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ABSTRACT
The atherogenesis is a fairly complicated process that deposit cholesterol in wall of arterial blood. Pathogenic atherosclerotic plaque formation requires very long time and it is often called as the silent killer. PAF-AH is a proatherogenic enzyme whose levels in serum rise rapidly since the beginning of the process atherogenesis. The sources of PAF-AH other than macrophages in the atherosklerostic plaque not been widely studied. The liver is the organ where the place of lipid metabolism and susceptible to oxidative stress. Oxidized Lipids serve as a stimulator of the synthesis of PAF-AH, so it needs to be explored its potential as a source of PAF-AH. This study aims to evaluate the liver as the source of PAF-AH on atherogenesis process that occurs in mice.
This research was conducted based on post Test Control Design.This research is to observe PAF-AH levels in the lysates serum and liver. Histological observations of the presence of PAF-AH enzymes in liver tissue with the Immunohistochemistry are also observed in normocholesterol mice than hypercholesterolemic rats’ diet for 30 days. Data were analyzed with Anova test and correlation analysis.
The results showed that hyperclolesterolemia rats had higher levels of
PAF-AH in serum than normocholesterolemia mice (408.35 ± 142.23> 218.93 ±
106.07 ng /ml). Hypercholesterolemia mice had higher levels of PAF-AH in the liver lysate than normocholesterol mice (554.81 ± 143.33> 275.60 ± 89.68 ng
/ml). PAF-AH levels in serum correlate with levels in serum, PAF-AH liver lysate is more than the levels in serum. Immunohistochemistry show that enzyme PAF- AH found in liver tissue constituent cells.
Keywords: PAF-AH, hepar, hyperlilidemic
PENDAHULUAN
Penyakit kardiovaskular masih

menjadi penyebab utama kematian terbesar  di  semua  Negara  (WHO,

2011), sebanyak 50% penderita CAD

ditemukan pada kondisi lanjut (Syah,

2007).    Proses aterogenesis pada manusia  memerlukan  waktu bertahun-tahun dan tanpa disertai gejala klinik.   Gejala klinik mulai dirasakan saat terjadi penyumbatan pembululuh darah yang dapat berakibat  fatal  (Plutzky  dan  Libby,

2003).       Hiperkolesterol       masih

digunakan  sebagai  faktor  risiko utama  ataerosklerosis,  namun sebayak 35-40% kasus CHD pasien memiliki kadar kolesterol normal (Ballatyne et al., 2007).

Platelet Activating Factor Acetyl Hydrolase  (PAF-AH) adalah enzim penghidolisis phosphayi- dilkolin teroksidasi (oxPC) sebagai bagian  dari  LDL  teroksidasi (oxLDL) sehingga menghasilkan lysoPC dan oxFA yang sangat proaterogenik karena menyebabkan feedback positif terhadap produksi
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ROS dan PAF-AH yang keduanya secara bersama-sama menyebabkan multiplikasi  proses  aterogenesis. PAF-AH yang dihasilkan makrofag sel busa sebagian dilepaskan ke sekitar lesi aterosklerotik dan ke sirkulasi.

PAF-AH dalam sirkulasi dalam bentuk tidak aktif, sebanyak 80% PAF-AH dalam sirkulasi terikat pada apoB di LDL (Irribaren, 2006), sehingga pada saat terjadi infiltrasi LDL ke sub endotel dinding pembuluh darah, PAF-AH terbawa masuk  ke jaringan  pembuluh  darah dan   PAF-AH   akan   menjadi   aktif pada saat LDL mengalami oksidasi.

Hasil penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa, kadar enzim PAF-AH plasma darah babi yang diinduksi DM/HC mengalami peningkatan  secara  eksponensial pada paparan 1 bulan dan relative stabil sampai lama paparan 6 bulan (Shi, et al., 2007).       Hal              ini menunjukkan bahwa kondisi sehat, tubuh sedikit menhgasilkan PAF-AH sedangkan pada DM/HC kadar PAF- AH terus tinggi sehingga dapat digunakan indikator. kondisi patologis/aterogenesis

PAF-AH atau yang kemudian lebih dikenal sebagai Lp-PLA2 dihasilkan oleh sel-sel inflamasi seperti  monosit,  makrofag,  sel  T, mast  Cell  (Zalewski  dan  Macphee,

2005; Howard dan Oslon, 2000) sebagai respon terhadap     stimulasi oleh oxLDL   (Shi, et al., 2007) khususnya oxPC yang merupakan substrat   Lp-PLA2     (Wang   et   al.,

2009).      Induksi      hiperkolesterol

selama 2 dan 4 minggu menunjukkan peningkatan ekspresi Lp-PLA2 di hepar dan juga dijaringan sub endotel pembuluh darah tikus.

