan dapat menghambat
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Donor elektron

proses aging ovarium pada tikus putih (Rattus norvegicus). Kerangka konseptual

penelitian disajikan pada Gambar 8.

Gambar 8. Kerangka konseptual penelitian.
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BAB III

METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian dilaksanakan pada bulan Oktober 2015 - Januari 2017 di Laboratorium

Fisiologi, Struktur dan Perkembangan Hewan, dan Laboratorium Biologi Molekuler,

Jurusan Biologi, Fakultas MIPA, Universitas Brawijaya. Penelitan juga dilaksanakan di

Laboratorium Biokimia, Fakultas Kedokteran, Universitas Brawijaya, Malang.

Pemeliharaan hewan coba dari usia 4 bulan sampai usia 12 bulan dan diberikan

perlakuan selama 28 hari dilaksanakan di kandang penelitian Laboratorium Fisiologi,

Struktur dan Perkembangan Hewan, Jurusan Biologi, Fakultas MIPA, Universitas

Brawijaya. Isolasi organ, prosedur mikrotekhnik, pewarnaan HE pada preparat, dan

prosedur ELISA pada serum darah dilaksanakan di Laboratorium Biologi Molekuler,

Jurusan Biologi, Fakultas MIPA, Universitas Brawijaya. Prosedur imunohistokimia pada

preparat dan analisis hasilnya dilaksanakan di Laboratorium Biokimia, Fakultas

Kedokteran, Universitas Brawijaya.

3.2 Kerangka Operasional Penelitian

Penelitian dilakukan melalui dua tahap yaitu penelitian pendahuluan dengan

melakukan analisis LC-MS untuk mengetahui kandungan dan kadar (%) senyawa -

senyawa yang terdapat pada serbuk rimpang kunyit. Analisis in silico dilakukan untuk

mengetahui potensi kurkumin sebagai antioksidan dan kemampuan kurkumin dalam

mengaktivasi Nrf2 dengan menghambat (inhibitor) ikatan antara Nrf2 dan Keap1.

Penelitian utama dilakukan secara in vivo dengan memberikan perlakuan serbuk rimpang

kunyit pada hewan coba yaitu tikus putih (Rattus norvegicus) premenopause dengan

dosis yang berbeda, dan memberikan perlakuan berupa serbuk kurkumin murni sebagai

kontrol positif, serta memberikan perlakuan akuades untuk hewan coba kelompok kontrol

negatif..

Analisis in silico juga dilakukan terhadap semua senyawa yang terkandung pada

serbuk rimpang kunyit hasil analisis LC-MS, untuk mengetahui potensinya sebagai

antioksidan. Analisis dengan metode ELISA dilakukan untuk mengetahui kadar hormon
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estradiol. Prosedur mikrotehknik dengan pewarnaan HE dan prosedur imunohistokimia

dilakukan pada preparat organ yang diisolasi dari hewan coba.

3.2.1 Penelitian Pendahuluan

Penelitian pendahuluan dilakukan dengan melakukan analisis LC-MS dan analisis in

silico. Analisis LC-MS dilakukan untuk mengetahui kandungan senyawa-senyawa yang

terdapat pada serbuk rimpang kunyit, terutama senyawa kurkumin dan turunannya.

Sedangkan analisis in silico dilakukan untuk mengetahui potensi senyawa kurkumin

dalam menghambat ikatan antara Nrf2 dengan Keap1. Tahapan analisis secara in silico

terdapat pada Gambar 9.

Sampel struktur tiga dimensi dari senyawa kurkumin didapatkan dari server

PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov) dengan kode CID 969516. Prediksi

aktivitas biologi yaitu potensi kurkumin sebagai antioksidan dan free radical scavenger,

serta nilai probability activity (Pa score) dianalisis menggunakan PASS Server

(http://www.pharmaexpert.ru/passonline/index.php). Prediksi potensi senyawa kurkumin

ditunjukkan dengan nilai probability activity. Struktur Keap1 diperoleh dari server

protein data bank (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) dengan PDB:ID 4IQK hasil

dari metode X ray. Alasan digunakan struktur 4IQK karena struktur tersebut telah

berikatan dengan ligan IQK yang dapat dijadikan referensi, selanjutnya dilakukan proses

docking menggunakan program PyRx (autodock vina) (Dallakyan & Olson, 2015).

Docking dilakukan secara spesifik pada sisi yang sama dengan ligan referensi

(IQK) dan dipilih binding energi yang memiliki hasil terkecil atau paling negatif karena

menunjukkan konformasi kompleks yang paling baik dengan ikatan yang sangat kuat.

Setelah di dapatkan energi hasil docking, disimpan kompleks Keap1-kurkumin dan

kompleks Keap1-IQK menggunakan PyMol. Selanjutnya dilakukan visualisasi hasil

docking menggunakan LigandScout (Wolber & Langer, 2005), untuk menunjukkan

interaksi kurkumin dengan asam amino dari Keap1. Potensi inhibisi dilihat dari asam

amino sisi aktif yang diikat oleh kurkumin.

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov
http://www.pharmaexpert.ru/passonline/index.php
http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do
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Gambar 9. Tahapan analisis in silico

3.2.2 Penelitian Utama

Penelitian utama dilakukan secara in vivo dengan memberikan serangkaian

perlakuan pada hewan coba (Gambar 10). Perlakuan diberikan untuk mengetahui

pengaruh serbuk rimpang kunyit terhadap parameter penelitian yang akan diamati pada

akhir perlakuan. Parameter penelitian yang diamati meliputi kadar MDA ovarium dengan

menggunakan metode TBA, kadar hormon estradiol meenggunakan metode ELISA.

Penghitungan jumlah folikel ovarium dilakukan di bawah mikroskop dari hasil preparasi

jaringan organ ovarium menggunakan metode parafin yang dilanjutkan dengan

pewarnaan HE. Sedangkan untuk distribusi MDA, PCNA, Nrf2, dan enzim GST pada

ovarium dihitung di bawah mikroskop dari hasil pewarnaan preparat jaringan

menggunakan metode imunohistokimia.

Sampel struktur 3 dimensi kurkumin dari PubChem dengan kode CID 969516

ANALISIS IN SILICO

nilai probability activity (Pa)

Prediksi potensi kurkumin sebagai inhibitor ikatan Nrf2 dengan Keap1

Nilai binding affinity kurkumin dengan Keap1 dan IQK (referensi) dengan Keap1

Pemodelan molekul Keap1 dan prediksi sisi ikatan dengan kurkumin

Visualisasi menggunakan PyMol dan LigandScout

Prediksi potensi kurkumin sebagai antioksidan menggunakan PASS Server
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Gambar 10. Tahapan penelitian in vivo

3.3 Rancangan Penelitian

Rancangan penelitian menggunakan rancangan acak lengkap dengan 6 kelompok

perlakuan, setiap kelompok perlakuan masing-masing diulang sebanyak 5 kali ulangan,

kelompok perlakuan terdiri dari ;

P0 : kontrol negatif tanpa pemberian serbuk rimpang kunyit (akuades)

P1 : kontrol positif dengan pemberian serbuk kurkumin dosis 6,75 mg/kg BB (Lai dkk.,

1999)

P2 : perlakuan serbuk rimpang kunyit dosis 100 mg/kg BB (Somchit dkk., 2005)

P3 : perlakuan serbuk rimpang kunyit dosis 200 mg/kg BB

P4 : perlakuan serbuk rimpang kunyit dosis 400 mg/kg BB

P5 : perlakuan serbuk rimpang kunyit dosis 800 mg/kg BB

Tikus putih usia sekitar 12 bulan yang diperkirakan sudah mengalami aging
ovarium sebanyak 30 ekor, dan dibagi menjadi 6 kelompok perlakuan ; P0,
P1, P2, P3, P4 dan P5, masing-masing perlakuan diulang sebanyak 5 kali

ulangan

Perlakuan serbuk rimpang kunyit selama 27 hari

Isolasi darah
(serum)

Preparasi histologi ovarium

Perlakuan diakhiri, dilakukan dislokasi leher,
pembedahan dan isolasi organ ovarium

Jumlah
folikel

ovarium

Proliferasi sel
granulosa
(PCNA)

Distribusi
MDA

Distribusi
GST

Metode ELISA

Kadar hormon
estradiol

Pewarnaan HE Imunohistokimia

Distribusi
Nrf2

Metode TBA

Kadar MDA
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3.4 Hewan Coba

Hewan coba adalah 30 ekor tikus putih betina (Rattus norvegicus) strain wistar,

usia 12 bulan, bobot rata - rata 200-250 g. Hewan coba diperoleh dari LPPT Universitas

Gadjah Mada, sebanyak 100 ekor dan berusia 4 bulan. Hewan coba dipelihara selama 8

bulan sampai berusia 12 bulan dimana diperkirakan telah memasuki masa premenopause.

Selain berdasarkan usia, masa permenopause hewan coba juga didasarkan hasil apus

vagina selama 2 minggu dimana sudah menunjukkan ketidak-teraturan siklus reproduksi.

Seratus ekor hewan coba yang dipelihara dari usia 4 bulan, setelah mencapai usia

12 bulan, maka dipilih 30 ekor untuk dijadikan hewan coba penelitian yang akan

diberikan perlakuan. Pemilihan hewan coba berdasarkan bobot tubuh yang seragam yaitu

pada kisaran 200-250 g, dan berdasarkan pada hasil apus vagina dimana dipilih hewan

coba yang siklus reproduksinya berada pada fase estrus.

3.5 Serbuk Rimpang Kunyit

Serbuk Rimpang kunyit diperoleh dari Laboratorium Balai Penelitian Tanaman

Rempah dan Obat (Balittro), Jl. Tentara Pelajar no. 3 Bogor. Rimpang kunyit dipanen

dari tanaman kunyit yang telah berusia sekitar 8 bulan, dipilih rimpang utama dengan

panjang sekitar 5-7 cm dan diameter 1-1,5 cm. Rimpang kunyit dibersihkan dengan

dicuci menggunakan air sampai bersih kemudian diiris tipis dan dikering-anginkan

sampai kering. Pengeringan dilakukan selama kurang lebih 2 minggu sampai kandungan

air hanya tinggal sekitar 10 % (Asghari dkk., 2008). Irisan tipis rimpang kunyit yang

sudah kering kemudian diblender sampai terbentuk serbuk rimpang kunyit (turmeric).

Selanjutnya dilakukan pengayakan pada serbuk rimpang kunyit dengan menggunakan

ayakan yang berukuran 200 mesh.

3.6 Perlakuan Hewan Coba

Perlakuan diberikan pada hewan coba selama 27 hari dengan cara melarutkan

serbuk rimpang kunyit sesuai dosis perlakuan ke dalam 4 ml aquades, kemudian

disondekan per oral ke hewan coba setiap hari sekitar jam 09.00 pagi (kapasitas lambung

tikus putih dengan bobot sekitar 200-250 g adalah 5 ml). Pada hari ke 1 dan hari ke 14

dilakukan koleksi darah dari ujung ekor. Pada hari ke 28 perlakuan diakhiri, hewan coba
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kemudian didislokasi leher dan dilanjutkan dengan pembedahan untuk isolasi organ

ovarium.

Preparasi histologis ovarium menggunakan metode parafin dan dilanjutkan dengan

pewarnaan HE. Slide preparat hasil pewarnaan HE kemudian diamati dibawah mikroskop

untuk menghitung jumlah folikel. Slide preparat hasil dari metode parafin juga

dilanjutkan dengan prosedur imunohistokimia. Slide hasil pewarnaan menggunakan

prosedur imunohistokimia kemudian diamati di bawah mikroskop untuk mengetahui

distribusi MDA, Nrf2, GST, dan proliferasi sel granulosa melalui distribusi PCNA.

3.7 Prosedur Penelitian

3.7.1 Analisis Kadar Hormon Estradiol Menggunakan Metode ELISA

Koleksi darah dilakukan dengan memotong ujung ekor hewan coba, darah yang

menetes dari ujung ekor segera ditampung ke dalam tabung EDTA. Darah yang

ditampung dalam tabung EDTA kemudian didiamkan selama 2 jam. Selanjutnya

dilakukan sentrifugasi dengan kecepatan 3000 rpm selama 10 menit untuk mendapatkan

serum darah. Serum darah yang diperoleh kemudian dilakukan prosedur dengan metode

ELISA menggunakan estradiol ELISA kit (merk bt-laboratory) untuk mengetahui kadar

hormon estradiol.

Tahapan prosedur ELISA yang dilakukan diawali dengan membiarkan reagen

berada dalam suhu kamar (18-25 °C) sebelum digunakan, kemudian coating ke dalam

well microplate, micropipeting 50 μL larutan standar, dan sampel ke dalam well

microplate pada kolom yang berbeda. Kemudian ditambahkan 100 μL estradiol enzym

conjugate untuk tiap microplate, inkubasi pada suhu 37 °C selama 2 jam ditempat gelap

dan tutup dengan aluminium foil. Selanjutnya dicuci menggunakan washing solution

dengan volume 300 μL, diulangi pencucian sebanyak 5 kali, ditambahkan 100 μl larutan

TMB substrate solution ke setiap microplate sesuai dengan urutan. Inkubasi selama 20

menit pada suhu ruang, ditutup dengan aluminium foil. Stop solution sebanyak 50 μL

ditambahkan ke dalam tiap microplate dengan lembut untuk menghentikan reaksi.

Kemudian well microplate dimasukkan ke dalam ELISA Spectrophotometere, selanjutnya

dibaca dan diobservasi pada panjang gelombang 450 nm (Crowther, 2001).
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3.7.2 Preparasi Histologi dan Pewarnaan HE

Preparat histologis organ ovarium pada penelitian ini dibuat menurut metode

parafin dengan pewarnaan Hematoxylin - Eosin (Suntoro, 1983). Pembedahan dan

pengambilan organ organ ovarium dari hewan coba dilakukan menggunakan alat bedah

steril dan dilakukan dengan sangat hati - hati agar ovarium yang diambil tidak mengalami

kerusakan. Ovarium selanjutnya dicuci dengan NaCl fisiologis (NaCl 0,9%). Setelah

dicuci, difiksasi dengan formalin 10%. Ovarium yang telah difiksasi kemudian dibuat

preparat histologinya sesuai prosedur Suntoro (1983).

Ovarium yang telah difiksasi selanjutnya dicuci dengan akuades dan direndam ke

dalam larutan FAA (formaldehyde: acetic acid: alcohol) selama 24 jam (overnight).

Selanjutnya dilakukan dehidrasi secara bertingkat dengan alkohol 70%, 80%, 90%, 95%,

dan alkohol absolut masing-masing selama 1 jam. Setelah dehidrasi, dilakukan

penjernihan selama 1 jam dengan cara ovarium dimasukkan ke dalam larutan alkohol

xylol, kemudian dimasukkan ke dalam xylol murni I, II, III masing-masing selama 20

menit. Ovarium yang tidak jernih menunjukkan proses dehidrasi kurang berjalan baik

sehingga harus diulang didehidrasi kembali. Setelah ovarium tampak jernih, dilakukan

tahap infiltrasi parafin. Tahap ini dilakukan dengan cara merendam ovarium secara

bertingkat ke dalam cairan parafin dengan titik leleh 48-52°C, 52-54°C, dan 54-56°C

masing-masing selama 1-2 jam (Suntoro 1983).

