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ABSTRAK

Tujuan: menganalisis pengaruh ekstrak biji anggur terhadap ekspresi gen
caspase 3 dan atg-6 pada mRNA kolon mencit yang diinduksi azoxymethane
(AOM) dan dextran sodium sulphate (DSS).

Metode: menggunakan bahan baku tersimpan berupa mRNA kolon mencit
yang berasal dari penelitian eksperimental hewan sebelumnya dengan desain
penelitian laboratorium komparatif, yaitu 15 ekor mencit yang dibagi menjadi 3
kelompok : kelompok I (kontrol -) berupa mencit yang diinduksi AOM-DSS dan
diberikan pelarut CMC, kelompok II (perlakuan) berupa mencit yang diinduksi
AOM-DSS dan diberikan ekstrak biji anggur 280mg/kgBB 1x/hari. Kelompok I
dan II dilakukan selama 10 minggu, kelompok III (pembanding) merupakan
mencit normal. Data yang diukur adalah delta cycle threshold (ACt) dari ekspresi
gen caspase 3 dan atg-6 yang dianalisis menggunakan uji Mann-Whitney
(p<0,05), dan secara deskriptif menggunakan Livak untuk melihat berapa kali
kenaikan suatu ekspresi gen jika dibandingkan kontrolnya.

Hasil: terdapat perbedaan bermakna kadar ekspresi gen caspase 3 antara
kelompok kontrol(-) 10,51 cycles dengan kelompok perlakuan 11,11 cycles
(p=0,009), sehingga ckspresi gen caspase 3 lebih tinggi 1,54x pada kelompok
kontrol(-). Hal ini tidak terdapat pada kadar ekspresi gen atg-6, yaitu pada
kelompok kontrol(-) 8,82 cycles dengan kelompok perlakuan 9,49 cycles
(p=0,347), sehingga eckspresi gen atg-6 lebih tinggi 1,16x pada kelompok
kontrol(-).

Simpulan: Pemberian ekstrak biji anggur 280mg/kgBB Ix/hari selama 10
minggu tidak meningkatkan ekspresi gen caspase 3, melainkan menurunkan
secara bermakna, sedangkan pada ekspresi gen atg-6 tidak menurunkan secara
bermakna. Ditemukan juga peningkatan ekspresi gen caspase 3 dan atg-6 pada
inflamasi-displasia awal yang disebabkan induksi AOM-DSS. Hal ini menguatkan
bahwa ekstrak biji anggur berefek sebagai anti inflamasi.

Kata kunci: AOM-DSS, atg-6/beclin-1, caspase 3, ekstrak biji anggur, kanker
kolon
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ABSTRACT

Objective: This study is aimed to analyze the effect of grape seed extraxt (GSE)
to caspace 3 and atg-6 gene expressions on the colon mRNA of mice induced with
Azoxymethane (AOM)-Dextran Sodium Sulphate (DSS).

Methods: Colon mRNA from previous animal experimental study with
comparative laboratory method, using 15 mice which were divided into 3 groups;
group I (negative control) mice were induced with AOM-DSS and given CMC
solvent, group Il (treatment) mice were induced with AOM-DSS and administered
with 280mg/kg body weight GSE (Ix/day), group Il was normal mice. Group I
and Il were treated for 10 weeks. Data were measured by delta cycle threshold
(ACt) of caspace 3 and atg-6 gene expression, which analyzed statistically using
Mann-Whitney (p<0.05) and descriptively with Livak method that was compare to
increment in gene expression between treatment and control groups.

Results: We found statistically significant difference of caspace 3 gene
expression between negative control group (11.11 cycles) and treatment group
(10.51 cycles) (p=0.009), which means the caspace 3 gene expression was 1.54x
higher in negative control group. This results were not found statistically
significant in atg-6 gene, (8.82 cycles) in negative control group and (9.49 cycles)
in treatment group (p=0.347), which means atg-6 gene expression was 1.16x
higher in negative control group.

