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Abstrak

Pada liver injury akibat berbagai sebab, terjadi apoptosis sel yang sangat banyak yang dapat memengaruhi fungsi
metabolik hati. Isoflavon kedelai (Glycine max L.) telah diketahui dapat mencegah apoptosis sel pada folikel
ovarium dan osteoblas. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh kedelai pada pencegahan apoptosis
sel pada jaringan hati mencit yang diinduksi CCl4. Penelitian dilakukan menggunakan 30 ekor mencit jantan galur
DDY berumur 8-10 minggu yang dibagi dalam 6 kelompok perlakuan. Kelompok 1 merupakan kontrol positif yang
hanya diberi makanan pelet standar selama 3 minggu kemudian diberi 0,2 mL larutan CCl4 per oral selama 4 hari.
Kelompok 2 merupakan kontrol negatif yang hanya diberi makanan pelet standar dan tidak diberi CCl4, sedangkan
kelompok 3—6 merupakan kelompok uji yang selain diberi makanan pelet standar juga diberi kedelai dengan kadar
berturut-turut 145,6 mg/hari, 218,4 mg/hari, 291,2 mg/hari, dan 364 mg/hari selama 3 minggu kemudian diberi
0,2 mL larutan CCl4 per oral selama 4 hari. Seluruh kelompok kemudian dikorbankan dan diambil organ hatinya
untuk dilakukan pemeriksaan histokimia terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP Nick end labeling
(TUNEL). Parameter yang diukur adalah jumlah apoptosis sel pada sayatan jaringan hati mencit menggunakan
mikroskop cahaya. Data disajikan dan dianalisis secara statistik menggunakan uji analysis of variance (ANOVA)
untuk menganalisis perbedaan antarkelompok. Hasil penelitian memperlihatkan bahwa hasil pemeriksaan
imunohistokimia TUNEL tampak jumlah sel yang mengalami apoptosis pada kelompok yang diberi kedelai lebih
sedikit dibandingkan dengan kelompok yang tidak diberi kedelai. Analisis uji ANOVA antara kelompok tersebut
menunjukkan perbedaaan yang signifikan (p<0,05). Simpulan, pemberian kedelai dapat mencegah apoptosis sel
pada jaringan hati mencit yang diinduksi CCly.
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Soy (Glycine max L.) Prevent Apoptotic Cells in Liver Tissue Injury

Abstract

In the state of liver injury by any cause there are numerous apoptotic cells influencing metabolic function of the
liver. Soy isoflavone (Glycine max L.) known to have effect that inhibit apoptotic cells in follicle and osteoblast.
The aim of this study was to evaluate whether soy has anti apoptotic effect of CCl4 induced liver injury in mice.
This study used 30 male DDY mice 8—10 weeks old, divided into 6 groups. Group I acted as positive control,
received standard pellet for 3 weeks and induced by 0.2 mLCClg4 per oral. Group II, the negative control, received
only standard pellet. Group 3-6 received standard pellet and treated by soybean extract 145.6 mg, 218.4 mg, 291.2
mg and 364 mg per day respectively administrated orally for 3 weeks and then induced by 0.2 mL CCl4 per oral.
After 4 days of CCl4 induced, the effect of soybean extract was evaluated using histo-chemistry evaluation terminal
deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end labeling (TUNEL). The identification and quantification
of the apoptotic cells in mice liver tissue were done using light microscopy and showed that the TUNEL immune-
histochemical examination. The results showed that the number of cells undergoing apoptosis in the group treated
by soybean extract were less than the group that was not treated. The results enhanced by analysis of variance
(ANOVA) between the groups showed a significant difference with p<0.05. In conclusion, soy administrated orally
could prevent apoptotic cells in liver tissue.

Key words: Apoptotic, CClg, isoflavone, liver injury, soybean, TUNEL

Korespondensi: maya_tejasari@yahoo.co.id



16 Peran Kedelai (Glycine max L.) dalam Pencegahan Apoptosis pada Cedera Jaringan Hati

Pendahuluan

Pada penyakit hati baik akut maupun kronik,
terjadi proses apoptosis dalam jumlah sangat
banyak, misalnya seperti pada hepatitis viral atau
autoimun, penyakit kolestatik, gangguan hati
akibat alkohol/keracunan obat serta kerusakan
hati akibat transplantasi, termasuk pula akibat
ischemic reperfusion injury dan graft rejection.
Hampir semua gangguan pada organ hati dapat
menyebabkan destruksi hepatosit. Gagal hati
terjadi bila terdapat penurunan fungsi hepatosit
yang tinggi sehingga organ hati tidak mampu lagi
untuk memenuhi fungsi metabolik dan sintesis.
3 Induksi liver injury dengan pemberian CCl,
menghasilkan perubahan yang serupa dengan
perubahan yang terjadi pada jaringan hati itu
akibat berbagai kelainan hati.+”