Tahapan selanjutnya setelah infiltrasi adalah embedding, yaitu

menanam/memasukkan organ ovarium ke dalam cetakan berisi parafin cair dan dibiarkan

sampai parafin mengeras. Selanjutnya parafin yang sudah mengeras dan membentuk blok

parafin yang di dalamnya terdapat organ ovarium ditempelkan pada holder, kemudian

dipotong menggunakan microtome dengan ketebalan 5 µm. Irisan parafin dengan organ

ovarium di dalamnya yang diperoleh dari hasil pemotongan, selanjutnya ditempelkan

pada gelas objek yang sebelumnya telah diolesi albumin. Albumin yang digunakan

dicampur gliserin dengan perbandingan 1:1 dan disimpan dalam kotak sediaan selama

satu hari sampai benar - benar mengering. Tahap selanjutnya adalah deparafinisasi yaitu

menghilangkan parafin yang terdapat pada jaringan organ ovarium, dengan cara

merendam jaringan dalam xylol selama 10 menit. Setelah itu dilakukan proses pewarnaan

jaringan organ ovarium dengan terlebih dahulu menghilangkan sisa cairan xylol yang
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masih ada pada preparat dengan cara menghisapnya menggunakan kertas saring yang

ditempelkan dengan sangat hati - hati. Tahapan selanjutnya adalah berturut-turut slide

dimasukkan ke dalam alkohol 96%, 90%, 80%, 70%, 60%, 50%, 40%, dan 30% masing-

masing selama 5 menit lalu ke akuades selama 5 menit. Kemudian dicuci dengan air

mengalir kurang lebih (Suntoro 1983).

Setelah itu jaringan dimasukkan ke dalam cairan pewarna pertama yaitu

hemotoksilin selama 4 menit, kemudian dicuci dengan air mengalir selama 10 menit.

Selanjutnya jaringan dimasukkan ke dalam aquades, dilanjutkan dengan dimasukkan

alkohol bertingkat 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 96%. Jaringan organ ovarium kemudian

direndam dalam larutan pewarna kedua yaitu eosin 0,5% (dalam alkohol 70%) selama 1,5

menit. Setelah terwarnai, jaringan dicelupkan ke dalam alkohol 70%, 80%, 90%, 96%,

dan alkohol absolut selama 10 menit. Tahap selanjutnya preparat dikering-anginkan dan

dimasukkan ke dalam xylol selama 15 menit. Sediaan histologi selanjutnya ditetesi

kanada balsem lalu ditutup dengan coverglass. Tahap terakhir preparat diberi label dan

keterangan, kemudian diamati di bawah mikroskop (Suntoro 1983).

3.7.3 Metode Imunohistokimia untuk Mengetahui Proliferasi Sel Granulosa Melalui
deteksi PCNA

Slide sampel jaringan ovarium hasil preparasi histologi yang telah dideparafinasi

dibilas dengan PBS pH 7,4. Slide diinkubasi dgn H2O2 3% selama 20 menit pada suhu

ruang. Kemudian slide dicuci dengan menggunakan PBS pH 7,4 sebanyak 3 kali.

Selanjutnya dilakukan Blocking slide dengan skim milk 1% selama 30 menit pada suhu

ruang, kemudian slide dicuci lagi dengan PBS pH 7,4 sebanyak 3 kali.

Tahapan selanjutnya adalah slide ditetesi dengan antibodi primer yaitu mouse

monoclonal anti-PCNA (PC10, DAKO) dalam skim milk 1% (1:200) selama semalam

(overnight), kemudian slide dicuci dengan PBS pH 7,4 sebanyak 3 kali. Selanjutnya slide

ditetesi antibodi sekunder terlabel biotin (1:400) dalam PBS pH 7,4 dan diinkubasi

selama 1 jam, kemudian slide dicuci kembali dengan PBS pH 7,4 sebanyak 3 kali.

Tahapan selanjutnya slide ditetesi dengan SA-HRP (1:1000) dalam PBS pH 7,4 dan

diinkubasi selama 40 menit, kemudian dicuci dengan PBS pH 7,4 sebanyak 3 kali. Slide

ditetesi dengan DAB dan diinkubasi selama 20 menit, slide dicuci dengan PBS pH 7,4
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sebanyak 3 kali. Selanjutnya dilakukan counterstain dengan hematoksilin selama 5 menit

pada suhu ruang, kemudian direndam dengan air kran selama 10 menit. Slide dibilas

dengan aquades dan dikeringkan dengan oven atau dikering - anginkan selama semalam.

Selanjutnya dilakukan mounting slide dengan entelan dan ditutup dengan gelas penutup

(Boenisch, 2001).

3.7.4 Metode Imunohistokimia untuk Mengetahui DistribusiMDA, Nrf2 dan GST

Metode imunohistokimia yang digunakan untuk mengetahui distribusi MDA, Nrf2

dan enzim GST adalah metode yang sama dengan yang digunakan untuk mengetahui

proliferasi sel melalui distribusi PCNA. Perbedaanya hanya pada penggunaan antibodi

primer, yaitu antibodi primer mouse monoclonal anti-MDA antibody dengan nomor

katalog ab6463 (abcam) untuk mengetahui ekspresi MDA. Antibodi primer mouse

monoclonal anti-Nrf2 antibody 1808Y dengan nomor katalog ab62352 (abcam) untuk

mengetahui distribusi Nrf2, dan antibodi primer mouse monoclonal anti-GST antibody

dengan nomor katalog ab170323 (abcam) untuk mengetahui distribusi enzim GST.

3.7.5 Penentuan KadarMDA dengan Metode TBA

Pengukuran kadar MDA ovarium menggunakan metode reagen thiobarbituric acid

(TBA). Organ ovarium tikus dicuci menggunakan phosphat buffer saline, kemudian

digerus menggunakan mortar sampai halus. Selanjutnya ditambahkan larutan buffer

potasium klorida dengan perbandingan 1:10. Homogenat dimasukkan ke dalam tabung

polipropilen (microtube) dan disentrifugasi dengan kecepatan 10.000 rpm selama 10

menit pada temperatur 4oC. Supernatan diambil 50 µL kemudian ditambahkan 500 µL

TBA dan 250 µL trichloroacetic acid (TCA) lalu dihomogenkan. Selanjutnya homogenat

dipanaskan menggunakan waterbath pada temperatur 100oC selama 5 menit, kemudian

homogenat kembali disentrifugasi dengan kecepatan 12.000 rpm, selama 5 menit, pada

temperatur 25oC. Selanjutnya ditentukan nilai absorbansi sampel jaringan ovarium

menggunakan spektrofotometer UV pada panjang gelombang 532 nm (Schemedes &

Helmer, 1989).
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3.7.6 Penentuan Kadar Kurkumin dalam Serbuk Rimpang Kunyit dengan Metode
LC-MS
Serbuk rimpang kunyit dimaserasi dengan pelarut n–heksana hingga filtratnya

jernih. Filtrat kemudian disaring, residu hasil maserasi dikering-anginkan sampai kering.

Residu yang telah kering kemudian dimaserasi kembali menggunakan etanol hingga

filtratnya jernih. Ekstrak yang diperoleh kemudian dipekatkan dengan rotary evaporator

sampai diperoleh ekstrak berbentuk bubuk (Farnsworth, 1966). Analisis LC-MS

dilakukan dengan cara sampel (bubuk) dilarutkan dengan etanol HPLC grade sehingga

menjadi 10 mg/mL. Kemudian dilanjutkan dengan menginjeksikan 100 uL larutan dalam

sistem instrumentasi Shimadzu 2010A yang menggunakan kolom Phenomenex Luna RP-

C (150 x 2 mm) dengan fasa gerak gradien dari 10% asetonitril-air hingga 100%

asetonitril-air selama 40 menit. Proses determinasi rumus molekul senyawa yang

terdapat pada sampel akan ditampilkan dalam bentuk kromatogram (Setyaningsih dkk.,

2016).

3.7.7 Analisis Data

Data dari hasil penelitian in vivo, yaitu data tentang kadar MDA, distribusi MDA,

distribusi Nrf2, distribusi enzim GST, distribusi PCNA, kadar estradiol, dan jumlah

folikel pada ovarium tikus putih premenopause setelah perlakuan dianalisis dengan

Analysis of Variance (ANOVA) pada taraf 5%. Apabila dari hasil uji ANOVA terdapat

pengaruh yang signifikan maka akan dilanjutkan dengan uji beda nyata jujur (BNJ) pada

taraf 5%. Analisis semua data yang diperoleh dari hasil penelitian in vivo menggunakan

software komputer yaitu program SPSS for windows versi 22.
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BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Analisis LC-MS Kandungan Senyawa yang Terdapat pada Serbuk Rimpang
Kunyit

Hasil analisis LC-MS (Liquid Chromatography-Mass Spectrometry) atau

kromatrografi cair-spektrometri massa, pada serbuk rimpang kunyit diperoleh sebanyak

49 senyawa. Konsentrasi senyawa paling tinggi yang terkandung pada serbuk rimpang

kunyit adalah kurkumin (C21H20O6) yaitu 7,798%, sedangkan konsentrasi untuk senyawa

turunan kurkumin yaitu demethoksikurkumin (C20H18O5) dan bis demethoksikurkumin

(C19H16O4) adalah 4,115% dan 2,277%. Senyawa-senyawa yang terdapat pada serbuk

rimpang kunyit berdasarkan hasil analisis LC-MS dapat dilihat pada Gambar 11 dan

Tabel 1.

Gambar 11. Hasil analisis LC-MS serbuk rimpang kunyit dengan kandungan utama
adalah kurkumin dengan nomor puncak (45), demetoksikurkumin (43), dan
bis demetoksikurkumin (42) seperti terlihat pada tanda panah ( ).

Hasil analisis LC-MS serbuk rimpang kunyit yang telah dilakukan sudah sesuai

dengan hasil penelitian dari beberapa peneliti sebelumnya yang menyatakan bahwa

serbuk rimpang kunyit mengandung senyawa fitokimia yang bervariasi termasuk



39

kurkumin, demethoksikurkumin, bis demethoksikurkumin, zingiberene, curcumenol,

turmerone, dan turmeronol (Chattopadhyay dkk., 2004). Kurkuminoid dan minyak

esensial adalah bioaktif utama yang ditemukan pada tanaman kunyit, dengan

kurkuminoid paling banyak terakumulasi pada bagian rimpang dari tanaman kunyit (Li

dkk., 2011). Kurkuminoid adalah sebutan untuk senyawa kurkumin beserta dengan

turunannya (Chattopadhyay dkk., 2004). Kurkumin, demethoxykurkumin,

bisdemethoxykurkumin, dan ar-turmerone adalah empat komponen aktif utama pada

serbuk rimpang kunyit (Lokhande dkk., 2013).

Tabel 1. Kandungan senyawa dengan konsentrasi tertinggi hasil analisis LC-MS pada serbuk
rimpang kunyit

Faktor - faktor yang mempengaruhi kandungan senyawa yang terdapat pada

rimpang tanaman kunyit beserta persentasenya adalah masa pemanenan rimpang kunyit,

jenis kultivar tanaman kunyit (Asghari dkk., 2009), metode pengeringan rimpang kunyit

(Lokhande dkk., 2013), dan kondisi rimpang kunyit yang akan dianalisis dalam kondisi

segar atau kering (Singh dkk., 2010). Kandungan kurkumin beserta turunannya yang

terdapat pada rimpang tanaman kunyit mempunyai fungsi yang sangat beragam termasuk

sebagai analgesik, antiseptik, antiinflamasi, antimalaria, dan antioksidan (Chattopadhyay

dkk., 2004).

Nomor
puncak

Nama senyawa Rumus kimia Waktu retensi
(menit)

Konsentrasi
(%)

Nilai m/z

45 Curcumin C21H20O8 12,736 7,798 340.1311
18 Curcumene C15H22 5,295 5,411 202.1722
22 α Turmerone C15H22O 6,714 4,949 218.1671
43 Demethoxycurcumin C20H18O5 12,281 4,115 338.1154
34 Curcumenone C15H22O2 7,975 4,100 234.1620
21 Ar Turmerone C15H20O 6,616 3,898 216.1514
30 Procurcumenol C15H22O2 7,828 2,804 234.1620
9 Cinnamic acid C9H8O2 1,582 2,676 148.0524
14 Caffeic acid C9H8O4 4,643 2,675 180.0423
28 Turmeronol B C15H20O2 7,624 2,504 232.1463
19 β Caryophyllene C15H24 5,494 2,350 204.1878
10 Arabinose C5H10O5 1,602 2,313 150.0528
42 Bis Demethoxycurcumin C19H16O4 11,505 2,277 308.1049
48 β Sitosterol C29H50O 17,163 2,230 414.3862
16 Glucose C6H12O6 4,709 2,214 180,0634
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4.2 Analisis in Silico Kandungan Senyawa pada Serbuk Rimpang Kunyit yang
berpotensi Sebagai Antioksidan

Analisis pada kandungan senyawa serbuk rimpang kunyit yang berpotensi sebagai

antioksidan berdasarkan nilai Probability activity (Pa score) dengan menggunakan

software PASS server terdapat pada Tabel 2. Hasil analisis menunjukkan bahwa terdapat

11 senyawa yang mempunyai nilai Pa > 0,3 yaitu Ascorbic acid, Quercetin, β Carotene,

Arabinose, Bis Demethoxycurcumin, Demethoxycurcumin, Curcumin, Caffeic acid,

Cinnamic acid, Letestuianin A, dan Calebin A. Nilai Pa diatas 0,3 dapat dikategorikan

bahwa senyawa tersebut mempunyai aktivitas biologi dalam tubuh seperti yang dimaksud,

dalam hal ini adalah potensi sebagai antioksidan.

Tabel 2. Kandungan senyawa pada serbuk rimpang kunyit yang berpotensi sebagai
antioksidan berdasarkan nilai Pa (Probability Activity)

4.3 Analisis in Silico Potensi Kurkumin sebagai Antioksidan

Potensi kurkumin sebagai antioksidan dan free radical scavenger dianalisis

dengan cara melakukan pengujian aktivitas biologi. Software yang digunakan adalah

PASS server, melalui pendekatan Structure Activity Relationship (SAR), yang

ditunjukkan dengan nilai Pa (Probability activity score) (Paramashivam dkk., 2015).

Hasil analisis in silico menunjukkan bahwa kurkumin mempunyai potensi sebagai

antioksidan dan free radical scavenger, dimana potensi kurkumin sebagai antioksidan

mempunyai nilai Pa 0,634, sedangkan potensi kurkumin sebagai free radical scavenger

Nomor
puncak

Nama senyawa Rumus kimia Nilai Pa

13 Ascorbic acid C6H8O6 0,951
41 Quercetine C15H10O7 0,878
49 β Carotene C40H56 0,823
10 Arabinose C5H10O5 0,801
42 Bis Demethoxycurcumin C19H16O4 0,685
43 Demethoxycurcumin C20H18O5 0,654
45 Curcumin C21H20O6 0,634
14 Caffeic acid C9H8O4 0,611
9 Cinnamic acid C9H8O2 0,489
44 Letestuianin A C20H20O5 0,483
47 Calebin A C21H20O7 0,464
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mempunyai nilai Pa 0,771 (Tabel 3). Nilai Pa>0,7 menunjukkan bahwa pengujian

senyawa tersebut secara komputasi tidak akan jauh berbeda dengan pengujian di

laboratorium, sedangkan nilai Pa>0,3 menunjukkan bahwa senyawa tersebut

kemungkinan mempunyai potensi secara komputasi dan perlu dilakukan pengujian di

laboratorium (Savcun dkk., 2013).

