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Efek Pemberian Jus Kecambah Brokoli (Brassica oleracea L. botrytis Var.) dalam
Mencegah Agregasi Protein Lensa pada Tikus Model Diabetes

Ayu Puspitasari !, Nina Handayani 2
liImu Kesehatan Mata Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya
Rumah Sakit Umum Dr. Saiful Anwar Malang

Tujuan: Mengetahui efek pemberian jus kecambah brokoli dalam mencegah agregasi protein
lensa pada tikus model diabetes.

Metode: Penelitian ini merupakan eksperimental laboratoris in vivo pada 25 tikus Wistar jantan
yang dibagi dalam kelompok kontrol negatif, tikus diabetes tanpa perlakuan jus sebagai kontrol
positif dan tikus diabetes yang diberi jus kecambah brokoli 0,25 gram/hari, 0,5 gram/hari dan
1 gram/hari selama 28 hari. Kondisi diabetes didapatkan dengan pemberian streptozotocin 65
mg/kgbb single dose intraperitoneal. Pada akhir perlakuan, semua tikus dilakukan pemeriksaan
kadar gula darah puasa (GDP), derajat katarak menggunakan biomikroskopi slit lamp dan
ekspresi aB-crystallin lensa menggunakan metode Western blot.

Hasil: Perlakuan jus kecambah brokoli secara signifikan menurunkan derajat katarak, kadar
glukosa darah, dan ekspresi aB-crystallin lensa agregrasi, namun meningkatkan ekspresi aB-
crystallin native lensa pada tikus model diabetes (p <0,05).

Kesimpulan: Jus kecambah brokoli berpengaruh yang signifikan dalam mencegah agregasi
protein lensa pada tikus model diabetes, dimana semakin tinggi dosis yang diberikan akan
semakin memberikan gambaran derajat katarak yang lebih ringan, ekspresi aB-crystallin native
lensa yang lebih tinggi dan ekspresi aB-crystallin agregrasi lensa yang lebih rendah.

Kata Kunci: katarak diabetik, kecambah brokoli, stres oksidatif, aB-crystallin lensa.
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Broccoli Sprouts Juice (Brassica oleracea L. botrytis Var.) Prevents Lens Protein
Aggregation in Streptozotocin-induced Diabetic Rat

Ayu Puspitasari, Nina Handayani
Department of Ophthalmology, Faculty of Medicine, Universitas Brawijaya
dr. Saiful Anwar General Hospital, Malang — Indonesia

Abstract

AIM: To investigate the effect of broccoli sprouts juice in preventing lens protein aggregation
in diabetic rat model.

METHODS: This study was a laboratory experimental in vivo of 25 male Wistar rats. They
were divided into negative control group, diabetic group without juice treatment as positive
control and diabetic group given broccoli sprouts juice 0.25 g/day, 0.5 g/day and 1 g/day for 28
days. Diabetic rat model was obtained by administering a single dose streptozotocin 65 mg/kg
intraperitoneal. At the end of the study, all rats were examined for fasting blood sugar level
(FBS), visual cataract score using slit lamp biomicroscope and lens aB-crystallin expression
using Western blot method. And statistical analysis was performed using one way ANOVA
with post hoc test, correlation test, and simple linear regression.

RESULTS: Broccoli sprout juice treatment significantly reduced cataract scores, blood glucose
levels, and lens aggregated aB-crystallin expression, but increased the expression of lens native
aB-crystallin in diabetic rat models (p<0.05).

CONCLUSION: Broccoli sprout juice has a significant effect in preventing lens protein
aggregation in diabetic rat model. The higher dose gives better visual cataract scores, lower
lens aggregated aB-crystallin expression and higher lens native aB-crystallin expression.

KEYWORDS: diabetic cataract, broccoli sprouts, oxidative stress, aB-crystallin lens.
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Katarak sampai saat ini masih menjadi penyebab kebutaan pertama di
dunia. Menurut data WHO terbaru, katarak bertanggung jawab terhadap 51%
kebutaan dunia dan 33% gangguan penglihatan. Sebagian besar penyebab
kebutaan oleh karena katarak (hampir 90%) ditemukan di negara berkembang.
Sedangkan diabetes mellitus merupakan penyakit kronis yang mengalami
peningkatan jumlah penderita setiap tahun di seluruh dunia dan merupakan salah
satu faktor resiko terjadinya katarak. Studi — studi telah membuktikan bahwa
hiperglikemia kronis dapat menginduksi produksi berlebihan dari reactive oxygen
species (ROS), yang berperan pada patogenesis dari komplikasi diabetes,
termasuk katarak diabetik. Jumlah ROS yang tinggi secara langsung mengganggu
fungsi fisiologis makromolekul seluler, dan selanjutnya memicu kekeruhan pada
lensa.l®

Saat ini, operasi ekstraksi katarak dengan implantasi intraocular lens
implant (IOL), adalah terapi utama untuk katarak diabetik. Namun, operasi juga
dapat memberikan komplikasi postoperatif yang serius, seperti infeksi, edema
kornea, dan peningkatan tekanan intra okuli (TIO), khususnya pada pasien usia
tua dan kondisi hiperglikemik. Sehingga, penting untuk mengembangkan strategi
terapeutik yang efektif untuk mencegah dan menghambat progresifitas dari
katarak diabetik, diantaranya adalah multivitamin dan antioksidan.®

Brokoli adalah sumber senyawa bioaktif, seperti karotenoid, senyawa
fenolik, vitamin C, dan terutama glukosinolat, dimana semua senyawa bioaktif
tersebut memiliki aktivitas antioksidan. Glukosinolat adalah salah satu senyawa
nutraceutical yang paling khas dalam sayuran cruciferous, termasuk brokoli dan
sulforafan (produk hidrolisis dari glukosinolat) merupakan antikosidan long acting
yang paling poten hingga saat ini. Brokoli adalah sumber sulforafan terbaik sejauh
ini dan kandungan sulforafan pada kecambah brokoli lebih banyak dibandingkan
dengan yang ada pada brokoli dewasa. Pada studi — studi eksperimental
membuktikan bahwa sulforafan mengaktivasi faktor transkripsi Nrf2 (nuclear factor
erythroid 2 — related factor — 2) yang mengikat elemen — elemen yang merespon
antioksidan di area promotor dari gen target, sehingga meningkatkan pertahanan

seluler dalam melawan stres oktidatif. Sehingga berdasarkan paparan di atas,



kami ingin mengetahui pengaruh pemberian jus kecambah brokoli dalam
mencegah agregasi protein lensa pada tikus model diabetes.5°

1.2. Rumusan Masalah

Apakah terdapat pengaruh pemberian jus kecambah brokoli dalam

mencegah agregasi protein lensa pada tikus model diabetes?
1.3. Tujuan

Mengetahui pengaruh pemberian jus kecambah brokoli dalam mencegah
agregasi protein lensa pada tikus model diabetes.

1.4. Manfaat Penelitian

— Mengetahui manfaat jus kecambah brokoli sebagai antioksidan dalam
mencegah agregasi protein lensa

— Sebagai landasan penelitian selanjutnya yaitu penelitian tentang efek
dalam jus kecambah brokoli sebagai sebagai salah satu pilihan terapi

pencegahan terhadap katarak diabetik pada pasien diabetes mellitus
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2.1. Lensa
2.1.1. Anatomi

Lensa merupakan suatu struktur bikonveks yang transparan, asimetris,
dengan bagian ekuator yang membulat. Lensa terletak tepat di bagian posterior
dari iris dan kamera okuli posterior, serta berada di sebelah anterior dari
permukaan vitreus yang disebut fossa lentikularis. Zonula zinii mempertahankan
posisi lensa agar tetap berada pada tempatnya, dan menghubungkannya dengan
bagian yang tidak berpigmen dari prosesus siliaris. Lensa mengandung 65 % air
dan 35 % protein. Kandungan protein dalam lensa dua kali lebih banyak daripada
jaringan tubuh yang lain.°

Lensa tersusun dari sel ektodermal pada berbagai macam tahap
diferensiasi, dikelilingi oleh kapsul lensa (lamina basal). Di anterior mereka
membentuk sebuah monolayer epitel sedangkan di dalamnya mereka disusun
oleh serat lensa yang tersusun secara konsentris, yang membentuk sebagian
besar lensa. Serat lensa paling superfisial aktif secara metabolik, dan merupakan
sel inti sedangkan serat yang lebih dalam adalah organelle-free.!*

Serat lensa berasal dari sel epitel lensa yang mengalami mitosis dan
diferensiasi. Selama proses ini, sel mengalami pemanjangan, mengandung protein
lensa larut air (crystallin) dalam jumlah besar, dan kehilangan nukleus serta
organel —organel selnya. Dengan adanya kandungan crystallin (a, 3, y) yang tinggi
dalam sitoplasma serat lensa, memungkinkan lensa untuk mempunyai indeks
refraksi yang tinggi.*%**

Dengan adanya serat lensa baru yang terus dibentuk menyebabkan serat
lensa yang lama secara perlahan akan terdorong makin dalam ke dalam lensa.
Serat lensa yang tua ini kehilangan nukleusnya dan menjadi lebih padat, dan
membentuk nukleus lensa yang makin lama akan makin membesar. Massa serat
lensa baru yang terbentuk akan membentuk korteks lensa, dan terletak di bagian
perifer/lapisan luar dari lensa. Serat lensa di daerah korteks mempunyai

konsistensi yang lebih lunak dibandingkan serat lensa di daerah nukleus.®



2.1.2. Komposisi Lensa

Lensa terdiri atas air (65%), protein (35%) yang merupakan kandungan
protein tertinggi di antara jaringan - jaringan tubuh, dan sedikit sekali mineral
dibandingkan jaringan tubuh lainnya. Kandungan kalium lebih tinggi di lensa
daripada dijaringan lain. Asam askorbat dan glutation terdapat dalam bentuk
teroksidasi maupun tereduksi. Lensa tidak memiliki serabut saraf, pembuluh
darah, dan jaringan ikat.1%1!

Protein lensa dapat dibagi menjadi dua berdasarkan kelarutannya dalam
air, yaitu protein laut air (protein sitoplasmik) dan protein tidak larut air (protein
sitoskeletal). Fraksi protein larut air sebesar 90% dari seluruh protein lensa yang
terdiri atas crystallin. Crystallin adalah protein intraselular yang terdapat pada
epitel dan membran plasma dari sel serat lensa. Crystallin terbagi atas a-, 3-, dan
y-crystallin,10-11

a-crystallin adalah tipe yang paling dominan pada lensa mata, yaitu hingga
50% dari total protein larut air dan terdiri dari 2 tipe subunit, yaitu A dan B yang
berhubungan secara tidak kovalen membentuk agregat dengan rata-rata berat
molekul 800 kDa. Masing-masing subunit memilki massa molekul sekitar 20 kDa,
yang membentuk heteromerkompleks yang berisi sekitar 30 subunit. a-crystallin
kompleks berikatan dengan protein yang terdenaturasi sebagian dan
mencegahnya dari proses agregasi. Fungsi utama mereka dalam sel — sel serat
lensa adalah menghambat denaturasi komplit dan insolubilisasi dari kristalin —
kristalin lainnya. Ekspresi aB-crystallin terdeteksi dalam berbagai jaringan, seperti
kornea, lensa, saraf optik, retinal glia, astrosit, sel Muller, jantung, otot skleletal,
kulit, ginjal, otak dan paru-paru. Meskipun, peran langsung a-crystallin pada
jaringan non lentikular tidak diketahui. Sedangkan ekspresi aA-crystallin hanya
dideteksi pada lensa dan retina.1%!

a-crystallin terlibat dalam transformasi sel epitel menjadi serat lensa. Laju
sintesis a-crystallin tujuh kali lebih cepat di sel epitel daripada di serat kortikal,
mengindikasikan penurunan laju sintesis setelah transformasi. a-crystallin
melakukan peran kunci dalam menjaga transparansi lensa, tidak hanya sebagai
protein struktural, tapi sebagai chaperone/pendamping lensa yang menjaga
protein pada bentuk aslinya. Hal ini terutama relevan dengan penjagaan (-
crystallin dan y-crystallin, selain itu juga berlaku untuk sejumlah enzim dan protein
fungsional, seperti Na*/K*ATPase. Fungsi utamanya adalah untuk meminimalkan

perubahan konformasional dan unfolding yang merupakan karakteristik denaturasi



protein. Molekul a-crystallin oligomerik ada dalam keadaan dinamis dimana
subunitnya terus diganti dengan asosiasi dan disosiasi yang cepat. Hal ini penting
untuk fungsi pendamping (chaperone).

B-crystallin dan y-crystallin terdiri dari beberapa protein yang terkait dengan
sequence dan struktur, memiliki rangkaian asam amino homolog dan struktur yang
sama sehingga dapat dipertimbangkan sebagai satu famili protein. B-crystallin
terdiri dari empat subunit asam dan tiga subunit dasar yang memiliki berat molekul
dalam kisaran 22—-28 kDa, sedangkan y-crystallin memiliki 7 jenis subunit yang
berbeda dengan berat molekul sekitar 20 kDa. Pada lensa manusia, yD-crystallin
dan yE-crystallin tidak diekspresikan, namun ditemukan dalam lensa bovine.111

Protein lensa yang tidak larut air dapat dibagi menjadi dua, yaitu protein
yang larut dalam urea dan yang tidak larut dalam urea. Fraksi yang larut dalam
urea terdiri atas protein sitoskeletal yang berfungsi sebagai rangka struktural sel
lensa. Fraksi yang tidak larut urea terdiri atas membran plasma serat lensa.°

Major Intrinsic Protein (MIP) adalah protein yang menyusun membran
plasma sebesar 50%. MIP pertama sekali muncul di lensa ketika serat lensa mulai
memanjang dan dapat di jumpai di membran plasma di seluruh massa lensa. MIP
berhubungan dengan diferensiasi sel menjadi serat lensa. Namun, MIP tidak

dijumpai pada sel epitel.°
2.1.3. Metabolisme Lensa

Tujuan utama dari metabolisme lensa adalah mempertahankan
ketransparanan lensa. Lensa mendapatkan energi terutama melalui metabolisme
glukosa anaerobik. Komponen penting lain yang dibutuhkan lensa adalah bentuk
NADPH tereduksi yang didapatkan melalui jalur pentosa yang berfungsi sebagai
agen pereduksi dalam biosintesis asam lemak dan glutation. Metabolisme

berbagai zat di lensa adalah sebagai berikut:*?
— Metabolisme glukosa

Glukosa memasuki lensa dari aqueous humor melalui difusi sederhana dan
facilitated diffusion. Kira-kira 90 — 95% glukosa yang masuk ke lensa akan
difosforilasi oleh enzim hexokinase menjadi glukosa-6-fosfat. Hexokinase akan
tersaturasi oleh kadar glukosa normal pada lensa sehingga apabila kadar glukosa
normal telah dicapai, maka akan reaksi ini akan terhenti. Glukosa-6-fosfat yang

terbentuk ini akan digunakan di jalur glikolisis anaerob dan jalur pentosa fosfat.'?



Lensa tidak dilalui pembuluh darah sehingga kadar oksigen lensa sangat
rendah. Oleh karena itu, metabolisme utamanya berlangsung secara anaerob
yaitu glikolisis anaerob. Sebesar 70% ATP lensa dihasilkan melalui glikolisis
anaerob. Walaupun kira-kira hanya 3% dari glukosa masuk ke siklus Krebs, tetapi
siklus ini menghasilkan 25% dari seluruh ATP yang dibentuk di lensa.*12

Jalur lain yang memetabolisme glukosa-6-fosfat adalah jalur pentosa
fosfat. Kira-kira 5% dari seluruh glukosa lensa dimetabolisme oleh jalur ini dan
dapat distimulasi oleh peningkatan kadar glukosa. Aktivitas jalur pentosa fosfat di
lensa lebih tinggi dibandingkan di jaringan lain untuk menghasilkan banyak
NADPH yang berfungsi untuk mereduksi glutation.?

Jalur lain yang berperan dalam metabolisme glukosa di lensa adalah jalur
sorbitol. Ketika kadar glukosa meningkat, seperti pada keadaan hiperglikemik, jalur
sorbitol akan lebih aktif dari pada jalur glikolisis sehingga sorbitol akan
terakumulasi. Glukosa akan diubah menjadi sorbitol dengan bantuan enzim yang
berada di permukaan epitel yaitu aldosa reduktase. Lalu sorbitol akan
dimetabolisme menjadi fruktosa oleh enzim poliol dehidrogenase. Enzim ini
memiliki afinitas yang rendah, artinya sorbitol akan terakumulasi sebelum dapat
dimetabolisme, sehingga menyebabkan retensi sorbitol di lensa. Selanjutnya
sorbitol dan fruktosa menyebabkan tekanan osmotik meningkat dan akan menarik
air sehingga lensa akan menggembung, sitoskeletal mengalami kerusakan, dan

lensa menjadi keruh.*?
— Metabolisme protein

Konsentrasi protein lensa adalah konsentrasi protein yang tertinggi dari
seluruh jaringan tubuh. Sintesa protein lensa berlangsung seumur hidup. Sintesis
protein utama adalah protein crystallin dan Major Intrinsic Protein (MIP). Sintesa
protein hanya berlangsung di sel epitel dan di permukaan serabut kortikal.?

Lensa protein dapat stabil dalam waktu yang panjang karena kebanyakan
enzim pendegradasi protein dalam keadaan normal dapat diinhibisi. Lensa dapat
mengontrol degradasi protein dengan menandai protein yang akan didegradasi
dengan ubiquitin. Proses ini berlangsung di lapisan epitelial dan membutuhkan
ATP.22

— Glutation

Glutation adalah suatu senyawa tripeptida yang mengandung gugusan

thiol (sulfhidril = -SH) dan mempunyai berat molekul rendah. Glutation terdiri dari



3 asam amino yaitu glisin, sistein dan asam glutamat. Glutation disintesa secara
aktif dalam lensa dan eritrosit. Karena itu dalam lensa dan eritrosit, glutation
didapatkan dalam jumlah yang sangat tinggi. Kadar glutation dalam lensa adalah
6,5-15 yM/g dan dalam eritrosit adalah 2-2,5 pM/g. Sebagian besar senyawa
tersebut terdapat dalam bentuk glutation tereduksi (GSH) dan hanya 2-5%
terdapat dalam bentuk glutation teroksidasi (GSSG) dalam tubuh manusia.
Senyawa ini merupakan salah satu antioksidan yang sangat potensial dalam tubuh
manusia, yang merupakan scavenger kuat terhadap spesies oksigen reaktif
sehingga memberikan perlindungan bagi stres oksidatif.11-14

Glutation berperan dalam mempertahankan ketransparanan lensa dengan
mempertahankan integritas sel dengan cara menjaga grup sulfhidril (SH) protein
lensa tetap dalam bentuk tereduksi sehingga mencegah agregasi protein.
Sebagaimana oksidasi yang terjadi akan menyebabkan cross-linked protein
sehingga terjadi agregrasi dan mengganggu kejernihan lensa. Selain itu, glutation
berperan dalam mempertahankan permeabilitas membran dengan melindungi
grup SH yang diperlukan dalam transport kation dan dalam transportasi asam
amino sebagai donor Y-glutamil pada gugus a-amino dari asam amino sistein atau
glutamin yang secara tidak langsung juga berperan dalam transport ion, dengan
melindungi gugus sulfhidril dari Na*K*ATPase. Kemudian glutation juga berfungsi
melindungi dari kerusakan oksidatif, dimana glutation merupakan ko-enzim
beberapa reaksi dalam sistem oksidasi-reduksi dan mampu mengikat aldehid yang
terbentuk dari proses peroksidase lemak oleh radikal bebas dan zat xenobiotik
lainnya dan kemudian mendetoksifikasikannya menjadi asam merkapturat dengan

bantuan enzim glutation S-transferase.!*4
— Mekanisme antioksidan

Lensa dapat mengalami kerusakan akibat radikal bebas seperti reactive
oxygen species (ROS). ROS adalah sebutan untuk sekelompok radikal oksigen
yang sangat reaktif, merusak lipid, protein, karbohidrat dan asam nukleat. Contoh-
contoh radikal oksigen adalah anion superoksida (O>), radikal bebas hidroksil
(OH"), radikal peroksil (ROO"), radikal lipid peroksil (LOOH), oksigen tunggal (O2),
dan hidrogen peroksida (H.0,). Mekanisme kerusakan yang diakibatkan oleh
spesies oksigen reaktif adalah peroksidasi lipid membran membentuk
malondialdehida, yang akan membentuk ikatan silang antara protein dan lipid

membran sehingga sel menjadi rusak. Polimerisasi dan ikatan silang protein



tersebut menyebabkan agregasi kristalin dan inaktivasi enzim-enzim yang
berperan dalam mekanisme antioksidan seperti katalase dan glutation
reduktase.'1

Mekanisme pertahanan terhadap senyawa oksigen reaktif dilakukan oleh
sistem enzim dan sistem non enzim. Pada lensa mata mekanisme pertahanan
enzimatis terhadap senyawa oksigen reaktif bergantung pada 3 sistem, yaitu
glutation redox cycle, enzim superoxida dismutase, dan katalase. Sistem glutation
(glutation redox cycle) merupakan mekanisme pertahanan yang utama. Sistem ini
terdiri dari glutation dalam bentuk tereduksi (GSH), glutation dalam bentuk
teroksidasi (GSSG), enzim glutation peroksidase (GPx), dan enzim glutation
reduktase (GR).114

Mekanisme antioksidan pada lensa adalah dengan cara dismutasi radikal
bebas superoksida menjadi hidrogen peroksida dengan bantuan enzim
superoksida dismutase. Lalu hidrogen peroksida tersebut akan diubah menjadi
molekul air dan oksigen melalui bantuan enzim katalase. Selain itu, glutation
tereduksi (GSH) dapat mendonorkan gugus hidrogennya pada hidrogen peroksida
sehingga berubah menjadi molekul air dengan bantuan enzim glutation
peroksidase (mereduksi H20>). Glutation tereduksi (GSH) yang telah memberikan
gugus hidrogennya akan membentuk glutation teroksidasi (GSSH) yang tidak aktif,
tetapi NADPH yang berasal dari jalur pentosa akan mengubahnya kembali menjadi

glutation tereduksi (GSH) dengan bantuan enzim glutation reduktase.*4
— Mekanisme pengaturan keseimbangan cairan dan elektrolit

Aspek fisiologi yang terpenting dalam menjaga ketransparanan lensa
adalah pengaturan keseimbangan cairan dan elektrolit. Ketransparanan lensa
sangat bergantung pada komponen struktural dan makromolekular. Selain itu,
hidrasi lensa dapat menyebabkan kekeruhan lensa.'2

Lensa mempunyai kadar kalium dan asam amino yang tinggi dibandingkan
aqueous dan vitreus dan memiliki kadar natrium dan klorida yang lebih rendah
dibandingkan sekitarnya. Keseimbangan elektrolit diatur oleh permeabilitas
membran dan pompa natrium dan kalium (Na-K-ATPase). Pompa ini berfungsi
memompa natrium keluar dan memompa kalium untuk masuk.*12

Kombinasi dari transport aktif dan permeabilitas membran di lensa disebut
pump—leak theory. Kalium dan asam amino ditransportasikan ke dalam lensa

secara aktif ke anterior lensa melalui epithelium. Lalu kalium dan asam amino akan



berdifusi melalui bagian posterior lensa. Sedangkan natrium masuk ke dalam
lensa di bagian posterior lensa secara difusi dan keluar melalui bagian anterior

lensa secara aktif.11-12

2.1.4. Perubahan Protein Lensa pada Katarak

— Perubahan post-translasi pada crystallin lensa

Crystallin adalah protein yang stabil secara intrinsik, tightly folded dalam
bentuk aslinya namun mengalami modifikasi non-enzimatik major terhadap
struktur dan fungsinya sejak awal kehidupan. Perubahan meliputi tiolasi,
deamidasi, glikasi, karbamilasi, cis-metilasi, fosforilasi dan asetilasi dan juga
proteolisis, menyebabkan pemotongan dan pelepasan fragmen crystallin.*!

