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ABSTRAK

Latar belakang: Ekstrak kulit salak pondoh (Salacca zalaca (Gaertn) Voss)
memiliki potensi antioksidan dan antiinflamasi sehingga dapat menurunkan kadar
SGPT, IL-6 dan meningkatkan kadar GPx pada kerusakan hepar akut. Tujuan
penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh ekstrak kulit salak pondoh
(Salacca zalacca (Gaertn.) Voss) terhadap kadar SGPT, IL-6 dan GPx pada tikus
wistar yang diinduksi CCla.

Metode: Jenis penelitian ini adalah eksperimental post test only control group
design. Subyek penelitian 30 ekor tikus wistar jantan yang dibagi menjadi 5
kelompok: K1 (kontrol sehat), K2 (kontrol negatif; tikus diinduksi CCly4, tanpa
perlakuan), K3 (kontrol positif; tikus diinduksi CCls, N-Acetylcysteine 3,6
mg/kgBB/hari), K4 (perlakuan 1; tikus diinduksi CCly, ekstrak kulit salak 400
mg/kgBB/hari), dan K5 (perlakuan 2; tikus diinduksi CCly, ekstrak kulit salak 600
mg/kgBB/hari). Pemeriksaan =~ SGPT = menggunakan spektofotometri, dan
pemeriksaan IL-6 dan GPx menggunakan metode ELISA.

Hasil: Didapatkan rerata+ SD kadar SGPT lebih rendah pada kelompok K3, K4,
dan K5 dibandingkan K2 (29,373+1,983; 29,050+0,569; 23.466+0,795; vs
43,371+0,590). Didapatkan rerata=SD kadar IL-6 lebih rendah pada kelompok K3,
K4 dan K$5 dibandingkan K2 (50,578+0,705; 47,4554+0,960; 43,4234+0,899; vs
71,683+0,720). Didapatkan rerata+SD kadar GPx lebih tinggi pada kelompok K3,
K4 dan K5 dibandingkan K2 (43,0601+1,444; 45,145+1,440; 64,436+1,443; vs
24,308+1,444). Uji One Way Anova didapatkan kadar SGPT, IL-6 dan GPx
memiliki perbedaan bermakna antar kelompok (p<0,001; p<0,001; dan p<0,001).
Uji post hoc didapatkan perbedaan signifikan antar kelompok perlakuan
dibandingkan kelompok kontrol (p<0,05).

Kesimpulan: Pemberian ekstrak kulit salak pondoh dapat memberikan pengaruh
kadar SGPT, IL-6 dan kadar GPx pada tikus yang diinduksi CCla.

Kata Kunci: ekstrak kulit salak pondoh, kerusakan hepar akut, CCls, SGPT, IL-6,
GPx
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ABSTRACT

Background: The liver is an important organ in digestive system, metabolism,
immunity and detoxification, but it is highly susceptible to damage. Clinical
practitioner does not yet have the primary choice to prevent liver damage. Salak
pondoh (Salacca zalaca (Gaertn) Voss) peel extract has hepatoprotective potential
as an antioxidant and anti-inflammatory. The purpose of this study was to determine
the effect of Salak pondoh (Salacca zalacca (Gaertn.) Voss) peel extract on ALT,
IL-6 and GPx levels in rat model CCls-induced liver damage.

Methods: This was an experimental post-test only control group study. The
subjects were 30 male wistar rats which were divided into 5 groups: control group,
CCl4 model group, N-Acetylcysteine 3.6 mg/kgBW/day group, salak peel extract
400 mg/kgBW/day and 600 mg/kgBW/day group. SGPT was assessed using
spectrophotometry, and IL.-6 and GPx were using ELISA methods.

Results: There was a significant difference in SGPT levels among the groups
(19.095+0.503; 43.371+0.590; 29.373+1.983; 29.05040.569; 23.466+0.795). There
was a significant difference in IL-6 among the groups (42.287+0.875;
71.683+0.720; 50.578+0.705; 47.455+0.960; 43.4234+0.899). There was a
significant difference in GPx among the groups (70.482+2.745; 24.308+1.444;
43.601+1.444; 45.145+1.440; 64.436+1.443). The One-Way Anova test found that
SGPT, IL-6 and GPx levels had significant differences between groups (p<0.001;
p<0.001; and p<0.001). Post hoc tests found significant differences in between
treatment groups compared to control groups (p<0.05).

Conclusion: Salak pondoh peel extract has an effect on ALT, IL-6, and GPx levels
in rat model of CCls-induced liver damage, proofing its potential to be developed

into hepatoprotective agent in the future.

Keywords: salak pondoh peel extract, acute liver damage, CCls, SGPT, IL-6, GPx
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BAB 1

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Hepar merupakan organ yang penting dalam pencernaan, metabolisme,
imunitas dan detoksifikasi, namun sangat rentan mengalami kerusakan yang
disebabkan oleh =zat-zat eksogen seperti alkohol, obat-obatan, dan zat
hepatotoksik lainnya.!-? Kerusakan hepar dapat menyebabkan peradangan pada
hepar (hepatitis).’ Zat hepatotoksik dapat meningkatkan produksi reactive
oxygen species (ROS) yang mengakibatkan stress oksidatif dan berujung pada
kerusakan hepar.* % Stress oksidatif yang terjadi ditandai dengan penurunan
kadar marker antioksidan, salah satunya glutathione peroxidase (GPx).”™!3
Stress oksidatif juga merangsang sel-sel hepar mensekresi zat proinflamasi,
salah satunya interlevkin 6 (IL-6).4%>'%15 Serum Glutamic Pyruvate
Transaminase (SGPT) yang merupakan salah satu enzim yang paling banyak
diproduksi di hepar juga akan banyak dilepas ke aliran darah saat hepar

mengalami kerusakan.'>~!7

Kerusakan hepar yang dapat berakibat fatal ini
belum memiliki terapi pilihan utama untuk mencegah kerusakan hepar akut
dalam praktik klinis, sejauh ini pencegahan kerusakan hepar akut dilakukan
dengan menghindari penyebab kerusakan hepar.!®!° Kerusakan hepar yang
disebabkan karna overdosis paracetamol yang memiliki drug of choice yaitu

N-Acetylcystein.?*?! Kulit salak memiliki potensi sebagai alternatif untuk

mencegah kerusakan hepar.?>?



Kerusakan hepar akut yang terjadi di Indonesia paling banyak
disebabkan oleh hepatitis, menurut data Survei Kesehatan Indonesia (SKI)
2023 jumlah hepatitis di Indonesia mencapai 877.531 penduduk.?* Kerusakan
hepar ini akan mengakibatkan sirosis hepatis, gagal hepar, keganasan hingga
kematian bila dibiarkan lebih lama.?> Global Health Estimate World Health
Organisation (WHO) tahun 2021 menunjukkan angka kematian yang
disebabkan oleh sirosis hepatis di Indonesia pada tahun 2021 mencapai 31,2
per 100.000 penduduk. ¢

Animal model kerusakan hepar akut yang paling banyak digunakan
dalam penelitian adalah induksi carbon tetrachloride (CCls), karena
kerusakannya menyerupai kerusakan hepar pada manusia dari segi morfologi
maupun biokimia.?’ Penelitian terdahulu menunjukkan bahwa induksi CCly
meningkatkan Serum Glutamic Oxaloacetic Transaminase (SGOT), SGPT,
lactate dehydrogenase (LDH), and sorbitol dehydrogenase (SDH) sebagai
bukti kerusakan morfologis hepatosit.* '3 Produk metabolit CCls juga
menginisiasi ' peroksidasi lipid yang mengakibatkan stress oksidatif yang
ditandai dengan penurunan marker antioksidan (catalase-CAT, superoxide
dismutase-SOD, glutathione peroxidase-GPx, dan glutathione-GSH). Stress
oksidatif yang disebabkan CCL4 juga merangsang sel kupffer untuk
memproduksi sitokin pro-inflamasi yang berlebihan, seperti interleukin-1 (IL-
1), interleukin-6 (IL-6) dan tumor necrosis factor-alpha (TNF-a).”!3 Tikus
wistar dipilih sebagai hewan coba pada penelitian ini karena merepresentasikan

sistem pada tubuh mamalia, termasuk manusia. Tikus Wistar juga diketahui



tidak mampu memuntahkan bahan yang dimasukkan ke dalam sistem
pencernaan sehingga senyawa dapat terserap secara penuh dalam sistem
pencernaan tikus.?

Salak merupakan buah khas Indonesia yang menjadi makanan rakyat
yang murah dan mudah didapatkan. Jenis salak yang banyak dijumpai dan
dikonsumsi di Jawa Tengah adalah jenis salak pondoh (Salacca zalacca
(Gaertn.) Voss).?**° Pemanfaatan salak pondoh sejauh ini hanya berbatas pada
buahnya, sedangkan kulitnya dibuang sebagai limbah.*'—3> Penelitian terdahulu
membuktikan bahwa kulit salak memiliki potensi antioksidan dan anti
inflamasi bila diolah menjadi ekstrak 39333638 Ekstrak etanol kulit salak
mengandung flavonoid yang dapat menghambat peroksidasi lipid dan berperan
sebagai scavengers terhadap radikal bebas. Etanol dipilih sebagai pelarut
pembuatan ekstrak herbal dikarenakan dapat menarik flavonoid yang bersifat
polar secara maksimal.’®**3° Flavonoid akan berikatan dengan ROS dan
membentuk radikal flavonoid hingga menjadi netral. Reaksi ini dapat
menghentikan reaksi berantai peroksidasi lipid.?'740 Penelitian terdahulu
membuktikan ekstrak batang salak dapat menurunkan kadar SGPT dan SGOT
pada mencit obesitas.*! Penelitian lain menunjukkan flavonoid menurunkan
kadar SGPT, SGOT, TNF-a, IL-6 serta meningkatkan SOD, catalase, dan GPx.
Potensi yang dimiliki ekstrak kulit salak tersebut menjadikan ekstrak kulit
salak sebagai salah satu pilihan pencegahan kerusakan hepar akut.?4>43

CCls menginduksi kerusakan hepar akut yang ditandai dengan

peningkatan SGPT, IL-6 dan penurunan GPx. Sejauh ini penelitian tentang



1.2.

1.3.

pengaruh pemberian ekstrak kulit salak terhadap kadar SGPT, IL-6 serum dan
GPx pada kerusakan hepar akut yang diinduksi CCls masih sangat terbatas.
Peneliti bermaksud meneliti tentang pengaruh pemberian ekstrak kulit salak
pondoh (Salacca zalacca (Gaertn.) Voss) terhadap kadar SGPT, IL-6 serum
dan GPx pada tikus wistar yang diinduksi CCla.
Rumusan Masalah

Berdasarkan wuraian pada latar belakang tersebut, maka dapat
dirumuskan masalah : Apakah terdapat pengaruh pemberian ekstrak kulit salak
pondoh (Salacca zalacca (Gaertn.) Voss) terhadap kadar SGPT, IL-6 serum

dan GPx pada tikus wistar yang diinduksi CCl,?

Tujuan Penelitian
1.3.1. Tujuan Umum
Tujuan umum penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh
pemberian ekstrak kulit salak pondoh (Salacca zalacca (Gaertn.) Voss)

pada tikus wistar yang diinduksi CCla.

1.3.2. Tujuan Khusus
1. Untuk mengetahui pengaruh pemberian ekstrak kulit salak pondoh
terhadap kadar SGPT pada tikus wistar yang diinduksi CCls dan diberi
Ekstrak kulit salak pondoh (Salacca zalacca (Gaertn.) Voss) dosis
400, 600 mg/kgBB dibandingkan dengan kelompok kontrol.
2. Untuk mengetahui pengaruh pemberian ekstrak kulit salak pondoh

terhadap kadar IL-6 pada tikus wistar yang diinduksi CCls dan diberi



Ekstrak kulit salak pondoh (Salacca zalacca (Gaertn.) Voss) dosis
400, 600 mg/kgBB dibandingkan dengan kelompok kontrol.

3. Untuk mengetahui pengaruh pemberian ekstrak kulit salak pondoh
terhadap kadar GPx pada tikus wistar yang diinduksi CCls dan diberi
Ekstrak kulit salak pondoh (Salacca zalacca (Gaertn.) Voss) dosis

400, 600 mg/kgBB dibandingkan dengan kelompok kontrol.

1.4. Orisinalitas Penelitian
Hasil pencarian sumber pustaka menunjukkan saat ini belum ada
penelitian yang meneliti pengaruh pemberian ekstrak etanol kulit salak pondoh
(Salacca zalacca (Gaertn.) Voss) terhadap kadar SGPT, IL-6 dan GPx pada
tikus wistar yang diinduksi CCls. Beberapa penelitian yang berhubungan

dengan penelitian ini diantaranya:

Tabel 1.1. Originalitas Penelitian

Peneliti,

No Judul Metode Hasil
tahun
1 Frank, Inducing  Acute Experimental Pemberian CCly
Dmitry Liver Injury in in Vivo melalui orogastric
(2020)% " Rats via - Carbon fube  meningkatkan
Tetrachloride kadar Bilirubin Total,
(CCly) Exposure SGPT, SGOT, dan
Through an kerusakan hepar
Orogastric Tube secara signifikan pada
semua kelompok

2 Okoro, Protective effects Experimental Pemberian  Ekstrak
Israel of Alstonia in Vivo Etanol Alstonia
Oghenev  congensis Methan congensis 200 mg/kg
wodokoh -olic extract dan 400 mg/kg
wo against berpengaruh terhadap
(2022)*  CCly induced SGPT, SGOT, ALP,

liver damage in
Wistar rats

Protein Total,
Albumin total, MDA,
GSH, GPx, Catalase,




Peneliti,

No Judul Metode Hasil

tahun
SOD, dan Gambaran
Histopatologi  hepar
tikus putih jantan galur
wistar yang diinduksi
CCly.

3 Saleh, Antioxidant and Experimental FEkstrak etanol kulit
Muham  a-Glucosidase in Vitro salak memiliki potensi
med Inhibitory antioksidan,

(2018)%%  Activities and Gas menurunkan
Chromatography a-Glucosidase dan
—Mass mengandung phenol,
Spectrometry flavonoid yang tinggi
Profile of Salak pada konsentrasi
(Salacca zalacca) 100%
Fruit Peel
Extracts

4 Wu, Ya Preventive Effect FExperimental Pemberian ekstrak

(2021)*? of Flavonoid in Vivo flavonoid kulit jeruk
Extract from the gonggan 150 mg/kg
Peel of Gonggan dan 300 mg/kg
(Citrus reticulata memberikan pengaruh
Blanco Var. pada SGPT, SGOT,
Gonggan) on SOD, CAT, MDA,
CCly-Induced TNF-a, IFN-y, IL-1,
Acute Liver Injury IL-6 pada mencit yang
in Mice diinduksi CCly

5 Arhami, The Effect — of Experimental Pemberian Ekstrak
Ade Giving Salak in Vivo Etanol Batang salak
2024y (Salacca Zalacca) dosis 700 mg/kg

Bark Extract on mengakibatkan

Liver  Function penurunan SGPT,
and SGOT, dan Gambaran
Histopathological histopatologi ~ hepar
Features of the normal pada tikus
Liver of Male putith  jantan galur
Wistar White Rats wistar obesitas
Obesity ~ Model

copper in albino

mice

6 Girsang, Antioxidant and Experimental FEkstrak etanol kulit
Ermi Anti- in Vitro salak memiliki potensi
(2019)*7  inflammatory antioksidan dan anti

Activity of Salacca inflamasi dengan
zalacca (Gaertn.) menurunkan kadar




Peneliti,

No Judul Metode Hasil
tahun
Voss Peel ROS intraseluler,
Ethanolic Extract TNF-a dan
on Lead Induced meningkatkan  kadar
Fibroblast Cells IL-10

7 Girsang, Antioxidant Experimental Ekstrak etanol kulit
Ermi Properties of in Vitro salak mengangung
(2021)3¢  Salacca zalacca phenol dan flavonoid

(Gaertn.) Voss yang berpotensi
Peel  Ethanolic sebagai antioksidan.
Extract Compared

to  Chlorogenic

Acid

8 Setyawat Preliminary Experimental Ekstrak etanol kulit
y, Rety Studies on the in Vitro salak mengangung
(2020)*®  Content of alkaloid, triterpenoid,

Phytochemical saponin, tannin, dan
Compounds =~ On flavonoid yang
Skin of Salak Fruit berpotensi sebagai
(Salaccazalacca) antioksidan.

9 Rusfardy The - Effect of Experimental Pemberian  Ekstrak
, Giving Salak Fruit in Vivo Etanol = Kulit salak
Jessylyn  Skin Extract dosis 600 mg/kg
(2025)*  (Salacca zalaca) mengakibatkan

on Liver Function penurunan SGPT,
and SGOT, dan Gambaran
Histopathology of histopatologi ~ hepar
the Liver of Male normal pada tikus
Wistar White Rats putih  jantan galur
with Diabetes wistar dengan
Mellitus Diabetes Mellitus

10 Pertiwi, The Effect of Experimental Pemberian Ekstrak
Danis Ethanol  Extract in Vivo Etanol Kulit salak
(2025)*  from Salacca dosis 420 mg/kg

zalacca (Gaertn.) mengakibatkan
Voss  Peel on penurunan SOD,
Antioxidant  and MDA, dan Asam urat
Uric Acid Levels pada tikus putih jantan
in Hyperuricemia galur wistar dengan
Rats Hiperurisemia

11 Wu, Hao Protective Effect Experimental Pemberian  Trillium

(2016)°  of Trillium in Vivo Tschonoskii ~ Maxim
Tschonoskii Saponin
Maxim  Saponin mengakibatkan
on_ CCly-induced penurunan SGPT,




Peneliti,

No Judul Metode Hasil
tahun
Acute Liver Injury SGOT, faktor-faktor
of Rats through inflamasi dan
Apoptosis menghambat apoptosis
Inhibition sel hepar pada tikus
yang diinduksi CCly
12 Zou, Protective Role of Experimental Pemberian Grape Seed
Jinfa Grape Seed in Vivo Proanthocyanidin
(2016)°'  Proanthocyanidin mengakibatkan
S Against penurunan SGPT,
CCly Induced SGOT, TNF-a, IL-6,
Acute Liver Injury SOD, GSH dan MDA
in Mice pada mencit yang
diinduksi CCly

Berdasarkan telaah literatur terhadap penelitian terdahulu dan
penelitian eksperimental yang akan dilakukan, dapat diidentifikasi persamaan
dan perbedaan yang relevan. Fokus penelitian cksperimental yang akan
dilakukan adalah meneliti pengaruh ekstrak etanol kulit salak pondoh (Salacca
zalacca (Gaertn.) Voss) terhadap kadar SGPT, IL-6 dan GPx pada tikus wistar
yang mengalami kerusakan hepar dengan diinduksi CCls. Induksi CCl4 baik
secara intraperitoneal maupun secara oral melalui orogastric tube dapat
memberikan efek kerusakan pada hepar yang ditandai dengan peningkatan
SGPT, dan IL-6 serta penurunan GPx. Okoro (2022) membuktikan bahwa
pemberian ekstrak Alstonia congensis yang mengandung flavonoid dapat
menurunkan SGPT, SGOT, dan meningkatkan SOD, catalase, GSH, dan GPx
pada tikus yang mengalami kerusakan hepar dengan diinduksi CCl4. Penelitian
lain yang dilakukan oleh Wu (2021) menunjukkan bahwa ekstrak kulit jeruk
gonggan yang mengandung flavonoid dapat menurunkan SGPT, SGOT, IL-6

dan TNF-o, serta meningkatkan SOD dan catalase pada mencit yang



1.5.

mengalami kerusakan hepar dengan induksi CCl4. Ekstrak etanol kulit salak
pondoh (Salacca zalacca (Gaertn.) Voss) pada bebreapa penelitian sebelumnya
telah terbukti mengandung flavonoid dan memiliki potensi sebagai antioksidan
dan anti inflamasi. Bagian salak yang telah diteliti pada penelitian sebelumnya
adalah batang tanaman salak, yang terbukti dapat menurunkan kadar SGPT,
dan SGOT pada tikus putih jantan galur wistar yang mengalami obesitas.
Rusfardy (2025) juga meneliti kulit salak yang terbukti dapat menurunkan
kadar SGPT, SGOT, dan perbaikan gambaran histopatologi hepar pada tikus
jantan galur wistar yang mengalami diabetes mellitus. Berdasarkan penelitian-
penelitian yang telah dilakukan sebelumya, belum ada penelitian yang
mengkaji pengaruh pemberian ekstrak kulit salak pondoh (Salacca zalacca
(Gaertn.) Voss) terhadap kadar SGPT, IL-6 dan GPx serum pada tikus Wistar
yang diinduksi CCls sehingga penelitian yang mengkaji pengaruh pemberian
ekstrak kulit salak terhadap kadar SGPT, IL-6 serum dan GPx pada tikus wistar
yang diinduksi CCls yang akan dilakukan masih layak untuk dilakukan karena

memiliki keterbaruan.

Manfaat Penelitian
1.5.1. Manfaat Teoritis
Manfaat teoritis dari penelitian ini adalah dapat memberikan
informasi dan dapat menjadi dasar penelitian selanjutnya terkait
pengaruh pemberian ekstrak kulit salak pondoh (Salacca zalacca
(Gaertn.) Voss) terhadap kadar SGPT, IL-6 serum dan GPx pada tikus

wistar yang diinduksi CCla.
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1.5.2. Manfaat Praktis
Penelitian ini diharapkan dapat menjadi sarana yang bermanfaat
dalam mengimplementasikan pemanfaatan pemberian ekstrak kulit salak
pondoh (Salacca zalacca (Gaertn.) Voss) sebagai antioksidan, dan

antiinflamasi.