Tabel 3. Prediksi aktivitas biologi kurkumin
Aktivitas Biologi Probability Activity (Pa)
Antioksidan

Free radical scavenger
0,634
0,771

Prediksi potensi kurkumin sebagai aktivator dari Nrf2 dilakukan dengan

membandingkan nilai binding affinity antara Keap1 dan kurkumin dengan Keap1 dan

IQK (Tabel 3). Nrf2 (NF-E2-Related Factor 2) adalah faktor transkripsi yang berikatan

dengan represor spesifik yaitu Keap1 (Motobashi & Yamamoto., 2004). Nrf2 dapat aktif

apabila tidak berikatan dengan Keap1, obat-obatan komersial telah banyak dikembangkan

untuk mengaktifkan Nrf2 dengan cara menghambat Keap1. Aktifnya Nrf2 yang tidak

berikatan dengan Keap1 adalah representasi dari dimulainya sintesis enzim antioksidatif

dalam upaya pencegahan stres oksidatif dan aging pada sel (Bruns dkk., 2015).

Nrf2 aktif akan menandai dimulainya proses transkripsi enzim-enzim

detoksifikasi fase 2 (phase II detoxification enzymes) (Jockers, 2016. Enzim detoksifikasi

fase 2 bertanggung jawab melindungi sel dari radikal bebas terutama dari kelompok ROS

(reactive oxygen species). Peningkatan produksi ROS menyebabkan gangguan pada

sirkuit redoks seluler dan ketidakseimbangan regulasi proses redoks seluler yang

berimbas pada kerusakan oksidatif pada makromolekul seluler yang merupakan proses

awal terjadinya stres oksidatif dan aging (Reyes dkk., 2013).

Tabel 4. nilai binding affinity dari IQK dan kurkumin terhadap Keap1
Reseptor protein Ligan Binding affinity (kkal/mol)

Keap1
(PDBID: 4IQK)

IQK -10,7

kurkumin -8,4

IQK atau senyawa 19 adalah ID (kode) dari PDB untuk senyawa aktif yang

bekerja mengikat Keap1, agar tidak berinteraksi dengan Nrf2. IQK diyakini sebagai
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inhibitor ikatan antara Keap1 dan Nrf2 (Zhuang dkk., 2017). IQK dapat digunakan

sebagai kontrol pembanding untuk melihat potensi kurkumin dalam menghambat ikatan

Nrf2 dan Keap1. Hasil pada Tabel 4 menunjukkan bahwa IQK sebagai inhibitor dari

Keap1 mempunyai nilai binding affinity yang lebih tinggi yaitu -10.7 kkal/mol,

sedangkan kurkumin mempunyai nilai binding affinity sebesar -8.4 kkal/mol. Meskipun

demikian, kurkumin dapat dikategorikan mempunyai energi ikatan (binding affinity) yang

tinggi, artinya kurkumin mempunyai kemampuan untuk lebih mudah berikatan dengan

molekul Keap1 (Ekins, 2007).

Hasil pemodelan dan docking antara molekul kurkumin dan protein Keap1

(Gambar 12), menunjukkan bahwa terbentuk interaksi molekuler antara kurkumin pada

sisi aktif gugus aromatiknya (Prakoso dkk., 2017), sedangkan Keap1 interaksinya pada

substrate binding domain SER508A, ALA556A, TYR525A, TYR334A, dan ARG415A.

Terbentuknya ikatan antara kurkumin dan Keap1, memunculkan asumsi bahwa kurkumin

mampu menghalangi ikatan antara Nrf2 dan Keap1, sehingga Nrf2 lepas dari Keap1 dan

menjadi aktif masuk ke nukleus untuk berperan dalam proses transkripsi enzim

detoksifikasi fase II (Jockers, 2016).

Gambar 12. Interaksi molekuler antara kurkumin (kuning) pada sisi aktif gugus aromatik
dengan Keap1 (biru) pada substrate binding domain SER508A, ALA556A,
TYR525A, TYR334A dan ARG415A.
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Penelitian Zhuang dkk. (2017), menyatakan bahwa dari hasil sinar-X struktur

Keap1 menunjukkan adanya 5 titik pada binding cavity yaitu P1, P2, P3, P4, dan P5

(Gambar 13). Pada titik - titik ini kemungkinan menjadi sisi ikatan untuk menempelnya

ligan maupun inhibitor. P1 dan P2 ikatannya bersifat polar, sedangkan P4 dan P5 bersifat

non polar. P3 merupakan bentukan secara simetri dari protein yang menjadi penghalang

bagi inhibitor.

Sumber : Zhuang dkk., (2017)

Gambar 13. Struktur Co-crystal dari molekul protein Keap1 yang menunjukkan 5 titik
pada binding cavity Keap1.

Hasil docking antara molekul protein Keap1 dengan molekul senyawa 19 (PDB

ID: IQK) menunjukkan ikatan pada asam amino Arg380, Arg415, Arg483, Phe478,

Ser508, Ser555, Ala556, dan Tyr525 (Gambar 14) (Zhuang dkk., 2017). Terdapat 4 ikatan

yang sama antara IQK dan Keap1 dengan kurkumin dan Keap1 setelah proses docking

yaitu pada asam amino Arg415, Ser508, Ala556, dan Tyr525. Adanya kesamaan ikatan

asam amino pada molekul protein Keap1 ini semakin menguatkan asumsi bahwa fungsi

kurkumin adalah sama dengan molekul IQK yaitu sebagai inhibitor ikatan antara Keap1

dan Nrf2.
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Sumber : Zhuang dkk., (2017)

Gambar 14. Docking antara molekul protein Keap1 dan molekul senyawa 19 (IQK) yang
kemungkinan berikatan pada asam amino Arg380, Arg415, Arg483, Phe478,
Ser508, Ser555, Ala556, dan Tyr525.

4.4 Pengaruh Pemberian Serbuk Rimpang Kunyit terhadap Indikator Aging pada
Tikus Putih Premenopause

Pertambahan usia pada individu akan mengakibatkan kerusakan sel akibat

akumulasi radikal bebas yang dapat mengganggu metabolisme tubuh, radikal bebas

merupakan produk samping dari metabolisme normal tubuh yang biasa dikelompokkan

ke dalam ROS (reactive oxygen species) (Doshi & Agarwal, 2014). Radikal bebas dalam

tubuh bersifat sangat reaktif (tidak stabil) dan dapat menyebabkan terjadinya peroksidasi

lipid (Favier, 1995). Peroksidasi lipid dapat menyebabkan kerusakan secara oksidatif

pada asam lemak tak jenuh rantai panjang menghasilkan malondialdehide (MDA). Kadar

MDA sering digunakan sebagai indeks pengukuran aktivitas radikal bebas (Halliwell &

Gutteridge, 2015).

Akumulasi radikal bebas (ROS) juga terjadi pada organ ovarium sejalan dengan

pertambahan usia individu (Tatone dkk., 2008). Radikal bebas ini selanjutnya dapat

mengganggu proses perkembangan folikuler pada ovarium dan akan memperparah

kondisi penurunan secara bertahap dari cadangan folikel ovarium pada individu yang

mengalami aging ovarium menjelang masa menopause (Tatone & Amicarelli, 2013).

Penurunan jumlah folikel ovarium akan diikuti dengan penurunan produksi dari hormon
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estrogen yang diproduksi oleh sel - sel granulosa dan sel - sel teka folikel ovarium

(Agarwal dkk., 2012).

4.4.1 Kadar MDA pada Ovarium Tikus Putih Premenopause setelah Pemberian
Serbuk Rimpang Kunyit

Kadar MDA ovarium tikus putih premenopause yang diperoleh dengan

menggunakan metode TBA, setelah dilakukan uji ANOVA dan uji BNJ, menunjukkan

bahwa kelompok perlakuan kontrol positif dan kelompok perlakuan dosis, berbeda secara

signifikan dengan kelompok perlakuan kontrol negatif (Tabel 5). Kelompok hewan coba

yang diberi perlakuan serbuk kurkumin (kontrol positif) dan kelompok hewan coba yang

diberi perlakuan dosis serbuk rimpang kunyit menunjukkan penurunan kadar MDA secara

signifikan dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif (akuades). Kelompok

perlakuan serbuk rimpang kunyit yang menunjukkan penurunan kadar MDA tertinggi

adalah kelompok dosis serbuk rimpang kunyit 100 mg/kg BB yaitu 40,20±9,16 µmol/g,

atau mengalami penurunan sebesar 47,69 % dibandingkan dengan kelompok kontrol

negatif (akuades).

Penurunan kadar MDA setelah perlakuan serbuk rimpang kunyit diduga karena

adanya kandungan senyawa - senyawa pada serbuk rimpang kunyit yang berfungsi

sebagai antioksidan alami, seperti asam askorbat, quercetin, β karotene, arabinose, bis

demethoksikurkumin, demethoksikurkumin, kurkumin, asam caffeic, asam cinnamic,

letestuianin A, dan kalebin A. Senyawa antioksidan alami banyak diisolasi dari tumbuhan

karena bersifat fenolik dan polifenolik yang dapat berupa golongan flavonoid, turunan

asam sinamat, kumarin, tokoferol asam - asam organik fungsional. Senyawa antioksidan

alami dari serbuk kunyit juga bisa berupa pigmen seperti karotenoid dan kurkuminoid (Li

dkk., 2011). Kandungan senyawa aktif pada serbuk kunyit kelompok senyawa fenolik

terutama kurkumin telah bayak diketahui aktivitasnya sebagai antioksidan (Singh dkk.,

2010) Penelitian Darwadi dkk. (2013) menyatakan bahwa pemberian terapi kurkumin

mampu menurunkan kadar MDA pada kelenjar parotis tikus putih, dan pada penelitian

Kohli dkk. (2005), menyatakan bahwa kurkumin mempunyai aktivitas antioksidan,

scavenger superoksida dan peluruh radikal bebas. Kurkumin juga dianggap mempunyai

fungsi sebagai pembersih oksigen reaktif spesies dan nitrogen reaktif spesies, atau
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bertanggungjawab melindungi DNA terhadap kerusakan yang disebabkan oleh radikal

bebas dan melindungi hepatosit dari berbagai racun (Schulz, 2008).

Tabel 5. Kadar MDA ovarium tikus putih premenopause (µmol/g) dengan metode TBA.
Parameter Akuades Kurkumin

dosis 6,75
mg/kg BB

Dosis 100
mg/kg BB

Dosis 200
mg/kg BB

Dosis 400
mg/kg BB

Dosis 800
mg/kg BB

Kadar MDA 76,86±10,06b 24,86±5,77a 40,20±9,16a 42,86±4,61a 42,20±8,71a 44,20±6,95a

Keterangan : angka-angka dengan superskrip huruf yang berbeda menunjukkan berbeda
nyata (α<0,05).

Kemampuan kurkumin sebagai peluruh radikal bebas (Gambar 15) diduga karena

struktur kurkumin yang mempunyai dua gugus fenolik (OH) dan satu gugus metilen (CH2)

pada bagian β diketon yang bertanggung jawab terhadap stabilisasi resonansi radikal

melalui reaksi konjugasi (Barzegar & Movahedi, 2011). Peroksidasi lipid yang dikenal

sebagai reaksi berantai dan menghasilkan radikal bebas, dapat dihambat oleh kurkumin

yang berperan penting dalam menangkap radikal bebas yang terlibat dalam peroksidasi

lipid menjadi senyawa yang lebih stabil (Venugopal & Adluri, 2007). Mekanisme

antioksidan pada kurkumin berasal dari dua gugus fenolik dan satu gugus metilen,

dengan cara transfer elektron atau donasi atom H untuk bereaksi dengan radikal bebas.

Kurkumin dianggap mempunyai potensi sebagai antioksidan yang sangat kuat karena

kurkumin dapat mendonorkan atom H dari gugus fenoliknya dan juga dapat

mendonorkan atom H dari sisi β diketon dari gugus metilen (CH2) (Barzegar &

Movahedi, 2011).

MDA (Malondialdehid) dengan rumus kimia CH2(CHO)2 adalah produk samping

dari metabolisme lipid dalam tubuh, MDA merupakan produk dari peroksidasi lipid yaitu

perusakan oksidatif pada asam lemak tak jenuh berantai panjang (Favier, 1995).

Peroksidasi lipid dapat disebabkan oleh radikal bebas yang sangat reaktif, salah satunya

adalah dari kelompok reactive oxygen species (ROS). MDA dapat digunakan sebagai

indeks pengukuran aktivitas radikal bebas karena radikal bebas dapat menyebabkan

terjadinya peroksidasi lipid dan menghasilkan MDA, tingginya kadar MDA dalam tubuh

kemungkinan disebabkan oleh meningkatnya aktivitas radikal bebas (Halliwell dan

Gutteridge, 2015).
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Kurkumin, selain dapat berfungsi sebagai antioksidan langsung yaitu dengan cara

donor elektron juga mempunyai fungsi sebagai antioksidan tidak langsung karena dapat

mengaktivasi Nrf2 yang berperan dalam proses transkipsi enzim kelompok detoksifikasi

fase II (GST, NQO1, dan GCS) (Jockers, 2016) yang melindungi sel dari radikal bebas

(Reyes dkk., 2013). Perlindungan sel dari radikal bebas oleh enzim kelompok

detoksifikasi fase II, diduga akan menghambat terjadinya kerusakan sel dan peningkatan

produksi radikal bebas, termasuk menghambat peningkatan produksi MDA (Reyes dkk.,

2013).

Sumber : Barzegar & Movahedi, (2011)
Gambar 15. Kemampuan molekul kurkumin sebagai peluruh radikal bebas seperti

H2O2, HO●, dan ROO● kemungkinan melalui dua gugus fenolik dan satu
gugus metilen yang terdapat pada kurkumin (lingkaran).

4.4.2 Distribusi MDA pada Sel Granulosa Ovarium Tikus Putih Premenopause
setelah Pemberian Serbuk Rimpang Kunyit

Hasil pewarnaan menggunakan metode IHK pada preparat ovarium tikus putih

premenopause setelah perlakuan serbuk kurkumin dan berbagai dosis serbuk rimpang

kunyit selama 27 hari terhadap distribusi MDA disajikan pada Gambar 16. Sel granulosa

yang berwarna coklat menunjukkan bahwa positif terdeteksi adanya MDA.
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Gambar 16 : Distribusi MDA pada sel granulosa folikel ovarium tikus putih
premenopause dengan metode IHK setelah perlakuan. Sel
granulosa berwarna coklat yang ditunjukkan dengan tanda panah
( ) menunjukkan positif MDA. A. kontrol negatif (akuades), B.
kontrol positif (serbuk kurkumin), C. serbuk rimpang kunyit dosis
100 mg/kg BB, D. dosis 200 mg/kg BB, E. dosis 400 mg/kg BB, F.
dosis 800 mg/kg BB. Perbesaran 1000x menggunakan mikroskop
bright field merk Olympus seri BX53.

Hasil uji ANOVA dan dilanjutkan dengan uji BNJ terhadap data distribusi MDA

pada sel granulosa ovarium tikus putih premenopause menggunakan metode IHK setelah

perlakuan menunjukkan hasil seperti pada Tabel 6.

Tabel 6. DistribusiMDA pada sel granulosa folikel ovarium tikus putih premenopause (%)
dengan metode IHK.

Parameter Akuades Kurkumin
dosis 6,75
mg/kg BB

Dosis 100
mg/kg BB

Dosis 200
mg/kg BB

Dosis 400
mg/kg BB

Dosis 800
mg/kg BB

IHKMDA 66,56±10,45b 39,22±1,26a 48,33±3,51a 38,99±2,51a 37,44±2,54a 40,89±4,68a

Keterangan : angka-angka dengan superskrip huruf yang berbeda menunjukkan berbeda nyata
(α<0,05).

