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ABSTRACT

Antioksidatif estrogen dalam menghambat advanced oxidation
protein product akibat reaksi glikosilasi

Role of antioxidative estrogen as inhibitor of advanced oxidation
protein product generated by glycocylation reaction
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2Department of Medical Chemistry-Center for Free Radical and Natural Product Studies, Lambung
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Ethinyl estradiol is an estrogen derivative used as contraceptive or hormone replacement therapy to
maintain woman’s sexual function. The aim of this study was to examine ethinyl estradiol
antioxidative activity and its potency to inhibit protein oxidation by glycocylation reaction. This
study was an in vitro assay and its antioxidative activity by H»O, scavenging, e¢OH scavenging,
metal chelating were measured. Activity as inhibitor of Advanced Oxidation Protein Products
(AOPP) was carried out by using glycocylation reaction. Three groups (n=6), i.e PO control (3 ml
of serum), P1 (3 ml of serum + glucose 500 mM), and P2 (3 ml of serum + glucose 500 mM +
ethinyl estradiol 0,15¢1/100mL) were used in this study. The result of this study showed that H>O,
scavenging, ¢OH scavenging, metal chelating were 48,889%, 15,139%, 11,538 % respectively. For
AOPP inhibition, PO and P1 was different significantly (p<0,05), PO and P2 was not different
significantly (p>0,05), and P1 and P2 was different significantly (p<0,05). It was suggested that
antioxidative mechanism from ethinyl estradiol could inhibit AOPP formation generated by

glycocylation reaction.

Estrogen merupakan hormon yang dihasil-
kan oleh ovarium dan berguna untuk pembentukan
ciri-ciri perkembangan seksual pada wanita,
misalnya pembentukan payudara, lekuk tubuh, dan
rambut kemaluan. Selain itu, estrogen juga berguna
pada siklus menstruasi dengan membentuk ketebal-
an endometrium, menjaga kualitas dan kuantitas
cairan serviks dan vagina sehingga sesuai untuk
penetrasi sperma (Santanam dkk, 1998).

Estrogen adalah senyawa steroid C-18 yang
dicirikan dengan adanya cincin aromatik, gugus
hidroksil fenolik pada C-3, dan gugus hidroksil
(estradiol) atau keton (estron) pada C-17 (Wilbraham
& Matta, 1992). Penelitian yang berkaitan dengan
fungsi estrogen telah banyak dilakukan. Hasil pene-
litian Wen dkk (2000), mengungkapkan bahwa
estradiol mempunyai efek terhadap gen yang ber-
tanggung jawab dalam antiaterogenik, metabolisme
lipid dan lipoprotein. Selain itu, estrogen juga
berperan dalam menghambat penuaan sel kulit dan
munculnya Alzheimer pada wanita menopause (Hall
& Phillips, 2005).

Dalam perkembangannya, estrogen di-
manfaatkan oleh wanita menopause untuk terapi

sulih hormon. Hasil penelitian Ozden dkk (2001)
menyimpulkan bahwa terapi sulih hormon yang
menggunakan estrogen terbukti dapat melindungi
sel dari kerusakan oksidatif. Pada penelitian tersebut
juga diungkapkan bahwa estrogen dapat mencegah
komplikasi aterosklerosis (Ozden dkk, 2001).

Selain untuk terapi sulih hormon, estrogen
juga digunakan sebagai kontrasepsi. Estrogen dalam
bentuk tunggal maupun kombinasi, terbukti efektif
sebagai kontrasepsi hormonal. Penelitian sebelum-
nya mengungkapkan bahwa aktivitas radikal bebas,
kadar hemoglobin, dan LDL total wanita akseptor
pemakai levonogestrel dan etinil estradiol sebagai
kontrasepsi oral tidak menunjukkan perbedaan yang
bermakna dengan wanita nonakseptor (Adenan,
2005).
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Berdasarkan beberapa hasil penelitian
sebelumnya, belum pernah diteliti peran estrogen
sebagai penghambat advanced oxidation protein product
(AOPP). Oleh karena itu, perlu diteliti pengaruh
etinil estradiol sebagai penghambat AOPP akibat
reaksi glikosilasi. Hal ini dilakukan mengingat
penggunaan estrogen yang semakin luas, terutama
sebagai alat kontrasepsi dan terapi sulih hormon.
Selain itu dengan penelitian juga dapat dijelaskan
landasan terapi kuratif dan preventif berbagai
penyakit degeneratif akibat menopause sehingga
kesehatan reproduksi wanita dapat lebih meningkat.

