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ABSTRAK 

 

Nama   : Lenny Setiawati 

Program Studi  : Magister Ilmu Biomedik 

Judul   : Efek Pemberian Sel Punca 

  Mesenkim Asal Tali Pusat Manusia Terhadap Stres  

  Oksidatif Hati Tikus Model Cedera Kronis 

 

 

Stres oksidatif telah diketahui menimbulkan efek yang merusak. Dalam 

fibrosis hati, stres oksidatif seolah-olah membentuk lingkaran setan yang 

menyebabkan perburukan fibrosis hati. Dalam hal ini, Nuclear Erythroid 2-

Related Factor 2 (Nrf2) sebagai regulator antioksidan akan mengaktifkan sistem 

pertahanan antioksidan tubuh yang dapat memutus mata rantai fibrosis. Penelitian 

ini bertujuan untuk menganalisa ekspresi Nrf2 pada jaringan hati, menganalisa 

kadar Malondialdehyde (MDA) sebagai oksidan bebas dan Glutathione (GSH) 

sebagai pemulung oksidan. Selain itu, juga menilai pengaruh pemberian Sel Punca 

Mesenkim asal Tali Pusat (SPM-TP) 1 juta dan 3 juta pada fibrosis hati. 

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dengan menggunakan bahan 

biologis tersimpan berupa jaringan hati tikus Wistar 14 minggu. Terdapat empat 

kelompok perlakuan yaitu, kelompok sehat, kelompok 2AAF/CCl4, kelompok 

2AAF/CCl4 yang diberikan SPM-TP 1 juta dan 3 juta dengan menggunakan tiga 

parameter yang diperiksa pada masing-masing kelompok yaitu, MDA, GSH, dan 

Nrf2. Pemeriksaan MDA dan GSH dilakukan dengan menggunakan 

spektrofotometer, sedangkan pemeriksaan Nrf2 dinilai dengan menggunakan 

pulasan imunohistokimia dan kuantifikasi dengan ImageJ (IHC Profiller). Data 

terdistribusi normal yang diperoleh diuji dengan one way ANOVA  dan diuji post 

hoc Tukey sedangkan data tidak terdistribusi normal diuji dengan Kruskal Wallis 

dan post hoc Mann Whitney. Dari data-data tersebut didapatkan penurunan kadar 

MDA, peningkatan kadar GSH serta ekspresi Nrf2 pada kelompok yang diberikan 

SPM-TP 1 juta sedangkan pada kelompok yang diberikan SPM-TP 3 juta tidak 

menunjukkan hasil yang lebih baik. 

 

 

Kata kunci: 2AAF/CCl4, malondialdehyde, GSH, Nrf2, regenerasi hati 
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ABSTRACT 

 

Name  : Lenny Setiawati 

Study Program : Master’s Programme in Biomedical Sciences 

Title  : The effect of human umbilical cord-derived mesenchymal  

    stem cell against oxidative stress in the liver of chronic  

    injured rats 

 

 

 Oxidative stress has been known to have deleterious effects. In liver 

fibrosis, oxidative stress seems to form a vicious circle that causes liver fibrosis to 

worsen. In this case, Nuclear Erythroid 2-Related Factor 2 (Nrf2) as an 

antioxidant regulator will activate the body's antioxidant defense system which 

can break the chain of fibrosis. This study aims to analyze the expression of Nrf2 

in liver tissue, also the levels of Malondialdehyde (MDA) as a free oxidant and 

Glutathione (GSH) as an oxidant scavenger. In addition, it also assessed the effect 

of giving  Umbilical Cord Mesenchymal Stem Cells (UCMSCs) 1 million and 3 

million on liver fibrosis. This study was an experimental study using stored 

biological material in the form of 14-week-old Wistar rat liver tissue. There were 

four treatment groups, namely the healthy group, the 2AAF/CCl4 group, the 

2AAF/CCl4 group who were given UCMSCs 1 million and 3 million using three 

parameters examined in each group, namely MDA, GSH, and Nrf2. MDA and 

GSH examinations were carried out using a spectrophotometer, while the Nrf2 

examination was assessed using immunohistochemical staining and quantification 

with ImageJ (IHC Profiler). Normally distributed data obtained was tested with 

one way ANOVA and Tukey's post hoc test while data that is not normally 

distributed was tested with Kruskal Wallis and post hoc Mann Whitney.  From 

these data it was found a decrease in MDA levels, an increase in GSH levels as 

well as Nrf2 expression in the group given UCMSCs 1 million while the group 

given UCMSCs 3 million showed no better results.  
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

1.1. Latar Belakang 

Penyakit hati kronis masih menjadi masalah global yang belum 

terselesaikan hingga saat ini. Pada studi epidemiologi yang dilakukan pada tahun 

2019, diketahui bahwa angka kejadian sirosis hati terus mengalami peningkatan 

sejak 2017. Sirosis hati telah menyebabkan 1,48 juta kematian di dunia atau 

meningkat sebesar 8,1% bila dibandingkan data tahun 2017. Selain itu, dari studi 

tersebut juga ditemukan bahwa saat ini sirosis hati merupakan penyebab 

disabilitas ke-16 tertinggi di antara seluruh penyakit dan ketujuh terbanyak pada 

usia 50-74 tahun.1 

Penyakit hati kronis mengalami beberapa peristiwa penting yang 

mendukung fibrogenesis, sehingga pada perkembangannya akan menjadi fibrosis 

hati dan berakhir dengan sirosis. Penelitian telah membuktikan bahwa 

fibrogenesis terutama disebabkan oleh aktivasi sel stellata hati.2 Dalam hal ini, 

inflamasi dan stres oksidatif merupakan dua peristiwa kunci yang memicu 

aktivasinya. Cedera pada hati akan memicu proses inflamasi yang nantinya juga 

akan menghasilkan Reactive Oxygen Species (ROS). Tidak hanya itu, bahan 

toksin atau bahan kimia tertentu penyebab cedera hati juga dapat memicu 

ketidakseimbangan ROS dan antioksidan yang berakibat pada terjadinya stres 

oksidatif. Hal ini menunjukkan bahwa ROS dapat menjadi suatu hal yang 

berperan penting  sejak awal mula cedera. 

ROS yang meningkat tanpa disertai peningkatan produksi antioksidan yang 

seimbang akan menyebabkan tubuh masuk dalam keadaan stres oksidatif yang 

menimbulkan berbagai mekanisme patologis dalam tubuh. Stres oksidatif telah 

diketahui berperan penting dalam berbagai penyakit metabolik, misalnya diabetes 

melitus, penyakit kardiovaskular, penyakit neurodegeneratif, bahkan keganasan.3 

Keberadaan ROS yang tinggi di tubuh menandakan kegagalan tubuh dalam 

mempertahankan homeostasisnya, sehingga terjadi peroksidasi lipid, kerusakan 

sel, DNA, maupun protein. Dalam keadaan ini, Malondialdehyde (MDA) 

merupakan produk samping dari peroksidase lipid yang menandakan adanya stres 
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oksidatif. Pada cedera hati, ROS akan mengaktifkan berbagai jalur pensinyalan 

termasuk jalur inflamasi utama, Nuclear Factor-Kappa B (NF-KB), dan jalur pro 

fibrotik utama, Transforming Growth Factor-Beta (TGF-ß), serta mengaktifkan 

jalur pro fibrotik lainnya, yakni Platelet-derived Growth Factor (PDGF), 

Wingless/Integrated (Wnt), serta Yes-associated protein/Transcriptional 

coactivator with PDZ-binding motif (YAP/TAZ), sehingga akan merubah 

arsitektur hati normal menjadi fibrosis.4 Namun, aktivasi jalur-jalur tersebut justru 

akan menghasilkan lebih banyak ROS. Bagaikan lingkaran setan, kaitan antara 

inflamasi, stres oksidatif, dan fibrosis menjadi sesuatu yang sulit untuk diputuskan 

dan semakin memperberat fibrosis hati hingga pada stadium terminal, gagal hati 

dan kematian pun terjadi. 

Meskipun demikian, tubuh masih memiliki upaya untuk mengembalikan 

keseimbangannya dengan cara mengaktivasi Nuclear Erythroid 2-Related Factor 

2 (Nrf2), suatu faktor transkripsi yang akan meregulasi produksi antioksidan 

endogen termasuk Glutathione (GSH) yang terutama terkonsentrasi di hati. 

Meskipun Nrf2 diproduksi secara konsekutif, namun pada keadaan fisiologis, 

ROS hanya dihasilkan dalam jumlah kecil dari mekanisme transpor elektron pada 

rantai pernafasan. Hal ini menyebabkan hanya sedikit Nrf2 yang bebas di 

sitoplasma, sedangkan sebagian besar akan diikat oleh Kelch-like ECH-associated 

protein 1 (Keap1) untuk didegradasi di proteasom. Akan tetapi, pada stres 

oksidatif, ketidakseimbangan antara jumlah ROS dan antioksidan akan berimbas 

pada peningkatan jumlah Nrf2 yang bebas untuk menghasilkan lebih banyak 

antioksidan.5,6 

Hingga saat ini, transplantasi hati masih menjadi suatu gold standard 

therapy yang ditempuh untuk stadium terminal penyakit hati kronis. Akan tetapi, 

banyak komplikasi serta keterbatasan yang ditemukan pada transplantasi hati. 

Keterbatasan jumlah donor hati menjadi salah satu masalah yang belum 

terpecahkan. Begitu pula halnya dengan imunogenisitas, ischemic-reperfussion 

injury, serta berbagai masalah lain yang mungkin terjadi setelahnya.7 Di tengah 

meningkatnya angka kejadian sirosis hati, kebutuhan terapi lain yang dapat 

menggantikan transplantasi hati menjadi sesuatu yang sangat mendesak. 
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Oleh sebab itu, berbagai penelitian dilakukan untuk menemukan terapi 

alternatif lain yang dapat mengembalikan fungsi hati yang rusak menjadi lebih 

baik. Perkembangan ilmu pengetahuan saat ini telah menyajikan terapi berbasis 

sel sebagai suatu terapi yang menjanjikan. Dalam hal ini, sel punca telah menjadi 

suatu Advanced Therapy Medicinal Product (ATMP) yang dianggap memiliki 

potensi sebagai terapi untuk mengatasi fibrosis hati. Salah satu jenis sel punca 

yang digunakan adalah sel punca mesenkim asal tali pusat (SPM-TP). Dalam hal 

ini, SPM-TP dipilih karena sifatnya yang multipoten namun juga dapat diekstraksi 

dengan aman dan tanpa rasa sakit serta dapat disimpan dalam jangka waktu yang 

lama. SPM-TP juga telah terbukti memiliki efek proliferatif yang tinggi dengan 

imunogenisitas yang rendah dan dinilai memiliki risiko penularan infeksi yang 

lebih rendah bila dibandingkan dengan sel punca dari jaringan dewasa (sumsum 

tulang).8 Selain itu, jaringan tali pusat tidak bermasalah dari sisi etik, karena 

jaringan tali pusat dianggap sebagai produk limbah kelahiran.8 

Studi mengenai SPM-TP sebelumnya telah berhasil menunjukkan bahwa 

SPM-TP melalui efek parakrinnya telah terbukti mampu menurunkan 

inflamasi.9,10 Sementara itu, berbagai penelitian terkait peranan stres oksidatif, 

serta peranan Nrf2 dan GSH secara terpisah telah dilakukan. oleh Chan dkk (2021) 

menunjukkan bahwa regenerasi hati terjadi pada kelompok yang diberikan 

aktivator Nrf2 tetapi tidak terjadi pada kelompok dengan Nrf2 null.11 Penelitian 

lain yang dilakukan oleh Hermansyah dkk (2021) berhasil membuktikan bahwa 

pemberian SPM-TP dapat menurunkan ekspresi TGF-ß yang merupakan jalur 

pensinyalan utama fibrosis.12 Sejalan dengan penelitian tersebut, penelitian oleh 

Zahari dkk (2020) juga membuktikan hal yang sama bahwa terdapat perbedaan 

bermakna pada penurunan ekspresi TGF-ß antara kelompok tikus yang diberikan 

dan tidak diberikan SPM-TP.13 

Dari berbagai penelitian yang telah dilakukan tampaknya terdapat harapan 

bahwa menurunkan stres oksidatif dapat menjadi suatu peluang yang mendukung 

terjadinya regenerasi hati. Namun, pada penelitian sebelumnya dalam payung 

penelitian ini belum pernah dilakukan uji yang menilai efek pemberian SPM-TP 

terhadap stress oksidatif.13,14,15 Penelitian sebelumnya hanya menilai efek 

pemberian SPM-TP dosis 1 juta  terhadap parameter fibrosis, inflamasi, maupun 
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proliferatif, serta angiogenesis pada cedera hati kronis.  Akan tetapi, beberapa dari 

penelitian tersebut meskipun menunjukkan adanya perbedaan, namun secara 

statistik hasil yang didapat tidak berbeda signifikan antara kelompok yang 

diberikan SPM-TP 1 juta dengan yang  tidak. Sementara itu, beberapa penelitian 

di luar payung penelitian ini mengkonfirmasi adanya efek positif yang sejalan 

dengan peningkatan dosis SPM.16,17  

Oleh sebab itu, dilakukanlah penelitian yang mengamati beberapa 

parameter yang menandakan adanya stres oksidatif serta respon sistem 

antioksidan endogen yaitu, MDA, GSH, dan Nrf2 jaringan hati serta efek yang 

terjadi pada pemberian SPM-TP dosis yang berbeda untuk memahami peranan 

SPM-TP terhadap status redoks hati yang mengalami cedera kronis yang belum 

pernah dilakukan sebelumnya. Penelitian ini akan memberikan gambaran 

mengenai status redoks jaringan hati setelah pemberian SPM-TP. Selain itu, juga 

akan menggambarkan apakah pemberian dosis SPM-TP yang lebih tinggi akan 

memberikan hasil yang lebih baik dalam menurunkan stres oksidatif. 

 

1.2. Rumusan Masalah 

Meningkatnya angka kejadian sirosis hati di dunia, peranan stres oksidatif 

yang besar pada cedera hati kronis, serta adanya keterbatasan transplantasi hati 

sebagai terapi definitif cedera hati kronis tahap akhir, mendorong ditemukannya 

terapi alternatif. Dalam hal ini, melalui berbagai penelitian yang dilakukan 

sebelumnya, SPM-TP diketahui sebagai suatu terapi yang menjanjikan, namun 

masih membutuhkan penelitian lebih lanjut. Penelitian untuk melihat efek 

antiinflamasi SPM-TP telah dilakukan, namun efeknya terhadap stres oksidatif 

respon sistem antioksidan endogen pada cedera hati kronis belum pernah 

dilakukan. Maka, telah dilakukan penelitian untuk mengetahui apakah pemberian 

SPM-TP juga dapat menurunkan stres oksidatif dalam jaringan hati pada tikus 

model cedera hati kronis. 

 

1.3. Pertanyaan Penelitian 

a. Bagaimana pengaruh pemberian SPM-TP terhadap kadar MDA pada 

kelompok tikus cedera hati kronis? 
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b. Bagaimana pengaruh pemberian SPM-TP terhadap kadar GSH pada 

kelompok tikus cedera hati kronis? 

c. Bagaimana pengaruh pemberian SPM-TP terhadap ekspresi Nrf2 pada 

kelompok tikus cedera hati kronis? 

d. Bagaimana ekspresi Nrf2 pada setiap zona hati tikus cedera hati kronis? 

 

1.4. Tujuan Penelitian 

a. Tujuan Umum 

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh 

pemberian SPM-TP manusia terhadap jalur stres oksidatif jaringan 

hati tikus model cedera kronis.  

 

b. Tujuan Khusus 

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui:  

 Pengaruh pemberian SPM-TP manusia terhadap kadar 

MDA, kadar GSH, dan ekspresi Nrf2 pada jaringan hati 

tikus cedera hati kronis. 

 Perbedaan pengaruh pemberian dua dosis berbeda SPM-TP 

terhadap kadar MDA, kadar GSH, dan ekspresi Nrf2 pada 

jaringan hati tikus cedera hati kronis.  

 Distribusi ekspresi Nrf2 pada setiap zona hati tikus cedera 

kronis 

 

1.5. Manfaat Penelitian 

Hasil dari penelitian ini dapat memberikan pemahaman yang lebih baik 

mengenai peranan sel punca mesenkim asal tali pusat manusia yang merupakan 

salah satu Advanced Therapy Medicinal Product (ATMP) terhadap stres oksidatif. 

Melalui pemahaman yang lebih baik ini, diharapkan hasil penelitian ini juga dapat 

menjadi dasar penelitian lanjutan dalam penggunaan sel punca mesenkim asal tali 

pusat manusia pada kasus cedera hati kronis manusia (penelitian translasional), 

sehingga dapat menjadi terapi alternatif selain transplantasi hati yang dapat 

menolong penderitanya.  
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1.6. Kerangka Teori 
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1.7. Kerangka Konsep 

 

 

1.8.      Hipotesis 

 Terdapat penurunan kadar MDA pada kelompok tikus cedera hati kronis 

yang diberikan SPM-TP dibandingkan dengan kelompok tikus cedera hati 

kronis yang tidak diberikan SPM-TP. 

 Terdapat peningkatan kadar GSH pada kelompok tikus cedera hati kronis 

yang diberikan SPM-TP dibandingkan dengan kelompok tikus cedera hati 

kronis yang tidak diberikan SPM-TP. 

 Terdapat peningkatan ekspresi Nrf2 pada kelompok tikus cedera hati 

kronis yang diberikan SPM-TP dibandingkan dengan kelompok tikus 

cedera hati kronis yang tidak diberikan SPM-TP. 

 Terdapat perbedaan distribusi ekspresi Nrf2 antar zona pada setiap 

kelompok perlakuan 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1. Anatomi dan Fisiologi Hati Manusia Normal 

2.1.1. Anatomi Hati Manusia Normal 

 Secara makroskopis, hati manusia tampak sebagai organ terbesar yang 

mengisi rongga abdomen mulai dari hipokondrium kanan hingga ke epigastrium 

atau bahkan ke hipokondrium kiri. Organ yang berasal dari endoderm ini akan 

terus berkembang hingga mencapai usia 18 tahun dan mulai mengalami 

penurunan berat pada usia pertengahan. Pada orang dewasa, berat liver adalah 

sekitar 2% dari berat tubuh dengan ukuran yang bervariasi pada setiap orang dan 

dipengaruhi oleh jenis kelamin serta ukuran tubuh. Hati tampak berwarna coklat 

kemerahan dan tampak lebih kuning pada steatosis hati dan terdiri dari empat 

lobus yaitu, lobus dextra (kanan), lobus sinistra (kiri), lobus quadratus, serta 

lobus caudatus. Lobus dextra adalah lobus terbesar dari hati dan dipisahkan 

dengan lobus sinistra oleh ligamentum falciforme di bagian anterior dan 

superiornya, serta ligamentum venosum dan fissura ligamentum teres hepatis di 

bagian inferiornya.18,19 

 Pada rongga abdomen, hati tetap dipertahankan pada tempatnya oleh 

faktor primer, sekunder, dan tersiernya. Faktor primer yang mempertahankan 

posisinya adalah perlekatannya pada dinding posterior abdomen menuju vena 

cava inferior, vena hepatica, dan ligamentum triangulare serta ligamentum 

coronarium. Sementara faktor sekunder adalah keberadaan ginjal kanan, flexura 

colica dextra, dan kompleks duodenopankreatikus. Selain itu, tidak kalah penting, 

perlekatannya dengan dinding abdomen anterior dan diafragma melalui 

ligamentum falciforme dikatakan sebagai faktor pendukung tersier.18 

 Sementara itu, pada hati terdapat suatu struktur penting yaitu, porta 

hepatis yang merupakan area tempat terdapatnya pembuluh darah, saraf, maupun 

kelenjar getah bening hati. Porta hepatis sendiri merupakan suatu fissura yang 

terletak di permukaan inferior dan berada di antara lobus quadratus dan lobus 

caudatus serta mengandung vena portae hepatis, arteri hepatica, pleksus 

hepaticus, ductus hepaticus dextra dan sinistra serta kelenjar getah bening hati.18 
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Dalam hal ini, arteri hepatica dan vena portae hepatis menjadi sistem vaskuler 

yang membawa darah masuk ke hati masing-masing sebesar 25% oleh arteri 

hepatica dan 75% darah oleh vena porta. 19,20 Ketika arteri hepatica membawa 

darah teroksigenasi masuk ke dalam hati, vena porta membawa darah yang 

terdeoksigenasi namun kaya akan nutrisi dan antigen yang berasal dari sistem 

gastrointestinal. Selanjutnya, keduanya akan bercampur di dalam sinusoid hati 

lalu dialirkan keluar hati melalui vena centralis.20 

 Akan tetapi, secara mikroskopis, arsitektur hati menunjukkan bangunan 

yang lebih kompleks. Tidak hanya menampilkan gambaran sinusoid hati, tetapi 

juga sel-sel yang ada di hati serta celah di antara sel tertentu yang penting untuk 

diketahui. Space of Disse dan Canal of Hering adalah dua buah celah penting 

yang tampak pada struktur mikroskopik hati. Space of Disse merupakan suatu 

celah atau ruang yang terletak di antara sinusoid dan parenkim hati (hepatosit), 

sedangkan Canal of Hering merupakan suatu celah yang terletak di antara 

hepatosit dan kolangiosit.21 

 
Gambar 2.1. Space of Disse dan Canal of Hering. Tampak sel stellata hati pada Space 
of Disse dan Local Progenitor Stem Cell (LPSC) pada Canal of Hering 21 

 

Selain itu, gambaran mikroskopik hati juga menunjukkan hubungan 

vaskularisasi hati dan parenkim hati. Lorente dkk (2020) menggambarkan 

vaskularisasi hati bercabang seperti pohon (dendritik) dan mengalirkan darah ke 

sinusoid hati. Sinusoid hati akan tersebar di seluruh permukaan hati membentuk 

suatu sistem berpori dan bersama hepatosit akan membentuk unit fungsional 
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terkecil hati yaitu, lobulus. Dalam hal ini telah diketahui bahwa lobulus hati 

merupakan suatu struktur yang berbentuk segi enam yang mana terdapat triad 

porta (arteri hepatica, vena portae hepatis, dan ductus biliaris) pada setiap 

sudutnya. Pada bagian tengah lobulus terdapat vena centralis atau vena 

hepatica.20 Akibat adanya susunan vena centralis yang dikelilingi oleh enam buah 

triad porta ini, maka selanjutnya hati terbagi menjadi tiga zona yaitu, zona 1 

(periportal), zona intermediate (antara porta dan vena centralis), dan zona 3 

(perisentral), yang nantinya akan berperan dalam kerja hati. 

Gambar 2.2. Lobulus hati. Tampak sebagai struktur berpori berbentuk hexagonal 
dengan triad porta dan vena sentralisnya20 

 

Gambar 2.3. Struktur mikroskopik hati. Tampak sebagai struktur hexagonal dengan 
triad porta pada setiap sudutnya dan vena sentralis di tengahnya.18 

 

Selain tampak lobulus hati dengan triad porta dan vena sentralisnya, 

struktur mikroskopik hati juga menunjukkan keberadaan sel-sel residen hati. 