UNISSULA
el | gl leluinda




BABII

TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Serum Glutamic Pyruvate Transaminase
2.1.1.Definisi dan Gambaran Umum Serum Glutamic Pyruvate
Transaminase
Serum Glutamic Pyruvate Transaminase (SGPT) atau Alanine
Amino Transferase (ALT) adalah enzim yang banyak di temukan pada
sel hepatosit. Fungsi utama SGPT adalah untuk mengkatalisis kelompok
amino dari alanine hingga alpha-ketoglutarate, menjadi puruvate dan
glutamate dalam siklus krebs untuk menghasilkan energi dan
keseimbangan nitrogen di tubuh. SGPT juga terdeteksi dalam jumlah
kecil di jaringan lain seperti ginjal, dan otot.’> SGPT merupakan enzim
yang keberadaan dan kadarnya dalam darah dijadikan penanda terjadinya
gangguan fungsi hati. Kerusakan pada hati akan menyebabkan enzim -
enzim hati tersebut lepas ke dalam aliran darah sehingga kadarnya dalam
darah meningkat dan menandakan adanya gangguan fungsi hati.!”
Kadar normal SGPT cukup bervariasi mulai dari 7-56 U/L pada
laki-laki dan 5-35 U/L pada perempuan. Nilai tersebut sangat
dipengaruhi oleh usia, jenis kelamin dan body mass index (BMI) pada
orang dewasa. Kadar SGPT pada orang yang mengalami obesitas sedikit
lebih tinggi dari baseline. Peningkatan SGPT merupakan tanda dari
kerusakan hepar. Peningkatan ringan (1,5 — 5 kali dari nilai normal)

biasanya menandakan adanya non-alchoholic fatty liver disease
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(NAFLD), penggunaan obat-obatan toksik (seperti Paracetamol, dan
Obat Anti Tuberculosis), atau hepatitis kronis. Peningkatan sedang-berat
(5-15 kali atau > 15 kali nilai normal) mengindikasikan adanya kerusakan
hepar akut, iskemik hepar, atau penyakit hepar autoimun. Kadar SGPT
yang rendah atau di bawah dari kadar normal cukup jarang terjadi, namun
dapat diindikasikan dengan malnutrisi, sirosis hepatis standium lanjut
atau defisiensi vitamin B6.%3->3
2.1.2.Peran Serum Glutamic Pyruvate Transaminase dalam Kerusakan

Hepar

SGPT sangat penting untuk menjaga homeostasis energi dan
detoksifikasi. Selama puasa atau olahraga, otot rangka melepaskan alanin
ke dalam sirkulasi darah. Di hepar, SGPT mengubah alanin menjadi
piruvat, substrat untuk glukoneogenesis, memastikan pasokan glukosa
yang stabil untuk organ yang bergantung pada energi seperti otak. Secara
bersamaan, SGPT berkontribusi pada pembuangan nitrogen dengan
menyalurkan gugus amino ke dalam siklus urea, mengubah amonia
beracun menjadi urea untuk ekskresi. Tidak seperti Serum Glutamic
Oxaloacetic Transaminase (SGOT), yang didistribusikan secara luas di
jaringan seperti jantung dan otot rangka, SGPT memiliki spesifisitas
tinggi pada hepar sehingga meningkatkan kegunaan diagnostiknya untuk
kerusakan maupun penyakit pada hepar.36->’

SGPT beroperasi melalui mekanisme katalisis dua langkah (ping-

pong), yang membutuhkan Pyridoxal phosphate (PLP), turunan vitamin
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B6, sebagai kofaktor. Pada langkah pertama, SGPT mengikat L-alanin
dan o-ketoglutarat, kemudian mentransfer gugus amino L-alanin ke PLP
untuk  membentuk piruvat. Kompleks enzim-PLP kemudian
menyumbangkan gugus amino ke a-ketoglutarat, menghasilkan L-
glutamat dan meregenerasi SGPT aktif. Reaksi reversibel ini
memungkinkan regulasi dinamis metabolisme asam amino,
menyeimbangkan produksi energi (melalui masuknya piruvat ke dalam
siklus tricarboxylic acid-TCA) dan ekskresi nitrogen. '3

Studi terbaru menekankan peran SGPT dalam disfungsi
mitokondria dan jalur stres oksidatif pada kerusakan hepar akut. Pada
penyakit hepar akut yang disebabkan karena obat-obatan, toksin,
iskemik, ataupun infeksi virus hepatitis akan mengakibatkan pelepasan
SGPT tinggi pada aliran darah. SGPT ini terlibat dalam kaskade
patofisiologis yang memperburuk disfungsi mitokondria. Selama stres
oksidatif yang dialami oleh sel, aktivitas enzimatik SGPT meningkatkan
konversi alanin menjadi piruvat, yang memasuki mitokondria sebagai
substrat untuk siklus TCA. Permintaan metabolisme yang meningkat ini
dapat meningkatkan kompleks pernapasan mitokondria, yang
menyebabkan kebocoran elektron dari electron transport chain (ETC)
dan produksi reactive oxygen species (ROS) yang berlebihan. Stres
oksidatif yang dihasilkan merusak membran mitokondria, protein, dan

Deoxyribonucleic Acid (DNA), selanjutnya merusak sintesis adenosine
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triphosphate  (ATP) dan menstimulasi apoptosis atau nekrosis
hepatosit.'10

Disfungsi mitokondria pada kerusakan hepar akut mengganggu
homeostasis kalsium dan mengaktifkan jalur pro-apoptosis, termasuk
pembukaan mitochondrial permeability transition pore (MPTP). Proses
ini memfasilitasi pelepasan sitokrom c¢ ke dalam sitosol, yang
mengaktifkan caspase dan memicu kematian sel terprogram. SGPT tidak
secara langsung mengatur MPTP, peran metabolismenya dalam
menghasilkan  piruvat (melalui transaminasi alanin) secara tidak
langsung dapat mempengaruhi keseimbangan pada mitokondria.>
Dalam kondisi kekurangan antioksidan seperti glutathione—hal ini
sering ditemui pada kerusakan hepar akut yang diinduksi toksik—
kelebihan piruvat pada mitokondria memperburuk inefisiensi ETC, yang
menyebabkan kelebihan produksi ROS. ROS yang meningkat
selanjutnya merusak ~membran mitokondria, mempertahankan
pembukaan MPTP dan pelepasan sitokrom ¢.'>° Penelitian terdahulu
membuktikan — hepatotoksisitas  yang  diinduksi  acetaminophen
menunjukkan bahwa peningkatan SGPT berkorelasi dengan penanda
stres oksidatif seperti malondialdehyde (MDA) dan aktivitas superoxide
dismutase (SOD) yang menurun, menciptakan loop umpan balik di mana
ROS mitokondria memperkuat cedera hepatoseluler dan peningkatan

SGPT.>%0
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2.1.3.Faktor yang Mempengaruhi Kadar Serum Glutamic Pyruvate
Transaminase
Serum Glutamic Pyruvate Transaminase (SGPT) meningkat pada
kondisi kerusakan hepar yang disebabkan oleh peradangan akibat obat-
obatan, toksin, zat metabolit, maupun infeksi. Kadar SGPT juga
dipengaruhi oleh beberapa faktor lain seperti penyakit metabolik,
genetik, nutrisi, dan lain sebagainya.>?>*33
Penyakit metabolik yang sering menyebabkan peningkatan SGPT
adalah obesitas, Diabetes. Melitus Tipe 2 (DM Tipe 2), maupun
Hipotiroidisme. = Kondisi-kondisi  tersebut akan mengakibatkan
akumulasi asam lemak bebas yang dapat mengakibatkan lipotoksisitas
pada hepar.%! Lipotoksisitas hepar yang disebabkan oleh asam lemak
bebas melalui berbagai mekanisme. Mekanisme pertama, asam lemak
bebas akan merangsang stress pada retikulum endoplasma hepatosit
sehingga mengakibatkan metabolisme intra seluler hepatosit terganggu
dan berujung pada kerusakan sel. Penelitian sebelumnya membuktikan
bahwa akumulasi asam lemak bebas dapat merangsang stress pada
retikulum endoplasma hepar melalui jalur Jun N-terminal kinase 1/2
(JNK1/2) dan jalur protein S6 kinase (S6K). Asam lemak bebas akan
mengaktifasi jalur JNK1/2 melalui inositol-requiring enzyme -la
(IRE1a) yang menghambat proses fosfolirasi serine pada insulin receptor
substrate 1 (IRS1) yang mengakibatkan resistensi insulin.®> Asam lemak

bebas juga akan memfosforilasi S6K pada Thr389 sehingga memediasi
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fosforilasi IRS1 pada Ser307 yang berujung pada resitensi insulin.
Mekanisme lain yang mendasari lipotoksisitas hepar adalah proses
perosidasi lipid. Peroksidasi lipid akan meninglatkan produksi ROS yang
dapat mengganggu fungsi mitokondria dan merusak struktur sel hepatosit
yang dapat berujung pada kerusakan hepar yang ditandai dengan
peningkatan SGPT.%463

Kondisi genetik yang berhubungan dengan peningkatan SGPT
salah satunya adalah Defisiensi alpha-1 antitrypsin (AAT) yang
disebabkan oleh mutasi gen SERPINA1. Mutasi gen SERPINA1 akan
mengakibatkan - defisiensi  produksi maupun abnormalitas pada
pembentukan AAT. AAT normalnya berfungsi untuk melindungi
alveolus dari enzim elastase neutrofil yang dikeluarkan saat proses
infeksi. Mutasi gen SERPINAI1 terutama pada genotip PI*ZZ akan
mengakibatkan penumpukan protein AAT abnormal yang dapat berujung
pada kerusakan hepar yang ditandai dengan peningkatan SGPT.6%¢7

Nutrisi yang mempengaruhi kadar SGPT adalah defisiensi
choline. Choline adalah salah satu protein esensial yang didapatkan dari
konsumsi makanan yang mengandung protein terutama protein hewani,
seperti telur, hati sapi, daging sapi, daging ayam, ikan cod, dan lain
sebagainya. Defisiensi choline dapat mengganggu metabolisme lipid
pada hepar yang dapat mengakibatkan penumpukan lemak bebas pada
hepar. Penumukan lemak bebas pada hepar dapar mengakibatkan

kerusakan hepar dikarenakan lipotoksisitas asam lemak bebas.®%-?



17

2.1.4.Metode Pengujian Serum Glutamic Pyruvate Transaminase

Kadar SGPT diukur melalui pemeriksaan darah standar, biasanya
diperiksa sebagai bagian dari panel fungsi hati. Pasien disarankan untuk
berpuasa selama 8-12 jam sebelum pemeriksaan untuk menghindari
peningkatan sementara yang disebabkan oleh asupan makanan. Sampel
darah dikumpulkan melalui venipuncture, dan kadar SGPT serum diukur
menggunakan uji enzimatik. Metode [International Federation of
Clinical Chemistry (IFCC) adalah standar baku, yang mengukur SGPT
melalui laju oksidasi ricotinamide adenine dinucleotide (NADH) pada
340 nm secara spektrofotometri selama reaksi enzimatik. 3670

2.2. Interleukin 6
2.2.1. Definisi dan Gambaran Umum Interleukin 6

Interleukin 6 (IL-6) adalah sitokin yang terdiri atas 184 asam
amino yang disekresikan olch beberapa sel tertentu saat kondisi infeksi,
inflamasi atau keganasan. Sel myeloid seperti makrofag, sel dendritik,
mensekresikan IL-6 setelah Toll-like receptors (TLR) pada permukaan
sel teraktivasi oleh molekul antigen. "'IL-6 juga diproduksi oleh berbagai
sel lain termasuk fibriblas, keratinosit, sel mesangial, endotel vaskuler,
dan sel mast yang distimulasi oleh IL-1 maupun Tumor necroting factor-
o (TNF-a). IL-6 awalnya teridentifikasi sebagai B-cell stimulatory factor
2 (BSF-2) yang menstimulasikan sintesis imunoglobulin melalui aktivasi
sel B.7>73 Pada kondisi normal kadar IL-6 sangat rendah, namun pada

beberapa kondisi seperti inflamasi, infeksi atau keganasan kadar IL-6
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bisa menjadi sangat tinggi. Peningkatan kadar IL-6 ini sering
mengakibatkan badai sitokin yang dapat merusak sel dan jaringan
tubuh.’>74
2.2.2.Peran IL-6 dalam Inflamasi

Respon inflamasi merupakan reaksi sistemik terhadap infeksi,
atau cedera jaringan, yang ditandai dengan leukositosis, demam,
peningkatan permeabilitas vaskular, perubahan konsentrasi logam
plasma dan steroid, serta peningkatan kadar protein fase akut.”> Produksi
protein fase akut oleh hepatosit diatur oleh beberapa faktor terlarut,
seperti IL-1, TNFa dan /epatocyte stimulating factor (HSF).”® Di antara
faktor-faktor ini, hanya HSF yang dapat menginduksi protein fase akut
penuh. Telah ditunjukkan bahwa IL-6 rekombinan dapat berfungsi
sebagai HSF.”” Interleukin 6 dapat menginduksi berbagai protein fase
akut, seperti fibrinogen, l-antichymotrypsin, 1-acid glycoprotein, dan
haptoglobin, dalam cell line hepatoma manusia. '’ Selain itu, IL-6
menginduksi serum amiloid A, protein reaktif C, dan 1-antitripsin dalam
hepatosit primer manusia. Pada tikus, IL-6 menginduksi fibrinogen,
inhibitor proteinase sistein, dan a2-makroglobulin. Albumin serum
diatur secara negatif oleh IL-6.78

Protein fase akut pada manusia, yang paling diinduksi, termasuk
C-reactive protein (CRP), serum amiloid A (SAA), haptoglobin dan
fibrinogen. Secara fungsional, beberapa protein fase akut merupakan

komponen sistem komplemen dan kaskade koagulasi. Protein fase akut
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lainnya adalah protease inhibitor, protein transpor atau peserta dalam
respon inflamasi, seperti fosfolipase A2 yang disekresikan.” Seperti
telah disebutkan, penginduksi utama protein fase akut hepar adalah
sitokin IL-6, yang disekresikan oleh neutrofil, monosit, dan makrofag
pada stimulasi TLR. Sel myeloid yang teraktivasi selain melepaskan
sitokin inflamasi IL-1 dan TNF-0, yang dapat menyebabkan produksi
besar-besaran dan sekresi IL-6 dari sel lain seperti sel endotel dan
fibroblas sehingga berfungsi sebagai feed-forward loop.’° Menariknya,
pada tikus knockout 1L-6, respon fase akut sebagian besar dihambat pada
injeksi  terpentin, sedangkan  hampir normal pada injeksi
lipopolisakarida.®' Ini mungkin karena kompensasi oleh sitokin tipe IL-
6 lainnya seperti Interleukin-11, faktor penghambat leukemia, oncostatin
M, faktor neurotropik silia, dan kardiotropin 1, yang telah ditunjukkan
untuk menginduksi sintesis protein fase akut di hepatosit atau hepatoma.
Oleh karena itu diyakini bahwa anggota keluarga sitokin ini adalah aktor
fisiopatologi hati.>%*
2.2.3.Peran IL-6 dalam Regenerasi Hepar

Reaksi yang paling penting dari hati terhadap cedera adalah
regenerasi hati dan berdasarlan percobaan menggunakan hewan coba
ditemukan bahwa sitokin ekstrahepatik dapat memberikan stimulus
untuk proliferasi hepatosit.®* Hanya 2 jam setelah hepatektomi, tingkat
TNFa meningkat diikuti oleh peningkatan dramatis kadar IL-6 di vena

hati®. Setelah hepatektomi atau kerusakan hati, faktor yang diturunkan
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dari usus seperti lipopolisakarida (LPS) mengaktifkan sel Kupffer yang
tinggal di hati yang menghasilkan sekresi IL-6 yang bergantung pada
TNF .86

Secara konsisten, tikus knock-out IL-6 menunjukkan gangguan
regenerasi hati.?’” Juga di bawah kondisi kolestatik, jumlah sel progenitor
hati regeneratif berkurang jika sinyal IL-6 rendah. Data eksperimental ini
menunjukkan peran penting IL.-6 dalam regenerasi hati. Tikus transgenik
untuk sIL-6R manusia menunjukkan bahwa protein ini bertindak sebagai
protein pengikat serum untuk IL-6 dan memperpanjang waktu paruh IL-
6 dan tikus transgenik ganda yang mengekspresikan IL-6 manusia dan
sIL-6R manusia dipamerkan proliferasi hepatosit permanen.?”-%% Kami
menyimpulkan dari hasil ini bahwa IL-6 dengan adanya sIL-6R
merupakan stimulus kuat dari regenerasi hati.*’

2.2.4.Faktor yang Mempengaruhi Kadar IL-6

Kadar IL-6 pada tubuh dapat dipengaruhi oleh berbagai macam
kondisi, selain kerusakan hepar, kondisi lain seperti inflamasi kronik
karena infeksi, penuaan, penyakit metabolik, dan autoimun dapat
mempengaruhi kadar IL-6. Kadar IL-6 juga dipengaruhi oleh kondisi
genetik, obat-obatan, kanker, dan nutrisi juga dapat mempengaruhi kadar
IL-6 serum.*

Inflamasi kronik yang berlangsung terus menerus pada tubuh
dapat ditandai dengan adanya kadar IL-6 yang tinggi. Rheumatoid

Arthritis (RA), Systemic Lupus Erythematous (SLE), dan Inflamatory
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Bowel Disease (IBD) sering dikaitkan dengan disregulasi [L-6. Pada RA,
fibroblas dan makrofag memproduksi IL-6 yang mengakibat kerusakan
sendi.’! IL-6 pada SLE berperan dalam mempercepat maturasi sel B yang
berdiferensiasi menjadi sel plasma dan memproduksi antibodi dan
imunoglobulin.”?> IL-6 juga dapat memodulasi diferensiasi Th17 yang
menyebabkan kerusakan epitel usus pada IBD.”* Polimorfisme gen
promotor IL-6 (-174 G/C) mempengaruhi transkripsi alel G yang
dikaitkan dengan kadar IL-6 yang lebih tinggi pada rheumatoid arthritis
dan sepsis. Modifikasi epigenetik, seperti asetilasi histon, juga mengatur
ekspresi IL-6 pada kanker dan inflamasi kronis. °!

Penuaan dikaitkan dengan senescence-associated secretory
phenotype (SASP), di mana sel yang mengalami penuaan akan
mensekresi IL-6 yang mengakibatkan inflamasi kronis dan penyakit
degeneratif.’®’! Obesitas dan DM Tipe 2 merupakan kondisi yang sering
dikaitkan dengan inflamasi kronik. Makrofag jaringan adiposa pada
pasien obesitas dan DM Tipe 2 mensekresikan 1L-6 yang menginduksi
resistensi insulin melalui pensinyalan JAK-STAT pada hepatosit dan otot
rangka. IL-6 juga merangsang glukoneogenesis hati dan lipogenesis yang
dapat memperburuk hiperglikemia dan dislipidemia.”