Peningkatan kadar glukosa darah seperti pada  diabetes mellitus


dan hiperkolesterol juga mening- katkan ekspresi dan sekresi Lp-PLA2 secara sangat signifikan  (Shi, et. al.,
2007).    Wang (2009) juga me- nunjukkan bahwa oxLDL menye- babkan upregulasi Lp-PLA2 yang terjadi melalui induksi aktivasi p38 mitogen activating protein kinase (MAPK). Lp-PLA2 yang dihasilkan disekresikan kemudian terikat apoB dari lipoprotein. Ekspresi Lp-PLA2 secara signifikan lebih tinggi pada daerah  core  lipid  dari  plak  yang

banyak mengandung makrofag dan banyak   oxLDL   (Manhein   et   al.,

2007).

Terdapat dua sumber Lp-PLA2 dalam plak yaitu dari sirkulasi terikat LDL masuk ke intima dan dari hasil sintesis  de  novo  oleh  sel-sel inflamasi dalam plak aterosklerotik seperti  makrofag,  T  cell  dan  mast cell (Zalewski dan Macphee, 2005). Penderita diabetes dan hiper- kolesterol   mengalami   peningkatan Lp-PLA2  (Feistein, 2008). Aktivitas Lp-PLA2  plasma meningkat mulai 1 bulan induksi dan terus meningkat sebanding dengan lama perlakuan. Transkripsi dan translasi gen Lp- PLA2  pada kultur PBMC meningkat pada media dengan perlakuan LPS dan AGE (Shi, et.al., 2007). Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa sintesis Lp-PLA2 dapat dipengaruhi oleh kadar gula dan hiperkolesterol.

PBMC yang dikultur pada media   dengan   penambahan   IL-1β dan TNF-α menunjukkan pening- katan transkripsi dan translasi Lp- PLA2  (Shi, et al., 2007).    Hasil penelititian ini membuktikan bahwa transkripsi gen Lp-PLA2 diregulasi oleh  sitokin  iflamasi  seperti  IL-1β dan TNF-α , namun hasil sintesis Lp- PLA2    selain dipengaruhi oleh IL-1β dan  TNF-α  juga  dipengaruhi  oleh LPS dan AGE. (Murray, Granner and

Rodwel. 2003; Halliwell dan Guteridge, 1999). Akumulasi triasilgliserol di hepar atupun di plasma darah sering terjadi pada penderita diabetes yang mengalami gannguan fungsi hepar (Murray, Granner and Rodwel. 2003).

Hepar  merupakan  organ penting dalam metabolism lemak. Jaringan  hepar  juga  merupakan organ yang rentan mengalami stress oksidasi.   Jaringan   hepar   tersusun oleh sel hepatosit dan makrofag sel kupfer sebagai.

Hepar sebagai jaringan pusat metabolisme lipoprotein sangat berkaitan dengan perkembangan pembentukan LDL beserta apoB sebagai binding protein dari PAF- AH.   Phosphatydil choline-C adalah senyawa fosfolipid yang banyak terdapat  di  lapisan  luar  lipoprotein dan membran sel. PAF-AH disintesis oleh sel sebagai respon terhadap stimulasi lysoPC. Berbagai hasil penelitian menunjukkan bahwa jaringan hepar juga menjadi jaringan yang rentan mengalami  perlemakan dan mengalami oksidasi oleh radikal bebas sehingga mungkin sekali terbentuknya oxPC di jaringan hepar. Pada  penelitian  ini  dilakukan evaluasi keberadaan PAF-AH dalam serum   dan   jaringan   hepar   tikus normal maupun tikus aterogenesis dengan metode elisa maupun IHK.