Conclusions: Administration of 280mg/kg body weight GSE once a day for 10
weeks didn’t increase caspace 3 gene expression, otherwise significantly decrease
it, while in atg 6 gene expression unsignificant decrease were found. Increase in
caspace 3 and atg-6 in inflammation-early dysplasia caused by AOM-DSS
induction were also found. This confirm that grape seed extract might have anti-

inflammatory effect.
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PENDAHULUAN

Kanker kolon merupakan kanker ke 2 terbanyak pada wanita dan ke 3
terbanyak pada pria di seluruh dunia, dengan insidensi 1,6 juta kasus baru dan
50.830 kematian di tahun 2013, terutama di negara Amerika, Australia, dan New
Zealand. Sedangkan di negara Asia, WHO (2012) mengatakan insidensi
meningkat 2-4x lipat pada Cina, Jepang, Korea Selatan dan Singapura."” * Di
Indonesia sendiri tahun 2011, kanker kolon menduduki peringkat ke 2 penyebab
kematian non infeksi setelah penyakit kardiovaskular dan sebagai keganasan
saluran cerna ke 2 terbanyak setelah hepatoselular’, yang mengalami peningkatan
dibandingkan tahun sebelumnya dengan usia relatif muda dibandingkan negara
lainnya.>*

Peningkatan insidensi kanker kolon di negara Asia terutama di Indonesia
diakibatkan adaptasi Western pattern diet yang kaya lemak dan rendah serat’.
Beberapa studi epidemiologi menunjukkan bahwa konsumsi makanan tinggi serat
dan senyawa fitokimia dapat menurunkan risiko terjadinya kanker kolon.® Salah
satu senyawa fitokimia yang bersifat antioksidan adalah oligomeric
proanthocyanidin complexes (OPC) dan oligomer proanthocyanodolic (PCOs)
yang paling banyak terdapat pada biji aggur.” Selain PCOs, biji anggur juga
mengandung senyawa fitokimia resveratrol, quercetin, epigallocathechin (EGC)
serta beberapa senyawa polifenol lainnya yang berpotensi sebagai antioksidan,
anti inflamasi dan antikanker di cel/ /ine dan berbagai model hewan coba secara in
vitro dan in vivo dengan mekanisme multi target.” *'°

Epitel usus pada dasarnya memiliki turnover sel yang tinggi dimana proliferasi,
diferensiasi dan kematian sel diatur secara ketat melalui beberapa jalur sinyal
molekular dengan tujuan homeostasis.!' Terganggunya homeostasis tersebut
menyebabkan terjadinya inflamasi hingga abnormalitas proliferasi sel epitel yang
dapat berkembang menjadi kanker, dimana melibatkan jalur kematian sel, salah
satunya adalah apoptosis dan autofagi. Apoptosis ditandai dengan hadirnya
caspase 3 sebagai penanda dari caspase efektor, yang diaktifkan melalui

mekanisme kematian ekstrinsik dan intrinsik dan digunakan sebagai penanda



keberhasilan suatu terapi anti kanker.'> Sedangkan peristiwa autofagi yang dapat
berlanjut menjadi kematian autofagi dapat digunakan sebagai penanda alternatif
kematian sel melalui proses autofagi pada suatu terapi anti kanker. Hal ini
ditandai adanya pembentukan autofagosom, dimana atg-6 merupakan komponen
awalnya.'> !4

Pada penelitian ini digunakan kolon mencit yang diinduksi Azoxymethane
(AOM) dan Dextran Sodium Sulphate (DSS) dikarenakan zat genotoksik AOM
merupakan suatu agen yang dapat menghasilkan Abberant Crypt Foci (ACF)® dan
zat nongenotoksik DSS dapat menyebabkan kolitis, sehingga kombinasi kedua zat
tersebut dapat menghasilkan keadaan prekanker-kanker kolon."” Penelitian yang
melihat pengaruh biji anggur dengan menggunakan kombinasi ekspresi gen
apoptosis maupun autofagi belum pernah dilakukan, terutama pada mRNA kolon
mencit yang telah diinduksi zat karsinogenik seperti AOM dan DSS. Oleh karena
itu, dilakukan penelitian ini untuk mengetahui bagaimana pengaruh ekstrak biji
anggur (EBA) terhadap ekspresi gen caspase 3 dan atg-6 pada kolon mencit yang
sebelumnya telah diinduksi AOM dan DSS.