Deamidasi dimulai dalam rahim dan berlangsung seiring bertambahnya
usia dan terutama dengan katarak, merubah struktur tersier sehingga a- dan g-
crystallin menjadi unfolded dan insoluble. Crystallin yang dideaminasi ditemukan
lebih banyak di fraksi protein lensa tidak larut air daripada yang larut air. Modifikasi
crystallin post-translasi oleh derivat/turunan glukosa terjadi pada lensa dengan
penuaan dan katarak dan berkorelasi dengan hilangnya transparansi.t!

Glikasi melibatkan modifikasi non-enzimatik dan kovalen, oleh reaksi
gugus aldehida glukosa dengan protein bebas amino. Modifikasi ekstensif aA- dan
aB-crystallin dengan glikasi menyebabkan agregasi dan penurunan fungsi
chaperone, kemungkinan dengan mengubah keadaan dinamis protein.**

Protein yang denaturasi dan unfolded rentan terhadap oksidasi dan protein
lensa tidak terkecuali. Hal ini disebabkan oleh penurunan kemampuan antioksidan
lensa misalnya dengan bertambahnya usia dimana kadar GSH dan GSH-
regenerating enzyme rendah, dan memicu akumulasi mixed disulphide, disulphide
cross-linked crystallin dan oxidized methionine residu. 8- dan y-crystallin kaya thiol
paling rentan terhadap oksidasi, oksidasi aA- dan aB-crystallin juga terjadi,
memicu perubahan struktural dan hilangnya aktivitas chaperone.*!

a- dan g- crystallin mengalami pembelahan untuk menghasilkan produk
yang tidak stabil, terpotong, dengan jumlah pembelahan lebih tinggi di fraksi
protein tidak larut air daripada yang larut air. Pemotongan C-terminal aA- dan aB-
crystallin mempengaruhi oligomerisasi dan pertukaran subunit dan menyebabkan
hilangnya aktivitas pendamping (chaperone), mungkin dengan menghapus bagian
dari sequence yang mengatur chaperone—substrate complex dalam bentuk yang

mudah larut.?



Ada peningkatan jumlah fragmen crystallin pada serat lensa dengan usia,
lebih besar jumlahnya di nukleus daripada di korteks dan di fraksi protein tidak larut
air dibandingkan dengan yang larut air. Telah dikemukakan bahwa fragmen
crystallin yang dihasilkan dari crystallin teroksidasi pada penuaan lensa dapat
mengganggu aktivitas a-chaperone dan meningkatkan agregasi protein
terdenaturasi, mungkin dengan kehadiran fragmen yang bersifat antichaperon.
Ada jalur ubiquitin-proteosom yang penting di lensa, termasuk degradasi dan
menghilangkan protein teroksidasi. Aktivitas konjugasi ubiquitin rendah pada lensa
dengan penuaan, yang menyebabkan akumulasi crystallin teroksidasi, terutama

nukleus, berkontribusi pada agregasi dan penghamburan cahaya.!!
— Perubahan konformasional

Serangan oksidatif pada unfolded crystallin atau yang telah mengalami
modifikasi menyebabkan cross-linked, insobuble dan pembentukan agregat
dengan berat molekul tinggi. Hal ini selanjutnya dapat mengganggu short-range
order dari crystallin, di satu sisi menyebabkan kehilangan transparansi lensa dan
pada sisi lain terjadi pengerasan progresif, terutama dari nukleus lensa. Di dalam
nukleus, perubahan ini berangsur-angsur memberikan gambaran katarak nuklear,
baik grey-white nuclear opacity, atau lebih sering, dengan akumulasi kromofor
fluorescein, brunescent nuclear opacity. Salah satu penyumbang utama akumulasi
kromofor adalah pembentukan produk Maillard dan AGEs sebagai hasil glikasi
atau askorbilasi. Selain itu, kromofor fluorescein terbentuk dari senyawa
tryptophan (senyawa 'filter UV") seperti GSH-3-OHKG, dan 3-hydroxy kynurenine,

yang membentuk derivatif cross-linked dengan crystallin.!
— Hilangnya fungsi chaperone

Turunnya aktivitas chaperon a-crystallin  menyebakan peningkatan
agregasi dan hilangnya transparansi lensa. Ini merupakan prekursor dari katarak.
Perubahan diperkuat dengan berkurangnya ketersediaan free-radical scavenger

yang mampu melindungi protein yang rentan melawan oksidasi.!!
— Kehilangan antioksidan dan kemampuan free-radical scavenging

Hilangnya fungsi chaperone secara progresif dengan bertambahnya usia
disertai dengan turunnya kemampuan free-radical scavenging, mengakibatkan

protein cenderung memiliki risiko oksidasi yang lebih besar. Kadar GSH berkurang
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hampir secara linear dengan bertambahnya usia, dan konsentrasi GSH teroksidasi
(GSSG) menunjukkan kenaikan yang sesuai.'**°

2.2. Katarak Diabetik
2.2.1. Latar Belakang

Lebih dari 285 juta populasi di seluruh dunia menderita diabetes dan
diperkirakan akan mencapai 439 juta diakhir tahun 2030 berdasarkan International
Diabetes Federation. Katarak merupakan penyebab utama kebutaan pada pasien
diabetes sebagaimana insiden dan progresifitas katarak yang meningkat pada
pasien yang menderita diabetes mellitus.>1®

Hubungan antara diabetes dan pembentukan katarak telah ditunjukkan
pada studi — studi dasar, klinis, epidemiologi. Oleh karena peningkatan jumlah
pasien dengan diabeties mellitus baik tipe 1 maupun tipe 2 di seluruh dunia, maka
insiden katarak diabetik juga terus meningkat. Baik diabetes maupun katarak
menimbulkan beban kesehatan dan ekonomi yang cukup besar, terutama pada
negara — negara berkembang, dimana pengobatan diabetes belum cukup
maksimal dan operasi katarak sering tidak terakses. Meskipun operasi katarak
adalah tindakan bedah mata yang paling sering dilakukan di seluruh dunia dan
merupakan penatalaksanaan utama pada katarak, namun pasien dengan diabetes

mellitus memiliki tingkat resiko/komplikasi operasi katarak yang lebih tinggi.t*1°
2.2.2. Epidemiologi

Studi — studi epidemiologi mengungkapkan bahwa prevalensi katarak
dengan kekeruhan kortikal dan/atau subkapsular meningkat hingga 5x lipat pada
subjek dengan diabetes dibandingkan pada populasi nondiabetes. Seseorang
dengan diabetes mellitus baik tipe 1 maupun tipe 2 memilki resiko yang lebih besar
untuk terjadinya katarak.®

Prevalensi katarak di Amerika Serikat adalah 22.42%, 3.8%, 11.92%, dan
38.37% pada dewasa dengan diabetes dibandingkan dengan 3.30%, 0.48%,
1.58%, dan 16.56% pada dewasa nondiabetes, masing — masing, sesuai
kelompok usia <18, 18 — 44, 45 — 64, dan 2= 65 tahun. Studi — studi juga
melaporkan bahwa katarak terutama 4x lebih sering terjadi pada subyek usia muda
(usia = 18 tahun) dengan diabetes tipe 2 dibandingkan dengan diabetes tipe 1
(23.40 versus 5.77%), sedangkan subyek dengan diabetes tipe 1 memiliki

manifestasi prevalensi katarak yang lebih besar pada kelompok usia yang lebih
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tua (18 — 44 tahun) yaitu 5.19% versus 3.24% pada subyek denga diabetes tipe
2_16—18

2.2.3. Patogenesis

Secara definisi, katarak adalah setiap keadaan kekeruhan pada lensa yang
dapat terjadi akibat hidrasi (penambahan cairan) lensa, denaturasi protein lensa,
atau akibat kedua — duanya.®®

Enzim aldose reductase (AR) mengkatalisis reduksi glukosa menjadi
sorbitol melalui jalur polyol, sebuah proses yang berhubungan dengan timbulnya
katarak diabetik. Penelitian ekstensif telah fokus pada peran utama jalur AR
sebagai faktor inisiasi timbulnya katarak diabetik. Pada hiperglikemia terjadi
peningkatan aktifitas enzim aldose reduktase yang menyebabkan akumulasi
intraseluler sorbitol memicu perubahan osmotik yang menyebabkan korteks lensa
hidrofik, yang berhubungan dengan perubahan biokimia kompleks dan akhirnya
memicu timbulnya katarak. Selain itu, beberapa studi juga menunjukkan bahwa
stres osmotik pada lensa yang disebabkan akumulasi sorbitol, menginduksi
apoptosis di sel epitelial lensa, yang memicu terjadinya katarak. Pada lensa,
sorbitol diproduksi lebih cepat dibandingkan dengan yang dikonversi menjadi
fruktosa oleh enzim sorbitol dehydrogenase.'?1>-18

Hiperglikemia menyebabkan radikal bebas atau ROS yang berlebih, defisit
antioksidan dan pada akhirnya menjadi stres oksidatif. Hiperglikemia
meningkatkan konsentrasi radikal bebas melalui glikasi protein (glikasi enzimatik),
autooksidasi glukosa (autooksidasi monosakarida) dan peningkatan jalur poliol.
Jalur polyol telah dideskripsikan sebagai mediator primer diabetes yang
menginduksi stres oksidatif di lensa. Stres osmotik disebabkan oleh akumulasi
sorbitol yang menginduksi stres di endoplasmic reticulum (ER), tempat utama
terjadinya sintesa protein, sehingga memicu timbulnya radikal bebas. Stres ER
juga dihasilkan dari fluktuasi kadar glukosa, kemudian menginisiasi unfolded
protein response (UPR) yang menghasilkan ROS dan menyebabkan stres
oksidatif merusak serat lensa. 1516

Selain itu pada diabetes melitus, perubahan glukosa menjadi sorbitol pada
jalur poliol yang meningkat banyak memakai NADPH, sehingga NADPH yang
tersisa tinggal sedikit dan banyak GSSH yang tidak bisa dikembalikan kebentuk

GSH lagi (terjadi penurunan aktifitas gluthation redox cycle). Penurunan kadar
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GSH akan meyebabkan banyak H2O: tidak dapat dinetralisir sehingga terjadi stres
oksidatif, 12157

Sedangkan autooksidasi glukosa juga dapat menghasilkan senyawa
dikarbonil yang reaktif dan senyawa oksigen reaktif seperti radikal superoksida (O2
), hidrogen peroksida (H20.), dan radikal hidroksil (OH). Glukosa dapat teroksidasi
sebelum berikatan dengan protein demikian juga glukosa setelah berikatan
dengan protein (glycated protein) dapat teroksidasi menghasilkan ROS. Proses
glikasi protein nonenzimatik adalah pengikatan gugus amino materi kristalin oleh
molekul gula yang berlangsung tanpa bantuan enzim. Reaksi glikasi nonenzimatik
protein kristalin akan menimbulkan cross-linked antar dan intra molekul protein
sehingga terjadi penambahan protein dengan berat molekul tinggi, yang
menyebabkan penurunan tingkat kelarutan protein dan merusak kejernihan lensa
serta terjadi katarak. Kombinasi glikasi dan oksidasi glukosa menghasilkan
pembentukan AGE (advanced gylcogen end products). Akumulasi AGE pada
protein lebih lanjut diikuti dengan browning, peningkatan fluoresence dan cross-
linked. Proses pembentukan AGE merupakan proses irreversibel yang
berlangsung lama dan dapat menimbulkan kerusakan jaringan.>

Keseimbangan antara ketersediaan antioksidan dan terbentuknya radikal
bebas mempunyai arti penting dalam menjaga lingkungan di dalam sel. Apabila
ketersediaan antioksidan tidak mampu menetralisir radikal bebas, akan timbul
stress oksidatif yang berujung pada kerusakan membran sel, lisosom, mitokondria,
DNA, maupun serabut lensa. Stres oksidatif diyakini merupakan salah satu faktor
yang sangat penting dalam terjadinya katarak.'>*8

Suatu stres oksidatif menyebabkan peroksidasi lipid membran plasma
serabut lensa. Pada proses peroksidasi lipid, bahan teroksidasi akan mengambil
atom hidrogen dari asam lemak tidak jenuh, sehingga terbentuk radikal asam
lemak dan seterusnya dengan oksigen akan terbentuk radikal peroksi lipid. Reaksi
ini dapat memperbanyak rantai, yang menyebabkan pembentukan lipid peroksida
(LOOH) serta akhirnya terjadi hasil utama pemecahan berupa MDA.
Malondialdehida dihipotesiskan mampu bereaksi silang dengan lipid membran
maupun protein membran, yang akhirnya fungsi normal membran terganggu.*>1¢

Radikal bebas dapat bereaksi langsung dengan molekul-molekul DNA dan
menimbulkan kerusakan. Radikal bebas dapat juga merusak protein maupun lipid
membran sel pada korteks lensa. Kerusakan dalam serabut lensa mengakibatkan

polimerisasi dan ikatan silang antara lipid dan protein, serta akhirnya terjadi
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peningkatan jumlah protein lensa yang tidak larut air, yang selanjutnya akan

mengganggu transparansi lensa atau menyebabkan lensa menjadi keruh.21517
2.2.4. Gambaran Klinis

Diabetes mellitus dapat mempengaruhi kejernihan lensa, indeks refraktif,
dan amplitudo akomodatif lensa. Dimana kadar glukosa darah tinggi, demikian
juga halnya dengan kadar glukosa di humor akuos. Myopic shift akut
mengindikasikan diabetes mellitus yang tidak terdiagnosa atau tidak terkontrol.
Pasien dengan diabetes tipe 1 memiliki penurunan amplitudo akomodasi
dibandingkan dengan kontrol sesuai usia, dan presbiopia dapat terjadi pada usia
yang lebih muda pada pasien seperti ini.>*°

Katarak adalah penyebab umum gangguan penglihatan pada pasien
dengan diabetes mellitus. Katarak diabetik akut, atau katarak “snowflake”, terjadi
bilateral, dan perubahan subkapsular lensa meluas dengan onset cepat, serta
biasanya muncul pada individu usia muda dengan diabetes mellitus yang tidak
terkontrol.  Kekeruhan subkapsular multipel gray-white (abu-abu keputihan)
dengan gambaran snowflake tampak di awal pada korteks superficial anterior dan
posterior lensa. Bentuk vakuola and cleft pada korteks. Dan selanjutnya katarak
kortikal intumescene dan matur dalam jangka waktu pendek dapat terjadi.>*°

Meskipun katarak diabetik akut jarang ditemukan pada praktek klinik sehari
- hari, katarak kortikal bilateral dengan maturitas yang cepat pada pasien dewasa
muda atau anak — anak perlu diwaspadai kemungkinan adanya diabetes mellitus.
Pasien dengan diabetes mellitus yang mengalami perubahan lensa oleh karena
usia susah dibedakan dari pasien katarak nondiabetik, kecuali perubahan lensa
mulai muncul pada usia yang lebih muda dibandingkan yang nondiabetes.
Peningkatan resiko atau onset yang lebih awal pada katarak oleh karena usia pada
pasien diabetes dapat merupakan hasil dari akumulasi sorbitol di dalam lensa,
yang diikuti perubahan hidrasi, peningkatan nonenzimatik glikosilasi (glikasi)
protein lensa, atau stres oksidatif yang lebih besar sehingga membuat perubahan

pada metabolisme lensa.?
2.2.5 Penatalaksanaan

Katarak hanya dapat diatasi melalui prosedur operasi. Akan tetapi jika

gejala katarak tidak mengganggu, tindakan operasi tidak diperlukan. Kadang kala
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cukup dengan mengganti kacamata. Terapi farmakologis untuk katarak sedang

dalam penelitian.®
— Prosedur operatif

Penatalaksanaan definitif untuk katarak, termasuk katarak diabetik adalah
operasi ekstraksi lensa dengan implantasi IOL. Teknik bedah katarak merupakan
teknik dengan perkembangan yang paling pesat dalam bidang ilmu penyakit mata.
Fakoemulsifikasi saat ini telah menjadi teknik operasi katarak yang lebih dipilih
pada sebagian besar tipe katarak. Saat ini pembedahan katarak dengan
fakoemulsifikasi semakin popular di seluruh dunia, lebih dari 85% pembedahan
katarak di Inggris dan Amerika menggunakan teknik ini. Berdasarkan data statistik
American Academy of Ophthalmology, angka keberhasilan operasi katarak tanpa
penyulit adalah sekitar 95%.152°

Operasi katarak pada pasien diabetes disarankan sebelum kekeruhan
lensa menutupi detail gambaran funduskopi. Secara keseluruhan outcome operasi
katarak adalah baik, namun pada pasien dengan diabetes mungkin bisa memiliki
outcome tajam penglihatan yang lebih buruk dibandingkan dengan pasien
nondiabetes. Operasi katarak dapat menyebabkan progresifitas retinopati lebih
cepat, menginduksi rubeosis, atau memicu edema makula. Outcome yang paling
buruk dapat terjadi pada mata dengan retinopati proliferatif aktif dan/atau
preexisting macular edema mata yang dioperasi.'®20-24

Pada diabetes dengan atau tanpa retinopati diabetik yang dilakukan
operasi katarak, dimana terdapat gangguan blood-aqueous barrier dapat memicu
peningkatan inflamasi dan terjadinya macular edema postoperasi. Faktor yang
mempengaruhi inflamasi postoperatif dan insiden cystoid macular edema adalah
lama operasi, lebar luka, atau adanya komplikasi seperti ruptur kapsul posterior
atau vitreous loss. Liu et al. menunjukkan bahwa operasi katarak mempengaruhi
blood-aqueous barrier lebih berat pada pasien diabetes dengan proliferative
diabetic retinopathy (PDR) dibandingkan dengan nonproliferative diabetic
retinopathy (NPDR) atau nondiabetes. Beberapa studi Kklinis juga telah
menginvestigasi peran operasi katarak fakoemulsifikasi pada progresifitas
retinopati diabetik. Satu tahun setelah operasi katarak, tingkat progresifitas
retinopati diabetik berkisar antara 21-32%. Borrillo et al. melaporkan tingkat

progresifitas sebesar 25% setelah periode follow-up 6 bulan.t®2527
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Sebuah studi prospektif yang mengevaluasi onset atau perburukan dari
edema makula pada 6 bulan paska operasi katarak pada pasien dengan NPDR
ringan atau sedang dilaporkan sebesar 29% terdapat edema makula berdasarkan
data angiografi. Krepler et al juga melaporkan bahwa terdapat progresifitas
retinopati diabetik sebesar 12% pada mata yang dioperasi dibandingkan dengan
mata yang tidak dioperasi (10.8%) dalam follow-up 12 bulan. Liao and Ku
menemukan pada sebuah studi retrospektif pasien NPDR ringan-sedang yang
menjalani operasi, 57.9% menunjukkan progresifitas retinopati diabetik dalam 1
tahun paska operasi, dan 63.2% memiliki progresifitas pada 3 tahun paska
operasi. Tingkat progresifitas signifikan secara statistik jika dibandingkan pada
mata tanpa retinopati preoperatif.