Adapun hepatosit dikatakan sebagai sel utama terbanyak yang menyusun 
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parenkim hati yaitu, menempati sekitar 60% - 80% volume hati yang tersusun 

menjadi sekitar 15 lapisan sel konsentris dalam tiap lobulus.18,22 Dalam hal ini, 

hepatosit tampak sebagai sel yang berbentuk polihedral, dengan inti yang 

membulat, eukromatik, serta seringkali ditemukan dalam jumlah poliploidi.  Akan 

tetapi, tidak hanya hepatosit, di hati juga terdapat sel-sel lainnya yaitu, sel stellata 

hati (Sel Ito) yang terletak di Space of Disse dan merupakan sel penyimpan 

vitamin A serta berperan penting dalam proses patologi hati, sel endotel sinusoid, 

sel Kupffer yang berperan sebagai makrofag hati, kolangiosit, sel punca hati yang 

terletak di Canal of Hering, sel natural killer lymphocytes (Sel Pit), dan sel-sel 

jaringan ikat hati.18 

 

2.1.2. Fisiologi Hati Manusia Normal 

 Hati merupakan salah satu organ vital dalam tubuh manusia karena 

memiliki fungsi yang tidak sedikit. Tidak hanya berperan dalam proses 

metabolisme seperti metabolisme karbohidrat, lemak, protein, dan bilirubin, hati 

juga bekerja membantu sistem imunologi, digestif, detoksifikasi, bahkan sebagai 

tempat penyimpanan vitamin.23,24 Selain itu, hati juga berperan dalam sintesis 

berbagai protein plasma yaitu, albumin, bindings globulin,  protein C, protein S, 

semua faktor pembekuan jalur intrinsik dan ekstrinsik kecuali faktor VIII, serta 

berperan dalam fungsi hormon tiroid sebagai tempat terjadinya deiodinasi T4 

menjadi T3.23 

Di hati, hepatosit adalah penghasil cairan empedu yang akan 

disalurkannya ke luar hati melalui ductus biliaris. Cairan ini kemudian akan 

disalurkan menuju  duodenum lalu bekerja di usus sebagai bahan yang mampu 

membantu penyerapan dan pencernaan lipid.22, 23 Sejalan dengan fungsi tersebut, 

hati juga berperan dalam metabolisme bilirubin.23 Sementara itu, sel stellata hati 

akan menjalankan fungsi penyimpanan vitamin A. Pada saat diperlukan, vitamin 

A akan mengalami oksidasi dan konjugasi hingga akhirnya disekresikan ke dalam 

empedu. Di sisi lain, hati berperan dalam  metabolisme vitamin D sebelum 

dihidroksilasi di ginjal, dan vitamin E sebelum disekresikan ke sirkulasi atau 

diekskresikan.23 
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Fungsi lain dari hati yang tidak kalah pentingnya adalah fungsi 

detoksifikasi xenobiotik. Pada fungsi ini, biotransformasi terjadi di hati. Hati akan 

mengubah xenobiotik yang lipofilik menjadi hidrofilik melalui 2 fase yaitu, reaksi 

fase I dan II. Reaksi ini terutama terjadi di retikulum endoplasma halus dari 

hepatosit yang mana pada reaksi fase I akan terjadi serangkaian proses oksidasi, 

reduksi, dan hidrolisis dengan melibatkan sitokrom P450. Pada akhir fase I akan 

dihasilkan suatu senyawa yang dapat bereaksi pada fase II.23 Selanjutnya, reaksi 

fase II melibatkan beberapa reaksi seperti reaksi glukuronidasi, sulfasi, dan 

konjugasi.25 Dalam hal ini, enzim utama yang berperan adalah transferase. Pada 

fase II ini pula GSH sebagai antioksidan yang terkonsentrasi di hati bekerja dalam 

reaksi konjugasi. Tujuan fase II ini adalah menjadikan suatu senyawa yang lebih 

inert, lebih polar, dan lebih larut dalam air sehingga lebih mudah disekresikan 

baik ke darah maupun ke empedu. Hasil dari reaksi fase II ini dapat pula diperluas 

ke fase III yang merupakan fase ekskresi selanjutnya.23,25 

Dalam menjalankan fungsinya, masing-masing dari ketiga zona hati 

dipengaruhi oleh gradien konsentrasi oksigen maupun zat kimia dan nutrisinya.23 

Zona 1 sebagai zona periportal terletak di sekitar triad porta sehingga memiliki 

kadar oksigen yang paling besar, sedangkan zona 3 sebagai zona perisentral 

terletak paling jauh dari porta sehingga memiliki kadar oksigen paling rendah.23 

Pada saat darah dibawa dari arteri hepatika dan vena porta masuk melalui zona 1 

menuju ke zona 3, hepatosit mengambil oksigen, nutrisi, dan memetabolisme 

hormon hingga membentuk suatu gradien yang semakin menurun ketika 

mendekati zona 3.22  

 
Gambar 2.4. Fungsi Hati Pada Berbagai Zona. Tampak setiap zona memiliki fungsinya 
masing-masing.23 
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Perbedaan gradien konsentrasi ini selanjutnya akan menjadi faktor pemicu 

bagi ekspresi gen dan heterogenitas fungsional sel selanjutnya di dalam lobulus 

hati sehingga memungkinkan terjadinya fungsi metabolisme yang berlawanan 

untuk beroperasi bersamaan.22 Ekspresi sitokrom P450 yang berperan dalam 

metabolisme obat ditemukan berjalan secara berlawanan dengan gradien oksigen 

dan nutrisi sehingga ekspresinya paling banyak ditemukan pada zona 3. Studi 

yang dilakukan oleh Abdel-Bakky dkk (2015) yang menilai zona yang mengalami 

kerusakan pada hati setelah induksi dengan CCl4 ditemukan bahwa pada saat 

dilakukan induksi toksisitas hati dengan CCl4, maka Tissue Factor (TF)  yang 

mengaktifkan sistem koagulasi ketika terdapat pembuluh darah atau jaringan yang 

rusak,  ditemukan terdeposisi di zona perisentral.26 

 

2.2. Hewan Coba dalam Penelitian Eksperimental Fibrosis Hati 

 Dalam mempelajari fibrosis hati, penelitian eksperimental yang 

menggunakan hewan coba memberikan lebih banyak keuntungan namun juga 

keterbatasan bila dibandingkan dengan penelitian klinis. Fleksibilitas dalam 

pengumpulan jumlah sampel serta waktu yang lebih singkat dalam induksi 

berbagai penyakit dan kondisi menjadi beberapa faktor yang layak 

dipertimbangkan. Selain itu, penelitian dengan menggunakan hewan coba 

memberikan peluang untuk mempelajari lebih lanjut implikasi gen yang spesifik 

melalui rekayasa genetika, serta interaksi sel-sel yang utuh dan berbagai jalur 

pensinyalan yang terlibat dalam mekanisme fibrosis.27  

Akan tetapi, berbagai keterbatasan juga turut menyertai penelitian dengan 

hewan coba ini. Perbedaan secara anatomi mungkin saja ditemukan. Pada studi 

mengenai penyakit hati, hati hewan pengerat berbeda dengan manusia dari segi 

bentukan lobus hati dan ada tidaknya kandung empedunya. Pada hewan pengerat, 

tampak hati yang menunjukkan bentukan lobus yang lebih nyata dan mudah 

diligasi dibandingkan dengan lobus hati manusia.28 Hati hewan pengerat terdiri 

dari empat lobus yaitu, lobus lateral kiri (lobus hepatis sinister lateralis), lobus 

median (terbagi atas subdivisi kanan dan kiri), lobus kanan (lobus hepatis dexter) 

yang terbagi atas subdivisi dorsal dan ventral), dan lobus caudatus (terbagi atas 

subdivisi dorsal dan ventral).29 Sementara itu hati manusia terdiri dari lobus 



14 
 

                                                                                                         Universitas Indonesia 

dexter, sinister, quadratus dan caudatus. Akan tetapi, lobus quadratus dan lobus 

caudatus hanya tampak dari bagian visceral dari hati namun tidak tampak pada 

bagian ventral dari hati.  Secara makroskopis, hati manusia tampak sebagai “non-

lobated architecture” karena lobus-lobus hati tersebut bukanlah lobus dengan 

penampakan cekungan yang nyata sehingga tidak mudah diligasi seperti halnya 

yang tampak pada hati tikus.28 Namun, dari segi ukuran, hati manusia yang 

berukuran jauh lebih besar dari hati tikus diketahui memiliki arsitektur internal 

yang serupa dengan hati tikus karena peningkatan ukuran hati terutama terjadi 

dengan peningkatan jumlah lobulus. Selain itu, hati yang lebih besar juga 

mendapat perfusi yang lebih banyak dari darah arteri secara proporsional.28 

 

Gambar 2.5. Hati Tikus. Tampak lobus hepatis sinister lateralis (Lateral Left Lobe (LLL)), 
Lobus Median (Median Lobe (kiri-LML, dan kanan RML)), lobus hepatis dexter (Ventral 
Right Lobe/VRL & Dorsal Right Lobe/DRL), lobus caudatus (ventral caudate lobe/VCL & 
dorsal caudate lobe/DCL)29 

 

Berbeda dengan lobus, ternyata tidak semua hewan pengerat memiliki 

kandung empedu. Meskipun tikus dan mencit berasal dari subfamili yang sama 

yaitu, Murinae, tikus tidak memiliki kandung empedu yang dimiliki oleh mencit. 

Meski demikian pada tahap embriologi, kedua species tersebut mengalami 

pembentukan caudal foregut yang serupa, namun tidak terbentuk biliary bud pada 

tikus.28 

Keterbatasan lainnya yang muncul dalam studi menggunakan hewan coba 

adalah tidak semua penyakit pada manusia dapat diinduksi pada hewan coba. 

Perbedaan respon yang terjadi pada hewan coba yang mungkin berbeda dengan 

respon pada manusia juga dapat ditemukan. Sebagai contoh, penyakit hepatitis C 
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pada manusia dapat menyebabkan fibrosis hati namun ternyata virus yang sama 

tidak mampu menginfeksi hepatosit tikus, simpanse, dan Tupaia belangeri (tikus 

pohon utara). Begitu pula halnya respon terhadap agen toksik tertentu. Terdapat 

variasi respon baik berupa kurang rentan atau lebih rentannya respon hewan 

terhadap agen toksik dibandingkan manusia. Induksi alkohol pada hewan pengerat 

sangat sulit dilakukan karena sifat hewan yang tidak menyukai alkohol dan 

adanya metabolisme alkohol yang cepat pada hewan tersebut sehingga mencegah 

kadar alkohol yang tinggi dalam darah.27 Mengenai penyakit hati alkoholik ini, 

hingga hari ini belum ada hewan coba yang sempurna yang dapat menghasilkan 

karakteristik penyakit hati alkoholik pada manusia secara utuh.30 Meskipun 

demikian, hingga saat ini hewan pengerat masih menjadi model hewan coba yang 

banyak dipilih dalam mempelajari tidak hanya penyakit hati alkoholik namun juga 

fibrosis hati.31 Kemudahan dalam budidaya hewan coba dan perawatan, serta 

kemiripannya dengan sistem tubuh manusia baik secara anatomi, fisiologi, 

genetik, molekular, maupun biokimia tampaknya masih menjadi faktor yang 

melatarbelakangi pemilihannya.  

Dalam mempelajari penyakit hati, terdapat dua galur tikus yang umum 

digunakan yaitu, Spraque Dawley dan Wistar. Keduanya merupakan subspecies 

dari species Ratus norvegicus yang mana tikus Spraque Dawley lebih tidak aktif 

bergerak sehingga lebih mudah dalam penanganannya, serta lebih cepat 

dikembangbiakkan.32 Selain itu, tikus Spraque Dawley harganya lebih murah serta 

tersedia secara komersial dan banyak digunakan untuk studi profil metabolik.33 

Akan tetapi, tikus Wistar lebih umum digunakan dalam studi toksikologi, karena 

database keamanan historisnya, berat badan yang lebih rendah, serta ketahanan 

hidup yang lebih tinggi.33 Selain itu, dalam hal melihat perlemakan hati yang juga 

menjadi awal dari cedera hati, tikus Wistar dinilai mampu merepresentasikannya 

dengan lebih baik.32 

Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Wang dkk (2020) untuk 

menguji stabilitas metabolik dan jalur biotransformasi pada kedua galur tikus 

tersebut, ditemukan tidak terdapat perbedaan bermakna di antara kedua galur 

tersebut dalam hal pembersihan intrinsik in vitro antara senyawa yang diperiksa. 

Hal ini menunjukkan di antara kedua galur tersebut terdapat stabilitas metabolik 
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yang konsisten. Akan tetapi terdapat perbedaan laju pembentukan metabolit 

oksidatif di antara kedua galur tersebut yang bergantung pada jenis bahan toksik 

yang diberikan. Sebagai contoh, laju pembentukan metabolit oksidatif ditemukan 

lebih tinggi 150 x pada tikus Sprague Dawley dibandingkan Wistar pada 

pemberian midazolam, namun sebaliknya pada pemberian gemfibrozil. Pada 

penelitian tersebut dibuktikan pula adanya perbedaan biotransformasi obat yang 

signifikan di antara kedua galur yang juga dipengaruhi oleh jenis kelamin yang 

berbeda, namun serupa pada jenis kelamin yang sama sehingga dibutuhkan 

konsistensi dalam pemilihan jenis kelamin dan galur tikus. Sejalan dengan hal 

tersebut, hingga saat ini data mengenai metabolit manusia ditemukan serupa 

antara kedua galur sehingga pemilihan baik tikus galur Spraque Dawley maupun 

Wistar dapat dilakukan untuk studi penyakit hati asalkan konsisten.33 

 

2.3. Stres Oksidatif dan Respon Antioksidan Endogen 

Tubuh manusia merupakan serangkaian sistem yang saling bekerja sama 

demi mempertahankan homeostasis. Beberapa senyawa dalam keadaan kecil 

mungkin memang diperlukan oleh tubuh, akan tetapi senyawa yang sama justru 

dapat berbahaya bagi tubuh ketika berada dalam jumlah yang berlebihan. Reactive 

Oxygen Species (ROS) adalah contohnya. Dalam jumlah kecil ROS tidak hanya 

dibutuhkan oleh tubuh dalam sistem imunitas akan tetapi justru dihasilkan secara 

terus menerus oleh tubuh sebagai metabolit dari sistem rantai pernafasan. Akan 

tetapi, pada keadaan tertentu, jumlah ROS dapat meningkat lebih daripada 

antioksidan di dalam tubuh sehingga dapat membahayakan tubuh. Dalam hal ini, 

tubuh akan berusaha mengeliminasi kelebihan ROS demi mempertahankan 

homeostasisnya. Namun, sayangnya hal ini tidak selalu berhasil. Pada saat ROS 

terlalu banyak tanpa disertai peningkatan antioksidan, tubuh masuk ke dalam 

keadaan stres oksidatif yang telah terbukti memicu perkembangan berbagai 

penyakit lainnya.34 

 Adapun ROS sendiri merupakan salah satu bentuk umum dari radikal 

bebas selain Reactive Nitrogen Species (RNS). Radikal bebas didefinisikan 

sebagai suatu senyawa yang memiliki elektron yang tidak berpasangan pada kulit 

terluarnya sehingga cenderung radikal dan tidak stabil. Sebagian besar senyawa 
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yang tergolong dalam radikal bebas ini adalah senyawa yang memiliki gugus 

oksigen (ROS), termasuk di antaranya Superoxide (O2-.), Hydrogen peroxide 

(H2O2), Hydroxyl radical (OH.) dan Oxygen singlet. Sementara itu, kelompok 

senyawa RNS seperti Nitric oxide (NO), Nitrous oxide (N2O), Peroxynitrit (NO3-) 

kerap kali dianggap sebagai subklas dari ROS.34,35 

ROS sendiri mengandung bentuk yang radikal maupun non radikal. 

Kelompok ROS radikal meliputi Superoxide anion (O2-.), Hydroxyl radical (OH.), 

dan Peroxyl radical (OOH.). Kelompok ROS radikal bersifat sangat reaktif 

sebaliknya dengan kelompok ROS yang non radikal. Kelompok ROS non radikal 

tidak memiliki elektron yang tidak berpasangan di kulit terluarnya. Akan tetapi, 

ROS yang non radikal masih tereduksi secara tidak sempurna, sehingga masih 

dapat mengalami reaksi redoks yang menghasilkan radikal bebas yang reaktif. 

Dalam hal ini keberadaan logam seperti Fe2+ dan Cu+ akan menimbulkan reaksi 

yang membuat ROS non radikal menghasilkan Hydroxyl radical yang merupakan 

oksidan yang kuat.35 Kelompok ROS non radikal ini meliputi hidrogen peroksida 

(H2O2 ), asam hipochlorat (HOCl), asam hipobromus (HOBr), Ozon (O3), 

peroksida organik (ROOH), asam peroksinitrat (ONOOH), peroksinitrat (O2NOO) 

dan peroksinitro (ONOO--).34 

 Di dalam tubuh, ROS dapat berasal dari sumber eksogen maupun endogen. 

Dari sumber eksogen, ROS dapat dihasilkan dari sinar UV, infeksi virus, alkohol, 

stres, merokok, radiasi pengion, diet, logam, pestisida, ataupun senyawa beracun 

lainnya. Sementara itu, dari sumber endogen, ROS dihasilkan sebagai produk 

samping berbagai reaksi enzimatik dan metabolisme yang membutuhkan oksigen, 

termasuk pada mekanisme transpor elektron rantai pernafasan maupun jalur 

detoksifikasi yang dilakukan oleh hati.36 Dari jalur endogen ini, ROS terutama 

dihasilkan di mitokondria dalam bentuk anion superoksida terutama dari 

kompleks I dan III mekanisme transpor elektron rantai pernafasan yang 

merupakan sesuatu yang terjadi secara fisiologis. Secara umum, di dalam 

mitokondria, kompleks I akan menghasilkan lebih banyak ROS dibandingkan 

kompleks III.37  



18 
 

                                                                                                         Universitas Indonesia 

 

Gambar 2.6. Transpor elektron.37 

 

Akan tetapi, sebagian ROS endogen juga dihasilkan di luar mitokondria. 

Dalam hal ini ROS pun juga dapat dihasilkan dari reaksi yang melibatkan 

Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) oksidase, lipoksigenase, 

siklooksigenase, peroksidase, xanthin oksidase, asam lemak peroksisomal beta 

oksidasi, dan detoksifikasi mikrosomal hati.36 ROS yang dihasilkan pada akhirnya 

akan memicu disfungsi mitokondria, bereaksi dengan lipid, protein, dan DNA, 

serta menyebabkan berbagai kerusakan serta memicu kematian sel.36  

Secara keseluruhan, ROS yang berlebih terutama akan berinteraksi dengan 

polyunsaturated fatty acid (PUFA) yang berada di membran sel dan menyebabkan 

terjadinya peroksidasi lipid dan menghasilkan suatu senyawa akhir yaitu, 

Malondialdehyde (MDA) yang dapat ditemukan baik pada jaringan hati maupun 

plasma dan berfungsi sebagai biomarker yang potensial dalam melihat ada 

tidaknya stres oksidatif. MDA selanjutnya akan menempel pada DNA dan 

menyebabkan kerusakan pada DNA maupun sel yang akan berakibat pada mutasi 

ataupun kematian sel. Selain itu, oksidasi lipid yang terus terjadi akan 

menyebabkan perubahan pada potensial membran mitokondria. Dalam hal ini, 

Ca2+ akan masuk secara berlebih dan menyebabkan pembukaan transisi 

permeabilitas mitokondria yang meningkat, menimbulkan semakin banyak ROS, 

hingga mengaktifkan berbagai jalur kematian seluler baik melalui jalur apoptosis, 

jalur feroptosis,  jalur nekroptosis, dan jalur piroptosis. Melalui jalur apoptosis, 

ROS mengaktifkan baik jalur ekstrinsik maupun intrinsik. Ketika jalur ekstrinsik 

apoptosis diaktifkan oleh FasR dengan protein adaptor FADD, jalur intrinsik 

apoptosis sangat bergantung pada kerusakan mitokondria yang memicu ROS yang 
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diinduksi oleh Bcl-2 associated X/ Bcl-2 homologous antagonist/killer 

(BAX/BAK) hingga akhirnya aktivasi caspase 9, 3, dan 7. Sementara itu, melalui 

jalur feroptosis,  ROS sangat tergantung pada keberadaan zat besi yang 

selanjutnya mendorong peroksidasi membran fosfolipid. Pada jalur piroptosis dan 

nekroptosis, yang termasuk jalur kematian terprogram, diawali dengan 

disekresikannya Damage associated molecular patterns (DAMPs) dan Pathogen 

associated molecular patterns (PAMPs) yang memicu diaktifkannya jalur 

pensinyalan inflamasi yaitu, Nuclear Factor-Kappa B (NF-KB) sehingga terjadi 

inflamasi yang hebat dan mengaktifkan kematian sel sebagai respon pertahanan 

tubuh.36  

 

Gambar 2.7. Apoptosis, Nekroptosis, dan Piroptosis36 

 

Keberadaan ROS selanjutnya akan direspon oleh tubuh dengan 

menghadirkan sistem pertahanan antioksidan. Dalam keadaan fisiologis, 

keberadaan ROS berada dalam keseimbangan dengan aktivasi sistem antioksidan. 

Namun, dalam keadaan patologis keseimbangan itu tidak lagi dapat 

dipertahankan. Meski demikian sistem antioksidan akan tetap diaktifkan melalui 

keberadaan ROS. Dalam hal ini, Nuclear Erythroid 2-Related Factor 2 (Nrf2) 
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yang merupakan faktor transkripsi yang meregulasi antioksidan endogen akan 

bekerja. 

Pada tahun 1994 Moi dkk telah berhasil mengisolasi Nrf2 yang merupakan 

molekul berukuran 66,1 kDa dan merupakan anggota dari cap‘n’collar family dari 

faktor transkripsi basic leucin zipper  (bZIP). Nrf2 merupakan protein yang 

dikode oleh gen Nuclear Factor Erythroid 2 Like 2 (NFE2L2) pada manusia dan  

ditemukan terekspresi pada jaringan tubuh manusia dengan tingkatan yang 

berbeda-beda. Ekspresi terbanyak Nrf2 ditemukan di otot, ginjal, paru, dan hati. 

Secara keseluruhan, Nrf2 dikatakan memiliki efek pleiotropik yang mengatur 

ekspresi lebih dari 240 gen pada berbagai fungsi seluler.38 Nrf2 diketahui 

meregulasi induksi ekspresi gen yang terlibat dalam mekanisme detoksifikasi dan 

induksi proliferasi melalui ikatannya dengan Antioxidant Response Element 

(ARE).39,40 Selain itu, ikatan Nrf2 dengan ARE juga diketahui bertanggung jawab 

atas ekspresi konstitutif beberapa gen yang mengendalikan ROS yang dihasilkan 

secara konstan pada proses metabolisme aerob normal.40 Bahkan pada penelitian 

yang dilakukan oleh Liu dkk (2023) dibuktikan bahwa Nrf2 mampu menginhibisi 

autofagi, peroksidasi lipid dan feroptosis yang merupakan mekanisme penting 

yang terjadi pada  Non Alcoholic Fatty Liver Disease (NAFLD).41 

Terdapat tujuh domain yang terkonservasi pada Nrf2 yaitu, Neh1 hingga 

Neh7 yang masing-masing memiliki fungsinya sendiri. Neh1 merupakan domain 

yang terikat dengan Neh3 yang berperan penting  dalam heterodimerisasi dengan 

protein small Musculoaponerotic fibrosarcoma (sMaf) yaitu, MafF, MafG, dan 

MafK yang sangat penting perannya dalam proses pengikatan Nrf2 dengan ARE. 

Neh1 juga  merupakan domain tempat sekuens  Nuclear Export Signal (NES) 

berada sekaligus tempat Nrf2 berikatan dengan faktor transkripsi lainnya. 

Sementara itu, domain Neh2 merupakan domain yang mengandung motif ETGE 

dan DLG yang menjadi tempat Nrf2 berikatan dengan protein Keap-1, represor 

Nrf242 dan domain Neh3, Neh4, dan Neh5 merupakan domain transaktivasi. 