METODE

Objek penelitian

Objek penelitian yang digunakan berasal dari penelitian sebelumnya yang
dilakukan oleh Erlangga (2013) (unpublished data) pada hewan coba mencit
betina inbreeding Balb/C galur Wistar (Mus musculus), yaitu berupa bahan baku

tersimpan (BBT) jaringan kolon mencit yang telah diisolasi mRNA nya.

Rancangan Penelitian
Penelitian ini dilakukan secara eksperimental laboratorium yang bersifat

komparatif dan menggunakan seluruh sampel.



Metode penelitian

Metode penelitian mengunakan semua sampel yang ada yaitu sebanyak 15

sampel yang masing-masing terdiri dari 5 sampel yang terdiri dari 3 kelompok,

yaitu:

e Kelompok I merupakan kontrol negatif yaitu mRNA kolon mencit yang
diberikan pelarut CMC dan diinduksi Azoxymethane (AOM) dan Dextran
Sodium Sulphate (DSS).

e Kelompok II merupakan kelompok perlakuan yaitu mRNA kolon mencit
yang diberikan ekstrak biji anggur (EBA) dan diinduksi AOM dan DSS.

e Kelompok III merupakan kelompok pembanding yaitu mRNA kolon

mencit normal yang hanya diberikan pakan secara ad libitum.

Definisi Operasional

EBA adalah Ekstrak biji anggur

AOM adalah Azoxymethane, merupakan alkilating agent yang mempengaruhi
DNA sehingga dapat menginisiasi kanker. Konsentrasi dosis yang digunakan
adalah 200 uL (10mg/kgBB mencit).

DSS adalah Dextran Sodium Sulphate, merupakan zat inflamasi yang memicu
terjadinya kolitis kronis pada hewan golongan rodensia sehingga dapat
berkembang menjadi kanker kolon. Konsentrasi dosis yang digunakan adalah
2% (5ml larutan per mencit).

Ekspresi gen caspase 3 merupakan hasil pemeriksaan kadar mRNA caspase 3
dengan menggunakan metode Reverse Trancription-PCR. mRNA caspase 3
sendiri merupakan hasil transkripsi gen caspase 3 yang diekstraksi dengan
menggunakan kit ekstraksi mRNA dari 1stBase”™ yang memiliki keuntungan
rentang linear hasilnya tinggi, lebih sensitif sehingga kandungan RNA yang
terdapat di spesimen menjadi lebih akurat.

Urutan basa primer caspase 3 '°:

o Forward: 5'- TGG GCC TGA AAT ACC AAG TC-3'

o Reverse: 5'- AAA TGA CCC CTT CAT CAC CA-3°



- Ekspresi gen atg-6 merupakan hasil pemeriksaan kadar mRNA atg-6 dengan

menggunakan metode Reverse Transcription-PCR. mRNA atg-6 sendiri

merupakan hasil transkripsi gen atg-6 yang diekstraksi dengan menggunakan

kit ekstraksi mRNA dari 1stBase® yang memiliki keuntungan rentang linear

hasilnya tinggi, lebih sensitif sehingga kandungan RNA yang terdapat di

spesimen menjadi lebih akurat.

Urutan basa primer atg-6 dengan urutan basa sebagai berikut ':

o Forward : 5°-GGC CAA TAA GAT GGG TCT GA-3’
o Reverse:5-GCT TTT GTC CAC TGC TCC TC-3".