Sebuah studi prospektif juga yang mengevaluasi mata pasien diabetes
dengan dan tanpa retinopati diabetik yang menjalani operasi katarak, melaporkan
bahwa insiden macular edema paska operasi katarak sebesar 42%, sementara
macular edema tidak muncul pada mata tanpa retinopati. Perubahan minimal dari
nilai baseline ketebalan makula diobservasi pada mata tanpa retinopati dan mata
dengan NPDR sedang atau PDR mengalami peningkatan dari baseline sebesar
145 ym pada 1 bulan dan 131 ym pada 3 bulan paska operasi.'®28-30

— Aldose Reductase Inhibitor (ARI)

Beberapa studi eksperimental mendukung peran ARI dalam mencegah
dan menghambat pembentukan katarak diabetik. Studi pada tikus model diabetes,
yang diberi perlakuan ARI Renirestat, dilaporkan terdapat penurunan akumulasi
sorbitol pada lensa dibandingkan dengan yang tidak diberi perlakuan. Selain itu,
tikus yang diberi perlakuan tidak terdapat kerusakan lensa seperti degenerasi,
pembengkakan, atau hancurnya serat lensa selama periode perlakuan, kontras
dengan kelompok yang tidak diberi perlakuan.>3t

ARI lainnya dengan efek yang bermanfaat untuk pencegahan katarak
diabetika termasuk Alrestatin, Imrestat, Ponalrestat, Epalrestat, Zenarestat,

Minalrestat, atau Lidorestat.*>32
— Terapi antioksidan

Kerusakan oksidatif muncul secara tidak langsung sebagai hasil dari
akumulasi polyol dalam pembentukan katarak diabetik, dan penggunan agen

antioksidan mungkin memberikan manfaat. Berbagai antioksidan telah dilaporkan
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untuk menghambat pembentukan katarak pada hewan coba model diabetes,
misalnya antioksidan alpha lipoic acid, yang telah terbukti efektif dalam mencegah
dan menurunkan progresifitas katarak pada tikus model diabetes. Yoshida et al.
juga membuktikan bahwa terapi kombinasi vitamin E dan insulin secara sinergis
mencegah perkembangan dan progresifitas katarak pada tikus model diabetes. >3

Pemberian berbagai nutrisi dan antioksidan metabolik, seperti
bioflavonoids, vitamin E, kafein, dan piruvat telah terbukti mencegah pembentukan
katarak pada sebagian besar studi eksperimental hewan coba. Hipotesis juga
didukung oleh studi yang menunjukkan bahwa insiden katarak lebih rendah

berhubungan dengan konsumsi vitamin C dan E yang lebih tinggi.®*
2.3.  Kecambah Brokoli

Kecambah brokoli adalah bentuk muda dari brokoli. Kecambah brokoli
biasanya dipanen saat mereka berusia 3 — 5 hari dan sangat mirip alfalfa atau
tauge. Brokoli sendiri adalah tanaman hijau yang dapat dimakan dan termasuk
dalam keluarga kubis - kubisan yang memiliki bunga besar. Kata brokoli berasal
dari plural Italia, broccolo, yang berarti "kubis dengan puncak bunga". Brokoli
merupakan tanaman sayuran subtropik, cocok ditanam pada daerah pegunungan
(dataran tinggi) yang beriklim sejuk.®35-37

Gambar 1. Tanaman Brokoli. Keterangan: A. Brokoli dewasa; B. Kecambah brokali,
bentuk muda dari brokoli, yaitu sekitar usia 3 — 5 hari. 3839

2.3.1. Morfologi

Tanaman brokoli merupakan tanaman yang tergolong perdu dengan
sistem perakaran yang dapat mencapai kedalaman 60-70 cm, sehingga tanaman
ini tumbuh dengan baik dan subur bila ditanam pada tanah berpori dan gembur.
Brokoli memiliki batang yang berukuran pendek, bentuk bulat, berwarna hijau,
tebal dan lunak. Pertulangan daun yang sejajar dan daun yang berbentuk bulat
telur tersusun berseling pada batang merupakan ciri dari daun pada tanaman

brokoli. Massa bunga (krop) merupakan kumpulan dari ratusan bunga — bunga
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kecil yang bersatu membentuk rumpun yang rapat dan kompak. Buah pada
tanaman brokoli berbentuk polong dengan ukuran 3-5 cm dan mengandung 10-30
benih pada setiap polongnya. Di dalam buah tanaman brokoli terdapat biji yang
memiliki bentuk bulat kecil dan berwarna cokelat kehitaman.*°

Panen bunga brokoli dilakukan setelah umurnya mencapai 60-90 hari
sejak ditanam, yaitu sebelum bunganya mekar dan sewaktu kropnya masih
berwarna hijau. Jika bunganya mekar, tangkai bunga akan memanjang dan
keluarlah kuntum-kuntum bunga berwarna kuning. Sedangkan kecambah brokoli
adalah bentuk muda dari brokoli. Kecambah brokoli biasanya dipanen saat mereka

berusia 3-5 hari dan sangat mirip alfalfa atau tauge.*’
2.3.2. Taksonomi

Taksonomi brokoli (Brassica oleracea), adalah sebagai berikut:3¢
Kingdom : Plantae

Divisi : Spermatophyta

Sub divisi : Angiospermae

Kelas : Dicotyledoneae

Ordo : Brassicales

Suku : Cruciferae / Brassicaceae

Genus : Brassica

Species : Brassica oleracea
2.3.3. Kandungan

Tanaman brokoli memiliki berbagai kandungan seperti protein, lemak,
karbohidrat, serat, mineral penting (N, K, Ca, Fe, selenium dan lain — lain), vitamin
A, C, E, K, asam folat, tiamin, riboflavin, nikotinamid, glutation dan karotenoid
(lutein). Brokoli juga mengandung metabolit sekunder yang penting termasuk
glukosinolat dan senyawa fenolik (asam fenolik and flavonoid, termasuk gallic,
chlorogenic, ferulic, asam sinapinat, benzoat, dan salisilat, quercetin, kaempferol,

dan metabolit endogen lainnya).%3841-45

18



Tabel 1. Profil Nutrisi Brokoli Mentah (100 g).*®

Jumlah DV Jumlah DV
Kalori 34 Vitamin C 89.2 mg 149 %
Total Lemak 049 1% Vitamin D 0.00 1V 0%
Total Karbohidrat 6.66 g 2% Vitamin E 0.78 mg 3%
Fiber 269 10 % Tocopherol, alpha 0.78 mg
Sugar 1.70 g Tocopherol, beta 0.01 mg
Protein 2.82¢g 6 % Tocopherol, delta 0.00 mg
Vitamin Tocopherol, gamma 0.17mg
Betaine 0.1 mg Tocotrienol, alpha 0.04 mg
Choline 18.7 mg Tocotrienol, beta 0.00 mg
Folate 63.00 mcg Tocotrienol, delta 0.00 mg
Folic acid 0.00 mcg Tocotrienol, gamma 0.00 mg
Niacin 0.639 mg 3% Vitamin K 101.6 mcg 127 %
Pantothenic acid 0.573 mg 6 % Mineral
Riboflavin 0.117 mg 7% Calcium, Ca 47.00 mg 5%
Thiamin 0.071 mg 5% Copper, Cu 0.049 mg 2%
Vitamin A 623.00 IU 12 % Iron, Fe 0.73 mg 4%
Vitamin A, RAE 31.00 mcg Magnesium, Mg 21.00 mg 5%
Carotene, alpha 25.00 mcg Manganese, Mn 0.210 mg 10 %
Carotene, beta 361.00 mcg Phosphorus, P 66.00 mg 7%
Cryptoxanthin, beta 1.00 mcg Potassium, K 316.00 mg 7%
Lutein + zeaxanthin 1403.00 mc Selenium, Se 2.5 mcg 4%
g Sodium, Na 33.00 mg 1%
Lycopene 0.00 mcg Zinc, Zn 0.41 mg 3%
Vitamin B12 0.00 mcg 0 % Kholesterol 0mg 0%
Vitamin B6 0.175 mg 9 %
Keterangan:

g = gram; g = microgram; mg = milligram; IU = International unit; DV (Daily Value) = nilai harian yang ditetapkan
oleh Food and Drug Administration AS, berdasarkan diet 2.000 kalori.

Sedangkan pada kecambah brokoli sendiri kandungan vitamin atau nutrisi
tertentu mungkin berbeda secara kuantitas, seperti misalnya kandungan vitamin A
dimana kecambah brokoli hanya mengandung sekitar setengah vitamin A dan
sepertiga vitamin C brokoli dewasa. Namun, kecambah brokoli adalah sumber
vitamin K yang lebih baik, dengan hampir 38 mikrogram per 36 gram (1/2 cup),
melebihi brokoli dewasa, yang mengandung hanya 0,4 mikrogram per setengah

cup.?
Glukosinolat dan Sulforafan

Glukosinolat adalah kelompok fitokimia yang secara eksklusif ada pada
tanaman Cruciferous. Secara kimia, glukosinolat adalah g-thioglucoside N-
hydroxysulphate. Terdapat hingga 120 glukosinolat yang berbeda telah
teridentifikasi dengan struktur inti yang sama, namun berbeda dalam rantai
sampingnya. Glukosinolat yang ditemukan di Brassica spp. ditunjukkan pada tabel
2_48
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Tabel 2. Glukosinolat yang terkandung dalam Brassica spp.*®

Kelas Kimia Nama Kimia Nama lain

Sulphur-containing GLS 4-Mehylsulphinyl-3-butenyl Glucoraphenin
4-(Methylsulphinylbutyl Glucoraphanin
5-(Methylsulphinyl)pentyl Glucoalyssin
3-(Methylsulphinyl)propy! Glucoiberin
4-(Methylthio)butyl Glucoberteroin
5-(Methylthio)pentyl Glucoberteroin
3-(Methylthio)propyl Glucoiberverin

Branched aliphatic GLS 1-Methylethyl Glucoputranjivin, isopropyl
2-Methylethyl
1-Methylpropyl Glucochlearin, glucojiabutin,sec-butyl, 2-butyl

Aliphatic olefins 3-Butenyl Gluconapina
2(R)-2-Hydroxy-3-butenyl Progoitrina
2-Hydroxy-4-penteny! [Gluco]napoleiferin
4-Pentenyl Glucobrassicanapina
1-Pentenyl
2-Propenyl Allyl,sinigrin

Aromatic aryl GLS 4-Hydroxybenzyl [Gluco]sinalbin
2-Phenylethyl Gluconasturtiina, phenethyl

Aromatic indole GLS Indol-3-ylmethyl Glucobrassicina
4-Hydroxy-3-indolylmethyl 4-Hydroxyglucobrassicina
1-Methoxyindol-3-ylmethyl Neoglucobrassicina
4-Methoxyindol-3-ylmethyl 4-Methoxyglucobrassicina

Penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa potensi induksi enzim
detoksifikasi fase 2 (seperti: glutathione transferase, epoxide hydrolase, NAD(P)H:
quinone reductase, dan glucuronosyltransferase) dari ekstrak kecambah brokoli
berkisar 10 hingga 100 kali dari brokoli dewasa. Aktivitas inducer timbul terutama
dari glucoraphanin (glukosinolat sulforafan), dimana sulforafan merupakan
antioksidan long acting yang sangat poten. Perbedaan kuantitatif potensi inducer
kecambah brokoli dengan brokoli dewasa adalah terletak pada perbedaan profil
glukosinolat yang terkandung. Glukosinolat utama yang terkandung pada brokoli
dewasa, adalah indole glucosinolate (glucobrassicin, neoglucobrassicin dan 4-
hydroxyglucobrassicin) rata — rata sekitar 67% dari total glukosinolat. Sebaliknya,
pada kecambah brokoli, kurang dari 10 % total glukosinolat adalah indole
glucosinolate dan kandungan glukosinolat utamanya adalah methylsulfinylalkyl
glucosinolate (glucoraphanin, glucoerucin dan glucoiberin). Kandungan total
glukosinolat adalah sebesar 22,7 mmol untuk kecambah brokoli dan 3,37mmol
untuk brokoli dewasa. Glukosinolat indol, hanya menyumbang 3% dari total
glukosinolat dalam kecambah brokoli, dibandingkan dengan 68% dari mereka
yang ada di tanaman dewasa. Ada 20 kali lebih banyak methylsulfinylalkyl
glucosinolates dalam kecambah dibandingkan dengan brokoli dewasa. Brokoli
dewasa 100 g memberi 108 mmol methylsulfinylalkyl glucosinolate dan 229 mmol
indole glucosinolate, dimana jumlah methylsulfinylalkyl glucosinolate sesuai
dengan konsumsi kecambah brokoli yang lebih sedikit (5 g) dan 11,2 mmol of

indole glucosinolate.®
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Studi oleh Tian et al., 2017 menunjukkan bahwa kandungan sulforafan
lebih tinggi pada kecambah brokoli usia 2-5 hari dibandingkan dengan kecambah
pada usia lainnya, nilai maksimum diamati pada hari ke 5 (berat kering: 233,80
pa/g). Kecenderungan total aktivitas antioksidan adalah meningkat pada hari
pertama dan kemudian menurun seiring dengan pertumbuhan.*®

Hasil serupa dilaporkan oleh Fahey et al., 1997 yang menemukan bahwa
kecambah brokoli usia 3 hari mengandung jumlah sulforafan maksimal (20 kali
lipat dibandingkan dengan brokoli matang). Penelitian sebelumnya oleh Pe'rez-
Balibrea et al., 2008 telah menunjukkan bahwa kecambah brokoli menunjukkan
penurunan produksi sulforafan selama 3-7 hari pertama. Guo et al.,, 2014
menunjukkan bahwa glucoraphanin dan pembentukan sulforafan juga menurun
seiring dengan pertumbuhan kecambah. 3> 50-51

Sulforafan dan isothiocyanate lainnya disintesis dan disimpan pada
tanaman dalam bentuk prekursor glukosinolat yang tidak aktif. Glukosinolat diubah
menjadi isothiocyanate oleh g-thioglucosidase (myrosinase). Enzim ini dipisahkan
secara fisik dari glukosinolat dalam sel tumbuhan namun dilepaskan saat sel-sel
rusak, misalnya oleh karena serangan mikroba, dimakan serangga, pengolahan
makanan secara mekanik, seperti mengunyah atau memasak makanan. Hidrolisis
ini dapat juga dimediasi oleh mikroflora saluran cerna mamalia. Glukosinolat
utama yang terkandung dalam brokoli adalah glucoraphanin, yang dihidrolisis oleh
myrosinase menjadi sulforafan dan sulforafan nitril (nitril non-bioaktif analog).
Untuk mencegah kerusakan tanaman itu sendiri, glukosinolat dan myrosinase
disimpan dalam kompartemen sel yang berbeda dan datang bersamaan setelah
kerusakan sel pertama. Itu berarti sebagian konversi glukosinolat sudah ada,
sebelum zat ini mencapai saluran pencernaan. Dalam pengolahan saluran cerna

lebih lanjut glukosinolat terjadi dengan myrosinase mikroflora.®
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Gambar 2. Mekanisme Pembentukan Sulforafan. Glukosinolat dan myrosinase
disimpan di kompartemen sel yang terpisah. Hancurnya sel, misalnya dengan mengunyabh,
memotong atau memasaknya, menyebabkan pelepasan glukosinolat dan myrosinase.
Myrosinase menyebabkan pemecahan hidrolitik glukosinolat menjadi sulforafan dan
sulforafan nitril.4°

Sulforafan nitril baru-baru ini telah ditunjukkan tidak memiliki sifat anti
kanker seperti sulforafan. Mithen et al, 2003 melaporkan bahwa sekitar 80% dari
glucoraphanin dihidrolisis menjadi sulforafan nitril dan hanya 20% dikonversi

menjadi sulforafan.52-54
— Efek proses penyimpanan dan pengolahan

Sistem glucosinolate-myrosinase menunjukkan hasil yang bervariasi
selama proses pengolahan dan proses memakan sayuran brassica. Konsentrasi
glukosinolat dipengaruhi oleh suhu dan waktu penyimpanan, sementara
pemotongan bisa memberikan efek yang bervariasi. Memasak brassica dengan
berbagai metode dapat mempengaruhi konsentrasi glukosinolat, aktivitas
myrosinase dan konsentrasi kofaktornya, serta mengubah proses pencernaan
glukosinolat setelah dikonsumsi.®®

Pengujian terbaru menyatakan bahwa pada proses merebus kubis selama
10 menit dapat menghilangkan glukosinolat lebih dari 50%. Glukosinolat adalah
senyawa yang larut dalam air yang bisa larut dalam proses pemasakan yang
menggunakan air. Metode memasak yang menggunakan sedikit air, seperti
mengukus, bisa mengurangi kehilangan glukosinolat. Namun, beberapa proses
memasak, termasuk merebus, mengukus dan menggunakan microwave dengan
daya tinggi (850-900W) dapat menonaktifkan myrosinase, enzim yang
mengkatalisis hidrolisis glukosinolat. Beberapa studi pada manusia ditemukan
bahwa inaktivasi myrosinase pada sayuran cruciferous menurunkan

bioavailabilitas isothiocyanate.®
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Investigasi tentang efek pembekuan pada glukosinolat masih sedikit.
Perbedaan yang mencolok antara produk segar dan beku dilaporkan pada kubis,
dimana kandungan rata-rata tiosianat dalam sampel segar hampir dua kali lipat
daripada yang ditemukan pada sampel beku. Tidak jelas apakah kandungan
tiosianat yang berkurang dalam keadaan beku adalah karena proses pembekuan
atau lebih pada proses pemasakan sebelum sebelum pembekuan, yang telah
merubah rute penghancuran hidrolitik oleh karena inaktivasi enzim.®

Namun pada penelitian oleh Guo et al, 2015 yang menginvestigasi efek
pembekuan kecambah brokoli selama 48 jam. Kesimpulan dari penelitian ini
didapatkan kadar glucoraphanin tidak signifikan terpengaruh oleh perlakuan
pembekuan pada suhu -20C dan -40C. Namun perlakuan ini meningkatkan
aktivitas myrosinase dan menurunkan kadar asam ascorbic. Peningkatan aktivitas
myrosinase setelah pembekuan paralel dengan pembentukan sulforafan yang
lebih banyak dan sulforafan nitril yang lebih sedikit. Selain itu, didapatkan hasil
bahwa membekukan pada suhu -20C mampu membentuk sulforafan yang lebih
banyak dibandingkan pada suhu -40C.%®

Namun pada penelitian sebelumnya yang mengamati efek pembekuan
pada kecambah bokoli, menunjukkan hasil yang tidak signifikan pada perubahan
kandungan glukoraphanin dalam kecambah brokoli, dimana glukoraphanin tidak
dihidrolisis oleh myrosinase. Salah satu alasannya mungkin adalah bahwa
kerusakan yang disebabkan oleh kristal es tidak cukup untuk membawa
glucoraphanin kontak dengan myrosinase sehingga hidrolisis tidak terjadi. Alasan
lain mungkin adalah bahwa kandungan kecambah tersebut hilang larut bersama
proses mencairnya kristal es yang terbentuk, dan myrosinase tidak menunjukkan
efek katalitik suhu -20C dan -40C. Penelitian oleh Brown et al., juga melaporkan
bahwa jika jaringan tanaman tetap beku, glukosinolat stabil di jaringan
tersebut.>”%8

Dalam satu studi oleh Rungapamestry et al, yang menginvestigasi
penyerapan sulforafan setelah mengkonsumsi 150g brokoli yang dimasak ringan
(microwave selama 2 menit) dibandingkan dengan yang dimasak sempurna
(microwave selama 5,5 menit) pada dua belas sukarelawan manusia, didapatkan
hasil bahwa hidrolisis glucoraphanin menjadi sulforafan dan penyerapan
sulforafan ditemukan tiga kali lebih tinggi setelah konsumsi brokoli yang dimasak
ringan daripada brokoli matang sempurna (p <0,001). Aktivitas myrosinase

ditemukan empat kali lebih tinggi pada brokoli yang dimasak ringan daripada
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brokoli matang sempurna (p <0,001), hal ini menjelaskan bahwa total sulforafan
yang dihasilkan lebih tinggi pada kelompok brokoli yang dimasak ringan
dibandingkan yang dimasak sempurna.®®

Proses memasak ringan dapat melestarikan aktivitas myrosinase,
sehingga menghasilkan konversi hampir 100% ke sulforafan. Sedangkan proses
pemasakan yang lebih lanjut dapat mendenaturasi myrosinase, dan glukosinolat
utuh tertelan. Namun, ini dapat dikonversi menjadi sulforafan di usus besar dengan

aktivitas thioglucosidase mikroba.®®
— Farmakokinetik

Secara singkat, setelah glukosinolat dikonversi menjadi isothiocyanate,
baik oleh myrosinase endogen atau thioglucosidases dalam usus, mereka cepat
diserap dan diubah menjadi konjugat larut air, diubah melalui jalur asam
merkapturic, dan diekskresikan dalam urin. Tempat penyerapan glukosinolat
dan/atau isothiocyanate tergantung pada bentuk yang dikonsumsi, serta apakah
mereka dikonsumsi dengan myrosinase. Jika glukosinolat telah diubah menjadi
isothiocyanate, mereka cenderung melewati lambung dan diserap di usus kecil.
Namun, jika glukosinolat belum diubah, mereka akan lolos ke usus besar dan,
sampai taraf tertentu, dihidrolisis menjadi isothiocyanate oleh mikroflora usus dan
diserap di usus besar.61-53

Studi-studi hewan oleh Brisewitz et al, 1977 dan Gorler et al, 1982
menunjukkan bahwa, setelah penyerapan, metabolisme isothiocyanate
diprakarsai oleh konjugasi ke glutation, diikuti oleh konversi berurutan untuk
konjugat cysteinylglycine, cysteine, dan N-acetylcysteine. Jalur yang identik telah
diamati pada manusia oleh Gasper et al, 2005. Konjugat dapat berfungsi sebagai
"kendaraan" untuk mengangkut isothiocyanate melalui sirkulasi. Telah dilaporkan
bahwa beberapa konjugat isothiocyanate memiliki aktivitas biologis sendiri.53¢8

Puncak total metabolit isothiocyanate dalam plasma adalah antara 0-8 jam,
sedangkan ekskresi urin puncak total isothiocyanate dan SFN-NAC (sulforaphane-
N-acetylcysteine) antara 2 — 12 jam. Ekskresi isothiocyanate dan metabolitnya
terutama terjadi melalui urin. Namun, jumlah kecil dapat dikeluarkan melalui jalur
feses dan pernapasan. Pada manusia, sulforafan dan metabolitnya diekskresikan
dengan first-order kinetic dan sebagian besar data mengindikasikan bahwa

sulforafan dan metabolitnya dibersihkan dari tubuh dalam 72 jam per dosis. %972
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Beberapa penelitian telah menunjukkan bahwa ketika sayuran cruciferous
dikonsumsi dengan myrosinase aktif, penyerapan, metabolisme, dan ekskresi
metabolit isothiocyanate terjadi sangat cepat, dan dikaitkan dengan peningkatan
tajam, dan penurunan berikutnya, dalam tingkat isothiocyanate plasma.
Sebaliknya, jika glukosinolat utuh dikonsumsi tanpa myrosinase, mereka tidak
diserap sampai hidrolisis di usus besar. Akibatnya, metabolit isothiocyanate
membutuhkan waktu lebih lama untuk muncul dalam plasma, dan mereka hadir

pada konsentrasi yang lebih rendah untuk periode waktu yang lebih lama.”>"*
— Konsentrasi aktif farmakologi

Berbagai target dan mekanisme kemoprevensi yang dimediasi
isothiocyanate memerlukan konsentrasi fisiologis yang relatif tinggi, seperti induksi
apoptosis, yang dapat dicapai setelah pemberian dosis isothiocyanate yang tinggi.
Namun, target lain, seperti induksi enzim fase Il, dapat merespon dengan baik
dengan dosis lebih rendah.” "

Kecambah broccoli adalah sumber sulforafan terbaik sejauh ini.
Konsentrasi sulforafan, yang menghambat pertumbuhan human cancer xenograft
pada tikus adalah 4,4 mg/kg per hari. Penelitian lain, pada tikus suplementasi 0,1
— 0,5 mg/kg sulforafan telah dinyatakan bioaktif. Jumlah sulforafan sulit dijangkau
oleh asupan brokoli sendiri, karena enam kepala brokoli utuh dan mentah harus
dimakan tiap hari, sesuai dengan 55 mg glucoraphanin yang ada pada rata — rata
500 g brokoli standar. Jauh lebih efisien adalah asupan glucoraphanin pada
kecambah brokoli, yang mengandung sekitar 20 — 100 kali lebih banyak
glucoraphanin daripada kepala brokoli dewasa. Jadi, satu sendok teh kecambah
brokoli bisa mengandung glucoraphanin sebanyak pada kepala brokoli.® "7

Namun dosis aktif terapeutik sulforafan belum ditentukan pada studi — studi
klinis sejauh ini dan dosis aktif pada tikus belum tentu bisa disamakan dengan
dosis aktif pada manusia. Dalam menghitung jumlah sulforafan yang berdasarkan
dari nutrisi, harus dipertimbangkan, bahwa hanya sekitar 20% glucoraphanin yang
bioavailable dan diubah menjadi sulforafan di dalam tubuh. Konversi
glucoraphanin dapat ditingkatkan dengan mengunyah sayuran dengan baik untuk
memastikan pelepasan myrosinase dan menghindari merebus sayuran dimana

akan menginaktivasi myrosinase.®
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— Keamanan dan toleransi glukosinolat pada manusia dan hewan

Sebuah studi tahap 1 yang dilakukan oleh Murashima et al. meneliti efek
dari kecambah brokoli pada induksi berbagai biokimia marker stres oksidatif. Dua
belas subyek sehat mengkonsumsi 100 g kecambah brokoli segar (= 600 pmol
glukosinolat = 440 ymol glucoraphanin) setiap hari selama satu minggu, dan
menjaga gaya hidup. Studi ini menunjukkan peningkatan metabolisme kolesterol
dan pengurangan beberapa biomarker oksidatif oleh asupan kecambah brokoli
tanpa efek samping.®

Studi lain yang dilakukan pada tikus yang mengevaluasi keamanan dosis
glucoraphanin yang tinggi. Tikus diberi dosis glucoraphanin yang berbeda sampai
240 mg/kg (sesuai dengan 550 pmol/kg) dengan lavage setiap hari selama empat
hari. Pemeriksaan histopatologis menunjukkan tidak ada jaringan abnormal
kecuali sekum, dimana radang ringan terjadi pada 120 mg/kg dan radang berat
pada 240 mg/kg. Oleh karena itu, penulis menyimpulkan konsentrasi

glucoraphanin hingga 60 mg/kg adalah aman.®
— Peran sulforafan pada stres oksidatif

Berbagai penelitian telah membuktikan bahwa sulforafan dapat
memberikan perlindungan melawan stres oksidatif. Sulforafan merupakan inducer
paling ampuh dari enzim detoksifikasi fase 2 yang telah diidentifikasi sampai saat
ini dan dianggap berperan melalui aktivasi faktor transkripsi Nrf2 dan antioxidant
response elemen (ARE).”’