BAHAN DAN CARA KERJA

Bahan

Pada penelitian ini digunakan darah yang
diperoleh dari sukarelawan pria sehat (enam orang),
usia dewasa muda, dan tidak didapatkan kelainan
pada pemeriksaan fisik. Sebanyak 10 ml darah
diambil dari vena mediana kubiti tanpa puasa
sebelumnya, lalu dimasukkan ke dalam tabung yang
berisi antikoagulan (EDTA).

Rancangan penelitian

Metode penelitian yang digunakan adalah
studi eksperimen dengan rancangan post test only
control group design. Penelitian ini menggunakan 2
tahap  penelitian, yakni tahap pemeriksaan
antioksidan etinil estradiol dan tahap pengujian etinil
estradiol sebagai penghambat AOPP. Pemeriksaan
antioksidan meliputi penangkapan radikal hidroksil,
chelating logam, dan scavenger peroksida. Tahap
pengujian penghambatan AOPP oleh etinil estradiol
dilakukan pada tiga kelompok, yakni PO adalah
kelompok kontrol, yang terdiri atas 3 ml serum saja;
P1 ialah kelompok yang terdiri atas 3 ml serum dan 3
ml glukosa 500 mM, dan P2, yakni kelompok
campuran 3 ml serum, 3 ml glukosa 500 mM, dan
etinil estradiol 0,15 gr/100 mL. Masing-masing
kelompok diinkubasi selama 3 jam, sebelum di-
periksa. Penelitian dilaksanakan di laboratorium
Kimia/Biokimia Fakultas Kedokteran Universitas
Lambung Mangkurat pada bulan Maret-Mei 2006.
Pengukuran penangkapan radikal hidroksil
(Metoda DNPH yang dimodifikasi)

Prinsip kerja pengukuran aktivitas penang-
kapan radikal hidroksil, yakni radikal hidroksil yang
dihasilkan dari reaksi antara H,O, dan Fe(IlI)-EDTA
direaksikan dengan penambahan asam askorbat pH
7,4. Penambahan asam askorbat ini dimaksudkan

untuk mempercepat laju pembentukan radikal
hidroksil dengan cara mereduksi besi dan memper-
tahankan penyediaan Fe(III).
Reaksi:
Fe(Ill)-EDTA + askorbat — Fe(Ill)-EDTA +
askorbate
Fe(Il)-EDTA + HxO, — Fe(Illl)-EDTA + OHe +
OH-
*OH + protein — fragmen — senyawa karbonil
24-DNPH + senyawa karbonil — senyawa
berwarna
Senyawa karbonil yang dihasilkan diukur dengan
metoda DNPH yang dimodifikasi (Uchida dkk, 1998;
Sadikin & Adiyanto, 2001). Warna yang dihasilkan
diukur serapannya pada panjang gelombang 390 nm.
Aktivitas penangkapan radikal hidroksil dinyatakan
dengan persen dan dihitung dengan menggunakan
rumus berikut:

Ao - Al
% penangkapan = ------------ x 100%
Ao
Pengukuran aktivitas Chelating logam (dinis

method) (Gulcin dkk, 2004).

Aktivitas chelating logam diukur dengan cara
dibuat dua jenis larutan terlebih dahulu, yakni
larutan kontrol dan uji. Larutan kontrol (A0) terdiri
atas campuran 0,05 ml FeCl, 2 mM dan ditambahkan
0,2 ml o-fenantrolin sampai homogen. Campuran ini
dibiarkan selama 10 menit, kemudian diukur
absorbansinya dengan spektrofotometer pada A=562
nm. Sementara itu, larutan uji (Al) dibuat dengan
menambahkan sejumlah larutan yang akan diuji,
pada campuran 0,05 ml FeCl, 2 mM dan 0,2 ml o-
fenantrolin. Larutan dicampur sampai homogen,
kemudian dibiarkan selama 10 menit. Absorbansinya
diukur dengan spektrofotometer pada A=562 nm.
Perhitungan:

(A0 - A1)
% Penghambatan = --------------- x 100%
A0

Pengukuran Scavenging Hidrogen peroksida (Ruch

method) (Gulcin dkk, 2004).