IL-6 juga berperan dalam tumorigenesis dengan merangsang
angiogenesis, metastasis, dan immune evasion. Multiple myeloma dan
karsinoma hepatoseluler mensekresi IL-6 yang mengaktitkan STAT3

untuk meningkatkan kelangsungan hidup dan proliferasi sel kanker.”!%4
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Pada Tumor microenvironment (TME) IL-6 berinteraksi dengan berbagai
jenis sel termasuk sel kanker, sel imun, dan sel stroma, seperti fibroblas
dan cancer ascociated fibroblast (CAFs) untuk mendorong inflamasi
kronis yang mendukung perkembangan kanker.”>¢ IL-6 memediasi
komunikasi antara sel kanker dan sel stroma yang berpengaruh pada
proses seperti angiogenesis dan metastasis. IL-6 juga dapat menggeser
keseimbangan sel-sel imun pada TME sehingga berpotensi menciptakan
lingkungan imunosupresif atau memobilisasi respons imun anti-
tumor.”%%7

Konsumsi makanan dan obat-obatan tertentu juga dapat
mempengaruhi kadar IL-6 serum. Diet tinggi lemak jenuh (misalnya,
minyak kelapa) meningkatkan pelepasan IL-6 dari adiposit dengan
mempromosikan stres oksidatif dan aktivasi TLR4. Sebaliknya, lemak
tak jenuh tunggal (misalnya, minyak zaitun) mengurangi sekresi IL-6.
Asupan buah dan sayuran yang tinggi menurunkan IL-6 melalui
antioksidan (misalnya, vitamin C, flavonoid) yang dapat menurunkan
ROS. Konsumsi kacang kenari, dan almond juga terbukti dapt
mengurangi [L-6 sebesar 18% karena kandungan polifenol dan seratnya.
98,99

2.2.5.Metode Pengujian IL-6

Interleukin 6 merupakan protein yang diekspresikan di dalam sel

serta disekresikan ke luar sel sehingga pengujian dapat dilakukan secara

in situ di jaringan atau serum dan plasma darah. Metode untuk menguji
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IL-6 pada jaringan dapat menggunakan beberapa metode antara lain
metode Polyemerase Chain Reaction (PCR), immunohistokimia,
immuno fluorescence, dan western blot.!%-192 Sedangkan analisis kadar
IL-6 pada serum atau pun plasma darah dapat menggunakan metode
enzyme linked immunoabsorbance assay (ELISA).
2.3. Glutathione Peroxidase
2.3.1. Definisi dan Gambaran Umum Glutathione Peroxidase

Glutathione — peroxidase (GPx) adalah golongan enzim
antioksidan memiliki peran penting dalam melindungi sel dari stress
oksidatif.'® Fungsi utama enzim GPx adalah untuk mengkatalisis
reduksi hidrogen peroksida (H202) dan hidroperoksida lainnya, termasuk
hidroperoksida lipid, masing-masing menjadi air dan alkohol. Reaksi ini
menggunakan glutathione (GSH) sebagai kofaktor, yang dioksidasi
menjadi glutathione disulfida (GSSG) dalam prosesnya. Reaksi umum
dapat diringkas sebagai: 2GSH + H.0> — GSSG + 2H,0.!103-105

Enzim GPx sangat bergantung dengan selenium (kecuali GPx5
dan GPx6) dan memiliki beberapa isoform (GPx1-GPx8) yang berbeda
dalam lokasi subseluler.!® GPx1 merupakan isoform yang paling
tersebar luas, terletak di sitosol, dan mitokondria berbagai jenis sel.!%
GPx2 paling banyak ditemukan pada saluran gastrointestinal, dan GPx3
paling banyak ditemukan pada ekstraseluler yaitu pada plasma.!'0>103
GPx4 memiliki kemampuan mengurangi kompleks lipid peroksidase

pada membran dan penting untuk menjaga integritas membran.!”-1% Dan
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GPx7/8 berada di retikulum endoplasma yang melindungi kerusakan
folding protein dari stres oksidatif. Enzim GPx sangat diperlukan dalam
mengurangi stres oksidatif yang merupakan penyebab utama penuaan,
gangguan metabolisme, dan penyakit kronis.!03104
2.3.2.Peran Glutathione Peroxidase dalam Stress Oksidatif dan Inflamasi
GPx sangat penting untuk mengurangi stres oksidatif dan
memodulasi respons inflamasi. Stres oksidatif, yang ditandai dengan
ketidakseimbangan antara pro-oksidan dan antioksidan, memainkan
peran penting dalam inisiasi dan perkembangan inflamasi.'®> ROS,
seperti hidrogen peroksida dan lipid hidroperoksida, tidak hanya
merupakan produk dari stres oksidatif tetapi juga molekul pensinyalan
penting dalam jalur inflamasi.'”* GPx secara langsung dapat mengurangi
ROS melalui reaksi enzimatik dengan GSH sebagai kofaktor. Dalam
proses inflamasi, produksi ROS yang berlebihan dapat memperkuat
kaskade pensinyalan inflamasi, mengaktifkan faktor transkripsi pro-
inflamasi seperti NF-kB, dan berkontribusi pada kerusakan jaringan.
Dengan mengurangi kadar ROS, GPx dapat meredam sinyal pro-
inflamasi ini.'0%103
GPxI1 telah terbukti menekan produksi sitokin dan kemokin pro-
inflamasi  dalam berbagai jenis sel.'%'®  GPx4, khususnya
kemampuannya untuk mengurangi hidroperoksida lipid di dalam
membran seluler, sangat penting dalam mencegah ferroptosis, kematian

sel yang disebabkan oleh peroksidasi lipid, yang dapat memperburuk
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inflamasi jika tidak terkontrol.!9”1% GPx secara tidak langsung dapat
memengaruhi resolusi inflamasi dengan memengaruhi keadaan
homeostasis redoks tingkat seluler, yang sangat penting untuk menjaga
fungsi sel imun dan penghentian respons inflamasi. Oleh karena itu,
enzim GPx bukan hanya antioksidan pasif; namun juga secara aktif
berpartisipasi dalam mengatur lingkungan inflamasi dengan
mengendalikan stres oksidatif dan kaskade pensinyalan inflamasi.!93-103
2.3.3.Peran Glutathione Peroxidase dalam Regenerasi Hepar

Peran Glutathione peroxidase dalam regenerasi hepar semakin
banyak diteliti, karena stres oksidatif berperan sebagai faktor penting
yang mempengaruhi proses regenerasi hepar.!'%!!! Regenerasi hepar,
setelah kerusakan atau hepatektomi parsial, membutuhkan keseimbangan
proses scluler yang diatur secara ketat, termasuk proliferasi sel,
kelangsungan hidup, dan diferensiasi, yang semuanya dapat dipengaruhi
secara signifikan oleh stres oksidatif.!'! Selama regenerasi hepar,
produksi ROS sering meningkat karena peningkatan aktivitas
metabolisme dan respons inflamasi yang terkait dengan perbaikan
jaringan.'”® Enzim GPx, terutama GPx1 dan GPx4, diperkirakan
memainkan peran pelindung dengan mempertahankan homeostasis
redoks dan mencegah kerusakan oksidatif yang berlebihan pada hepatosit
dan sel hati lainnya selama regenerasi.!0>10%106.109  GPx akan
mendetoksifikasi hidrogen peroksida dan lipid hidroperoksida, sehingga

dapat melindungi komponen seluler, termasuk DNA, protein, dan lipid,
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dari kerusakan oksidatif, sehingga meningkatkan kelangsungan hidup
dan proliferasi hepatosit, keduanya penting untuk keberhasilan
regenerasi hepar.!03:106.109.111
Penelitian sebelumnya membuktikan hubungan antara defisiensi
GPx dan gangguan kapasitas regenerasi hepar. Kekurangan GPx1 dapat
memperburuk kerusakan oksidatif yang dialami saat hepar mengalami
kerusakan dan berpotensi menunda atau mengganggu proses
regeneratif.'%>1% GPx4 dapat mengatur jalur pensinyalan yang penting
untuk regenerasi hepar dengan melibatkan faktor pertumbuhan dan
sitokin, dan memengaruhi homeostasis redoks.'!!
2.3.4.Faktor yang Mempengaruhi Kadar Glutathione Peroxidase
Kadar GPx juga diepangaruhi oleh berbagai kondisi seperti
kondisi inflamasi kronis, kanker, penyakit metabolik, kurang nutrisi, dan

103 GPx adalah enzim selenoprotein yang bergantung

lain sebagainya.
pada Selenium (Se) sebagai kofaktor. Defisiensi Selenium dapat
mempengaruhi sintesis dan fungsi GPx, terutama GPx1, GPx3, dan
GPx4, yang bergantung pada selenocysteine untuk sisi aktif enzim.
Defisiensi Selenium menurunkan aktifitas GPx, dan memperburuk stress
oksidaif yang terjadi. ''?

Variasi genetik pada gen GPx juga dapat mempengaruhi kadar
GPx, misalnya polimorfisme gen GPX/ Prol98Leu menurunkan

kapasitas antioksidan, dan meningkatkan risiko terjadinya penyakit

degeneratif serta cardiovaskuler. Mutasi gen GPX4 dapat mengganggu
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kemampuan GPx4 dalam mereduksi hidroperoksidasi lipid yang
berperan dalam feroptosis yang dapat berujung pada kanker atau
penyekit neurodegeneratif. 03112

Kondisi inflamasi kronik seperti pada penyakit autoimun maupun
metabolik juga dapat mempengaruhi kadar GPx. Pada RA dan IBD,
kadar GPx1 and GPx4 mengalami penurunan akibat inflamasi yang
terjadi terus menerus yang menyebabkan kegagalan supresi jalur NF-kB.
Peningkatan ROS akibat inflamasi kronis yang terjadi menyebabkan
kadar GPx terus menurun, yang berakibat pada kerusakan jaringan oleh
ROS. 103:.106.109.112" Qhegitas dan DM Tipe 2 juga berhubungan dengan
disfungsi. GPx. Jaringan adiposa pada pasien Obes dan DM Tipe 2
menunjukkan penurunan kadar GPx1 yang berakibat pada peningkatan
peroksidasi lipid dan resistensi insulin.'%*!%:1!2 Hiperglikmia pada DM
Tipe 2 secara langsung menonaktifkan GPx melalui proses glikasi, yang
dapar mempengaruhi kadar GPx serum dan meningkatkan kerusakan sel
B pankreas oleh ROS. 06197

2.3.5.Metode Pengujian Glutathione Peroxidase

GPx merupakan antioksidan yang diekspresikan di dalam sel
serta disekresikan ke luar sel sehingga pengujian dapat dilakukan secara
in situ di jaringan atau serum dan plasma darah. Metode untuk menguji
GPx pada jaringan dapat menggunakan beberapa metode antara lain
metode Polyemerase Chain Reaction (PCR), immunohistokimia,

immuno fluorescence, dan western blot.!%-192 Sedangkan analisis kadar
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GPx pada serum atau pun plasma darah dapat menggunakan metode
enzyme linked immunoabsorbance assay (ELISA).
2.4. Kerusakan Hepar Akut
2.4.1.Definisi dan Gambaran Umum Kerusakan Hepar Akut

Hepar merupakan organ yang sangat penting karena memiliki
fungsi antara lain sebagai penghasil enzim pencernaan, metabolisme,
imunitas dan detoksifikasi. Hepar sangat rentan terhadap kerusakan yang
disebabkan oleh zat-zat eksogen seperti alkohol, obat-obatan dan zat
hepatotoksik lainnya.! Kerusakan hepar akut atau yang sering disebut
acute liver failure (ALF) adalah kondisi langka, akut, berpotensi
reversibel yang mengakibatkan gangguan hati yang parah dan penurunan

113 Definisi

klinis yang cepat pada pasien tanpa riwayat penyakit hati.
ALF yang digunakan cukup bervariasi. Definisi yang paling banyak
digunakan adalah munculnya perubahan status mental (ensefalopati) dan
koagulopati (International Normalized Rasio-INR >1,5) dalam durasi
<26 minggu pada pasien tanpa riwayat penyakit hati atau sirosis
sebelumnya.!'*!"> ALF ini awalnya ditandai dengan peningkatan enzim
transaminase (SGPT, SGOT) 2-3 kali dari batas normal, koagulopati
(INR >1.5), hingga ensefalopati hepatik. 13116

ALF kemudian diklasifikasikan lagi menurut klasifikasi O’Grady
berdasarkan kecepatan onset munculnya ensefalopati!!” hepatik. ALF

hiperakut ditandai dengan munculnya ensefalopati hepatikk <7 hari,

kondisi ini sering disebabkan oleh intoksikasi parasetamol, virus
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hepatitis A, E dan iskemik hepar. Ensefalopati hepatik muncul dalam 7-
21 hari pada ALF akut. ALF akut ini disebabkan oleh infeksi virus
hepatitis B. ALF subakut ditandai dengan munculnya ensefalopati
hepatik dalam 22 hari hingga kurang dari 26 minggu, kondisi ini biasanya
disebabkan oleh drug induced liver injury (DILI) yang disebabkan oleh
selain parasetamol.!13-115

Mekanisme patogenesis ALF bervariasi bergantung pada etiologi
yang mendasari terjadinya ALF.!'1® Patogenesis ALF diawali dari respon
imun innate yang kemudian diikuti respon imun adaptif. Pathogen-
associated molecular patterns (PAMPs) berperan dalam patogenesis
ALF yang disebabkan oleh infeksi virus hepatitis, sedangkan damage-
associated molecular patterns (DAMPSs) berperan dalam ALF yang
disebabkan oleh zat hepatotoksik.>!''%11? Sel imun innate yang berperan
dalam pengenalan PAMPs/DAMPs ini cukup banyak diantaranya
monosit, makrofag, sel dendritik, leukosit, dan sel natural killer (NK).
Pengenalan PAMPs/DAMPs ini dijembatani oleh pattern recognition
receptors diantaranya toll like receptors (TLR), Nod-like receptor (NLR)
yang banyak terletak di permukaan sel fagosit, sel dendritik, leukosit, dan
lain-lain.*® Proses tersebut akan merangsang pengeluaran sitokin
proinflamasi seperti IL-1, IL-6 dan TNF-a. Sitokin proinflamasi tersebut
akan menambah kerusakan yang dialami oleh hepar.'47%120

Mekanisme terjadinya ALF juga didasari oleh stress oksidatif

yang disebabkan oleh ketidakseimbangan antara radikal bebas, dan
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antioksidan pada hepar.*® Hepar sebagai organ yang berperan dalam
merabolisme, dan detoksidikasi secara normal memproduksi ROS
melalui rantai respirasi mitokondria. Hal tersebut mengakibatkan hepar
memiliki mekanisme pertahanan dari ROS yang diperantarai oleh
antioksidan enzimatik (SOD, GPx, CAT, glutathione reductases-GRX,
peroxiredoxins-PRX, dan thioredoxins-TRX) dan antioksidan non
enzimatik (GSH, dan ubiquinone).*”%> Infeksi hepatitis virus, alkohol,
zat hepatotoksik, maupun metabolitnya dapat meningkatkan kadar ROS
pada hepar sehingga mengakibatkan ketidakseimbangan antara ROS dan
antioksidan. ROS yang tinggi dapat merangsang peroksidasi lipid yang
dapat mengganggu integritas dan permeabilitas membran sel sehingga
menyebabkan kerusakan hepar,”-83120

Stres oksidatif mendorong influx kalsium ke dalam sel dan
redistribusi kalsium seluler dari retikulum endoplasma ke sitosol,
mitokondria dan nukleus, yang dapat memicu apoptosis dan nekrosis sel
hepatosit.831?! Respons ini meningkatkan permeabilitas mitokondria dan
memfasilitasi pelepasan faktor pro-apoptosis seperti sitokrom c, dan
aktivasi endonuklease, protease dan lipase yang berkontribusi pada
kematian hepatosit dan jenis sel hepar lainnya.!?%!22 Kerusakan hepatosit
ini akan menghasilkan pelepasan DAMPs yang dapat menginduksi
cascade inflasi dan meningkatkan sekresi sitokin pinflamasi hingga

berujung kerusakan hepatosit yang lebih parah. 43:14.72.120,121



31

2.4.2. Animal Model CCl4 dalam Kerusakan Hepar Akut
Animal model kerusakan hepar akut yang sering dilakukan pada
tikus wistar ada beberapa model diantaranya induksi CCls, D-
galactosamin, thioacetamide, concanavalin A dan lain-sebagainya.'?3-12°
Animal model kerusakan hepar akut menggunakan CCls memiliki
keuntungan dimana kerusakan hepar yang disebabkan CCls ini
menyerupai kerusakan hepar pada manusia dari segi fungsi,
metabolisme, morfologi maupun karakteristik biokimia.?”'?3 Induksi
dengan CCl4 juga tidak memakan waktu lama sehingga cukup ekonomis
untuk digunakan.'?

CCl; tidak memiliki efek sitotoksik langsung kepada hepar,
namun produk - metabolisme CCly seperti  trichloromethyl dan
trichloromethyl peroxyl memiliki - efek radikal toksik sehingga
mengakibatkan kerusakan membran hepatosit.'»'>* CCls dimetabolisme
di hepar oleh enzim cytocrome P450 2E1 (CYP2E1) untuk membentuk
trichloromethyl  yang  memiliki ~sifat sebagai radikal bebas.
Trichloromethyl kemudian dioksidasi membentuk trichloromethyl
peroxyl yang memiliki sifat radikal bebas lebih reaktif.'** Radikal bebas
tersebut akan bereaksi dengan fosfolipid dan trigliserid pada proses
peroksidasi lipid yang menyebabkan stress oksidatif (Gambar 1).
Peroksidasi lipid yang terjadi pada membran lipid sel dapat merusak

integritas, dan membran organel sel hepatosit sehingga mengakibatkan

gangguan permeabilitas.'?’” Permeabilitas sel yang rusak ini akan
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menonaktifkan Ca>*-ATPase pada membran sel sehingga meningkatkan
konsentrasi Ca?" pada sitoplasma yang berakibat pada kerusakan
sitoskeleton, dan aktifasi fosfolipase. Peningkatan Ca®* pada sitoplasma
juga mengakibatkan kerusakan asam amino fungsional yang
menyebabkan kerusakan rantai asam nukleat sehingga regulasi sel hepar
terganggu, dan menyebabkan apoptosis.'>> Aldehid reaktif yang
terbentuk dari degradasi asam lemak saat proses peroksidasi lipid juga
akan mengikat protein fungsional dan menghambat fungsi enzimatik
pada hepar yang dapat berujung pada kematian sel.'?* Rangkaian reaksi
tersebut akan menyebabkan kerusakan pada sel-sel hepar yang ditandai
dengan peningkatan SGPT dan SGOT. Penelitian terdahulu
menunjukkan bahwa induksi CCls meningkatkan Serum Glutamic
Oxaloacetic  Transaminase (SGOT), Serum Glutamic Pyruvate
Transaminase (SGPT), lactate dehydrogenase (LDH), and sorbitol

dehydrogenase (SDH) sebagai bukti kerusakan morfologis hepatosit.’
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Stress oksidatif yang disebabkan oleh induksi CCls juga
mengganggu keseimbangan antara radikal bebas dan antioksidan pada
hepar. Hal tersebut akan mengakibatkan penurunan antioksidan
enzimatik (SOD, GPx, CAT, glutathione reductases-GRX,
peroxiredoxins-PRX, dan thioredoxins-TRX) dan antioksidan non
enzimatik (GSH, dan ubiquinone).'?® Produk metabolit CCls yang
menginisiasi peroksidasi lipid yang mengakibatkan stress oksidatif yang
ditandai dengan produksi zat pro-oxidative (xanthine oxidase, hydrogen
peroxide-H,02, NADPH oxidase) dan penurunan marker antioksidan
(CAT, superoxide dismutase-SOD, glutathione S-transferase-GST,
glutathione peroxidase-GPx, glutathione reductase-GR dan glutathione-
GSH). Stress oksidatif pada hepar juga merangsang sel kupffer hepar
untuk memproduksi sitokin inflamasi yang berlebihan, seperti
interleukin-1 (IL-1), interleukin-6 (IL-6) dan tumor necrosis factor-alpha
(TNF-q).”-13

Pemberian CCls per oral menginduksi toksisitas langsung ke
epitel usus, membahayakan protein tight junction (misalnya, okludin)
dan meningkatkan permeabilitas usus. Hal ini memungkinkan produk
mikroba, seperti lipopolisakarida (LPS), untuk bertranslokasi ke
sirkulasi. Pada tikus Wistar, paparan CCla secara signifikan mengurangi
jumlah bakteri penghasil short chain fatty acid (SCFA) yang bermanfaat
bagi tubuh (misalnya, Clostridium leptum dan C. coccoides) sekaligus

mendorong pertumbuhan Enterobacteriaceae yang mernginduksi
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inflamasi'?>!13°, Disbiosis ini diperburuk oleh stres oksidatif di usus,
karena metabolisme CCls menghasilkan radikal trichlorometyl (¢CCls)
yang merusak sel-sel usus dan mengubah komposisi microbiome.
Hilangnya SCFA, terutama butirat, semakin merusak integritas barier
usus dan respons anti-inflamasi, menciptakan lingkaran setan disfungsi
usus. 3!

Lipopolisakarida dan metabolit mikroba lainnya yang berpindah
ke sirkulasi mengaktifkan reseptor seperti Toll (TLR), terutama TLR4,
pada sel Kupffer dan sel stellate hepar. Hal ini memicu pensinyalan NF-
kB, yang mengarah pada produksi sitokin pro-inflamasi seperti TNF-a,
IL-6, dan T1.-1B"3%132, Pada tikus Wistar, paparan CCls meningkatkan
kadar TNF-a dan IL-6 serum, meningkatkan apoptosis hepatosit dan
nekro-inflamasi'3>!3, Selain itu, pengurangan SCFA yang disebabkan
oleh disbiosis menyebabkan pengurangan efek anti-inflamasi yang
dihasilkan SCFA, sehingga semakin memperkuat peradangan yang
dimediasi NF-«kB.'?° Stres oksidatif simultan dari radikal bebas yang
dihasilkan dari metabolisme CCls bersinergi dengan peradangan untuk
mendorong kerusakan hepatoseluler, fibrosis, dan peningkatan enzim
hati (SGPT)"3-132,

2.5. Tanaman Salak Pondoh
2.5.1.Klasifikasi, Morfologi dan Habitat Tanaman Salak Pondoh
Tanaman salak pondoh (Salacca zalaca (Gaertn) Voss) termasuk

golongan pohon palem rendah yang tumbuh berumpun. Tanaman ini
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mempunyai ciri batang berwarna coklat, bulat, dan tegak. Daun
majemuk, panjang 50-75 cm, lebar 7-10 cm, berwarna hijau, permukaan
bawah seperti lilin, bentuk lanset, ujung runcing, tepi dan pangkal rata,
serta bertangkai, helai daun runcing tanpa tangkai. Mekar: tongkol,
batang, dan bunga berwarna coklat muda, panjang 7-15 c¢cm. Buahnya
berbentuk seperti telur dan sisiknya tersusun rapi. Daging buahnya yang
berwarna coklat putih terbagi menjadi dua atau tiga bagian dan berwarna
coklat tua. Bijinya berbentuk lonjong atau bulat, keras, dan diameter
sekitar 1,5 cm. Warnanya coklat kehitaman. Akarnya berwarna coklat

muda dan berserabut.!**

Gambar 2.2. Morfologi Tanaman Salak'3*

(a) pohon, (b) daun, (c) duri, (d) bunga jantan, () bunga betina, (f) buah, (g)
daging buah, (h) biji
Tanaman salak (Salacca zalacca (Gaert.) Voss.) diduga berasal
dari Pulau Jawa dan sudah dibudidayakan sejak ratusan tahun silam. Pada
masa penjajahan, tanaman ini dibawa ke pulau — pulau lain dan akhirnya
tersebar luas sampai ke Filipina, Malaysia, Brunei, dan Thailand.