Sistem Nrf2-Keapl dikenal sebagai salah satu pertahanan seluler utama
mekanisme perlawanan terhadap stress oksidatif. Nrf2 adalah vital nuclear
transcriptional inducer, yang mengikat ARE pada promoter DNA dan mengontrol
transkripsi beberapa gen antioksidan, termasuk glutathione (GSH), glutathione-S-
transferase (GST), glutathione reductase (GR), thioredoxin (Trx), thioredoxin
reduktase (TrxR), dan katalase. Diatur oleh protein kinase RNA - seperti retikulum
kinase endoplasma (PERK), MAPK, protein kinase C, phosphatidylinositol 3-
kinase (PI3K), dan lain-lain, Nrf2 berfungsi sebagai saklar molekul yang
menghidupkan/mematikan Nrf2-mediated antioxidant system. Keapl berfungsi
sebagai sensor stress oksidatif dan penghambat Nrf2 utama. Demetilasi DNA
pada promotor Keapl akhirnya mengganggu perlindungan Nrf2/Keapl-dependent

antioxidant. Keapl terus menargetkan Nrf2 untuk ubiquitinasi dan selanjutnya
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terjadi degradasi proteasomal 26S, mempertahankan Nrf2 pada kadar
rendah/basal.®

Dalam kondisi normal, lokasi Nrf2 terbatas pada sitoplasma dengan terikat
dengan Keapl dalam bentuk kompleks Nrf2/Keapl. Sedangkan dalam kondisi
stress, seperti stres oksidatif atau retikulum endoplasma (ER), Nrf2 fosforilasi,
memisahkan dari Keapl, dan translokasi ke dalam nukleus, kemudian
menginduksi gen antioksidan yang dikendalikan ARE transkripsi, yang memulai
detoksifikasi ROS melalui peraturan GSH.8

Stres ER berat atau berkepanjangan mengaktivasi unfolded protein
response (UPR), meningkatkan pelepasan retikulum endoplasma (ER)-Ca?,
pembentukan ROS, dan demetilasi Keapl DNA promoter, menyebabkan kematian
sel. ROS yang berlebihan juga menghambat sistem Nrf2-dependent antioxidant
melalui akselerasi degradasi enzim metilasi DNA, memicu demetilasi DNA pada
promotor Keapl dan ekspresi berlebih dari Keapl, yang meningkatkan degradasi

protease Nrf2.2
Senyawa Fenolik

Senyawa fenolik banyak terdapat pada berbagai sumber makanan, seperti
buah-buahan, sayuran, biji-bijian dan minuman. Senyawa fenolik adalah metabolit
sekunder pada tumbuhan dengan cincin aromatik umum yang mengandung satu
atau lebih kelompok hidroksil. Lebih dari 8000 senyawa fenolik alami telah
diidentifikasi hingga saat ini. Senyawa fenolik yang diisolasi dari sumber tanaman
termasuk fenol sederhana, flavonoid, lignin dan lignan, tanin, xanthone, dan
coumarin. Senyawa fenolik ini diketahui menunjukkan aktivitas anti kanker yang
kuat juga sebagai perlawanan berbagai penyakit yang terkait dengan stress
oksidatif. Penelitian sebelumnya telah menunjukkan bahwa efek menguntungkan
dari fenol pada makanan bagi kesehatan adalah kemampuan mereka sebagai
antioksidan, antiinflamasi dan aktivitas antiklastogenik.’®

Senyawa fenolik secara in vitro menunjukkan kemoprotektif dan sifat
antioksidan yang superior. Komponen fenolik tanaman dapat secara langung
berfungsi sebagai antioksidan untuk mengambil elektrofil dan oksidan. Lebih
penting lagi, senyawa fenolik meregulasi ekspresi enzim sitoprotektif melalui
medulasi Nrf2/ARE signalling pada level yang bertingkat. Komponen fenolik pada
tanaman dapat secara langsung memaodifikasi keap 1 atau Nrf2, memicu stabilisasi

dan translokasi Nrf2. Berbagai kinase dapat dimodulasi oleh senyawa fenolik
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tanaman, kemudian memfosforilasi Nrf2 atau koaktivaktor untuk meregulasi

stabilitas, lokalisasi dan transaktivasi Nrf2.78
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Gambar 3. Fungsi sitoprotektif senyawa fenolik pada tanaman. Aktivitas antioksidan
langsung dan modulasi enzim sitoprotektif melalui Nrf2/ARE signalling.”®

Heimler, et al., membandingkan fenolat utama dalam beberapa tanaman
B. oleracea dan melaporkan bahwa varietas brokoli dan kale menunjukkan
kandungan tertinggi dari total fenolik dan flavonoid. Pada studi oleh Lopez et al.,
yang membandingkan komposisi senyawa biokimia yang ada pada brokoli pada
tahap usia yang berbeda. Pada penelitian ini didapatakan bahwa kandungan
kandungan polifenol ditemukan yang signifikan meningkat (P < 0,05) antara biji
dan kecambah brokoli pada usia 3, 5, 8 dan 11 hari. Pada biji brokoli menunjukkan
kandungan dengan konsentrasi yang sedikit dan konsentrasi tertinggi ditemukan
di kecambah usia 11 hari. Kecambah brokoli meningkat pada kandungan polifenol
dalam proporsi 47%, 100%, dan 115% pada kecambah usia 5, 8 dan 11 hari,
masing-masing mengacu pada kecambah usia 3 hari. Hasil sebelumnya serupa
dilaporkan oleh Fernandez-Orozco et al., yaitu dengan peningkatan kandungan
polifenol pada kecambah brokoli yang lebih tua. Sedangkan untuk kandungan
flavonoid total dari kecambah brokoli meningkat secara signifikan dengan waktu
germinasi, kecambah usia 11 hari meningkat di atas 55% dengan mengacu pada
kecambah usia 3 hari. Hasil ini serupa dengan yang dilaporkan oleh Perez-

Balibrea et al.”82
2.3.4. Manfaat

Brokoli mengandung sedikit lemak, rendah energi, dan merupakan sumber
vitamin, mineral, dan serat - semua aspek terkait dengan perlindungan kanker.
Mereka juga mengandung sejumlah besar fitokimia, beberapa di antaranya

melindungi terhadap karsinogenesis dalam berbagai sistem pengujian invitro dan
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hewan. Penelitian in vitro dan in vivo telah melaporkan bahwa isothiocyanate yang
terkandung di dalam brokoli menghambat pertumbuhan kanker, termasuk
modulasi enzim detoksifikasi fase 1 dan 2. Mereka berfungsi sebagai antioksidan
langsung atau sebagai antioksidan tidak langsung.*748:83

Kecambah brokoli juga berperan sebagai antiinflamasi, melalui kandungan
flavonoid (kaempferol) yang mempunyai manfaat antiinflamasi. Kecambah brokoli
juga kaya akan serat. Hal ini tidak hanya menunjang saluran cerna, tetapi juga
membantu meningkatkan kadar kolesterol sehat. Sebuah studi pilot dari Tokyo
University of Agriculture & technology pada efek kolesterol pada orang yang
mengkonsumsi kecambah brokoli, menunjukkan adanya penurunan kolesterol
jahat dan peningkatan HDL hanya dalam 1 minggu. Kecambah brokoli juga
meningkatkan kesehatan sistem kardiovaksular. Sulforafan yang menginduksi
enzim fase 2 meningkatkan kesehatan kardiovaskular dengan menurunkan
inflamasi dan memperbaiki fungsi jantung, arteri, dan ginjal.*884

Manfaat kecambah brokoli pada penderita diabetes terutama adalah peran
dari sulforafan dengan mengurangi produksi glukosa, sebagian melalui translokasi
NRF2 dan penurunan ekspresi enzim penting pada glukoneogenetik, serta
sulforafan juga melindungi terhadap komplikasi diabetes pada hewan model
karena efek antioksidannya.®®

Stres oksidatif dan inflamasi berperan pada patogenesa gangguan kognitif
schizophrenia. Sulforafan mungkin memilki efek profilaksis dan terapeutik pada
gangguan kognitif schizophrenia. Kecambah brokoli juga telah ditemukan dapat
membantu pasien autism. Hal ini oleh karena aktivitas antioksidan yang kuat pada
kecambah brokoli ini, yang mana membantu dalam perkembangan normal
otak.8é87

Penelitian oleh Fahey, et al menginvestigasi peran sulforafan yang memiliki
aktivitas bakteriostatik terhadap Helicobacter pylori serta efeknya pada tumor
lambung. Hasil penelitian ditemukan bahwa sulforafan, adalah agen bakteriostatik
yang potensial terhadap 3 strain referensi dan 45 isolat klinis H. pylori, terlepas
dari resistensi mereka terhadap antibiotik konvensional. Selanjutnya, paparan
singkat terhadap sulforafan bersifat bakterisidal, dan menghilangkan H. pylori
intraseluler pada human epithelial cell line.®

Manfaatnya untuk kulit, pada studi invitro menunjukkan bahwa kecambah

brokoli memiliki efek menghambat tyrosinase (enzim yang mengontrol produksi
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melanin). Penelitian lebih lanjut, ekstrak kecambah brokoli juga menunjukkan efek
penghambatan terhadap produksi melanin pada sel melanoma B16.8°

Manfaatnya pada beberapa penyakit mata juga telah dibuktikan pada
beberapa penelitan, contohnya efek pemberian sulforafan sistemik pada tikus
model retinitis pigmentosa, dimana didapatkan hasil bahwa sulforafan sistemik
secara signifikan mengupregulasi Trx, TrxR, dan Nrf2 di tingkat retina, dan efektif
melindungi sel fotoreseptor. Induksi respon fase 2 oleh sulforafan ditemukan
memberikan perlindungan sel epitel pigmen retina terhadap kerusakan
fotooksidatif dan gangguan penglihatan akibat age-related macular
degeneration.®®

Manfaat sulforan pada katarak juga telah dibuktikan pada penelitian
sebelumnya. Penelitian oleh Liu et al, 2013 yang menginvestigasi efek sulforafan
dalam menghambat onset katarak menggunakan sel line epitelial lensa manusia
dan kultur lensa babi, menunjukkan bahwa pemberian sulforafan pada konsentrasi
rendah (1 uM dan 2 yM) menunjukkan kemampuan melindungi sel lensa manusia
terhadap stress oksidatif yang berpotensi menghambat onset katarak melalui
signaling Nrf2, dimana Nrf2 translokasi ke nukleus pada pemberian sulforafan 0,5
- 2,0 uM. 3

2.4. Streptozotocin-Induced Diabetic pada Tikus Model

Streptozotocin  (STZ) pertama Kkali diisolasi dari Streptomyces
achromogenes pada tahun 1960, dan fungsinya sebagai diabetogenik pertama kali
diperkenalkan tahun 1963. Kemudian selanjutnya dikemukakan oleh Junod et al.
pada tahun 1969, dimana efek diabetogenik diakibatkan oleh karena destruksi
selektif sel B pankreas yang memproduksi insulin. Sehingga hewan mengalami
defisiensiinsulin, hiperglikemia, polydipsia, dan polyuria, yang merupakan ciri khas
dari human type 1 diabetes mellitus (TILDM). Hewan T1DM dapat berkembang
dengan komplikasi diabetes, seperti neuropati diabetik, nefropati diabetik, dan
atherosklerosis diabetik.%-%4

Diabetes pada manusia dapat menginduksi komplikasi kronis seperti
kerusakan kardiovaskular, katarak dan retinopati, nefropati dan polineuropati.
Tikus diabetes STZ kronis sebagian besar mirip, tetapi tidak semua komplikasi
kronis dapat diamati pada manusia diabetes. Tikus diabetes STZ kronis dapat
menjadi model untuk menguji pendekatan terapeutik guna memperbaiki komplikasi

diabetes kronis pada manusia.%
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Pengobatan STZ dengan cepat menghasilkan tanda-tanda khas diabetes
seperti peningkatan asupan air dan makanan, kegagalan penambahan berat
badan dan meningkatnya konsentrasi glukosa darah; perubahan ini dipertahankan
selama 24 minggu pengamatan. Seperti pada manusia, diabetes yang tidak diobati
pada tikus meningkatkan kematian karena hanya 52% tikus diabetes yang
diinduksi STZ selamat dari diabetes 24 minggu.®?

Beberapa spesies hewan, termasuk tikus, kelinci dan kera sensitif terhadap
efek sitotoksik STZ ke sel B pankreas. Saat ini STZ sering digunakan untuk
menginduksi tikus model diabetes. Terdapat 2 protokol dasar induksi hewan model
diabetes. Protokol dasar 1 adalah memberikan STZ dengan dosis rendah secara
berulang untuk menginduksi diabetes. Kemudian yang kedua adalah memberikan
STZ dengan dosis tinggi sekali. Sebagian prosedur yang sering digunakan adalah
menggunakan dosis STZ 40 hingga 70 mg/kg. Banyak peneliti menggunakan
single dose dengan dosis sekitar 65 mg/kg untuk membuat diabetes. STZ dosis
50 — 65 mg/kg dapat menyebabkan hiperglikemia (20 — 30 mM) tetapi tidak menjadi
ketosis berat bahkan jika insulin tidak diberikan. Dosis yang lebih tinggi (= 75
mg/kg) menghasilkan ketosis spontan dan kematian dalam beberapa hari jika
insulin tidak diberikan. Sebagian besar penelitian menggunakan tikus model
diabetes yang diinduksi STZ selama 4 — 6 minggu, kadang-kadang 8 minggu.
Namun, beberapa penelitian telah memperpanjang periode pengukuran mereka
hingga 24 minggu yang diperlukan untuk mempelajari mekanisme komplikasi
kronis diabetes seperti neuropati, retinopati dan nefropati.®-°2

Untuk stabilitas dari streptozotocin sendiri, STZ harus disimpan pada suhu
-20°C untuk menghindari dehisasi (kekeringan). Kemudian setelah ditimbang,
tabung mikrosentrifus yang berisi sampel STZ harus ditutup dengan alumunium
foil untuk melindunginya dari cahaya. Karena STZ tidak stabil dalam larutan,
bahkan pada pH asam, sehingga larutan STZ harus disiapkan segar dan
disuntikkan dalam 5 menit setelah melarutkan karena STZ dapat terurai dalam
sitrat buffer dalam 15 hingga 20 menit.%*

Namun beberapa hewan dapat mati dengan cepat setelah perlakuan STZ
karena sel 3 pankreas mengalami nekrosis yang luas dan pelepasan insulin secara
tiba-tiba yang berakibat fatal pada keadaan hipoglikemia dan biasanya dalam 48
jam injeksi STZ. Untuk mencegah hal ini, yang terbaik adalah secara rutin berikan
hewan dengan air sukrosa 10% setelahnya. Jika jumlah kematian hewan > 20%

ketika menggunakan dosis tunggal, maka beri penatalaksanaan hewan dengan 1
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ml larutan glukosa 5% intra peritoneal 6 jam sesudah injeksi STZ atau memberikan
air sukrosa 10% selama 2 hari setelah injeksi STZ.9:%

Pada protokol pembuatan tikus model diabetes dengan induksi STZ
dengan dosis tunggal 65 mg/kb yang diamati selama 120 hari, didapatkan kondisi
hiperglikemia yang mulai dapat diamati stabil sejak hari kedua hingga 120 hari
dengan kadar glukosa darah puasa diatas 250 mg/dL.%*

Hasil pengukuran kadar glukosa darah puasa dan acak sangat berbeda.
Kadar glukosa darah dalam keadaan puasa lebih rendah dan kurang variabel
daripada kadar glukosa darah acak. Tidak ada tingkat hiperglikemia standar
untuk tikus. Namun, ada dasar umum yang digunakan, yaitu: menggunakan
pendekatan membandingakn tes kadar glukosa darah pada kontrol dan kelompok
perlakuan STZ dalam eksperimen yang sama; dan hiperglikemia
didefinisikan sebagai kadar glukosa darah dalam kelompok perlakuan STZ jauh
lebih tinggi dibanding di kelompok kontrol. Secara umum, kadar glukosa darah
acak dalam kelompok perlakuan STZ dikatakan hiperglikemia harus diatas 200
mg/dl (11,1 mmol/liter), sedangkan untuk puasa hewan diabetes glukosa darah
harus diatas 150 mg/dl (glukosa 18 mg/dl = 1 mM) .Yang paling penting adalah
bahwa harus ada perbedaan yang signifikan secara statistik antara kelompok STZ
dan kontrol. Biasanya, pada 3 minggu setelah injeksi STZ, lebih dari 50% hewan
mengalami hiperglikemia berat, dengan kadar glukosa darah mencapai 300
sampai 600 mg/dL. Jika penelitian melibatkan kondisi kronis atau komplikasi
diabetes (misalnya, atherosklerosis yang diinduksi STZ), dosis kedua suntikan
STZ diperlukan pada minggu ke 7 untuk memastikan kondisi diabetes.%!%

Pada penelitian oleh Wei et al yang mengamati beberapa komplikasi kronis
yang timbul akibat perlakuan STZ 65 mg/kg pada tikus Wistar jantan usia 8
minggu. Komplikasi katarak bilateral berkembang lebih awal, dengan perubahan
lensa dalam bentuk kekeruhan dibagian posterior yang diamati pada 4 minggu
pada tikus yang diberi STZ. Perkembangan katarak bersifat progresif dengan
katarak yang parah dengan kebutaan yang diduga di semua mata 16 minggu

paska perawatan.®’
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BAB Il

KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESA

3.1. Kerangka Teori

Hiperglikemia
* A 4 *
Glikosilasi Protein Glukosa Metabolisme Poliol
Pembentukan AGE < Autooksidasi > Akumulasi sorbitol > Stres osmotik
Aktifasi NF-aB NADPH sedikit

A

\ 4

Aktivasi NRF2

Stres oksidatif —| dependent 4|

Radikal (ROS) berlebih antioxidant
Defisit antioksidan protein

A

v v

Modifikasi abnormal protein < Peroksidase lemak Kerusakan DNA
lensa MDA
Water insoluble Kerusakan Nekrosis sel epitel
protein membran lensa

\4

Agregasi protein

\ 4
Kekeruhan lensa |«

v

Katarak

A 4
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3.2.

Kerangka Konsep

Glikosilasi Protein

Hiperglikemia
* v *
Glukosa > Metabolisme Poliol
Pembentukan AGE Autooksidasi Akumulasi sorbitol - Stres osmotik
Aktifasi NF-aB NADPH sedikit
v

\ 4

Stres oksidatif
Radikal (ROS) berlebih
Defisit antioksidan
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dependent
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3.3.  Hipotesis Penelitian

Asupan jus kecambah brokoli dapat mencegah agregasi protein lensa tikus

model diabetes.
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BAB IV
METODOLOGI PENELITIAN

4.1, Desain Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian true eksperimental menggunakan

model in vivo.
4.2. Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian dilakukan di Laboratorium Biosains Universitas Brawijaya
Malang pada bulan Juli - Oktober 2018.

4.3. Kelompok Penelitian

Kelompok penelitian pada percobaan ini adalah tikus jantan Rattus
novergicus strain Wistar yang dibagi kedalam 5 kelompok, yaitu:

—  Kelompok kontrol negatif: kelompok tikus yang hanya memperoleh injeksi
sodium citrate buffer

—  Kelompok kontrol positif: kelompok tikus yang telah dibuat diabetes mellitus
yang tidak mendapatkan paparan jus kecambah brokoli

— Kelompok perlakuan 1 (P1): kelompok tikus yang telah dibuat diabetes
mellitus dengan paparan jus kecambah brokoli dosis 0,25 gram/hari

— Kelompok perlakuan 2 (P2): kelompok tikus yang telah dibuat diabetes
mellitus dengan paparan jus kecambah brokoli dosis 0,5 gram/hari

— Kelompok perlakuan 3 (P3): kelompok tikus yang telah dibuat diabetes

mellitus dengan paparan jus kecambah brokoli dosis 1 gram/hari
4.3.1. Kriteria Inklusi

— Tikus jantan Rattus novergicus strain Wistar, usia enam minggu, dengan
berat badan 200 + 15 g
— Sehat, ditandai dengan gerakan yang aktif, mata jernih dan tidak katarak,

dan memiliki bulu yang berwarna putih mengkilap dan tebal
4.3.2. Kriteria Eksklusi

— Mati selama penelitian

— Infeksi dan keradangan pada mata selama perlakuan
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4.3.3. Penentuan Besar Dosis

Jus kecambah brokoli yang diberikan ditentukan berdasarkan “dose

doubling design”, yaitu 0,25, 0,5 gram, dan 1 gram.

4.4.