Aktivitas penangkapan hidrogen peroksida
diukur dengan cara dibuat dua jenis larutan terlebih
dahulu, yakni larutan kontrol dan wuji. Larutan
kontrol (A0) terdiri atas 0,6 ml HxO, 40 mM dalam
buffer fosfat pH 7,4. Setelah 10 menit, absorbansi
diukur dengan spektrofotometer pada A=230 nm.
Sementara itu, larutan uji (Al) dibuat dengan cara
menambahkan sejumlah larutan yang akan diuji,



pada 0,6 ml H O, 40 mM dalam buffer fosfat pH 7,4.
Setelah 10 menit, absorbansi diukur dengan menggu-
nakan spektrofotometer pada A=230 nm dengan
buffer fosfat pH 7,4. Perhitungan:
(A0 - A1)
% Scavenging HoOp = ----m-mmnmmmmm- x 100%
A0

Pengukuran Advanced Oxidation Protein Products
(AOPP) yang dimodifikasi

Pengukuran AOPP yang dimodifikasi
(Cakatay dkk, 2003) dilakukan dengan cara mencam-
purkan 3 ml serum dengan 800 pL PBS dan 100 pL KI
1,16M. Setelah 2 menit, ditambahkan 200 uL, ke-
mudian absorbansi diukur dengan spektrofotometer
pada A=340 nm.

Analisis data

Data pengujian antiglikosilasi yang diperoleh
diuji dengan wuji ANAVA pada o=5%. Apabila
terdapat perbedaan dilanjutkan dengan uji Tuckey
HSD. Data dianalisis dengan bantuan program SPSS
versi 11.

HASIL

Pengukuran aktivitas antioksidatif etinil
estradiol dikerjakan dengan pengulangan masing-
masing sebanyak enam kali. Berdasarkan hasil
pengukuran, diperoleh kemampuan antioksidatif
etinil estradiol seperti disajikan pada Gambar 1.

40 70

Rerata antioksidatif (%)

Gambear 1. Rerata aktivitas antioksidatif etinil estradiol (Ket: S-OH=scavenging radikal hidroksil,
S-H>O»=scavenging hidrogen peroksida, MC=metal chelating)

Rerata aktivitas antioksidatif etinil estradiol
sebagai scavenger radikal hidroksil, scavenger
hidrogen peroksida dan chelating logam berturut-
turut sebesar 15,139%, 48,889%, dan 11,538%.

penghambatan pembentukan AOPP tersaji pada
Gambar 2. Berdasarkan uji ANAVA, kelompok PO
berbeda bermakna dengan P1 (p<0,05), sedangkan PO
tidak berbeda dengan P2 (p>0,05). Sementara itu, P1

Selanjutnya, kemampuan etinil estradiol dalam berbeda bermakna dengan P2 (p<0,05).
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Gambar 2. Rerata absorbansi AOPP pada berbagai kelompok perlakuan
(Ket: PO = 3 ml serum; P1 = 3 ml serum + 3 ml glukosa 500mM, dan P2 = 3 ml
serum + 3 ml glukosa 500 mM + etinil estradiol 0,15 gr/100 mL)



PEMBAHASAN

Advanced Oxidation Protein Products (AOPP)
merupakan sekelompok senyawa yang mengandung
ditirosin, yang terbentuk akibat cross linking pada
protein (Alderman dkk, 2002). Pembentukan molekul
ditirosin dan cross linking pada protein tersebut
terkait dengan pembentukan Advanced Glycation End
Products (AGEs) (Witko-Sarsat dkk, 1999; Kaneda
dkk, 2002), yakni produk akhir reaksi glikosilasi non
enzimatik (Baynes & Thorpe, 1999).

Pada tahap awal, glukosa (atau gula pe-
reduksi yang lain, misalnya fruktosa, pentosa,
galaktosa, manosa, askorbat, xilulosa) bereaksi
dengan gugus amina (-NH:) bebas dari protein, asam
nukleat atau lipid membentuk senyawa aldimin
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tidak stabil, yang merupakan basa Schiff. Selanjutnya,
basa Schiff akan menata ulang membentuk senyawa
ketoamin stabil, yaitu suatu produk Amadori. Pada
tahap intermediate, produk Amadori akan mengalami
degradasi melalui reaksi oksidasi dan dehidrasi,
sehingga menyebabkan modifikasi protein (Lapolla
dkk, 2005).