Domain Neh4 dan Neh5 akan merekrut histone acetyl-transferase cAMP 

responsive element binding protein (CBP) dan kompleks mediator untuk 

transaktivasinya. Domain lainnya yaitu, domain Neh6 dan Neh7 yang mana 

domain Neh6 merupakan domain yang berperan dalam pengikatan Nrf2 dengan 
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Beta Transducin repeat-Containing Protein (B-TrCP) yang juga merupakan 

regulator negatif Nrf2 sedangkan Neh7 merupakan domain yang akan 

mempromosikan ikatan Nrf2 ke Receptor X Retinoic alpha (RXR-a) yang juga 

akan menghambat jalur pensinyalan Nrf2-ARE.43,44 

Di dalam sitoplasma, Nrf2 akan tetap diproduksi secara konsekutif. Akan 

tetapi, keberadaannya terutama akan direpresi oleh Kelch like-ECH associated 

protein 1 (Keap-1) yang akan mengikatnya dan membuatnya mengalami 

ubiquitinasi untuk selanjutnya didegradasi oleh proteasom. Pada keadaan 

fisiologis atau basal, hanya sedikit Nrf2 bebas yang nantinya akan bergerak dari 

sitoplasma ke dalam nukleus. Sedikit ROS yang dihasilkan dari proses fisiologis 

hanya akan menyebabkan sedikit Nrf2 yang bebas. Namun, berbeda halnya pada 

keadaan stres oksidatif. ROS yang banyak akan menyebabkan lebih banyak Nrf2 

yang bebas dan teraktivasi. Keberadaan ROS telah diketahui akan menyebabkan 

perubahan konformasi pada residu sistein Keap-1, sehingga Keap-1 tidak dapat 

mengikat Nrf2.5 Aktivasi Nrf2 akibat modifikasi pada residu sistein Keap-1 ini 

dikenal sebagai aktivasi Nrf2 jalur kanonikal. Dalam hal ini, ROS dan senyawa 

elektrofilik merupakan penginduksi klasik aktivasi Nrf2 kanonikal ini.5 

 Meskipun demikian, penelitian-penelitian selanjutnya menemukan bahwa 

aktivasi Nrf2 tidak hanya terjadi melalui modifikasi residu sistein Keap-1 oleh 

penginduksi klasik sehingga Keap-1 tidak lagi dapat mengikat Nrf2, tetapi juga 

dapat disebabkan oleh mekanisme kompetisi oleh protein lain seperti p62, p21, 

dipeptidyl peptidase III (DPP3), Breast cancer Gene 1 (BRCA1), dan Wilms 

Tumor gene on chromosome X (WTX) dengan Keap-1 untuk berikatan dengan 

Nrf2 sehingga mengganggu ikatan Nrf2-Keap1.6 Aktivasi Nrf2 dengan cara ini 

dikenal sebagai jalur non-kanonikal.5,6, 45,46,47 

Sementara itu, Keap-1 yang merupakan penekan induksi Nrf2 yang utama, 

merupakan suatu protein kaya sistein yang terdiri dari 624 asam amino. Keap-1 

memiliki lima domain yaitu, domain N-terminal region (NTR), domain Tramtrack 

and Bric-a-Brac (BTB), domain central intervening region (IVR), domain  Kelch 

repeats, dan domain C-terminal region (CTR).43 Dari domain-domain ini, domain 

BTB dan IVR adalah domain yang berperan penting dalam dimerisasi dengan 

kompleks Cullin-based E3 ligase/Ring Box Protein-1 (CUL3/RBX1) untuk proses 
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ubiquitinasi Nrf2. Sementara itu, domain CTR dan DGR adalah domain yang 

mengikat motif DLG dengan afinitas rendah dan motif ETGE dengan afinitas 

tinggi pada domain Neh2 dari Nrf2. Domain Kelch repeats merupakan domain 

penting yang menghubungkan Keap1 dengan Nrf2 dan p62.43,44 

Beberapa penelitian yang telah dilakukan mengenai Nrf2-Keap-1 

kemudian juga menunjukkan bahwa Keap-1 tidak hanya ada di sitoplasma dan 

berperan mengikat Nrf2 sitoplasma saja namun juga ada di nukleus dan 

meregulasi ekspor Nrf2 dari nukleus ke sitoplasma. Penelitian Sun dkk (2007) 

menunjukkan bahwa terdapat regulasi post induksi Nrf2 oleh Keap-1 yang 

ditandai dengan terjadinya lokalisasi Keap-1 ke nukleus. Penelitian ini 

menunjukkan bahwa lokalisasi Keap-1 tersebut merupakan suatu peristiwa 

independen yang tidak bergantung pada Nrf2. Keberadaan Keap-1 di nukleus ini 

akan menyebabkan disosiasi Nrf2 dan ARE dan menghantarkan Nrf2 kembali ke 

sitoplasma.48 Tentu saja hal ini erat kaitannya dengan keberadaan NES yang 

terdapat pada domain IVR protein Keap-1. Meskipun domain Neh1 pada Nrf2 

juga memiliki NES, namun dalam hal ini, NES yang terdapat pada Nrf2  tidak 

berperan dalam ekspor Nrf2 tetapi lebih dikhususkan dalam proses ubiquitinasi 

dan degradasinya.48 Hambatan pada NES yang ada di Nrf2 justru akan 

memperkuat stabilisasi Nrf2.48 Melengkapi pemahaman tersebut, Hu dkk (2020) 

pada penelitian yang dilakukannya menemukan bahwa translokasi Keap-1 ke 

nukleus merupakan suatu proses yang tergantung pada interaksinya dengan NF-

KB. Protein subunit NF-KB yaitu, p65 dan p50 berperan dalam translokasi Keap-

1 ke nukleus dimana protein p65 berfungsi untuk merepresi jalur Nrf2-ARE, 

sedangkan protein p50 berfungsi secara langsung dan spesifik mentranslokasikan 

Keap-1 ke nukleus.49 Pada akhirnya Keap-1 yang membawa Nrf2 ke sitoplasma 

akan membawa Nrf2 diubiquitinasi dan didegradasi oleh proteasom. 
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Gambar 2.8. Mekanisme post induksi Nrf2. Tampak Keap-1 masuk ke nukleus secara 
independen dan menyebabkan disosiasi Nrf2-ARE serta membawa Nrf2 keluar dari 
nukleus menuju sitoplasma.48 

 

Sementara itu, Nrf2 yang teraktivasi akan mengaktifkan sintesis berbagai 

antioksidan endogen yang bersifat enzimatik maupun non enzimatik. Kelompok 

antioksidan enzimatik adalah kelompok antioksidan lini pertama yang melawan 

oksidan dengan cara memecah senyawa radikal menjadi H2O2 lalu menjadi air. 

Sementara itu, kelompok antioksidan non enzimatik adalah kelompok antioksidan 

lini kedua yang bekerja melalui interupsi reaksi rantai dari radikal bebas. Dalam 

hal ini, superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), dan Glutathione Peroxidase 

(GPx) termasuk ke dalam kelompok antioksidan enzimatik, sedangkan vitamin C, 

vitamin E, senyawa polifenol dari tumbuhan, karotenoid, thioredoksin, dan 

glutathione termasuk dalam kelompok antioksidan non enzimatik.50  

Enzim SOD adalah antioksidan lini pertama yang mereduksi superoksida 

radikal dari rantai pernafasan menjadi H2O2. Selanjutnya, H2O2 di mitokondria 

akan direduksi oleh GPx mitokondria dalam reaksi berantai dengan GSH sebagai 

donor elektronnya sehingga GSH berubah menjadi GSSG yang nantinya akan 

kembali menjadi GSH dalam reaksi yang melibatkan Glutathione reductase (GR) 

yang bergantung pada NADPH dan Nrf2.36,51 Pentingnya keberadaan GSH 

mitokondria dikarenakan tidak adanya enzim CAT di mitokondria tetapi di 

peroksisom.  
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Secara eksklusif, GSH yang disintesis di sitosol akan membutuhkan 

mekanisme tertentu untuk dapat masuk ke mitokondria. Dalam hal ini, terdapat 2-

oxoglutarate carrier (OGC) yang berperan untuk membawa GSH ke mitokondria 

dan menukarnya dengan 2-oksoglutarat. Akan tetapi, OGC sangat tergantung pada 

fluiditas membran yang dipengaruhi oleh komposisi asam lemak dan kolesterol. 

Pada keadaan stres oksidatif, peroksidasi yang terjadi akan merangsang aktivitas 

lipoksigenase yang akan mengoksidasi fosfolipid pada membran sel sehingga 

terjadi perubahan fluiditas dan permeabilitas membran. Asam lemak dan 

kolesterol yang tinggi akan menyebabkan peningkatan pada kekakuan membran 

sehingga menyebabkan terganggunya proses transportasi ini ke mitokondria. 

Akibatnya, disfungsi mitokondria hingga kematian sel pun tak dapat dihindari.36 

Akan tetapi, ketika jalur Nrf2-ARE diaktifkan dan antioksidan endogen 

dihasilkan, maka antioksidan akan bekerja secara langsung sebagai ROS 

Scavenger yang langsung menstabilkan senyawa radikal agar tidak lagi radikal.52 

Hal ini akan menyebabkan berkurangnya stres oksidatif dan peroksidasi lipid 

sehingga transpor GSH dapat terlaksana. Selain itu, Nrf2 juga bekerja 

menurunkan respons inflamasi, mengeliminasi mitokondria yang rusak melalui 

respons mitofagi dengan cara menginduksi biogenesis lisosom, serta 

mempromosikan biogenesis mitokondria melalui stabilisasi Transcription Factor 

A Mitochondria (TFAM), serta peningkatan ekspresi Mitochondrial associated 

regulatory factor (Marf), dynamin-related protein 1, dan peroxisome 

proliferators-activated receptor-ɣ ( PPAR-ɣ).53,54 

 

2.4. Fibrosis Hati 

 Fibrosis hati merupakan respon dan upaya tubuh yang tidak berhasil 

mengatasi cedera yang terjadi secara berkepanjangan. Berbagai agen kausatif 

seperti virus yang menginfeksi, senyawa toksik, obat-obatan, autoimun maupun 

lemak yang terakumulasi akan menyebabkan cedera pada hati. Cedera yang 

terjadi akut dapat segera tertangani oleh kemampuan regenerasi hati. Hati akan 

berusaha melokalisasi cedera untuk melindungi dirinya dengan cara meningkatkan 

sintesis matriks ekstraseluler seperti kolagen dan fibronektin.55 Namun, ketika 

cedera telah mulai tertangani, degradasi matriks ekstraseluler akan menjadi proses 
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yang mengikutinya sehingga jaringan hati yang sehat kembali terbentuk. Berbeda 

halnya bila yang terjadi adalah paparan agen kausatif yang terus-menerus. 

Degradasi matriks ekstraselluler tidak mampu mengimbangi akumulasi matriks 

ekstraseluler yang terjadi. Peningkatan matriks ekstraseluler ini kemudian akan 

mengubah arsitektur hati baik secara makroskopis maupun mikroskopis hingga 

mengganggu kinerja hati. Apabila hal ini tetap tidak tertangani, maka hati yang 

tadinya fibrosis akan berkembang menjadi sirosis atau bahkan muncul sebagai 

karsinoma hepatoseluler.55 

 Secara lebih detil, paparan agen kausatif akan menyebabkan  nekrosis dari 

hepatosit sehingga terjadi perubahan membran yang akan menyebabkan 

disekresikannya Damage-associated Molecular Patterns (DAMPs) sebagai alarm 

penanda bahaya. Tidak hanya oleh hepatosit, sel-sel lain yang dalam keadaan stres 

juga akan mensekresikan DAMPs ini. DAMPs yang disekresikan selanjutnya akan 

mengaktivasi sel-sel di sekitarnya termasuk sel Kupffer dan sel stellata hati.56 

Sekresi DAMPs inilah yang kemudian menjadi dasar aktivasi sel stellata hati pada 

cedera hati yang tidak disebabkan patogen.57 

Salah satu DAMPs yang banyak dipelajari adalah High Mobility Group 

Box 1 (HMGB1). HMGB1 merupakan suatu protein yang terkonservasi pada 

semua jenis sel.58 Pada saat terjadi cedera, kematian sel yang terjadi akan 

melepaskan HMGB1 sebagai sistem alarm penanda bahaya yang selanjutnya akan 

berikatan dengan reseptornya yaitu, Receptor for Advanced Glycation 

Endproducts (RAGE) dan Toll-like Receptor 4 (TLR4) untuk mengaktifkan 

proses inflamasi. Dalam hal ini, HMGB1 dapat bertindak baik sendiri sebagai 

mediator pro inflamasi, maupun berkelompok dengan membentuk kompleks 

dengan molekul pro inflamasi lainnya seperti DNA, RNA, histon, nukleosom, 

lipopolisakarida, IL-1A, IL-1B, dan sebagainya.58 

 Adapun reseptor RAGE maupun TLR diekspresikan di hepatosit, sel 

Kupffer, maupun sel stellata hati sehingga DAMPs yang disekresikan dan terikat 

pada reseptor RAGE dan TLR akan mengaktifkan sel Kupffer maupun sel stellata 

hati. Aktivasi sel Kupffer akan menyebabkan disekresikannya berbagai kemokin 

yang nantinya akan berperan dalam perekrutan monosit yang akan memicu sekresi 

berbagai sitokin pro inflamasi seperti IL-1B dan TNF-α. Pada tikus, kemokin 
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tersebut akan mempromosikan perekrutan monosit Ly6C+ (terdiri atas Ly6Chi dan 

Ly6Cmiddle), terutama Ly6Chi yang akan berinteraksi dengan reseptor kemokin 

CCR2 untuk kemudian mengalami maturasi menjadi makrofag M1 inflamasi yang 

nantinya akan berkontribusi dalam degradasi jaringan dan aktivasi sel T.59 

Sedangkan pada manusia, kemokin CCR2 akan menyebabkan perekrutan monosit 

klasik yang mengekspresikan human CD14++CD16- dari sumsum tulang yang 

dalam keadaan stabil dapat berdiferensiasi menjadi monosit klasik intermediate 

lalu berdiferensiasi menjadi monosit non klasik yang beredar. Monosit klasik 

memiliki kemampuan fagositosis yang kuat, mensekresikan ROS dan IL-10 pada 

stimulus lipopolisakarida patogen, sedangkan monosit intermediate dan non klasik 

akan mensekresikan sitokin pro inflamasi. Pada saat cedera, monosit klasik dan 

intermediate akan menginvasi jaringan melalui ikatannya dengan reseptor 

CCR2/CCL2 dan aatu CCR5/CCL5. Monosit klasik selanjutnya akan mengalami 

maturasi menjadi M1Mo yang pada akhirnya akan berperan dalam aktivasi sel 

T.59 Pada akhirnya, aktivasi sel Kupffer yang terjadi akibat dilepaskannya DAMPs 

dari sel hati yang rusak akan menyebabkan disekresikannya pula berbagai sitokin 

pro inflamasi seperti Transforming Growth Factor-B (TGF-ß), Connective Tissue 

Growth Factor (CTGF), Platelet-derived Growth Factor (PDGF), Tissue 

Inhibitors of Metalloproteinases (TIMPs), dan sebagainya, serta teraktivasinya 

berbagai jalur pensinyalan pro fibrotik.60 

 

Gambar 2.9. Monosit klasik, intermediat, dan non klasik59 
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Dalam fibrogenesis di hati, aktivasi sel stellata hati telah diketahui sebagai 

faktor utama penyebab fibrosis hati. Sel stellata hati yang tadinya diam atau 

quiescent merupakan sel yang berada di Space of Disse dan berperan sebagai sel 

penyimpan vitamin A. Pada saat tidak terjadi cedera, sel ini tampak berbentuk 

bulat, agak memanjang, dengan nukleus yang besar serta mengandung banyak 

tetesan lemak yang mengandung vitamin A. Namun, pada saat terjadi cedera dan 

teraktivasi, sel ini akan tampak lebih memanjang, dan lebih sedikit mengandung 

tetesan lemak. Pada keadaan ini, ia telah bertransformasi menjadi myofibroblas 

yang menyebabkan peningkatan matriks ekstraseluler serta terjadinya fibrosis 

hati.61,62 Pada saat ini, setidaknya terdapat tujuh perubahan pada sel stellata hati 

yaitu, proliferasi, kemotaksis, fibrogenesis, kontraktilitas, degradasi matriks, 

hilangnya retinoid, dan kemoatraktan leukosit, serta lepasnya sitokin.56 

Dalam proses fibrogenesis, sel stellata hati dapat teraktivasi melalui 

berbagai jalur pensinyalan. Jalur pensinyalan TGF-ß dan PDGF disebut-sebut 

sebagai jalur utama fibrosis hati.56 Namun, tidak hanya itu, jalur lain seperti 

Nuclear Factor-Kappa B (NF-KB), Yes-associated Protein/Transcriptional 

coactivator with PDZ binding motif (YAP/TAZ), dan Wingless/Integrated (Wnt) 

juga diketahui menyebabkan fibrogenesis.63 Telah diketahui bahwa seluruh jalur 

pensinyalan tersebut berperan menyebabkan fibrosis melalui aktivasi sel stellata 

hati. 

Jalur TGF-ß merupakan jalur utama fibrosis hati. Jalur ini akan 

mengaktivasi sel stellata hati melalui ikatannya dengan protein SMAD2/3 maupun 

dengan protein lainnya seperti RhoA, TRAF4/6, PI3K/Akt, MAP3K7, dan protein 

Ras.64 Jalur TGF-ß yang melibatkan protein SMAD2/3 dikenal sebagai jalur 

kanonikal, sedangkan jalur yang tidak melibatkan protein SMAD2/3 dikenal 

sebagai jalur non kanonikal.64 Penelitian yang dilakukan oleh Solhi dkk (2022) 

menunjukkan bahwa dalam perannya sebagai aktivator sel stellata hati, TGF-ß 

ternyata juga menginduksi aktivasi jalur pensinyalan Hedgehog serta 

menyebabkan stres pada retikulum endoplasma sel stellata hati secara terus 

menerus.65 Selain itu, pada aktivasi sel stellata yang dipicu oleh aktivasi jalur 

TGF-ß, juga ditemukan sekresi kolagen dan penanda fibrogenik yang 

meningkat.65  
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Jalur lainnya yang tidak kalah penting dengan jalur TGF-ß adalah jalur 

PDGF. Jalur ini juga dikatakan sebagai jalur utama fibrosis karena 

kemampuannya dalam mengaktivasi berbagai jalur pro fibrotik lainnya. PDGF 

sendiri merupakan suatu faktor pertumbuhan yang diproduksi oleh trombosit. 

Namun, pada cedera hati, sel Kupffer akan memediasi perekrutan trombosit 

menuju intrahepatik. Pada cedera hati, selain di trombosit, PDGF juga 

diekspresikan oleh sel stellata hati serta sel endotel yang teraktivasi. Sementara 

itu, reseptor PDGF yaitu, PDGFR terekspresi di sel stellata hati. Ikatan antara 

PDGF dan PDGFR akan mengaktifkan jalur pensinyalan Ras/Raf-1 yang akan 

menyebabkan fosforilasi berbagai protein target di sitoplasma, mengatur aktivitas 

berbagai protease, serta fosforilasi berbagai faktor transkripsi yang pada akhirnya 

akan memberikan efek kemotaksis dan proliferasi sel stellata hati.66 Tidak hanya 

itu, aktivasi jalur PDGF juga akan mengaktifkan jalur pensinyalan NF-KB yang 

merupakan jalur pensinyalan inflamasi yang utama.66 

Serupa dengan TGF-ß, jalur pensinyalan NF-KB juga terbagi atas jalur 

kanonikal dan non kanonikal. Jalur kanonikal NF-KB merupakan jalur yang 

dipicu oleh TLRs, TNF-Α, IL-1 yang mengarah pada aktivasi relA (p65) atau 

kompleks yang mengandung cRel. Jalur kanonikal NF-KB ditenggarai sebagai 

jalur yang berperan dalam respon inflamasi, regulasi imunitas, perlindungan 

radiasi ultraviolet, dan proliferasi sel.67,68 Sementara itu, jalur non kanonikal NF-

KB merupakan jalur yang dipicu oleh sitokin family TNF termasuk TNFSF3, 

ligan CD40 (CD40L dan TNFSF5) serta B-cell activating factor (BAFF dan 

TNFSF13B). Aktivasi jalur non kanonikal ini akan mengarah pada pematangan 

sel B dan organogenesis limfoid.68  
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Gambar 2.10. Jalur kanonikal dan non kanonikal NF-KB68 

 

Jalur non kanonikal NF-KB dimediasi oleh kompleks NF-KB yang terdiri 

dari subunit p100 (menyerupai molekul IKB), p52, an relB. Jalur ini melibatkan 

peran serta NK-KB-inducing kinase (NIK) yang memfosforilasi IKKa yang 

kemudian memfosforilasi residu serine pada p100 sehingga didegradasi dan 

menyebabkan lepasnya kompleks p52 dan relB untuk dapat bertranslokasi ke 

nukleus.68 Meskipun jalur non kanonikal ini telah dikenal dengan perannya dalam 

pematangan sel B dan organogenesis limfoid, penelitian baru-baru ini justru 

menunjukkan bahwa NIK berperan dalam inflamasi.69,70 Xiong dkk (2018) 

berhasil membuktikan bahwa NIK mampu menekan regenerasi hati pada penyakit 

hati akut maupun kronis. Dalam hal ini, NIK hati terbukti menghambat proliferasi 

hepatosit melalui supresi jalur JAK2/STAT3.69 

Sementara itu, jalur NF-KB kanonikal sendiri juga dapat teraktivasi tanpa 

melalui PDGF tetapi teraktivasi melalui jalur TLR4-MyD88-NF-KB yang aktif 

pada saat DAMPs berikatan dengan TLR4.71 Selain itu, jalur ini juga dapat 

teraktivasi akibat mediator pro inflamasi yang muncul akibat aktivasi sel Kupffer. 

Dalam hal ini, TNF-α, IL-1B, dan lipopolisakarida bakteri merupakan aktivator 

terkuatnya. Kompleks NF-KB yang berperan dalam jalur kanonikal terdiri dari 3 

komponen subunit yaitu, relA (p65), p50, dan IKB yang merupakan kompleks 
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yang ada secara inaktif di sitoplasma. Pada saat reseptor TNF teraktivasi, IKB 

kinase (IKK) akan memfosforilasi IKB sehingga dapat didegradasi. Akibatnya 

NF-KB dimer (p65 dan p50) dapat bertranslokasi ke nukleus dan menjadi faktor 

transkripsi yang akhirnya mengaktivasi sel stellata hati.67 

 Selain jalur-jalur pensinyalan yang telah disebutkan di atas, masih ada 

jalur pensinyalan lain yang berperan dalam fibrosis hati yaitu, jalur pensinyalan 

Wnt dan YAP/TAZ. Jalur pensinyalan Wnt juga terdiri dari jalur kanonikal yang 

melibatkan B-catenin, dan jalur kanonikal yang terdiri dari jalur Planar Cell 

Polarity (PCP) dan jalur Wnt/Ca2+. Aktivasi jalur kanonikal Wnt akan 

menyebabkan aktivasi sel stellata hati, sedangkan aktivasi jalur non kanonikalnya 

akan menyebabkan stabilitas sitoskeleton sel stellata hati, polimerasi aktin, dan 

stabilisasi mikrotubul, yang selanjutnya akan berpengaruh pada polaritas dan 

motilitas sel stellata hati.72 

 Sementara itu, jalur YAP/TAZ merupakan jalur yang berperan dalam 

homeostasis jaringan, perkembangan, dan kanker.  Pada fibrosis hati, aktivasi 

jalur YAP/TAZ juga berperan dalam mempromosikan Epithelial to Mesenchymal 

Transition (EMT). Selain itu, jalur ini juga akan berinteraksi dengan jalur TGF-ß 

melalui interaksinya dengan SMAD2/3 dimana protein TAZ dikatakan mampu 

mendorong akumulasi SMAD2/3 di nukleus. Jalur YAP/TAZ memiliki efek yang 

bertentangan dengan jalur Hippo sehingga aktivasi Hippo akan menekan ekspresi 

YAP/TAZ. Begitu pula halnya dengan NF-KB yang juga ditekan pada saat Hippo 

aktif, maka pada saat Hippo ditekan, YAP/TAZ yang aktif juga sejalan dengan 

aktifnya NF-KB.73 

 Seluruh aktivasi jalur pensinyalan pro fibrotik ini akan mengarah pada 

peningkatan akumulasi matriks ekstraseluler. Dari sejak tahap awal paparan agen 

kausatif yang mencederai hepatosit dan menyebabkannya nekrosis hingga aktivasi 

berbagai jalur pensinyalan yang mengaktivasi sel stellata hati, tahap ini dikenal 

sebagai tahap inisiasi (pre inflammatory stage). Selanjutnya, mulai tahap dimana 

aktivasi tersebut dipertahankan dikenal sebagai tahap perpetuasi (perpetuation 

stage). Akan tetapi, ketika cedera mulai tertangani, hati mulai masuk dalam tahap 

resolusi (resolution stage). Pada tahap akhir ini, hati juga mulai meningkatkan 

faktor degradasi matriks. Keberhasilan faktor degradasi matriks dalam 
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mendegradasi matriks ekstraseluler yang terakumulasi akan menjadi awal yang 

baru dalam proses selanjutnya yakni regenerasi. Pada tahap resolusi ini, sel 

Kupffer yang tadinya mensekresikan sitokin pro fibrotik akan beralih 

mensekresikan sitokin anti fibrotik. Monosit yang mengekspresikan Ly6Chi akan 

berubah menjadi Ly6Clow (Ly6C-) yang memicu disekresikannya berbagai sitokin 

seperti IL-1, IL-10, disekresikannya Hepatocyte Growth Factor (HGF), Vascular 

Endothelial Growth Factor (VEGF), Matrix Metalloproteinase-9, -12, dan -13 

(MMP-9, MMP-12, MMP-13) yang mendorong degradasi matriks ekstraseluler. 