Dosis Dosis (gram)

D 0,25
2xD 0,5
4xD 1

Definisi Operasional

Tikus model diabetes adalah tikus jantan Rattus novergicus strain Wistar
yang diperoleh dari yang diperoleh dari Laboraturium Biosains Universitas
Brawijaya Malang yang yang diinjeksi dengan streptozotocin single dose
(STZ 65 mg/kg, yang dilarutkan dalam 0,1 M buffer sitrat, pH 4.5) yang
mencapai konsentrasi glukosa darah puasa > 150 mg/dL setelah 72 jam

post injeksi STZ.

. Jus kecambah brokoli adalah kecambah brokoli (Brassica oleracea L.

botrytis Var.) usia 3 hari yang dijus memakai alat blender juice.

Derajat katarak adalah kekeruhan lensa yang dilihat menggunakan slittamp
biomokroskopi Topcon DC3 perbesaran 25x dengan pupil lebar,
digolongkan menurut klasifikasi kekeruhan lensa sebagai berikut: lensa
normal jernih (derajat 0); vesikel di perifer (derajat 1); vesikel di perifer
dan kekeruhan kortikal (derajat 2); kekeruhan sentral difus (derajat 3); dan
katarak matur/keruh rata (derajat 4).

Ekspresi aB-crystallin lensa adalah nilai kuantifikasi intensitas pita pada
protein target (aB-crystallin) yang muncul pada Western blot di kisaran
berat molekul 20kDa sebagai aB-crystallin native lensa dan di kisaran berat
molekul 45kDa aB-crystallin agregrasi lensa. Nilai kuantifikasi pita berupa
persentase yang didapatkan melalui penghitungan menggunakan software
(ImageLab 5.0 Biorad).

Dosis jus kecambah brokoli adalah jus kecambah brokoli dengan 3 macam
dosis, yaitu 0,25 gram/hari, 0,5 gram/hari, dan 1 gram/hari, yang masing —

masing diberikan sekali sehari.
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4.5. Perkiraan Replikasi

Berdasarkan rancangan penelitian eksperimental, maka perhitungan

jumlah replikasi adalah sebagai berikut :

(t-1)(r-1)215

Dimana t adalah banyaknya kelompok penelitian dan r adalah jumlah
replikasi. Pada penelitian ini terdapat kelompok penelitian (t) = 5 maka diperlukan
jumlah replikasi (r) pada tiap kelompok = 5. Dengan demikian jumlah subyek

penelitian yang diperlukan pada penelitian ini sebanyak 25 tikus.

4.6. Variabel Penelitian
4.6.1. Variabel Bebas

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah dosis jus kecambah brokoli

dalam tiga dosis. Skala yang digunakan adalah skala ordinal.
4.6.2. Variabel Tergantung

Variabel tergantung pada penelitian ini adalah derajat katarak (kekeruhan

lensa), ekspresi aB-crystallin lensa tikus.
4.6.3. Variabel Kendali

Variabel kendali pada penelitian ini adalah jenis kelamin tikus (jantan), usia
tikus (6 minggu), berat badan tikus (200£15 gram), waktu pengujian (lama

pemberian jus kecambah brokoli), faktor lingkungan laboratorium, dan diet.
4.7. Alat dan Bahan Penelitian

— Blood glucose test meter (Nesco MultiCheck)

— Slitlamp biomikroskop (Topcon DC3)

— Alat pemeliharaan hewan coba: kandang tikus, tempat makan dan minum
tikus, kawat kasam dan sekam

— Neraca Ohaus

— Alat pengembangbiakan kecambah brokoli dan pembuatan jus kecambah
brokoli: wadah dengan lubang di bagian tutupnya, blender juice, wadah
plastik tertutup, timbangan, spuit 10 cc

— Spuit yang pada ujungnya dipasang sonde
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4.8.
4.8.1.

Spuit 1 cc

Homogenizer

Sentrifuge

Tetra Cell Protein (BioRad)

Semidry Transblot (BioRad)

Nanodropspektrofotometer (ND-1000)

Chemidoc Gel Imaging (BioRad)

Tikus jantan Rattus novergicus strain Wistar, usia enam minggu sesuai
dengan kriteria inklusi yang diperoleh dari Laboratorium Biosains Fakultas
Kedokteran Universitas Brawijaya Malang

Bahan makanan dan minuman hewan coba: makanan ternak berupa pellet,
air PDAM

Streptozocin (Roche diagnostic, Germany)

Ketamine hydrochloride

Benih kecambah brokoli (Brassica oleracea L. botrytis Var.)

Tris-HCI (20 mM Tris-HCI, Protease inhibitor)

12% SDS-PAGE slab gel (gel elektroforesis)

Immubilon nitrocellulose membrane

aB-crystallin (Ser59) antibody

Nonfat dry milk powder (NFDM)

Peroxidase-tagged anti-rabbit antibody

Diaminobenzidine (0.01%) dan H,0

Midriatil (tropicamide) 1% eye drop

Metode Percobaan

Aklimatisasi

Aklimatisasi hewan coba dilakukan pada kandang dalam laboratorium

Biosains Universitas Brawijaya Malang selama 5 hari. Hewan coba tersebut

dipelihara dalam kandang berukuran 20 cm x 30 cm x 40 cm dimana setiap

kandang berisi 1 ekor tikus pada ruangan dengan suhu 22-25°C dan siklus terang

gelap 12/12jam. Makanan hewan coba berupa pellet dan diberi minum air yang

berasal dari PDAM. Selama pelaksanaan penelitian, tikus diperlakukan dengan

hati-hati dan memperhatikan kelayakan etik penelitian dengan hewan coba.
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4.8.2. Pembuatan Tikus Model Diabetes

Tikus yang akan dijadikan model diabetes dipuasakan terlebih dahulu
selama 6 — 8 jam pada hari pertama penelitian namun tetap diberikan air seperti
normal, kemudian tikus diberikan injeksi intraperitoneal single dose streptozotocin
(STZ 65 mg/kg, yang dilarutkan dalam 0,1 M buffer sitrat, pH 4.5). Kemudian
kembalikan tikus pada kandang masing — masing dan berikan makanan sesuai
normal dan air sukrosa 10%. Pada hari kedua penelitian, air sukrosa 10% diganti
air biasa. Selanjutnya kadar gula darah puasa (GDP) diukur pada 72 jam post
injeksi STZ menggunakan glukometer. Sebelum pengukuran gula darah puasa,
tikus dipuasakan terlebih dahulu selama 6 — 8 jam, kemudian darah dari ekor tikus
diteteskan pada strip yang terhubung dengan glukometer kemudian dibiarkan
selama 6 detik dan dibaca skala yang terlihat pada layar dengan satuan skala
mg/dL. Tikus dengan kadar gula darah puasa > 150 mg/dL berarti telah mengalami
Diabetes Mellitus (DM).%*

4.8.3. Pembuatan Kecambah Brokoli dan Sediaan Jus Kecambah Brokoli

— Benih brokoli direndam dalam air dan disimpan pada tempat hangat dan
gelap selama 8-10 jam.

— Kemudian kuras airnya dan cuci dengan air bersih.

— Kuras kembali airnya dan pastikan seluruh air terkuras, kemudian simpan
benih di tempat hangat dan gelap selama 2 hari. Ulangi prosedur ini hingga
3 — 4 x dalam sehari. Kemudian benih akan mulai memanjang dan memilki
daun bewarna kuning.

— Selajutnya kecambah dapat dipindahkan ke tempat yang mendapatkan
paparan sinar matahari secara tidak langsung. Tetap lakukan prosedur
menguras dan mencuci 3 — 4 x sehari hingga daun menjadi bewarna hijau.

— Kecambah dipanen pada usia 3 hari germinasi, kemudian cuci bersih
kecambah brokoli dan jika tidak langsung digunakan, simpan dalam
keadaan kering dalam wadah/plastik tertutup di lemari es (dapat bertahan
sekitar 1 — 2 minggu).

— Jika kecambah brokoli akan digunakan, siapkan 10 gram kecambah
brokoli, kemudian haluskan dalam air dengan blender sampai halus

menjadi 30ml larutan jus kecambah brokoli.
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— Disiapkan sesuai dosis yang akan diberikan, yaitu dosis 0,25 gram (0,75ml

4.8.4.

4.8.5.

larutan jus kecambah brokali), dosis 0,5 gram (1,5ml larutan jus kecambah
brokoli), dan dosis 1 gram (3ml larutan jus kecambah brokoli), dibuat
masing — masing 5 tiap kelompok perlakuan.

Pembuatan jus dilakukan setiap hari selama 28 hari.
Perlakuan Penelitian

Tikus model diabetes terbagi menjadi kelompok kontrol positif dan
kelompok perlakuan.

Tikus pada kelompok kontrol hanya akan mendapatkan makanan ternak
berupa pellet serta diberi minum yang berasal dari PDAM.

Pada kelompok tikus model diabetes yang mendapat perlakuan dibagi
menjadi 3 grup yang masing-masing mendapatkan makanan ternak berupa
pellet serta diberi minum yang berasal dari PDAM dan ditambahkan jus
kecambah brokoli dengan dosis 0,25 gram, 0,5 gram, dan 1 gram per hari
yang diberikan secara oral sekali sehari menggunakan sonde. Paparan

diberikan selama 28 hari.
Pemeriksaaan Derajat Kekeruhan Lensa/Katarak

Setelah perawatan empat minggu, dilakukan pemeriksaan derajat
kekeruhan lensa tikus dengan pupil yang lebar.

Sebelum pemeriksaan, tikus dianastesi dengan injeksi intramuskular
ketamine hydrochloride 50 mg/kgBB.

Setelah tikus lemas, masing-masing mata tikus ditetesi midriatikum yang
mengandung tropicamide 1%. Setelah pupil dilatasi maksimal, dilakukan
pengamatan lensa secara mikroskopis menggunakan slittamp
biomikroskopi (Topcon DC3) dengan perbesaran 25x dan selanjutnya
dilakukan pengambilan gambar (foto) lensa menggunakan foto slitlamp .
Pemeriksaan derajat kekeruhan lensa dilakukan oleh 1 orang observer
yang sudah berpengalaman dan tidak mengetahui tentang kelompok
penelitian dan temuan yang ada pada penelitian ini.

Derajat kekeruhan lensa dinilai menurut klasifikasi kekeruhan lensa
sebagai berikut: lensa normal jernih (derajat 0); vesikel di perifer (derajat
1); vesikel di perifer dan kekeruhan kortikal (derajat 2); kekeruhan sentral

difus (derajat 3); dan katarak matur/keruh rata (derajat 4).4%®
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4.8.6.

Pemeriksaaan Ekpresi aB-Crystallin Lensa

Kemudian tikus dikorbankan dengan cara mematahkan batang lehernya
hingga fraktur.

Dilakukan diseksi lensa melalui posterior dengan cara membuat insisi kecil
pada sisi posterior bola mata menggunakan pisau, kemudian lensa
dikeluarkan dengan cara menekan sisi yang berlawanan dengan luka
insisi.*

Lensa kemudian dicuci dengan ice-cold saline untuk menghilangkan darah,
dan jika tidak langsung dianalisis, maka lensa mata disimpan pada suhu -
70°C untuk analisis selanjutnya.®

Pemeriksaan Western blot %°

Analisis Western blot menggunakan aB-crystallin (Ser59) antibody. Analisa
ini dilakukan untuk mendeteksi aB-crystallin di lensa.

Lensa mata kanan dan kiri dari masing — masing subyek penelitian
dihomogenisasi dalam 0.1 M Tris buffer (pH 8.0) dan disentrifugasi pada
20,000 g selama 20 menit, 4°C. Supernatan digunakan sebagai
pemeriksaan protein lensa. Supernatan dielektroforesis dalam 12,5%
polyacrylamide gel menggunakan Tris—glycine sebagai running buffer.
Setelah pemisahan elektroforesis, protein dipindahkan ke Immubilon
nitrocellulose membrane.

Imunoblotting dilakukan dengan antibodi primer (aB-crystallin antibody,
pengenceran 1: 1,000) setelah diblok dengan susu bubuk kering tanpa
lemak (NFDM), dan kemudian diinkubasi dengan peroxidase tagged anti-
rabbit 1gG antibody. Kompleks imun dideteksi menggunakan
diaminobenzidine (0,01%) dan H,O,.

Kuantifikasi intensitas pita dilakukan dengan menggunakan sistem gel doc
dengan menggunakan software (ImageLab 5.0 Biorad).

Pemeriksaan western blot dilakukan oleh 1 orang observer yang sudah
berpengalaman dan tidak mengetahui tentang kelompok penelitian dan

temuan yang ada pada penelitian ini.
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4.9.

Teknik Analisa Data

Analisa data untuk mengetahui efek pemberian jus kecambah brokoli

(Brassica oleracea Sp.) dalam mencegah agregasi protein lensa pada tikus model

diabetes dilakukan dengan langkah sebagai berikut:

4.10.

Untuk menguji distribusi normal data numerik pada variabel dependent
maka dilakukan uji Kolmogorof-smimof terhadap data pada tiap kelompok.
Untuk mengetahui homogenitas ragam data numerik pada variabel dependent
maka diakukan uji Levene.

Jika asumsi data (normalitas dan homogenitas) terpenuhi, maka dilakukan analisa data dengan statistik
parametrik one way ANOVA.

Apabila dari uji one way ANOVA didapatkan perbedaan yang signifikan
antar kelompok maka dilanjutkan dengan uji rentang ganda (multiple
comparison, Tukey), dimana dengan uji Tukey ini dapat diketahui
perbedaan antar kelompok sehingga bisa diketahui kelompok mana saja
yang berbeda signifikan atau tidak berbeda signifikan.

Jika asumsi data (normalitas dan homogenitas) tidak terpenuhi maka dapat
dilakukan analisa dengan statistik non parametrik yaitu uji Kruskal-walis
dan Mann-whitney.

Untuk mengetahui hubungan antara pemberian dosis jus kecambah brokoli
dengan agregasi protein lensa antar kelompok perlakuan maka dilakukan
uji korelasi, dan untuk melihat adanya pengaruh dilakukan uji regresi linier
sederhana.

Kemaknaan ditentukan berdasarkan nilai p<0.05. Data disajikan dalam
bentuk tabulasi dengan menggunakan program SPSS 22.0 for windows.

Etika Penelitian

Penelitian ini telah mendapatkan persetujuan ethical clearance dari Tim

Etik Penelitian Kesehatan Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya dengan No.
108 / EC / KEPK-PPDS / 04 / 2018. Secara in vivo, hewan coba diperlakukan

sebaik mungkin supaya tidak menyakiti saat perlakuan. Setiap proses

pemeriksaan menggunakan metode anastesi yang tidak menyakiti hewan coba.

Lembar persetujuan ethical clearance terlampir.
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4.11. Alur Kerja Penelitian

Tikus Wistar
Hari ke 1 Hari ke 4
Inj. STZ 65 Pemeriksaan gula
mg/kgBB single > darah puasa 72 jam [ GDP 2150
dose post injeksi STZ mg/dL
Tikus model diabetes (DM) <
Hari ke 5
v v \ 4 \ 4
Tanpa Kelompok DM + jus DM + jus DM + jus
perlakuan kontrol positif kecambah kecambah kecambah
(kontol negatif) (DM) brokoli dosis brokoli dosis 0,5 brokoli dosis 1
(n=5) (n=5) 0,25 gram/hari gram/hari gram/hari
(n=5) (n=15) (n=5)
28 hari
Hari ke 33 v
Pemeriksaan derajat kekeruhan lensa
v
Tikus dikorbankan - diseksi lensa
\ 4
Pemeriksaan ekspresi aB-crystallin lensa
v
Hasil dilakukan analisa statistik
4.12. Organisasi Penelitian
Peneliti . dr. Ayu Puspitasari
Pembimbing : dr. Nina Handayani, Sp.M(K)
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4.13.

Jadwal Penelitian
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BAB V
HASIL PENELITIAN

Penelitian ini menggunakan 25 tikus yang memenuhi kriteria inklusi dan
eksklusi penelitian, terdiri dari 5 kelompok dimana masing — masing kelompok
terdiri dari 5 tikus. Kelompok penelitian, yaitu kelompok kontrol negatif yang
merupakan kelompok tikus yang hanya memperoleh injeksi sodium citrate buffer;
kelompok kontrol positif adalah kelompok tikus model diabetes yang tidak
mendapatkan paparan jus kecambah brokoli; kelompok perlakuan 1 (P1) adalah
kelompok tikus model diabetes yang diberi perlakuan jus kecambah brokoli dosis
0,25 gram/hari; kelompok perlakuan 2 (P2) adalah kelompok tikus model diabetes
yang diberi perlakuan jus kecambah brokoli dosis 0,5 gram/hari; dan kelompok
perlakuan 3 (P3) adalah kelompok tikus model diabetes yang diberi perlakuan jus
kecambah brokoli dosis 1 gram/hari. Pembuatan tikus model diabetes dilakukan
dengan menginjeksikan STZ 65 mg/kg single dose intraperitoneal dan dilakukan
pemeriksaan kadar GDP 3 hari (72 jam) post injeksi STZ, dimana tikus dengan
kadar GDP > 150 mg/dL akan dimasukkan sebagai tikus diabetes. Setelah 28 hari
perlakuan, semua tikus dilakukan pemeriksaan gula darah puasa akhir, derajat
kekeruhan lensa dengan slit lamp biomikroskopi dan pemeriksaan ekspresi aB-
crystallin lensa dengan metode Western blot menggunakan aB-crystallin (Ser59)
antibody. Data yang telah didapatkan dianalisa dengan menggunakan program
SPSS 22.0 for Windows.

5.1. Kadar Gula Darah Puasa (GDP)

Pemeriksaan kadar gula darah puasa (GDP) dilakukan pada semua tikus
pada sebelum, 3 hari sesudah injeksi STZ, dan setelah perlakuan selama 28 hari
atau di akhir penelitian. Pemeriksaan GDP awal sebelum injeksi STZ dilakukan
untuk membuktikan bahwa tikus yang digunakan dalam penelitian ini adalah tikus
normoglikemia (tidak diabetes), dan menjadi diabetes (hiperglikemia) setelah
injeksi STZ 65 mg/kg single dose pada kelompok kontrol positif dan kelompok
perlakuan yang diperiksa pada 72 jampost injeksi STZ. Pada akhir penelitian juga
dilakukan pemeriksaan GDP kembali guna memastikan bahwa tikus pada kontrol
positif tetap menderita diabetes dan tikus pada kontrol negatif tetap memiliki kadar

GDP yang normal. Berikut data GDP masing — masing tikus penelitian.
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Tabel 3. Rerata kadar GDP tikus selama penelitian

Kadar GDP hari Kadar GDP

Kelompok Kadar GDP ke 3 post post perlakuan
awal (mg/dl) injeksi STZ selama 28 hari
(mg/dl) (mg/dl)

Kontrol negatif 110,4+6,23 118,4+7,64 115,2+9,65

Kontrol positif 115,2+11,03 321,8+90,53 409+128,88

P1 101+17,2 257+69,38 203,6+61,88

P2 117+16,32 302,2+82,96 172,4+26,27

P3 103,6+12,68 345,2+103,78 147+32,09

Keterangan: Data adalah rerata+SD (standard deviation)

450

e Kelompok kontrol

400

100
50
0

350 -
300 -
250 -
200 -
150 -+

Kadar GDP awal Kadar GDP hari Kadar GDP akhir

(mg/dl)

— = negatif

- — Kelompok kontrol
positif

Kelompok P1

<~ Kelompok P2

R —Kelompok P3

ke 3 post injeksi
STZ (mg/dl)

Grafik 1. Grafik rerata GDP tikus selama penelitian. Keterangan: GDP pada kelompok
kontrol negatif tetap pada normoglikemia selama penelitian, sedangkan GDP kelompok
kontrol positif dan kelompok perlakuan, mengalami kondisi hiperglikemia post injeksi STZ
dan tetap hiperglikemia pada kelompok kontrol positif hingga akhir penelitian. Sedangkan
pada kelompok perlakuan didapatkan GDP yang mengalami penurunan setelah
mendapatkan perlakuan jus kecambah brokoli.

Tabel 4. Kadar GDP tikus pada akhir penelitian

GDP akhir Ulangan Mean Std' . Cl95%
1 2 3 4 5 Deviasi Lower Upper
Kontrol negatif 106 104 126 120 120 115,20 9,65 103,21 127,19
Kontrol positif 549 419 488 210 379 409,00 128,88 248,97 569,03
Perlakuan 1 287 234 205 166 126 203,60 61,88 126,76 280,44
Perlakuan 2 196 130 178 167 191 172,40 26,27 139,78 205,02
Perlakuan 3 112 112 169 167 175 147,00 32,09 107,16 186,84
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Rerata GDP akhir

Kontrol negatif Kontrol positif P1 (0,25 gram) P2 (0,5gram) P3 (1 gram)

Grafik 2. Grafik rerata GDP tikus pada akhir penelitian. Keterangan: Rerata kadar GDP
tertinggi didapatkan pada kelompok kontrol positif dan semakin besar dosis jus kecambah
brokoli yang diberikan, tampak memberikan penurunan kadar GDP yang lebih besar.

Pada pemeriksaan GDP awal, semua tikus memiliki GDP normal yaitu <
150 mg/dL, sedangkan dari hasil pengamatan selanjutnya terhadap kadar GDP,
didapatkan semua tikus yang diinjeksikan STZ (kelompok kontrol positif dan
perlakuan) telah menjadi hiperglikemia pada hari ke 3 (GDP > 150 mg/dL) dan
hasil GDP pada akhir penelitian didapatkan bahwa kelompok kontrol positif tetap
hiperglikemia (GDP > 150 mg/dL) dan kontrol negatif tetap memiliki GDP yang
normal. Namun hasil lain yang juga diamati dalam penelitian ini adalah bahwa
pada kelompok perlakuan yang diberikan jus kecambah brokoli mengalami
penurunan kadar GDP dibandingkan sebelum perlakuan dan dengan kelompok
kontrol positif.

Selanjutnya dilakukan pengujian menggunakan metode uji beda rata-rata
yaitu uji one-way Anova (untuk lebih dari 2 kelompok perlakukan), jika asumsi data
(normalitas dan homogenitas) terpenuhi. Berdasarkan hasil uji normalitas data
menggunakan uji Kolmogorof-Smirnof didapatkan bahwa data hasil analisa gula
darah puasa memiliki nilai signifikansi 0.584 (p>0.05), sehingga dapat disimpulkan
bahwa data GDP tersebut menyebar mengikuti sebaran normal. Sedangkan
berdasarkan uji homogenitas data menggunakan uji Levene didapatkan hasil
analisa data GDP memiliki nilai signifikansi 0.192 (p>0.05), sehingga dapat
disimpulkan bahwa data GDP tersebut masih relatif homogen. Dengan demikian
dapat dilakukan pengujian dengan one-way Anova, karena asumsi kenormalan

distribusi data dan homogenitas ragam data telah terpenuhi.
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5.1.1. Uji Perbedaan

Tabel 5. Hasil uji perbedaan rerata GDP akhir

Uji F hitung Signifikansi F table

16,316 0,000 2,866

Pada uji perbedaan, diperoleh nilai F hitung yang lebih besar dari F tabel
dan nilai signifikansi sebesar 0,000 (p<0,05), sehingga dapat disimpulkan bahwa
terdapat perbedaan rata-rata GDP akhir pada masing-masing kelompok.