Masyarakat Deli, Sunda, Jawa, Madura, dan Bali menyebutnya salak,
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masyarakat Minang, Makasar, dan Bugis menamainya sala, sedangkan
masyarakat Kalimantan menyebutnya hakam atau tusum. Daerah
sebarannya yang luas menyebabkan banyak ragam varietas salak.
Keragaman ini semakin meningkat sejalan dengan penggunaan biji
sebagai sarana pembiakan. Varietas salak umumnya dikenal berdasarkan
daerah tumbuhnya. Salak pondoh dan salak bali merupakan varietas yang
memiliki nilai komersial tinggi.?' Varietas salak pondoh yang digunakan
adalah varietas salak pondoh magelang, yang diperoleh dari Nglumut,
Magelang, Indonesia (7°36' 50" S, 110° 21' 27" E).

Dalam sistematika (taksonomi) tumbuhan, kedudukan tanaman

salak diklsifikasikan sebagai berikut :

¢ Kingdom : Plantae

e Sub Kingdom : Trachebionta
e Super Divisi : Spermatophyta
e Divisi : Magnoliophyta
o Kelas : Lilopsida

e Sub Kelas : Arecidae

e Ordo : Arecales

e Famili : Areceae

e Genus : Salacca

e Spesies : Salacca zalacca (Gaert.) Voss
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2.5.2.Kandungan dan Khasiat Senyawa Fitokimia Kulit Salak

Tanaman salak (Salacca zalacca (Gaert.) Voss.) memiliki banyak
khasiat dan manfaat, selain daging buahnya, biji dan kulit buah salak juga
bisa dimanfaatkan.?! Kulit salak merupakan limbah yang biasanya tidak
terpakai lagi, namun kulit buah salak mengandung nilai gizi berupa kadar
protein, kadar karbohidrat, kadar air, serta rendah lemak. Kulit buah ini
juga mengandung senyawa yang dapat berguna sebagai antibakteri. Hasil
uji fitokimia menunjukkan bahwa daging dan kulit buah salak
mengandung senyawa flavonoid, tanin, saponin, triterpenoid, dan
alkaloid.?!-40.13>

Flavonoid adalah metabolit sekunder dari polifenol, ditemukan
secara luas pada tanaman serta makanan dan memiliki berbagai efek
bioaktif termasuk anti virus, anti-inflamasi, kardioprotektif, antidiabetes,
anti kanker, anti penuaan, antioksidan dan lain-lain. Senyawa flavonoid
adalah senyawa polifenol yang mempunyai 15 atom karbon yang
tersusun dalam konfigurasi C6-C3-C6, artinya kerangka karbonnya
terdiri atas dua gugus C6 (cincin benzena tersubstitusi) disambungkan
oleh rantai alifatik tiga karbon. Struktur tersebut menjadikan flavonoid
memiliki potensi sebagai antioksidan dan antiinflamasi.'36:137

Flavonoid memiliki potensi antioksidan yang kuat melalui
berbagai mekanisme komplementer. Flavonoid bekerja sebagai
scavengers dari ROS melalui donor elektron dari gugus hidroksil fenolik

mereka. Transfer atom hidrogen ini menetralkan radikal bebas seperti
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anion superoksida (O2¢"), radikal hidroksil (*OH), dan radikal peroksil
(ROO-°), sechingga mengganggu reaksi berantai yang menyebabkan
peroksidasi lipid, oksidasi protein, dan kerusakan DNA'38, Flavonoid
juga bekerja melalui mekanisme metal chelation yaitu dengan mengikat
logam transisi seperti besi (Fe*'/Fe*") dan tembaga (Cu/Cu?*") yang
mengkatalisis reaksi Fenton menghasilkan radikal bebas seperti *OH
yang sangat reaktif.!3°

Flavonoid juga mengaktifkan jalur pensinyalan antioksidan
intraseluler untuk mempercepat produksi antioksidan endogen seperti
GSH, SOD, dan katalase.'#%'#! Secara fisiologis tubuh mengontrol stres
oksidatif dengan mempercepat pelepasan antioksidan endogen. Nuclear
factor eritroid 2 (Nrf2) adalah salah satu mekanisme seluler penting yang
bertanggung jawab atas produksi antioksidan endogen saat terjadi stres
oksidatif. Nrf2 akan berpasangan dengan KEAP1 ditranslokasikan ke
nukleus dan terkonjugasi menjadi antioxidant response element (ARE);
akan merangsang regulasi gen responsif antioksidan seperti HO1, NQOI,
yang selanjutnya mempercepat produksi dan pelepasan antioksidan
endogen seperti GSH, SOD, GPx dan katalase untuk mengontrol stres
oksidatif Stress oksidatif yang berlebih akan mengakibatkan disregulasi
ikatan Nrf2-KEAPI, mengalami degradasi pada sitosol dan terjadi
penurunan produksi antioksidan.!#*"1** Flavonoid akan berperan dalam
mengaktifkan jalur pensinyalan Nrf2-KEAP1-ARE dan meningkatkan

produksi antioksidan.!4%14! Penelitian sebelummya membuktikan bahwa
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ekstrak etanol kulit salak yang mengandung flavonoid dapat menurunkan
kadar MDA dan SOD pada tikus hiperurisemia.*

Flavonoid juga memiliki potensi sebagai antiinflamasi melalui
berbagai mekanisme seperti menghambat regulasi enzim protein kinase
dan faktor transkripsi, menghambat enzim phosphodiesterase,
mempengaruhi metabolisme asam arakidonat, hingga modulasi sel
imun'®. Protein kinase terlibat dalam transduksi sinyal sel dalam proses
inflamasi. Flavonoid tertentu dapat menargetkan beberapa kinase sentral
yang terlibat dalam beberapa jalur pensinyalan. Penghambatan kinase
seperti fosfoinositol kinase, protein kinase C, fosfatidilinositol kinase,
tirosin kinase atau kinase-4 yang bergantung pada siklin oleh berbagai
jenis flavonoid - telah diteliti sebelumnya. Flavonoid juga dapat
memodulasi protein kinase dengan penghambatan faktor transkripsi,
seperti NF-kB. Faktor transkripsi ini mengatur beberapa sitokin,
kemokin dan molekul adhesi sel yang terlibat dalam peradangan. kB
bertindak sebagai molekul penghambat NF-kB, namun, selama
peradangan, IkB difosforilasi dan terdegradasi. Akibatnya, NF-xB
dipindahkan dari sitoplasma ke nukleus di mana ia menginduksi ekspresi
gen pro-inflamasi. Flavonoid telah terbukti mengatur aktivitas IxkB dan
NF-«kB, sehingga berdampak pada penurunan inflamasi. Flavonoid juga
dapat mengatur faktor transkripsi regulasi utama untuk sitokin CD4 + T
helper 2 (Th2) seperti GATA-3, dan transduser sinyal dan aktivator

transkripsi 6 (STAT-6) yang dapat menurunkan reaksi inflamasi. 43148
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Flavonoid juga dapat menghambat fosfodiesterase seperti cAMP
phosphodiesterase. cAMP second messenger molecule dalam pengaturan
fungsi sel selama inflamasi. Kadar cAMP yang tinggi telah dikaitkan
dengan fungsi anti-inflamasi. Enzim phosphodiesterase dapat
menghidrolisis cAMP untuk menjaga tingkat normal. Efek
penghambatan flavonoid pada phosphodiesterase berpotensi memblokir
degradasi cAMP dan memperpanjang pensinyalan cAMP!4%150 Agam
arakidonat dilepaskan selama inflamasi dari fosfolipid yang terkandung
dalam membran plasma oleh enzim phospholipase A2 (PLA2). Asam
arakidonat kemudian dimetabolisme oleh oksigenase yang berbeda,
seperti  cyclooxygenase (COX) dan [lipoxygenase (LOX), untuk
menghasilkan prostaglandin, troboksan, leukotrien, dan mediator
inflamasi lainnya.'*> Flavonoid memiliki potensi untuk menghambat
enzim yang terlibat dalam metabolisme asam arakidonat, mengurangi
pelepasan mediator inflamasi yang berasal dari jalur ini. Flavonoid dapat
menghambat biosintesis prostaglandin, tromaksan, leukotrien dengan
penghambatan enzim PLA2 '%1°1-153 "Flavonoid juga dapat menghambat
COX dan LOX terbukti menurunkan kadar IL-6 dan TNFa/!5%15%

Tanin adalah sekelompok polifenol bebas nitrogen dengan berat
molekul tinggi yang terdapat di hampir semua spesies tanaman. Tanin

156-158 Tanin

terbukti memiliki efek anti-inflamasi dan antioksidan
memiliki aktivitas antioksidan karena tingkat hidroksilasi cincin

aromatik yang tinggi karena berat molekulnya yang tinggi'>’.
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Kemampuan untuk mengikat radikal bebas tergantung pada jumlah
gugus hidroksil pada tanin, semakin banyak gugus hidroksil dalam tanin
maka kadar radikal bebas yang diikat dan dinetralkan menjadi lebih
tinggi'>®15%, Sifat antioksidan tanin mencegah oksidasi kolesterol, yang
merupakan prekursor pembentukan plak di pembuluh darah, sehingga
mencegah tubuh dari penyakit kardiovaskular. Penelitian sebelumnya
telah menunjukkan bahwa tanin dapat melindungi terhadap
kardiotoksisitas akut yang diinduksi doxorubicin dengan menghambat
peradangan, stres oksidatif, dan apoptosis. Selain itu, tanin menekan
oksidasi lipid dengan cara scavenging ROS '°%1%! dan menurunkan
nefrotoksisitas yang diinduksi arsenik trioksida dengan penghambatan
simultan NF-xB dan menghambat aktivasi jalur Nrf2!%?, Selain itu tanin
juga menghambat efek prostaglandin E2 (PGE2) dalam proses
metabolisme arakidonat dan menurunkan efek inflamasi. Tanin juga
dapat menurunkan kadar ROS , MDA, dan, meningkatkan aktivitas SOD,
CAT, GSH, dan GPx. Tanin juga terbukti menekan ekspresi IL-6, IL-8,
dan TNF-a. Tanin bekerja dengan menghambat aktivasi inflammosom
NLRP3 dengan memblokir pensinyalan NF-«kB untuk menekan sekresi
IL-1B pada makrofag dan menghentikan produksi sitokin proinflamasi
berlebih!%®. Asam arakidonat dilepaskan selama inflamasi dari fosfolipid
yang terkandung dalam membran plasma oleh enzim phospholipase A2
(PLA2). Asam arakidonat kemudian dimetabolisme oleh oksigenase

yang berbeda, seperti cyclooxygenase (COX) dan lipoxygenase (LOX),
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untuk menghasilkan prostaglandin, troboksan, leukotrien, dan mediator
inflamasi lainnya.'* Tanin dalam penelirtian sebelumnya juga terbukti
menghambat enzim COX dan LOX yang berperan dalam proses
inflamasi'®4,

Saponin adalah glikosida amfifilik yang ditandai dengan glikson
hidrofobik ditambah dengan bagian gula hidrofilik. Struktur unik ini
memungkinkan interaksi membran yang memodulasi pensinyalan
seluler. Saponin menunjukkan efek scavenging ROS yang dapat
melawan berbagai radikal bebas, sehingga mencegah oksidasi lipid.
Saponin juga dapat mempengaruhi pembentukan ROS yang diinduksi
H>0, pada hepatosit. Nrf2 adalah pengatur potensial resistensi sel
terhadap oksidan, dan menunjukkan efek preventif sel terhadap berbagai
toksisitas dan penyakit kronis yang terkait dengan stres oksidatif '
Ketika sel terpapar stres oksidatif, glutamat sistein ligase (GCL) dengan
cepat diaktifkan oleh Nrf2, berkontribusi pada perlindungan sel yang
dimediasi Nrf2 setelah stres oksidatif 16,

Saponin juga dapat menurunkan inflamasi dengan menghambat
jalur pensinyalan NF-kB. Penelitian sebelumnya melaporkan bahwa
saponin mengurangi peradangan saraf pada sel glial'®’. Hasil penelitian
lain menunjukkan bahwa saponin memodulasi kerusakan hepar akut dan
fibrosis dengan menekan produksi sitokin proinflamasi melalui
pemblokiran pensinyalan NF-kB dan jalur apoptosis pada tikus yang

diinduksi D-galactosamine/LPS!63:169,
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Triterpenoid meningkatkan kapasitas antioksidan mitokondria
dengan memodulasi rantai transpor elektron dan mengurangi kebocoran
ROS. Triterpenoid mengatur enzim antioksidan seperti SOD dan GPx
melalui aktivasi Nrf2, sementara secara bersamaan menghambat
cytocrhome P450 2E1 (CYP2E1), enzim yang terlibat dalam bioaktivasi
xenobiotik 5!7°. Kerusakan hepar akut yang diinduksi oleh asetaminofen
triterpenoid terbukti mengurangi pembentukan metabolit beracun N-
asetil-p-benzoquinone imine (NAPQI), mencegah penurunan glutathione
(GSH). Triterpenoid juga memiliki peran dalam meningkatkan
translokasi Nrf2 dan menurunkan ekspresi gen seperti Ngo! dan Hmox1
pada cedera hati yang diinduksi alkohol'’!,

Triterpenoid mengganggu pensinyalan pro-inflamasi pada
beberapa mekanisme. Triterpenoid menurunkan inflamasi hepar dengan
menghambat rantai TLR4 / MyD88 / NF-kB, mengurangi sintesis TNF-
a, IL-6, dan IL- 1B 7", Triterpenoid memblokir translokasi NF-xB dengan
menstabilkan IkBa, protein penghambat yang mendegradasi NF-kB
dalam sitoplasma. Triterpenoid juga menginaktivasi inflamosom NLRP3
yang dimediasi mitophagy pada makrofag, membatasi maturasi IL-1
dan infiltrasi neutrofil ke dalam jaringan hepar yang terluka '72.

Alkaloid memiliki efek anti-inflamasi melalui modulasi sel imun
dan penekanan sitokin. Alkaloid menghambat inflammasome NLRP3
dengan memblokir aktivasi NF-kB, mengurangi transkripsi pro-IL-1.

Ini juga secara langsung menekan aktivasi caspase-1!73. Alkaloid juga
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menurunkan sekresi TNF-a dan IL-6 dalam sel Kupffer dengan
mengganggu jalur pensinyalan MAPK (misalnya, p38 dan JNK) dan NF-
kB. Selain itu, alkaloid juga mengurangi infiltrasi neutrofil dengan
menghambat ekspresi molekul adhesi (ICAM-1, VCAM-1) pada sel
endotel, sehingga membatasi ekstravasasi leukosit menjadi parenkim hati

174

2.6. N-Acetylcystein

N-Acetylcystein (NAC) adalah derivat asam amino L-cystein, memiliki
rumus kimia CsHoNOs3S. Struktur kimianya mengandung grup acetyl (-
COCH3) yang melekat pada gugus cystein. Grup thiol (-SH) pada struktur
kimianya memungkinkan N-Acetylcystein untuk berkerja sebagai agen
potensial untuk mengurangi ROS dan bekerja sebagai prekursor Glutathione

(GSH).'™
N-Acetylcystein sebagai prekursor Glutathione akan meningkatkan
kadar GSH yang menurun akibat radikal bebas, toksin, atau penyakit. GSH
menetralisir radikal bebas, mendetoksifikasi xenobiotik, dan menjaga fungsi
respon imun.!”® Parasetamol yang dikonsumsi dalam dosis tinggi berakibat
pada akumulasi senyawa intermediet metabolitnya, N-acetyl-p-benzoquinone
imine (NAPQI), yang normalnya akan termetabolisme oleh GSH. Overdosis
parasetamol mengakibatkan penyimpanan GSH dalam sel menurun, dan
NAPQI terus terakumulasi hingga menyebabkan nekrosis sel hepar. NAC

digunakan untuk tatalaksana overdosis paracetamol, dimana NAC berperan
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untuk mengikat toksik metabolik dan menurunkan toksisitas paracetamol pada
hepar, juga mengembalikan kadar GSH hepar.!”’

N-Acetylcystein juga memberikan efek menyeimbangkan respon imun
yang diakibatkan kerusakan hepar. Kerusakan hepar mengakibatkan respon
inflamasi yang berlebihan. Penelitian sebelumnya membuktikan NAC dapat
secara signifikan menurunkan kadar malondialdehyde dan homocystein, dan
menurunkan sitokin pro inflamasi seperti IL-8, IL-6 dan TNF-o.!”7!78
Penelitian lain juga menunjukkan N-Acetylcystein terbukti menurunkan kadar
SGPT dan SGOT pada kerusakan hepar. N-Acetylcystein juga terbukti
meningkatkan aktifitas GPx dengan meningkatkan aviabilitias GSH. Pasien
yang mengalami kerusakan hepar yang mengkonsumsi NAC dapat
meningkatkan kadar GSH. GSH bekerja sccara sinergis, dan meningkatkan
aktifitas GPx untuk menetralisir proses lipid peroksidase sehingga dapat
melindungi hepar dari stress oksidatif.!”®

N-Acetylcystein secara umum biasanya digunakan sebagai antidotum
overdosis parasetamol dan sebagai agen mukolitik. Dosis harian NAC mulai
dari 600-1800 mg/hari, terbagi dalam 2-3 dosis dikarenakan waktu paruh NAC
yang cukup singkat yaitu 6 jam. Pada kondisi kerusakan hepar akut, NAC
biasanya diberikan dalam dosis awal 150 mg/kgBB secara intra vena, dilanjut
dengan 50 mg/kgBB setelah 4 jam, dan 100 mg/kgBB setelah 16 jam
berikutnya. Pada kondisi akut, pemberian NAC secara oral kurang efektif
dikarenakan bioaviabilitasnya yang rendah yaitu 10% yang disebabkan karna

first pass metabolism.'%°
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Tikus Wistar sebagai Hewan Coba

Tikus Wistar (Rattus norvegicus) merupakan hewan coba yang paling
umum digunakan dalam berbagai penelitian biomedis. Hal ini dikarenakan
Tikus Wistar mampu merepresentasikan sistem pada tubuh mamalia. Tikus
Wistar diketahui tidak mampu memuntahkan bahan yang dimasukkan ke dalam
system pencernaan sehingga senyawa dapat terserap secara penuh dalam
system pencernaan tikus. Tikus Wistar juga memiliki keunggulan dari hewan
coba lain seperti kelinci atau pun marmot seperti ukuran tubuh yang relatif
mudah dikandling sehingga memudahkan dalam pengambilan data. Selain itu
juga ketersediaan Tikus Wistar tergolong mudah didapatkan karena memiliki
tingkat reproduksi yang tinggi. 2
Pengaruh Ekstrak Kulit Salak terhadap SGPT, IL-6 dan GPx

Kulit salak merupakan limbah yang biasanya tidak terpakai lagi, namun
kulit buah salak mengandung nilai gizi berupa kadar protein, kadar karbohidrat,
kadar air, serta rendah lemak. Kulit buah ini juga mengandung senyawa yang
dapat berguna sebagai antibakteri. Kulit buah ini juga mengandung senyawa
yang dapat berguna sebagai antibakteri. Hasil uji fitokimia menunjukkan
bahwa daging dan kulit buah salak mengandung senyawa flavonoid, tanin,
saponin, triterpenoid, dan alkaloid.3!4%-133

Flavonoid adalah metabolit sekunder dari polifenol, ditemukan secara
luas pada tanaman serta makanan dan memiliki berbagai efek bioaktif termasuk
anti virus, anti-inflamasi, kardioprotektif, antidiabetes, anti kanker, anti

penuaan, antioksidan dan lain-lain. Senyawa flavonoid adalah senyawa
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polifenol yang mempunyai 15 atom karbon yang tersusun dalam konfigurasi
C6-C3-C6, artinya kerangka karbonnya terdiri atas dua gugus C6 (cincin
benzena tersubstitusi) disambungkan oleh rantai alifatik tiga karbon. Struktur
tersebut menjadikan flavonoid memiliki potensi sebagai antioksidan dan
antiinflamasi.'36-137

Flavonoid memiliki potensi antioksidan yang kuat melalui berbagai
mekanisme komplementer. Flavonoid bekerja sebagai scavengers dari ROS
melalui donor elektron dari gugus hidroksil fenolik mereka. Transfer atom
hidrogen ini menetralkan radikal bebas seperti anion superoksida (O2e"),
radikal hidroksil (*OH), dan radikal peroksil (ROO¢), sehingga mengganggu
reaksi berantai yang menyebabkan peroksidasi lipid, oksidasi protein, dan
kerusakan DNA 38, Flavonoid juga bekerja melalui mekanisme metal chelation
yaitu dengan mengikat logam transisi seperti besi (Fe*"/Fe*") dan tembaga
(Cu*/Cu*") yang mengkatalisis reaksi Fenton menghasilkan radikal bebas
seperti *OH yang sangat reaktif.'3’

Flavonoid juga mengaktifkan jalur pensinyalan antioksidan intraseluler
untuk mempercepat produksi antioksidan endogen seperti GSH, SOD, dan
katalase.!#%141 Secara fisiologis tubuh mengontrol stres oksidatif dengan
mempercepat pelepasan antioksidan endogen. Nuclear factor eritroid 2 (Nrf2)
adalah salah satu mekanisme seluler penting yang bertanggung jawab atas
produksi antioksidan endogen saat terjadi stres oksidatif. Nrf2 akan
berpasangan dengan KEAP1 ditranslokasikan ke nukleus dan terkonjugasi

menjadi antioxidant response element (ARE); akan merangsang regulasi gen
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responsif antioksidan seperti HO1, NQOI1, yang selanjutnya mempercepat
produksi dan pelepasan antioksidan endogen seperti GSH, SOD, GPx dan
katalase untuk mengontrol stres oksidatif Stress oksidatif yang berlebih akan
mengakibatkan disregulasi ikatan Nrf2-KEAP1, mengalami degradasi pada
sitosol dan terjadi penurunan produksi antioksidan.'**"'#* Flavonoid akan
berperan dalam mengaktitkan jalur pensinyalan Nrf2-KEAP1-ARE dan
meningkatkan produksi antioksidan.'4%-14!