Kelompok hewan coba yang diberi perlakuan serbuk kurkumin (kontrol positif)

dan kelompok hewan coba yang diberi perlakuan dosis serbuk rimpang kunyit semuanya

menunjukkan penurunan distribusi MDA secara signifikan dibandingkan dengan

kelompok kontrol negatif (akuades). Penurunan distribusi MDA tertinggi pada kelompok

D E F

CA B
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dosis serbuk rimpang kunyit terdapat pada kelompok dosis 400 mg/kg BB yaitu sebesar

43,75 %. Kondisi ini identik dengan hasil analisis kadar MDA menggunakan metode TBA

yang sudah dibahas sebelumnya, dimana terjadi penurunan kadar MDA secara signifikan

antara perlakuan kelompok serbuk kurkumin dan semua kelompok dosis serbuk rimpang

kunyit dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif (akuades). Penurunan distribusi

MDA setelah perlakuan serbuk kurkumin dan serbuk rimpang kunyit diduga karena

adanya kandungan senyawa bioaktif kurkumin dan senyawa - senyawa lain yang

berfungsi sebagai antioksidan.

4.4.3 Distribusi Nrf2 pada Sel Granulosa Ovarium Tikus Putih Premenopause
setelah Pemberian Serbuk Rimpang Kunyit

Hasil pewarnaan menggunakan metode IHK pada preparat ovarium tikus putih

premenopause setelah perlakuan serbuk kurkumin dan berbagai dosis serbuk rimpang

kunyit selama 27 hari terhadap distribusi Nrf2 disajikan pada Gambar 17. Sel granulosa

yang berwarna coklat menunjukkan bahwa positif terdeteksi adanya Nrf2.

Gambar 17 : Distribusi Nrf2 pada sel granulosa folikel ovarium tikus putih
premenopause dengan metode IHK setelah perlakuan. Sel granulosa
berwarna coklat yang ditunjukkan dengan tanda panah ( )
menunjukkan positif Nrf2. A. kontrol negatif (akuades), B. kontrol
positif (serbuk kurkumin), C. serbuk rimpang kunyit dosis 100 mg/kg
BB, D. dosis 200 mg/kg BB, E. dosis 400 mg/kg BB, F. dosis 800
mg/kg BB. Perbesaran 1000x menggunakan mikroskop bright field
merk Olympus seri BX53.

A B C

D E F
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Hasil uji ANOVA dan uji BNJ terhadap data distribusi Nrf2 pada sel granulosa

ovarium tikus putih premenopause setelah perlakuan serbuk rimpang kunyit dengan

menggunakan metode IHK menunjukkan hasil seperti pada Tabel 7. Hasil analisis

menunjukkan adanya perbedaan secara signifikan antara kelompok perlakuan serbuk

kurkumin dengan kelompok kontrol negatif (akuades) dengan, sedangkan kelompok

perlakuan serbuk rimpang kunyit berbeda tidak signifikan dengan kelompok kontrol

negatif.
Tabel 7. Distribusi Nrf2 pada sel granulosa folikel ovarium tikus putih premenopause (%)

dengan metode IHK.
Parameter Akuades Kurkumin

dosis 6,75
mg/kg BB

Dosis 100
mg/kg BB

Dosis 200
mg/kg BB

Dosis 400
mg/kg BB

Dosis 800
mg/kg BB

IHK Nrf2 26,22±2,37a 34,55±2,19b 26,89±0,92ab 26,94±2,55ab 29,27±4,97ab 31,55±2,86ab
Keterangan : angka-angka dengan superskrip huruf yang berbeda menunjukkan berbeda nyata

(α<0,05).

Distribusi Nrf2 pada kelompok perlakuan serbuk rimpang kunyit menunjukkan

berbeda tidak signifikan dengan kelompok perlakuan kontrol negatif (akuades), akan

tetapi kecenderungannya menunjukkan peningkatan seiring dengan peningkatan dosis

serbuk rimpang kunyit yang diberikan. Kelompok hewan coba yang diberi perlakuan

serbuk kurkumin (kontrol positif) menunjukkan peningkatan distribusi Nrf2 secara

signifikan dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif (akuades), sedangkan

kelompok perlakuan serbuk rimpag kunyit berbeda tidak signifikan dengan kelompok

kontrol negatif, tetapi kecenderungannya menunjukkan peningkatan distribusi Nrf2

seiring dengan peningkatan dosis serbuk kunyit yang diberikan.

4.4.4 Distribusi Enzim GST pada Sel Granulosa Ovarium Tikus Putih
Premenopause setelah Pemberian Serbuk Rimpang Kunyit

Hasil pewarnaan menggunakan metode IHK pada preparat ovarium tikus putih

premenopause setelah perlakuan serbuk kurkumin dan berbagai dosis serbuk rimpang

kunyit selama 27 hari terhadap distribusi enzim GST disajikan pada Gambar 18. Sel

granulosa yang berwarna coklat menunjukkan bahwa positif terdeteksi adanya enzim

GST.
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Gambar 18 : Distribusi enzim GST pada sel granulosa folikel ovarium tikus putih

premenopause dengan metode IHK setelah perlakuan Sel granulosa
berwarna coklat yang ditunjukkan dengan tanda panah ( )
menunjukkan positif GST. A. kontrol negatif (akuades), B. kontrol
positif (serbuk kurkumin), C. serbuk rimpang kunyit dosis 100
mg/kg BB, D. dosis 200 mg/kg BB, E. dosis 400 mg/kg BB, F. dosis
800 mg/kg BB. Perbesaran 1000x menggunakan mikroskop bright
field merk Olympus seri BX53.

Hasil uji ANOVA dan uji BNJ terhadap data distribusi enzim GST pada sel

granulosa ovarium tikus putih premenopause setelah perlakuan serbuk rimpang kunyit

dengan menggunakan metode IHK menunjukkan hasil seperti pada Tabel 8. Hasil analisis

menunjukkan bahwa kelompok perlakuan serbuk kurkumin dan kelompok perlakuan

serbuk rimpang kunyit berbeda secara signifikan dengan kelompok perlakuan kontrol

negatif yang hanya diberikan perlakuan berupa akuades, kecuali kelompok perlakuan

dosis 100 mg/kg BB yang menunjukkan perbedaan tidak signifikan terhadap kelompok

perlakuan kontrol negatif.

Tabel 8. Distribusi enzim GST pada sel granulosa folikel ovarium tikus putih (%)
dengan metode IHK.

Parameter Akuades Kurkumin
dosis 6,75
mg/kg BB

Dosis 100
mg/kg BB

Dosis 200
mg/kg BB

Dosis 400
mg/kg BB

Dosis 800
mg/kg BB

IHK GST 47,05±3,42a 72,94±2,86b 61,16±4,85ab 69,89±7,16b 69,16±9,11b 69,83±8,66b
Keterangan : angka-angka dengan superskrip huruf yang berbeda menunjukkan berbeda nyata

(α<0,05).
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Kelompok hewan coba yang diberi perlakuan serbuk kurkumin (kontrol positif)

dan kelompok hewan coba yang diberi perlakuan serbuk rimpang kunyit, menunjukkan

peningkatan distribusi enzim GST (Glutathione S-Tranferase) secara signifikan

dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif (akuades). Peningkatan distribusi Enzim

GST setelah perlakuan serbuk kurkumin dan serbuk rimpang kunyit diduga karena

adanya kandungan kurkumin yang merupakan senyawa elektrofilik yang dapat berfungsi

sebagai faktor transkripsi dengan mengaktivasi signaling pathway dari Nrf2 di dalam

sitoplasma sel dengan cara menghambat ikatan antara Nrf2 dengan protein Keap1 (Reyes

dkk., 2013).

4.4.5 Kadar Hormon Estradiol pada Serum Darah Tikus Putih Premenopause
setelah Pemberian Serbuk Rimpang Kunyit

Hasil uji ANOVA dan uji BNJ pada kadar estradiol hewan coba setelah perlakuan

dengan menggunakan metode ELISA menunjukkan, bahwa kelompok perlakuan serbuk

kurkumin (kontrol positif) dan kelompok perlakuan dosis serbuk rimpang kunyit dapat

meningkatkan kadar estradiol serum darah hewan coba secara signifikan, kecuali

kelompok perlakuan serbuk rimpang kunyit dosis 100 mg/kg BB (P2) yang tidak

menunjukkan peningkatan dibanding dengan kontrol (Tabel 9). Peningkatan kadar

estradiol tertinggi pada kelompok perlakuan serbuk rimpang kunyit terdapat pada

kelompok dosis 400 mg/kg BB yaitu sebesar 3,49±0,35 ρg/mL atau 2,7 kali dibandingkan

dengan kelompok kontrol negatif (akuades).

Tabel 9. Kadar estradiol (E2) pada serum darah tikus putih premenopause (ρg/mL)
dengan metode ELISA.

Kadar E2
hari ke

Akuades Kurkumin
dosis 6,75
mg/kg BB

Dosis 100
mg/kg BB

Dosis 200
mg/kg BB

Dosis 400
mg/kg BB

Dosis 800
mg/kg BB

1 0,94±0,19a 0,94±0,19a 0,89±0,20a 0,83±0,13a 1,01±0,20a 0,89±0,04a

14 0,94±0,21a 2,86±0,18b 0,73±0,17a 3,32±0,26b 3,49±0,35b 3,41±0,36b

Keterangan : angka-angka dengan superskrip huruf yang berbeda menunjukkan berbeda
nyata (α<0,05).

Peningkatan kadar estradiol pada serum darah tikus putih premenopause setelah

perlakuan serbuk rimpang kunyit diduga karena adanya kandungan senyawa fitosteroid

pada serbuk rimpang kunyit yaitu β-sitosterol. Fitosteroid kemungkinan berpengaruh
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secara tidak langsung dan langsung terhadap peningkatan kadar estrogen pada tikus

(Zhao & Mu, 2011). Pengaruh tidak langsung fitosteroid terhadap peningkatan kadar

estrogen adalah karena adanya kemiripan struktural dan fungsional fitosteroid dengan

kolesterol (Gambar 19), yang mempunyai fungsi estrogenik yaitu sebagai prekursor alami

sintesis hormon steroid seperti estrogen (Kusmana dkk., 2011).

Rimpang kunyit mempunyai kandungan fitosteroid (Ravindran dkk., 2007),

fitosteroid merupakan senyawa bioaktif dari tanaman yang secara struktural dan

fungsional memiliki kemiripan dengan hormon estrogen, serta dilaporkan memiliki

berbagai aktivitas estrogenik (Aggarwal dkk., 2006). Fitosteroid ditemukan pada banyak

tanaman obat herba, termasuk red clover, black cohosh, alfalfa, hops, licorice, dan

kunyit (Mazur dkk., 1998). Fitosteroid dapat berpengaruh dalam menstabilkan

keseimbangan hormon dalam tubuh hewan (Saljoughian, 2007).

Kolesterol β-sitosterol Stigmasterol
Sumber : Li dkk.,( 2011)

Gambar 19. Kandungan fitosteroid (β-sitosterol) pada serbuk rimpang kunyit yang memiliki
kemiripan struktural dengan kolesterol, yang merupakan bahan baku
pembentukan hormon-hormon steroid seperti estradiol.

Pengaruh langsung fitosteroid terhadap peningkatan kadar estrogen darah adalah

aksi langsung fitosteroid pada sel granulosa ovarium (Zhao & Mu, 2011). Estrogen

adalah hormon steroid yang memiliki fungsi estrogenik dengan banyak jalur, salah

satunya adalah mempengaruhi sekresi hormon FSH dan LH melalui mekanisme feedback

(Amstrong, 2011). Penambahan fitosteroid dari luar tubuh dapat diterjemahkan sebagai

peningkatan kadar estrogen eksogen yang akan memblok produksi GNRH dari

hipotalamus yang berimbas dengan berkurangnya produksi FSH dan LH dari hipofisis,

sehingga perkembangan folikel ovarium berkembang minimum dan bertahan tidak
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ovulasi, kondisi ini akan mempertahankan sel-sel granulosa folikel untuk terus

memproduksi hormon estrogen (Thakur dkk., 2009).

4.5 Pengaruh Pemberian Serbuk Rimpang Kunyit terhadap Indikator Proliferasi
Sel Granulosa dan Jumlah Folikel Ovarium Tikus Putih Premenopause

Proliferasi sel adalah proses pertumbuhan dan pembelahan sel. Pada jaringan

normal proses proliferasi selalu mengarah ke pertambahan jaringan (Gougeon, 2003).

Pertambahan sel yang akan membentuk jaringan tidak hanya bergantung pada proliferasi

sel saja, akan tetapi juga oleh kematian sel terprogram (apoptosis). Keseimbangan antara

produksi sel baru (proliferasi) dengan kematian sel terprogram akan mempertahankan

jumlah sel yang tepat untuk mengisi jaringan (Gougeon dkk., 1994). Proliferasi

merupakan suatu siklus pembelahan sel, dimana terjadi pembelahan DNA induk menjadi

dua sel anak. Siklus pembelahan sel diatur oleh Cyclin Dependent Kinase (CDK)

(Erickson, 2004). Siklus pembelahan sel dibagi menjadi fase G1 (parasintesis), S

(sintesis), G2 (premitosis), M (mitosis) dan G0 (istirahat) (Fortune, 2003). Selanjutnya

perpindahan antar fase diatur oleh checkpoint yang menentukan apakah kondisi

memungkinkan untuk masuk ke fase berikutnya (Lindeberg, 2008).

Penanda atau marker yang sering digunakan untuk melihat proliferasi sel adalah

PCNA (proliferating cell nuclear antigen). PCNA digunakan sebagai penanda proliferasi

sel karena ekpresi PCNA meningkat pada sel yang sedang aktif melakukan pembelahan.

Ekspresi PCNA di dalam inti sel dapat dideteksi dengan menggunakan metode

imunohistokimia (Sullivan dkk., 1993).

4.5.1 Proliferasi Sel Granulosa pada Ovarium Tikus Putih Premenopause setelah
Pemberian Serbuk Rimpang Kunyit

Hasil pewarnaan menggunakan metode IHK pada preparat ovarium tikus putih

premenopause setelah perlakuan serbuk kurkumin dan berbagai dosis serbuk rimpang

kunyit selama 27 hari terhadap kadar PCNA disajikan pada Gambar 20. Sel granulosa

yang berwarna coklat menunjukkan bahwa positif terdeteksi adanya PCNA.
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Gambar 20 : Distribusi PCNA pada sel granulosa folikel ovarium tikus putih
premenopause dengan metode IHK setelah perlakuan. Sel granulosa
berwarna coklat yang ditunjukkan dengan tanda panah ( ) menunjukkan
positif PCNA. A. kontrol negatif (akuades), B. kontrol positif (serbuk
kurkumin), C. serbuk rimpang kunyit dosis 100 mg/kg BB, D. dosis 200
mg/kg BB/hari, E. dosis 400 mg/kg BB, F. dosis 800 mg/kg BB.
Perbesaran 1000x menggunakan mikroskop bright field merk Olympus
seri BX53.