Sedangkan untuk melihat letak perbedaanya, dilakukan uji lanjut dengan uji Tukey.

Tabel 6. Hasil uji lanjut perbedaan GDP akhir

Perbedaan Kelompok Sig C195% Kesimpulan
" Lower Bound Upper Bound
Kontrol Negatif Kontrol Positif 0,000 -1,704 -0,737 Signifikan
Perlakuan1 0,026 -1,017 -0,050 Signifikan
Perlakuan2 0,143 -0,879 0,088 Tidak Signifikan
Perlakuan 3 0,635 -0,710 0,258 Tidak Signifikan
Kontrol Positif  Perlakuan1 0,003 0,203 1,171 Signifikan
Perlakuan 2 0,000 0,341 1,308 Signifikan
Perlakuan 3 0,000 0,510 1,478 Signifikan
Perlakuan 1 Perlakuan2 0,911 -0,346 0,621 Tidak Signifikan
Perlakuan 3 0,349 -0,176 0,791 Tidak Signifikan
Perlakuan 2 Perlakuan 3 0,830 -0,314 0,653 Tidak Signifikan

Pada uji lanjut perbedaan GDP akhir didapatkan bahwa kelompok kontrol
positif memiliki perbedaan yang signifikan dengan kontrol negatif, perlakuan 1,
perlakuan 2 dan perlakuan 3. Namun antar kelompok perlakuan 1, 2 dan 3 tidak

terdapat perbedaan yang signifikan.
5.1.2. Uji Korelasi

Uji korelasi dilakukan untuk mengetahui hubungan antara dosis jus
kecambah brokoli dengan GDP akhir (setelah perlakuan jus kecambah brokoli)

pada tikus model diabetes.

Tabel 7. Hasil analisis korelasi antara dosis jus kecambah brokoli dan GDP
akhir pada tikus model diabetes.

Variabel Koefefisien Korelasi  Signifikansi
Dosis kelompok — GDP -0,679 0,001
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Pada hasil uji korelasi dosis jus kecambah brokoli dengan GDP akhir
(setelah perlakuan jus kecambah brokoli) pada tikus model diabetes didapatkan
nilai signifikansi 0,001, (p<0.05) yang berarti terdapat hubungan yang signifikan.
Hubungan yang kuat dan berlawanan arah antara dosis jus kecambah brokoli
dengan GDP akhir pada taraf nyata 5% ditunjukkan dengan nilai korelasi yang
negatif sebesar -0,679. Sehingga dapat disimpulkan bahwa semakin tinggi dosis
jus kecambah brokoli yang diberikan akan semakin menurunkan gula darah puasa

tikus model diabetes.
5.1.3. Uji Pengaruh

Uji pengaruh menggunakan uji regresi linier sederhana dilakukan untuk
melihat apakah terdapat pengaruh yang signifikan antara besarnya dosis jus
kecambah brokoli terhadap GDP akhir (setelah perlakuan jus kecambah brokoli)

pada tikus model diabetes.

Tabel 8. Hasil analisa regresi linier sederhana antara dosis jus kecambah
brokoli dengan GDP akhir pada tikus model diabetes.

Model Koefisien t hitung Sig. F Sig.
331,920 10.057 0,000
Konstan
-226,103 -3.924 0,001 15,400 0,000

Dosis

Gula Darah Puasa

500,00 O Observed

500.00—

400.00

300.00—
Y = 331,920 - 226,103 X

20000—

100.00—

Grafik 3. Grafik regresi linier antara dosis jus kecambah brokoli dengan GDP akhir
pada tikus model diabetes. Keterangan: persamaan regresi = Y = 331,920 — 226,103 X,
Y = GDP akhir, X = Dosis jus kecambah brokoli.

Persamaan tersebut memiliki nilai signifikansi sebesar 0,000 (p<0,05) yang
berarti bahwa terdapat pengaruh yang signifikan dosis jus kecambah brokoli

terhadap gula darah puasa akhir pada tikus model diabetes. Dapat dilihat pada
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grafik 3 bahwa dosis jus kecambah brokoli berpengaruh nyata dan negatif
terhadap gula darah puasa akhir tikus model diabetes, atau dengan kata lain
dengan meningkatnya dosis jus kecambah brokoli dapat menurunkan gula darah
puasa secara nyata pada tikus model diabetes. Besar pengaruh dosis jus
kecambah brokoli terhadap penurunan GDP akhir dapat dilihat menggunakan
koefesien determinasi (R square), dimana didapatkan nilai R square yaitu sebesar
0,461 (46,1%).

5.2. Derajat Kekeruhan Lensa/Katarak

Pada pemeriksaan derajat katarak menggunakan slit lamp biomikroskopi
tampak pada kelompok kontrol negatif didapatkan semua lensa mata tikus normal
jernih (derajat 0). Sedangkan pada kelompok kontrol positif, didapatkan lensa
dengan kekeruhan kortikal (derajat 2), kekeruhan sentral difus (derajat 3) hingga
keruh rata (derajat 4). Pada kelompok perlakuan 3 yaitu kelompok yang
mendapatkan perlakuan jus kecambah brokoli dosis 1 gram/hari, didapatkan lensa
normal jernih (derajat 0) hingga lensa dengan bentukan vesikel di perifer (derajat
1). Kelompok perlakuan 2 yaitu kelompok yang mendapatkan perlakuan jus
kecambah brokoli dosis 0,5 gram/hari, didapatkan lensa normal jernih (derajat 0),
mulai tampak bentukan vesikel di perifer (derajat 1) hingga kekeruhan kortikal
(derajat 2). Kelompok perlakuan 1 yaitu kelompok yang mendapatkan perlakuan
jus kecambah brokoli dosis 0,25 gram/hari, didapatkan gambaran lensa mulai
dengan bentukan vesikel di perifer (derajat 1), kekeruhan kortikal (derajat 2)
hingga kekeruhan sentral difus (derajat 3). Pada perhitungan derajat katarak, kami
menjumlahkan derajat kekeruhan lensa kanan dan kiri pada 1 tikus.

Dari hasil pemeriksaan derajat katarak didapatkan kontrol positif memiliki
derajat kekeruhan paling tinggi dibandingkan kelompok lain, dan kelompok
perlakuan 3 yaitu yang mendapatkan perlakuan jus kecambah brokoli dosis 1
gram/hari memiliki derajat kekeruhan katarak paling ringan dibandingkan

kelompok perlakuan 1 dan 2.

Tabel 9. Rerata hasil pengamatan derajat kekeruhan lensa.

. Ulangan I Cl 95%
Derajat Katarak 1 2 3 4 &5 Mean Std. Deviasi Lower Upper
Kontrolnegatf O O O O O 0 0 0 0
Kontrol positif 6 5 7 6 5 58 0,8367 4,7611 6,8389
Perlakuan 1 3 4 3 3 3 3,2 0,4472 2,6447 3,7553
Perlakuan 2 3 3 2 2 2 2,4 0,5477 1,7199 3,0801
Perlakuan 3 o 1 1 2 1 1 0,7071 0,1220 11,8780
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0

Kontrol Negatif Kontrol Positif Perlakuan 1 Perlakuan 2 Perlakuan 3

Grafik 4. Grafik derajat kekeruhan lensa. Keterangan: Kontrol positif memiliki derajat
kekeruhan paling tinggi dibandingkan kelompok lain, dan kelompok perlakuan 3 memiliki
derajat kekeruhan katarak paling ringan dibandingkan kelompok perlakuan 1 dan 2.

Kontrol negatif Perlakuan 3 Perlakuan 2 Perlakuan 1 Kontrol positif

Gambar 4. Gambar pemeriksaan derajat kekeruhan lensa yang diamati dengan slit
lamp biomikroskopi. Keterangan: pada kontrol negatif didapatkan derajat O pada semua
lensa; kelompok perlakuan 3 dengan derajat 0 — 1; kelompok perlakuan 2 dengan derajat
0 — 2; kelompok perlakuan 1 dengan derajat 1 — 3; dan kontrol positif dengan derajat 2 —
4. Diffuse illumination (atas) dan slit ilumination (bawah).

Pada uji normalitas data menggunakan uji Kolmogorof-smirnof didapatkan
bahwa data hasil analisa derajat katarak memiliki nilai signifikansi 0,525 (p>0,05),
sehingga dapat disimpulkan bahwa data derajat katarak tersebut menyebar
mengikuti sebaran normal. Sedangkan pada uji homogenitas data menggunakan
uji Levene didapatkan nilai signifikansi 0,078 (p>0,05), sehingga dapat
disimpulkan bahwa data tersebut homogen. Karena asumsi homogenitas ragam
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data terpenuhi maka untuk derajat katarak dilakukan pengujian dengan one-way
Anova dan uji lanjut Tukey.

5.2.1. Uji Perbedaan

Tabel 10. Hasil uji perbedaan rerata derajat kekeruhan lensa

F hitung Signifikansi F table

73,118 0,000 2,866

Pada uji perbedaan, diperoleh nilai F hitung yang lebih besar dari K tabel
dan nilai signifikansi sebesar 0,000 (p<0.05), sehingga dapat disimpulkan bahwa
terdapat perbedaan rata-rata derajat katarak pada masing-masing kelompok.

Untuk melihat letak perbedaanya, dilakukan uji lanjut dengan uji Tukey.

Tabel 11. Hasil uji lanjut perbedaan rerata derajat kekeruhan lensa

Perbedaan Kelompok Sig Cl 95%0 Kesimpulan
" Lower Bound Upper Bound
Kontrol Negatif Kontrol Positif 0,000 -1,704 -0,737 Signifikan
Perlakuan1 0,026 -1,017 -0,050 Signifikan
Perlakuan2 0,143 -0,879 0,088 Tidak Signifikan
Perlakuan 3 0,635 -0,710 0,258 Tidak Signifikan
Kontrol Positif ~ Perlakuan1 0,003 0,203 1,171 Signifikan
Perlakuan 2 0,000 0,341 1,308 Signifikan
Perlakuan 3 0,000 0,510 1,478 Signifikan
Perlakuan 1 Perlakuan2 0,911 -0,346 0,621 Tidak Signifikan
Perlakuan 3 0,349 -0,176 0,791 Tidak Signifikan
Perlakuan 2 Perlakuan 3 0,830 -0,314 0,653 Tidak Signifikan

Pada uji lanjut perbedaan didapatkan bahwa kelompok kontrol positif
memiliki perbedaan yang signifikan dengan kelompok kontrol negatif, P1, P2, dan
P3. Namun antar kelompok P1, P2, dan P3 tidak didapatkan perbedaan yang

signifikan.
5.2.2. Uji Korelasi

Uji Korelasi dilakukan untuk mengetahui hubungan yang signifikan antara

dosis jus kecambah brokoli dengan derajat kekeruhan lensa tikus model diabetes.

Tabel 12. Hasil analisis korelasi antara dosis jus kecambah brokoli dan
derajat kekeruhan lensa

Variabel Koefefisien Korelasi  Signifikansi
Dosis kelompok — Derajat -0,801 0,000
kekeruhan lensa
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Pada hasil uji korelasi dosis jus kecambah brokoli dengan derajat
kekeruhan katarak didapatkan nilai signifikansi 0,000, (p<0,05) yang berarti
terdapat hubungan yang signifikan. Hubungan yang sangat kuat dan berlawanan
arah antara dosis jus kecambah brokoli dengan derajat kekeruhan lensa pada taraf
nyata 5% ditunjukkan dengan nilai korelasi yang negatif sebesar -0,891. Sehingga
dapat disimpulkan bahwa semakin tinggi dosis jus kecambah brokoli yang
diberikan akan semakin menurunkan derajat kekeruhan lensa tikus model

diabetes.
5.2.3. Uji Pengaruh

Uji pengaruh menggunakan uji regresi linier sederhana dilakukan untuk
melihat apakah terdapat pengaruh yang signifikan antara besarnya dosis jus
kecambah brokoli terhadap derajat kekeruhan lensa pada tikus model diabetes.

Tabel 13. Hasil analisa regresi linier sederhana antara dosis jus kecambah
brokoli dengan derajat kekeruhan lensa pada tikus model diabetes.

Model Koefisien t hitung Sig. F Sig.
Konstan 5,040 16,477 0.000
Dosis 4,434 8,304 0.000 08958 0000

Derajat Katarak

4.00—

3.00—

2.00—

1.00—

0.00— o

Dosis

Grafik 5. Grafik regresi linier antara dosis jus kecambah brokoli dengan derajat
katarak pada tikus model diabetes. Keterangan: persamaan regresi =Y = 5,040 — 4,434
X, Y = derajat katarak, X = dosis jus kecambah brokoli.

Persamaan tersebut memiliki nilai signifikansi sebesar 0,000 (p<0,05) yang
berarti bahwa terdapat pengaruh yang signifikan dosis jus kecambah brokoli
terhadap derajat kekeruhan lensa pada tikus model diabetes. Dapat dilihat pada

grafik 5 bahwa dosis jus kecambah brokoli berpengaruh nyata dan negatif
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terhadap derajat kekeruhan lensa tikus model diabetes, atau dengan kata lain
dengan meningkatnya dosis jus kecambah brokoli dapat menurunkan derajat
kekeruhan lensa secara nyata pada tikus model diabetes. Besar pengaruh dosis
jus kecambah brokoli terhadap penurunan derajat katarak sebesar 79,3% (R
square = 0,793).

5.3. Ekspresi aB-crystallin lensa

Sedangkan pada pengujian ekspresi aB-crystallin lensa menggunakan
metode Western blot didapatkan penurunan ekspresi aB-crystallin native lensa
tertinggi pada kelompok kontrol positif yakni kelompok tikus diabetes yang tidak
mendapatkan perlakuan jus kecambah brokoli. Sedangkan pada kelompok
perlakuan didapatkan ekspresi aB-crystallin native lensa yang lebih besar
dibandingkan yang ada kelompok kontrol positif. Semakin besar dosis jus
kecambah brokoli yang diberikan, ekspresi aB-crystallin native lensa semakin

besar.

Tabel 14. Rerata hasil pengamatan ekspresi aB-crystallin native lensa.

aB-crystallin Ulangan Mean Std. Cl 95%
lensa (%) 1 2 3 4 5 Deviasi Lower  Upper
Kontrol negatif 9,4 94 73 86 92 8,78 0,890 7,675 9,885
Kontrol positf 05 06 02 04 06 0,46 0,167 0,252 0,668
Perlakuan 1 14 08 19 17 16 148 0,421 0,958 2,002
Perlakuan 2 15 16 21 19 2 1,82 0,259 1,499 2,141

Perlakuan 3 75 69 6,3 38 54 5,98 1,445 4,186 7,774

Selain itu, kami juga mengamati pita dengan intensitas yang lebih besar
pada berat molekul sekitar 45kDa yang mungkin merupakan agregrasi heteromik
kompleks aB-crystallin lensa. Pada ekspresi agregrasi aB-crystallin lensa
didapatkan kondisi yang berlawanan dibandingkan dengan aB-crystallin native,
dimana pada ekspresi agregrasi aB-crystallin tertinggi terdapat pada kelompok
kontrol positif, dan ekspresi terendah ada pada kelompok kontrol negatif.
Sedangkan pada kelompok perlakuan jus kecambah brokoli didapatkan bahwa
semakin besar dosis jus kecambah brokoli yang diberikan, ekspresi agregrasi aB-

crystallin lensa juga semakin kecil.

Tabel 15. Rerata hasil pengamatan ekspresi agregrasi aB-crystallin lensa.

aB-crystallin Ulangan Mean Std. Cl 95%
agregrasi (%) 1 2 3 4 5 Deviasi Lower Upper
Kontrol negatif 1 08 29 2 15 1,640 0,844 0,592 2,688

Kontrol positif 16,5 10 9,6 15,8 10,8 12,540 3,333 8,402 16,678
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Perlakuan 1 94 10,6 6,4 156 134 11,080 3,563 6,656 15,504
Perlakuan 2 91 93 52 119 8,6 8,820 2,395 5,846 11,794
Perlakuan 3 34 21 23 74 32 3,680 2,153 1,006 6,354

=

m aB-crystallin
native

® aB-crystallin
agregrasi

Ekspresi aB-crystallin (%)

1.64 0.46

k Kontrol Neqatif Kontrol Positif Perlakuan 1 ~ Perlakuan 2 Perlakuan 3 ‘

Grafik 6. Grafik rerata ekspresi aB-crystallin lensa. Keterangan: batang biru
menunjukkan ekspresi aB-crystallin native; batang kuning menunjukkan ekspresi aB-
crystallin agregrasi. Semakin besar dosis jus kecambah brokoli yang diberikan maka
ekspresi aB-crystallin native semakin besar, sebaliknya ekspresi aB-crystallin lensa
agregrasi semakin kecil pada tikus model diabetes.
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Gambar 5. Hasil pengukuran ekspresi aB-crystallin lensa menggunakan metode
Western blot. A: Imunoblot aB-crystallin lensa kelompok penelitian; M, marker protein
standar pada rentang 15,9 — 138 kDa; A4, kontrol negatif; B4, kelompok P3; C4, kelompok
P2; D4, kelompok P1; dan E4, kontrol positif. B: Pita pada berat molekul £ 20kDa mewakili
aB-crystallin native dan pita pada berat molekul + 45kDa mewakili aB- crystallin agregrasi.

Berdasarkan pengujian normalitas data menggunakan uji Kolmogorof-
smirnof didapatkan data hasil analisa ekspresi aB-crystallin native memiliki nilai
signifikansi sebesar 0,687 (p>0,05), sedangkan aB-crystallin agregrasi sebesar
0,544 (p>0,05) sehingga dapat disimpulkan bahwa data ekspresi aB-crystallin
lensa tersebut menyebar mengikuti sebaran normal. Selanjutnya pada uji
homogenitas data menggunakan uji Levene, didapatkan nilai signifikansi pada
hasil analisa ekspresi aB-crystallin native sebesar 0,191 (p>0,05), dan aB-
crystallin agregrasi sebesar 0,076 (p>0,05) sehingga dapat disimpulkan bahwa
data tersebut homogen. Karena asumsi homogenitas ragam data terpenuhi maka
untuk uji perbedaan ekspresi aB-crystallin lensa dapat dilakukan dengan uji one-
way Anova.

5.3.1. Uji perbedaan

Tabel 16. Hasil Uji perbedaan rerata ekspresi aB-crystallin lensa

Ekspresi aB-crystallin lensa F hitung Signifikansi Chi Square table

Native 83,966 0,000 2,866

Agregrasi 15,923 0,000 2,866

Pada uji perbedaan rerata ekspresi aB-crystallin lensa diperoleh nilai F
hitung yang lebih besar dari F tabel dan nilai signifikansi sebesar 0,000 lebih kecil
dari a (0,05), sehingga dapat disimpulkan bahwa terdapat perbedaan rata-rata
ekspresi aB-crystallin lensa pada masing-masing kelompok. Untuk melihat letak

perbedaanya, dilakukan uji lanjut dengan uji Tukey.

Tabel 17. Hasil Uji lanjut perbedaan rerata ekspresi aB-crystallin native

Perbedaan Kelompok Sig C195% Kesimpulan
" Lower Bound Upper Bound
Kontrol Negatif Kontrol Positif 0,000 2,462 3,570 Signifikan
Perlakuan1 0,000 1,263 2,371 Signifikan
Perlakuan 2 0,000 1,023 2,132 Signifikan
Perlakuan 3 0,222 -0,148 0,960 Tidak Signifikan
Kontrol Positif ~ Perlakuan1 0,000 -1,753 -0,645 Signifikan
Perlakuan2 0,000 -1,993 -0,884 Signifikan
Perlakuan 3 0,000 -3,164 -2,056 Signifikan
Perlakuan 1 Perlakuan2 0,699 -0,793 0,315 Tidak Signifikan
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Perlakuan 3

0,000

-1,965

-0,856

Signifikan

Perlakuan 2

Perlakuan 3

0,000

-1,725

-0,617

Signifikan
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Tabel 18. Hasil Uji lanjut perbedaan rerata ekspresi aB-crystallin agregrasi

Perbedaan Kelompok Sig. C195% Kesimpulan
Lower Bound Upper Bound
Kontrol Negatif Kontrol Positif 0,000 -15.899 -5.901 Signifikan
Perlakuan1 0,000 -14.439 -4.441 Signifikan
Perlakuan 2 0,003 -12.179 -2.181 Signifikan
Perlakuan 3 0,740 -7.039 2.959 Tidak signifikan
Kontrol Positif ~ Perlakuan1 0,903 -3.539 6.459 Tidak signifikan
Perlakuan2 0,210 -1.279 8.719 Tidak signifikan
Perlakuan 3 0,000 3.861 13.859 Signifikan
Perlakuan 1 Perlakuan2 0,663 -2.739 7.259 Tidak signifikan
Perlakuan 3 0,002 2.401 12.399 Signifikan
Perlakuan 2 Perlakuan 3 0,042 0.141 10.139 Signifikan

Pada hasil uji lanjut perbedaan didapatkan bahwa ekspresi aB-crystallin
lensa native pada kelompok kontrol positif memiliki perbedaan yang signifikan
dengan kelompok P1, P2, dan P3. Sedangkan pada ekspresi aB-crystallin lensa
agregrasi tidak terdapat perbedaan yang signifikan antara kontrol positif dengan
kelompok P1 dan P2, namun berbeda signifikan dengan kelompok P3. Kemudian
baik pada ekspresi aB-crystallin lensa native maupun aB-crystallin lensa
agregrasi, didapatkan perbedaan yang tidak signifikan pada kelompok P1 dan P2,
namun berbeda signifikan pada kelompok P1 dan P3, serta kelompok P2 dan P3.

5.3.2. Uji Korelasi

Uji Korelasi dilakukan untuk mengetahui hubungan yang signifikan antara
dosis jus kecambah brokoli dengan ekspresi aB-crystallin lensa tikus model

diabetes.