Alur penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian lanjutan yang dilakukan oleh Erlangga

(2013) (unpublished data) dan telah mendapatkan persetujuan etik untuk hewan
coba  pada Oktober 2013
365/UN6.C2.1.2/KEPK/PN/201 dan persetujuan etik BBT juga telah mendapat

tanggal 3 dengan No  surat

persetujuan  etik

pada tanggal

413/UN6.C2.1.2/KEPK/PN/2013.
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Hasil data yang didapatkan akan dianalisis menggunakan 2 cara yaitu: Metode
Livak' (kuantitatif RT-PCR) dan dengan program SPSS V.17.0 melalui uji
Mann-Whitney yang memiliki tingkat signifikansi hasil data yang diuji p=0,05.

HASIL
Analisis Ekspresi gen Caspase 3
Analisis ekspresi gen ini menggunakan perhitungan delta Ct yang merupakan

selisih gen caspase 3 dengan gen kontrol 18srRNA pada tiap sampelnya,

Tabel 4.1. Delta Cycle Treshold (ACt) gen Caspase 3 pada ketiga kelompok

I. Kontrol — I1. Perlakuan I11. Pembanding
(pelarut CMC) : kelI  (EBA) : kel I1 (tidak diinduksi) : kel 11T
1 10,44 6 11,66 K1 14,38

2 10,51 7 10,67 K2 14,34

3 10,41 8 11,11 K3 17,14

4 10,64 9 11,43 K4 16,49

5 10,55 10 11,06 K5 16,21

Dari hasil penelitian yang disajikan dari tabel 4.1, didapatkan bahwa ekspresi
gen caspase 3 paling tinggi terdapat pada kelompok I yang diikuti kelompok II
kemudian kelompok III dimana proses apoptosis terjadi paling banyak pada yang
dinduksi AOM-DSS lalu mengalami penurunan setelah diberikan ekstrak biji
anggur dan proses apoptosis paling rendah terdapat pada mRNA kolon mencit
yang normal, sehingga dapat diasumsikan bahwa induksi AOM-DSS
dimungkinkan berhasil tetapi hanya pada tahap inflamasi saja dan pengaruh EBA
yaitu menurunkan proses inflamasi tersebut sehingga apoptosis menurun dan pada
mRNA mencit normal memiliki tingkat apoptosis yang rendah dikarenakan proses

homeostasis masih terjaga.



Tabel 4.2. Efek induksi AOM-DSS terhadap ekspresi gen Caspase 3 pada mRNA

kolon mencit

Induksi AOM-DSS Median P*
(min-maks)

Diinduksi 5 10,51 (10,41 — 10,64) 0.009

Tidak Diinduksi 5 16,21 (14,34 — 17,14)

*wji Mann-Whitney

Pada tabel 4.2 didapatkan bahwa ekspresi gen caspase 3 pada kelompok I lebih
tinggi jika dibandingkan kelompok III dan peningkatan ekspresi gen caspase 3 ini
terjadi secara signifikan [Sig(p) < 0,05 (P = 0,009)]. Fakta ini menunjukkan
bahwa induksi AOM-DSS dimungkinkan berhasil tetapi fase yang terjadi baru

sampai tahap inflamasi.

Tabel 4.3. Efektivitas EBA terhadap ekspresi gen Caspase 3 pada mRNA kolon
mencit yang diinduksi AOM-DSS

Pemberian EBA n Me:dlan P
(min-maks)

Tidak diberikan 5 10,51 (10,41 —10,64) 0,009

Diberikan 5 11,11 (10,67 —11,66)

*wji Mann-Whitney

Pada tabel 4.3 didapatkan bahwa ekspresi gen caspase 3 pada kelompok II
lebih rendah jika dibandingkan kelompok I dan penurunan ekspresi gen caspase 3
terjadi secara signifikan [Sig(p) < 0,05 (P = 0,009)]. Fakta ini menunjukkan
ekstrak biji anggur memiliki pengaruh menurunkan proses inflamasi yang
disebabkan induksi AOM-DSS melalui penurunan proses apoptosis yang
dijelaskan lebih lanjut pada pembahasan.