Pada tahap ini juga terjadi apoptosis, senescence, atau quiescence dari sel stellata 

hati.56 

 

2.5. Peranan Stres Oksidatif dan Sistem Antioksidan pada Fibrosis Hati 

Telah diketahui bahwa berbagai jalur pensinyalan akan berperan dalam 

proses fibrogenesis dengan TGF-ß dan PDGF dikatakan sebagai jalur fibrosis 

yang utama. Selain itu, telah diketahui pula bahwa ROS merupakan suatu 

peristiwa kunci yang telah ada sejak awal mula yaitu, sejak dilepaskannya 

DAMPs, yang tidak hanya memicu aktivasi sel stellata hati, namun juga sebagai 

produk samping yang dihasilkan dari setiap proses menuju fibrosis serta 

membentuk lingkaran setan dengan fibrogenesis itu sendiri. ROS seolah menjadi 

suatu produk metabolit yang selalu menyertai proses fibrogenesis yang jumlahnya 

semakin terakumulasi hingga sistem antioksidan berhasil mengendalikannya.56 

Pada jalur TGF-ß, ROS dapat mengaktifkan TGF-ß laten dan 

meningkatkan ekspresinya. TGF-ß yang meningkat akan menginduksi apoptosis 

hepatosit masif yang menyebabkan cedera hati kronis.56 Di sisi lain, aktivasi TGF-

ß ternyata juga akan meningkatkan produksi ROS. Hal ini tampak dalam 

penelitian yang dilakukan oleh Ishikawa dkk (2014) yang berhasil membuktikan 

adanya peningkatan ROS pada mitokondria dan sitoplasma sel epitel mammary 

tikus pada 20 jam setelah diberikan TGF-ß.74 Selain itu, aktivasi TGF-ß juga akan 

mensupresi sistem antioksidan seperti glutaredoksin, katalase, superoksida 

dismutase, dan glutathione peroksidase yang seharusnya diperlukan sebagai ROS 

scavenger.75Akan tetapi penelitian yang dilakukan oleh Prestigiacomo V dkk 

(2018) menunjukkan bahwa pada tikus dengan Nrf2 knocked down, aktivitas 
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TGF-ß/SMAD ditemukan lebih tinggi dibandingkan dengan wild type (memiliki 

Nrf2). Hal ini menunjukkan kemampuan Nrf2 dalam mengganggu ikatan TGF-

ß/SMAD melalui ikatannya secara langsung dengan SMAD2/3.76 Berdasarkan 

kedua penelitian tersebut dapat disimpulkan bahwa TGF-ß yang diaktifkan oleh 

ROS, akan mensupresi sistem antioksidan, sebaliknya sistem antioksidan yang 

meningkat akan menghambat jalur kanonikal TGF-ß.4  

Berbeda dengan TGF-ß yang distimulasi aktivasinya oleh ROS, jalur 

pensinyalan PDGF tidak distimulasi oleh ROS namun justru menghasilkan ROS. 

Telah diketahui bahwa pada peningkatan PDGF diiringi dengan peningkatan 

ROS.73 Bahkan pada fibrosis hati, aktivasi sel stellata hati akibat aktivasi PDGF 

dimediasi oleh ROS melalui fosforilasi Akt pada jalur PI3K/Akt dan p38 

MAPK.73 

Sementara itu pada jalur inflamasi NF-KB, keberadaan ROS akan 

mengaktifkan jalur NF-KB namun jalur NF-KB juga akan menghasilkan ROS. 

Dalam hal ini NF-KB akan mendorong aktivitas mitokondria dan 

mengekspresikan NADPH Oxidase yang mana keduanya merupakan penghasil 

utama ROS endogen. Bersama dengan TGF-ß, jalur NF-KB menjadi jalur pro 

fibrotik yang dapat dihambat secara langsung oleh Nrf2.4 Pada keadaan terdapat 

Nrf2 yang dipicu oleh stres oksidatif, Nrf2 akan meningkatkan produksi 

antioksidan endogen termasuk GSH. Adanya GSH yang meningkat akan berperan 

secara langsung sebagai ROS scavenger sekaligus mencegah ekspresi p65 

sehingga NF-KB tidak dapat bekerja menjadi faktor transkripsi.67 

Berbeda halnya dengan NF-KB, pada jalur pensinyalan Wnt, mediator 

antara jalur Wnt dan ROS diperankan oleh protein Disheveled (Dvl) yang 

sebenarnya diregulasi secara negatif oleh keberadaan Nucleoredoxin (Nrx). Jalur 

Wnt akan aktif pada saat terdapat protein Dvl sehingga dalam keadaan tanpa stres 

oksidatif, Nrx akan berikatan dengan Dvl sehingga Dvl akan didegradasi dan tidak 

dapat mengaktifkan jalur Wnt. Namun, pada adanya ROS, Nrx akan dioksidasi 

oleh ROS (H2O2) sehingga tidak dapat mengikat Dvl. Hasilnya, Dvl yang bebas 

akan mengaktifkan jalur Wnt.77 Akan tetapi, sejalan dengan supresi sistem 

antioksidan pada aktivasi TGF-ß, pada aktivasi Wnt, keberadaan GSK3-B akan 

menginduksi degradasi Nrf2.78 
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 Pada jalur YAP/TAZ, ROS dapat dihasilkan melalui aktivasi TLR1/2/4 

yang selanjutnya mengaktifkan Macrophage Stimulating1/2 (MST1/2) yang 

merupakan bagian dari jalur pensinyalan Hippo. Namun, peneliti lainnya juga ada 

yang mengatakan bahwa ROS intraseluler juga dapat dihasilkan oleh YAP/TAZ 

sendiri yang tidak bergantung pada jalur pensinyalan Hippo. ROS yang meningkat 

pada stres oksidatif akan menyebabkan peningkatan aktivasi MST1 dari jalur 

Hippo yang merupakan regulator negatif bagi protein YAP/TAZ sehingga 

menghambat perkembangan ukuran organ. Aktivasi MST1 ini akan memodulasi 

stabilisasi Nrf2 agar semakin banyak Nrf2 yang bebas dan menjadi faktor 

transkripsi bagi aktivasi sistem antioksidan endogen.7 

 

Gambar 2.11. Interaksi antara ROS, Nrf2, dan jalur pensinyalan pro fibrotik4 

 

2.6.  Regenerasi Hati 

 Regenerasi hati merupakan suatu proses yang terjadi ketika hati mengganti 

jaringannya yang rusak atau hilang sehingga dapat berfungsi normal kembali. 

Mengingat fungsinya sebagai pintu gerbang yang terpapar dengan berbagai bahan 

toksik, hati merupakan organ yang memiliki kemampuan yang luar biasa untuk 

beregenerasi. Bahkan, pada hepatektomi parsial 2/3 bagiannya, hati akan 
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beregenerasi hingga mencapai 100% ukuran dan bentuk aslinya.  Kemampuan 

hati yang berusaha mencapai 100% dari ukuran aslinya dikenal sebagai hepatostat 

hati.21  

Adapun proses regenerasi hati sebenarnya telah dimulai segera setelah 

cedera terjadi.21 Pada dasarnya terdapat tiga tahapan penting dalam proses 

regenerasi hati. Tahap pertama dikenal sebagai tahap persiapan, merupakan 

tahap awal yang mana pada tahap ini hepatosit dipersiapkan untuk merespon 

sinyal dari faktor pertumbuhan. Pada tahap ini >100 gen diaktifkan. Tahap 

selanjutnya adalah tahap proliferasi, yang mana pada tahap ini reseptor faktor 

pertumbuhan seperti Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) dan reseptor 

HGF, yaitu, c-Met memegang peranan penting. Kedua reseptor ini bertindak 

secara sinergis sehingga tanpa salah satunya akan menimbulkan hambatan dalam 

proses regenerasi.21  Pada tahap proliferasi ini, hepatosit mengalami hipertrofi dan 

hiperplasia. Tahap terakhir adalah tahap terminasi, yang mana pada tahap ini 

hati telah mencapai ukuran dan fungsi normalnya sehingga proliferasi dihentikan. 

Pada tahap ini, TGF-ß dan Integrin menjadi faktor yang penting.79 

Proses regenerasi hati ini juga diketahui berbeda antara regenerasi yang 

terjadi pada keadaan homeostasis, regenerasi setelah hepatektomi parsial, maupun 

regenerasi pada cedera hati akibat paparan bahan toksin. Regenerasi pada keadaan 

homeostasis merupakan regenerasi yang terjadi untuk menggantikan hepatosit 

yang rusak sebagai bagian mempertahankan homeostasis hati. Sementara 

regenerasi setelah hepatektomi parsial menunjukkan gambaran regenerasi hati 

mencapai ukuran dan fungsi normalnya dengan keadaan hepatosit sehat pada 

jaringan hati yang tertinggal.80 Pada regenerasi ini, terdapat perbedaan respon 

regenerasi yang berkaitan dengan luas hepatektomi yang dilakukan. Regenerasi 

yang terjadi setelah dilakukan hepatektomi parsial yang menyisakan 2/3 bagian 

hati hanya melibatkan hipertrofi hepatosit saja dalam regenerasinya. Sementara 

itu, hepatektomi parsial yang hanya menyisakan 1/3 bagian hati melibatkan 

proliferasi dan hipertrofi hepatosit, namun tidak melibatkan sel progenitor hati. 

Hipertrofi hepatosit dimulai dalam beberapa jam setelah hepatektomi parsial, yang 

dengan segera diikuti oleh hiperplasia hepatosit. Pada tikus dan mencit, diketahui 

sintesis DNA dimulai dalam 12-16 jam setelah dilakukan hepatektomi parsial dan 
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mencapai puncaknya pada 24-48 jam. Sementara itu, massa hati ditemukan mulai 

kembali meskipun secara histologi masih belum seperti normalnya pada 3-7 hari 

setelah hepatektomi parsial. Proses regenerasi hati yang menghasilkan jaringan 

yang normal secara histologi maupun fungsinya dapat dicapai dalam 8-10 hari. 

Berbeda dengan mekanisme yang terjadi pada hepatektomi parsial di atas, 

hepatektomi parsial yang hanya menyisakan 10% hingga 20% bagian hati, justru 

akan memicu cell reprogramming berupa transdiferensiasi sel epitel biliaris 

menjadi hepatosit fungsional dalam regenerasinya.79 Berbeda pula dengan 

regenerasi setelah hepatektomi parsial, regenerasi setelah cedera akibat toksin 

merupakan regenerasi yang bertujuan mengganti hepatosit yang rusak atau yang 

mengalami apoptosis.80 

 Secara umum, berdasarkan pelakunya terdapat dua jenis regenerasi hati 

yaitu, regenerasi klasik yang dilakukan oleh hepatosit dan regenerasi alternatif 

yang dimediasi oleh sel punca / sel progenitor. Di antara kedua mekanisme ini, 

telah diketahui bahwa pelaku regenerasi utama di hati adalah hepatosit yang 

mengalami hipertrofi dan proliferasi kompensatif. Proliferasi yang terjadi pada 

hepatosit saat regenerasi hati akan menyebabkan hepatosit dewasa yang tadinya 

ada dalam bentuk poliploidi (4N hingga 32N) menjadi diploidi. Akan tetapi, 

penelitian yang dilakukan oleh Matsumono T dkk (2019) membuktikan bahwa 

repoliploidisasi akan terjadi pada bentuk hepatosit yang diploid tersebut.81,82 Hal 

tersebut menunjukkan bahwa hepatosit sebagai pelaku utama regenerasi hati 

memiliki keistimewaan tersendiri. Bahkan, hepatosit ini ternyata juga diketahui 

menjadi sumber small hepatocyte-like progenitor cells (SHPC) serta mampu 

bertransdiferensiasi menjadi kolangiosit pada saat dibutuhkan.83,84,85 
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Gambar 2.12. Poliploidi, diploidi, dan repoliploidisasi pada hepatosit81 

 

Selain itu, hepatosit pada hati juga memiliki perbedaan yang berhubungan 

dengan sistem zonasi hati dan cedera yang terjadi. Hepatosit di zona 1 terdiri dari 

hepatosit yang mengekspresikan Mfsd2a+ dan hepatosit hibrid yang 

mengekspresikan Sox9+.80 Hepatosit di zona 2 merupakan kelompok hepatosit 

yang mengekspresikan Hamp2. Hepatosit di zona 3 (perisentral) mengekspresikan 

Axin2+, Tbx3, Glutamine sintase (GS), serta tidak mengekspresikan CPS. Akan 

tetapi, selain ke 3 zona tersebut, juga terdapat kelompok hepatosit yang tersebar di 

seluruh zona hati yaitu, hepatosit dengan Tert-positive (high dan low).  

Mengenai hepatosit yang mana yang berperan pada suatu keadaan, telah 

terjadi perdebatan. Penelitian oleh Wang dkk (2015) membuktikan bahwa 

hepatosit zona 3 merupakan hepatosit yang sebagian besar adalah diploid, dengan 

kemampuan proliferasi yang lebih cepat dibandingkan dengan hepatosit lainnya. 

Namun, ketika hepatosit itu keluar dari zona 3, ia telah berubah menjadi hepatosit 

yang poliploidi. Penelitian tersebut menyimpulkan bahwa hepatosit yang 

mengekspresikan Axin2+ merupakan sel punca hepatosit yang berperan penting 

dalam proses regenerasi liver pada keadaan homeostasis. Hepatosit jenis ini 

memiliki kemampuan untuk memperbaharui dirinya sendiri karena pada 

penelitian tersebut diketahui bahwa hepatosit Axin2- tidak pernah menggantikan 

hepatosit di perisentral tersebut.87 Sementara itu, keberadaan Axin2+ pada sekitar 
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vena sentralis di zona 3 erat kaitannya dengan banyak terekspresinya Wnt2 dan 

Wnt9b di zona tersebut dimana jalur pensinyalan Wnt adalah jalur pensinyalan 

yang penting dalam proliferasi hepatosit di perisentral.87 Hasil penelitian ini 

mematahkan pendapat bahwa hepatosit di seluruh zona hati memiliki peranan 

yang sama dalam proses regenerasi. 

Akan tetapi, pada tahun 2020, penelitian oleh Sun dkk menyatakan hal 

yang justru sebaliknya. Mereka mengatakan bahwa hepatosit yang 

mengekspresikan Axin2+ memiliki kontribusi yang terbatas pada proses 

homeostasis dan regenerasi hati. Pada hati post hepatektomi parsial ditemukan 

bahwa proliferasi hepatosit terjadi pada hepatosit di seluruh hati, tidak hanya pada 

zona perisentral. Mereka juga menyatakan bahwa hepatosit di seluruh hati mampu 

mengupregulasi Axin2+ dan Leucin-rich repeat-containing G-protein coupled 

receptor 5 (LGR5) setelah terjadi cedera hati.86 Hal ini tampak bahwa ketika 

dilakukan ablasi Axin2+ dari hepatosit perisentral, maka zonasi hati akan 

terganggu sementara sehingga seluruh zona di hati akan mengupregulasi 

Axin2/LGR5 untuk merestorasi lingkungan perisentral kembali.86 

 

Gambar 2.13. Regenerasi hati menurut Sun dkk.86 

  

Pendapat yang berbeda kemudian juga dikemukakan oleh Wei dkk (2021) 

yang mengatakan bahwa homeostasis hati dipelihara oleh sel hepatosit pada zona 
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2.  Pada keadaan homeostasis, Wei dkk juga berhasil memastikan bahwa sel epitel 

bilier yang dapat bertransdifferensiasi menjadi hepatosit pada keadaan cedera 

berat, ternyata tidak mengalami transdifferensiasi menjadi hepatosit sehingga 

pada homeostasis liver, peran regenerasi sepenuhnya dilakukan oleh hepatosit 

sendiri. Selain itu, mereka juga berhasil membuktikan bahwa hepatosit di zona 1 

ternyata tidak berkontribusi terhadap generasi hepatosit baru dalam keadaan 

stabil, sebaliknya hepatosit di zona 2 dan 3 berkontribusi dalam pembentukan 

hepatosit di zona 1 dalam keadaan homeostasis. Sejalan dengan penelitian Sun 

dkk, penelitian oleh Wei dkk juga membuktikan bahwa zona 3 bukanlah sumber 

hepatosit baru yang signifikan pada keadaan homeostasis, sebaliknya hepatosit 

zona 3 juga dipertahankan secara independen oleh hepatosit di zona 1 dan 2. 

Sementara itu, hepatosit pada zona 2 yang mengekspresikan Hamp2 justru 

bertambah banyak dalam homeostasis normal, yang menunjukkan bahwa 

repopulasi hepatosit pada keadaan homeostasis justru terjadi di zona 2.82 Tidak 

hanya itu, hepatosit zona 2 juga berkontribusi dalam regenerasi hati akibat cedera 

setelah pemberian diethoxycarbonyl-1,4-dihydrocollidine (DDC) pada hewan 

coba untuk menginduksi kolangiopati, sirosis biliaris, serta kerusakan duktus 

biliaris akibat obat-obatan. Selanjutnya, penelitian ini juga membuktikan bahwa 

hepatosit yang mengekspresikan Tert-positive yang sebelumnya dilaporkan 

terdistribusi secara acak di seluruh lobulus hati, ternyata ditemukan tidak 

didistribusikan secara acak, tetapi kemungkinan tumpang tindih dengan Hamp2 

serta mungkin turut berkontribusi pada repopulasi hepatosit pada keadaan 

homeostasis. Secara keseluruhan hepatosit di zona 2 tidak hanya berperan dalam 

homeostasis hati, namun juga berperan dalam regenerasi ketika zona 1 dan zona 3 

rusak akibat hepatotoksin.82 

Hingga saat ini hepatosit mana yang secara pasti berperan dalam 

regenerasi hati masih menjadi masalah diskusi yang belum terpecahkan. Akan 

tetapi, dari berbagai penelitian yang telah dilakukan dapat dinyatakan bahwa pada 

keadaan cedera hati kronis di periportal, hepatosit di zona 1 (Hepatosit hibrid dan 

hepatosit yang mengekspresikan Mfsd2a+) akan menjadi hepatosit yang paling 

terdampak, sehingga regenerasi akan dilakukan terutama oleh hepatosit perisentral 

dan midlobuler terutama hepatosit Tert-high. Sementara itu, pada keadaan cedera 
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kronis di perisentral, hepatosit Tert-high, hibrid, dan Mfsd2a+ lah yang akan 

melakukan regenerasi dan mengembalikan populasi hepatosit di perisentral.80 

 

Gambar 2.14.Hepatosit pelaku regenerasi pada berbagai keadaan80 

 

Di sisi lain, regenerasi alternatif terjadi ketika regenerasi klasik tidak dapat 

terlaksana. Adapun mekanisme regenerasi alternatif ini diperankan oleh sel 

punca/progenitor hati. Pada manusia, terdapat Sel Punca Mesenkim (SPM) 

intrahepatik yang akhir-akhir ini banyak diteliti potensinya sebagai salah satu 

terapi pada fibrosis hati.88 Seperti pada jaringan lainnya, sel mesenkim 

intrahepatik digambarkan sebagai sel dengan morfologi seperti fibroblas yang 

dapat berasal baik dari sel parenkimal hati maupun dari sel non parenkimal hati.88 

Ketika SPM intrahepatik berdiferensiasi hepatogenik, SPM tersebut akan berubah 

menjadi berbentuk poligonal.88 Sementara itu, sel progenitor hati pada tikus 

dikenal sebagai sel oval, yang diketahui dapat berasal dari hepatosit sendiri, 

maupun dari sel epitel biliaris. Bersama dengan sel punca intrahepatik, sel 
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progenitor hati ini terletak di Canal of Hering, suatu tempat di antara hepatosit 

dan ductus biliaris. Regenerasi alternatif ini oleh kedua jenis sel ini terjadi pada 

cedera hati yang parah atau kronis yang disertai dengan penghambatan pada 

proliferasi hepatosit yang menggambarkan adanya reaksi duktular, melibatkan 

infiltrasi makrofag, renovasi matriks ekstraselular, serta adanya aktivasi sel 

stellata hati.89 Selain itu, regenerasi alternatif ini juga dipicu oleh adanya kematian 

hepatosit yang akan mensekresikan ligan bagi jalur pensinyalan Hedgehog yang 

selanjutnya akan mempromosikan aktivasi sel progenitor hati dan myofibroblas.89 

Gambar 2.15. Lokasi sel progenitor hati pada Canal of Hering.89 

 

Sementara itu, terdapat sumber lain ekstrahepatik yang juga berperan 

dalam regenerasi hati. Sel punca yang berasal dari sumsum tulang (sel punca 

mesenkim dan sel punca hematopoetik) juga ditemukan memiliki peran dalam 

regenerasi hati meskipun kecil. Akan tetapi, pada penelitian oleh Lai dkk (2021) 

ditemukan bahwa pada keadaan fibrosis maupun sirosis hati, peranan sel punca 

ekstrahepatik dalam regenerasi hati ditemukan tidak sebanding dengan sel punca 

intrahepatik yang telah disebutkan sebelumnya. Dalam hal ini, sel punca 

intrahepatik menunjukkan kemampuan bertahan hidup dan diferensiasi menjadi 

hepatosit yang lebih baik dibandingkan dengan sel punca ekstrahepatik pada 

keadaan yang sama.90 Sejalan dengan hal tersebut, penelitian oleh Menthena dkk 

(2008) bahkan membuktikan bahwa sel punca ekstrahepatik yang berasal dari 

sumsum tulang justru tidak bertransdiferensiasi menjadi sel oval hati.91 

Pada regenerasi hati, telah diketahui pula bahwa perubahan proses redoks 

selalu mengiringi proses tersebut sehingga dalam hal ini, Nrf2 juga disebut-sebut 
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sebagai salah satu faktor transkripsi yang turut memodulasi regenerasinya.92 Nrf2 

diketahui berkontribusi dalam mengatur efek proliferatif dari parenkim hati serta 

mempertahankan diferensiasi hepatosit yang baru beregenerasi sehingga pada 

regenerasi hati Nrf2 ditemukan meningkat ekspresinya.92 Pada penelitian yang 

dilakukan oleh Chan dkk (2021), dibuktikan bahwa pada tikus post hepatektomi 

parsial 2/3 bagiannya, adanya aktivasi Nrf2 secara signifikan dapat meningkatkan 

laju pemulihan volume hati dan fungsinya. Pada penelitian ini didapatkan bahwa 

terdapat hipertrofi dan proliferasi hepatosit, penekanan sistem imun dan inflamasi, 

serta terjadinya adaptasi metabolik pada jaringan hati yang tersisa yang 

bergantung pada Nrf2.11 

 

2.7. Efek Carbon Tetrachloride pada Hati 

 Carbon tetrachloride (CCl4) merupakan suatu senyawa kimia organik non 

polar yang dibuat untuk dimanfaatkan dalam produksi cairan pendingin dan 

propelan untuk kaleng aerosol. Selain itu juga dipakai sebagai pestisida, cairan 

pembersih dan bahan pembersih, pelarut lemak dan cat, serta sebagai bahan dalam 

alat pemadam kebakaran maupun sebagai bahan penghilang noda. Oleh karena 

termasuk dalam bahan kimia berbahaya, maka saat ini penggunaannya hanya 

dibatasi pada beberapa aplikasi industri dan penelitian.93,94 

  Penggunaan CCl4 dalam bidang penelitian telah diaplikasikan sejak lama. 

CCl4 merupakan bahan yang tidak berwarna, lebih kental dari air dan tidak larut 

dalam air, tidak mudah meledak, namun sangat beracun dan bersifat 

karsinogenik.93 CCl4 telah diketahui memiliki efek hepatotoksisitas yang tinggi 

yang dimanfaatkan untuk menginduksi munculnya penyakit hati pada hewan coba 

baik yang terjadi secara akut maupun kronis. 