Flavonoid juga memiliki potensi sebagai antiinflamasi melalui berbagai
mekanisme seperti menghambat regulasi enzim protein kinase dan faktor
transkripsi, menghambat = enzim = phosphodiesterase, mempengaruhi
metabolisme asam arakidonat, hingga modulasi sel imun'4. Protein kinase
terlibat dalam transduksi sinyal sel dalam proses inflamasi. Flavonoid tertentu
dapat menargetkan beberapa kinase sentral yang terlibat dalam beberapa jalur
pensinyalan. Penghambatan kinase seperti fosfoinositol kinase, protein kinase
C, fosfatidilinositol kinase, tirosin kinase atau kinase-4 yang bergantung pada
siklin oleh berbagai jenis flavonoid telah diteliti sebelumnya. Flavonoid juga
dapat memodulasi protein kinase dengan penghambatan faktor transkripsi,
seperti NF-kB. Faktor transkripsi ini mengatur beberapa sitokin, kemokin dan
molekul adhesi sel yang terlibat dalam peradangan. IkB bertindak sebagai
molekul penghambat NF-kB, namun, selama peradangan, IkB difosforilasi dan
terdegradasi. Akibatnya, NF-kB dipindahkan dari sitoplasma ke nukleus di
mana ia menginduksi ekspresi gen pro-inflamasi. Flavonoid telah terbukti

mengatur aktivitas IkB dan NF-kB, sehingga berdampak pada penurunan
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inflamasi. Flavonoid juga dapat mengatur faktor transkripsi regulasi utama
untuk sitokin CD4 + T helper 2 (Th2) seperti GATA-3, dan transduser sinyal
dan aktivator transkripsi 6 (STAT-6) yang dapat menurunkan reaksi
inflamasi.'*14% Flavonoid juga dapat menghambat fosfodiesterase seperti
cAMP phosphodiesterase. cAMP second messenger molecule dalam
pengaturan fungsi sel selama inflamasi. Kadar cAMP yang tinggi telah
dikaitkan dengan fungsi anti-inflamasi. Enzim phosphodiesterase dapat
menghidrolisis cAMP untuk menjaga tingkat normal. Efek penghambatan
flavonoid pada phosphodiesterase berpotensi memblokir degradasi cAMP dan
memperpanjang pensinyalan cAMP'*-13% Asam arakidonat dilepaskan selama
inflamasi dari fosfolipid yang terkandung dalam membran plasma oleh enzim
phospholipase 42 (PLLA2). Asam arakidonat kemudian dimetabolisme oleh
oksigenase yang berbeda, seperti cyclooxygenase (COX) dan lipoxygenase
(LOX), untuk menghasilkan prostaglandin, troboksan, leukotrien, dan
mediator inflamasi lainnya.'® Flavonoid memiliki potensi untuk menghambat
enzim yang terlibat dalam metabolisme asam arakidonat, mengurangi
pelepasan mediator inflamasi yang berasal dari jalur ini. Flavonoid dapat
menghambat biosintesis prostaglandin, tromaksan, leukotrien dengan
penghambatan enzim PLA2 431517153 Flavonoid juga dapat menghambat COX
dan LOX terbukti menurunkan kadar IL-6 dan TNFa/!3415%

Tanin adalah sekelompok polifenol bebas nitrogen dengan berat
molekul tinggi yang terdapat di hampir semua spesies tanaman. Tanin terbukti

memiliki efek anti-inflamasi dan antioksidan'*®'%® Tanin memiliki aktivitas
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antioksidan karena tingkat hidroksilasi cincin aromatik yang tinggi karena
berat molekulnya yang tinggi'>’. Kemampuan untuk mengikat radikal bebas
tergantung pada jumlah gugus hidroksil pada tanin, semakin banyak gugus
hidroksil dalam tanin maka kadar radikal bebas yang diikat dan dinetralkan
menjadi lebih tinggi'®®!%, Sifat antioksidan tanin mencegah oksidasi
kolesterol, yang merupakan prekursor pembentukan plak di pembuluh darah,
sehingga mencegah tubuh dari penyakit kardiovaskular. Penelitian sebelumnya
telah menunjukkan bahwa tanin dapat melindungi terhadap kardiotoksisitas
akut yang diinduksi doxorubicin dengan menghambat peradangan, stres
oksidatif, dan apoptosis. Selain itu, tanin menckan oksidasi lipid dengan cara
scavenging ROS 19161 dan menurunkan nefrotoksisitas yang diinduksi arsenik
trioksida dengan penghambatan simultan NF-kB dan menghambat aktivasi
jalur Nrf2!6%, Selain itu tanin juga menghambat efek prostaglandin E2 (PGE2)
dalam proses metabolisme arakidonat dan menurunkan efek inflamasi. Tanin
juga dapat menurunkan kadar ROS ; MDA, dan, meningkatkan aktivitas SOD,
CAT, GSH, dan GPx. Tanin juga terbukti menekan ekspresi IL-6, IL-8, dan
TNF-a. Tanin bekerja dengan menghambat aktivasi inflammosom NLRP3
dengan memblokir pensinyalan NF-kB untuk menekan sekresi IL-1B pada
makrofag dan menghentikan produksi sitokin proinflamasi berlebih!®. Asam
arakidonat dilepaskan selama inflamasi dari fosfolipid yang terkandung dalam
membran plasma oleh enzim phospholipase A2 (PLA2). Asam arakidonat
kemudian dimetabolisme oleh oksigenase yang berbeda, seperti

cyclooxygenase (COX) dan [lipoxygenase (LOX), untuk menghasilkan
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prostaglandin, troboksan, leukotrien, dan mediator inflamasi lainnya.'4 Tanin
dalam penelirtian sebelumnya juga terbukti menghambat enzim COX dan LOX
yang berperan dalam proses inflamasi'®.

Saponin adalah glikosida amfifilik yang ditandai dengan glikson
hidrofobik ditambah dengan bagian gula hidrofilik. Struktur unik ini
memungkinkan interaksi membran yang memodulasi pensinyalan seluler.
Saponin menunjukkan efek scavenging ROS yang dapat melawan berbagai
radikal bebas, schingga mencegah oksidasi lipid. Saponin juga dapat
mempengaruhi pembentukan ROS yang diinduksi H,O> pada hepatosit. Nrf2
adalah pengatur potensial resistensi sel terhadap oksidan, dan menunjukkan
efek preventif sel terhadap berbagai toksisitas dan penyakit kronis yang terkait
dengan stres oksidatif !9, Ketika sel terpapar stres oksidatif, glutamat sistein
ligase (GCL) dengan cepat diaktifkan oleh Nrf2, berkontribusi pada
perlindungan sel yang dimediasi Nif2 setelah stres oksidatif 196,

Saponin juga dapat menurunkan inflamasi dengan menghambat jalur
pensinyalan NF-kB. Penelitian sebelumnya melaporkan bahwa saponin
mengurangi peradangan saraf pada sel glial'®’. Hasil penelitian lain
menunjukkan bahwa saponin memodulasi kerusakan hepar akut dan fibrosis
dengan menekan produksi sitokin proinflamasi melalui pemblokiran
pensinyalan NF-xB dan jalur apoptosis pada tikus yang diinduksi D-
galactosamine/LPS168:169,

Triterpenoid meningkatkan kapasitas antioksidan mitokondria dengan

memodulasi rantai transpor elektron dan mengurangi kebocoran ROS.
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Triterpenoid mengatur enzim antioksidan seperti SOD dan GPx melalui
aktivasi Nrf2, sementara secara bersamaan menghambat cytocrhome P450 2E1
(CYP2E1), enzim yang terlibat dalam bioaktivasi xenobiotik 5!7°. Kerusakan
hepar akut yang diinduksi oleh asetaminofen triterpenoid terbukti mengurangi
pembentukan metabolit beracun N-asetil-p-benzoquinone imine (NAPQI),
mencegah penurunan glutathione (GSH). Triterpenoid juga memiliki peran
dalam meningkatkan translokasi Nrf2 dan menurunkan ekspresi gen seperti
Ngol dan HmoxI pada cedera hati yang diinduksi alkohol!”!.

Triterpenoid mengganggu pensinyalan pro-inflamasi pada beberapa
mekanisme. Triterpenoid menurunkan inflamasi hepar dengan menghambat
rantai TLR4 / MyD88 / NF-kB, mengurangi sintesis TNF-a, IL-6, dan IL-1B
171 Triterpenoid memblokir translokasi NF-kB dengan menstabilkan IxBa,
protein penghambat yang mendegradasi NF-kB dalam sitoplasma. Triterpenoid
juga menginaktivasi inflamosom NLRP3 yang dimediasi mitophagy pada
makrofag, membatasi maturasi IL- 1§ dan infiltrasi neutrofil ke dalam jaringan
hepar yang terluka !>,

Alkaloid memiliki efek anti-inflamasi melalui modulasi sel imun dan
penekanan sitokin. Alkaloid menghambat inflammasome NLRP3 dengan
memblokir aktivasi NF-kB, mengurangi transkripsi pro-IL-1p. Ini juga secara
langsung menekan aktivasi caspase-1'73. Alkaloid juga menurunkan sekresi
TNF-o dan IL-6 dalam sel Kupffer dengan mengganggu jalur pensinyalan
MAPK (misalnya, p38 dan JNK) dan NF-kB. Selain itu, alkaloid juga

mengurangi infiltrasi neutrofil dengan menghambat ekspresi molekul adhesi
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(ICAM-1, VCAM-1) pada sel endotel, sehingga membatasi ekstravasasi
leukosit menjadi parenkim hati 74,

Penelitian terdahulu membuktikan bahwa kulit salak memiliki potensi
antioksidan dan anti inflamasi.’?333638 Penelitian sebelumnya membuktikan
ekstrak batang salak dapat menurunkan kadar SGPT dan SGOT pada mencit

obesitas.*!
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BAB III

KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP, HIPOTESIS

3.1. Kerangka Teori

Kerusakan hepar yang disebabkan CCls ini menyerupai kerusakan
hepar pada manusia dari segi morfologi maupun karakteristik biokimia.?” CCly
dimetabolisme di hepar oleh enzim cytocrome P450 2E1 (CYP2E1) untuk
membentuk trichloromethyl yang memiliki sifat sebagai radikal bebas.
Trichloromethyl kemudian dioksidasi membentuk trichloromethyl peroxyl
yang memiliki sifat radikal bebas lebih rcaktif.'?* Radikal bebas tersebut akan
bereaksi dengan fosfolipid dan trigliserid pada proses peroksidasi lipid yang
menyebabkan stress oksidatif (Gambar 1). Peroksidasi lipid yang terjadi pada
membran lipid sel dapat merusak integritas, dan membran organel sel hepatosit

sehingga mengakibatkan gangguan permeabilitas.'>’

Permeabilitas sel yang
rusak ini akan menonaktifkan Ca’"ATPase pada membran sel sehingga
meningkatkan konsentrasi Ca’" pada sitoplasma yang berakibat pada
kerusakan sitoskeleton, dan aktifasi fosfolipase. Peningkatan Ca2+ pada
sitoplasma juga mengakibatkan kerusakan asam amino fungsional yang
menyebabkan kerusakan rantai asam nukleat sehingga regulasi sel hepar
terganggu, dan menyebabkan apoptosis.'>> Aldehid reaktif yang terbentuk dari
degradasi asam lemak saat proses peroksidasi lipid juga akan mengikat protein
fungsional dan menghambat fungsi enzimatik pada hepar yang dapat berujung

pada kematian sel.'?* Rangkaian reaksi tersebut akan menyebabkan kerusakan

pada sel-sel hepar yang ditandai dengan peningkatan SGPT dan SGOT.
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Berdasarkan penelitian sebelumnya induksi CCls baik secara intraperitoneal
maupun secara oral melalui orogastric tube dapat memberikan efek kerusakan
pada hepar yang ditandai dengan peningkatan SGPT, dan IL-6 serta penurunan
GPx.224647 Qkoro (2022) membuktikan bahwa pemberian ekstrak Alstonia
congensis yang mengandung flavonoid dapat menurunkan SGPT, SGOT, dan
meningkatkan SOD, catalase, GSH, dan GPx pada tikus yang mengalami
kerusakan hepar dengan diinduksi CCls.*” Penelitian lain yang dilakukan oleh
Wu (2021) menunjukkan bahwa ekstrak kulit jeruk gonggan yang mengandung
flavonoid dapat menurunkan SGPT, SGOT, IL-6 dan TNF-o0, serta
meningkatkan SOD dan cafalase pada mencit yang mengalami kerusakan
hepar dengan induksi CCls.?

Ekstrak etanol kulit salak pondoh (Salacca zalacca (Gaertn.) Voss)
pada bebreapa penelitian sebelumnya telah terbukti mengandung mengandung
senyawa flavonoid, tanin, saponin, triterpenoid, dan alkaloid.?'*-13% Flavonoid
memiliki potensi antioksidan yang kuat melalui berbagai mekanisme
komplementer. Flavonoid bekerja sebagai scavengers dari ROS melalui donor
elektron dari gugus hidroksil fenolik mereka. Transfer atom hidrogen ini
menetralkan radikal bebas seperti anion superoksida (O2), radikal hidroksil
(*OH), dan radikal peroksil (ROO¢), sehingga mengganggu reaksi berantai
yang menyebabkan peroksidasi lipid, oksidasi protein, dan kerusakan DNA 38,
Flavonoid juga mengaktifkan jalur pensinyalan antioksidan intraseluler untuk
mempercepat produksi antioksidan endogen seperti GSH, SOD, dan

katalase.!#%14! Secara fisiologis tubuh mengontrol stres oksidatif dengan
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mempercepat pelepasan antioksidan endogen. Nuclear factor eritroid 2 (Nrf2)
adalah salah satu mekanisme seluler penting yang bertanggung jawab atas
produksi antioksidan endogen saat terjadi stres oksidatif. Nrf2 akan
berpasangan dengan KEAP1 ditranslokasikan ke nukleus dan terkonjugasi
menjadi antioxidant response element (ARE); akan merangsang regulasi gen
responsif antioksidan seperti HO1, NQOI1, yang selanjutnya mempercepat
produksi dan pelepasan antioksidan endogen seperti GSH, SOD, GPx dan
katalase untuk mengontrol stres oksidatif Stress oksidatif yang berlebih akan
mengakibatkan disregulasi ikatan Nrf2-KEAP1, mengalami degradasi pada
sitosol dan terjadi penurunan produksi antioksidan.'**'** Flavonoid akan
berperan dalam mengaktifkan jalur pensinyalan Nrf2-KEAP1-ARE dan
meningkatkan produksi antioksidan,'#%-141

Flavonoid juga dapat memodulasi protein kinase dengan penghambatan
faktor transkripsi, seperti NF-kB. Faktor transkripsi ini mengatur beberapa
sitokin, kemokin dan molekul adhesi sel yang terlibat dalam peradangan. IkB
bertindak sebagai molekul penghambat NF-kB, namun, selama peradangan,
IxB difosforilasi dan terdegradasi. Akibatnya, NF-xB dipindahkan dari
sitoplasma ke nukleus di mana ia menginduksi ekspresi gen pro-inflamasi.
Flavonoid telah terbukti mengatur aktivitas IkB dan NF-xB, sehingga

berdampak pada penurunan inflamasi.!4>-148

Asam arakidonat dilepaskan
selama inflamasi dari fosfolipid yang terkandung dalam membran plasma oleh

enzim phospholipase A2 (PLA2). Asam arakidonat kemudian dimetabolisme

oleh oksigenase yang berbeda, seperti cyclooxygenase (COX) dan
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lipoxygenase (LOX), untuk menghasilkan prostaglandin, troboksan,
leukotrien, dan mediator inflamasi lainnya.'*> Flavonoid memiliki potensi
untuk menghambat enzim yang terlibat dalam metabolisme asam arakidonat,
mengurangi pelepasan mediator inflamasi yang berasal dari jalur ini. Flavonoid
dapat menghambat biosintesis prostaglandin, tromaksan, leukotrien dengan
penghambatan enzim PLA2 '4>151-153 Flavonoid juga dapat menghambat COX
dan LOX terbukti menurunkan kadar IL-6 dan TNFa/!5415%

Tanin adalah sekelompok polifenol bebas nitrogen dengan berat
molekul tinggi yang terdapat di hampir semua spesies tanaman. Tanin terbukti
memiliki efek anti-inflamasi dan antioksidan'°%-'3® Tanin memiliki aktivitas
antioksidan karena tingkat hidroksilasi cincin aromatik yang tinggi karena

berat molekulnya yang tinggi'>’

. Kemampuan untuk mengikat radikal bebas
tergantung pada jumlah gugus hidroksil pada tanin, semakin banyak gugus
hidroksil dalam tanin maka kadar radikal bebas yang diikat dan dinetralkan
menjadi lebih tinggi"™®'%°. Sifat antioksidan tanin mencegah oksidasi
kolesterol, yang merupakan prekursor pembentukan plak di pembuluh darah,
sehingga mencegah tubuh dari penyakit kardiovaskular. Penelitian sebelumnya
telah menunjukkan bahwa tanin dapat melindungi terhadap kardiotoksisitas
akut yang diinduksi doxorubicin dengan menghambat peradangan, stres
oksidatif, dan apoptosis. Selain itu, tanin menekan oksidasi lipid dengan cara
scavenging ROS 19161 dan menurunkan nefrotoksisitas yang diinduksi arsenik

trioksida dengan penghambatan simultan NF-kB dan menghambat aktivasi

jalur Nrf2!62, Selain itu tanin juga menghambat efek prostaglandin E2 (PGE2)
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dalam proses metabolisme arakidonat dan menurunkan efek inflamasi. Tanin
juga dapat menurunkan kadar ROS , MDA, dan, meningkatkan aktivitas SOD,
CAT, GSH, dan GPx. Tanin juga terbukti menekan ekspresi IL-6, IL-8, dan
TNF-o. Tanin bekerja dengan menghambat aktivasi inflammosom NLRP3
dengan memblokir pensinyalan NF-kB untuk menekan sekresi IL-1B pada
makrofag dan menghentikan produksi sitokin proinflamasi berlebih!'®. Asam
arakidonat dilepaskan selama inflamasi dari fosfolipid yang terkandung dalam
membran plasma oleh enzim phospholipase A2 (PLA2). Asam arakidonat
kemudian dimetabolisme  oleh oksigenase yang berbeda, seperti
cyclooxygenase (COX) dan [lipoxygenase (LLOX), untuk menghasilkan
prostaglandin, troboksan, leukotrien, dan mediator inflamasi lainnya.'4> Tanin
dalam penelirtian sebelumnya juga terbukti menghambat enzim COX dan LOX
yang berperan dalam proses inflamasi!®4,

Saponin adalah glikosida amfifilik yang ditandai dengan glikson
hidrofobik ditambah dengan bagian gula hidrofilik. Struktur unik ini
memungkinkan interaksi membran yang memodulasi pensinyalan seluler.
Saponin menunjukkan efek scavenging ROS yang dapat melawan berbagai
radikal bebas, sehingga mencegah oksidasi lipid. Saponin juga dapat
mempengaruhi pembentukan ROS yang diinduksi H>O» pada hepatosit. Nrf2
adalah pengatur potensial resistensi sel terhadap oksidan, dan menunjukkan
efek preventif sel terhadap berbagai toksisitas dan penyakit kronis yang terkait

dengan stres oksidatif 9. Ketika sel terpapar stres oksidatif, glutamat sistein
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ligase (GCL) dengan cepat diaktifkan oleh Nrf2, berkontribusi pada
perlindungan sel yang dimediasi Nrf2 setelah stres oksidatif ',

Saponin juga dapat menurunkan inflamasi dengan menghambat jalur
pensinyalan NF-kB. Penelitian sebelumnya melaporkan bahwa saponin
mengurangi peradangan saraf pada sel glial'’. Hasil penelitian lain
menunjukkan bahwa saponin memodulasi kerusakan hepar akut dan fibrosis
dengan menekan produksi sitokin proinflamasi melalui pemblokiran
pensinyalan NF-kB dan jalur apoptosis pada tikus yang diinduksi D-
galactosamine/LPS!68:169,

Triterpenoid meningkatkan kapasitas antioksidan mitokondria dengan
memodulasi rantai transpor elektron dan mengurangi kebocoran ROS.
Triterpenoid mengatur. enzim antioksidan seperti SOD dan GPx melalui
aktivasi Nrf2, sementara secara bersamaan menghambat cytocrhome P450 2E1
(CYP2E1), enzim yang terlibat dalam bioaktivasi xenobiotik 5'7°. Kerusakan
hepar akut yang diinduksi oleh asetaminofen triterpenoid terbukti mengurangi
pembentukan metabolit beracun N-asetil-p-benzoquinone imine (NAPQI),
mencegah penurunan glutathione (GSH). Triterpenoid juga memiliki peran
dalam meningkatkan translokasi Nrf2 dan menurunkan ekspresi gen seperti
Ngol dan HmoxI pada cedera hati yang diinduksi alkohol!”!.