Hasil uji ANOVA dan uji BNJ terhadap data distribusi PCNA pada sel granulosa

ovarium tikus putih premenopause setelah perlakuan serbuk rimpang kunyit dengan

menggunakan metode IHK menunjukkan hasil seperti pada Tabel 10. Hasil analisis

menunjukkan adanya perbedaan secara signifikan antara kelompok perlakuan serbuk

kurkumin (kontrol positif) dengan kelompok perlakuan kontrol negatif (akuades),

sedangkan kelompok perlakuan serbuk rimpang kunyit berbeda tidak signifikan dengan

kelompok kontrol negatif.
Tabel 10. Distribusi PCNA pada sel granulosa folikel ovarium tikus putih premenopause (%)

dengan metode IHK.
Parameter Akuades Kurkumin

dosis 6,75
mg/kg BB

Dosis 100
mg/kg BB

Dosis 200
mg/kg BB

Dosis 400
mg/kg BB

Dosis 800
mg/kg BB

IHK PCNA 46,77±5,49a 68,5±7,86b 50,11±2,99ab 49,88±10,46ab 63,88±5,77ab 62,33±6,83ab
Keterangan : angka-angka dengan superskrip huruf yang berbeda menunjukkan berbeda nyata

(α<0,05).

A B C

D E F
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Kelompok hewan coba yang diberi perlakuan serbuk kurkumin (kontrol positif)

menunjukkan peningkatan distribusi PCNA secara signifikan dibandingkan dengan

kelompok kontrol negatif (akuades), sedangkan kelompok perlakuan serbuk rimpang

kunyit berbeda tidak signifikan dengan kelompok kontrol negatif, tetapi

kecenderungannya menunjukkan peningkatan distribusi PCNA seiring dengan

peningkatan dosis serbuk kunyit yang diberikan.

4.5.2 Jumlah Folikel pada Ovarium Tikus Putih Premenopause setelah Pemberian
Serbuk Rimpang Kunyit

Hasil pembuatan preparat organ ovarium tikus putih premenopause menggunakan

metode parafin dan dilanjutkan dengan pewarnaan Hematoksili-Eosin (HE) tampak pada

gambar 21. Preparat digunakan untuk menghitung jumlah folikel dan korpus luteum pada

ovarium hewan coba setelah perlakuan serbuk rimpang kunyit. Pengamatan preparat dan

penghitungan jumlah folikel dilakukan dibawah mikroskop.

Hasil uji ANOVA dan uji BNJ terhadap data jumlah folikel pada ovarium tikus

putih premenopause setelah pemberian perlakuan serbuk rimpang kunyit dengan metode

pewarnaan Hematoxilin-Eosin, seperti ditunjukkan pada Tabel 11. Hasil analisis

menunjukkan terdapat perbedaan secara signifikan pada jumlah folikel primer dan jumlah

folikel antral, sedangkan pada jumlah folikel primordial, jumlah folikel sekunder dan

jumlah korpus luteum terdapat perbedaan yang tidak signifikan antara kelompok

perlakuan kontrol negatif (akuades) dengan kelompok perlakuan serbuk kurkumin dan

perlakuan serbuk rimpang kunyit.

Kelompok perlakuan serbuk rimpang kunyit dengan dosis 200 mg/kg BB

menunjukkan jumlah folikel primer dan jumlah folikel antral tertinggi yaitu 9,7±1,52 atau

sebesar 1,6 kali dan 6,7±0,57 atau sebesar 81,08 %. Peningkatan jumlah folikel primer

dan jumlah folikel antral secara signifikan pada kelompok perlakuan serbuk kurkumin

dan kelompok perlakuan serbuk rimpang kunyit dibandingkan dengan kelompok kontrol

negatif (akuades) kemungkinan disebabkan adanya kandungan senyawa bioaktif

kurkumin pada serbuk kurkumin dan serbuk rimpang kunyit yang dapat berfungsi sebagai

antioksidan (Shen dkk., 2012) dan melindungi sel-sel granulosa ovarium dari radikal

bebas terutama dari kelompok ROS (Reyes dkk., 2013.
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Gambar 21. Folikel ovarium tikus putih premenopause menggunakan metode pewarnaan
HE. Folikel ditunjukkan dengan tanda panah ( ). A. Folikel primordial;
perbesaran 200x, B. Folikel primer; 400x, C. Folikel sekunder; 400x, D.
Folikel antral; 400x, E. Korpus luteum; 100x. Menggunakan mikroskop
bright field merk Olympus seri BX53.

Tabel 11. Jumlah folikel primordial, primer, sekunder, antral dan korpus luteum pada
ovarium tikus putih premenopause dengan pewarnaan HE.

Parameter Akuades Kurkumin
dosis 6,75
mg/kg BB

Dosis 100
mg/kg BB

Dosis 200
mg/kg BB

Dosis 400
mg/kg BB

Dosis 800
mg/kg BB

Folikel primordial
Folikel primer
Folikel sekunder
Folikel antral
Korpus luteum

36,0±4,58a
3,7±0,57a
2,7±0,57a
3,7±0,57ab
5,3±0,57a

39,7±1,53a
6,0±1,00ab
4,7±1,15a
6,3±1,15c
7,7±0,57a

32,3±5,77a
5,7±1,15ab
2,0±1,00a
3,3±1,52a
5,7±1,15a

36,7±1,53a
9,7±1,52b
3,3±1,52a
6,7±0,57c
7,0±1,00a

31,7±5,50a
8,7±2,51b
3,7±0,57a
6,0±1,00bc
6,7±1,52a

32,3±7,02a
6,7±1,52ab
4,0±1,00a
4,3±0,57abc
6,0±1,00a

Keterangan : angka-angka dengan superskrip huruf yang berbeda pada lajur yang sama
menunjukkan berbeda nyata (α<0,05).

4.6 Pembahasan Umum

Masa peralihan dari fase reproduktif ke fase nonreproduktif suatu individu diawali

dengan suatu tahapan yang disebut dengan premenopause (te Velde & Pearson, 2002).

Tahap premenopause ditandai dengan mulai menurunnya fungsi reproduksi, menurunnya

kadar hormon progesteron, estrogen, dan siklus reproduksi yang tidak teratur (Broekmans

dkk., 2009). Penurunan fungsi reproduksi pada tahap premenopause dapat ditandai

dengan penurunan jumlah dan kualitas folikel pada ovarium (Li dkk., 2012). Faktor

A B C

D E
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penyebab utama penurunan jumlah dan kualitas folikel diduga adalah adanya perubahan

faktor lingkungan mikro ovarium seperti, peningkatan kadar radikal bebas dan advanced

glycation end products (AGEs) (Tatone & Amicarelli, 2013).

Peningkatan kadar radikal bebas terutama berasal dari kelompok ROS, seperti

Radikal superoksida anion, Radikal hidroksil, dan Hidrogen peroksida (Tatone dkk.,

2008). Radical Oxygen Species (ROS) adalah produk metabolisme aerobik, dimana

terjadi kebocoran elektron dari dalam membran mitokondria selama proses fosforilasi

oksidatif dan produksi energi (Rattan, 2006). Carbonil Reactive Spesies (CRS) juga

merupakan kelompok radikal bebas yang berasal dari metabolisme endogen sel yaitu

proses glikolisis (Tatone & Amicarelli). Peningkatan produksi radikal bebas karena

kebocoran elektron intra-mitokondria diduga erat hubungannya dengan faktor aging

(penuaan) sel (Rattan, 2006). Peningkatan produksi radikal bebas seperti ROS dan CRS

ketika sudah melebihi kemampuan fungsi antioksidan dari scavenger, akan

mengakibatkan terjadinya gangguan pada metabolisme sel, kerusakan sel, dan dapat

berujung pada terjadinya kematian sel (Yin & Chen, 2005). Ketidak-seimbangan antara

produksi radikal bebas dan antioksidan, akan menyebabkan gangguan kinerja seluler dan

energi yang dilepaskan dari mitokondria, yang akhirnya akan mengarah ke kerusakan

dan kematian sel (Tatone dkk., 2008).

Penelitian ini bertujuan untuk memperbaiki kondisi tidak seimbang antara

produksi radikal bebas dan antioksidan, yang diduga terjadi pada individu yang

memasuki masa premenopause. Serbuk rimpang kunyit yang mengandung senyawa

kurkumin dan senyawa-senyawa lain yang berpotensi sebagai antioksidan eksogen

diharapkan dapat membantu menyeimbangkan kondisi tersebut.

Prediksi aktivitas kurkumin sebagai antioksidan pada penelitian ini dapat

diketahui berdasarkan hasil analisis in silico yang meliputi nilai Probability activity (Pa),

nilai Binding affinity dan formulasi docking antara senyawa kurkumin dengan Keap1.

Nilai Pa dan Binding affinity senyawa kurkumin sebagai antioksidan cukup tinggi,

sehingga secara in silico kurkumin dinyatakan mempunyai potensi sebagai antioksidan

dan bisa dilanjutkan pembuktiannya dengan melakukan penelitian secara laboratoris

(Savcun dkk., 2013). Sedangkan dari hasil pemodelan dan docking interaksi antara

senyawa kurkumin dengan molekul protein Keap1, kemungkinan kurkumin dapat
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berikatan pada substrate binding domain asam amino dari Keap1, yaitu Serin, Alanin,

Tyrosin dan Arginin (SER508A, ALA556A, TYR525A, TYR334A dan, ARG415A).

Kemampuan kurkumin berikatan dengan molekul Keap1 ini diasumsikan bahwa

kurkumin berpotensi sebagai inhibitor ikatan antara Keap1 dengan Nrf2. Hasil penelitian

secara in silico dilanjutkan dengan penelitian laboratoris (in vivo).

Hasil penelitian yang menggunakan hewan coba tikus putih premenopause,

menunjukkan adanya perbaikan kondisi hewan coba kelompok dosis serbuk rimpang

kunyit dibanding kelompok kontrol negatif, dimana terjadi penurunan kadar MDA secara

signifikan. Kadar MDA ovarium tikus putih premenopause mengalami penurunan

tertinggi pada perlakuan serbuk rimpang kunyit dosis 100 mg/kg BB, dengan penurunan

sebesar 47,69 %. Sedangkan distribusi MDA sel granulosa ovarium mengalami

penurunan tertinggi pada perlakuan serbuk rimpang kunyit dosis 400 mg/kg BB, dengan

penurunan sebesar 43,75 % (Gambar 25).

Penurunan kadar dan distribusi MDA secara signifikan pada kelompok dosis

serbuk rimpang kunyit dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif diduga karena

kemampuan kurkumin sebagai peluruh radikal bebas. Struktur kurkumin yang

mempunyai dua gugus fenolik (OH) dan satu gugus metilen (CH2) pada bagian β diketon

yang bertanggung jawab terhadap stabilisasi resonansi radikal melalui reaksi konjugasi

(Barzegar & Movahedi, 2011). Peroksidasi lipid yang dikenal sebagai reaksi berantai dan

menghasilkan radikal bebas, dapat dihambat oleh kurkumin yang berperan penting dalam

menangkap radikal bebas yang terlibat dalam peroksidasi lipid menjadi senyawa yang

lebih stabil (Venugopal & Adluri, 2007). Mekanisme antioksidan pada kurkumin diduga

dengan melalui cara transfer elektron atau donasi atom H untuk bereaksi dengan radikal

bebas. Kurkumin dianggap mempunyai potensi sebagai antioksidan yang sangat kuat

karena kurkumin dapat mendonorkan atom H dari gugus hidroksi cincin fenoliknya dan

juga dapat mendonorkan atom H dari sisi β diketon dari gugus metilen (CH2) (Barzegar

& Movahedi, 2011).
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Gambar 22. Fungsi kurkumin sebagai antioksidan dengan mekanisme inhibitor interaksi
antara Keap1 dan Nrf2.

Peningkatan kadar estradiol pada serum darah tikus putih premenopause setelah

perlakuan serbuk rimpang kunyit diduga karena adanya kandungan senyawa fitosteroid

pada serbuk rimpang kunyit yaitu β-sitosterol. Fitosteroid kemungkinan berpengaruh

secara langsung dan tidak langsung, terhadap peningkatan kadar estradiol pada tikus

(Zhao & Mu, 2011). Pengaruh tidak langsung fitosteroid terhadap peningkatan kadar

estradiol adalah karena adanya kemiripan struktural dan fungsional fitosteroid dengan

kolesterol, yang mempunyai fungsi estrogenik yaitu sebagai prekursor alami sintesis

hormon steroid seperti estradiol (Kusmana dkk., 2011). Fitosteroid merupakan senyawa

bioaktif dari tanaman yang secara struktural dan fungsional memiliki kemiripan dengan

hormon estrogen yang dinyatakan memiliki berbagai aktivitas estrogenik (Aggarwal dkk.,

2006). Fitosteroid dapat berpengaruh dalam menstabilkan keseimbangan hormon dalam

tubuh hewan (Saljoughian, 2007). Pengaruh langsung fitosteroid terhadap peningkatan

kadar estrogen darah adalah aksi langsung fitosteroid pada sel granulosa ovarium (Zhao

& Mu, 2011). Estrogen adalah hormon steroid yang memiliki fungsi estrogenik dengan

Proliferasi sel granulosa Folikulogenesis

Kurkumin
Enzim detoksifikasi fase 2

(GST, NQO1, GCS)

Sitoproteksi
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banyak jalur, salah satunya adalah mempengaruhi sekresi hormon FSH dan LH melalui

mekanisme feedback (Amstrong, 2011).

Kelompok perlakuan serbuk rimpang kunyit dosis 200 mg/kg BB menunjukkan

jumlah folikel primer, jumlah folikel antral, dan jumlah korpus luteum tertinggi, yaitu

sebesar 9,7±1,52, 6,7±0,57, dan 7,0±1,00, dibandingkan dengan kelompok perlakuan

serbuk rimpang kunyit dosis yang lain. Kelompok perlakuan serbuk rimpang kunyit dosis

200 mg/kg BB juga mengalami peningkatan jumlah folikel primer dan jumlah folikel

antral secara signifikan bila dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif, sedangkan

pada jumlah folikel sekunder mengalami kecenderungan peningkatan dibandingkan

dengan kelompok kontrol negatif tetapi tidak signifikan (Gambar 26).

Peningkatan jumlah folikel primer, sekunder, antral dan korpus luteum pada

perlakuan serbuk rimpang kunyit dosis 200 mg/kg BB kemungkinan disebabkan adanya

kandungan senyawa kurkumin dan senyawa-senyawa lain pada serbuk rimpang kunyit

yang berfungsi sebagai antioksidan dan dapat melindungi sel-sel granulosa ovarium dari

radikal bebas terutama dari kelompok ROS. Adanya sitoproteksi pada sel granulosa

ovarium akibat kerja dari antioksidan akan menjamin keberlangsungan proses proliferasi

sel berjalan dengan baik, sehingga diharapkan proses folikulogenesis juga berjalan

dengan baik (Gambar 22) dan terlihat dari hasil penelitian yang ditunjukkan dengan

peningkatan jumlah folikel primer dan folikel antral secara signifikan (Gambar 26).

Distribusi Nrf2 pada kelompok perlakuan serbuk rimpang kunyit menunjukkan

berbeda tidak signifikan dengan kelompok perlakuan kontrol negatif, akan tetapi

kecenderungannya menunjukkan peningkatan seiring dengan peningkatan dosis serbuk

rimpang kunyit yang diberikan. Peningkatan distribusi Nrf2 pada sel granulosa tikus putih

premenopause tertinggi adalah perlakuan serbuk rimpang kunyit dosis 800 mg/kg BB,

dengan peningkatan sebesar 20,32 % dibandingkan dengan kontrol negatif (Gambar 25).