Adapun, CCl4 dapat masuk ke tubuh melalui berbagai cara yaitu, melalui 

sistem respirasi, gastrointestinal, atau melalui absorbsi kulit. Uap CCl4 dapat 

terinhalasi masuk melalui sistem respirasi dan menyebabkan depresi sistem saraf 

pusat serta degenerasi hati maupun ginjal. Sementara absorbsi dari kulit hanya 

mungkin terjadi oleh CCl4 yang cair namun tidak dalam bentuk gas (uap). Dalam 

bidang penelitian yang menggunakan CCl4 untuk menginduksi cedera hati pada 

hewan coba, pemberian CCl4 terutama secara injeksi. Beberapa peneliti 
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menginduksi cedera hati dengan menginjeksikan CCl4 secara intraperitoneal.96,97 

Sementara peneliti lainnya menginjeksikan CCl4 secara subkutan.98,99  

Setelah masuk ke dalam tubuh, CCl4 akan segera terdistribusi baik ke 

jaringan lemak, hati, sumsum tulang, kelenjar adrenal, darah, otak, medulla 

spinalis, maupun ginjal.93,95 Akan tetapi, CCl4 merupakan bahan toksik yang 

terutama dimetabolisme di hati.94 Akan tetapi, beratnya kerusakan yang 

ditimbulkannya sangat dipengaruhi oleh konsentrasi dan frekuensi pemberiannya. 

Mekanisme toksisitas CCl4 terhadap hati terjadi dalam beberapa fase yang 

berbeda. Pada fase pertama setelah CCl4 diberikan, hati mengalami nekrosis, 

peningkatan aktivitas enzim hati dan menurunnya pseudocholinesterase.  

Kerusakan yang ditimbulkan oleh CCl4 terhadap sel-sel hati ini merupakan 

kerusakan oksidatif yang disebabkan oleh peroksidasi lipid. Melalui fungsi hati 

yang mampu memetabolisme xenobiotik, CCl4 oleh enzim sitokrom P450 

khususnya CYP2E1 akan diubah menjadi trichloromethyl (CCl3) yang radikal 

yang akan menghantarkan hati masuk ke fase kedua. Pada fase kedua ini, CCl3 

radikal akan bereaksi dengan asam nukleat, protein, lemak, dan mengganggu 

proses seluler dalam metabolisme lipid sehingga terjadi degenerasi lemak dan 

steatosis serta menurunkan kuantitas protein. Pada fase ini, akumulasi lemak hati 

secara masif akan terjadi dan disertai dengan peningkatan trigliserida serum dan 

Aminotransferase (AST) serum yang signifikan. Selain itu, peningkatan kadar 

hidroxiprolin dan menurunnya fungsi liver secara menyeluruh juga terjadi.94,95 

Pada fase akhir, pseudocholinesterase yang semakin menurun juga akan disertai  

dengan atrofi hati serta penurunan albumin serum, penurunan berat badan, dan 

perubahan morfologi menjadi fibrosis.95 CCl3 yang  bereaksi dengan DNA dapat 

pula menyebabkan mutasi DNA sehingga terbentuk karsinoma hepatoseluler. 

Secara keseluruhan, CCl4 yang diberikan akan menyebabkan penurunan 

permeabilitas membran pada seluruh kompartemen baik mitokondria, retikulum 

endoplasma, dan membran plasma sehingga terjadi kerusakan hati yang 

menyeluruh yang menunjukkan gambaran inflamasi, fibrosis, sirosis, hingga 

karsinoma.95 
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Gambar 2.16. Metabolisme CCl495 

 

2.8. Efek 2-Acetylaminofluorene pada Hati 

2-Acetylaminofluorene (2-AAF) / C15H13NO merupakan bahan kimia 

turunan fluorene, berbentuk kristal padat yang berwarna coklat muda, tidak larut 

dalam air, namun larut dalam alkohol, glikol, eter, asam asetat, serta pelarut 

lemak. Pada manusia, 2-AAF dapat masuk ke tubuh melalui inhalasi dan kontak 

kulit.100 Adapun 2-AAF banyak digunakan sebagai bahan yang memiliki sifat 

antimitotik, karsinogenik, dan mutagenik,  sehingga juga banyak digunakan oleh 

para ilmuwan dalam studi karsinogenisitas dan mutagenisitas.84,100,101 Efek 

antimitotik 2-AAF diketahui dapat menghambat proliferasi hepatosit, namun, 

pada saat hepatosit dihambat, justru sel punca/sel progenitor hati akan 

berproliferasi untuk meregenerasi hati.84 

Penggunaan 2-AAF untuk menginduksi model cedera hati telah sering 

dilakukan. Dalam hal ini, pemberian 2-AAF bersama bahan induktor lainnya 

dapat menginduksi model cedera hati kronis.84 Pada penelitian yang dilakukan 

oleh Sanchez-Meza dkk (2022), penggunaan Diethylnitrosamine (DEN) bersama 

dengan 2-AAF secara kronis berhasil menciptakan model tikus Wistar dengan 

karsinoma hepatoseluler.102 Begitu pula dengan penelitian oleh Liem dkk (2020) 

telah berhasil menciptakan model cedera hati kronis pada tikus dengan paparan 

berulang 2-AAF dan CCl4.99 Sejalan dengan penelitian ini, penelitian oleh Xu dkk 

(2021) juga telah berhasil menciptakan model hewan dengan fibrosis hati dengan 

menggunakan 2-AAF bersama dengan CCl4.98 
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 Pada penelitian yang dilakukan oleh Hasanin dkk (2021) yang menilai 

kemampuan 2-AAF dalam mempromosikan timbulnya lesi prakanker bila 

dikombinasikan oleh DEN. Pada penelitian tersebut, tampak terjadinya 

peningkatan persentase area fokus prakanker yang disertai penurunan signifikan 

pada mRNA, RAB11A, Bax, dan p53. Sebagai bahan karsinogenik, 2-AAF 

mempromosikan lesi prakanker dengan proliferasi sel yang disertai dengan 

menurunkan ekspresi gen autofagi, apoptosis, supresor tumor. Selain itu, juga 

meningkatkan proliferasi sel dengan cara yang bergantung pada waktu dan 

dosis.103 

 

2.9. Sel Punca Mesenkim asal Tali Pusat Manusia  

 Sel punca didefinisikan sebagai sel yang belum berdiferensiasi, yang dapat 

membentuk replikanya sendiri, maupun mengalami diferensiasi lebih lanjut 

membentuk berbagai jenis sel yang ada di dalam tubuh. Ketika sebuah sel punca 

membelah secara simetris, ia akan menjadi dua buah sel punca yang sama. Namun 

ketika ia membelah secara asimetris, ia akan menghasilkan sebuah sel punca dan 

sebuah sel yang siap berdiferensiasi.104 

 Pertama kali ditemukan oleh Theodor Heinrich Boveri (1862 – 1915) dan 

Valentin Hacker (1864 – 1927), sel punca awalnya digambarkan sebagai sel yang 

berkomitmen menjadi sel lapisan germinal. Selanjutnya penemuan tersebut terus 

berkembang hingga kemudian pada tahun 1981, Sir Martin John Evans (lahir 

tahun 1941) dan Matthew Kaufman (1942 – 2013) membudidayakan sel induk 

embrio tikus di laboratorium pertama kalinya yang selanjutnya bersama Mario 

Capecchi dan Oliver Smithies memenangkan hadiah nobel bidang fisiologi dan 

kedokteran pada tahun 2007. Pada tahun 1988 transplantasi sel punca mesenkim 

asal tali pusat (SPM-TP) pertama kali dilakukan pada seorang anak dengan 

anemia Fanconi dan tahun 1998 James Alexander Thomson, seorang ahli biologis, 

mulai menemukan sel punca embrio manusia. Pada tahun 2012 Shinya Yamanaka 

dan John Gurdon mendapat hadiah nobel atas penemuannya yang berhasil 

mengembalikan kepuncaan sel dewasa (induced Pluripotent Stem Cell / iPSC).104 

Berdasarkan plastisitasnya, sel punca dikelompokkan menjadi lima jenis 

sel punca yaitu, totipoten / omnipoten, pluripoten, multipoten, oligopoten, dan 
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unipoten. Dari kelima jenis sel punca ini, sel punca embrionik (berasal dari 

embrio) mulai dari zigot hingga tahap awal blastomere merupakan sel yang paling 

mampu menjadi sel apa saja  (totipoten) termasuk menjadi sel ekstraembrionik 

dan sel lapisan germinal. Sementara sel pluripoten adalah sel yang dapat menjadi 

sel lapisan germinal namun tidak dapat menjadi sel ekstraembrionik. Kelompok 

ini terutama diwakili oleh sel embrionik yang berasal dari inner cell mass dari 

fase blastocyst. Jenis sel punca lainnya yaitu, multipoten dapat berdiferensiasi 

menjadi berbagai jenis sel. Contoh dari sel punca jenis ini adalah SPM yang mana 

saat ini yang paling sering digunakan adalah SPM dari sumsum tulang, jaringan 

adiposa, serta tali pusat.104,105 Sel punca hematopoetik dan sel punca 

bronkoalveolar merupakan contoh sel punca oligopoten yang dapat berdiferensiasi 

menjadi beberapa jenis sel. Dalam hal ini diferensiasinya menjadi lebih terbatas 

dibandingkan jenis multipoten. Yang terakhir yaitu, jenis unipoten yang 

merupakan jenis sel punca yang hanya mampu berdiferensiasi menjadi satu jenis 

sel saja misalnya sel punca otot.104 

Dalam beberapa tahun terakhir ini, SPM telah banyak diteliti untuk 

memahami perannya dalam fungsi regeneratif di berbagai organ. Banyak uji klinis 

telah dilakukan dengan menggunakan SPM.105  Bahkan akhir-akhir ini, SPM 

diketahui juga memiliki efek antioksidan yang ditemukan pada berbagai model 

penyakit sehingga dapat  memperbaiki cedera oksidatif dan nitrosatif. Secara garis 

besar, SPM dikatakan mampu menurunkan peroksidasi lipid, oksidasi protein, 

meningkatkan aktivitas antioksidan endogen, menurunkan apoptosis, menelan 

mitokondria sel yang diberikan hidrogen peroksida, serta menyumbangkan 

mitokondria fungsional ke sel yang diberi perlakuan hidrogen peroksida. Selain 

itu, SPM juga diketahui dapat menekan inflamasi serta berperan sebagai direct 

ROS scavenger.10 
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Gambar 2.17. Efek Antioxidan SPM10 

 

Secara garis besar terdapat dua mekanisme utama yang menjelaskan 

bagaimana SPM bekerja yaitu, dengan cara berdiferensiasi untuk menggantikan 

sel yang rusak dan dengan meregulasi respon imun. Kedua mekanisme ini terkait 

erat dengan fungsi parakrin SPM itu sendiri dimana SPM mengeluarkan berbagai 

faktor terlarut yang memberikan efek imunomodulator, angiogenik, antiapoptotik, 

maupun antioksidan.105 Dengan adanya efek parakrin dari faktor terlarut ini, SPM 

dapat memodulasi sistem imunosupresifnya, meningkatkan viabilitas sel, bahkan 

mentransfer mitokondria ke sel yang rusak melalui sistem tunneling nanotubes 

(TNT) .105 

Namun, beberapa penelitian juga menunjukkan bahwa tidak hanya SPM 

secara langsung yang memberikan efek terapeutik yang baik, namun eksosom 

maupun media terkondisi yang diturunkan dari SPM ini juga mampu memberikan 

efek yang menjanjikan. Basir dkk (2022) menemukan bahwa media terkondisi 

yang diturunkan dari SPM-TP manusia juga mampu meningkatkan keseimbangan 
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antara kandungan oksidan dan antioksidan hati, menurunkan TGF-ß dan TNF-α 

yang berperan dalam fibrosis hati dan inflamasi.9 Sementara itu, Ling dkk (2023) 

menemukan bahwa eksosom dari SPM dapat memperbaiki gangguan morfologis 

pada hati yang menua melalui kemampuannya dalam pemrograman ulang 

metabolik dan stabilitas genom. Eksosom SPM ditemukan mampu menurunkan 

kadar gliserofofolipid jenuh, palmitoil-gliserol, dan turunan eicosanoid yang 

terkait dengan lipotoksisitas dan peradangan yang konsisten dengan penurunan 

fosforilasi enzim metabolik.106 

 

 

Gambar 2.18. Mekanisme Kerja SPM. SPM bekerja melalui aktivitas parakrin, integrasi 
SPM, vesikel ekstraseluler, transfer mitokondrial, hingga sel endotel.105 

 

Lebih lanjut dalam memahami peranan SPM dalam stres oksidatif, 

penelitian da Costa Goncalves dkk (2017) dengan hewan coba tikus yang 

diinduksi colitis menggunakan Dextran Sulfat Sodium (DSS) 2% oral selama 

tujuh hari lalu diberikan SPM pada hari kedua dan kelima secara intravena 

mengkonfirmasi bahwa kelompok yang mendapat SPM terlindungi dari kerusakan 

colon akibat DSS. Selain itu, pada kelompok ini juga didapatkan kadar 

antioksidan endogen yang tidak menurun meskipun diberikan DSS. Pada 

kelompok yang diberi  DSS dan SPM, kadar GSH dan SOD tampak hampir sama 
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dengan kontrol sehat, namun kadarnya justru menurun pada kelompok yang 

diberikan DSS tanpa SPM. Tetap stabilnya kadar GSH ini diduga bahwa 

kemungkinan SPM merupakan sumber sistein yang dibutuhkan oleh GSH, namun 

tetap stabilnya SOD belum dapat dijelaskan sebabnya.107 

 Akan tetapi, penelitian Jeong dkk (2018) mengenai glutathion dan SPM 

membuktikan adanya peranan GSH dalam mempertahankan sifat kepuncaan dan 

kapasitas migrasi SPM.108 Sementara itu, gangguan homeostasis GSH pada 

penerima transplantasi sel punca menyebabkan patogenesis Graft-versus-host 

disease (GVHD).109 Pada penelitian lanjutan oleh Lim J (2020) mengenai 

dinamika GSH diketahui bahwa produksi GSH ditentukan oleh upregulasi dari 

CREB1/Nrf2 dan keberadaan GSH yang tinggi  pada SPM yang diinjeksikan 

terbukti mampu memberikan perbaikan jaringan yang lebih baik dibandingkan 

dengan pemberian SPM tanpa suplementasi GSH.51  

Penelitian lainnya oleh Liu dkk (2023) yang juga berusaha memahami 

efek antioksidan pada SPM menemukan bahwa selain perannya dalam 

menghambat infiltrasi sel-sel radang dan ekspresi sitokin pro inflamasi, sel punca 

ini juga secara langsung mengaktifkan jalur pensinyalan Nrf2 dengan menurunkan 

ekspresi Keap1 sehingga lebih banyak Nrf2 yang bebas. Pada penelitian ini, pada 

kelompok yang diberikan inhibitor Nrf2, tampak SPM tidak mampu melindungi 

colon. Hal ini semakin memperkuat bahwa SPM memiliki efek protektif yang 

dijembatani oleh keberadaan jalur Nrf2/Keap1/ARE.107 Dari penelitian-penelitian 

ini dapat disimpulkan bahwa terdapat hubungan timbal balik secara positif antara 

CREB1/Nrf2/GSH dengan SPM. Pada penelitian ini dipilihlah SPM yang berasal 

dari tali pusat manusia. Dalam hal ini, tali pusat manusia merupakan suatu sumber 

yang menjanjikan dalam perkembangan sel punca karena memberikan berbagai 

manfaat. Di antaranya adalah prosedur yang noninvasif sehingga tidak sakit untuk 

mendapatkannya, bersifat multipoten, tidak terkait dengan masalah etik karena tali 

pusat adalah bahan yang akan dibuang, serta memiliki kemampuan 

imunomodulator.111 SPM-TP juga memiliki imunogenisitas yang rendah karena 

kurangnya HLA-DR dan ekspresi molekul MHC kelas I, serta kurangnya ekspresi 

CD80 dan CD86 dimana CD80 dan CD86 merupakan molekul kostimulator yang 

menginduksi aktivasi dan kelangsungan hidup sel T. Kekurangan faktor-faktor ini 
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menyebabkan rendahnya penolakan akut oleh tubuh resipien terhadap SPM-TP 

sehingga sel punca ini dapat menjadi kandidat yang potensial untuk pemberian sel 

punca secara alogenik.111 Selain itu SPM-TP juga diketahui memiliki kemampuan 

imunosupresif yang diaktivasi oleh adanya sitokin pro inflamasi yang selanjutnya 

akan menekan proliferasi sel T.111 

 SPM-TP sendiri ternyata dapat diisolasi dari beberapa kompartemen yang 

terdapat di tali pusat. Ia dapat diisolasi dari darah tali pusat, tali pusat utuh, 

Wharton’s Jelly, subamnion, maupun sel punca perivaskular.  Dalam hal ini 

terdapat metode yang berbeda untuk mengisolasi SPM-TP dari kompartemen 

yang berbeda. Terdapat dua metode dasar untuk isolasinya yaitu, metode eksplan 

yang dilakukan dengan melakukan kultur pada sel dan fragmen-fragmen kecil 

hasil pencincangan pada tali pusat sebelumnya dan metode digestif enzimatik 

yang menggunakan enzim kolagenase sederhana, atau kombinasi kolagenase dan 

hyaluronidase dengan atau tanpa tripsin, atau kombinase antara kolagenase, 

dispase II, dan hyaluronidase.111 

Gambar 2.19. Kompartemen dalam Tali Pusat Manusia111 

  

Sel punca yang berhasil dikultur selanjutnya akan dianalisa dengan 

menggunakan flowcytometri. Pada tahap ini, sel punca akan dikenali oleh alat 

karena mengekspresikan biomarker tertentu. Namun, tidak ada biomarker spesifik 
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tunggal untuk mengidentifikasi sel punca multipoten.111 Biomarker mesenkimal 

dapat berupa CD90, CD73, dan CD105. Sel punca yang berasal dari Wharton’s 

Jelly dan vaskular tali pusat juga positif untuk CD13, CD29, CD73, CD90, dan 

CD105.111 

 Dilatarbelakangi oleh berbagai keuntungan yang didapat dari penggunaan 

SPM asal tali pusat ini, maka berbagai penelitian secara luas dilakukan untuk 

menilai potensinya. Pada cedera hati, SPM-TP secara efektif bekerja dengan 

menekan proliferasi dan menginduksi apoptosis sel stellata hati, serta mengurangi 

produksi TGF-ß, HGF, maupun IL-10.88 Sejalan dengan hal tersebut, penelitian 

oleh Sa’dyah dkk (2021) juga membuktikan bahwa kadar TGF-ß yang merupakan 

jalur utama fibrosis hati ditemukan menurun secara signifikan setelah tujuh hari 

pasca pemberian SPM pada hewan coba.112 

Perkembangan penelitian mengenai SPM tidak hanya berhenti pada 

bagaimana SPM bekerja, namun secara lebih lanjut mengarah pada penentuan 

dosis optimum yang dapat memberikan hasil yang baik. Hingga saat ini masih 

terdapat perdebatan antara dosis optimum yang diberikan. Secara umum, terdapat 

penelitian yang menyatakan bahwa dosis yang lebih tinggi akan memberikan hasil 

yang lebih baik. Namun, beberapa peneliti justru menyatakan sebaliknya. 

Penelitian oleh Chin dkk membuktikan bahwa pemberian SPM-TP dosis 2 juta 

sel/kgBB menghasilkan hasil yang lebih baik pada semua parameter yang diuji 

serta tidak ditemukan adanya efek samping bila dibandingkan dengan dosis SPM-

TP 1 juta sel/kgBB.16 Sejalan dengan hasil ini, penelitian oleh Florea dkk (2017) 

membuktikan bahwa pemberian SPM dari sumsum tulang dengan dosis 100 juta 

sel pada pasien dengan Ischemic cardiomyopathy (ICM) memberikan hasil yang 

lebih baik dibandingkan  dosis 20 juta sel.17  Sebaliknya, penelitian yang 

dilakukan oleh Chen dkk (2023) membuktikan bahwa penurunan volume infark 

terbaik justru ditemukan pada pemberian SPM dengan dosis rendah yaitu,  dosis 1 

juta sel. Akan tetapi, dosis yang lebih tinggi dapat menghambat aktivasi mikroglia 

lebih kuat dibandingkan dengan dosis rendah SPM.113 Sementara itu, pada 

penelitian oleh Li dkk (2023) yang membandingkan dosis sel punca mesenkim 

jaringan adiposa membuktikan bahwa hasil terbaik dicapai dengan pemberian 

dosis 20 juta sel / kgBB pada mencit dengan sepsis, sedangkan pada dosis yang 
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lebih rendah hasil kurang baik dan pada dosis yang lebih tinggi (40 juta sel/kgBB) 

justru terjadi perburukan pada disfungsi koagulasi.114 Penelitian lain oleh Fazekas 

dkk (2022) membuktikan bahwa hasil lebih baik dicapai pada pemberian SPM-TP 

berulang pada 4 dan 48 jam setelah pemberian pertama.115 

Penelitian mengenai SPM terutama SPM-TP masih terus dikembangkan. 

Masih banyak hal yang belum diketahui hingga saat ini terkait mekanisme kerja 

hingga dosis optimumnya. Akan tetapi, hasil yang menjanjikan dari penggunaan 

SPM-TP telah tampak secara jelas dalam berbagai penelitian menggunakan hewan 

coba. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

52                                                                        52                                    Universitas Indonesia 
 

BAB III 

METODE PENELITIAN 

 

3.1. Desain Penelitian 

 Penelitian ini merupakan bagian dari penelitian payung penelitian dr. 

Isabella Kurnia Liem, M.Biomed, PhD, PA dari Departemen Anatomi FKUI yang 

berjudul Pengaruh Pemberian Sel Punca Mesenkim Asal Tali Pusat Terhadap 

Status Oksidasi, Aktivitas Endotel dan Matriks Ekstraseluler Jaringan Hati Tikus 

yang Mengalami Cedera Hati Kronis. Penelitian ini merupakan penelitian dengan 

desain penelitian eksperimental. 

 

3.2. Tempat dan Waktu Penelitian 

 Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Developmental Biology 

Departemen Anatomi FKUI dan Laboratorium Departemen Biokimia FKUI pada 

bulan Desember 2022 – Juni 2023 

 

3.3. Sampel Penelitian 

Subyek penelitian adalah bahan biologi tersimpan (BBT) dari penelitian 

sebelumnya dalam bentuk Formalin Fixed Paraffin Embedded (FFPE) dan tissue 

homogenate yang disimpan pada suhu -80 C. Penelitian ini telah mendapatkan 

izin etik dari Fakultas Kedokteran Universitas Indonesia Nomor: KET-

559/UN2.F1/ETIK/PPM.00.02/2022. Adapun bahan biologi tersimpan tersebut 

berupa jaringan hati tikus Rattus norvegicus strain Wistar jantan milik dr. Isabella 

Kurnia Liem, M.Biomed, PhD, Departemen Anatomi FKUI, yang mana tikus 

yang digunakan sebagai sampel adalah tikus dengan usia 8 minggu dan berat 

antara 160 – 200 gram. Jaringan hati tersebut terdiri dari empat kelompok 

perlakuan.  Penentuan jumlah subyek penelitian per kelompok dilakukan dengan 

menggunakan rumus Frederer: 

(n-1)(t-1) ≥ 15   ; dengan 

 

t = jumlah kelompok, n = jumlah sampel  
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Berdasarkan penghitungan sampel, maka subyek yang akan digunakan adalah 

enam sampel BBT per kelompok perlakuan untuk setiap parameter yang akan 

diperiksa, dengan riwayat perlakuan pada setiap kelompok sebagai berikut: 

Kelompok Tikus Perlakuan 

Kelompok I  

(kontrol sehat / 

kelompok sehat) 

Injeksi Olive oil subkutan 2x/minggu pada kuadran 

bawah abdomen selama 12 minggu + Polyethylene 

Glycol (PEG)intragastrik tiap hari pada minggu ke-9 

hingga minggu ke-12. Euthanasia dilakukan pada 

akhir minggu ke-14. 

 

Kelompok II  

(kontrol sakit / 

kelompok 2AAF/CCl4) 

CCl4 2mL/kg (pelarut olive oil) injeksi subkutan 

(abdomen kuadran bawah), 2x seminggu selama 12 

minggu, dengan perbandingan CCl4:Olive Oil pada 

minggu pertama hingga ke-8 = 1:1, selanjutnya 3:7 

hingga minggu ke-12. 2AAF 10 mg/kg dalam PEG, 

intragastrik, tiap hari, mulai minggu ke-9 hingga 

minggu ke-12. Euthanasia dilakukan pada akhir 

minggu ke-14. 

 

Kelompok III  

(2AAF/CCl4 + SPM-TP 

1 juta / Kelompok 

SPM-TP 1 juta) 

CCl4 2mL/kg (pelarut olive oil) injeksi subkutan 

(abdomen kuadran bawah), 2x seminggu selama 12 

minggu, dengan perbandingan CCl4:Olive Oil pada 

minggu pertama hingga ke-8 = 1:1, selanjutnya 3:7 

hingga minggu ke-12. 2AAF 10 mg/kg dalam PEG, 

intragastrik, tiap hari, mulai minggu ke-9 hingga 

minggu ke-12. SPM-TP diberikan secara intravena 

melalui vena ekor permukaan dengan dosis 1x106 

sel dalam 500µL NaCl Fisiologis. Euthanasia 

dilakukan pada akhir minggu ke-14. 