Triterpenoid mengganggu pensinyalan pro-inflamasi pada beberapa
mekanisme. Triterpenoid menurunkan inflamasi hepar dengan menghambat

rantai TLR4 / MyD88 / NF-kB, mengurangi sintesis TNF-a, IL-6, dan IL-13
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17 Triterpenoid memblokir translokasi NF-kB dengan menstabilkan IxBa,
protein penghambat yang mendegradasi NF-xB dalam sitoplasma.'”?

Alkaloid memiliki efek anti-inflamasi melalui modulasi sel imun dan
penekanan sitokin. Alkaloid menghambat inflammasome NLRP3 dengan
memblokir aktivasi NF-kB, mengurangi transkripsi pro-IL-1f. Ini juga secara
langsung menekan aktivasi caspase-1'73. Alkaloid juga menurunkan sekresi
TNF-a dan IL-6 dalam sel Kupffer dengan mengganggu jalur pensinyalan
MAPK (misalnya, p38 dan JNK) dan NF-kB'74.

Berdasarkan penelitian-penelitian. yang telah dilakukan sebelumya,
belum ada penelitian yang mengkaji pengaruh pemberian ekstrak kulit salak
pondoh (Salacca zalacca (Gaertn.) Voss) terhadap kadar SGPT, IL-6 dan GPx
serum pada tikus Wistar yang diinduksi CCls oleh karena itu penelitian
pengaruh pemberian ekstrak kulit salak pondoh (Salacca zalacca (Gaertn.) Voss)
terhadap kadar SGPT, IL-6 dan GPx serum pada tikus Wistar yang diinduksi

CCls perlu dilakukan.
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Induksi CCly Per oral Ekstrak etanol kulit salak pondoh
| Alkaloid Flavonoid
h 4 Tanin
Kadar trichloromethyl (CClL3) Saponin . 4
Trit id
Tepene! Ekspresi NrEKEAP1-ARE
k4
Kadar trichlorometiyl peroxyl
¥
Kadar Reactive Oxygen /—\] /—\‘| (j (j § > Kadar GPx

Specier (ROS) N [\_/

h
Derajat Peroksidasi Lipid
4
Permeahilitaz membran rlﬂ"‘, "r\\ -"H\.
sel hepar LA | Y
¥
v X
Kadar DAMPs
Alctifitas Fosfolipase
4 w
Tingkat aktivasi TLR=s Kadar Azam Arakudonat
A J
i 4
Aktifitas NFB [ = ¥
¥ Kadar COX Kadar LOX
Kadar 3GPT Kadar IL-6

Gambar 3.1. Kerangka Teori

Keterangan :

— : Menstimulasi

: : Variabel Terikat yang diteliti
> < : Menghambat
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3.2. Kerangka Konsep
> Kadar SGPT
Ekstrak Etanol
> Kadar IL-6
Kulit Salak Pondoh
> Kadar GPx
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BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1. Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian
Jenis penelitian ini adalah penelitian eksperimental dengan rancangan
post test only control group design terhadap hewan coba tikus jantan galur
wistar. Perlakuan pada penelitian ini terdiri dari:
1. Kontrol Sehat (Tikus sehat tanpa induksi CCls dan diberi pakan standar)
2. Kontrol Negatif (Tikus yang diinduksi CCls dan tidak diberikan perlakuan)
3. Kontrol Positif (Tikus yang diinduksi CCls dan diberikan N-Acetylcystein)
4. Kelompok perlakuan 1 (Tikus yang diinduksi CCls dan diberikan Ekstrak
kulit salak pondoh 400 mg/kgBB)
5. Kelompok perlakuan 2 (Tikus yang diinduksi CCls4 dan diberikan Ekstrak

kulit salak pondoh 600 mg/kgBB)
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Gambar 4.1. Skema Rancangan Penelitian

Keterangan :
P : Populasi
: Sampel
R : Randomisasi
K1 : Kelompok Kontrol Sehat
K2 : Kelompok Kontrol Negatif
K3 : Kelompok Kontrol Positif
K4 : Kelompok Perlakuan 1
K5 : Kelompok Perlakuan 2
OK1  :Observasi Parameter pada Kontrol Sehat
OK2  :Observasi Parameter pada Kontrol Negatif
OK3  : Observasi Parameter pada Kontrol Positif
OK4  : Observasi Parameter pada Kelompok Perlakuan 1
OKS5  : Observasi Parameter pada Kelompok Perlakuan 2

—» K1 OK1

—» K2 OK2

———» s ——» R » K3 OK3
—» K4 OK4

-~ K5 ——® OKs
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4.2. Populasi Penelitian dan Sampel Penelitian
4.2.1.Populasi Penelitian
Populasi penelitian ini adalah tikus galur Wistar (Rattus norvegicus).
4.2.2.Sampel Penelitian
4.2.2.1. Kriteria Inklusi
e Jenis kelamin jantan
e Berat Badan Tikus 180-200 gram
e Usia Tikus 2-3 bulan
o Tikus bergerak aktif
4.2.2.2. Kriteria Eksklusi

Tikus menjadi sakit selama perlakuan

4.2.2.3. Kriteria Drop Out

Tikus mati selama penelitian.

4.2.2.4. Besar Sampel
Besar sampel penelitian, ditentukan melalui Rumus
Federer'®!, sebagai berikut:

t—m-1)>15

Keterangan :

t  :Jumlah kelompok penelitian

n :Jumlah sampel penelitian per kelompok
(t—-1)(n-1)>15
S-1H)(n-1)=>15
n-1 2> 15/4

n=>4,75
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Lima tikus dipergunakan dalam riset ini sebagai sampel
atau kelompok perlakuan, dan satu tikus ditambahkan ke setiap
kelompok untuk memperkirakan kemungkinan droup out.
Jumlah total sampel dalam riset ini ialah 30 ekor tikus Wistar
jantan.

4.2.3.Cara Pengambilan Sampel Penelitian

Teknik pengambilan sampel penelitian ini menggunakan
cara simple random sampling. Tikus jantan galur wistar yang
memenuhi syarat kriteria inklusi dimasukkan ke dalam sampel
penelitian, didapatkan 30 ekor kemudian dibagi menjadi 6
kelompok secara acak, yaitu kelompok kontrol sehat, kontrol
negatif, kontrol positif dan tiga kelompok perlakuan.

4.3. Variabel Penelitian dan Definisi Operasional
4.3.1. Variabel Penelitian
4.3.1.1. Variabel bebas
a. Dosis Ekstrak Kulit Salak Pondoh
Ekstrak kulit salak pondoh diberikan bersasarkan berat rerata
tikus dengan dosis 400 mg/kgBB, dan 600mg/kgBB.
4.3.1.2. Variabel Terikat
Variabel terikat penelitian ini adalah
1. Kadar Serum Glutamic Pyruvate Transaminase
2. Kadar Interleukin-6 Serum

3. Kadar Glutathion Peroxidase



67

4.3.1.3. Variabel Prakondisi
Variabel prakondisi penelitian ini adalah penginduksian
CCls 2% dengan dosis 0,2 ml/10 gBB melalui sonde selama 14
hari.
4.3.2. Defenisi Operasional
4.3.2.1. Ekstrak Kulit Salak Pondoh
Ekstrak kulit salak pondoh merupakan ekstrak etanol
kulit salak pondoh yang diekstraksi di Laboratorium Kimia IBL
FK UNISSULA yang diberikan secara oral yang terbagi dalam
dosis yaitu 400 mg/KgBB (K4), dan 600 mg/kgBB (K5) selama
14 hari.
Satuan :mg/KgBB
Skala : Rasio
4.3.2.2. Serum Glutamic Pyruvate Transaminase
Kadar Serum Glutamic Pyruvate Transaminase (SGPT)
pada serum yang didapatkan dari sampel darah dari vena orbital
yang diukur dengan metode ELISA pada hari ke-14 pasca
perlakuan.
Satuan : U/L

Skala : Rasio
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4.3.2.3. Interleukin-6
Kadar Interleukin-6 (IL-6) pada serum yang didapatkan
dari sampel darah dari vena orbital yang diukur dengan metode
ELISA pada hari ke-14 pasca perlakuan.
Satuan : pg/mL
Skala : Ratio
4.3.2.4. GPx
Kadar GPx pada serum yang didapatkan dari sampel
darah dari vena orbital yang diukur dengan metode ELISA pada
hari ke- 14 pasca perlakuan.
Satuan : pg/mL
Skala :Rasio
4.4. Alat dan Bahan Penelitian
4.4.1. Alat
1. Alat yang digunakan untuk pembuatan ekstrak kulit salak pondoh
yaitu tempat penyimpanan steril, sendok kaca steril, vacuum dryer,
rotator evaporator, blender, mesh ukuran 40, kertas saring dan labu
erlemeyer.
2. Alat yang digunakan untuk pemeliharaan hewan coba tikus Jantan
galur wistar dan induksi CCls yaitu kandang dengan kelengkapan
tempat makan dan minum, sonde, spuit 3 mL, sarung tangan, dan

timbangan analitik.
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3. Alat yang digunakan untuk pengambilan darah dan preparasi plasma
antara lain vacutainer, tabung hematokrit, mikropippet 1000 uL, dan
cone tip 1000 uL.

4. Alat yang digunakan untuk menganalisis plasma dengan metode
ELISA terdiri dari, assay plate, mikropipet, incubator, tabung
Eppendorf, vorteks, cover glass, dan laptop dengan RAM 2GB.

4.4.2.Bahan

1. CCls2%

2. Kulit salak pondoh segar dari varietas salak pondoh Magelang, yang
diperoleh dari Nglumut, Magelang, Indonesia (7° 36' 50" S, 110°
R MCLa

3. N-Acetylcystein 200 mg

4. Pelarut Etanol 96%

5. Aquades

6. Reagen kit ELISA 1L-6

7. Reagen kit SGPT

8. Reagen kit ELISA GPx

9. Ketamin

10. Aquadest
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4.5. Cara Penelitian
4.5.1. Ethical Clearance
Penelitian telah disetujui komite etik Fakultas Kedokteran
Universitas Islam Sultan Agung Semarang dengan ethical clearence No.

349/ V1/2025/Komisi Bioetik.

4.5.2.Cara Pembuatan Ekstrak Kulit Salak
Cara pembuatan ekstrak kulit salak dilakukan dengan metode
sebagai berikut:

e Kulit salak pondoh dari varietas salak pondoh magelang, yang
diperoleh dari Nglumut, Magelang, Indonesia (7° 36' 50" S, 110° 21"
27" E) sebanyak £600 gram digunting, dikeringkan pada suhu 50 —
60°C dan diblender menjadi bubuk kering.

o Serbuk kulit salak kemudian diayak menggunakan mesh ukuran 40,
dan kemudian ditimbang.

e Bubuk kering dimaserasi menggunakan etanol 96% dengan
perbandingan 1:10 selama 4 hari, kemudian disaring menggunakan
kertas saring dan filtrat yang dihasilkan ditampung, sedangkan residu
yang tertinggal di kertas saring kemudian dimaserasi kembali dengan
metode yang sama.

e Kandungan etanol dievaporasi menggunakan rotary evaporator

hingga tersisa ekstrak kental.
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e Ekstrak kental yang terbentuk kemudian disimpan dalam lemari
pendingin dengan suhu 2-8°C hingga pemberian perlakuan diberikan.
4.5.3. Penetapan Dosis

Dosis ekstrak kulit salak ditentukan dengan studi literatur
sebelum proses penelitian. Penelitian terdahulu membuktikan bahwa
pemberian ekstrak kulit salak 400 mg/kgBB/hari, 600 mg/KgBB/hari
dan 600 mg/KgBB/hari selama 10 hari secara oral pada tikus wistar
dapat melindungi fungsi hepar, dengan dosis 600 mg/KgBB/hari
menjadi yang paling signifikan®®. Dosis ekstrak kulit salak yang
digunakan dalam penelitian ini 400 mg/KgBB/hari dan 600
mg/KgBB/hari selama 14 hari.

Dosis N-Acetylcystein diberikan berdasarkan berat rerata tikus.
Dosis N-Acetylcystein pada manusia adalah 200mg kemudian
dikonversikan pada tikus :

200 x 0,018 = 3,6 mg/kgBB.

Dosis CCly ditentukan dengan studi literatur sebelum proses
penelitian. Penelitian terdahulu membuktikan bahwa pemberian CCls4
2% dengan dosis 0,2 ml/gBB pada mencit secara per oral selama 10
hari memberikan gambaran kerusakan hepar akut yang memiliki
karakteristik sama dengan kerusakan hepar akut yang dialami
manusia’!. Dosis CCly diberikan berdasarkan berat rerata tikus. Dosis
CCl4 yang digunakan pada penelitian ini adalah CCls 2% dengan dosis

0,2 ml/gBB.
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4.5.4.Pembagian Kelompok
Kelompok penelitian dibagi menjadi 4, dan tiap kelompok terdiri
dari 5 ekor sampel.

1. Kelompok 1 : Tikus sehat tanpa induksi CCly

2. Kelompok2  : Kelompok Kontrol Negatif (Tikus diberikan
aquades dan diinduksi CCls 2% 0,2 ml/10 gBB selama 14 hari)

3. Kelompok 3 : Kelompok Kontrol Positif (Tikus diberikan N-
Acetylcystein 3,6 mg/KgBB dan diinduksi CCls 2% 0,2 ml/10 gB
selama 14 hari)

4. Kelompok 4 = : Kelompok perlakuan 1 (Tikus diinduksi CCls 2%
0,2 ml/10 g BB dan diberikan Ekstrak kulit salak pondoh 400
mg/kgBB selama 14 hari)

5. Kelompok 5 . Kelompok perlakuan 2 (Tikus diinduksi CCls 2%
0,2 ml/10 g BB dan diberikan Ekstrak kulit salak pondoh 600

mg/kgBB selama 14 hari)

4.5.5.Urutan Penelitian
1. Sejumlah 30 ekor tikus jantan galur wistar berumur 2-3 bulan
dilakukan penimbangan dengan berat badan 180-200 gram.
2. Tikus diadaptasi selama 1 minggu. Pemberikan makan dan minum

ad libitum, berupa pelet dan air mineral.
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3. Pada hari ke-8 dilakukan randomisasi dengan cara masing-masing
tikys diberi nomor dan diundi. 30 ekor tikus dibagi menjadi 5
kelompok yaitu K1, K2, K3, K4, dan K5.

4. K1 :Tikus diberikan pellet + air selama 14 hari

5. K2 :Tikus diberikan pellet + diinduksi CCls 2% 0,2 ml/10 gBB
secara per sonde selama 14 hari

6. K3 :Tikus diberikan pellet + air, CCls 2% 0,2 ml/10 gBB secara
per sonde, 3 jam kemudian diberikan N-Acetylcystein 3,6
mg/KgBB. Perlakuan diberikan selama 14 hari.

7. K4 :Tikus diberikan pellet + air, CCls 2% 0,2 ml/10 gBB secara
per sonde, 3 jam kemudian diberikan Ekstrak kulit salak 400
mg/KgBB. Perlakuan diberikan sclama 14 hari.

8. K5 :Tikus diberikan pellet +air, CCl4 2% 0,2 ml/10 gBB secara
per sonde, 3 jam kemudian diberikan Ekstrak kulit salak 600
mg/KgBB. Perlakuan diberikan selama 14 hari.

9. 24 jam setelah perlakuan terakhir, semua tikus pada setiap kelompok
diterminasi dan dilakukan pengambilan sampel darah tikus melalui
medial canthus sinus orbitalis.

4.5.6. Pengambilan Sampel Darah
Darah diambil melalui vena orbital menggunakan tabung
hematokrit sebanyak 3 mL pada hari ke 15 hari dari hari pertama
penelitian. Sampel darah dimasukkan ke tabung sentrifus dan disentrifus

dengan kecepatan 2000 rpm selama 10 menit. Serum yang terbentuk,
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secara hati-hati diambil menggunakan micropipete, kemudian
dimasukkan ke dalam tabung sentrifus 1,5 mL dan disimpan pada suhu -
80°C hingga proses analisis dilakukan.
4.5.7.Perhitungan Kadar SGPT

Sampel serum darah yang telah diperoleh kemudian dianalisis
Kadar SGPT menggunakan metode spektofotometri. Sebelum proses
analisis, serum darah dicairkan dalam suhu ruang dan diresuspensi agar
serum tercampur secara merata. Analisis SGPT dilakukan dengan
menggunakan Thermo = Fisher Scientific, USA). Langkah-langkah
analisis Kadar SGPT diawali dengan pembuatan larutan pereaksi dengan
melarutkan - tablet reagen SGPT dalam larutan buffer dengan
perbandingan [:10. Sampel serum diambil sebanyak 50 pl dan
ditambahkan 500 ul larutan pereaksi kemudian dihomogenkan dan
ditunggu selama 1 menit scbelum diukur. Setelah 1 menit, kemudian
absorbansinya diukur menggunakan spektofotometer gelombang 340
nm, dan penurunan absorbansinya dicatat setiap menit selama 3 menit.

4.5.8. Perhitungan Kadar IL-6

Sampel serum darah yang telah diperoleh kemudian dianalisis
Kadar IL-6 menggunakan metode ELISA. Sebelum proses analisis,
serum darah dicairkan dalam suhu ruang dan diresuspensi agar serum
tercampur secara merata. Analisis ELISA IL-6 dilakukan dengan
menggunakan kit dari Mybiosource ® (No. Katalog MBS3807826

,Wuhan, China). Langkah-langkah analisis Kadar Interleukin-6



75

mengikuti protocol yang sesuai dengan petunjuk yang ada dalam kit
insert reagen. Pembacaan dilakukan dengan menggunakan microplate
reader pada panjang gelombang 450 nm.
4.5.9.Perhitungan Kadar GPx
Sampel serum darah yang telah diperoleh kemudian dianalisis
Kadar GPx menggunakan metode ELISA. Sebelum proses analisis,
serum darah dicairkan dalam suhu ruang dan diresuspensi agar serum
tercampur secara merata. Analisis ELISA GPx dilakukan dengan
menggunakan kit dari Mybiosource ® (No. Katalog MBS3807826
,Wuhan, China). Langkah-langkah analisis Kadar GPx mengikuti
protocol yang sesuai dengan petunjuk yang ada dalam kit insert reagen.
Pembacaan dilakukan dengan menggunakan microplate reader pada
panjang gelombang 450 nm.
4.6. Tempat dan Waktu Peneltian
Penelitian dilakukan di /ntegrated Biomedical Laboratory Universitas
Islam Sultan Agung, Semarang dan PAU Universitas Gajah Mada, Yogyakarta.
Penelitian akan dilakukan pada bulan Juli 2025.
4.7. Analisa Data
Data penelitian diolah dalam bentuk desktriptif, kemudian dilakukan
pengujian normalitas data menggunakan uji normalitas Shapiro-Wilk dan uji
homogenitas data dengan Levene test. Data penelitian kadar IL-6 dan GPx
terdistribusi normal dan homogen (p>0,05) dilakukan uji beda uji One Way

Anova untuk melihat perbedaan antara IL-6 dan GPx antar kelompok, dan
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dilanjutkan dengan uji Post Hoc LSD untuk mengetahui dosis yang paling
berpengaruh antara kelompok perlakuan. Data penelitian kadar SGPT
terdistribusi normal namun tidak homogen dilakukan uji One Way Anova dan
dilanjutkan dengan uji Post Hoc Tamhane untuk mengetahui dosis yang paling
berpengaruh antara kelompok perlakuan. Pengolahan analisis data ini

dilakukan menggunakan aplikasi SPSS series 25.0.
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4.8. Alur Penelitian

Tikus Putih Galur Wistar Jantan 30 ekor

v

Adaptasi selama 7 hari

v

Randomisasi menjadi 5 kelompok

v
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Gambar 4.2. Alur Penelitian
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HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1. Hasil Penelitian
Jenis penelitian ini yaitu eksperimental dengan rancangan post test only
control group design. Subyek penelitian menggunakan tikus galur wistar jantan
sebanyak 30 ekor dan dibagi menjadi 5 kelompok yaitu kelompok K1 (kontrol
sehat), K2 (kontrol negatif; tikus diinduksi CCls, tanpa perlakuan), K3 (kontrol
positif; tikus diinduksi CCls, N-Acetylcysteine 3,6 mg/kgBB/hari), K4
(perlakuan 1; tikus diinduksi CCly, ekstrak kulit salak 400 mg/kgBB/hari), dan
K5 (perlakuan 2; tikus diinduksi CCls, ekstrak kulit salak 600 mg/kgBB/hart).
Penelitian perngaruh ekstrak kulit salak pondoh terhadap kadar SGPT, IL-6
dan Glutathion Peroxidase pada tikus galur wistar yang diinduksi Carbon
Tetrachloride (CCls) ini dilakukan di Pusat Studi Pangan dan Gizi Universitas
Gajah Mada Yogyakarta selama 14 hari. Selama perlakuan tidak ada hewan
coba yang sakit atau mati sampai akhir penelitian. Pada hari ke 15 paska
perlakuan, dilakukan pemeriksaan kadar SGPT, IL-6 dan Glutathion
Peroxidase (GPx).