Peningkatan distribusi Nrf2 setelah perlakuan serbuk kurkumin dan serbuk

rimpang kunyit diduga karena adanya kandungan kurkumin yang berfungsi sebagai

antioksidan. Senyawa kurkumin berfungsi sebagai antioksidan karena dapat mengaktivasi

Nrf2 dan meregulasi proses transkripsi enzim - enzim detoksifikasi fase II seperti enzim

GST, NQO1, dan GCS (Zhang, 2006), enzim - enzim ini akan melindungi sel granulosa

ovarium dari tingginya kadar ROS pada individu premenopause (Prasad dkk., 2016). Nrf2
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merupakan agen transkripsi yang mempunyai spektrum luas (Gambar 23). Aktivasi Nrf2

dapat berperanan dalam regulasi transkripsi beberapa kategori gen sesuai dengan

pemicunya (stressors) (Paladino dkk., 2018).

Sumber : Paladino dkk., (2018)
Gambar 23. Aktivasi Nrf2 dan regulasinya terhadap beberapa gen. Inaktivasi Keap1 akan

menyebabkan Nrf2 mulai aktif dan bermigrasi ke dalam nukleus. Bersama dengan
molekul heterodimer yaitu sMaf (small Maf), Nrf2 meregulasi ekspresi gen ARE
(Antioxidant Response Element) - dependent dalam beberapa kategori.

Kurkumin terbukti dapat meningkatkan distribusi Nrf2 pada sel granulosa

ovarium tikus putih premenopause, selanjutnya peningkatan Nrf2 akan berimbas pada

peningkatan distribusi enzim GST. Hal ini terbukti dengan hasil penelitian yang

menunjukkan adanya peningkatan distribusi GST secara signifikan setelah perlakuan

serbuk rimpang kunyit dosis 200, 400, dan 800 mg/kg BB, dengan peningkatan distribusi

GST tertinggi pada perlakuan serbuk rimpang kunyit dosis 200 mg/kg BB, yaitu sebesar

48,54 % dibandingkan dengan kontrol negatif (Gambar 25). Nrf2 selanjutnya akan

bertranslokasi menuju nukleus untuk memicu sintesis gen-gen antioksidan (Zhang, 2006).

Nrf2 di dalam nukleus akan berikatan dengan sMaf dan mengaktivasi ARE (Antioxidant

Response Element) untuk mentranskripsi gen-gen sitoprotektif (Gambar 24) (Suzuki &

Yamamoto, 2015).
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Sumber : Suzuki & Yamamoto, (2015)
Gambar 24. Interaksi antara Keap1 dan Nrf2. Respon terhadap stres oksidatif dan

elektrofilik, Nrf2 merangsang ekspresi gen enzim sitoprotektif.

Nrf2 yang terdeteksi oleh pewarnaan preparat dengan menggunakan metode

imunohistokimia (IHK) adalah Nrf2 yang dalam kondisi bebas tidak berikatan, yaitu Nrf2

yang berada di sitoplasma yang sudah terlepas dari molekul Keap1 dan Nrf2 yang berada

di dalam nukleus yang belum berikatan dengan sMaf (Boenisch., 2001). Setelah Nrf2

terlepas dari molekul Keap1 dan bertranslokasi dari sitoplasma ke dalam nukleus, maka

Nrf2 akan berikatan dengan sMaf dan menstimuli ARE dependent gene untuk

mentranskripsi enzim GST (Zhang, 2006). Meningkatnya distribusi enzim GST pada sel

granulosa ovarium, akan diiringi dengan dengan berkurangnya Nrf2 yang dalam kondisi

bebas. Hal ini terbukti pada penelitian ini dimana distribusi Nrf2 yang tetap rendah,

walaupun cenderung meningkat pada perlakuan dosis serbuk rimpang kunyit

dibandingkan dengan kontrol negatif (Gambar 25).

Radikal bebas, seperti hidroksil oksida (OH-) dapat menyebabkan peroksidasi

lipid menghasilkan senyawa yang dideteksi sebagai MDA. Pada penelitian ini, pemberian

serbuk rimpang kunyit terbukti dapat menurunkan secara signifikan kadar dan distribusi

MDA pada sel granulosa ovarium tikus putih premenopause dibandingkan dengan kontrol

negatif. Penurunan kadar dan distribusi MDA pada kelompok perlakuan serbuk rimpang

kunyit, sejalan dengan kenaikan distribusi Nrf2, enzim GST, dan PCNA. Enzim GST
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merupakan enzim yang berperanan penting terhadap perlindungan sel (sitoproteksi) oleh

kerusakan dari bahan toksik (Burg dkk., 2006)

Adanya sitoproteksi oleh enzim GST, akan menyebabkan sel granulosa ovarium

tikus putih premenopause berkembang dengan optimal. Pada penelitian ini terbukti,

perlakuan serbuk rimpang kunyit cenderung meningkatkan proliferasi sel granulosa

(PCNA) dibandingkan dengan kontrol negatif, dengan peningkatan tertinggi pada dosis

400 mg/kg BB yaitu sebesar 36,58 %. Menurut Homma dkk. (2009), kerja enzim GST

adalah memproteksi sel dengan menghambat kerja P21 sebagai inhibitor siklus sel.

Kondisi P21 yang tidak aktif, akan memicu siklus sel untuk dapat kembali berjalan

karena E2F sebagai faktor transkripsi untuk Cyclin E menjadi aktif kembali. Cyclin E

diperlukan oleh sel untuk masuk ke fase S. Pada penelitian ini peningkatan fase S

ditunjukkan dengan peningkatan distribusi PCNA yang artimya terjadi peningkatan

proliferasi sel granulosa ovarium.

PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) adalah suatu antigen yang

diekspresikan di dalam nukleus sel dan merupakan regulator proliferasi sel yang penting,

PCNA merupakan marker terjadinya proliferasi sel (Junquera & Carneiro, 2005).

Kecenderungan peningkatan proliferasi sel pada kelompok perlakuan dosis serbuk

rimpang kunyit karena adanya peran kurkumin sesuai dengan penelitian Velasquez dkk.

(2014), yang menyatakan bahwa pemberian 0,5 µM kurkumin pada stem sel olfaktori

(Olfactory Ensheathing Cells) dapat menstimulasi terjadinya proliferasi sel. Pemberian

kurkumin pada mencit dewasa secara signifikan dapat meningkatkan jumlah sel-sel baru

pada hipokampus, hal ini mengindikasikan bahwa kurkumin turut berperan dalam proses

neurogenesis pada hipokampus mencit dewasa (Kim dkk., 2007). Kurkumin juga dapat

merangsang proliferasi dan migrasi sel-sel 3T3-L1 pre adiposa, melalui aktivasi signaling

pathway PI3K dan MEK dengan menghambat secara langsung p38 dan p-SAPK/JNK,

diduga kurkumin berperanan dalam proliferasi sel pre adiposa dan migrasinya menjadi

fibroblas (Kim dkk., 2011).
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Gambar 25. Histogram distribusi MDA, Nrf2, enzim GST dan PCNA pada sel granulosa
ovarium tikus putih premenopause setelah perlakuan serbuk rimpang kunyit
dengan dosis yang berbeda. Notasi huruf kecil yang berbeda menunjukkan
berbeda signifikan pada α<0,05%. Tanda panah ( ) menunjukkan perlakuan
dosis serbuk rimpang kunyit dengan kecenderungan paling optimal.

Pemberian serbuk rimpang kunyit dosis 200 mg/kg BB adalah dosis optimal,

karena nilai parameter yang diamati selalu lebih tinggi dibandingkan dengan kontrol

negatif, walaupun tidak selalu merupakan hasil tertinggi bila dibandingkan dengan

perlakuan dosis serbuk rimpang kunyit yang lain. Serbuk rimpang kunyit dosis 200

mg/kg BB menurunkan secara signifikan kadar MDA ovarium tikus putih premenopause

sebesar 40,24 %, menurunkan secara signifikan distribusi MDA sebesar 41,42 %,

meningkatkan distribusi Nrf2 sebesar 2,74 %, dan meningkatkan secara signifikan

distribusi enzim GST tertinggi sebesar 48,54 %. Dosis 200 mg/kg BB juga meningkatkan

secara signifikan kadar hormon estradiol sebesar 3,53 kali dibandingkan dengan kontrol

negatif.

Pemberian serbuk rimpang kunyit dosis 200 mg/kg BB pada tikus putih

premenopause juga optimal meningkatkan proliferasi sel granulosa ovarium yaitu sebesar

6,65 %. Dosis 200 mg/kg BB juga eningkatkan secara signifikan jumlah folikel primer

tertinggi sebesar 2,62 kali, meningkatkan jumlah folikel sekunder sebesar 22,59 %,

meningkatkan secara signifikan jumlah folikel antral tertinggi sebesar 81,08 %, serta



66

meningkatkan jumlah korpus luteum tertinggi sebesar 32,26 % dibandingkan dengan

kontrol negatif (Gambar 26).

Gambar 26. Histogram jumlah folikel primordial, folikel primer, folikel sekunder, folikel
antral, dan korpus luteum pada ovarium tikus putih premenopause setelah
perlakuan serbuk rimpang kunyit dengan dosis yang berbeda. Notasi huruf
kecil yang berbeda menunjukkan berbeda signifikan pada α<0,05%. Tanda
panah ( ) menunjukkan perlakuan dosis serbuk rimpang kunyit dengan
kecenderungan paling optimal.
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BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

1. Senyawa - senyawa pada serbuk rimpang kunyit yang berpotensi sebagai

antioksidan berdasarkan analisis in silico adalah ascorbic acid, quercetin, β

carotene, arabinose, bis demethoxycurcumin, demethoxycurcumin, curcumin,

caffeic acid, cinnamic acid, letestuianin A, dan calebin A.

2. Senyawa kurkumin berpotensi sebagai inhibitor ikatan antara Nrf2 dan Keap1

berdasarkan analisis in silico.

3. Serbuk rimpang kunyit dosis 200 mg/kg BB adalah dosis optimal, yaitu dapat

menurunkan kadar MDA secara signifikan sebesar 40,24 %, menurunkan

distribusi MDA secara signifikan sebesar 41,42 %, meningkatkan distribusi Nrf2

sebesar 2,74 %, meningkatkan distribusi enzim GST tertinggi secara signifikan

sebesar 48,54 %, dan meningkatkan kadar hormon estradiol secara signifikan

sebesar 3,53 kali dibandingkan dengan kontrol negatif.

4. Serbuk rimpang kunyit dosis 200 mg/kg BB juga optimal meningkatkan

proliferasi sel granulosa ovarium yaitu sebesar 6,65 % dan meningkatkan secara

signifikan jumlah folikel primer tertinggi sebesar 2,62 kali, meningkatkan jumlah

folikel sekunder sebesar 22,59 %, meningkatkan secara signifikan jumlah folikel

antral tertinggi sebesar 81,08 %, serta meningkatkan jumlah korpus luteum

tertinggi sebesar 32,26 % dibandingkan dengan kontrol negatif.

5.2 Saran

1. Serbuk rimpang kunyit dosis 200 mg/kg BB direkomendasikan sebagai bahan

terapi oral untuk memperbaiki kondisi aging ovarium pada wanita yangi

memasuki masa premenopause.

2. Senyawa - senyawa yang terkandung dalam serbuk rimpang kunyit selain

kurkumin, yang berpotensi sebagai antioksidan perlu dipelajari dan dilakukan

penelitian lebih lanjut untuk mengetahui atau memprediksi mekanisme kerja

senyawa - senyawa tersebut dalam tubuh sebagai antioksidan.
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Lampira 1. Hasil analisis LC-MS serbuk rimpang kunyit

Nomor
puncak

Nama senyawa Rumus kimia Waktu retensi
(menit)

Konsentrasi
(%)

Nilai m/z

1 ρ Cymene C10H16 1,471 1,176 134.1096
2 α Terpinene C10H16 1,476 1,790 136.1252
3 α Pinene C10H16 1,477 0,791 136.1252
4 β Pinene C10H16 1,479 0,999 136.1252
5 Sabinene C10H16 1,483 1,099 136.1252
6 Limonene C10H16 1,488 1,705 136.1252
7 α Phellandrene C10H16 1,495 1,306 136.1252
8 Camphene C10H16 1,497 1,019 136.1252
9 Cinnamic acid C9H8O2 1,582 2,676 148.0524
10 Arabinose C5H10O5 1,602 2,313 150.0528
11 Linalool C10H18O 1,637 1,235 154.1358
12 α Terpineol C10H18O 1,648 1,755 154.1358
13 Ascorbic acid C6H8O6 3,166 0,472 176.0321
14 Caffeic acid C9H8O4 4,643 2,675 180.0423
15 Fructose C6H12O6 4,647 1,578 180.0634
16 Glucose C6H12O6 4,709 2,214 180,0634
17 Heptan 3 one C12H18O2 5,039 1,190 194.1307
18 Curcumene C15H22 5,295 5,411 202.1722
19 β Caryophyllene C15H24 5,494 2,350 204.1878
20 sesquiphellandrene C15H24 5,501 2,072 204,1878
21 Ar Turmerone C15H20O 6,616 3,898 216.1514
22 α Turmerone C15H22O 6,714 4,949 218.1671
23 Bisacumol C15H22O 6,716 2,050 218.1671
24 Curlone C15H22O 6,717 2,078 218.1671
25 α Atlantone C15H22O 6,720 1,064 218.1671
26 Curzerenone C15H22O 7,617 2,058 230.1307
27 Propanal C15H20O2 7,621 0,919 232.1463
28 Turmeronol B C15H20O2 7,624 2,504 232.1463
29 Dehydrocurdione C15H22O2 7,825 1,204 234.1620
30 Procurcumenol C15H22O2 7,828 2,804 234.1620
31 Isoprocurcumenol C15H22O2 7,831 1,600 234.1620
32 Germacrone 4,5 epoxide C15H22O2 7,834 1,350 234.1620
33 Curcumenol C15H22O2 7,974 1,911 234.1620
34 Curcumenone C15H22O2 7,975 4,100 234.1620
35 Curdione C15H24O2 7,982 1,548 236.1776
36 Curcumol C15H24O2 7,984 1,912 236.1776
37 2methyl 3cyclohexene 1,2diol C15H26O2 7,991 1,078 238.1933
38 Procurcumadiol C15H22O3 7,995 1,434 250.1569
39 Zedoarondiol C15H24O3 8,000 1,549 252.1725
40 Bisacurone C15H24O3 8,002 0,790 252.1725
41 Quercetine C15H10O7 11,427 2,155 302.0427
42 Bis Demethoxycurcumin C19H16O4 11,505 2,277 308.1049
43 Demethoxycurcumin C20H18O5 12,281 4,115 338.1154
44 Letestuianin A C20H20O5 12,283 0,948 340.1311
45 Curcumin C21H20O6 12,736 7,798 340.1311
46 Letestuianin B C21H22O6 12,744 1,234 370.1416
47 Calebin A C21H20O7 13,261 1,508 384.1209
48 β Sitosterol C29H50O 17,163 2,230 414.3862
49 β Carotene C40H56 31,079 1,079 536.4382
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Lampiran 3. Potensi senyawa yang terkandung pada serbuk rimpang kunyit sebagai
antioksidan berdasarkan nilai Pa