Analisis Ekspresi gen Atg-6
Analisis ekspresi gen atg-6 ini juga menggunakan perhitungan delta Ct yang

merupakan selisih gen atg-6 dengan gen kontrol 18srRNA pada tiap sampelnya.



Tabel 4.4. Delta Cycle Treshold (ACt) gen Atg6 pada ketiga kelompok

I. Kontrol — I1. Perlakuan I11. Pembanding
(pelarut CMC) : kel 1 (EBA) : kel 11 (tidak diinduksi) : kel I1I
1 8,79 6 10,1 K1 13,18

2 8,82 7 9,63 K2 12,81

3 9,67 8 9,49 K3 15,84

4 9,92 9 9,16 K4 15,28

5 8,74 10 9,36 K5 15,17

Dari hasil penelitian yang disajikan dari tabel 4.4, didapatkan bahwa ekspresi
gen atg-6 bernilai hampir sama/tidak terdapat perbedaan pada kelompok I dan
kelompok II yang kemudian diikuti kelompok III yang dapat diasumsikan bahwa
induksi berhasil walaupun pada tahap inflamasi dan ekstrak biji anggur sendiri
tidak berpengaruh pada proses autofagi/kematian autofagi yang akan dijelaskan

lebih lanjut pada pembahasan.

Tabel 4.5. Efek induksi AOM-DSS terhadap ekspresi gen Atg-6 pada mRNA
kolon mencit

Median

Induksi AOM-DSS . P
(min-maks)

Diinduksi 5 8,82 (8,74 —9,92) 0,009

Tidak Diinduksi 5 15,17 (12,81 — 15,84)

*wji Mann-Whitney

Pada tabel 4.5 dicantumkan bahwa ekspresi gen atg-6 pada kelompok I lebih
tinggi jika dibandingkan kelompok III dan peningkatan ekspresi gen atg-6 ini
terjadi secara signifikan [Sig(p) < 0,05 (P = 0,009)]. Fakta ini menunjukkan
bahwa induksi AOM-DSS dimungkinkan berhasil pada tahap inflamasi yang
dijelaskan lebih lanjut pada pembahasan.



Tabel 4.6. Efektivitas EBA terhadap ekspresi gen Atg-6 pada mRNA kolon
mencit yang diinduksi AOM-DSS

Pemberian EBA Me.dlan P
(min-maks)

Tidak diberikan 5 8,82 (8,74 — 9,92) 0,347

Diberikan 5 9,49 (9,16 — 10,1)

*wji Mann-Whitney

Pada tabel 4.6 didapatkan bahwa ekspresi gen atg-6 pada kelompok II lebih
rendah jika dibandingkan kelompok I walaupun penurunan ekspresi gen atg-6 ini
memiliki nilai signifikasi yang kurang bermakna (P=0,347). Fakta ini
menunjukkan bahwa terjadi penurunan autofagi/kematian autofagi yang kurang
bermakna secara statistik pada kelompok yang diberikan EBA jika dibandingkan
yang tidak diberikan EBA yang menandakan bahwa ekstrak biji anggur memiliki
pengaruh yang minimal/mungkin tidak berpengaruh terhadap induksi AOM-DSS
dikarenakan banyak faktor.

Kuantifikasi Ekspresi gen Caspase 3

Selain menggunakan penilaian secara statistik yaitu dengan uji Mann Whitney,
ekspresi gen caspase 3 juga dihitung berdasarkan metode kuantifikasi Livak untuk
menentukan berapa kali lipat nilai suatu ekspresi gen pada jaringan yang diuji jika
dibandingkan dengan kontrol-nya yang menggunakan housekeeping gene
(18srRNA) sehingga metode Livak ini dapat menggambarkan perbedaan antar

kelompok secara deskriptif.