Penelitian yang telah dilakukan terdahulu,
disimpulkan bahwa pada acute liver injury
akibat pemberian CCl, pada tikus, ditemukan
banyak hepatosit yang mengalami apoptosis.
Apoptosis pada hepatosit dapat diidentifikasi
dan dihitung dengan menggunakan mikroskop
cahaya/elektron, in situ immunohistochemical
labeling of nuclear DNA fragmentation, flow
cytometry, dan DNA gel electrophoresis.+"

Kedelai dan produknya sangat kaya akan
fitoestrogen yakni isoflavon genistein, daidzein,
dan glisitein. Laporan dari hasil-hasil penelitian
National Soybean Research Laboratory dalam
The Soy/Swine Nutrition Research Programme
sepanjang tahun 1998-1999 di University of
Illinois, diperoleh simpulan bahwa daidzein dan
genistein yang termasuk jenis fitoestrogen yang
terkandung dalam kedelai, mampu menurunkan
apoptosis, dengan kemampuan daidzein sepuluh
kali lebih besar daripada genistein. Keduanya
potensial meningkatkan follicle survival yang
mengarah pada peningkatan ukuran folikel.'>4

Penelitian yang dilakukan oleh Suh dkk.*
pada tahun 2003 juga menyimpulkan bahwa
isoflavon kedelai terbukti mampu menghambat
apoptosis pada sel osteoblas, namun belum
didapatkan informasi tentang pengaruh kedelai
pada apoptosis sel hati pada cedera hati (liver
injury), yang dapat dijadikan sebagai indikator
hepatocytes survival.

Pada penelitian ini dilakukan pemberian
ekstrak kedelai terhadap hewan coba untuk
mengetahui pengaruhnya terhadap kerusakan
jaringan hati yang disebabkan oleh pemberian
CCl,. Parameter yang akan diukur yaitu jumlah

sel apoptosis untuk menilai pengaruh pemberian
kedelai tersebut terhadap pencegahan apoptosis
pada jaringan hati. Diperkirakan bahwa pada
kelompok perlakuan yang diberi kedelai, jumlah
apoptosis sel lebih sedikit dibandingkan dengan
kelompok yang tidak diberi kedelai

Metode

Subjek penelitian adalah mencit jantan galur
DDY berumur 8-10 minggu. Mencit diadaptasi
sebelumnya di lingkungan laboratorium selama
7 (tujuh) hari, kemudian mencit dibagi menjadi
6 (enam) kelompok perlakuan. Pada kelompok
1 tidak diberi kedelai, hanya diberi makan pelet
4 g/hari per oral dan minuman air serta diberi
CC]4 0,2 mL, kelompok 2 tidak diberi kedelai,
hanya diberi makan pelet 4 gram/hari per oral
dan minuman air serta tidak diberi CClq 0,2
mlL, sedangkan kelompok 3 sampai kelompok
6 berturut-turut diberi kedelai 145,6 mg/hari,
218,4 mg/hari, 291,2 mg/hari, dan 364 mg/hari
secara per oral, selain diberi makan pelet 4 g/
hari dan minuman air serta diberi CC]4 0,2 mL.

Setelah pemberian kedelai selama 3 minggu,
mencit diberikan 0,2 mL larutan CCl secara per
oral selama 4 (empat) hari. Mencit kemudian
dikorbankan dan diambil organ hatinya. Dari
organ hati tersebut kemudian dibuat preparat
jaringan hati, setelah itu dilakukan pemeriksaan
imunohistokimia transferase-mediated dUTP
nick end labeling (TUNEL) pada preparat
jaringan hati tersebut menggunakan mikroskop
cahaya untuk menghitung jumlah apoptosis sel.
Pengolahan kacang kedelai dilaksanakan di
laboratorium, direbus terlebih dahulu selama 15
menit kemudian dikeringkan di dalam pemanas
40 °C selama 2 (dua) hari untuk mengurangi
kadar airnya tanpa merusak komposisi zat-zat
gizi yang terkandung di dalamnya; selanjutnya
kacangkedelai tadi yangtelah kering dihaluskan
sehingga berbentuk seperti tepung. Tepung
kacang kedelai tersebut kemudian dilarutkan
dalam air dengan perbandingan volume air dan
tepung kedelai disesuaikan dengan kelompok
perlakuan.