Nomor
puncak

Nama senyawa Rumus kimia Nilai Pa

1 ρ Cymene C10H16 0,144
2 α Terpinene C10H16 0,135
3 α Pinene C10H16 -
4 β Pinene C10H16 -
5 Sabinene C10H16 -
6 Limonene C10H16 0,157
7 α Phellandrene C10H16 -
8 Camphene C10H16 -
9 Cinnamic acid C9H8O2 0,489
10 Arabinose C5H10O5 0,801
11 Linalool C10H18O 0,380
12 α Terpineol C10H18O -
13 Ascorbic acid C6H8O6 0,951
14 Caffeic acid C9H8O4 0,611
15 Fructose C6H12O6 -
16 Glucose C6H12O6 -
17 Heptan 3 one C12H18O2 -
18 Curcumene C15H22 0,303
19 β Caryophyllene C15H24 0,174
20 sesquiphellandrene C15H24 0,213
21 Ar Turmerone C15H20O 0,274
22 α Turmerone C15H22O -
23 Bisacumol C15H22O 0,248
24 Curlone C15H22O 0,197
25 α Atlantone C15H22O -
26 Curzerenone C15H22O 0,274
27 Propanal C15H20O2 -
28 Turmeronol B C15H20O2 0,383
29 Dehydrocurdione C15H22O2 -
30 Procurcumenol C15H22O2 0,147
31 Isoprocurcumenol C15H22O2 -
32 Germacrone 4,5 epoxide C15H22O2 -
33 Curcumenol C15H22O2 -
34 Curcumenone C15H22O2 0,145
35 Curdione C15H24O2 -
36 Curcumol C15H24O2 -
37 2methyl 3cyclohexene 1,2diol C15H26O2 -
38 Procurcumadiol C15H22O3 -
39 Zedoarondiol C15H24O3 0.133
40 Bisacurone C15H24O3 0,220
41 Quercetine C15H10O7 0,878
42 Bis Demethoxycurcumin C19H16O4 0,685
43 Demethoxycurcumin C20H18O5 0,654
44 Letestuianin A C20H20O5 0,483
45 Curcumin C21H20O6 0,643
46 Letestuianin B C21H22O6 -
47 Calebin A C21H20O7 0,464
48 β Sitosterol C29H50O 0,177
49 β Carotene C40H56 0,823
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ABSTRACT

Nrf2 is a kind of transcription factor which is related to antioxidative enzyme synthesis and protecting
cell from aging process. Keap1 protein receptor, which acts as a suppressor specifically interacts with
Nrf2. Abrogating the interaction between Keap1 and Nrf2 will activate Nrf2 in the cytosol. One of the
compound which is suggested as an inhibitor of Keap1- Nrf2 interaction is curcumin. Therefore, this
research aims to identify potency of curcumin as antioxidant and an inhibitor in the interaction of
Keap1-Nrf2 in order to activate Nrf2. The biological activity prediction of curcumin was analyzed by
PASS online server. Then, docking process of curcumin to Keap1 was carried out by Pyrx AutoDock
Vina to analyze the binding affinity and compared to Keap1-IQK as a control. Results showed that
curcumin has a high ability as an antioxidant and free radical scavenger with Pa score 0.634, and 0.771,
respectively. Furthermore, docking process pointed out that IQK had -10.7 Kcal/mol in binding affinity
and it was higher than the binding affinity of curcumin about -8.4 Kcal/mol. However, it is suggested
that curcumin has the high potential as antioxidant and inhibitor to release Keap1-Nrf2 complex.

Keywords: Aging, antioxidant, curcumin, Keap1, Nrf2

Introduction

Curcumin is an herbal compound which derived from Curcuma longa rhizome. It is

not only antioxidant but also acts as an electrophilic compound which can trigger the

Nrf2/ARE signaling pathway to activate the antioxidative enzyme (Sikora et al., 2010;

Shen et al., 2013). Mice which treated diet with 0,2% tetrahydro curcumin at the age of

13 months had significantly longer average lifespan about 11,7% (Kitani et al., 2007). In

another research, curcumin also increasing the lifespan of Drosophila sp. (Shen et al.,
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2013). Those appropriate to recently data which documenting the effect of curcumin in

protecting against to diseases that related to aging and lifespan (Sikora et al., 2010).

Curcumin induces antioxidant defense by modulating Nrf2. When, curcumin interact to

Keap1, Nrf2 release and translocated into the nucleus where it binds to an antioxidant

responsive element in DNA to initiate gene expression of an antioxidant enzyme. That

enzyme will reduces free radicals and protect the cell from ROS (Gonzalez-Reyes et al.,

2013).

Nowadays, the application of computational or in silico approach had widely

applied for pharmacological studies. Such of methods had developed to discover novel

molecules which potentially activating protein target (Ekins et al., 2007). Docking

process is one kind of analysis in order to found small molecules with desired function

(Dallakyan & Olson, 2015). Then, the potential of small molecules can be analyzed based

on the biological activity prediction by PASS server. It indicated by Pa (probability

activity) and Pi (probability inactivity) score which vary from 0 to 1. Then, only Pa > Pi

which will be considered (Paramashivam et al., 2015). Therefore, this study aims to

investigate the potential of curcumin as an antioxidant to activate Nrf2 by inhibiting

Keap1-Nrf2 interaction using in silico approach.

Material and Methods

Ligand Preparation

The 3D structure of Curcumin (CID: 969516) was retrieved from PubChem

(www.pubchem.ncbi.nlm.nih.gov) in SDF format (Figure 1). Furthermore, it was

converted by Open Babel to PDB format for docking preparation.

http://www.pubchem.ncbi.nlm.nih.gov
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Figure 1. Two and Three-dimensional structure of curcumin

Biological activity analysis

Biological activity includes potential of antioxidant and free radical scavenger of

curcumin were predicted by PASS server

(http://www.pharmaexpert.ru/passonline/index.php). It indicated by Pa (Probability

activity) score.

Accession of target protein

The 3D structure of protein receptor Keap1 (PDBID: 4IQK) which bind to IQK ligand

was collected from Protein Data Bank (PDB) (www.rscb.org/pdb/home/home.do). It

opened by PyMol to separate from the ligand and another water molecule. This

optimization was essential for docking preparation (Figure 2).

Molecular docking analysis

Curcumin was docked to Keap1 receptor in a specific site similar to IQK as ligand

reference. Docking process was carried out by Pyrx AutoDock Vina. It was aimed to

calculate binding affinity score of the curcumin-Keap1 complex.

Molecular interaction analysis

The molecular interaction was analyzed by LigandScout to visualize and identify

interaction residues in the binding domain of curcumin and Keap1 receptor. Potential

inhibition of curcumin was indicated by molecular interaction of Keap1 which interacts

to curcumin.

http://www.pharmaexpert.ru/passonline/index.php
http://www.rscb.org/pdb/home/home.do
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Figure 2. Prepared model of Keap1 as protein target

Result and Discussion

Biological activity prediction of curcumin

The biological activity of the herbal compound was analyzed by PASS online server

with Structure Activity Relationship (SAR). It determined by score of Pa (probability

activity) and Pi (probability inactivity) with values vary from 0 to 1 (Paramashivam et al.,

2015). Curcumin was analyzed in order to find out the possible biological activity of

antioxidant and free radical scavenger. The analysis shows that curcumin obviously

determines as free radical scavenger which indicated by Pa score 0.771. Moreover,

curcumin also highly potentially as an antioxidant agent with Pa score 0.634 (Table 1).

The result is supported by Savcun et al., (2013); Menon & Sudheer (2007) which that as

antioxidant and free radical scavenger, curcumin inhibits oxidative DNA damage,

denaturation of cellular protein and lipid peroxidation.

Those Pa and Pi score considered to be measurement tools to predict active or inactive

compound respectively. The minimum standard of reliable value is 0.3. Biological
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activity with Pa > 0.7 indicates that the result of in silico assay will relatively similar to

laboratory assay, while Pa > 0.3 indicates that those compound potentially in silico

approach (Benchabane et al, 2009).

Table 1. Biological activity prediction of curcumin
Biological Activity Probability Activity (Pa)

Antioxidant
Free radical scavenger

0.634
0.771

While biological activity had known, then the potential of curcumin as an inhibitor of

Keap1 was analyzed by molecular docking processes using Pyrx Autodock Vina.

Molecular docking was conducted on the active site of Keap1 receptors which bind to

IQK ligand. IQK is a reference inhibitor which used as a control for comparison to

curcumin. It utilizes to investigate the potential of curcumin to inhibit the interaction of

Keap1 and Nrf2.

Nrf2 (NF-E2-Related Factor 2) is a transcription factor which interacts to its specific

repressor, Keap1 (Motohashi and Yamamoto, 2004). Nrf2 in responding to cytotoxic

stress is well defined. It signaling defends to against the oxidative stress including aging-

related diseases. But, Keap1 targets Nrf2 for ubiquitination and degradation by 26S

proteasome. Those resulting low-level expression of Nrf2 (Bruns et al., 2015).

Table 2. Binding affinity score of IQK and curcumin to Keap1 receptor
Protein receptor Ligand Binding affinity (Kcal/mol)

Keap1
(PDBID: 4IQK)

IQK -10.7
Curcumin -8.4

Based on Table 2, the results pointed out that IQK efficiently inhibits Keap1 receptor

with minimum binding affinity score about -10.7 Kcal/mol that compared to curcumin

which only has -8.4 kcal/mol. However, it suggested that curcumin potentially acts as an

inhibitor of Keap1 because it also has a binding affinity score which relatively low. In

addition, the result of docking process also showed molecular interaction while curcumin

binds to substrate binding domain of Keap1 in the SER508A, ALA556A, TYR525A,

TYR334A and ARG415A (Figure 3). Furthermore, it suggested that curcumin potentially
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as an inhibitor since it has strongly binding to Keap1 on the similar binding domain of

IQK.

Figure 3. Molecular interaction of curcumin with Keap1 protein receptor (blue) on
substrate binding domain (SER508A, ALA556A, TYR525A, TYR334A and ARG415A)

For inhibiting aging process, curcumin activates Nrf2 which is already in the

cytoplasm and remain bound to Keap1 receptor. Curcumin interact to Keap1, Nrf2

release and translocated into nucleus where it binds to an antioxidant responsive element

in DNA to initiate gene expression. Nrf2-regulated gene classified into phase II

xenobiotic-metabolizing, an antioxidant enzyme, DNA repair enzymes and anti-

inflammatory enzyme (Jockers, 2016) (Figure 4). That enzyme will reduce free radicals

and protect the cell from ROS for increasing the ability of the cell to repair (Gonzalez-

Reyes et al., 2013).

Conclusion

Curcumin is an herbal compound which known as antioxidant and severe potential.

Based on the result, curcumin has highly biological activity as an antioxidant and free

radical scavenger in high Pa score in each. Moreover, curcumin also strongly binding to

the active site of Keap1 and interact to the binding domain of Keap1 in SER508A,

ALA556A, TYR525A, TYR334A and ARG415A. It suggested that curcumin is highly

potentially as an inhibitor of Keap1 to activate for Nrf2 activation.
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Figure 4. Mechanism of Keap1 inhibition for activating Nrf2 (Jockers, 2016)
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Abstract
Premenopause is a physiological condition in a female individual that has entered the aging
period, a condition usually characterized by elevated MDA levels and decreased estrogen levels.
The objective of this study was to determine the level of ovarian MDA and estradiol serum levels
of premenopausal white rat blood after oral turmeric powder treatment. The animals used were 30
female Wistar strains white rat, age 12 months with an average body weight 200-250 g. The
animals were divided into 6 groups, namely the negative control group (P0) with 4 ml/day
distilled water treatment; positive control group (P1), this group was treated with pure curcumin
powder 6.75 mg/kg BW; treatment group 1 (P2), group was treated with turmeric powder 100
mg/kg BW; treatment group 2 (P3); treatment group 3 (P4); and treatment group 4 (P5), these
group were treated with turmeric powder at 200 mg/kg BW; 400 mg/kg BB; and 800 mg/kg BW
dose respectively. Oral Treatment was administered daily for 27 days. Blood collection was
performed on days 0, 14, and 28. The ovarian collection was conducted on day 28. MDA ovarian
level was measured using TBA method and blood serum estradiol level was measured using
ELISA method. The results exhibited that the positive control group (P1) and the treatment group
(P2-P5) showed significantly lower ovarian MDA levels compared with the negative control
group (P0). The turmeric powder dose 200 mg/kg BW (P3) can increase estradiol levels by day
14 (3.32 ± 0.26 ρg/mL) and at day 28 (4.01 ± 0.26 ρg/mL )
Keywords: menopause, turmeric powder, curcumin, malondialdehyde, estradiol
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Introduction

The age of an individual affects reproductive ability (Gougeon, 2003). Climacteric

is a transitional period from reproductive individuals to non-reproductive, which is
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divided into 4 stages. These stages are premenopausal, perimenopause, menopause, and

postmenopausal (te Velde & Pearson, 2002). The premenopausal stage is characterized

by a gradual decline in ovarian function, estrus cycle changes, slow follicular

development and reduced estrogen hormone production (Wright et al., 2006). Women

premenopausal stage occurs at around 40 years old (Gougeon et al., 1994), whereas a

decrease in ovarian function in mice is reported to occur at 8-12 months depending on the

strain (Cruz et al., 2016)

Turmeric powder contains curcumin that can function as an antioxidant (Shen et al.,

2012). Curcumin is an electrophilic component capable to activate Nuclear related factor

2 (Nrf2) which plays an important role in the transcription of second phases

detoxification enzymes, such as glutathione S-transferase (GST), NAD (P) H quinone

oxidoreductase 1 (NQO1 ) and glutamylcysteine synthetase (GCS) (Zhang, 2006). Phase

II detoxification enzyme groups protect cells from free radicals, especially from the ROS

group (Reyes et al., 2013). Reactive oxygen species (ROS) are part of free radicals

derived from cellular energy metabolism and steroidogenesis processes (Valko et al.,

2007).

Free radicals in the body are highly reactive (unstable) and can cause lipid

peroxidation (Favier, 1995). Lipid peroxidation may cause oxidative damage to long-

chain unsaturated fatty acids resulting in malondialdehyde (MDA). MDA levels are often

used as an index of measurement of free radical activity (Halliwell & Gutteridge, 2015).

Turmeric powder contains curcumin and its derivatives possess biological activity

as antioxidants or free radical degrader. Curcumin has an aromatic ring structure with one

phenolic hydroxy group on each of its aromatic rings (Schulz, 2008). This phenolic

hydroxy group function as a hydrogen atom donor in an unstable free radical so that it

becomes more stable (Valko et al., 2007).

Turmeric powder also contains phytosterols (β-sitosterol and stigmasterol) (Li et al.,

2011), phytosterol function as a precursor of the natural estrogen hormone (estrogenic

function) because structurally and functionally, phytosterols have a structure similar to

cholesterol which is a natural precursor synthesis of steroid hormones such as estrogen

(Kusmana et al., 2007).
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Turmeric powder contains curcumin which is an antioxidant and has a phenolic

hydroxy group (polyphenols). It is suspected to be an electron donor to unstable free

radicals (Valko et al., 2007). The content of curcumin in turmeric powder is expected to

reduce the levels of MDA which is a product of the lipid peroxidation process, where the

process of lipid peroxidation is caused by the presence of free radicals which is a product

of the body's normal metabolism. Turmeric powder also contains phytosterol that are

thought to function as precursors of steroid hormones synthesis such as estradiol

(Kusmana et al., 2007). Hence its administration is orally expected to increase hormone

estradiol level.