Tabel 4.7. Efek AOM-DSS terhadap ACt Caspase 3 pada mRNA kolon mencit

Median Median
CTcasp3 CT18srRNA Dcasp3
induksi AOM-DSS 19,2 8,76 10,44

tidak diinduksi
AOM-DSS 20,43 4,47 15,96




Berdasarkan tabel 4.7. dilakukan perhitungan metode Livak yang membandingkan
ekspresi gen caspase 3 pada kelompok yang diinduksi AOM-DSS (kelompok 1)
dengan yang tidak diinduksi AOM-DSS (kelompok III)

1. AAct = Act kelompok I - Act kelompok III = (10,44-15,96) = -5,52

27t = 99552 — 45 886X, yang artinya ekspresi gen caspase 3

2. Ekspresi ratio =
pada kelompok I lebih tinggi 45,886x dari kelompok II1

Hasil dari perhitungan secara Livak diatas menguatkan hasil dari uji statistik
bahwa ekspresi gen caspase 3 yang mewakili proses apoptosis lebih tinggi pada
kelompok yang diinduksi AOM-DSS yang dimungkinkan induksi AOM-DSS

berhasil pada tahap inflamasi.

Tabel 4.8. Efektivitas EBA terhadap ACt Caspase 3 pada mRNA kolon mencit
yang diinduksi AOM-DSS

Median
Median CTcasp3 CT18srRNA Dcasp3
tidak diberikan EBA 19,2 8,76 10,44
diberikan EBA 20 8,94 11,06

Berdasarkan data dari tabel 4.8. dilakukan perhitungan metode Livak yang
membandingkan ekspresi gen caspase 3 pada kelompok yang tidak diberikan EBA
(kelompok I) dengan yang diberikan EBA (kelompok II)

1. AAct = Act kelompok I - Act kelompok II = (10,44-11,06) = -0,62

At = 9062 — 1 5368x, yang artinya ekspresi gen caspase 3

2. Ekspresi ratio =
pada kelompok I lebih tinggi 1,5368x dari kelompok II

Hasil dari perhitungan secara Livak diatas menguatkan hasil dari uji statistik
bahwa ekspresi gen caspase 3 yang mewakili proses apoptosis lebih tinggi pada
kelompok yang tidak diberikan ekstrak biji anggur (EBA) yang berarti EBA

berpengaruh pada proses apoptosis yang terjadi pada tahap inflamasi.

Kuantifikasi Ekspresi gen Atg-6
Perhitungan dengan metode kuantifikasi livak juga untuk melihat kenaikan dari

ekspresi gen atg-6 jika dibandingkan kontrol-nya.



Tabel 4.9. Efek AOM-DSS terhadap ACt Atg-6 pada mRNA kolon mencit

Median Median

CTAtg-6 CT18srRNA Datg-6
induksi AOM-DSS 17,9 8,76 9,14
tidak diinduksi
AOM-DSS 19,39 4,47 14,92

Berdasarkan data dari tabel 4.9 dilakukan perhitungan metode Livak yang
membandingkan ekspresi gen atg-6 pada kelompok yang diinduksi AOM-DSS
(kelompok 1) dengan yang tidak diinduksi AOM-DSS (kelompok III).
1. AAct = Act kelompok I - Act kelompok III = (9,14-14,92) = -5,78
2. Ekspresi ratio = 224" = 27578 = 54 948x_ yang artinya ekspresi gen atg-6 pada
kelompok I lebih tinggi 54,948x dari kelompok I1I

Hasil dari perhitungan secara Livak diatas menguatkan hasil dari uji statistik
bahwa ekspresi gen atg-6 yang mewakili proses autofagi/kematian autofagi lebih
tinggi pada kelompok yang diinduksi AOM-DSS yang dimungkinkan induksi
AOM-DSS berhasil pada tahap inflamasi

Tabel 4.10. Efektivitas EBA terhadap ACt Atg-6 pada mRNA kolon mencit yang
diinduksi AOM-DSS

Median Median

CTAtg-6 CT18srRNA Datg-6
tidak diberikan EBA 17,9 8,76 9,14
diberikan EBA 18,3 8,94 9,36

Berdasarkan data dari tabel 4.10. dilakukan perhitungan metode Livak yang
membandingkan ekspresi gen atg-6 pada kelompok yang tidak diberikan EBA
(kelompok I) dengan yang diberikan EBA (kelompok II).