METODOLOGI PENELITIAN
Penelitian    ini    dilaksanakan

Lab. Faal Fakultas Sains dan Teknologi UIN Malang dan Laboratorium Patologi Anatomi RS. Aisyiah Malang dan Lab. Faal FK Universitas Brawijaya Malang. Penelitian ini dilakukan meng- gunakan post test only control group design yang dilakukan pada hewan coba    tikus    (Rattus    norvegicus)


Wistar  Jantan.  Variabel  bebas kondisi tikus yang dibedakan antara tikus kondisi kadar gula dan diet normal dibandingkan dengan tikus diabetes  diet  hiperkolesterol  selama

30 hari. Variabel tergantung dalam penelitian ini adalah kadar PAF-AH dalam serum, dalam lisat hepar dan histologi jaringan hepar dengan IHK untuk PAF-AH. Diet hiperkolesterol mengandung 10% lemak sapi, 2% kolesterol dan 0,2% asam kolat.

Alat dan Bahan Penelitian
Alat-alat yang digunakan untuk

pemeliharaan hewan coba adalah kandang berukuran 40x30x20 cm, beserta perlengkapannya seperti tempat makan dan minum tikus; Hewan coba dalam penelitian ini adalah tikus (Rattus norvegicus) jantan berumur ± 2 bulan, kondisi sehat  yang  ditandai  dengan gerakanya yang aktif. Tikus didapat dari  CV. Gamma Gcientific Biolab Malang.  Pakan  yang  digunakan untuk pakan tikus adalah produk pakan dengan diet kontrol dan hiperkolesterol yang biasa digunakan di Laboratorium farmakologi Universitas Brawijaya. Tikus patologis hiperlipidemi dibuat diabetes/hiperlipidemi dengan penyuntikan STZ dengan multiple dosis 30mg/kgbb secara intra- peritoneal sebanyak 3 kali dengan selang 5 hari dan diberi diet hiperkolesterol selama 30 hari.

Alat dan bahan untuk isolasi organ hepar adalah: seperangkat alat bedah, botol flakon, garam fisiologis, eter, jar staining, gelas obyek beserta penutup,  kemikalia  untuk  IHK adalah alcohol, akuades, PBS, H2O2, antibodi PAF-AH, SA-HRP, DAB, Meyerhematoxylen dan entelan.

Alat dan bahan untuk analisis enzim PAF-AH adalah: serum darah

EDTA, deep frezer, pipet mikro, sentrifuge dan kit PAF-AH produk Cusabio (assay plate, konsentrat larutan standar, pelarut sampel, antibody   biotin,   pelarut   antibodi biotin , HRP-avidin, pelarut HRP- avidin, konsentrate buffer pencuci, dH2O (pengencer buffer pencuci), TBM  Substrate  dan  stop  solution) dan Elisa reader    yang mampu mengukur absorbansi pada λ 450 nm.

Kadar PAF-AH diukur menggunakan        metode        Elisa.

Keberadaan  PAF  –AH  dalam jaringan hepar dilakukan dengan pengamatan preparat dengan IHK.

Kegiatan Penelitian
Kegiatan  penelitian  ini meliputi pembuatan diet hiper- kolesterol  dan  pemberian perlakuan berupa diet hiperkolesterol selama 30 hari, pengambilan sampel darah dan jaringan serta pengamatan histologi hepar pada akhir penelitian.

Analisis Data
Untuk mengetahui ada tidaknya perbedaan kadar PAF-AH serum dan lisat hepar diantara tikus normokolesterol dengan hiper- kolesterol  dilakukan  analisis ANOVA. Untuk mempermudah analisis data, pada penelitian ini di- gunakan software   SPSS dengan output  data  berupa  tabel  hasil analisis.

HASIL DAN PEMBAHASAN Hasil Penelitian
Hasil                      pengamatan

menunjukkan adanya perbedaan antara kadar PAF-AH serum maupun lisat hepar pada tikus normal dengan tikus hiperlipidemia (p<0,01) dan tikus hiperlipidemik memiliki kadar PAF-AH lebih tinggi dibandingkan dengan tikus normal (p<0,01) (Tabel

1 dan 2).


Hasil pengamatan kadar PAF- AH dalam lisat hepar menunjukkan adanya perbedaan antara kadar PAF- AH lisat hepar pada tikus normal dengan tikus hiperlipidemia (p<0,01) dan tikus hiperlipidemik memiliki kadar PAF-AH lebih tinggi dibandingkan dengan tikus normal (p<0,01) (Tabel 1).Hasil uji  korelasi menunjukkan adanya korelasi positif sangat signifikan (p<0,01) antara kadar enzim PAF-AH serum dengan kadarnya dalam jaringan hepar (r =

0,761). Hasil pengamatan preparat hepar dengan metode immunohistokimia yang direaksikan dengan antibody anti PAF-AH menunjukkan ditemukannya enzim PAF-AH dalam jaringan hepar dan berdasarkan   hasil   deteksi   dengan IHK   juga   menunjukkan   terdapat PAF-AH disekitar inti  sel  (Gambar

1). Oleh karena itu diduga kuat PAF- AH dihasilkan oleh sel di jaringan hepar.