Materials and Methods

Research Design

The research design was a complete randomized design with 6 treatments. Each

treatment was repeated 5 times. The treatment consisted of several groups, which are

described as follows:

a. The negative control group (P0), a group of animals with 4 ml distilled water

b. The positive control group (P1), a group of animals administered pure curcumin

at a dose of 6.75 mg/kg bw (Jurenka, 2009)

c. The treatment group 1 (P2), a group of animals treated with 100 mg/kg bw

turmeric powder (Somchit et al., 2005)

d. The Treatment group 2 (P3), a group of animals which was administered with 200

mg/kg bw turmeric powder

e. The Treatment group 3 (P4), a group of animals which was administered with 400

mg/kg bw turmeric powder

f. The Treatment group 4 (P5), a group of animals treated with 800 mg/kg bw

turmeric powder

Animals

The study were conducted on 30 white female rats (Rattus norvegicus) wistar strain,

age 12 months, with an average weight of 200-250 g. The animals were obtained from

LPPT Gajah Mada University.
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Research Method

The treatment of turmeric powder is given orally on daily basis for 27 days. Blood

collection was performed on days 0, 14 and 28, followed by a procedure for measurement

of blood serum estradiol levels using the ELISA method. On the 28th day, the animals

were subject to cervical dislocation (breaking of the neck) prior to surgery. Surgery and

ovarian organ collection were performed for the procedure of measuring MDA ovarian

level using TBA method.

Determination of MDA Level by TBAMethod

Measurement of MDA levels of the ovaries used thiobarbituric acid (TBA)

reagents. Rats ovary organ was washed using saline phosphate buffer, then crushed using

mortar. A potassium chloride buffer solution with ratio 1:10 were added afterward. The

homogenate is inserted into a polypropylene tube (microtube) and centrifuged at

10,000rpm for 10 minutes at 4°C. The supernatant was taken at 50μL and 500μL TBA,

and 250μL trichloroacetic acid (TCA) were then homogenized. The homogenate was

heated using waterbath at 100°C for 5 min, then centrifuged at 12,000rpm for 5 min, at

25oC. Absorbance value was determined using UV spectrophotometer at 532nm

wavelength (Schemedes & Helmer, 1989).

Determination of Estradiol Hormone Level by ELISA Method

Blood collection is done by cutting the tail end of the animals, the blood dripping

from the tail end is immediately accommodated into the EDTA tube. After set aside for 2

hours, it was then centrifuged at 3000rpm for 10minutes to obtain serum. The serum was

analyzed by ELISA method using estrogen ELISA kit (Elabscience brand) to determine

estradiol hormone levels.

The reagent was left at room temperature (18-25°C) before use, coating was

conducted into well microplate, micropipeting 50μL standard solution, and samples were

put into well microplate on different columns, 100μL estradiol enzym conjugate for each

microplate, incubation at 37°C for 2 hours in dark place and covered with aluminum foil,

then washed with 300μL washing solution, repeated for 5 times. 100μl TBM substrate

solution was added to each microplate according to the sequence. It was incubated for 20

minutes at room temperature, covered with aluminum foil. 50μL stop solution were dded

into each microplate gently to stop the reaction. Well microplate is inserted into Elisa
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Spectrophotometere. It was then analyzed and observed at 450nm wavelength (Crowther,

2001).

Results and Discussion

A group of animals treated with pure curcumin powder (positive control) and a

group of animals treated with turmeric powder showed significantly decreased MDA

levels compared with the negative control group (aquadest). The positive control group

(P1) showed the lowest decrease in MDA levels of 24.86 ± 5.77 μmol/g (Table 1).

Decreased levels of MDA after turmeric powder treatment is suspected because of the

content of curcumin that serves as an antioxidant. The provision of curcumin therapy can

reduce levels of MDA in the parotid gland of white rats (Darwadi et al. 2013). Curcumin

has antioxidant activity, a superoxide scavenger, and free radical degrader (Kohli et al.

2005). Curcumin is also thought to have a function as a species reactive oxygen cleaner

and reactive nitrogen species or is responsible for protecting DNA against damage caused

by free radicals and protecting hepatocytes from various toxins (Schulz, 2008).

Table 1. MDA level (μmol/g) of premenopausal ovarian white rats after turmeric powder
treatment

Parameter aquades pure dose dose dose dose
Curcumin 100mg/kg BW 200mg/kg BW 400mg/kg BW 800mg/kg BW

MDA 76,86±10,06b 24,86±5,77a 40,2±9,16a 42,86±4,61a 42,2±8,71a 44,2±6,95a

Note: numbers with different letter superscript exhibits significantly different nature (α <0,05).

The function of curcumin as an antioxidant and free radical degrader is thought

due to curcumin structure having phenolic groups, which can donate H + electrons to

reactive free radicals. Hence causing them to be more stable (Barzegar & Movahedi,

2011).

Free radicals are a product of the body's normal metabolism. One of the free

radical is the Reactive Oxygen Species (ROS) group (Favier, 1995). ROS can cause lipid

peroxidation, a chain reaction that will produce MDA, inhibition of the free radical

activity of ROS group by curcumin will inhibit also lipid peroxidation process and cause

decreasing MDA production (Venugopal & Adluri, 2007).
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The antioxidant mechanism of curcumin possessing phenolic group is a hydrogen

atom donor. The antioxidant compound (AH) can provide the hydrogen atom rapidly to

the lipid radical (R●, ROO●) and convert it to a more stable form (RH and ROH), while

the antioxidant radical derivative (A●) has a more stable state compared to lipid radical

( Halliwell & Gutteridge, 2015).

R●+ AH→ RH + A●

ROO● + AH→ ROH + A●

Pure curcumin powder and turmeric powder treatment may increase serum

estradiol levels of test animals on the measurement at day 14’s estradiol levels, except

turmeric rhizome 100 mg / kg BW (P2) dose which exhibits no improvement compared

to control group. Based on estradiol level measurement on day 28, only 200 mg / kg (P3)

dose treatment showed an increase in estradiol levels compared with negative controls

(Table 2).

Table 2. Estradiol level (ρg/mL) of premenopausal white rat blood serum after turmeric
powder treatment

Blood aquadest pure dose dose dose dose
Collection curcumin 100mg/kg BW 200mg/kg BW 400mg/kg BW 800mg/kg
BW
day

0 0,94±0,19a 0,94±0,19a 0,89±0,20a 0,83±0,13a 1,01±0,20a 0,89±0,04a
14 0,94±0,21a 2,86±0,18b 0,73±0,17a 3,32±0,26b 3,49±0,35bc 3,41±0,36bc

Note: numbers with different letter superscript exhibits significantly different nature (α <0,05).

Increased estradiol levels of white rats blood serum after turmeric powder

treatment is suspected due to the phytoestrogen compounds content in the form of

phytosterols on turmeric powder β-sitosterol and stigmasterol (Li et al., 2011). Thakur et

al., (2009) explains that the content of phytoestrogens in turmeric powder ethanol extract

can increase rats blood serum estrogen levels. Phytoestrogens likely to directly or

indirectly affect elevated rats estrogen level (Zhao & Mu, 2011), the indirect effect of

phytoestrogens on estrogen levels increase is a structural and functional similarity of

phytoestrogens with cholesterol, possessing estrogenic function as a natural precursor of

the synthesis of steroid hormones such as estrogen (Kusmana et al., 2011).
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Estrogen is a steroid hormone that has an estrogenic function with many pathways,

one of which is affecting the secretion of hormones FSH and LH through a feedback

mechanism (Armstrong, 2011). The main natural estrogens in humans are estradiol,

estrone, and estriol. Estradiol and estrone are produced by ovarian granulosa and ovarian

cells, while estriol degrades estradiol, estrone, and the production of the placenta (Turner

& Bagnara, 1988).

The estrogenic potential of phytoestrogens on turmeric powder was sugested can

increases estrogen levels in the blood (Maligalig et al., 1994). The content of turmeric

powder is similar to cholesterol structure. It serves as a precursor to the synthesis of

steroid hormones such as estrogen (Kusmana et al., 2011).

Phytoestrogens may possess direct effect on increased blood estrogen levels by a

direct action of phytoestrogens in ovarian granulosa cells (Zhao & Mu, 2011). Direct

action of phytoestrogens in estrogen levels increase, for example by the addition of

phytoestrogens from outside the body (exogenous estrogens) will work by blocking the

production of Gonadotropin Releasing Hormone (GnRH) from the hypothalamus which

will impact on the reduced production of FSH and LH hormones from the pituitary, the

ovarian follicle develops a minimum and does not ovulate, this condition will retain

follicular granulosa cells to continue producing estrogen (Thakur et al., 2009).

Conclusion

The treatment of turmeric powder administered orally can significantly decrease

mature ovarian MDA levels. Treatment of turmeric powder at a dose of 200 mg/kg BW

may increase the blood estradiol levels of white rats on days 14 and 28.
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Lampiran 6. Contoh analisis data hasil penelitian
NPAR TESTS
/K-S(NORMAL)=MDAspektro
/MISSING ANALYSIS.
NPar Tests

Notes

Output Created 22-OCT-2018 00:04:30

Comments

Input

Active Dataset DataSet0

Filter <none>

Weight <none>

Split File <none>

N of Rows in Working Data

File
18

Missing Value Handling

Definition of Missing
User-defined missing values

are treated as missing.

Cases Used

Statistics for each test are

based on all cases with valid

data for the variable(s) used

in that test.

Syntax

NPAR TESTS

/K-

S(NORMAL)=MDAspektro

/MISSING ANALYSIS.

Resources

Processor Time 00:00:00.00

Elapsed Time 00:00:00.00

Number of Cases Alloweda 196608

a. Based on availability of workspace memory.

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

MDAspektro

N 18

Normal Parametersa,b
Mean 45.2000

Std. Deviation 17.31711

Most Extreme Differences

Absolute .209

Positive .209

Negative -.108

Kolmogorov-Smirnov Z .887

Asymp. Sig. (2-tailed) .411
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a. Test distribution is Normal.

b. Calculated from data.

ONEWAY MDAspektro BY perlakuan
/STATISTICS DESCRIPTIVES HOMOGENEITY
/MISSING ANALYSIS
/POSTHOC=TUKEY ALPHA(0.05).

Oneway
Notes

Output Created 22-OCT-2018 00:05:20

Comments

Input

Active Dataset DataSet0

Filter <none>

Weight <none>

Split File <none>

N of Rows in Working Data

File
18

Missing Value Handling

Definition of Missing
User-defined missing values

are treated as missing.

Cases Used

Statistics for each analysis

are based on cases with no

missing data for any variable

in the analysis.

Syntax

ONEWAY MDAspektro BY

perlakuan

/STATISTICS

DESCRIPTIVES

HOMOGENEITY

/MISSING ANALYSIS

/POSTHOC=TUKEY

ALPHA(0.05).

Resources
Processor Time 00:00:00.02

Elapsed Time 00:00:00.03
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MDA N Mean Std. Deviation Std. Error 95% Confidence Interval for Mean Minimum

Lower Bound Upper Bound

P0 3 76.8667 10.06645 5.81187 51.8602 101.8731 66.20

P1 3 24.8667 5.77350 3.33333 10.5245 39.2088 18.20

P2 3 40.2000 9.16515 5.29150 17.4325 62.9675 30.20

P3 3 42.8667 4.61880 2.66667 31.3929 54.3404 40.20

P4 3 42.2000 8.71780 5.03322 20.5438 63.8562 36.20

P5 3 44.2000 6.92820 4.00000 26.9894 61.4106 36.20

Total 18 45.2000 17.31711 4.08168 36.5884 53.8116 18.20

Descriptives
MDAspektro

Maximum

P0 86.20

P1 28.20

P2 48.20

P3 48.20

P4 52.20

P5 48.20

Total 86.20

Test of Homogeneity of Variances
MDAspektro

Levene Statistic df1 df2 Sig.

.574 5 12 .719

ANOVA

MDAspektro

Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups 4370.000 5 874.000 14.407 .000

Within Groups 728.000 12 60.667

Total 5098.000 17
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Post Hoc Tests
Multiple Comparisons

Dependent Variable: MDAspektro

Tukey HSD

(I) perlakuan (J) perlakuan Mean Difference

(I-J)

Std. Error Sig. 95% Confidence Interval

Lower Bound Upper Bound

P0

P1 52.00000* 6.35959 .000 30.6386 73.3614

P2 36.66667* 6.35959 .001 15.3053 58.0280

P3 34.00000* 6.35959 .002 12.6386 55.3614

P4 34.66667* 6.35959 .002 13.3053 56.0280

P5 32.66667* 6.35959 .003 11.3053 54.0280

P1

P0 -52.00000* 6.35959 .000 -73.3614 -30.6386

P2 -15.33333 6.35959 .226 -36.6947 6.0280

P3 -18.00000 6.35959 .119 -39.3614 3.3614

P4 -17.33333 6.35959 .140 -38.6947 4.0280

P5 -19.33333 6.35959 .085 -40.6947 2.0280

P2

P0 -36.66667* 6.35959 .001 -58.0280 -15.3053

P1 15.33333 6.35959 .226 -6.0280 36.6947

P3 -2.66667 6.35959 .998 -24.0280 18.6947

P4 -2.00000 6.35959 .999 -23.3614 19.3614

P5 -4.00000 6.35959 .986 -25.3614 17.3614

P3

P0 -34.00000* 6.35959 .002 -55.3614 -12.6386

P1 18.00000 6.35959 .119 -3.3614 39.3614

P2 2.66667 6.35959 .998 -18.6947 24.0280

P4 .66667 6.35959 1.000 -20.6947 22.0280

P5 -1.33333 6.35959 1.000 -22.6947 20.0280

P4

P0 -34.66667* 6.35959 .002 -56.0280 -13.3053

P1 17.33333 6.35959 .140 -4.0280 38.6947

P2 2.00000 6.35959 .999 -19.3614 23.3614

P3 -.66667 6.35959 1.000 -22.0280 20.6947

P5 -2.00000 6.35959 .999 -23.3614 19.3614

P5

P0 -32.66667* 6.35959 .003 -54.0280 -11.3053

P1 19.33333 6.35959 .085 -2.0280 40.6947

P2 4.00000 6.35959 .986 -17.3614 25.3614

P3 1.33333 6.35959 1.000 -20.0280 22.6947

P4 2.00000 6.35959 .999 -19.3614 23.3614

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.



102

Homogeneous Subsets

MDAspektro
Tukey HSD

perlakuan N Subset for alpha = 0.05

1 2

P1 3 24.8667

P2 3 40.2000

P4 3 42.2000

P3 3 42.8667

P5 3 44.2000

P0 3 76.8667

Sig. .085 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are

displayed.
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Lampiran 7. Dosis Cekok Perlakuan

Dosis cekok

Dosis 1 (P2);
100mg/kgBB = 100 x 0,018 = 1,8 (konversi)
Dosis cekok = 1,8 x 1000/200 = 9mg

Dosis 2 (P3);
200mg/kgBB = 200 x 0,018 = 3,6
Dosis cekok = 3,6 x 1000/200 = 18mg

Dosis 3 (P4);
400mg/kgBB = 400 x 0,018 = 7,2
Dosis cekok = 7,2 x 1000/200 = 36mg

Dosis 4 P5);
800mg/kgBB = 800 x 0,018 = 14,4
Dosis cekok = 14,4 x 1000/200 = 72mg

Masing-masing dosis cekok dilarutkan dalam 3ml aquades, untuk 1 ekor tikus setiap hari.

Dosis kurkumin murni (P1);
375mg/kgBB = 375 x 0,018 = 6,75
6,75 x 1000/200 = 33,75mg (dicampur dalam 3ml aquades, untuk 1 ekor tikus setiap hari).
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Lampiran 8. Sertifikat laik etik
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Lampiran 9. Sertifikat bebas plagiasi
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