5.1.1.Kadar SGPT
Hasil analisis deskriptif, didapatkan rerata kadar SGPT paling
tinggi pada kelompok K2 (43,371 £+ 0,590), dan yang paling rendah pada
kelompok K 1 (19,095 £+ 0,503). Kadar SGPT pada kelompok K4 dan K5
didapatkan adanya penurunan dibandingkan dengan kelompok kontrol

(29,050 £+ 0,569; 23,466 + 0,795). Hasil analisis variabel SGPT
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terdistribusi normal (p>0,05) namun tidak homogen (p<0,05) dilanjutkan
dengan uji One Way Anova. Hasil uji desktiptif, homogenitas, dan
normalitas variabel SGPT dapat dilihat pada Tabel 5.1.

Tabel 5.1. Hasil Analisis Deskriptif, Uji Normalitas, Homogenitas dan One
Way Anova variabel SGPT

Kelompok  Rerata = SD UJI. Uji Uji One
(n=6) (U/L) quhzro Levene Way
wilk (p) (p) Anova (p)
K1 19,095 + 0,503 0,462* <0,001 <0,001?
K2 43,371 £ 0,590 0,410%*
K3 29,373 £1,983 0,267*
K4 29,050 £ 0,569 0,423*
K5 23,466 £ 0,795 0,508*

Keterangan: K 1 (kontrol sehat), K 2 (kontrol negatif; tikus diinduksi CCly,
tanpa perlakuan), K 3 (kontrol positif; tikus diinduksi CCls, N-Acetylcysteine
3,6 mg/kgBB/hari), K 4 (perlakuan 1; tikus diinduksi CCly, ekstrak kulit salak
400 mg/kgBB/hari), dan K 5 (perlakuan 2; tikus diinduksi CCly, ekstrak kulit
salak 600 mg/kgBB/hari). SGPT (Serum Glutamic Pyruvate Transaminase),
*=p>0,05, *=Signifikan p<0,05

Tabel 5.1 menunjukkan rerata kadar SGPT pada kelompok K2
mengalami peningkatan signifikan dibanding dengan kelompok lain (43,371 +
0,590; p<0,001). Rerata kadar SGPT pada kelompok K3, K4, dan K5
mengalami penurunan signifikan dibandingkan dengan kelompok lain (29,373
+ 1,983; 29,050 + 0,569; 23,466 + 0,795; p<0,001). Hasil uji One Way Anova
didapatkan hasil p<0,001 (p<0,05). Hal ini menunjukkan setidaknya terdapat
dua kelompok yang memiliki perbedaan bermakna, sehingga dilanjutkan
dengan uji Post Hoc Tamhane untuk mengertahui perbedaan antar kelompok.

Hasil uji Post Hoc Tamhane tertera pada tabel 5.2.
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Tabel 5.2. Hasil Uji Post Hoc Tamhane Variabel SGPT

Kelompok K2 K3 K4 K5
K1 <0,001*  <0,001*  <0,001*  <0,001%*
K2 <0,001*  <0,001*  <0,001*
K3 1,000 0,003*
K4 <0,001*

Keterangan: K 1 (kontrol sehat), K 2 (kontrol negatif; tikus
diinduksi CCly, tanpa perlakuan), K 3 (kontrol positif; tikus
diinduksi CCls, N-Acetylcysteine 3,6 mg/kgBB/hari), K 4
(perlakuan 1; tikus diinduksi CCls, ekstrak kulit salak 400
mg/kgBB/hari), dan K 5 (perlakuan 2; tikus diinduksi CCla,
ekstrak kulit salak 600 mg/kgBB/hari). *signifikan p<0,05

Hasil Uji Post Hoc Tamhane menunjukkan bahwa ada perbedaan yang
bermakna rerata kadar SGPT pada hampir setiap kelompok. Rerata kadar
SGPT pada kelompok K2 lebih tinggi secara signifikan dibandingkan dengan
K1 (p<0,001). Rerata kadar SGPT pada kelompok K4 dibanding K3
menunjukkan tidak didapatkan perbedaan signifikan (p=1,000), namun rerata
kadar SGPT pada kelompok K4 memiliki perbedaan signifikan bila dibanding
dengan K1, K2, dan K5 (p<0,001; p<0,001; p<0,001). Rerata kadar SGPT pada
kelompok K5 menunjukkan perbedaan signfikan dibandingkan dengan K1, K2,
K3, dan K4 (p<0,001; p<0,001; p=0,003; p<0,001). Hal ini menunjukkan tikus
yang diberi perlakuan ekstrak kulit salak dengan dosis 400 mg/kgBB/hari tidak
memiliki efek bermakna pada rerata kadar SGPT bila dibandingkan dengan
tikus yang diberikan N-Acetylcystein 3,6 mg/kgBB/hari sebagai kontrol
positif. Tikus yang diberi perlakuan ekstrak kulit salak dengan dosis 400
mg/kgBB/hari, maupun 600 mg/kgBB/hari memiliki efek bermakana pada

rerata kadar SGPT bila dibandingkan dengan tikus yang tidak diberikan
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perlakuan, baik itu kontrol sehat maupun kontrol negatif. Perbedaan data rerata

kadar SGPT dipresentasikan pada gambar 5.1.
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Gambar 5.1. Rerata Kadar SGPT

5.1.2.Kadar IL-6

Hasil analisis deskriptif menunjukkan bahwa didapatkan penurunan
kadar IL-6 pada kelompok yang mendapatkan ekstrak kulit salak pondoh pada
K4 dan K5 dibandingkan dengan kelompok kontrol(47,455 + 0,960; 43,423 +
0,899). Rerata kadar IL-6 paling tinggi pada kelompok K2 (71,683 + 0,720),
dan yang paling rendah pada kelompok K 1 (42,286 + 0,875). Hasil analisis
variabel SGPT terdistribusi normal (p>0,05) dan homogen (p>0,05)
dilanjutkan dengan uji One Way Anova. Hasil uji desktiptif, homogenitas, dan

normalitas variabel IL-6 dapat dilihat pada Tabel 5.3.
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Tabel 5.3. Hasil Analisis Deskriptif, Uji Normalitas, Homogenitas dan One
Way Anova variabel 1L-6

Kelompok  Rerata = SD UJI. Uy Uji One
(n=6) (pe/mL) quhzro Levene Way
wilk (p) (p) Anova (p)
K1 42,287 £ 0,875 0,461* 0.842%* <0,001#
K2 71,683 + 0,720 0,958%*
K3 50,578 = 0,705 0,224*
K4 47,455 + 0,960 0,429%*
K5 43,423 + 0,899 0,082*

Keterangan: K 1 (kontrol sehat), K 2 (kontrol negatif; tikus diinduksi CCls,
tanpa perlakuan), K 3 (kontrol positif; tikus diinduksi CCls4, N-Acetylcysteine
3,6 mg/kgBB/hari), K 4 (perlakuan 1; tikus diinduksi CCls, ekstrak kulit salak
400 mg/kgBB/hari), dan K 5 (perlakuan 2; tikus diinduksi CCla, ekstrak kulit
salak 600 mg/kgBB/hari). *=p>0,05, *=Signifikan p<0,05

Tabel 5.3 menunjukkan rerata kadar IL-6 pada kelompok K2
mengalami peningkatan signifikan dibanding dengan kelompok lain (71,683 +
0,720; p<0,001). Rerata kadar [L-6 pada kelompok K3, K4, dan K5 mengalami
penurunan signifikan dibandingkan dengan kelompok lain (50,578 + 0,705;
47,455 = 0,960; 43,423 + 0,899; p<0,001). Hasil uji One Way Anova
didapatkan hasil p<0,001 (p<0,05). Hal ini menunjukkan setidaknya terdapat
dua kelompok yang memiliki perbedaan bermakna, sehingga dilanjutkan
dengan uji Post Hoc LSD untuk mengertahui perbedaan antar kelompok. Hasil

uji Post Hoc LSD tertera pada tabel 5.4.
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Tabel 5.4. Hasil Uji Post Hoc LSD Variabel 1L-6

Kelompok K2 K3 K4 K5
K1 <0,001*  <0,001* <0,001*  0,027*
K2 <0,001*  <0,001*  <0,001*
K3 <0,001*  <0,001*
K4 <0,001*
K5

Keterangan: K 1 (kontrol sehat), K 2 (kontrol negatif; tikus diinduksi
CCly, tanpa perlakuan), K 3 (kontrol positif; tikus diinduksi CCls, N-
Acetylcysteine 3,6 mg/kgBB/hari), K 4 (perlakuan 1; tikus diinduksi
CCly, ekstrak kulit salak 400 mg/kgBB/hari), dan K 5 (perlakuan 2; tikus
diinduksi CCls, ekstrak kulit salak 600 mg/kgBB/hari). *signifikan
p<0,05

Hasil Uji Post Hoc LSD menunjukkan bahwa ada perbedaan yang
bermakna rerata kadar IL-6 pada hampir setiap kelompok. Rerata kadar IL-6
pada kelompok K2 lebih tinggi secara signifikan dibandingkan dengan K1
(p<0,001). Rerata kadar IL-6 pada kelompok K4 menunjukkan perbedaan
signifikan dibanding dengan K1, K2, K3 dan K5 (p<0,001; p<0,001; p<0,001;
p<0,001). Rerata kadar IL-6 pada kelompok K5 menunjukkan perbedaan
signfikan dibandingkan dengan K1, K2, K3, dan K4 (p=0,027; p<0,001;
p<0,001; p<0,001). Hal ini menunjukkan tikus yang diberi perlakuan ekstrak
kulit salak pondoh dengan dosis 400 mg/kgBB/hari, maupun 600
mg/kgBB/hari memiliki efek bermakana pada rerata kadar IL-6 bila
dibandingkan dengan tikus yang tidak diberikan perlakuan, baik itu kontrol
sehat maupun kontrol positif dan negatif. Perbedaan data rerata kadar IL-6

dipresentasikan pada gambar 5.2.
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Gambar 5.2. Rerata Kadar IL-6

5.1.3.Kadar GPx

Hasil analisis deskriptif, didapatkan bahwa rerata kadar GPx paling
tinggi pada kelompok K 1 (70,481 + 2,745), dan yang paling rendah pada
kelompok K 2 (24,308 + 1,444). Rerata kadar GPx pada kelompok K4 dan K5
mengalami peningkatan dibandingkan dengan K2 (45,145 + 1,440, 64,437 +
1,443; 24,308 + 1,444). Hasil analisis variabel SGPT terdistribusi normal dan
homogen (p<0,05) dilanjutkan dengan uji One Way Anova dan terdapat hasil
p<0,001 (p<0,05). Hasil analisis deskriptif, uji homogenitas, dan uji normalitas

variabel GPx dapat dilihat pada tabel 5.5
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Tabel 5.5. Hasil Analisis Deskriptif, Uji Normalitas, Homogenitas dan One
Way Anova variabel GPx

Kelompok  Rerata = SD UJI_ Uji Uji One
(n=6) (pg/mL) quhzro Levene Way
wilk (p) (p) Anova (p)
K1 704822745  0,696*  0,56*  <0,001°
K2 24308+ 1,444 0,960*
K3 43,602 + 1,444 0,960%*
K 4 45,145+ 1,440 0,961%
K5 64,437 + 1,443 0,962*

Keterangan: K 1 (kontrol sehat), K 2 (kontrol negatif; tikus diinduksi CCls,
tanpa perlakuan), K 3 (kontrol positif; tikus diinduksi CCls4, N-Acetylcysteine
3,6 mg/kgBB/hari), K 4 (perlakuan 1; tikus diinduksi CCls, ekstrak kulit salak
400 mg/kgBB/hari), dan K 5 (perlakuan 2; tikus diinduksi CCla, ekstrak kulit
salak 600 mg/kgBB/hari). GPx (Glutathione Peroxidase)
*=p>0,05, *=Signifikan p<0,05

Tabel 5.5 menunjukkan rerata kadar GPx pada kelompok K2
mengalami penurunan signifikan dibanding dengan kelompok lain (24,308 +
1,444; p<0,001). Rerata kadar GPx pada kelompok K3, K4, dan K5 mengalami
peningkatan signifikan dibandingkan dengan kelompok lain (43,602 + 1,444;
45,145 + 1,440; 64,437 + 1,443; p<0,001). Hasil vji One Way Anova
didapatkan hasil p<0,001 (p<0,05). Hal ini menunjukkan setidaknya terdapat
dua kelompok yang memiliki perbedaan bermakna, sehingga dilanjutkan u
dengan uji Post Hoc LSD untuk mengertahui perbedaan antar kelompok. Hasil

uji Post Hoc LSD tertera pada tabel 5.6.

Tabel 5.6. Uji Post Hoc LSD variabel GPx

Kelompok K2 K3 K 4 K5
K1 <0,001*  <0,001*  <0,001*  <0,001*
K2 <0,001*  <0,001*  <0,001%*
K3 0,146 <0,001*
K4 <0,001*

Keterangan: K 1 (kontrol sehat), K 2 (kontrol negatif; tikus diinduksi
CCly, tanpa perlakuan), K 3 (kontrol positif; tikus diinduksi CCls, N-
Acetylcysteine 3,6 mg/kgBB/hari), K 4 (perlakuan 1; tikus diinduksi
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CCly, ekstrak kulit salak 400 mg/kgBB/hari), dan K 5 (perlakuan 2; tikus
diinduksi CCls, ekstrak kulit salak 600 mg/kgBB/hari). *signifikan
p<0,05

Hasil Uji Post Hoc LSD menunjukkan bahwa ada perbedaan yang
bermakna rerata kadar GPx pada hampir setiap kelompok. Rerata kadar
GPx pada kelompok K2 lebih rendah secara signifikan dibandingkan
dengan K1 (p<0,001). Rerata kadar GPx pada kelompok K4
menunjukkan perbedaan signifikan dibanding dengan K1, K2, dan K5
(p<0,001; p<0,001; p<0,001), namun tidak menunjukkan perbedaan
signifikan bila dibandingkan dengan K3 (p=0,146). Rerata kadar GPx
pada kelompok K5 menunjukkan perbedaan signfikan dibandingkan
dengan K1, K2, K3, dan K4 (p<0,001; p<0,001; p<0,001; p<0,001 Hal
ini menunjukkan tikus yang diberi perlakuan ekstrak kulit salak pondoh
dengan dosis 400 mg/kgBB/hari tidak memiliki efek bermakna pada
rerata kadar GPx bila dibandingkan dengan tikus yang diberikan N-
Acetylcystein 3,6 mg/kgBB/hari sebagai kontrol positif. Tikus yang
diberi perlakuan ekstrak kulit salak pondoh dengan dosis 400
mg/kgBB/hari, maupun 600 mg/kgBB/hari memiliki efek bermakana
pada rerata kadar GPx bila dibandingkan dengan tikus yang tidak
diberikan perlakuan, baik itu kontrol sehat maupun kontrol negatif.

Perbedaan data rerata kadar GPx dipresentasikan pada gambar 5.3.
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Gambar 5.3. Rerata Kadar GPx

5.2. Pembahasan

Penelitian ini menggunakan CCly sebagai induksi kerusakan hepar akut,
karena kerusakannya menyerupai kerusakan hepar pada manusia dari segi
morfologi maupun biokimia.’” Dosis CCly yang diberika pada penelitian ini
adalah CCls 2% 0,2ml/10g BB/hari selama 14 hari secara per sonde, hal ini
berbeda dengan penelitian Zou (2016) yang menginduksi kerusakan hepar akut
dengan menggunakan CCls 2% 0,2ml/10g BB/hari selama 10 hari per sonde’!.
Induksi CCly pada penelitian in1 diberikan secara per sonde bersamaan dengan
perlakuan dengan selisih pemberian 3 jam untuk melihat efek preventif ekstrak
kulit salak pada kerusakan hepar, berbeda dengan penelitian terdahulu dimana
induksi CCly secara intraperitoneal, maupun intra subkutan diberikan setelah

perlakuan selesail ,22,46,47,50,126,182,183



88

5.2.1.Pengaruh Ekstrak Kulit Salak Pondoh terhadap Kadar SGPT pada
Tikus Wistar yang Diinduksi CCl4

Rerata kadar SGPT pada penelitian ini menunjukkan hasil yang
lebih tinggi secara signifikan pada kelompok kontrol negatif
dibandingkan dengan kelompok kontrol sehat, hal ini menunjukkan
keberhasilan CCls dalam menginduksi kerusakan hepar akut. SGPT
merupakan enzim yang keberadaan dan kadarnya dalam darah dijadikan
penanda terjadinya gangguan fungsi hati. Kerusakan pada hati akan
menyebabkan enzim tersebut lepas ke dalam aliran darah sehingga
kadarnya dalam darah meningkat dan menandakan adanya gangguan
fungsi hati.!” CCl, tidak memiliki efek sitotoksik langsung kepada hepar,
namun produk - metabolisme CCly seperti  trichloromethyl dan
trichloromethyl peroxyl memiliki - efek radikal toksik sehingga
mengakibatkan kerusakan membran hepatosit.'»'>* CCls dimetabolisme
di hepar oleh enzim cytocrome P450 2E1 (CYP2E1) untuk membentuk
trichloromethyl  yang  memiliki ~sifat sebagai radikal bebas.
Trichloromethyl kemudian dioksidasi membentuk trichloromethyl
peroxyl yang memiliki sifat radikal bebas lebih reaktif.!**

Radikal bebas yang dihasilkan dari metabolit CCls4 akan bereaksi
dengan fosfolipid dan trigliserid pada proses peroksidasi lipid yang
menyebabkan stress oksidatif. Peroksidasi lipid yang terjadi pada
membran lipid sel dapat merusak integritas, dan membran organel sel

hepatosit  sehingga mengakibatkan gangguan permeabilitas.!?’
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Permeabilitas sel yang rusak ini akan menonaktifkan Ca?>~ATPase pada
membran sel sehingga meningkatkan konsentrasi Ca?* pada sitoplasma
yang berakibat pada kerusakan sitoskeleton, dan aktifasi fosfolipase.
Peningkatan Ca?" pada sitoplasma juga mengakibatkan kerusakan asam
amino fungsional yang menyebabkan kerusakan rantai asam nukleat
sehingga regulasi sel hepar terganggu, dan menyebabkan apoptosis.!?
Aldehid reaktif yang terbentuk dari degradasi asam lemak saat proses
peroksidasi lipid juga akan mengikat protein fungsional dan menghambat
fungsi enzimatik pada hepar yang dapat berujung pada kematian sel.!?*
Rangkaian reaksi tersebut akan menyebabkan kerusakan pada sel-sel
hepar yang ditandai dengan peningkatan SGPT dan SGOT. Penelitian
terdahulu juga telah membuktikan bahwa induksi CCls meningkatkan
Serum Glutamic Oxaloacetic Transaminase (SGOT), Serum Glutamic
Pyruvate Transaminase (SGPT), lactate dehydrogenase (LDH), and
sorbitol dehydrogenase (SDH) sebagai bukti kerusakan morfologis
hepatosit.® !> Teori tersebut s¢jalan penelitian ini, didukung dengan
penelitian Frank Dmitri (2020) bahwa pemberian Pemberian CCly
melalui orogastric tube meningkatkan kadar SGPT.* Penelitian lain juga
membuktikan bahwa pemberian CCls selama 10 hari secara per oral
dapat meningkatkan kadar SGPT dan menyebabkan kerusakan hepar
akut pada mencit.’!

N-Acetylcystein yang selama ini digunakan untuk penanganan

kerusakan hepar yang disebabkan oleh intoksikasi paracetamol juga
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terbukti dapat mempengaruhi rerata kadar SGPT lebih rendah secara
signifikan bila dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif. Hal ini
sejalan dengan penelitian terdahulu yang menunjukkan N-Acetylcystein
terbukti menurunkan kadar SGPT dan SGOT pada kerusakan hepar
dengan cara menetralisir proses lipid peroksidase sehingga dapat
melindungi hepar dari stress oksidatif.!” N-Acetylcystein memiliki
potensi untuk mencegah kerusakan hepar, namun belum bisa dijadikan
terapi standar dikarenakan Rerata kadar SGPT pada kelompok yang
diberikan  N-Acetylcystein  masih  memiliki perbedaan signifikan
dibanding kelompok kontrol sehat.

Pemberian ekstrak kulit salak pondoh dosis 400 mg/kgBB/hari
selama 14 hari pada penclitian ini terbukti dapat mempengaruhi kadar
SGPT lebih rendah secara signifikan bila dibandingkan dengan
kelompok kontrol negatif. Ekstrak etanol kulit salak pondoh (Salacca
zalacca (Gaertn.) Voss) pada bebreapa penelitian sebelumnya telah
terbukti mengandung mengandung banyak senyawa aktif, salah satunya
flavonoid.*"#%13% Flavonoid yang terkandung dalam ekstrak kulit salak
pondoh bekerja sebagai scavengers dari ROS melalui donor elektron dari
gugus hidroksil fenolik mereka. Transfer atom hidrogen ini menetralkan
radikal bebas seperti anion superoksida (O2¢"), radikal hidroksil (*OH),
dan radikal peroksil (ROQr¢), sehingga mengganggu reaksi berantai yang
menyebabkan peroksidasi lipid dan kerusakan hepar'®®. Ekstrak kulit

salak pondoh dosis 400 mg/kgBB/hari pada penelitian ini secara klinis
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memberikan efek terhadap rerata kadar SGPT yang lebih rendah bila
dibandingkan dengan kelompok kontrol positif, namun tidak berbeda
signifikan. Hal ini menunjukkan ekstrak kulit salak pondoh dosis 400
mg/kgBB/hari memiliki efek yang sama dalam mempengaruhi rerata
kadar SGPT dibanding dengan N-Acetylcystein. Rerata kadar SGPT pada
kelompok yang diberikan ekstrak kulit salak pondoh dosis 400
mg/kgBB/hari juga masih memiliki perbedaan signifikan dengan
kelompok kontrol sehat. Hal ini menunjukkan meskipun ekstrak kulit
salak pondoh dosis 400 mg/kgBB/hari dapat menurunkan kadar rerata
SGPT, dosis tersebut tidak bisa digunakan sebagai alternatif pencegahan
yang efektif.