1. AAct = Act kelompok I - Act kelompok II = (9,14-9,36) =-0,22

At = 97022) — 1 1647, yang artinya ekspresi gen atg-6 pada

2. Ekspresi ratio =
kelompok I lebih tinggi 1,1647x dari kelompok II

Hasil dari perhitungan secara Livak diatas menunjukkan bahwa ekspresi gen
atg-6 yang mewakili proses autofagi/kematian autofagi lebih tinggi pada

kelompok yang tidak diberikan ekstrak biji anggur (EBA) walaupun secara



statistik kurang bermakna, dan secara Livak pun peningkatan hanya 1,1x sehingga
dapat dimungkinkan bahwa pengaruh EBA pada proses autofagi/kematian
autofagi pada tahap inflamasi yang disebabkan induksi AOM-DSS hanya terjadi

minimal saja.
PEMBAHASAN

Ekspresi gen caspase 3 dan atg-6 terkait induksi AOM dan DSS

Terdapat beberapa kemungkinan dari peningkatan apoptosis maupun autofagi
pada jaringan yang diinduksi AOM-DSS, yaitu AOM-DSS sendiri menyebabkan
terganggunya homeostasis dari suatu sel dimana pada pemberian AOM akan
terjadi peningkatan NFkB'" yang secara langsung akan meningkatkan modulasi
dari autofagi *°. Sedangkan DSS menginduksi proses inflamasi yang
mengaktifkan sitokin sebagai pro-inflamasi. Proses inflamasi ini akan dihambat
oleh autofagi®', oleh karena itu jika inflamasi meningkat, autofagi juga akan
meningkat untuk menghambat proses inflamasi tersebut. Inflamasi yang terjadi ini
juga dapat mengaktifkan apoptosis untuk meng-apoptosis netrofil (peradangan
akut) maupun limfosit (peradangan kronis)*’, dimana sitokin secara langsung
menimbulkan sinyal kematian melalui mitokondria (apoptosis intrinsik)® yang
pada akhirnya akan mengaktifasi caspase 3 sebagai caspase efektor, kemudian
terdapat sejumlah contoh bahwa antioksidan enzim maupun kimia dapat
menghambat apoptosis **.

Peningkatan autofagi dimungkinkan sebagai pertanda awal adanya suatu
inflamasi maupun respon tubuh terhadap inflamasi tersebut. Sedangkan jika
inflamasi yang terjadi semakin bertambah parah, maka kematian sel tidak dapat
dihindari, terlepas proses kematian tersebut berupa kematian autofagi maupun
apoptosis untuk mengeliminasi sel-sel rusak yang tidak dapat diperbaiki lagi,
tanpa menimbulkan reaksi pada host yang akan membatasi kerusakan jaringan di
sekitarnya®. Selain menyebabkan inflamasi dan kerusakan jaringan, homeostasis
yang terganggu oleh pemberian AOM-DSS ini secara langsung menghasilkan

ROS, dimana ROS juga dihasilkan oleh netrofil dan makrofag® dikarenakan



pemberian DSS* ?° sehingga kumpulan ROS tersebut menyebabkan apoptosis
intrinsik maupun ekstrinsik meningkat yang pada akhirnya juga akan
mengaktifkan caspase efektor yaitu caspase 3. Terdapat beberapa literatur yang
mengatakan bahwa pemberian DSS pada onset kolitis akan mengurangi aktivitas

proliferasi dan meningkatkan apoptosis dari sel-sel kripta kolon.*’