Tabel 19. Hasil analisis korelasi antara dosis jus kecambah brokoli dan
ekspresi aB-crystallin lensa

Variabel Koefisien Korelasi Sig. Kesimpulan
Dosis kelompok — N
ekspresi aB-crystallin native 0,915 0,000 Signifikan
Dosis kelompok — -0,785 0,000  Signifikan

ekspresi aB-crystallin agregrasi

Pada hasil uji korelasi dosis jus kecambah brokoli dengan ekspresi aB-
crystallin lensa didapatkan nilai signifikansi 0,000, lebih kecil dari a (0,05) yang
berarti terdapat hubungan yang signifikan antara dosis jus kecambah brokoli
dengan ekspresi aB-crystallin lensa yang diukur. Dari nilai koefisien korelasi dapat

disimpulkan bahwa terdapat hubungan yang sangat kuat dan searah pada
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ekspresi aB-crystallin lensa native, serta hubungan kuat dan berlawanan arah
pada ekspresi aB-crystallin lensa agregrasi terhadap dosis jus kecambah brokoli
pada taraf nyata 5%. Semakin tinggi dosis jus kecambah brokoli yang diberikan
akan semakin meningkatkan ekspresi aB-crystallin lensa native dan menurunkan

ekspresi aB-crystallin lensa agregrasi pada tikus model diabetes.
5.3.3. Uji Pengaruh

Uji pengaruh menggunakan uji regresi linier sederhana dilakukan untuk
melihat apakah terdapat pengaruh yang signifikan antara besarnya dosis jus

kecambah brokoli terhadap ekspresi aB-crystallin lensa pada tikus model diabetes.

Tabel 20. Hasil analisa regresi linier sederhana antara dosis jus kecambah
brokoli dengan ekspresi aB-crystallin lensa pada tikus model diabetes.

Ekspresi aB-crystallin

. t . .
lensa Model Koefisien hitung Sig. F Sig.
Plative Konstan

0,036 0,110 0,913 92.446 0,000
DOk 5,483 9,615 0,000
Agregrasi Konstan 12,984 13,474 0,000
Dosis -9,038 -5,372 0,000 26,861 0,000
gBcrystallin lensa native aB-crystallin lensa agregrasi
8.00 O Observed Q Observed

oo

1500~
6.00-

400 1000

Y =0,0036 + 5,483 X,

0.00+

Dosis Dosis

Grafik 7. Grafik regresi linier antara dosis jus kecambah brokoli dengan ekspresi aB-
crystallin lensa native dan agregrasi pada tikus model diabetes. Keterangan: Y =
ekspresi aB-crystallin lensa, X = dosis jus kecambah brokoli.

Persamaan tersebut memiliki nilai signifikansi sebesar 0,000 (p<0,05) yang
berarti bahwa terdapat pengaruh yang signifikan dosis jus kecambah brokoli
terhadap ekspresi aB-crystallin lensa pada tikus model diabetes. Dapat dilihat
pada grafik 7 bahwa dosis jus kecambah brokoli berpengaruh nyata dan positif
terhadap ekspresi aB-crystallin lensa native, namun negatif terhadap ekspresi aB-

crystallin lensa agregrasi tikus model diabetes, atau dengan kata lain dengan
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meningkatnya dosis jus kecambah brokoli dapat meningkatkan ekspresi aB-
crystallin lensa native dan menurunkan ekspresi aB-crystallin lensa agregrasi
secara nyata pada tikus model diabetes. Besar pengaruh dosis jus kecambah
brokoli terhadap peningkatan aB-crystallin lensa native sebesar 83,7% (R square
=0,837) dan terhadap penurunan aB-crystallin lensa agregrasi sebesar 61,6% (R
square = 0,616).

5.4. Hubungan antara GDP, derajat katarak, dan ekspresi aB-crystallin lensa
pada tikus model diabetes
5.4.1. Uji Korelasi

Dari data sampel penelitian pada masing — masing variabel, kami coba
menghubungkan satu sama lain untuk melihat apakah ada hubungan dari ketiga
variabel tersebut, yaitu GDP, derajat kekeruhan lensa dan ekspresi aB-crystallin

lensa.

Tabel 21. Hasil analisis korelasi antar variabel

Hubungan Variabel R Sig. Keterangan
Gula darah puasa — Derajat katarak 0,803 0,000 Signifikan
Gula darah puasa — aB-crystallin native -0,571 0,009 Signifikan
Derajat katarak — aB-crystallin native -0,829 0,000 Signifikan
Gula darah puasa — aB-crystallin agregasi 0,418 0.067  Tidak Signifikan
Derajat katarak — aB-crystallin agregasi 0,708 0.000 Signifikan
aB-crystallin native — aB-crystallin agregasi -0,794 0.000 Signifikan

Pada hasil uji korelasi didapatkan hasil bahwa hubungan antara GDP
dengan derajat katarak memiliki nilai signifikansi 0,000, lebih kecil dari a (0,05)
yang berarti terdapat hubungan yang signifikan. Hubungan yang sangat kuat dan
searah antara GDP dengan derajat katarak pada taraf nyata 5% ditunjukkan
dengan nilai korelasi yang positif sebesar 0,803. Sehingga dapat disimpulkan
bahwa semakin tinggi GDP maka derajat katarak semakin berat. Sedangkan
hubungan antara GDP dengan ekspresi aB-crystallin native lensa juga didapatkan
nilai signifikansi 0,009, lebih kecil dari a (0,05) yang berarti terdapat hubungan
yang signifikan. Hubungan yang sedang dan berlawanan arah antara GDP dengan
ekspresi aB-crystallin native lensa pada taraf nyata 5% ditunjukkan dengan nilai
korelasi yang negatif sebesar 0,571. Sehingga dapat disimpulkan bahwa semakin
tinggi GDP maka ekspresi aB-crystallin native semakin turun. Namun pada hasil
penelitian ini hubungan antara GDP dengan ekspresi aB-crystallin lensa agregrasi

tidak signifikan (nilai signifikansi 0,67). Hubungan yang sedang dan searah antara
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GDP dengan ekspresi aB-crystallin lensa agregasi pada taraf nyata 5%
ditunjukkan dengan nilai korelasi yang positif sebesar 0,418, dimana semakin
tinggi GDP akan semakin meningkatkan ekspresi aB-crystallin lensa agregrasi
pada tikus model diabetes.

Hubungan antara derajat katarak dengan ekspresi aB-crystallin baik native
maupun agregrasi lensa didapatkan nilai signifikansi 0,000, lebih kecil dari a (0,05)
yang berarti terdapat hubungan yang signifikan. Hubungannya bersifat sangat kuat
dan berlawanan arah pada taraf nyata 5% yang ditunjukkan dengan nilai korelasi
yang negatif sebesar -0,829. Sehingga dapat disimpulkan bahwa semakin tinggi
kekeruhan lensa maka ekspresi aB-crystallin native lensa semakin menurun dan
ekspresi aB-crystallin agregrasi semakin meningkat.

Hubungan antara ekspresi aB-crystallin native dengan aB-crystallin
agregasi didapatkan nilai signifikansi 0,000, lebih kecil dari a (0.05) yang berarti
terdapat hubungan yang signifikan. Hubungan yang kuat dan berlawanan arah
antara ekspresi aB-crystallin native dengan aB-crystallin agregasi pada taraf nyata
5% ditunjukkan dengan nilai korelasi yang negatif sebesar -0,794. Sehingga dapat
disimpulkan bahwa semakin tinggi aB-crystallin native maka ekspresi aB-crystallin

agregasi tikus model diabetes semakin rendah.
5.4.2. Uji Pengaruh Antar Variabel
a. Pengaruh GDP terhadap derajat katarak

Uji pengaruh menggunakan uji regresi linier sederhana dilakukan untuk
melihat apakah terdapat pengaruh yang signifikan antara besarnya GDP terhadap

derajat katarak/kekeruhan lensa pada tikus model diabetes.

Tabel 22. Hasil analisa regresi linier sederhana antara GDP dengan derajat
katarak pada tikus model diabetes.

Model Koefisien t hitung Sig. F Sig.
0,301 0,544 0,593

Konstan
0,012 5722 0000 32744 0000

GDP

62



Derajat Katarak

O Cerend
— e

Y =0,301 + 0,012 X

T T T T T T
100 00 20000 30000 %2010 s0000 B00I0

Gula Darah Pusss

Grafik 8. Grafik regresi linier antara GDP dengan derajat katarak pada tikus model
diabetes. Keterangan: persamaan regresi = Y = 0,301 + 0,012 X, Y = derajat katarak, X =
gula darah puasa.

Persamaan tersebut memiliki nilai signifikansi sebesar 0,000 (p<0,05) yang
berarti bahwa terdapat pengaruh yang signifikan GDP terhadap derajat kekeruhan
lensa pada tikus model diabetes. Dapat dilihat pada grafik 8 bahwa GDP
berpengaruh nyata dan positif terhadap derajat kekeruhan lensa tikus model
diabetes, atau dengan kata lain pada tikus model diabetes meningkatnya GDP
dapat meningkatkan derajat kekeruhan lensa secara nyata. Besar pengaruh GDP
terhadap derajat kekeruhan lensa sebesar 64,5% (R square = 0,645).

b. Pengaruh GDP terhadap ekspresi aB-crystallin native lensa

Uji pengaruh menggunakan uji regresi linier sederhana dilakukan untuk
melihat apakah terdapat pengaruh yang signifikan antara besarnya GDP terhadap

ekspresi aB-crystallin native lensa pada tikus model diabetes.

Tabel 23. Hasil analisa regresi linier sederhana antara GDP dengan ekspresi
aB-crystallin native lensa pada tikus model diabetes.

Model Koefisien t hitung Sig. F Sig.
4,831 5,265 0,000

Konstan

8,722 0,009
GDP -0,010 -2,953 0,009
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Grafik 9. Grafik regresi linier antara GDP dengan ekspresi aB-crystallin native lensa
pada tikus model diabetes. Keterangan: persamaan regresi = Y = 4,831 — 0,010 X, Y =
ekspresi aB-crystallin lensa, X = gula darah puasa.

Persamaan tersebut memiliki nilai signifikansi sebesar 0.009 (p<0.05) yang
berarti bahwa terdapat pengaruh yang signifikan GDP terhadap ekspresi aB-
crystallin native lensa pada tikus model diabetes. Dapat dilihat pada grafik 9 bahwa
GDP berpengaruh nyata dan negatif terhadap ekspresi aB-crystallin native lensa
tikus model diabetes, atau dengan kata lain pada tikus model diabetes
meningkatnya GDP dapat menurunkan ekspresi aB-crystallin native lensa secara
nyata. Besar pengaruh GDP terhadap ekspresi aB-crystallin native sebesar 32,6%
(R square = 0,326).

c. Pengaruh ekspresi aB-crystallin lensa terhadap derajat katarak

Uji pengaruh menggunakan uji regresi linier sederhana dilakukan untuk
melihat apakah terdapat pengaruh yang signifikan antara besarnya ekspresi aB-
crystallin lensa terhadap derajat katarak pada tikus model diabetes.

Tabel 24. Hasil analisa regresi linier sederhana antara ekspresi aB-crystallin
native lensa dengan derajat katarak pada tikus model diabetes.

Model Koefisien t hitung Sig. = Sig.
4.778 13.257 0.000
Konstan
aB-crystallin -0.689 -6.294 o000 39619 0,000
native
0.338 0.469 0.644
Konstan
aB-crystallin 0.306 4.248 0000 18041 0000
agregrasi
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Grafik 10. Grafik regresi linier antara ekspresi aB-crystallin lensa dengan derajat
katarak pada tikus model diabetes. Keterangan: A. Ekspresi aB-crystallin native lensa;
B. Ekspresi aB-crystallin lensa agregrasi. Y = derajat katarak, X = ekspresi aB-crystallin
lensa.

Persamaan tersebut memiliki nilai signifikansi sebesar 0.000 (p<0.05) yang
berarti bahwa terdapat pengaruh yang signifikan ekspresi aB-crystallin lensa
terhadap derajat katarak/kekeruhan lensa pada tikus model diabetes. Dapat dilihat
pada grafik 10 bahwa ekspresi aB-crystallin native lensa berpengaruh nyata dan
negatif terhadap derajat kekeruhan lensa tikus model diabetes, sedangkan
ekspresi aB-crystallin lensa agregrasi berpengaruh nyata dan positif atau dengan
kata lain dengan meningkatnya ekspresi aB-crystallin native lensa dan
menurunnya ekspresi aB-crystallin lensa agregrasi memberikan gambaran
penurunan derajat katarak secara nyata pada tikus model diabetes. Besar
pengaruh ekspresi aB-crystallin native lensa terhadap derajat katarak sebesar
68,8% (R square = 0,688) sedangkan besar pengaruh ekspresi aB-crystallin lensa
agregrasi terhadap derajat katarak sebesar 50,1% (R square = 0,501).
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BAB VI
PEMBAHASAN

6.1. Hewan coba model diabetes dan efek jus kecambah brokoli pada

kadar gula darah puasa tikus model diabetes

Pemberian STZ dengan cepat menghasilkan tanda-tanda khas diabetes
seperti peningkatan asupan air dan makanan, kegagalan penambahan berat
badan dan meningkatnya konsentrasi glukosa darah; perubahan ini dipertahankan
selama 24 minggu pengamatan. Seperti pada manusia, pada suatu studi, diabetes
yang tidak diobati pada tikus meningkatkan kematian karena hanya 52% tikus
diabetes yang diinduksi STZ selamat dari diabetes 24 minggu.®?

STZ menyebabkan destruksi selektif sel B pankreas yang memproduksi
insulin. Sehingga hewan mengalami defisiensi insulin, hiperglikemia, polydipsia,
dan polyuria, yang merupakan ciri khas dari human type 1 diabetes mellitus
(T1DM). Pada penelitian ini, kami menggunakan protokol dasar induksi hewan
diabetes dengan pemberian STZ 65mg/kgBB single dose. Pada literatur, STZ
dosis 50-65 mg/kg dapat menyebabkan hiperglikemia (20-30 mM) tetapi tidak
menjadi ketosis berat bahkan jika insulin tidak diberikan. Dosis yang lebih tinggi (=
75 mg/kg) menghasilkan ketosis spontan dan kematian dalam beberapa hari jika
insulin tidak diberikan.%1%2

Namun beberapa hewan dapat mati dengan cepat setelah perlakuan STZ
karena sel B pankreas mengalami nekrosis yang luas dan pelepasan insulin secara
tiba-tiba yang berakibat fatal pada keadaan hipoglikemia dan biasanya dalam 48
jam injeksi STZ. Untuk mencegah hal ini, yang terbaik adalah secara rutin berikan
hewan dengan air sukrosa 10% setelahnya. Jika jumlah kematian hewan > 20%
ketika menggunakan dosis tunggal, maka beri penatalaksanaan hewan dengan 1
ml larutan glukosa 5% intra peritoneal 6 jam sesudah injeksi STZ atau memberikan
air sukrosa 10% selama 2 hari setelah injeksi STZ.9%

Hasil pengukuran kadar glukosa darah puasa dan acak sangat berbeda.
Kadar glukosa darah dalam keadaan puasa lebih rendah dan kurang variabel
daripada kadar glukosa darah acak. Tidak ada tingkat hiperglikemia standar untuk
tikus. Namun, ada dasar umum yang digunakan, yaitu: menggunakan pendekatan
membandingkan tes kadar glukosa darah pada kontrol dan kelompok perlakuan
STZ dalam eksperimen yang sama; dan hiperglikemia didefinisikan sebagai kadar

glukosa darah dalam kelompok perlakuan STZ jauh lebih tinggi dibanding di
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kelompok kontrol. Secara umum, kadar glukosa darah acak dalam kelompok
perlakuan STZ dikatakan hiperglikemia harus diatas 200 mg/dl (11,1 mmol/liter),
sedangkan untuk puasa hewan diabetes glukosa darah harus diatas 150 mg/dl
(glukosa 18 mg/dl = 1 mM).%1%

Pada penelitian ini kami menggunakan 5 kelompok tikus yang di awal
penelitian merupakan tikus normoglikemik. Dari hasil pengamatan selanjutnya
terhadap kadar gula darah puasa didapatkan bahwa kadar GDP > 150 mg/dL pada
semua kelompok yang diinjeksi STZ, yaitu pada kelompok kontrol positif dan
semua kelompok perlakuan yang didapatkan pada hari ke 3 postinjeksi STZ. Hal
ini menandakan bahwa tikus — tikus telah menjadi hiperglikemia pada hari ke 3
setelah injeksi STZ 65mg/kgBB. Hasil ini sesuai dengan yang kami harapkan
berdasarkan studi oleh Furman dimana semua tikus menjadi hiperglikemia (GDP
> 150 mg/dl) pada hari ke 2 post injeksi STZ 65 mg/kg single dose intraperitoneal .

Kemudian, pada penelitian ini didapatkan bahwa pada kelompok perlakuan
yang diberikan jus kecambah brokoli tampak mengalami penurunan yang
signifikan secara statistik pada kadar gula darah puasa akhir dibandingkan
kelompok kontrol positif dan semakin besar dosis jus kecambah brokoli yang
diberikan ternyata memberikan penurunan gula darah puasa akhir yang lebih
besar pula. Tampaknya ini dapat menjadi temuan sekunder pada penelitian ini,
bahwa juga terdapat hubungan dan pengaruh yang signifikan secara statistik
antara dosis jus kecambah brokoli dengan gula darah puasa akhir tikus model
diabetes. Walaupun perbedaan antar kelompok perlakuan (P1, P2, dan P3) tidak
menunjukkan adanya perbedaan yang tidak signifikan pada kadar gula darah
puasa setelah perlakuan jus kecambah brokoli. Perbedaan yang tidak signifikan
antar kelompok perlakuan tersebut dapat dikarenakan karena mungkin rentang
dosis yang digunakan tidak terlalu bermakna dalam memberikan efek penurunan
gula darah puasa yang berbeda signifikan.

Diabetes mellitus tipe 1 ditandai dengan adanya infiltrasi sel-sel inflamasi
ke dalam islet pankreas Langerhans, diikuti dengan destruksi selektif dan progresif
sel beta yang mensekresi insulin. Leukosit yang menginfiltrasi islet mensekresikan
sitokin seperti IL-13 (interleukin-1B) dan IFN-¥ (interferon-r), yang berkontribusi
terhadap kematian sel beta. Bukti in vitro menunjukkan bahwa aktivasi sitokin dari
faktor transkripsi NF-kB (nuclear factor kappa B) adalah komponen penting dari

sinyal yang memicu apoptosis sel beta. 100101
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Kecambah brokoli adalah sumber yang kaya akan komponen bioaktif
termasuk glukosinolat dan flavonoid. Komponen yang sangat penting adalah
sulforafan yang merupakan inducer antioksidan kuat dan memiliki konsentrasi
yang tinggi pada kecambah brokoli. Selain efek antioksidan, sulforafan juga telah
dilaporkan efektif pada kondisi — kondisi yang berkaitan dengan peradangan
melalui penghambatan aktivasi NF-kB. Mekanisme SFN pada metabolisme
glukosa ditunjukkan oleh Song et al., pada model diabetes yang diinduksi dengan
STZ, yang menunjukkan penurunan produksi ROS dan penghambatan jalur NF-
kB di pankreas, yang menjaga sekresi insulin. Pada penelitian lain oleh Souza et
al., yang meneliti efek metabolik pemberian sulforafan oral pada tikus model
diabetes yang induksi STZ, juga memberikan hasil dimana pemberian sulforafan
dosis 0,1 mg/kg, 0,25 mg/kg dan 0,5 mg/kg per oral melalui sonde sebelum tikus
diinjeksi STZ 80 mg/kg menunjukkan kadar GDP, insulin sensitivity, dan
konsentrasi glikogen hepatik, hampir sama dengan kelompok kontrol (non
diabetes), dan berbeda signifikan dengan kelompok diabetes.192:103

Studi lain oleh Axelsson et al, mempelajari efek sulforafan pada produksi
glukosa menggunakan H4IIE (sel line tikus hepatoma) yang telah diberikan
konsentrasi palmitat yang tinggi (250 mM) untuk menyerupai kondisi diabetogenik.
Pada penelitian ini menunjukkan bahwa sebagian besar pengurangan yang
dimediasi oleh SFN pada produksi glukosa dimediasi melalui Nrf2, meskipun tidak
menyingkirkan kemungkinan bahwa mekanisme lain juga terlibat. Pada penelitian
tersebut juga dianalisis ekspresi gen yang terlibat dalam glukoneogenesis
(PCK1/Phosphoenolpyruvate Carboxykinase 1), yaitu penentu utama produksi
glukosa hati. Pada penelitian ini menunjukkan bahwa terjadi PCK1 down-
regulation oleh sulforafan sebagian besar dimediasi melalui Nrf2. Sehingga, pada
penelitian ini dapat disimpulkan bahwa sulforafan mengurangi produksi glukosa,
sebagian melalui translokasi Nrf2 dan penurunan ekspresi enzim penting pada
glukoneogenesis, serta sulforafan juga melindungi terhadap komplikasi diabetes

pada hewan model karena efek antioksidannya.®®
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6.2. Efek jus kecambah brokoli terhadap derajat kekeruhan lensa/katarak

tikus model diabetes

Pemeriksaan derajat kekeruhan lensa tikus dilakukan dengan bantuan slit
lamp biomikroskopi sebelum dilakukan enukleasi pada semua kelompok tikus.
Secara teori kondisi hiperglikemia menyebabkan radikal bebas atau ROS yang
berlebih, defisit antioksidan dan pada akhirnya menjadi stres oksidatif.
Hiperglikemia meningkatkan konsentrasi radikal bebas melalui glikasi protein
(glikasi enzimatik), autooksidasi glukosa (autooksidasi monosakarida) dan
peningkatan jalur poliol. Stres oksidatif diyakini merupakan salah satu faktor yang
sangat penting dalam terjadinya katarak, dimana stress oksidatif ini akan berujung
pada kerusakan membran sel, lisosom, mitokondria, DNA, maupun serabut lensa,
termasuk protein lensa sehingga mengganggu transparansi lensa dan
menyebabkan lensa menjadi keruh.'>1¢

Penelitian oleh Wei et al yang mengamati beberapa komplikasi kronis yang
timbul akibat perlakuan streptozotocin (STZ; 65 mg/kg) pada tikus Wistar jantan
usia 8 minggu, dimana komplikasi katarak bilateral berkembang lebih awal,
dengan perubahan lensa dalam bentuk kekeruhan dibagian posterior yang diamati
pada 4 minggu pada tikus yang diberi STZ. Perkembangan katarak bersifat
progresif menjadi katarak berat hingga menyebabkan kebutaan pada kedua mata
diduga telah terjadi di semua mata pada pengamatan 16 minggu paska
perawatan.%

Penelitian lain oleh Kametaka et al juga mengamati pembentukan katarak
pada tikus model diabetes yang diinduksi STZ 65mg/kg single dose. Pada
penelitian ini katarak ditemukan pada 50% lensa tikus diabetes pada minggu ke 2
setelah induksi diabetes. Selanjutnya, katarak mengalami progresifitas tergantung
pada lama periode diabetesnya. Pada 9 minggu post induksi diabetes, didapatkan
78% lensa tikus diabetes berkembang menjadi katarak hipermatur. Sedangkan
penelitian oleh Wang et al, katarak telah terjadi pada tikus model diabetes yang
diinduksi STZ 65mg/kg single dose pada pengamatan minggu ketiga post injeksi
STZ menggunakan pemeriksaan slit lamp.*194

Pada hasil penelitian ini didapatkan seluruh lensa jernih pada kelompok
kontrol negatif (tikus normal), dan pada kelompok kontrol positif, didapatkan
kekeruhan lensa dengan rentang derajat 2 — 4 pada akhir minggu ke 4 (akhir
penelitian). Sedangkan pada kelompok perlakuan 3 yaitu yang mendapatkan jus

kecambah brokoli dosis 1 gram/hari memiliki derajat kekeruhan katarak paling
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ringan dibandingkan kelompok perlakuan 1 dan 2. Didapatkan perbedaan yang
signifikan antara kelompok kontrol positif dengan kelompok perlakuan. Selain itu
juga didapatkan hubungan dan pengaruh yang signifikan dan bernilai negatif
antara dosis jus kecambah brokoli terhadap derajat kekeruhan katarak pada tikus
model diabetes. Hal ini menunjukkan bahwa dengan pemberian jus kecambah
brokoli yang semakin besar, maka semakin sedikit kekeruhan lensa yang terjadi.
Namun perbandingan antar kelompok P1 dan P2, P1 dan P3, serta P2 dengan P3
tidak terdapat perbedaan yang signifikan. Hal ini juga mungkin disebabkan karena
rentang dosis yang kurang bermakna (terlalu kecil) dalam memberikan efek
terhadap derajat kekeruhan lensayang berbeda signifikan.