Pemberian ekstrak kulit salak pondoh dosis 600 mg/kgBB/hari
selama 14 hari pada penelitian ini terbukti dapat mempengaruhi kadar
SGPT yang lebih rendah bila dibandingkan dengan kelompok kontrol
negatif. Hal ini sejalan dengan penelitian Rusfardy (2025) yang
membuktikan bahwa ekstrak kulit salak dapat menurunkan kadar SGPT
pada mencit obesitas?>. Ekstrak kulit salak pondoh dosis 600
mg/kgBB/hari pada penelitian ini memberikan efek terhadap rerata kadar
SGPT yang lebih rendah secara signifikan bila dibandingkan dengan
kelompok kontrol positif maupun kelompok ekstrak kulit salak pondoh
dosis 400 mg/kgBB/hari. Hal ini menunjukkan ekstrak kulit salak pondoh
dosis 600 mg/kgBB/hari memiliki efek yang lebih baik terhadap rerata

kadar SGPT yang lebih rendah dibandingkan dengan N-Acetylcystein dan
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ekstrak kulit salak pondoh dosis 400 mg/kgBB/hari. Flavonoid, tanin dan
saponin dalam ekstrak kulit salak pondoh memiliki kemampuan
mengikat radikal bebas melalui hidroksilasi cicin aromatik. Ekstrak kulit
salak pondoh dosis 600 mg/kgBB/hari memiliki kandungan flavonoid,
tanin dan saponin yang lebih tinggi dibandingkan dengan dosis 400
mg/kgBB/hari sehingga lebih efektif mencegah kerusakan hepar dan
menurunkan kadar SGPT. 138158159.165.167 Rerata kadar SGPT pada
kelompok yang diberikan ekstrak kulit salak pondoh dosis 600
mg/kgBB/hari masih memiliki perbedaan signifikan dengan kelompok
kontrol sehat. Hal ini menunjukkan meskipun ekstrak kulit salak pondoh
dosis 600 mg/kgBB/hari merupakan dosis yang paling efektif dalam
menurunkan kadar rerata SGPT pada penelitian ini, dosis tersebut tidak
bisa digunakan sebagai alternatif pencegahan yang efektif.
5.2.2.Pengaruh Ekstrak Kulit Salak Pondoh terhadap Kadar IL-6 pada
Tikus Wistar yang Diinduksi CCly
Rerata kadar IL-6 pada penelitian ini menunjukkan hasil yang
lebih tinggi secara signifikan pada kelompok kontrol negatif
dibandingkan dengan kelompok kontrol sehat, hal ini menunjukkan
tingkat inflamasi kerusakan hepar akut yang diinduksi CCls. CCly4 tidak
memiliki efek sitotoksik langsung kepada hepar, namun produk
metabolisme CCly seperti trichloromethyl dan trichloromethyl peroxyl
memiliki efek radikal toksik sehingga mengakibatkan kerusakan

membran hepatosit.'?6 CCly dimetabolisme di hepar oleh enzim
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cytocrome P450 2E1 (CYP2E1) untuk membentuk trichloromethyl yang
memiliki sifat sebagai radikal bebas. Trichloromethyl kemudian
dioksidasi membentuk trichloromethyl peroxyl yang memiliki sifat
radikal bebas lebih reaktif dan menyebabkan stress oksidatif pada sel
hepar.'?* Stress oksidatif pada hepar juga merangsang sel kupffer hepar
untuk memproduksi sitokin inflamasi yang berlebihan, seperti
interleukin-1 (IL-1), interleukin-6 (IL-6) dan tumor necrosis factor-alpha
(TNF-0)).”"!3 Penelitian ini sejalan dengan penelitian terdahulu yang
membuktikan bahwa pemberian CCly dapat meningkatkan sitokin
proinflamasi seperti IL-6 dan TNF- q.!:8%-22:27:47,50,126,184

Pemberian N-Acetylcystein pada penelitian ini terbukti dapat
mempengaruhi rerata kadar IL-6 yang lebih rendah secara signifikan bila
dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif. Hal ini sejalan dengan
penelitian terdahulu yang menunjukkan N-Acetylcystein terbukti
menurunkan kadar malondialdehyde dan homocystein, dan menurunkan
sitokin pro inflamasi seperti IL-8, IL-6 dan TNF-0..!77178 N-Acetylcystein
memiliki potensi untuk mencegah peningkatan inflamasi kerusakan
hepar, namun belum bisa dijadikan terapi standar dikarenakan rerata
kadar IL-6 pada kelompok yang diberikan N-Acetylcystein masih
memiliki perbedaan signifikan dibanding kelompok kontrol sehat.

Pemberian ekstrak kulit salak pondoh dosis 400 mg/kgBB/hari
selama 14 hari pada penelitian ini terbukti dapat mempengaruhi kadar

IL-6 lebih rendah secara signifikan bila dibandingkan dengan kelompok
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kontrol negatif. Ekstrak etanol kulit salak pondoh (Salacca zalacca
(Gaertn.) Voss) pada bebreapa penelitian sebelumnya telah terbukti
mengandung mengandung banyak senyawa aktif, seperti flavonoid,
tanin, saponin, triterpenoid dan alkaloid.?!**!35 Flavonoid telah terbukti
mengatur aktivitas IkB dan NF-kB, sehingga berdampak pada penurunan
inflamasi. Flavonoid juga dapat mengatur faktor transkripsi regulasi
utama untuk sitokin CD4 + T helper 2 (Th2) seperti GATA-3, dan
transduser sinyal dan aktivator transkripsi 6 (STAT-6) yang dapat
menurunkan reaksi inflamasi.'*~*® Flavonoid juga dapat menghambat
COX dan LOX terbukti menurunkan kadar TL-6 dan TNFa!3!55, Tanin
bekerja dengan menghambat aktivasi inflammosom NLRP3 dengan
memblokir pensinyalan NF-«B untuk menekan sekresi IL-1pB pada
makrofag dan menghentikan produksi sitokin proinflamasi berlebih!'®3.
Saponin yang terkandung pada ekstrak salak pondoh bekerja dengan
menekan produksi sitokin proinflamasi melalui pemblokiran pensinyalan
NF-«B' dan jalur apoptosis pada tikus yang diinduksi D-
galactosamine/LPS'9%19% " Triterpenoid mengganggu pensinyalan pro-
inflamasi pada beberapa mekanisme. Triterpenoid menurunkan inflamasi
hepar dengan menghambat rantai TLR4 / MyD88 / NF-kB, mengurangi
sintesis TNF-a, IL-6, dan IL-1p 7!, Alkaloid juga menurunkan sekresi
TNF-o dan IL-6 dalam sel Kupffer dengan mengganggu jalur
pensinyalan MAPK (misalnya, p38 dan JNK) dan NF-kB. Selain itu,

alkaloid juga mengurangi infiltrasi neutrofil dengan menghambat
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ekspresi molekul adhesi (ICAM-1, VCAM-1) pada sel endotel, sehingga
membatasi ekstravasasi leukosit menjadi parenkim hati 74,

Ekstrak kulit salak pondoh dosis 400 mg/kgBB/hari pada
penelitian ini secara klinis memberikan efek terhadap rerata kadar IL-6
yang lebih rendah bila dibandingkan dengan kelompok kontrol positif.
Hal ini menunjukkan ekstrak kulit salak pondoh dosis 400 mg/kgBB/hari
memiliki efek yang lebih baik dalam mempengaruhi rerata kadar 1L-6
yang lebih rendah dibanding dengan N-Acetylcystein. Rerata kadar IL-6
pada kelompok yang diberikan ekstrak kulit salak pondoh dosis 400
mg/kgBB/hari masih memiliki perbedaan signifikan dengan kelompok
kontrol schat. Hal ini menunjukkan meskipun ekstrak kulit salak pondoh
dosis 400 mg/kgBB/hari dapat menurunkan kadar rerata IL-6, dosis
tersebut tidak bisa digunakan sebagai alternatif anti inflamasi yang
efektif.

Pemberian ekstrak kulit salak pondoh dosis 600 mg/kgBB/hari
selama 14 hari pada penelitian ini terbukti mempengaruhi kadar IL-6
yang lebih rendah secara signifikan bila dibandingkan dengan kelompok
kontrol negatif. Ekstrak kulit salak pondoh dosis 600 mg/kgBB/hari pada
penelitian ini memberikan efek terhadap rerata kadar IL-6 yang lebih
rendah secara signifikan bila dibandingkan dengan kelompok kontrol
positif maupun kelompok ekstrak kulit salak pondoh dosis 400
mg/kgBB/hari. Hal ini menunjukkan ekstrak kulit salak pondoh dosis 600

mg/kgBB/hari memiliki efek yang lebih baik terhadap rerata kadar I1L-6
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yang lebih rendah secara signifikan dibandingkan dengan N-
Acetylcystein dan ekstrak kulit salak pondoh dosis 400 mg/kgBB/hari.
Ekstrak kulit salak pondoh dosis 600 mg/kgBB/hari memiliki kandungan
flavonoid, tanin, saponin, triterpenoid, dan alkaloid yang lebih tinggi
dibandingkan dengan dosis 400 mg/kgBB/hari sehingga lebih efektif
mencegah inflamasi pada kerusakan hepar. Flavonoid telah terbukti dapat
menghambat pensinyalan NF-kB, menghambat COX dan LOX terbukti
menurunkan kadar IL-6 dan TNFq!4¢- 148154155 Tanin dan saponin juga
terbukti bekerja dengan menghambat aktivasi pensinyalan NF-kB untuk
menekan sekresi IL-1 pada makrofag dan menghentikan produksi
sitokin proinflamasi  berlebih!'®%!1%%:199 " Triterpenoid mengganggu
pensinyalan pro-inflamasi pada beberapa mekanisme. Triterpenoid
menurunkan inflamasi hepar dengan menghambat rantai TLR4 / MyD8&8
/ NF-kB, mengurangi sintesis TNF-a, IL-6, dan IL-1B !"!. Alkaloid juga
menurunkan sekresi TNF-o dan IL-6 dalam sel Kupffer dengan
mengganggu jalur pensinyalan MAPK (misalnya, p38 dan JNK) dan NF-
«B174

Rerata kadar IL-6 pada kelompok yang diberikan ekstrak kulit
salak pondoh dosis 600 mg/kgBB/hari masih memiliki perbedaan
signifikan dengan kelompok kontrol sehat. Hal ini menunjukkan
meskipun ekstrak kulit salak pondoh dosis 600 mg/kgBB/hari merupakan

dosis yang paling efektif dalam menurunkan kadar rerata IL-6 pada
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penelitian ini, dosis tersebut tidak bisa digunakan sebagai alternatif

pencegahan inflamasi yang efektif.

5.2.3.Pengaruh Ekstrak Kulit Salak Pondoh terhadap Kadar GPx pada
Tikus Wistar yang Diinduksi CCl4

Rerata kadar GPx pada penelitian ini menunjukkan hasil yang
lebih rendah secara signifikan pada kelompok kontrol negatif
dibandingkan dengan kelompok kontrol sehat, hal ini menunjukkan
keberhasilan  CCls dalam menginduksi = stress oksidatif yang
menyebabkan kerusakan hepar akut. CCl4 tidak memiliki efek sitotoksik
langsung kepada hepar, namun produk metabolisme CCls seperti
trichloromethyl dan trichloromethyl peroxyl memiliki efek radikal toksik
sehingga mengakibatkan kerusakan membran hepatosit.!"'?® CCls
dimetabolisme di hepar oleh enzim cyfocrome P450 2E1 (CYP2E1)
untuk membentuk richloromethyl yang memiliki sifat sebagai radikal
bebas. Trichloromethyl kemudian dioksidasi membentuk trichloromethyl
peroxyl yang memiliki sifat radikal bebas lebih reaktif dan menyebabkan
stress oksidatif.'?*

Stress oksidatif yang disebabkan oleh induksi CCls juga
mengganggu keseimbangan antara radikal bebas dan antioksidan pada
hepar. Hal tersebut akan mengakibatkan penurunan antioksidan
enzimatik (SOD, GPx, CAT, glutathione reductases-GRX,

peroxiredoxins-PRX, dan thioredoxins-TRX) dan antioksidan non
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enzimatik (GSH, dan ubiquinone).'?® Produk metabolit CCls yang
menginisiasi peroksidasi lipid yang mengakibatkan stress oksidatif yang
ditandai dengan produksi zat pro-oxidative (xanthine oxidase, hydrogen
peroxide-H,02, NADPH oxidase) dan penurunan marker antioksidan
(CAT, superoxide dismutase-SOD, glutathione S-transferase-GST,
glutathione peroxidase-GPx, glutathione reductase-GR dan glutathione-
GSH).

N-Acetylcystein pada penelitian ini terbukti dapat meningkatkan
kadar GPx lebih tinggi secara signifikan dibandingkan kelompok kontrol
negatif. Hal ini sejalan dengan penelitian terdahulu yang menunjukkan
N-Acetylcystein  terbukti  meningkatkan  aktifitas GPx dengan
meningkatkan aviabilitias GSH. Pasien yang mengalami kerusakan hepar
yang mengkonsumsi N-Acetylcystein dapat meningkatkan kadar GSH.
GSH bekerja secara sinergis, dan meningkatkan aktifitas GPx untuk
menetralisir proses lipid peroksidase sehingga dapat melindungi hepar
dari stress oksidatif.!” N-Acetylcystein sebagai prekursor Glutathione
meningkatkan kadar GSH yang menurun akibat radikal bebas, toksin,
atau penyakit. GSH menetralisir radikal bebas, mendetoksifikasi
xenobiotik, dan menjaga fungsi respon imun.!”® N-Acetylcystein
memiliki potensi untuk mencegah kerusakan hepar melalui potensinya
sebagai antioksidan, namun belum bisa dijadikan terapi standar

dikarenakan rerata kadar GPx pada kelompok yang diberikan N-
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Acetylcystein masih memiliki perbedaan signifikan dibanding kelompok
kontrol sehat.

Pemberian ekstrak kulit salak pondoh dosis 400 mg/kgBB/hari
selama 14 hari pada penelitian ini terbukti dapat meningkatkan kadar
GPx bila dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif. Ekstrak etanol
kulit salak pondoh (Salacca zalacca (Gaertn.) Voss) pada bebreapa
penelitian sebelumnya telah terbukti mengandung mengandung banyak
senyawa aktif, seperti flavonoid, tanin, saponin, dan triterpenoid.3!40:135
Flavonoid akan berperan dalam mengaktifkan jalur pensinyalan Nrf2-
KEAPI1-ARE dan meningkatkan produksi antioksidan endogen seperti
GSH, SOD, GPx.'4%-144 Tanin dan saponin juga dapat menurunkan kadar
ROS , MDA, dan, meningkatkan aktivitas SOD, CAT, GSH, dan GPx
melalui aktivasi Nrf2'6%165 Triterpenoid mengatur enzim antioksidan
seperti SOD dan GPx melalui aktivasi Nrf2, sementara secara bersamaan
menghambat cytocrhome P450 2E1 (CYP2E1), enzim yang terlibat
dalam bioaktivasi xenobiotik 5'7°.

Ekstrak kulit salak pondoh dosis 400 mg/kgBB/hari pada
penelitian ini secara klinis memberikan efek peningkatan rerata kadar
GPx bila dibandingkan dengan kelompok kontrol positif, namun tidak
berbeda signifikan. Hal ini menunjukkan ekstrak kulit salak pondoh dosis
400 mg/kgBB/hari memiliki efek yang sama dalam peningkatan rerata
kadar GPx dibanding dengan N-Acetylcystein. Rerata kadar GPx pada

kelompok yang diberikan ekstrak kulit salak pondoh dosis 400
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mg/kgBB/hari juga masih memiliki perbedaan signifikan dengan
kelompok kontrol sehat. Hal ini menunjukkan meskipun ekstrak kulit
salak pondoh dosis 400 mg/kgBB/hari dapat meningkatkan kadar rerata
GPx, dosis tersebut tidak bisa digunakan sebagai alternatif antioksidan
yang efektif.

Pemberian ekstrak kulit salak pondoh dosis 600 mg/kgBB/hari
selama 14 hari pada penelitian ini terbukti dapat meningkatkan kadar
GPx bila dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif. Ekstrak kulit
salak pondoh dosis 600 mg/kgBB/hari pada penelitian ini memberikan
efek peningkatan rerata kadar GPx secara signifikan bila dibandingkan
dengan kelompok kontrol positif maupun kelompok ekstrak kulit salak
pondoh dosis 400 mg/kgBB/hari. Hal ini menunjukkan ekstrak kulit salak
pondoh dosis 600 mg/kgBB/hari memiliki efek yang lebih baik dalam
peningkatan rerata kadar GPx dibandingkan dengan N-Acetylcystein dan
ekstrak kulit salak pondoh dosis 400 mg/kgBB/hari. Ekstrak kulit salak
pondoh dosis 600 mg/kgBB/hari memiliki kandungan flavonoid, tanin,
saponin, dan triterpenoid yang lebih tinggi dibandingkan dengan dosis
400 mg/kgBB/hari sehingga lebih efektif mencegah stress oksidatif pada
kerusakan hepar, 13%:138.139.165.167 Rerata kadar GPx pada kelompok yang
diberikan ekstrak kulit salak pondoh dosis 600 mg/kgBB/hari masih
memiliki perbedaan signifikan dengan kelompok kontrol sehat. Hal ini
menunjukkan meskipun ekstrak kulit salak pondoh dosis 600

mg/kgBB/hari merupakan dosis yang paling efektif dalam meningkatkan
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kadar rerata GPx pada penelitian ini, dosis tersebut tidak bisa digunakan
sebagai alternatif antioksidan yang efektif.

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa pemberian ekstrak kulit
salak pondoh dapat mencegah kerusakan hepar secara signifikan
dibandingkan kelompok kontrol negatif. Ekstrak kulit salak pondoh dosis
600 mg/kgBB/hari terbukti paling signifikan dalam mencegah kerusakan
hepar bahkan jika dibandingkan dengan N-Acetylcystein sebagai kontrol
positif yang sering digunakan untuk terapi kerusakan hepar karena
intoksikasi parasetamol.

5.3. Keterbatasan Penelitian

Penelitian ini menggunakan ekstrak kulit salak pondoh dosis 400
mg/kgBB/hari dan 600 mg/kgBB/hari, namun hasil penelitian menunjukkan
masih ditemukan adanya perbedaan yang signifikan dengan kelompok kontrol
sehat. Penelitian ini menguji kadar SGPT, IL-6 dan GPx sebagai marker
kerusakan hepar. Peneliti tidak menguji ekspresi Nrf2, MAPK, dan NF-xB
sebagai indikator yang lebih spesifik terhadap mekanisme kerja ekstrak kulit
salak pondoh secara molekuler. Peneliti tidak meneliti makroskopis, dan
histopatologis hepar, untuk mengetahui sejauh mana kerusakan dan perbaikan
kondisi hepar yang terjadi secara anatomis dan histologis. Peneliti tidak

melakukan uji toksisitas terhadap ekstrak kulit salak



BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN

6.1. Kesimpulan

1.

Pemberian ekstrak kulit salak pondoh berpengaruh terhadap kadar SGPT
pada tikus wistar yang diinduksi CCls dan diberi Ekstrak kulit salak
pondoh (Salacca zalacca (Gaertn.) Voss) dosis 400 dan 600 mg/kgBB/hari

selama 14 hari dan dibandingkan dengan kelompok kontrol.

. Pemberian ekstrak kulit salak pondoh berpengaruh terhadap kadar IL-6

pada tikus wistar yang diinduksi CCl; dan diberi Ekstrak kulit salak
pondoh (Salacca zalacca (Gaertn.) Voss) dosis 400 dan 600 mg/kgBB/hari

selama 14 hari dan dibandingkan dengan kelompok kontrol.

. Pemberian ekstrak kulit salak pondoh berpengaruh terhadap kadar GPx

pada tikus wistar yang diinduksi CCls dan-diberi Ekstrak kulit salak
pondoh (Salacca zalacca (Gaertn.) Voss) dosis 400 dan 600 mg/kgBB/hari

selama 14 hari dan dibandingkan dengan kelompok kontrol.

6.2. Saran

1.

Perlu dilakukan penelitian yang membandingkan dosis ekstrak kulit salak
yang lebih tinggi dari 600mg/kgBB per hari untuk mengetahui dosis yang
paling efektif dalam mencegah kerusakan hepar.

Perlu dilakukan pengujian terhadap ekspresi Nrf2, MAPK, dan NF-xB
sebagai indikator yang lebih spesifik terhadap mekanisme kerja ekstrak

kulit salak pondoh secara molekuler.
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3. Perlu dilakukan pengujian terhadap makroskopis, dan imuno-
histopatologis hepar, untuk mengetahui sejauh mana kerusakan dan
perbaikan kondisi hepar yang terjadi secara anatomis dan imuno-
histologis.

4. Perlu dilakukan uji toksisitas terhadap ekstrak kulit salak
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