Selanjutnya, modifikasi protein akan dapat
meningkatkan kerusakan biomolekul, terlebih
dengan adanya senyawa oksigen reaktif (SOR).
Dengan demikian, agar kerusakan biomolekul tidak
berkelanjutan, diperlukan senyawa antioksidan
untuk menghambatnya. Pada penelitian ini, kemam-
puan antioksidatif etinil estradiol telah terbukti
menghambat pembentukan AOPP.
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Gambar 3. Mekanisme pembentukan modifikasi protein yang melibatkan jalur oksidatif

reaksi glikosilasi (Voziyan dkk, 2003)

Merujuk pada Gambar 3, mekanisme etinil
estradiol dalam menghambat pembentukan AOPP
akibat reaksi glikosilasi diduga disebabkan oleh
beberapa mekanisme, yang bekerja secara sinergis.
Mekanisme tersebut antara lain:

1. Etinil estradiol mempunyai kemampuan meng-
ikat logam M yang mengkatalisis pembentukan
modifikasi protein. Meskipun kemampuannya
hanya 11,538%, akan tetapi mampu menurunkan
pembentukan AOPP.

2. Selain dapat mengikat logam, etinil estradiol juga
dapat mengikat H>O, dengan aktivitas 48,889%.
Kemampuannya ini menyebabkan oksidasi 2,3-
enediol menjadi protein termodifikasi menjadi
terhambat, sehingga AOPP juga lebih rendah.

3. Etinil estradiol juga memiliki kemampuan me-
nangkap radikal bebas hidroksil 15,139%. Pada
penelitian ini diungkap bahwa etinil estradiol
mempunyai aktivitas scavenger dan chelating.
Aktivitas ini didukung oleh penelitian Ruiz-
Larea dkk (2000), yang membuktikan bahwa
etinil estradiol berperan sebagai donor hidrogen
membentuk radikal fenoksil estrogen. Selanjut-
nya, radikal fenoksil estrogen yang terbentuk
bersifat jangka panjang dan akan distabilkan oleh
delokalisasi internal akibat defisiensi elektron
yang melingkupi struktur aromatiknya. Peneliti-
an ini didukung oleh penelitian sebelumnya
yang membuktikan adanya peran senyawa anti-
oksidan dalam penghambatan reaksi glikosilasi



(Suhartono dkk, 2004a; Suhartono dkk, 2005a;
Suhartono dkk, 2005b).
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Gambar 4. Struktur etinilestradiol (Ruiz-Larrea dkk,
2000).

4. Penghambatan degradasi tirosin yang menye-
babkan berkurangnya degradasi tirosin akibat
modifikasi oksidatif protein. Modifikasi oksi-
datif protein disebabkan oleh oksidan yang ter-
bentuk pada reaksi glikooksidasi. Hal ini didu-
kung oleh penelitian Suhartono dkk (2004b),
yang mengungkapkan bahwa secara in vitro,
model reaksi glikosilasi mampu meningkatkan
degradasi tirosin sesuai dengan lama inkubasi.
Dengan kata lain, etinil estradiol mampu meng-
hambat pembentukan AOPP akibat degradasi
tirosin. Selain itu, penghambatan antioksidan
terhadap oksidasi protein akibat reaksi glikosilasi
telah dibuktikan pada penelitian sebelumnya
(Budianto dkk, 2003; Damayanthi dkk, 2003;
Firdaus dkk, 2004; Budianto dkk, 2004;
Suhartono dkk, 2004b, Suhartono dkk, 2005c;
Suhartono dkk, 2005d).

KESIMPULAN

Beberapa kesimpulan yang dapat dipetik dari

penelitian ini adalah:

1. Aktivitas antioksidatif etinil estradiol dalam
scavenging HoO», scavenging $OH, dan chelating
logam sebesar 48,889%, 15,139%, 11,538%.

2. Etinil estradiol mampu menghambat pembentu-
kan Advanced Oxidation Protein Products akibat
reaksi glikosilasi secara bermakna.
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