Kadar minimal kedelai yang efektif sebagai
makanan tambahan pada manusia adalah 0,8 g/
kgBB/hr, jadi kebutuhan orang dewasa dengan
berat badan 70 kg adalah 0,8 x 70 = 56 g/hr yang
sebanding dengan 0,05% kebutuhan total kalori.
Pada mencit dikonversi sesuai tabel konversi
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dari Paget & Barnes menjadi 0,0026x56=
0,1456 g/hr atau 145,6 mg/hr. Kadar minimal
efektif ini dijadikan kadar I. Kadar IT adalah 1,5
x145,6 mg=218,4 mg/hr. Kadar III adalah 2x
145,6 mg=291,2 mg/hr. Kadar IV adalah 2,5x
145,6 mg=364 mg/hr.

Dosis carbon tetrachloride (CCI%J yang dipakai
oleh Oka dan Nyoman'® untuk terjadi perubahan
di tingkat jaringan adalah 0,2 mL (setara dengan
16,47 mg larutan CCl, ) yang diberikan secara per
oral.

Metode untuk mendeteksi sel yang mengalami
apoptosis dapat dilaksanakan berdasarkan pada
karakteristik apoptosis, yaitu yang salah satunya
terjadi fragmentasi DNA. Metode yang umum
digunakan untuk dapat mendeteksi fragmentasi
DNA secara enzimatis dengan menggunakan
metode terminal deoxynucleotidyl transferase-
mediated dUTP nick end labeling (TUNEL).
Reagen TUNEL terdiri atas enzim terminal
transferase yang dapat mengenali ujung-ujung
3’'0OH yang dihasilkan oleh fragmentasi DNA
dan fluoresein-dUTP untuk memvisualisasikan
ujung 3’OH tersebut yang diamati menggunakan
mikroskop fluoresensi, flow cytometry, ataupun
mikroskop cahaya.

Pada penelitian ini pengamatan dilakukan
mempergunakan mikroskop cahaya, sedangkan
untuk visualisasi perbandingan sel-sel apoptosis
dengan sel nonapoptosis dalam satu lapangan
pandang pengamatan, digunakan metode double
staining memakai reagen TUNEL dan Giemsa.
Dengan metode TUNEL hanya mendeteksi
sel apoptosis yang memberikan warna coklat,
sedangkan Giemsa mendeteksi sel nonapoptosis
dan memberikan warna biru keunguan.

Prosedurnya sebagai berikut:polylisine slide
berisi sayatan jaringan ditempatkan dalam oven
56—60 °C selama 15 menit, lalu deparafinasi
preparat dengan xylene sebanyak 3 kali masing-
masing 3 menit. Rehidrasi preparat dengan
menggunakan etanol 100%, etanol 95%, dan
etanol 70%. Rehidrasi preparat dengan akuades
steril, inaktivasi POD endogen dengan H,0, : air
(1:9) selama 5-10 menit. Cuci preparat dengan
PBS lalu ditambahkan protease lalu inkubasi
(30 menit 37 °C) dan tutup dengan kertas timah.
Cuci preparat dengan PBS. Lakukan sayatan (2
menit dalam es). Tetesi preparat dengan 50 uL
TUNEL labeling mix (terdiri atas 5 pL enzim
terminal deoxynucleotydil transferase dan 45
pL. fluoresein-dUTP) dan inkubasi (60 menit
37 °C ). Cuci preparat dengan PBS. Tambahkan
anti-fluoresein-POD dan inkubasi (30 menit,

37 °C ). Cuci preparat dengan PBS. Tambahkan
substrat DAB dan inkubasi (5-20 menit, RT).
Cuci dengan PBS lalu cuci dengan air. Berikan
counter stain. Cuci dengan air lalu dikeringkan.
Sesudah itu celupkan ke dalam alkohol absolut
untuk menjernihkan, kemudian dikeringkan.
Tutup preparat tersebut dengan entelan dan
silicone cover sli. Amati dan hitung sel apoptosis
(yang berwarna coklat) menggunakan miroskop
cahaya. Untuk analisis data dilakukan dengan
menggunakan uji parametrik yaitu analysis of
varians (ANOVA).

Hasil

Pemeriksaan imunohistokimia TUNEL:

Hasil pengamatan histopatologis kelompok
3—6 yang diberi kedelai dengan 4 variasi kadar
pemberian yaitu 145,6 mg/hari, 218,4 mg/hari,
291,2 mg/hari, dan 364 mg/hari dan diinduksi
dengan pemberian  CCl4, memperlihatkan
gambaran mikroskopik yang hampir sama
dengan kelompok 2 yang merupakan jaringan
hati mencit normal tanpa perlakuan (Gambar
1). Secara umum pada kelompok 3-6 ini,
pengamatan preparat dengan perbesaran 4ox
tidak terlihat titik-titik coklat tanda apoptosis
pada pewarnaan imunohistokimia (Gambar 2).
Pada pembesaran 400x baru terlihat apoptosis
dengan jumlah sangat sedikit (Gambar 3).