 

Kelompok IV  

(2AAF/CCl4 + SPM-TP 

3 juta / Kelompok 

SPM-TP 3 juta) 

CCl4 2mL/kg (pelarut olive oil) injeksi subkutan 

(abdomen kuadran bawah), 2x seminggu selama 12 

minggu, dengan perbandingan CCl4:Olive Oil pada 

minggu pertama hingga ke-8= 1:1, selanjutnya 3:7 

hingga minggu ke-12. 2AAF 10 mg/kg dalam PEG, 

intragastrik, tiap hari, mulai minggu ke-9 hingga 

minggu ke-12. SPM-TP diberikan secara intravena 

melalui vena ekor permukaan dengan dosis 1x106 

sel dalam 500µL NaCl Fisiologis diberikan pada 

minggu ke-12 selama tiga hari berturut-turut (total 

3x106 sel). Euthanasia dilakukan pada akhir minggu 

ke-14.  

 

 



54 
 

54                                                                                                               Universitas Indonesia 
 

Variabel Penelitian dan Definisi Operasional 

Variabel Definisi 

Operasional 

Satuan Cara Ukur Skala 

Bebas 
SPM-TP 

  

sel 

  

Nominal 

Terikat 
Konsentrasi 

MDA 

 

 

Kadar MDA 

dalam 

homogenat 

jaringan hati 

 

nmol/mgprot 

 

 

Spektrofotometri 

 

 

Numerik 

Konsentrasi 

GSH 

Kadar GSH 

pada 

homogenat 

jaringan hati 

ug/mgprot Spektrofotometri Numerik 

Ekspresi 

Nrf2 

Distribusi 

ekspresi Nrf2 

dengan 

interpretasi 

pewarnaan 

positif pada inti 

sel yang 

berwarna 

coklat pada 

zona I,II, dan 

III 

Optical 

Density 

Imunohistokimia, 

ImageJ 

(IHC Profiler) 

Numerik 

 
Kriteria Inklusi dan Eksklusi Sampel 

1. Kriteria inklusi:  

a. blok parafin dalam keadaan baik, tidak berjamur, dan tidak rusak 

b. jaringan hati untuk tissue homogenat dalam keadaan baik, tidak berbau 

busuk dan tidak rusak 

2. Kriteria eksklusi:   

a. Jaringan terlipat 

b. Hasil pewarnaan tidak dapat memberikan gambaran yang jelas, 

misalnya batas inti dan sitoplasma tidak jelas, pulasan terlalu tebal, 

dan lain sebagainya.  
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3.4. Karakteristik Sel Punca Mesenkim Asal Tali Pusat Manusia 

Sel punca mesenkim asal tali pusat (SPM-TP) yang digunakan adalah 

SPM-TP yang diproduksi oleh Stem Cells and Tissue Engineering Cluster 

(SCTE), Indonesian Medical Education and Research Institute (IMERI), Fakultas 

Kedokteran Universitas Indonesia. Adapun SPM-TP tersebut memiliki 

karakteristik yang sesuai dengan ketentuan dari International Society Cell & Gene 

Therapy (ISCT) yaitu sel melekat pada cawan kultur,  mengekspresikan CD73 (≥ 

95%), CD90 (≥ 95%), CD105 (≥ 95%), mengekspresikan negative marker (< 

2%), dan dapat berdiferensiasi menjadi osteoblas, adiposit, dan kondroblas. 

 

3.5. Prosedur Pembuatan Homogenat Jaringan 

      Pembuatan homogenat jaringan hati dimulai dengan menimbang masing-

masing sampel sebanyak 100 mg dan dimasukkan ke centrifuge tube. Jaringan 

kemudian dihancurkan dengan cara dicacah dan ditambahkan PBS sebanyak @ 

1000 mikroliter pada setiap sampel. Dengan menggunakan homogenizer, jaringan 

dihancurkan selama 10-30 detik. Pada tahap ini, tube harus diletakkan di dalam 

gelas berisi es batu. Jaringan dihomogenizer hingga tampak homogen lalu 

dilakukan sentrifugasi pada suhu 4 ºC, 5000 rpm, selama 5 menit. Setelah itu, 

supernatan diambil dan homogenat jaringan siap disimpan pada suhu -80 ºC. 

 

3.6. Prosedur Pemeriksaan Malondialdehyde (MDA) 

Pemeriksaan MDA dilakukan dengan spektrofotometri (TBA). Adapun 

prosedur pemeriksaannya diawali dengan persiapan bahan berupa pembuatan 

larutan Trichloroacetic acid (TCA) 20% dengan cara melarutkan 20 gr TCA ke 

dalam 100 ml aquades. Selanjutnya perlu pula disiapkan larutan Thiobarbituric 

acid (TBA) 0,67% dengan cara melarutkan 0,67 gram ke dalam 100 ml aquades  

dan dipanaskan. Pemeriksaan kemudian dilakukan dengan terlebih dahulu  

memeriksa kadar MDA pada larutan standar dalam berbagai konsentrasi dengan 

menggunakan larutan tetraepoksipropan (TEP) 1: 80000 (50 nmol/ml) sebagai 

prekursor. TEP akan dihidrolisis oleh air menjadi MDA.   

Selanjutnya pemeriksaan dilanjutkan pada sampel dengan menggunakan 

50 ul sampel yang dicampur dengan 350 ul aquades. Jumlah sampel yang 
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digunakan ini ditentukan dari hasil optimasi yang dilakukan sebelumnya yang 

menunjukkan bahwa pada pengenceran sampel sebanyak 8 kali masih dapat 

memberikan hasil yang dapat dibaca oleh spektrofotometer. Pada sampel 

ditambahkan TCA 20% sebanyak 200 μl lalu di vortex dan disentrifugasi pada 

kecepatan 5000 rpm selama 10 menit. Supernatan kemudian diambil untuk 

ditambahkan 400 μl TBA 0,67% dan kemudian diinkubasikan di waterbath pada 

suhu 96 -100ºC selama 10 menit. Sampel kemudian dibiarkan benar-benar dingin 

dalam suhu ruang dan dengan spektrofotometer, absorbansi selanjutnya dibaca 

pada panjang gelombang 530 nm. Adapun terhadap larutan standard dilakukan 

tahapan yang sama dengan tahapan pada sampel. Hasil absorbansi dikonversikan 

menjadi konsentrasi dalam nmol/ml dengan menggunakan rumus y=ax+b yang 

terdapat pada kurva standar. 

 

3.7. Prosedur Pemeriksaan Glutathione (GSH)   

Glutathione diperiksa dengan menggunakan metode Elman dan diukur 

kadarnya dengan menggunakan spektrofotometer Genesys 10 uv. Pemeriksaan ini 

didasarkan pada reaksi antara Ditio bisnitro benzoate (DTNB) dan GSH yang 

akan menghasilkan senyawa dianion tionitro benzoate yang berwarna kuning. 

Adapun sebelum memulai pemeriksaan, terdapat beberapa bahan yang perlu 

dipersiapkan. Diantaranya adalah reagen DTNB yang dibuat dengan melarutkan 

39,6  mg dalam 10 ml dapar phosphate 0,01 M pH 7,0, membuat larutan TCA 5% 

( 5 gram TCA dalam 100 ml aquades), serta membuat larutan standard 

Glutathione 2 mg /ml dalam dapar phosphate pH 8,0. Serupa dengan pemeriksaan 

MDA, pada pemeriksaan GSH juga dilakukan pemeriksaan kadar GSh pada 

larutan standard dengan berbagai konsentrasi yaitu konsentrasi 0, 0.25, 0.5, 1, 2, 

2.5, dan 5 ug/ml dalam dapar phosphate pH 8,0. Setelah itu diberikan reagen 

DTNB sebanyak 12,5 ul ke dalam setiap tube lalu diinkubasi dalam ruangan gelap 

selama 1 jam. Selanjutnya, serapan dibaca dengan spektrofotometer pada panjang 

gelombang 412 nm. Hasil pembacaan spektrofotometer akan menghasilkan 

gambaran kurva standar dengan rumus y =ax+b yang nantinya akan digunakan 

dalam penghitungan konsentrasi GSH.  
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 Setelah larutan standar dibuat, pengujian dilakukan pada sampel dengan 

menggunakan 50 ul sampel dimasukkan ke dalam microtube 2 ml yang berisikan 

1750 ul dapar phosphate pH 8,0. Setelah itu dilakukan penambahan TCA 5%, 

vortex serta sentrifugasi pada kecepatan 3000 rpm selama 5 menit. Setelah itu, 

supernatan diambil sebanyak 1000 ul, ditempatkan di tabung lainnya dan 

diberikan 12,5 ul reagen DTNB untuk selanjutnya diinkubasi selama 1 jam di 

ruangan gelap sebelum akhirnya diperiksa dengan spektrofotometer pada panjang 

gelombang 412 nm. 

 

3.8. Pemeriksaan Ekspresi Nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) 

3.8.1. Prosedur Imunohistokimia 

Diawali dengan pembuatan slide yang belum diwarnai (unstained slide) 

dengan cara memotong blok FFPE masing-masing setebal 3 mikrometer, lalu 

dikeringkan di suhu 37 ºC dan panaskan di atas slide warmer pada suhu 60 ºC 

selama 30 menit. Selanjutnya, unstained slide tersebut dipersiapkan lebih lanjut 

untuk pewarnaan dengan teknik imunohistokimia. Pada tahap awal teknik pulasan 

imunohistokimia dilakukan deparafinisasi slide sampel menggunakan xylol 

dengan cara merendam preparat sebanyak tiga kali, masing- masing selama 5 

menit kemudian dilakukan rehidrasi jaringan dengan alkohol bertingkat menurun 

dari konsentrasi 100% (absolut), 96%, 80%, 70% masing- masing selama 5 menit.  

Setelah itu, proses dilanjutkan dengan mencuci slide dengan air mengalir 

selama 5 menit untuk selanjutnya dilakukan proses antigen retrieval. Adapun 

proses antigen retrieval yang digunakan adalah dengan metode Heat Induce 

Epitope Retrieval (HIER) yang mana hal ini dilakukan untuk membuka cross-

linking DNA akibat penggunaan formaldehyde sebelumnya sehingga nantinya 

diharapkan antigen yang akan kita periksa dapat terekspose dan dapat dengan 

mudah diikat oleh antibodi primer. Pada tahap ini, digunakan Citrate Buffer PH 

6,0 yang nantinya bersama dengan slide yang direndam di dalamnya akan 

dimasukkan ke dalam decloaking chamber (Biogear®) dan dipanaskan pada suhu 

95°C selama 15 menit.  

Sementara itu, preparasi reagen IHK yang akan digunakan pada mesin intellipath 

mulai dilakukan. Reagen yang disiapkan antara lain  blocking agent (Hidrogen 
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peroksida,  skim milk 5% dalam PBS, normal horse serum, dan Excel block), 

buffer pencucian (Phosphate-buffered saline / PBS) dan antibodi primer (anti-

Nrf2 antibodi 1:500, Genetex GTX103322). Semua prosedur pada preparasi 

reagen mengikuti protokol yang tersedia di kit manufaktur yang 

digunakan. Setelah antibodi primer diteteskan, slide dikeluarkan dari Intellipath 

dan disimpan pada suhu 4 ºC selama 17 jam. Selanjutnya dilakukan protokol 

lanjutan sesuai kit manufaktur yang meliputi pemberian antibodi sekunder (Excel 

Link), Excel-HRP, dan penggunaan Diaminobenzidine (DAB)-substrat buffer 

selama 2 menit, serta dilanjutkan dengan pewarnaan Hematoxylin Mayer selama 3 

menit, pencelupan dalam Lithium carbonate selama 2 menit, dehidrasi kembali 

dengan alkohol konsentrasi meningkat (70%, 80%, 96%, absolut, absolut), 

clearing dengan xylol, serta pemberian mounting (entelan). Setelah seluruh 

prosedur selesai dilakukan, kode slide ditutup untuk tujuan blinding lalu diamati 

di bawah mikroskop Olympus CX333 dan difoto dengan menggunakan perangkat 

lunak OptiLab. Analisa dimulai dengan membandingkan hasil pewarnaan dengan 

hasil kontrol positif dan negatif untuk menghindari positif atau negatif palsu untuk 

selanjutnya diamati pada pembesaran 400x untuk melihat ekspresi Nrf2 pada 

setiap zona hati yaitu,: 

-Zona 1 : zona periportal 

-Zona 2 : zona intermediate 

-Zona 3 : zona perisentral 

 

 

Gambar 3.1. Pengambilan foto pada setiap zona hati 



59 
 

                                                                                                         Universitas Indonesia 

  Selanjutnya, diambil foto sebanyak lima foto pada setiap zona yang 

menyajikan ekspresi terbanyak hingga akhirnya didapatkan 20 gambar untuk 

setiap sampel yang diperiksa. 

 

3.8.2. Kriteria Penilaian Ekspresi Nrf2 

Penilaian ekspresi Nrf2 dilakukan dengan menggunakan perangkat lunak 

ImageJ (IHC Profiler)116 sehingga didapatkan hasil kuantifikasi dalam Optical 

Density.  Pada penelitian ini, ekspresi Nrf2 dinilai pada ekspresinya di nukleus 

yang berkaitan dengan perannya sebagai faktor transkripsi. Adapun kuantifikasi 

Nrf2 ini dinilai dengan mempertimbangkan kuat lemahnya intensitas warna 

sehingga ekspresinya dibagi menjadi tiga kategori yaitu, high positive (positif 

kuat), positive (positif sedang), dan low positive (positif lemah).117 Adapun rumus 

yang digunakan untuk menilai Optical density score (ODS) adalah: 

 

 

 

 

sedangkan rumus untuk menilai H Score adalah sebagai berikut: 

 

 

 

 

 

3.9. Pengolahan data 

Data yang didapat dari penelitian ini adalah data numerik yang 

menunjukkan konsentrasi MDA, konsentrasi GSH dan hasil kuantifikasi ekspresi 

Nrf2 hati. Data yang ada dianalisa statistik dengan menggunakan SPSS 27. Data 

yang terdistribusi normal dilakukan pengolahan data dengan uji one way ANOVA 

dan uji post-hoc menggunakan metode Tukey. Data akan disajikan  dalam

((Jumlah sel high positive x 4) + (jumlah sel moderate positive x 3) + 

(jumlah sel low positive x 2) + (jumlah sel negative x 1)) / 100 

(Jumlah sel high positive x 3) + (jumlah sel moderate positive x 2) + 

(jumlah sel low positive x 1) + (jumlah sel negative x 0) 
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grafik yang menunjukkan nilai Mean±SD. Sementara itu, data yang tidak 

terdistribusi normal dilakukan uji non parametrik Kruskal Wallis dan dilanjutkan 

uji Mann Whitney. Data akan disajikan dalam grafik yang menunjukkan nilai 

Median (min-max). Seluruh data dianalisis dengan nilai signifikansi pada p < 

0,05. 

 

3.10. Alur Penelitian 
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BAB IV 

HASIL 

 

 Penelitian ini merupakan penelitian yang menilai efek pemberian SPM-TP 

terhadap status redoks hati tikus yang mengalami cedera kronis. Oleh karena itu, 

penilaian dilakukan terhadap penanda stres oksidatif yaitu, MDA serta mekanisme 

antioksidan yang menekan stres oksidatif yaitu, GSH dan Nrf2. Berikut adalah 

hasil pemeriksaan ketiga parameter tersebut: 

 

4.1. Hasil Pemeriksaan Malondialdehyde (MDA) 

 Seluruh sampel bahan biologis tersimpan berupa jaringan hati segar yang 

dibuat menjadi homogenat jaringan diperiksa kadar MDA nya. Setelah itu, 

hasilnya dikelompokkan ke dalam setiap kelompok perlakuan dan didapatkan 

gambaran hasil sebagai berikut:  

 
 
Gambar 4.1. Perbandingan kadar MDA (nmol/mgprot) pada setiap kelompok perlakuan. 
Nilai p < 0.05*  
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 Grafik di atas menunjukkan bahwa kadar MDA ditemukan meningkat 

pada kelompok 2AAF/CCl4 (1,0164±0,24255) bila dibandingkan dengan 

kelompok sehat (0,6387±0,14423). Sementara itu kelompok yang diberikan SPM-

TP 1 juta menunjukkan adanya penurunan kadar MDA (0,5837±0,24190) bila 

dibandingkan dengan kelompok 2AAF/CCl4. Bahkan secara statistik, kadar MDA 

kelompok SPM-TP 1 juta tidak berbeda secara signifikan dengan kelompok sehat 

(p = 0,978). Akan tetapi, pada kelompok SPM-TP 3 juta, justru terjadi 

peningkatan kadar MDA (1,1784±0,29996) yang bahkan melebihi kelompok 

2AAF/CCl4. Secara statistik, kadar MDA kelompok yang diberikan SPM-TP 3 

juta tidak berbeda signifikan dengan kelompok 2AAF/CCl4 (p = 0,649), namun 

berbeda signifikan dengan kelompok sehat (p = 0,004) dan kelompok SPM-TP 1 

juta (p = 0,002). 

 

4.2. Glutathione (GSH) 

 Serupa dengan MDA, GSH diperiksa dengan menggunakan homogenat 

jaringan hati serta menggunakan spektrofotometer. Hasil pemeriksaan GSH 

tersebut menunjukkan gambaran sebagai berikut: 

 

Gambar 4.2. Perbandingan kadar GSH (ug/mgprot) pada berbagai kelompok perlakuan. 
Nilai p < 0,05* 
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Pada grafik di atas tampak kadar GSH tertinggi pada kelompok sehat 

(0,117730 ± 0,0153191). Sementara itu, pada kelompok 2AAF/CCl4, kadar GSH 

justru ditemukan menurun  (0,072918 ± 0,0167639). Secara statistik penurunan 

ini menimbulkan  perbedaan yang signifikan dengan p < 0,001. Sementara itu, 

pada kelompok SPM-TP 1 juta didapati kadar GSH (0,108964 ± 0, 123125) yang 

meningkat secara signifikan bila dibandingkan dengan kelompok 2AAF/CCl4 

dengan p =0,004. Akan tetapi, kadar GSH justru ditemukan paling rendah pada 

kelompok yang diberikan SPM-TP 3 juta (0,052206 ± 0,0186616). Di antara 

kelompok SPM-TP 3 juta dan 2AAF/CCl4 tidak ditemukan perbedaan yang 

signifikan (p = 0,144). Begitu pula halnya tidak ditemukan perbedaan yang 

signifikan antara kelompok sehat dan SPM-TP 1 juta (p =0,777).  

  

4.3. Hasil Ekspresi Nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) 

Ekspresi Nrf2 yang diamati melalui metode imunohistokimia dilakukan 

dengan menggunakan kontrol positif berupa jaringan karsinoma mammae 

manusia sesuai data sheet. Selain itu, juga digunakan jaringan hati mencit yang 

tidak diberikan antibodi sebagai kontrol negatif. Keduanya digunakan sebagai 

kontrol agar tidak terjadi negatif maupun positif palsu (lihat Gambar 4.3). 

Selanjutnya diambil foto pada pembesaran 400x pada setiap sediaan (lihat 

Gambar 4.4).  

        

Gambar 4.3. Kontrol positif berupa jaringan karsinoma mammae manusia (kiri). Tampak 

nukleus yang terpulas warna coklat (panah) menandakan ekspresi Nrf2. 
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Gambar 4.4. Ekspresi Nrf2 pada setiap kelompok perlakuan pada setiap zona hati. Ekspresi Nrf2 tampak sebagai nukleus yang berwarna coklat 

( panah kuning) dan sitoplasma yang berwarna coklat (panah merah). VP : Vena Porta, VS : Vena Sentralis  
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Hasil foto kemudian dikuantifikasi dengan menggunakan perangkat lunak 

ImageJ (IHC Profiler)116 dengan mode Nucleus Staining Image untuk mendeteksi 

ekspresi Nrf2 pada nukleus. Data yang didapat kemudian diolah dengan 

menggunakan SPSS 27 dan disajikan dalam bentuk grafik berikut: 

 
 
Gambar 4.5. Perbandingan ekspresi Nrf2 pada setiap kelompok perlakuan Nilai p<0,05* 

 

Dari grafik di atas tampak bahwa ekspresi Nrf2 ditemukan rendah pada 

kelompok sehat 114,64 (56,66 – 192,04) namun lebih rendah lagi pada kelompok 

2AAF/CCl4 104,53 (2,84 – 181,99). Sementara itu, ekspresi Nrf2 kelompok 

SPM-TP 1 juta 129,18 (60,59 – 245,94) lebih tinggi dibandingkan dengan SPM-

TP 3 juta 118,22 (19,01 – 231,91). Perbedaan seluruh kelompok ini menghasilkan 

nilai p < 0,001. 
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Gambar 4.6. Perbandingan ekspresi Nrf2 pada setiap zona pada kelompok kontrol sehat. 
Nilai p<0,05 
 

Pada penelitian ini, analisa juga dilakukan untuk menilai ekspresi Nrf2 

pada berbagai zona pada setiap kelompok perlakuan. Pada kelompok sehat, 

ekspresi Nrf2 antar zona secara keseluruhan menunjukkan adanya perbedaan 

dengan signifikansi p=0,012 yang tampak pada ekspresi Nrf2 antara zona 2 

(108,98±19,08) dan zona 3 (125,80±24,64). Sementara itu, antara zona 1 

(113,33±22,71) dan 2 maupun antara zona 1 dan 3 tidak terdapat perbedaan yang 

signifikan (Gambar 4.6). 

 
Gambar 4.7. Perbandingan ekspresi Nrf2 pada setiap zona pada kelompok 2AAF/CCl4 
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Pada kelompok 2AAF/CCl4 secara umum tidak tampak adanya perbedaan 

yang signifikan antar zona (p = 0,799). Pada kelompok ini zona 3 tampak paling 

sedikit mengekspresikan Nrf2 103,09 (2,88 -181,99), diikuti zona 1 sebesar 

104,53 (2,84 – 143,75). Sementara itu, zona 2 mengekspresikan paling banyak 

Nrf2 107,06 (50,74 – 138,95) (Gambar 4.7). 

 
Gambar 4.8. Perbandingan ekspresi Nrf2 pada setiap zona pada kelompok SPM-TP 1 
juta (p=0,145) 

 

Pada kelompok SPM-TP 1 juta tampak zona terbanyak yang 

mengekspresikan Nrf2 adalah zona 3 151,85 (100,93 – 245,47). Zona kedua 

terbanyak adalah zona 1 127,88 (60,59 – 244,01), sedangkan zona 2 118,06 

(100,84 – 254,94) mengekspresikan Nrf2 paling sedikit. Meskipun demikian, 

secara keseluruhan kelompok SPM-TP 1 juta ini juga tidak mencerminkan adanya 

perbedaan yang signifikan ekspresi Nrf2 antar zona (p = 0,086). 
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Gambar 4.9. Perbandingan ekspresi Nrf2 pada setiap zona pada kelompok SPM-TP 3 
juta. Nilai p<0,05* 
 

Pada kelompok SPM-TP 3 juta tampak zona terbanyak mengekspresikan 

Nrf2 adalah zona 1 133,90 (19,01 – 231,91) lalu zona 3 119,60 (22,81 – 225,47), 

dan zona 2 105,99 (25,78 – 202,39). Secara umum, dari ketiga zona tersebut, 

ditemukan perbedaan signifikan dengan p=0,034 yang tampak pada perbandingan 

ekspresi Nrf2 antara zona 1 dan 2 (p = 0,007). Sementara di antara zona 1 dan 3 

maupun zona 2 dan 3 tidak tampak adanya perbedaan yang bermakna (p=0,214 

dan p=0,280). 
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BAB V 

PEMBAHASAN 

 

Stres oksidatif telah diketahui sebagai pemicu munculnya berbagai 

kerusakan dalam tubuh. Berbagai penelitian dilakukan untuk melihat kaitan antara 

stres oksidatif dengan morfologi dan fisiologi organ. Banyak dari penelitian 

tersebut menunjukkan bahwa hambatan pada jalur stres oksidatif dapat membawa 

hasil terapi yang lebih baik terhadap cedera yang terjadi pada berbagai organ. 