Ekspresi gen caspase 3 dan atg-6 terkait pemberian EBA

Terdapatnya penurunan apoptosis dan autofagi pada kelompok yang diberikan
EBA jika dibandingkan kelompok yang tidak diberikan (perlakuan). Hal ini
dimungkinkan adanya inflamasi yang lebih ringan setelah diberikan EBA
(Erlangga, 2013) (unpublished) sehingga sel mengalami perbaikan dan tidak perlu
di-apoptosis maupun di-autofagi. Hal ini dikarenakan stadium awal / keadaan
ringan suatu cedera sel akan bersifat reversibel jika stimulus kerusakan
dihilangkan®, dalam hal ini stimulus yang diakibatkan induksi AOM-DSS. Dan
pada penelitian ini dimungkinkan injury yang dihasilkan masih bersifat reversibel
setelah diberikan EBA sehingga sel mengalami perbaikan/regenerasi. Proses
regenerasi akan menghasilkan perbaikan yang lengkap dari jaringan yang telah
rusak atau hilang®.

Pada inflamasi, biji anggur akan memfasilitasi perbaikan pada kolon setelah
induksi dari kolitis yang berulang, yang dicantumkan oleh pengurangan rasio
berat/panjang dari kolon dan dari nilai kerusakan makroskopis dan mikroskopis **
dan EBA sendiri terbukti dapat mengurangi stres oksidatif yang dihasilkan ROS *
maupun peradangan dari induksi AOM-DSS. Antioksidan yang terdapat pada biji
anggur akan menangkap radikal bebas (ROS) yang pada penelitian lain dibuktikan
bahwa biji anggur dapat mengurangi proses apoptosis pada mukosa tikus dengan
meningkatkan rasio glutathione disulfide (GSSG) pada mitokondria maupun
sitosol. Selain itu, biji anggur juga dapat menghambat ekspresi dari epidermal
growth factor receptor (EGFR) pada head and neck squamous cell carcinoma
(HNSCC) dan menargetkan faktor transkripsi dari NF-kB sehingga progresivitas
dari kanker kolon tidak terbentuk®®. Biji anggur disini dimungkinkan bersifat

sebagai antioksidan walaupun hanya digunakan satu dosis saja. Hal ini



dikarenakan ROS maupun pro-inflamasi yang terbentuk karena induksi AOM-
DSS diminimalkan sehingga proses apoptosis dan autofagi pun tidak harus
meningkat sebagai upaya respon imun tubuh terhadap adanya gangguan
homeostasis, selain itu dosis yang lebih tinggi dari suatu zat polifenol dapat
bersifat pro-oksidan yang akan meningkatkan proses apoptosis maupun kematian
autofagi jika terjadi proses keganasan karena dosis pro-oksidan ini lebih memiliki
ke-spesifikan®'.

Penurunan ekspresi gen caspase 3 pada kelompok yang diberikan EBA sekilas
terlihat lebih kuat jika dibandingkan penurunan ekspresi gen atg-6 pada kelompok
yang diberikan EBA dikarenakan penurunan caspase 3 bersifat signifikan,
sedangkan penurunan atg-6 tidak signifikan walaupun dengan metode livak terjadi
kenaikan ekspresi gen atg-6 sebanyak 1,16x pada kelompok yang tidak diberikan
EBA. Hal ini masih belum bisa disimpulkan secara pasti karena ada banyak
kemungkinan yang dapat terjadi seperti apakah karena mekanisme dari EBA
sendiri sebagai antioksidan terlebih dahulu mengurangi proses apoptosis
dibandingkan autofagi atau karena hanya terjadi kekurangan nutrisi yang minimal
saja setelah diberikan EBA sehingga tidak perlu dilakukan proses kematian sel
seperti apoptosis maupun kematian autofagi melainkan hanya terjadi autofagi
yang minimal saja schingga caspase 3 lebih menurun dibandingkan atg-6.
Beberapa kemungkinan ini masih perlu penelitian lebih lanjut mengenai
mekanisme serta pengaruh apoptosis maupun autofagi pada saat terjadinya proses
inflamasi-displasia awal (Erlangga, 2013) (unpublished) yang dipengaruhi oleh
dose-dependence dari EBA.
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