Hasil pemeriksaan imunohistokimia TUNEL
kelompok 3-6, tampak sama dengan kelompok
2 yang tidak memperlihatkan area coklat tanda
apoptosis (Gambar 2).

Hasil uji statistik menggunakan ANOVA pada
derajat kepercayaan 95% menunjukkan bahwa
Jjumlah apoptosis sel pada kelompok yang diberi
kedelai lebih sedikit dibandingkan dengan yang
tidak diberi kedelai, pada jaringan hati mencit
vang diinduksi CCl, dengan nilai p<o0,001
(nilai p<0,05). Hasil ini membuktikan bahwa
pemberian kedelai mampu mencegah apoptosis
sel pada jaringan hati mencit yang diinduksi
CcCl,.

Pada penelitian ini baik dari hasil pengamatan
histopatologis maupun analisis statistik dapat
terbukti bahwa pemberian kedelai pada kadar
pemberian tertentu, dapat mencegah apoptosis
sel hati pada jaringan hati mencit yang diinduksi
CCl4. Hal ini dapat diartikan bahwa pemberian
kedelai dapat memberikan proteksi terhadap
organ hati dengan kemampuannya mencegah
apoptosis sel pada keadaan liver injury. Hal ini
sesuai dengan hasil-hasil penelitian sebelumnya
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Gambar 1 Hasil Pemeriksaan Imunohistokimia TUNEL Kelompok 2 (Kontrol Negatif Apoptosis).
Tidak Terlihat Area Coklat Tanda Apoptosis

yang menyatakan bahwa kandungan isoflavon sehingga terjadi penghambatan inisiasi proses
dalam kedelai dapat mengurangi kadar stres apoptosis melalui jalur ekstrinsik.3"7 Selain itu,
oksidatif, juga meningkatkan produksi nitrit sesuai dengan hasil penelitian sebelumnya yang
oxide (NO) sebagai antiapoptosis dengan cara menyatakan bahwa kandungan fitoestrogen
meningkatkan ekspresi nitrit oxide synthase pada kedelai dapat pula menstimulasi produksi
(NOS) dan juga menginhibisi produksi TNF-a, antiapoptosis dari golongan protein Bcl-2,

Gambar 2 Hasil Pemeriksaan Imunohistokimia TUNEL Kelompok 3—6, Tampak Sama dengan
Kelompok 2 yang Tidak Memperlihatkan Area Coklat Tanda Apoptosis
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Gambar 3 Jaringan Hati dengan Pemeriksaan Imunohistokimia TUNEL Kelompok Perlakuan
dengan Perbesaran 400x, Tampak Hanya Ada Satu Sel yang Mengalami Apoptosis

sehingga dapat pula terjadi penghambatan
inisiasi proses apoptosis melalui jalur intrinsik
(jalur mitokondria).”  Kemampuan kedelai
untuk menghambat inisiasi proses apoptosis dari
kedua jalur baik ekstrinsik maupun instrinsik
pada hepatosit inilah yang akhirnya dapat
berperan dalam meningkatkan hepatocytes
survival pada kondisi liver injury.

Pembahasan
Hasil ini jauh berbeda dengan pengamatan

histopatologis kelompok 1 yang diinduksi CCl4
tanpa pemberian kedelai, pada perbesaran

40x telah terlihat pada preparat dengan
pewarnaan imunohistokimia TUNEL tampak
banyak terdapat titik-titik coklat di daerah
perisentralis yang menandakan banyaknya sel
yang mengalami apoptosis (Gambar 4).

Dari gambaran histopatologis yang sama
antara kelompok perlakuan (kelompok 3-6)
dan kelompok 2 yang merupakan kontrol
negatif apoptosis (jaringan hati normal tanpa
perlakuan) serta perbedaan nyata dengan
gambaran histopatologis kelompok 1 yang
merupakan kontrol positif apoptosis, maka
dapat diartikan bahwa pemberian kedelai dapat
mencegah apoptosis sel pada jaringan hati

Gambar 4 Hasil Pemeriksaan Imunohistokimia TUNEL Kelompok 1 yang Merupakan Kontrol
Positif Apoptosis, Tampak Area Kecoklatan Tanda Banyaknya Sel yang Mengalami

Apoptosis
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mencit yang diinduksi dengan pemberian CClg.
Simpulan

Dari penelitian ini dapat disimpulkan bahwa
pada kelompok yang diberi ekstrak kedelai,
jumlah apoptosis sel lebih sedikit dibandingkan
dengan kelompok yang tidak diberi kedelai,
pada jaringan hati mencit yang diinduksi CCl,.
Hasil ini membuktikan bahwa pemberian
kedelai pada rentang kadar pemberian seperti
tersebut di atas, mampu mencegah apoptosis sel
pada jaringan hati mencit yang diinduksi CCl,.
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