Sementara itu, penyakit hati kronis yang kian bertambah jumlah penderitanya 

telah terbukti meningkatkan angka morbiditas dan mortalitas.1 Terdapat suatu 

kebutuhan yang mendesak untuk menemukan terapi yang potensial dalam 

menangani cedera hati terutama yang telah berkembang menjadi fibrosis bahkan 

sirosis. Dalam hal ini, terapi sel punca yang akhir-akhir ini sangat berkembang 

dan menunjukkan potensinya sebagai suatu terapi yang menjanjikan bagi banyak 

penyakit, dipilih sebagai perlakuan yang akan dinilai potensinya dalam perbaikan 

cedera hati kronis. Pemberian sel punca mesenkim allogenik yang berasal dari tali 

pusat mungkin mampu mendukung proses regenerasi hati ketika hepatosit sebagai 

pemain utama regenerasi tidak dapat menjalankan perannya. 

Penelitian ini merupakan bagian dari penelitian payung dr. Isabella Kurnia 

Liem, M.Biomed, PhD, PA yang bertujuan untuk memahami peranan SPM-TP 

pada cedera hati kronis. Berbagai penelitian dalam payung penelitian yang sama 

telah dilakukan, di antaranya adalah penilaian peranan SPM-TP terhadap ekspresi 

TGF-B dan IL-10 yang menunjukkan hasil yang signifikan dalam menurunkan 

ekspresi keduanya. Selain itu, penilaian peranan SPM-TP terhadap perbaikan 

anatomi makroskopik hati, penurunan derajat fibrosis, dan penurunan kematian 

sel juga telah dilakukan dan memberikan hasil yang positif. Namun, pada 

beberapa parameter ditemukan adanya perbedaan yang tidak signifikan misalnya, 

peranan SPM-TP terhadap ekspresi DLK1, Ki67, dan VEGF.13,14,15 Meski tidak 

signifikan, ekspresi parameter-parameter ini ditemukan meningkat pada 

pemberian SPM-TP. Oleh karena itu, secara keseluruhan, SPM-TP masih 

mungkin berpeluang menjadi terapi alternatif bagi penderita cedera hati kronis. 
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Dalam hal ini penelitian pada jalur stress oksidatif akan semakin meningkatkan 

pemahaman mengenai peranan SPM-TP pada cedera hati kronis. 

Penelitian ini merupakan suatu penelitian eksperimental dengan 

menggunakan tikus Wistar jantan sebagai hewan coba. Pemilihan tikus Wistar 

didasarkan pada ketahanan hidupnya yang lebih tinggi, serta kemampuannya yang 

baik dalam merepresentasikan cedera hati. Induksi bahan toksin CCl4 yang 

diimbangi dengan 2AAF tidak hanya merusak hati namun juga memastikan 

terjadinya efek antimitosis sehingga kombinasi kedua bahan ini telah terbukti 

menghasilkan model hewan coba cedera hati kronis.99  

Keberadaan kedua senyawa tersebut di dalam tubuh akan menyebabkan 

stres oksidatif. Sebagai suatu peristiwa yang telah diketahui menimbulkan dampak 

luas yang merugikan, stres oksidatif dapat dinilai melalui penilaian kadar 

Malondialdehyde (MDA). Dalam hal ini, MDA merupakan suatu aldehyde yang 

dihasilkan sebagai produk samping pada peroksidasi lipid akibat stres oksidatif. 

Hal ini menunjukkan kadar MDA akan berbanding lurus dengan derajat stres 

oksidatif. 

Di sisi lain, pembahasan stres oksidatif tentu tidak akan lengkap tanpa 

pembahasan mengenai antioksidan sebagai penghambat stres oksidatif itu sendiri. 

Dalam hal ini, Nrf2 merupakan suatu regulator antioksidan yang akhir-akhir ini 

banyak diteliti. Berbagai penelitian telah membuktikan peran positif Nrf2 pada 

berbagai organ tubuh yang cedera termasuk hati. Nrf2 juga berperan dalam 

diproduksinya GSH, suatu antioksidan yang sangat terkonsentrasi di hati. GSH 

merupakan suatu tripeptida yang terdiri dari glisin, glutamin, dan sistein. Dalam 

pembentukannya, GSH membutuhkan enzim seperti glutamate sistein ligase, yang 

mengkatalisis pembentukan dipeptida gamma-glutamilsistein pada awal 

pembentukan GSH serta enzim Glutathione sintetase yang selanjutnya 

mengkatalisis pembentukan glutathione dari gamma-glutamylsistein dan glisin.118 

Pada peristiwa ini, Nrf2 berperan sebagai faktor transkripsi yang meregulasi 

produksi enzim-enzim tersebut. Selain itu, Nrf2 juga berperan dalam upregulasi  

enzim Glutathione Reductase yang mengkatalisasi perubahan GSSG (bentuk 

glutathione teroksidasi) menjadi GSH (bentuk glutathione tereduksi) kembali. 
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Keberhasilan sistem antioksidan dalam menurunkan stres oksidatif diharapkan 

mampu menjadi suatu pemicu diawalinya proses regenerasi hati. 

Dari penelitian ini, dapat diketahui bahwa pemberian 2AAF/CCl4 telah 

berhasil meningkatkan kadar MDA yang artinya menjadikan tikus dalam keadaan 

stres oksidatif. Namun, kadar MDA kemudian ditemukan menurun pada 

kelompok yang diberikan SPM-TP 1 juta. Hal ini sejalan dengan penelitian Li dkk 

(2016) yang menilai efek SPM-TP pada pankreatitis traumatik pada tikus juga 

menemukan hal serupa dimana kadar MDA cenderung ditemukan lebih rendah 

pada kelompok sakit  yang diberikan SPM-TP.119 Akan tetapi, berbeda halnya 

dengan kelompok SPM-TP 1 juta, kelompok SPM-TP 3 juta justru menunjukkan 

hasil yang kontradiktif. Pada kelompok ini, MDA tidak ditemukan menurun 

namun justru meningkat lebih tinggi dari sakit. 

Sejalan dengan hal tersebut, hasil pemeriksaan GSH juga menunjukkan 

penurunan pada kelompok SPM-TP 3 juta yang tidak terjadi pada kelompok 

SPM-TP 1 juta. Pada kelompok SPM-TP 1 juta, kadar GSH justru ditemukan 

meningkat. Secara fisiologis, GSH akan tetap dihasilkan di hati mengingat fungsi 

hati yang lebih sering terpapar senyawa toksin. Namun, pada hati yang sehat, 

hanya sedikit GSH yang dibutuhkan. Hal ini dapat menjelaskan mengapa GSH 

ditemukan tinggi pada kelompok sehat. Selain itu, pada keadaan sehat, sedikitnya 

ROS yang diproduksi hanya akan menyebabkan sedikit Nrf2 yang bebas yang 

memicu produksi GSH. Dalam hal ini, tingginya kadar GSH pada kelompok sehat 

dapat merupakan suatu akumulasi GSH sendiri.75  

Sebaliknya, kelompok yang diinduksi 2AAF/CCl4 mempresentasikan 

peningkatan pada MDA, namun penurunan pada GSH dan Nrf2. Pada kelompok 

ini, induksi cedera hati kronis dengan bahan toksik 2AAF/CCl4 menyebabkan 

stres oksidatif sehingga dihasilkan lebih banyak MDA dan tubuh lebih banyak 

menggunakan GSH sebagai upayanya dalam mempertahankan homeostasis. Akan 

tetapi, secara bersamaan, hal ini juga menyebabkan teraktivasinya jalur 

pensinyalan TGF-B yang merupakan jalur utama fibrosis hati. Aktivasi TGF-B 

akan menyebabkan disregulasi dari sistem antioksidan termasuk GSH.75 Selain 

itu, stres oksidatif yang terjadi terus menerus dapat menyebabkan modifikasi 

epigenetik seperti metilasi DNA maupun modifikasi histon yang dapat 
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mempengaruhi ekspresi dan aktivasi dari Nrf2. MDA yang dihasilkan akan 

menimbulkan kerusakan DNA yang selanjutnya memicu sekresi protein p53. 

Dalam hal ini, protein p53 memiliki 3 fungsi utama yaitu, menghentikan siklus sel 

untuk menghambat replikasi DNA yang rusak, memperbaiki DNA, serta berperan 

dalam apoptosis sel. Untuk menjamin terjadinya apoptosis seluler, maka p53 akan 

menekan aktivasi Nrf2 melalui ikatan p53 pada ARE sehingga akan mengganggu 

transkripsi berbagai protein yang bergantung pada Nrf2.120,121,122 Dalam hal ini, 

p53 diketahui memodulasi Nrf2 melalui mediasi respon dua fase yang mana pada 

fase awal, p53 justru meningkatkan aktivasi Nrf2 tetapi pada ekspresi berlebih 

p53 justru akan menekan aktivasi Nrf2. Akan tetapi, penekanan Nrf2 ternyata 

tidak hanya karena kehadiran protein p53 saja. Penelitian oleh Méndez-García 

dkk (2019) juga menunjukkan terjadinya inaktivasi Nrf2 pada apoptosis yang 

tidak bergantung pada kehadiran p53.122 

Sementara itu, SPM-TP sendiri merupakan sel yang telah terbukti 

mengeluarkan bahan bioaktif baik yang bersifat autokrin maupun parakrin.123 Di 

antaranya adalah berbagai sitokin, kemokin, protease matriks ekstraseluler, serta 

faktor-faktor pertumbuhan. Terdapat penelitian yang membuktikan bahwa pada 

pemberian SPM-TP ditemukan peningkatan antioksidan seperti SOD, GSH, GPx,  

maupun CAT.107 Bahkan beberapa publikasi juga menyatakan bahwa SPM 

sebagaimana sel lainnya juga memiliki Nrf2 nya sendiri yang akan terekspresi 

ketika ada ROS.10 Sejalan dengan itu, beberapa penelitian lainnya membuktikan 

bahwa exosome SPM mampu meningkatkan efek antioksidan dan menurunkan 

stres oksidatif secara langsung sebagai ROS scavenger maupun secara parakrin 

melalui sekresi stanniocalnin-1 yang dapat menurunkan ROS mitokondria dan 

melemahkan inflamasi. Selain itu, efek parakrin SPM juga dapat ditemui dari 

sekresi protein DJ-1 (Parkinson Disease Protein 7 /PARK7) yang berperan dalam 

menjaga biogenesis mitokondria serta efisiensi rantai pernafasan sehingga turut 

serta dalam mengurangi produksi ROS. Bahkan baru-baru ini ditemukan bahwa 

kemungkinan SPM juga mampu menjadi donor mitokondria yang rusak yang 

bergantung pada ada tidaknya stimulasi dari LPS.10,107 

Berbeda dengan kelompok sehat dan 2AAF/CCl4, kelompok yang 

diberikan SPM-TP 1 juta dan 3 juta mengalami peningkatan ekspresi Nrf2. Hal ini 
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serupa dengan hasil penelitian yang dilakukan Nie dkk (2018) yang membuktikan 

terjadinya peningkatan Nrf2 pada kelompok tikus dengan diabetic nephropathy  

yang diberikan SPM-TP.124 Akan tetapi, pada penelitian ini peningkatan Nrf2 

secara signifikan ditemukan lebih tinggi pada kelompok yang diberikan SPM-TP 

1 juta dibandingkan kelompok 3 juta. Kelompok SPM-TP 3 juta justru 

menunjukkan adanya penurunan GSH serta peningkatan MDA. Apabila hasil dari 

ketiga parameter digabungkan, maka pada kelompok yang diberikan SPM-TP 3 

juta menunjukkan adanya peningkatan Nrf2 yang lebih rendah dari kelompok 

SPM-TP 1 juta, penurunan GSH, dan peningkatan MDA. Hal ini semakin 

memperjelas hubungan antara ketiganya sehingga tingginya MDA yang terjadi 

pada kelompok SPM-TP 3 juta diduga karena penurunan GSH yang disebabkan 

kurangnya Nrf2 yang aktif akibat penekanannya baik melalui jalur yang 

bergantung pada protein p53 maupun yang tidak.120,121,122 Akan tetapi tidak hanya 

itu, dalam publikasinya, Shyh-Chang dkk (2017) menunjukkan bahwa 

metabolisme di dalam sel punca juga akan menghasilkan ROS.125 Di sisi lain, 

Eggenhofer E dkk (2012) membuktikan bahwa SPM memiliki waktu hidup yang 

pendek dan pemberian SPM secara intravena tidak memungkinkan SPM tersebut 

bermigrasi keluar dari paru-paru. Ia menyatakan bahwa tidak ditemukan SPM 

yang viable pada organ selain paru-paru pada setiap waktu pemeriksaan, sehingga 

dapat dipastikan bahwa yang sampai ke hati adalah debris sel.126 Dari kedua 

fenomena ini, dapat pula diduga bahwa selain karena ekspresi Nrf2 kelompok 

SPM-TP 3 juta yang lebih rendah dari kelompok SPM-TP 1 juta sehingga GSH 

yang diproduksi juga sedikit, peningkatan MDA dapat pula terjadi akibat semakin 

banyaknya sel yang menghasilkan ROS baik yang berasal dari metabolismenya 

sendiri, maupun dari debris sel yang merupakan hasil dari kematian SPM itu 

sendiri.  

Sejalan dengan hal tersebut, bila dibandingkan dengan data pemeriksaan 

Aspartate Transferase (AST) dan Alanine Transferase (ALT) yang dilakukan 

pada sampel penelitian ini (Liem IK, unpublished), didapatkan adanya 

peningkatan  dimana rata-rata AST kelompok sehat adalah sebesar 26,85, 

kelompok 2AAF/CCl4 72,58, kelompok SPM-TP 1 juta adalah sebesar 27,84, 

sedangkan kelompok SPM-TP 3 juta rata-rata kadar AST adalah 49,23. Sementara 
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itu, rata-rata kadar ALT kelompok sehat 33,17, kelompok 2AAF/CCl4 47,33, 

sedangkan kelompok SPM-TP 1 juta 29,8 dan kelompok SPM-TP 3 juta 29,92 

(Liem IK, unpublished).  Selain AST dan ALT, pada sampel juga dilakukan 

pemeriksaan Gamma-Glutamyl Transferase (GGT) yang menunjukkan adanya 

peningkatan kadarnya pada kelompok SPM-TP 3 juta 8,91±2,53 dibandingkan 

kelompok SPM-TP 1 juta 7,23±1,11 (Liem IK, unpublished). Berdasarkan kadar 

AST, ALT, dan GGT di atas, dapat dikatakan bahwa kelompok yang diberi SPM-

TP 3 juta mengalami gangguan fungsi hati berupa peningkatan AST hingga 

hampir dua kali lipat kadar AST kelompok sehat, serta GGT yang juga lebih 

tinggi dari kelompok SPM-TP 1 juta. Sementara itu, hasil pemeriksaan ALT 

menunjukkan kadar yang hampir sama antara kelompok SPM-TP 1 juta dan 3 

juta. Fenomena yang terjadi pada kelompok SPM-TP 3 juta ini menunjukkan 

bahwa pemberian SPM-TP dosis yang lebih tinggi ternyata tidak memberikan 

hasil yang lebih baik dibandingkan pemberian SPM-TP dosis yang lebih rendah.   

Dari hasil penelitian ini, dosis SPM-TP 1 juta adalah dosis terbaik yang 

mampu meningkatkan Nrf2, meningkatkan GSH, dan menurunkan MDA. 

Pemberian SPM-TP dosis 1 juta terbukti dapat menurunkan stres oksidatif melalui 

peningkatan aktivasi jalur Nrf2/ARE. Hal ini sejalan dengan beberapa penelitian 

sebelumnya yang menunjukkan bukti serupa bahwa pada pemberian SPM-TP 

dosis yang lebih rendah justru memberikan hasil yang lebih baik.113,114 Penelitian 

Chen dkk (2023) yang menilai efek pemberian sel punca mesenkim asal sumsum 

tulang dosis 1 juta, 2 juta , dan 5 juta terhadap post stroke infark juga 

menunjukkan bahwa dosis 1 juta adalah dosis terbaik.113   

Dosis tersebut apabila dikonversikan ke dosis manusia dapat dihitung 

dengan rumus yang dikemukakan oleh Nair AB dkk (2016) yang turut 

mempertimbangkan adanya karakteristik unik anatomi, fisiologi, dan biokimia di 

antara spesies sebagai berikut:127 
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HED (mg/kg) =      Animal Dose (mg/kg)  

                                    Faktor koreksi                                           ,  dimana: 

 

HED  : Human Equivalent Dose 

Faktor koreksi : (lihat kotak merah pada gambar 5.1) 

 

 

Gambar 5.1. Tabel konversi dosis hewan ke manusia127 

 

Dosis SPM-TP 1 juta apabila dikonversikan menjadi dosis manusia akan menjadi: 

 

                    1.000.000 sel / 0,2 kg BB tikus   = 806452 sel / kgBB manusia 

     6,2 

 

Namun demikian, apabila evaluasi dilanjutkan untuk menilai ekspresi Nrf2 

pada masing-masing zona, maka akan tampak bahwa pada kelompok sehat adanya 

fungsi detoksifikasi yang terjadi di hati menunjukkan gambaran ekspresi Nrf2 

yang lebih tinggi di area perisentral (zona 3) yang menunjukkan perbedaan 

signifikan dengan ekspresinya di area intermediate (zona 2), sedangkan terhadap 

zona lainnya tidak menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan secara 

statistik.  

Sementara itu, distribusi ekspresi Nrf2 pada kelompok  2AAF/CCl4 tidak 

menunjukkan perbedaan yang signifikan antar zona hati. Dengan tidak adanya 

perbedaan signifikan antar zona dan ekspresinya yang bahkan lebih rendah dari 

kelompok sehat menunjukkan bahwa kerusakan yang terjadi menekan ekspresi 
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Nrf2 secara hampir sama pada seluruh zona hati. Serupa dengan itu, kelompok 

SPM-TP 1 juta yang menunjukkan peningkatan ekspresi Nrf2 bila dibandingkan 

dengan kelompok sehat dan 2AAF/CCl4 juga tidak menunjukkan perbedaan 

distribusi ekspresi yang signifikan antar zona hati. Sementara itu, pada kelompok 

yang diberikan SPM-TP 3 juta terdapat perbedaan distribusi ekspresi yang 

signifikan yang terjadi antara zona 1 dan 2 dimana zona 1 menunjukkan ekspresi 

Nrf2 yang lebih banyak daripada zona 2, namun tidak ada perbedaan signifikan 

antara zona-zona lainnya. Secara umum, berdasarkan pola distribusi ekspresi Nrf2 

di zona hati, hasil penelitian ini menunjukkan  ekspresi Nrf2 tersebar secara 

hampir sama pada seluruh zona hati pada seluruh kelompok perlakuan. 

Oleh karena peranan Nrf2 dalam proliferasi hepatosit, maka ekspresi Nrf2 

mungkin dapat dikaitkan dengan terjadinya regenerasi hati.11,127 Pola ekspresi 

Nrf2 yang tergambar pada penelitian ini tampaknya sesuai dengan hasil penelitian 

Sun dkk (2020) yang menyatakan bahwa seluruh hepatosit turut berpartisipasi 

dalam regenerasi hati.86  

 

Keterbatasan Penelitian 

Penelitian ini merupakan penelitian yang menilai pengaruh pemberian SPM-TP 

terhadap penekanan jalur stres oksidatif. Akan tetapi, bagaimana jalur ROS 

menyebabkan fibrosis belum diteliti lewat penelitian ini. Penurunan Nrf2 yang 

berimbas pada penurunan GSH dan peningkatan ROS yang diperantarai oleh 

protein p53 juga belum diteliti. Selain itu, perubahan yang terjadi pada parameter 

yang diperiksa setelah pemberian SPM-TP tidak dapat dipastikan apakah hal itu 

disebabkan oleh SPM-TP yang memang berhasil mencapai hati yang cedera 

ataukah hanya efek parakrinnya saja. 
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BAB VI 

KESIMPULAN & SARAN 

 

6.1. Kesimpulan 

 Terdapat penurunan kadar MDA pada kelompok tikus cedera hati kronis 

yang diberikan SPM-TP 1 juta sel dan peningkatan kadar MDA pada tikus 

yang diberikan SPM-TP 3 juta sel dibandingkan dengan kelompok tikus 

cedera hati kronis yang tidak diberikan SPM-TP. 

 Terdapat peningkatan ekspresi GSH pada kelompok tikus cedera hati 

kronis yang diberikan SPM-TP 1 juta dan penurunan kadar GSH pada 

tikus yang diberikan SPM-TP 3 juta  dibandingkan dengan kelompok tikus 

cedera hati kronis yang tidak diberikan SPM-TP.  

 Terdapat peningkatan ekspresi Nrf2 pada kelompok tikus cedera hati 

kronis yang diberikan SPM-TP baik 1 juta maupun 3 juta sel dibandingkan 

dengan kelompok tikus cedera hati kronis yang tidak diberikan SPM-TP. 

 Tidak terdapat perbedaan ekspresi Nrf2 antar zona pada setiap kelompok 

perlakuan 

 

6.2. Saran 

● Hasil penelitian ini perlu dibandingkan dengan hasil pemeriksaan yang 

melihat resolusi fibrosis dan proses regenerasi hati yang terjadi dengan 

pemberian SPM-TP 

● Dapat dilakukan penelitian lanjutan berupa pemeriksaan protein p53 untuk 

memahami peranan protein p53 dalam jalur stress oksidatif dan fibrosis 

hati 

● Melakukan penelitian yang bertujuan melihat jalannya SPM-TP hingga 

sampai ke lokasi cedera 

● Penggunaan SPM-TP dengan dosis lebih rendah (1 x 106 pada tikus atau 

sekitar 0,8 x 106 sel/kgBB pada manusia) lebih disarankan dibanding 

dengan dosis lebih tinggi (3 x 106 pada tikus atau setara dengan 2,4 x 106 

sel/kgBB pada manusia) 
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Kadar GSH (ug/mgprot) 

Tukey HSDa   

Kelompok N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 

SPM-TP 3 juta 6 .052206  

2AAF/CCl4 6 .072918  

SPM-TP 1 juta 6  .108964 

Sehat 6  .117730 

Sig.  .144 .777 

Means for groups in homogeneous subsets are 

displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 6.000. 
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Abstract 
  
Chronic liver disease (CLD) is a progressive deterioration of the liver due to exposure to viruses, drugs, fat accumulation, and 
toxicity which lead to an imbalance between extracellular matrix accumulation and degradation. Accumulation of the 
extracellular matrix is a normal liver response at the beginning of the injury. However, increasing extracellular matrix 
accumulation leads to fibrosis, cirrhosis, and organ failure. Until today, liver transplant is the gold standard therapy for end-stage 
CLD. Unfortunately, the liver transplant itself faces difficulties such as finding a compatible donor and dealing with complications 
after treatment. This review provides further information about  Nrf2 as an alternative approach to fight liver fibrosis. 
Transformation of hepatic stellate cell (HSC) to myofibroblast has been known as the main mechanism that occurs in fibrosis 
while epithelial-mesenchymal transition (EMT) and mitochondrial dysfunction become the mechanism followed. In these 
conditions, oxidative stress is the great promoter which builds a vicious cycle leading to CLD progressivity. Hence, nuclear 
factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) as antioxidant regulator becomes the potential target to break the cycle. While ROS in 
oxidative stress induce HSC activation, EMT, and mitochondrial dysfunction through activation of many signaling pathways, Nrf2 
acts to diminish ROS directly by regulating secreted antioxidants and its scavenging action. Nrf2 also inactivates fibrosis 
signaling pathways and plays a role in maintaining mitochondrial health. Therefore, Nrf2 can be a potential target for liver 
fibrosis therapy.  
 
Keywords: HSC activation, liver fibrosis, mitochondrial dysfunction, Nrf2, ROS 

 
 
Introduction 

 
The utmost concern about chronic Liver Disease (CLD) is its progressivity 

leading to fibrosis, cirrhosis, organ failure, and death. Chronic exposure to causative 
agents such as viruses, drugs, fat accumulation, and toxic substances increases 
extracellular matrix accumulation more than its degradation, thereby resulting in damage 
to liver architecture, seen as fibrosis, and impaired liver function which leads to organ 
failure. Global Burden Disease data in 2017 showed that cirrhosis caused about 2.4% of 
the total causes of death globally [1]. The data also showed that there was an increase in 
cirrhosis cases in 2017 by 30.5 million compared to 1990 [1]. Therefore, CLD therapies 
become urgently needed to improve patients’ quality of life.  Until now, liver transplant is 
the gold standard therapy for end-stage CLD, but finding a compatible donor and 
managing immunogenicity problems still become challenging issues [2]. 