Menurut teori dan hipotesa kami bahwa jus kecambah brokoli yang
mengandung banyak senyawa antioksidan yang akan menurunkan ROS dan
mencegah agregrasi protein lensa yang menyebabkan kekeruhan katarak. Efek
antioksidan yang dihasilkan oleh jus kecambah brokoli adalah berasal dari
sulforafan dan seyawa fenolik lainnya seperti flavonoid yang akan meningkatkan
mekanisme pertahanan terhadap stress oksidatif melalui jalur Nrf2/ARE. Kedua
senyawa bioaktif ini meningkatkan traslokasi Nrf2 ke nukleus yang menyebabkan
Nrf2 berikatan dengan ARE dan mengaktifkan transkripsi beberapa gen
antioksidan, termasuk glutation yang akan menurunkan stress oksidatif. Selain itu
juga antioksidan yang tinggi juga mampu menurunkan kadar gula darah sebagian
melalui translokasi Nrf2 dan sebagian lagi melalui penurunan ekspresi enzim
penting pada glukoneogenetik, sehingga kadar gula darah yang turun juga akan
menurunkan akumulasi sorbitol yang selanjutnya dapat mengurangi stress
oksidatif akibat akumulasi sorbitol.®

Penelitian oleh Liu et al, yang menginvestigasi efek sulforafan dalam
menghambat onset katarak menggunakan sel line epitelial lensa manusia dan
kultur lensa babi, menunjukkan bahwa pemberian sulforafan pada konsentrasi
rendah (1 uM dan 2 yM) menunjukkan kemampuan melindungi sel lensa manusia
terhadap stress oksidatif yang berpotensi menghambat onset katarak melalui
signaling Nrf2, dimana Nrf2 translokasi ke nukleus pada pemberian sulforafan 0.5
-2.0 uM.73
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6.3. Efekjus kecambah brokoli terhadap ekspresi aB-crystallin lensatikus

model diabetes

Protein a-crystallin, merupakan protein yang paling dominan di lensa mata,
memiliki berat molekul monomer sekitar 20 kDa, sehingga pita — pita pada kisaran
berat molekul 20kDa pada gel kemungkinan besar adalah aB-crystallin native.
Sedangkan ekspresi aB-crystallin lensa pada pita dengan intensitas yang lebih
besar pada berat molekul yang lebih tinggi yaitu di sekitar 45kDa mungkin
merupakan agregrasi heteromik kompleks aB-crystallin lensa. Pada Western Blot,
adanya peningkatan ekspresi ditunjukkan melalui nilai intensitas pita yang lebih
tebal pada protein target (aB-crystallin).1%

Crystallin lensa merupakan protein lensa yang berfungsi menjaga
ketransparanan dari lensa dan a-crystallin memiliki fungsi tambahan sebagai
chaperone yang menjaga struktur asli protein tersebut, protein lainnya serta enzim
— enzim lainnya, sehingga dia berfungsi mencegah agregasi protein yang
didenaturasi oleh oksidasi, panas, dan stressor lainnya, namun dia tidak mampu
mengembalikan bentuk asli protein yang sudah mengalami modifikasi. Crystallin
adalah protein yang stabil secara intrinsik, tightly folded dalam bentuk aslinya
namun mengalami modifikasi non-enzimatik major terhadap struktur dan fungsinya
sejak awal kehidupan. Perubahan meliputi tiolasi, deamidasi, glikasi, karbamilasi,
cis-metilasi, fosforilasi dan asetilasi dan juga proteolisis, menyebabkan crystallin
menjadi unfolded dan insoluble, serta terjadi pemotongan dan pelepasan fragmen
crystallin. Pemotongan C-terminal aA- dan aB-crystallin  mempengaruhi
oligomerisasi dan pertukaran subunit dan menyebabkan hilangnya aktivitas
chaperone, dengan menghapus bagian dari sequence yang mengatur chaperone—
substrate complex dalam bentuk yang mudah larut.1:102

Protein yang denaturasi dan unfolded rentan terhadap oksidasi dan protein
lensa tidak terkecuali. Hal ini disebabkan oleh penurunan kemampuan antioksidan
lensa, dan memicu akumulasi mixed disulphide, disulphide cross-linked crystallin
dan oxidized methionine residu. Oksidasi aA- dan aB-crystallin juga terjadi,
memicu perubahan struktural dan hilangnya aktivitas chaperone.*!

Serangan oksidatif pada unfolded crystallin atau yang telah mengalami
modifikasi menyebabkan cross-linked, insoluble dan pembentukan agregat
dengan berat molekul tinggi. Hal ini selanjutnya dapat mengganggu short-range
order dari crystallin, di satu sisi menyebabkan kehilangan transparansi lensa dan

pada sisi lain terjadi pengerasan progresif, terutama dari nukleus lensa.!!
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Tingginya konsentrasi protein crystallin menentukan indeks refraksi yang
tinggi yang diperlukan untuk transparansi lensa mata. Penurunan ekspresi a-
crystallin dapat berakibat adanya gangguan densitas dan struktur protein a-
crystallin tersebut yang dapat menyebabkan munculnya kekeruhan lensa dan
agregasi crystallin lainnya. Perubahan ekspresi gen selama perkembangan
katarak berhubungan dengan kerusakan lapisan sel epitel lensa atau sistem
enzimatiknya. Perkembangan manifestasi klinis katarak pada stadium awal
berhubungan dengan perubahan ekspresi gen crystallin. Pada penelitian oleh
Rumyantseva et al menunjukkan bahwa stadium awal perkembangan katarak
ditandai dengan penurunan secara signifikan pada ekspresi gen gA- dan aB-
crystallin pada tikus OXYS, yang semakin nampak dengan progresifitas
kataraknya. 1%

Namun beberapa penelitian menunjukkan bahwa ekspresi gen aB-
crystallin berhubungan dengan stres oksidatif. Hiperglikemia persisten selama
diabetes yang tidak terkontrol diketahui dapat menyebabkan stres oksidatif, yang
telah terlibat dalam berbagai komplikasi sekunder diabetes. Stres oksidatif yang
meningkat tampaknya menjadi stimulus utama untuk meningkatkan ekspresi dari
aA- dan aB-crystallin dalam jaringan tikus diabetes dan peningkatan ekspresi a-
crystallin mungkin memiliki peran protektif terhadap stres metabolik. Pada
penelitian oleh Kumar et al, yang menyelidiki peningkatan ekspresi aA- dan aB-
crystallin pada tikus model diabetes yang diinduksi streptozotocin (STZ) diberbagai
jaringan menggunakan RT-PCR dan immunoblotting. Pada penelitian tersebut
ekspresi aB-crystallin tercatat dalam berbagai jaringan yang diperiksa seperti
kornea, lensa, saraf optik, retinal glia, astrosit, sel Muller, jantung, otot skleletal,
kulit, ginjal, otak dan paru-paru. Sedangkan ekspresi aA-crystallin hanya terdeteksi
pada lensa dan retina. Terdapat peningkatan kadar aA- dan aB-crystallin pada
tikus model diabetes dibandingkan kontrol. Peningkatan stress oksidatif
tampaknya menjadi stimulus utama untuk peningkatan ekspresi aA- dan aB-
crystallin dalam jaringan tikus diabetes dan hal ini menunjukkan bahwa
peningkatan ekspresi aA- dan aB-crystallin di beberapa jaringan mungkin memiliki
implikasi dalam patofisiologi komplikasi diabetes. Meningkatnya ekspresi aA- dan
aB-crystallin, mungkin terkait dengan peningkatan kerusakan oksidatif pada
jaringan diabetes dimana peningkatan ekspresi adA- dan aB-crystallin mungkin
merupakan suatu adaptasi seluler sebagai mekanisme perlindungan terhadap

stress metabolik dan lingkungan. Penelitian lain, yaitu oleh Manikandan et al yang

71



melihat ekspresi aA- dan aB-crystallin pada tikus model katarak juga menunjukkan
adanya level aA- dan aB-crystallin lensa yang lebih tinggi pada tikus katarak yang
diinduksi selenium dibandingkan kontrol. Pada penelitian oleh Manikandan et al,
kadar aA- dan aB-crystallin diperiksa pada akhir penelitian yaitu setelah 24 jam
perlakuan tikus. Sedangkan pada studi oleh Kamei et al, menunjukkan bahwa
fosforilasi aA- dan aB-crystallin meningkat setelah terjadi katarak pada lensa tikus
99,107,108

Pada penelitian kami didapatkan penurunan ekspresi aB-crystallin native
lensa disertai dengan peningkatan aB-crystallin agregrasi pada kelompok kontrol
positif yakni kelompok tikus diabetes yang tidak mendapatkan perlakuan jus
kecambah brokoli dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif dan
perbedaannya signifikan secara statistik. Sebenarnya aA- and aB-crystallin
termasuk dalam keluarga small heat shock protein (sHsp) yang dipicu atau
ditingkatkan kadarnya oleh stres panas, stres osmotik dan stres oksidatif.
Kemungkinan telah terjadi peningkatan kadar a-crystallin lensa sebagai respons
seluler terhadap stres yang disebabkan kondisi hiperglikemia. Peningkatan
ekspresi a-crystallin merupakan suatu adaptasi sel lensa yang sangat penting dan
vital sebagai mekanisme perlindungan terhadap stres lingkungan dan/atau
metabolik. Namun mungkin peningkatan a-crystallin yang berfungsi sebagai
chaperone tidak seimbang dengan agregasi protein lensa oleh karena stress
oksidatif yang ada. Stress oksidatif menyebabkan forforilasi crystallin lensa
termasuk a-crystallin. aA- dan aB-crystallin yang teroksidasi memicu perubahan
strukturalnya sendiri dan kehilangan aktivitas chaperonenya, sehingga tidak
mampu mencegah agregasi protein lainnya maupun proteinnya sendiri yang dalam
penelitian ini ditunjukkan dengan penurunan ekspresi native aB-crystallin dan
peningkatan aB-crystallin agregrasi, yang selanjutnya berdampak pada
kekeruhan lensa. 99:107:109

Sedangkan pada kelompok perlakuan pada penelitian ini juga didapatkan
ekspresi aB-crystallin native lensa lebih tinggi dan ekspresi aB-crystallin lensa
agregrasi lebih rendah dibandingkan kelompok kontrol positif. Semakin besar
dosis jus kecambah brokoli yang diberikan, terdapat peningkatan ekspresi aB-
crystallin native dan penurunan ekspresi aB-crystallin lensa agregrasi. Nampaknya
pemberian jus kecambah brokoli dengan kandungan antioksidannya mampu
menekan stress oksidatif yang mengakibatkan agregasi protein lensa. Sehingga

ekspresi aB-crystallin native lebih besar dibandingkan kontrol positif karena masih
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lebih banyak konsentrasi aB-crystallin yang dalam bentuk asli atau tidak
teroksidasi. aB-crystallin yang ada juga akan membantu memberikan
perlindungan melalui aktivitas chaperonenya yang akan mencegah agregasi
protein lainnya maupun proteinnya sendiri, sehingga kekeruhan lensa dapat
dihambat. Salah satunya ditunjukkan dengan ekspresi aB-crystallin agregrasi yang
lebih rendah. Hal ini sesuai dengan gambaran kekeruhan lensa yang lebih sedikit
dibandingkan kelompok kontrol positif. Hasil penelitian ini berbeda dengan hasil
penelitian oleh Manikandan et al, namun hal ini mungkin dikarenakan perlakuan
tikus pada penelitian oleh Manikandan et al adalah 24 jam sedangkan pada
penelitian kami lebih lama yaitu 28 hari. Dalam tahap awal akibat stress oksidatif
yang tinggi memicu peningkatan kadar dari a-crystallin yang merupakan suatu
adaptasi sel lensa sebagai mekanisme perlindungan terhadap stres lingkungan
dan/atau metabolik. Namun, pada keadaan dimana tidak tercapainya
keseimbangan antara peningkatan a-crystallin yang berfungsi sebagai chaperone
dengan agregasi protein lensa yang terjadi oleh karena stress oksidatif yang ada,
kerusakan lensa mata terus terakumulasi dengan berjalannya waktu dan

kekeruhan lensa/katarak tidak dapat dihindari di kemudian hari.%91%°

6.4. Hubungan antara kadar glukosa, derajat katarak dan ekspresi aB-

crystallin lensa pada tikus model diabetes

Pada hasil penelitian kami didapatkan tikus dengan kadar glukosa paling
tinggi memiliki derajat kekeruhan lensa yang paling berat, ekspresi aB-crystallin
lensa yang paling sedikit dan ekspresi aB-crystallin lensa agregrasi yang paling
tinggi dibandingkan kelompok dengan kadar glukosa yang lebih rendah. Walaupun
tidak semua hubungan antar variabel (GDP, derajat kekeruhan katarak, ekspresi
aB-crystallin native lensa dan ekspresi aB-crystallin lensa agregrasi) adalah
signifkan. Pada kenyataannya mungkin kadar gula tikus tidak selalu sama selama
perlakuan dengan GDP yang didapatkan pada akhir penelitian atau dengan kata
lain terdapat fluktuasi kadar gula darah selama perlakuan. Selain itu, menurunnya
derajat katarak yang didapatkan pada kelompok perlakuan jus kecambah brokoli
dibandingkan kontrol positif adalah tidak selalu disebabkan oleh kadar gula darah
yang normal atau terkontrol, karena tidak semua gula darah pada akhir penelitian
kami menjadi normal, namun penurunan derajat katarak juga bisa disebabkan oleh
karena efek langsung dari kandungan antioksidan dalam jus kecambah brokoli

yang menurunkan stress oksidatif melalui aktivasi jalur Nrf2/ARE. Pada sesama
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tikus diabetes, kami juga mengamati bahwa derajat katarak tidak sama dikedua
mata pada 1 tikus, walaupun gula darah mereka sama. Hal ini juga disebabkan
karena stres oksidatif yang ada akan mempengaruhi banyak organ dalam tubuh,
salah satunya lensa. Sehingga kekeruhan lensa yang terjadi akibat stres oksidatif
juga tidak serta merta sama pada kondisi stres oksidatif yang sama.

Secara teori kadar gula darah yang lebih rendah berarti juga akan
menyebabkan akumulasi sorbitol yang lebih sedikit. Seperti yang kita tahu bahwa
stres osmotik disebabkan oleh akumulasi sorbitol yang kemudian akan
menginduksi stres di endoplasmic reticulum (ER), tempat utama terjadinya sintesa
protein, sehingga memicu timbulnya radikal bebas. Stres ER juga dihasilkan dari
fluktuasi kadar glukosa, kemudian menginisiasi unfolded protein response (UPR)
yang menghasilkan ROS dan menyebabkan stres oksidatif yang dapat merusak
serat lensa.t>16

Selain itu perubahan glukosa menjadi sorbitol pada jalur poliol yang
meningkat banyak memakai NADPH, sehingga NADPH yang tersisa tinggal sedikit
dan banyak GSSH yang tidak bisa dikembalikan kebentuk GSH lagi (terjadi
penurunan aktifitas gluthation redox cycle). Penurunan kadar GSH akan
meyebabkan banyak H20:2 tidak dapat dinetralisir sehingga terjadi stres
oksidatif, 516

Sedangkan autooksidasi glukosa juga dapat menghasilkan senyawa
dikarbonil yang reaktif dan senyawa oksigen reaktif seperti radikal superoksida
(02-), hidrogen peroksida (H202), dan radikal hidroksil (OH). Glukosa dapat
teroksidasi sebelum berikatan dengan protein demikian juga glukosa setelah
berikatan dengan protein (glycated protein) dapat teroksidasi menghasilkan ROS.
Reaksi glikasi nonenzimatik protein kristalin akan menimbulkan cross-linked antar
dan intra molekul protein sehingga terjadi penambahan protein dengan berat
molekul tinggi, yang menyebabkan penurunan tingkat kelarutan protein dan
merusak kejernihan lensa serta terjadi katarak. Kombinasi glikasi dan oksidasi
glukosa menghasilkan pembentukan AGE (advanced gylcogen end products).
Akumulasi AGE pada protein lebih lanjut diikuti dengan browning, peningkatan
fluoresence dan cross-linked. Proses pembentukan AGE merupakan proses
irreversibel yang berlangsung lama dan dapat menimbulkan kerusakan
jaringan.1516

Keseimbangan antara ketersediaan antioksidan dan terbentuknya radikal

bebas mempunyai arti penting dalam menjaga lingkungan di dalam sel. Apabila
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ketersediaan antioksidan tidak mampu menetralisir radikal bebas, akan timbul
stress oksidatif yang berujung pada kerusakan membran sel, lisosom, mitokondria,
DNA, maupun serabut lensa. Stres oksidatif diyakini merupakan salah satu faktor
yang sangat penting dalam terjadinya katarak. 6

Suatu stres oksidatif menyebabkan peroksidasi lipid membran plasma
serabut lensa. Pada proses peroksidasi lipid, bahan teroksidasi akan mengambil
atom hidrogen dari asam lemak tidak jenuh, sehingga terbentuk radikal asam
lemak dan seterusnya dengan oksigen akan terbentuk radikal peroksi lipid. Reaksi
ini dapat memperbanyak rantai, yang menyebabkan pembentukan lipid peroksida
(LOOH) serta akhirnya terjadi hasil utama pemecahan berupa MDA.
Malondialdehida dihipotesiskan mampu bereaksi silang dengan lipid membran
maupun protein membran, yang akhirnya fungsi normal membran terganggu. 1516

Radikal bebas dapat bereaksi langsung dengan molekul-molekul DNA dan
menimbulkan kerusakan. Radikal bebas dapat juga merusak protein maupun lipid
membran sel pada korteks lensa. Kerusakan dalam serabut lensa mengakibatkan
polimerisasi dan ikatan silang antara lipid dan protein, serta akhirnya terjadi
peningkatan jumlah protein lensa yang tidak larut air, yang selanjutnya akan
mengganggu transparansi lensa atau menyebabkan lensa menjadi keruh. 1516

Sedangkan hubungannya dengan ekspresi aB-crystallin, menurut teori
bahwa penurunan ekspresi aA- dan aB-crystallin dapat mengganggu homeostasis
normal epitel lensa karena peran pentingnya dalam kelangsungan hidup dan
proliferasi sel lensa. Penurunan a-crystallin mempengaruhi ikatan pada protein
yang rusak atau protein yang sebagian unfolded dan selanjutnya mempengaruhi

pencegahan agregasi protein yang luas.'°
6.5. Keterbatasan Penelitian

Penelitian ini tidak lepas dari beberapa keterbatasan. Keterbatasan
penelitian ini adalah bahwa pada penelitian ini kami tidak mengukur kadar dan
jenis antioksidan yang terkandung dalam sekian gram jus kecambah brokoli.
Sehingga kami tidak cukup mampu menunjukkan seberapa besar kadar
antioksidan dan antioksidan mana yang lebih mampu memberikan efek dalam
mencegah agregasi protein lensa. Penelitian ini juga merupakan penelitian
pertama yang dilakukan untuk melihat efek jus kecambah brokoli terhadap
agregrasi protein lensa, sehingga dosis yang digunakan dan variasinya ternyata

kurang memiliki rentang yang bermakna dalam memberikan efek mencegah
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agregasi protein lensa. Selain itu, pada penelitian ini, kami hanya melakukan
pemeriksaan pada akhir penelitian (tidak dilakukan secara berkala), sehingga kami
tidak mampu menilai onset maupun progresifitas dari katarak diabetik itu sendiri.
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BAB VI
PENUTUP

7.1. Kesimpulan

Pemberian jus kecambah brokoli dosis 0,25 gram, 0,5 gram dan 1 gram
menunjukkan efek atau pengaruh yang signifikan dalam mencegah agregasi
protein lensa pada tikus model diabetes, dimana semakin tinggi dosis yang
diberikan akan semakin memberikan gambaran derajat kekeruhan lensa yang
lebih ringan, ekspresi aB-crystallin native lensa yang lebih tinggi dan ekspresi aB-
crystallin agregrasi lensa yang lebih rendah.

7.2. Saran

Penelitian ini merupakan penelitian pertama yang dilakukan untuk melihat
efek jus kecambah brokoli terhadap agregrasi protein lensa, yang salah satunya
ditunjukkan melalui ekspresi aB-crystallin lensa, sehingga perlu dilakukan
penelitian lanjutan untuk dengan menambahkan variasi dosis dan perlakuan
sehingga dapat ditentukan dosis efektif dan lebih baik diketahui juga kandungan
antioksidan yang ada dalam tiap gram dosis jus kecambah brokoli yang digunakan
yang berperan dalam menjaga ekspresi aB-crystallin lensa. Selain itu perlu juga
dilakukan penelitian lebih lanjut dengan pemeriksaan yang dilakukan secara
berkala dimulai dengan waktu yang lebih singkat, misalnya pengamatan pada
minggu pertama, kedua dan selanjutnya untuk melihat efek jus kecambah brokoli

dalam menghambat onset dan progresifitas dari katarak.
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