Tabel 1.  Hasil  uji  perbandingan rerata  kadar

PAF-AH dalam serum darah tikus.

Tabel  2.  Hasil  uji  perbandingan rerata  kadar
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PAF-AH dalam lisat hepar tikus.
	Kelompok     dan

jumlah     sampel tikus
	Rerata

±SDV (ng/ml)
	Uji

rerata

	Normokolesterol

(9)
	218,93 ±

106,07
	a

	hiperkolesterol

(10)
	408,35 ±

142,23
	b


Keterangan: nilai rerata yang diikuti dengan huruf yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan berbeda sangat nyata pada p<0,01


Keterangan: nilai rerata yang diikuti dengan huruf yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan berbeda sangat nyata pada p<0,01

A                                                                               B

Gambar 1. Histologi preparat dengan pengecatan immunohistokimia hepar pada perbesaran 400X. A.   Hepar   tikus   normokolesterol,  B.   Hepar   tikus   hiperkolesterol  mengalami  perlemakan ditunjukkan oleh sel kosong dengan inti menepi. Warna kecoklatan menunjukkan ekspresi PAF- AH dalam jaringan hepar (tanda panah)


Pembahasan
Berdasarkan  hasil  penelitian

ini,   jika   kita   bandingkan   dengan kadar PAF-AH dalam serum, kadar PAF-AH dalam lisat hepar lebih tinggi. Jika dibandingkan dengan kadarnya dalam  lisat  jaringan  aorta tikus hiperlipidemia yang mengalami peningkatan   jumlah   makrofag   sel busa  sebagai  produsen  (Susilowati,

2011), kadar PAF-AH dalam lisat hepar juga lebih tinggi. Hal ini menunjukkan      hepar      berpotensi


sebagai sumber PAF-AH yang ada dalam serum. Hasil penelitian ini sejalan  dengan  pendapat  Tarbet  et al., (1991) yang mengamati adanya PAF-AH dalam lobul liver kondisi patologis.

Secara umum stimulator sintesis PAF-AH adalah PAF yang produksinya  dapat  dihasilkan  oleh sel leukosit, platelet, sel endotel dan juga sel lain. Over produksi PAF dapat terjadi pada beberapa kondisi penyakit seperti atsma dan ischemia reperfusi (Danozot et al., 2000), serta

selama terjadi peroksidasi lipid (Halliwell dan Gutteridge, 1999). Hepar dapat terstimulasi menghasilkan PAF-AH karena hepar sebagai pusat metabolisme lipid baik jalur eksogenus maupun endogenus. Hepar termasuk organ yang juga sangat rentan mengalami stress oksidasi, terbukti hepar sering menunjukkan peningkatan kadar MDA dan F2-Isp pada berbagai kondisi patologis.

Medium        kultur        yang

mengandung oxLDL, IL-1β, AGE ataupun LPS mampu meningkatkan transkripsi dan produksi serta sekresi PAF-AH (Shi et al., 2007). Sitokin IL-1β    dapat ditingkatkan pem- bentukannya oleh stimulasi lisoPC (Zalewski dan Macphee, 2005). Tentunya lisoPC yang terbentuk dalam hepar juga meningkat seiring terjadinya peningkatan metabolisme lipid seperti pada pada hiper- lipidemia. Karena pada hiper- lipidemia juga cenderung mengalami stress oksidasi sehingga ke- mungkinan pembentukan oxPC sebagai prekursor pembentukan lisoPC juga meningkat, hingga akhirnya IL-1β meningkat kemudian diikuti   peningkatan   sintesis   PAF- AH.

Sebagian besar literatur menyebutkan bahwa LP-PLA2 dalam sirkulasi  berasal  dari  makrofag dan hanya  sebuah  sumber  yang ditemukan mnunjukkan bahwa Lp- PLA2  dalam sirkulasi serupa dengan yang dihasilkan oleh hepar. Lp-PLA2 disintesis secara konstitutif oleh jaringan hepar normal dalam jumlah kecil, sintesis meningkat pada sel hepar yang mengalami dediferensiasi atau   transformasi   (Tarbet,   et   al.,

1991). Lp-PLA2 disintesis oleh beberapa sel darah dan jaringan lain (Murray,    Granner    and    Rodwel.


2003). Howard dan Oslon (2000) telah membuktikan bahwa sintesis PAF-AH  mengalami  upregulasi  di sel kupfer, kelenjar limfe, paru-apru, ginjal dan sel sinusoidal hepar dari tikus yang dipapar LPS.   Sementara data lain juga menunjukkan bahwa Lp-PLA2   jumlahnya  sangat bervariasi pada individu –CHD dan non kolesterol. Hipertrigliseridemia non kolesterol juga telah terbukti mampu menginduksi disfungsi endotel  pada  tikus  (Bartus,  et  al.,

2005).

Pada manusia gen pengkode Lp-PLA2 terdapat pada kromosom nomor 1. Lp-PLA2 sebagai marker inflamasi dan stress oksidasi pada aterogenesis,  kondisi  adipositas dapat  menstimulasi  respon  genetic Lp-PLA2 (Diego et al., 2007). Lipopolisakarida  melalui  TLR-4 dapat mengaktivasi jalur p38MAPK pada makrofag meningkatkan transkripsi Lp-PLA2 (Zalewski dan Macphee,   2005).   Lingkungan   sel atau jaringan seperti kadar lipid mengaktivasi reseptor G-protein linked   receptor   di   membrane   sel yang kemudian menstimulasi perubahan phosphoinositol bophos- phate (PiP2) menjadi inositol- triphosphate (IP3) dan diacylglicerol (DAG). Pada tahapan lebih lanjut DAG mengaktivasi kinase C, dan selanjutnya mefosforilasi mitogen activated kinase (p38MAPK) dalam sitosol. MAPK terfosforilasi bermigrasi ke nukleus kemudian memfosforilasi protein regulator elk1 dari gen pengkode Lp-PLA2. Fosforilasi elk1 mengaktivasi transkripsi gen target (Albert et al.,

1994).

Sebagai enzim, kestabilan molekul PAF-AH memerlukan apoB sebagai binding protein yang banyak terdapat   terikat   lipoprotein   dalam

sirkulasi, sehingga PAF-AH ditemukan dalam serum darah. Bersama dengan lipoprotein, PAF- AH mengikuti sirkulasi dan dalam kadar berlebih sangat berperan dalam patologi  aterosklerosis  sehingga perlu upaya penurunannya.

Jaringan hepar tidak hanya tersusun oleh sel hepatosit sebagai penyusun   utama,   dalam   jaringan hepar juga banyak terdapat makrofag sel kupfer diantara sel hepatosit. Penggunaan antibodi anti PAF-AH saja dalam penelitian ini belum dapat mendeteksi  tentang  jenis  sel penghasil PAF-AH antara sel hepatosit atau sel kupfer dalam jaringan hepar. Oleh karena itu, perlu dilakukan double counterstain antara antibodi PAF-AH dengan antiCD-68 sebagai penanda makrofag untuk memastikan jenis sel penghasil PAF- AH dalam jaringan hepar. Selain itu, perlu dilakukan penelitian potensi bahan hepatoprotektor terhadap penurunan kadar PAF-AH serum

KESIMPULAN DAN SARAN Kesimpulan
Berdasarkan    hasil    penelitian    ini

dapat disimpulkan bahwa:

1. Kadar   enzim   PAF-AH   dalam serum tikus hiperkolestreol lebih tinggi dibandingkan tikus normokolesterol.

2. Kadar enzim PAF-AH dalam lisat jaringan            hepar            tikus

3. Kadar enzim PAF-AH dalam lisat jaringan hepar lebih tinggi dibandingkan  tikus  kadarnya dalam serum.. .

4. Enzim    PAF-AH    diduga    kuat diekspresi oleh sel hepar.

Saran

1. Perlu dilakukan penelitian tentang potensi

bahan    hepatoprotektor terhadap penurunan kadar PAF- AH
serum      dan      perannya penghambatan aterogenesis

2. Untuk  memastikan  sel  penghasil PAF-AH antara sel hepatosit dengan sel kupffer sebagai penghasil PAF-AH, maka perlu dilakukan  uji  IHK  dengan penanda ganda yang terdiri dari antobodi anti PAF-AH dan antibody anti CD-68 sebagai penanda sel makrofag.
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