The question which arises is whether there will be better alternative therapies for 
inhibiting the progressivity of CLD or even regenerating damaged liver. Therefore, 
understanding liver fibrosis mechanisms is very important. Prolonged exposure to 
causative agents on the liver will induce damage-associated molecular patterns (DAMPs) 
secretion, such as high-mobility-group-box 1 (HMGB1), S100 proteins, and  heat shock 
protein-70 (HSP70) from damaged hepatocytes [3]. In this pattern, HMGB1 is the most 
studied DAMPs which has a role to promote endothelial-mesenchymal transition 
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(EndoMT) and thereby become the other source of fibroblast besides hepatic stellate cell 
(HSC) activation [4]. DAMPs also activate Kupffer cells (KCs) to secrete chemotactic 
cytokines thus promoting the M1 proinflammatory monocytes recruitment and triggers a 
T-cell-mediated inflammatory process [5][6].  

From causative agent exposure until fibrogenesis, reactive oxygen species 
(ROS) become the key mediators involved in the mechanism. Damaged hepatocytes will 
generate ROS which lead to oxidative stress, change the liver microenvironment, and 
cause mitochondrial dysfunction. Damaged mitochondria will generate more ROS, which 
makes the damage getting worse. The vicious cycle between ROS, mitochondria 
dysfunction, and fibrosis will be greater over time unless the cycle is interrupted by an 
antioxidant system, the anti-ROS. Many studies revealed that the activation of nuclear 
factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2), an antioxidant regulator, will reduce ROS, 
inflammation, and also inhibit the fibrosis signaling pathway. Nrf2 has been reported to 
have a role in inhibiting HSC activation, epithelial-mesenchymal transition – endothelial-
mesenchymal transition (EMT-EndoMT), and mitochondrial dysfunction which are the 
important events induced by ROS in liver fibrosis (Figure 1) [7].  

 
 
ROS in HSC Activation and EMT 
 

Until today, HSC activation has been known as the major factor underlying liver 
fibrosis. For supporting its activation, activated HSC will secrete some other molecules 
such as all-trans retinoic acid (ATRA), a vitamin A metabolite, and thereby show 
morphological changes as reduced lipid droplets [8]. Recent studies showed that ATRA 
mediates crosstalk between HSC, Kupffer Cells, and activated NODD-, LRR-and pyrin 
domain-containing protein3 (NLRP3) by upregulating ROS levels [8]. Activated HSC also 
secretes collagen triple helix repeat containing 1 (CTHRC1), a positive regulator of 
transforming growth factor beta (TGF-β) [9], and Kindlin-2, a TGF-β activator, which 
promote SMAD2/3 phosphorylation [10]. For supporting HSC migration, activated HSC 
have been known secreting nano-sized fibrogenic vesicles which promote HSC migration 
through platelet-derived growth factor (PDGF) and mammalian target of rapamycin 
(mTOR) signaling activation as well as autophagy inhibition [11]. This suggests that 
activated HSC has autocrine effects to promote self-activation. 

In normal conditions, ROS and antioxidant levels are balanced in the body. 
Physiologically, ROS can be generated from the electron transport chain in the 
mitochondria mainly by complexes I and III. The process of electron transport in 
mitochondria is mediated by NADPH Oxidase (NOX). Most of the NOX isoforms work by 
using cytoplasmic NADPH as an electron donor which will produce superoxide anions 
(O2

-) and hydrogen peroxide (H2O2) [12]. In this condition, only a small amount of ROS is 
generated and plays a beneficial role in signaling pathways. Conversely, in oxidative 
stress, the increased ROS turns out to be detrimental. Increased ROS favors increased 
collagen and fibronectin which leads to fibrogenesis [13]. 

Oxidative stress also occurs in liver fibrosis (Figure.1). The TGF-β pathway has 
been known as the main pathway to activate HSC. TGF-β activates HSC through the 
canonical (SMAD2/3 dependent) and non-canonical pathways which interconnect TGF-β 
with other pathways such as PDGF, nuclear factor-kappa-light-chain-enhancer of 
activated B cells (NF-KB), mitogen-activated protein kinase (MAPK), and 
phosphatidylinositol-3-kinase/Akt (PI3K/Akt) [14]. In TGF-β activation, ROS will cause 
conformational changes on latency-associated peptide (LAP), a protein which inactivates 
TGF-β, therefore inhibiting the binding between LAP and TGF-β (Figure 2). Free TGF-β 
will bind to its receptor and activate the TGF-β signaling pathway. Not only triggers TGF-
β activation, ROS also amplifies the effect of TGF-β in triggering fibrosis [15]. 
Furthermore, ROS also affects the upstream gene in the TGF-β pathway. Inhibition 
Annexin-A2-pseudogene 2 (Anxa2P2) gene [16] and Insulin-like growth factor 2 mRNA-
binding protein 2 (Igf2bp2) gene [17] have been reported to inhibit the TGF-β pathway 
and thus attenuate fibrosis. Likewise, inhibition of ROS by exogenous compounds 
(Daphnetin, Physalin D, and Schisantherin A) has been shown to inhibit the TGF-β 
pathway, decrease HSC activation, and attenuates fibrosis [18][19][20].   
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 However, other pathways such as PDGF, NF-KB, Yes-associated protein1 
(YAP1), wingless Int (Wnt), and NLRP3 have been reported also be induced by ROS in 
fibrogenesis [14][17][21][22][23]. PDGF pathway is the important pathway in HSC 
differentiation and migration. In liver fibrosis, PDGF is highly expressed in macrophages, 
activated HSC, and injured endothelial cells. ROS will promote PDGF activation by 
stimulating Src family kinase (SFKs) to phosphorylate platelet-derived growth factor 
receptor alpha (PDGFRa) [24]. Increased ROS also maintains the activation of the PDGF 
pathway, thereby inhibiting HSC autophagy and increasing HSC migration [24].  

NF-KB pathway, which is the main pathway of inflammation, is also influenced by 
ROS [25].  Activated NF-KB will mediate the immune response to infection, proliferation, 
and protection against UV rays. NF-KB itself is a protein complex consisting of p50 and 
p65 [25] and degraded in physiologic conditions by its binding with  inhibitors of nuclear 
factor kappa-B kinase (IKK). In oxidative stress, excessive ROS will induce tumor 
necrosis factor alpha (TNF-A), the strongest activator for NF-KB activation. ROS also 
oxidizes the Cys residue on IKK, thus inhibiting its binding to the NF-KB complex [25][26]. 
As a result, the NF-KB complex is free to translocate to the nucleus and becomes the 
transcription factor (Figure 2). 

ROS were also found to activate the Wnt pathway which plays a role in 
proliferation, regeneration, and cell fate determination, and induce EMT [27][28][29]. 
Activating the Wnt pathway needs undegraded-B-catenin in the nucleus. Therefore, in 
oxidative stress, ROS will induce the dissociation of Disheveled (Dvl) protein from 
Nucleoredoxin (NRX) through Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 (Rac1) 
activation and oxidized NRX. Free Dvl will be recruited by Frizzled protein to the plasma 
membrane, allowing Axin and glycogen synthase kinase-3 beta (GSK3B) to bind and 
phosphorylate lipoprotein receptor-related proteins 5/6 (LRP5/6), thereby preventing B-
catenin degradation. At this time B-catenin will enter the nucleus and activate the 
antioxidant response element (ARE) [30]. 

The role of ROS in the fibrosis mechanism is also seen in Hippo/YAP1 signaling 
pathway. The hippo/YAP1 pathway plays a role in the proliferation and determination of 
organ size. The hippo pathway can interact with the TGF-β pathway, Wnt/B-catenin 
pathway, and NF-KB pathway through the MAPK p38 pathway [31]. Upon activation of 
the Hippo pathway, YAP1 protein expression is decreased and vice versa. ROS will 
induce YAP1 protein translocation to the nucleus. In many studies, increased YAP1 
activation would lead to increased proliferation and fibrosis through the MAPK p38 
pathway while YAP1 depletion would decrease fibrosis [31][32]. 
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Figure 1. The role of ROS in liver fibrosis 

 
 

Besides HSC activation, the epithelial or endothelial-to-mesenchymal transition is 
an important mechanism in fibrogenesis. It has been known that fibroblasts involved in 
fibrogenesis not only resulted from HSC-myofibroblast transformation but also the 
transition of hepatocytes and cholangiocytes into mesenchymal type. EMT can be 
interpreted as a cellular process that occurs when the epithelium or endothelium changes 
into a mesenchymal phenotype that has mesenchymal-like capacities. In general EMT 
and EndoMT are similar processes with different origins [33]. The occurrence of EMT and 
EndoMT can be triggered by hypoxia, growth factors, metabolic changes, immune 
responses, and cytokines.  An excessive free fatty acid found in Non-Alcoholic 
Steatohepatitis (NASH) has been reported to have a great role to induce EMT [29].  

In this regard, TGF-β still becomes the main pathway of EMT. TGF-β is a potent 
inducer of EMT and EndoMT [34]. When TGF-β is activated, not only HSC but also the 
transition of hepatocytes and cholangiocytes are activated. A recent study confirmed that 
TGF-β activates EMT through its effect on promoted Y-box binding protein 1 (YB-1) 
binding to matrix metalloproteinase-9 (MMP9) promoter, thus increased MMP9 
expression [35], while other study showed that ROS are the inducer of YB-1 secretion 
[36]. This relationship shows that when ROS induce TGF-β, ROS also induce YB-1 
secretion, but on the other hand TGF-β promotes YB-1 binding to MMP9 promoter. 
Besides of it, the secretion of ROS-induced chemokine (C-C motif) ligand-1 (CCL1) and 
its receptor, CXC chemokine receptor-2 (CXCR2), will be increased by active TGF-β. 
These chemokines have been reported to induce mesenchymal markers such as N-
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cadherin, vimentin, and fibronectin, as well as at the same time decrease epithelial 
marker, E-cadherin [29].  
  
 
ROS Induce Mitochondrial Dysfunction 
 

The relationship between ROS and mitochondria is well-established. 
Mitochondria as a power house machine in cells will produce ROS in its regular 
physiological function in adenosine triphosphate (ATP) production. But, excessive ROS 
can result from exogenous and endogenous sources. The exogenous sources come from 
injury-causing agents [37]. The endogenous sources of ROS result from damaged cells, 
organelles, and also processes inside the body including from mitochondria itself [30]. 
Increasing ROS will induce lipid peroxidation, mitochondrial damage, and induction of 
NADPH Oxidase to produce more ROS. Therefore, mitochondrial autophagy (mitophagy) 
is increased to retain homeostasis. Nevertheless, prolonged increased ROS will lead to 
mitophagy system failure. ROS will cause lysosomal damage thus mitophagy inhibition 
has occurred  [38][39][40]. 

Inside mitochondria, excessive ROS will inhibit cytochrome c oxidase which is a 
transmembrane protein involved in the electron transport chain and ATP production [29]. 
On the other hand, it also decreases mitochondrial cristae density by decreasing Optic 
atrophy1 (OPA1) protein, which plays a role in regulating mitochondrial fusion and 
architecture of the mitochondria cristae [38]. Depletion of OPA1 has been reported to 
produce more ROS, decrease complex I and IV, and reduce the surface area of the 
mitochondria inner membrane [38]. Thereby, ATP depletion will occur and give a signal to 
the body to increase mitochondria biogenesis. Unfortunately, a liver injury will also 
suppress mitochondria biogenesis, as shown in decreased transcription factor A, 
mitochondrial (TFAM), the main protein involved in the replication and transcription of the 
mitochondrial genome expression [38][41].  
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Figure 2. ROS activates TGF-β, NF-KB, Wnt, PDGF, NLRP3, and YAP1 signaling pathways as well as the Nrf2 
pathway. Nrf2 inhibits phosphorylation of SMAD2/3, thus inhibits TGF-β pathway, and acts as a transcription 
factor for antioxidant defense system regulation which neutralizes ROS directly. Nevertheless, activation NF-KB 
also compresses Nrf2 by p50 and p65 binding with Keap1 to deliver Keap1 toward the nucleus and bind with 
Nrf2. From this mechanism, Nrf2 was released from ARE and was delivered to the cytoplasm toward 
proteasome degradation. 

 
 
Nrf2 in General 
 

Nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) is a transcription factor of basic 
leucine zipper which belongs to the cap'n’collar family. It is encoded by the NFE2-like-
BZIP transcription factor2 (NFE2L2) gene and plays an important role in maintaining 
cellular redox homeostasis, regulating antioxidant expression,  anti-inflammatory, and 
cytoprotective genes [42]. Nrf2 under physiological conditions will be constitutively 
expressed in the cytoplasm and mostly bound to the Keap1 protein for degradation in the 
proteasome. Only a small amount of free Nrf2 compensates for physiological ROS levels 
[43]. 

Structurally, Nrf2 has 7 domains, namely Neh1 to Neh7 which have different 
functions. Among the 7 domains, only Neh2 and Neh6 domains are needed for Nrf2 
inactivation. Neh2 domain contains the ETGE and DLG motifs used by Nrf2 to bind to the 
Keap1 protein in the canonical pathway. The Neh6 domain is used by Nrf2 to bind to beta 
transducin repeat-containing protein (B-TrCP) in a non-canonical pathway [43]. Both 
Keap1 and B-TrCP are proteins that are negative regulators of Nrf2. However, the 
Keap1-dependent canonical pathway is the main pathway [43]. 

Keap1 protein is encoded by the Keap1 gene and has 4 domains including BTB, 
IVR, CTR, and DGR domains. BTB domain needs for its dimerization, containing a 
Cys151 residue which is important for stress detection. IVR domain contains two cysteine 
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residues, Cys273 and Cys288. Both BTB and IVR domains are important in the Nrf2 
ubiquitination process as a binding site for CUL3/RBX1 complex [43]. CTR and DGR 
domains are the two domains that bind to the DLG (low affinity) and ETGE (high affinity) 
motifs on the Neh2 domain of Nrf2 [43][44]. 

Through canonical pathways, oxidative stress induces conformational changes of 
cysteine residues (Cys151, Cys273, Cys288) on Keap1 and leads to inhibition of the Nrf2 
binding process. ROS also induces accumulation of p62 protein, an Nrf2 competitor, to 
bind to Keap1, via p62/SQSTM1, a target gene of Nrf2. The sequestosome (SQSTM1) 
itself plays a role in directing the degradation of Keap1 [44]. Finally, free Nrf2 will 
translocate to the nucleus and form heterodimers with a small musculoaponeurotic 
fibrosarcoma (sMAF) protein and bind to ARE, then activate various antioxidants and 
phase II enzyme genes including HO-1, NAD(P)H quinone dehydrogenase 1 (Nqo1), 
glutathione peroxidase (GPx), and superoxide dismutase (SOD) [45][46]. The free Nrf2 
has also been known to affect on apoptosis by the expression of B-cell lymphoma2 (Bcl2) 
and B-cell lymphoma-extra large (Bcl-xl) proteins that play a role in increasing apoptotic 
resistance that leads to tumorigenesis [47]. 
 
 
Nrf2 As Regulator of ROS Scavenger 
 

As a master regulator of antioxidants, Nrf2 has a significant role in fighting ROS. 
ROS will trigger Nrf2 to generate enzymatic and non-enzymatic antioxidants. Enzymatic 
antioxidants such as SOD, catalase (CAT), and glutathione peroxidase (GPx) are the first 
line antioxidants produced. They work to fight ROS by changing ROS into H2O in 
multistep processes. When the reduction of one electron from O2 molecules occurs, 
superoxide radical (O2.-) will be generated. SOD will convert O2.- into H2O2 which is the 
substrate for CAT and GPx. Then, CAT or GPx will turn it into H2O and O2.  

Non-enzymatic antioxidants such as thioredoxin and glutathione (GSH) are the 
second line antioxidants produced to suppress the free radical chain reactions. In this 
case, GSH is a liver highly concentrated antioxidant. During the suppressing process, 
GSH will give an electron to stabilize ROS and then turn it into oxidized glutathione 
(GSSG). In this GSH cycle, Nrf2 has a role not only to produce GSH but also to reverse 
GSSG to GSH through its regulation of the glutathione reductase1 (Gsr1) enzyme. Since 
GSSG is the oxidized form of GSH, therefore the ratio of GSH/GSSG will determine the 
oxidative stress states. This is supported by evidence that the decrease in Nrf2 was also 
followed by a decrease in GSH/GSSG ratio [48].  
 
 
Nrf2 Inhibit HSC Activation 
 

Nevertheless, Nrf2 has a role to interfere with the TGF-β and NF-KB signaling 
pathways (Figure 2). Both of them are the main pathways involved in fibrogenesis and 
inflammation. The TGF-β pathway promotes not only HSC activation but also Nrf2 
activation (Figure 2) [49].The battle between HSC activation and Nrf2  will define the 
progressivity of fibrosis. When Nrf2 accumulation occurs, Nrf2 will inhibit SMAD2/3 
phosphorylation, thus inhibiting the TGF-β canonical pathway [49]. Nrf2 has been 
reported able to increase SMAD7 expression, a negative regulator of TGF-β, by 
decreasing the expression of transformation growth factor beta receptor-1 (TGF-βRI). 
Inhibition of the TGF-β pathway through the activation of SMAD7 by Nrf2 has been 
shown to reduce the incidence of liver fibrosis [37][50]. However, low Nrf2 has been 
found in increased hepatic stellate cell activation which is characterized by an increase in 
alpha-smooth muscle actin (α-SMA), Collagen type I, and IV [49] 

So as TGF-β, Nrf2 has been reported as interfering with the NF-KB signaling 
pathway. NF-KB is an inducible transcription factor which plays a significant role in 
inflammation and oxidative stress [46]. When ROS are increased, ROS also stimulate 
Nrf2 activation by changing the Keap1-Nrf2 binding site, then promote increased free 
Nrf2. Nrf2 has the ability to disrupt the NF-KB pathway by inhibiting phosphorylation of 
p65, a protein that forms NF-KB complex [23][46], thus preventing NF-KB pathway 
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activation. This mechanism can decrease TNF-alpha and stop the NF-KB activation [46]. 
Interestingly, a recent study has reported the reason why in NF-KB activation, Nrf2 is 
suppressed. This study has found that NF-KB subunits (p50 and p65) also bind to Keap1 
directly. This Keap1-p50/p65 binding will lead to Keap1 translocation into the nucleus and 
promote dissociation of Nrf2 from ARE (Figure 2). Finally, this will stop the Nrf2 effect and 
support its degradation [51].  
 
 
Nrf2 and Mitochondrial Damage 
 

Nrf2 has an important role in maintaining mitochondrial homeostasis. For this 
purpose, Nrf2 not only reduces ROS directly, but also promotes mitochondrial biogenesis 
and eliminates damaged-mitochondria through mitophagy. Nrf2 regulates the 
p62/SQSTM1 and Parkin/PINK1 expression to activate mitophagy [15][52]. Recent 
studies have shown that Nrf2 not only acts as a positive regulator of p62 and PTEN-
induced (PINK1) gene expression but also maintains their basal expression levels. On 
the other side, Nrf2  also upregulates the mitochondrial biogenesis genes such as 
mitochondrial associated regulatory factor (Marf), dynamin-related protein 1 (Drp1), and 
peroxisome proliferators-activated receptor-gamma (PPAR-gamma), and increases 
lysosome number needed for mitophagy [15], while knocked out Nrf2 has been reported 
followed by decrease of mitochondrial membrane potential, so does ATP production. The 
depletion of ATP production will give a signal to the body to start mitochondrial 
biogenesis. Nevertheless, the study with Nrf2-knockout-mice also reported a significant 
decrease in the mitochondrial DNA (mtDNA) copy number, suggesting without Nrf2, 
mitochondrial biogenesis will be impaired (Figure 3)[25]. 
 
 
 
 
 
Nrf2 and Aggrephagy 
 

In line with the mitophagy in mitochondria, aggrephagy can be determined as a 
selective autophagy for other damaged-proteins. Aggrephagy has been reported as a 
protective cellular response to shuttle aggregated proteins from the cytoplasm to 
lysosomes [53]. In normal condition, Nrf2 degradation is performed by proteasome as a 
degradation machine. Proteasome is a multiprotein complex consisting of a 20S catalytic 
core and one or two 19S regulatory subunits which also degrades other proteins. In 
oxidative stress, redox alteration induce changes in proteasome function, thus 
proteasome failure might happen. Therefore, accumulating other damaged proteins and 
Nrf2 happen [54]. While the accumulation of damaged proteins acts as a cell stressor 
leads to cell necrosis and apoptosis, the accumulation of Nrf2 will activate aggrephagy 
through aggresome pathway [53]. This aggresome pathway refers to the compensation 
mechanism which involves the induction of p62 to assemble the polyubiquitinated 
proteins into micro aggregates through binding to the proteins’ ubiquitin chain. As 
mentioned before, Nrf2 is a competitor and positive regulator of p62. Aggresome 
formation was found to be decreased when Nrf2 and p62 were downregulated and vice 
versa. Loss of Nrf2 resulted in aggrephagy failure and cell death. It is suggested that 
Nrf2-mediated activation p62 was required to decrease proteasomal stress-induced 
necrosis and apoptosis  [53]. In accordance with this Nrf2 role to support autophagy 
especially aggrephagy, a study by Treger et al showed that decreased autophagy was 
found in increased NAFLD severity thus aggravating fibrosis [54]. Therefore, the role of 
Nrf2 in autophagy promotion will improve fibrosis. 
 
Nrf2 in EMT Inhibition 
 

The role of Nrf2 in EMT inhibition is related to the role of Nrf2 to inhibit TGF-β 
and NF-KB pathways. The recent study indicates that Nrf2 works to inhibit EMT through 
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the Notch- TGF-β signaling. It was reported that Nrf2 is a regulator of Notch signaling 
which was activated by TGF-β in a ROS-dependent manner [34]. A study about the Notch 
signaling pathway in liver fibrosis shows a close relationship between Notch and fibrosis 
through increased Notch3 / Jagged1 [55].  This finding is in accordance with the finding 
from another study which concluded the overexpression of Jagged1 will increase the 
expression of α-SMA and collagen 1 as well as EMT through TGF-β pathway activation 
[56]. Furthermore, TGF-β activation will induce activation of NF-KB through paracrine 
action in mesenchymal transition [57].  
 
 
Nrf2 in Detoxification Process 
 

As a vital organ, the liver has a role to neutralize toxic and turn them into 
undangerous molecules for the body. This function is very important to eliminate toxic or 
xenobiotic agents and maintain liver health.  There are two phases of detoxification held 
by the liver. Phase I  detoxification process consists of oxidation, reduction, and 
hydrolysis while phase II detoxification process consists of a conjugation process. Both of 
these phases will result in a water-soluble compound that can be easier removed from 
the body. For this function, Nrf2 has the role to regulate the expression of the phase II 
enzymes of detoxification such as Nqo1, SOD, HO-1, as well as CAT and GPx. 
Stimulation of Nrf2 activation such as stimulation by Physalin A, the main compound of P. 
Alkekengi which often use for the treatment of otitis media, sore throat, and renal 
disease, leads to the production of phase II enzymes of detoxification processes thus 
promoting liver detoxification function [58]. A study by et al proved that phase II enzymes 
of detoxification expression have a role in cytoprotective function which was induced by 
translocation of Nrf2 through MAPK signaling [59]. 
 

 
Figure 3. The interplay between ROS, Nrf2, and liver fibrosis. ROS activates HSC, promotes EMT-EndoMT and 
provokes mitochondrial dysfunction, but at the same time inhibits mitochondrial biogenesis. 
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Conclusions and Future Direction 
Oxidative stress has a significant role to promote liver fibrosis. Nrf2 can promote ROS 
scavengers activities, interrupt fibrosis major pathways, and induce mitochondrial 
mitophagy, homeostasis, and biogenesis. Therefore, Nrf2 can be a potential target to 
fight liver fibrosis. Future studies can be carried out to challenge the Nrf2 effect on liver 
fibrosis or even liver regeneration. 
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Abbreviations 
 
Nrf2 
Nuclear factor erythroid 2-related factor 2 
ROS 
Reactive oxygen species 
LAP 
Latency-associated peptide 
DAMPs 
Damage-associated molecular patterns 
HMGB1 
High mobility group box 1 
HSP70 
Heat shock protein 70 
EMT 
epithelial-to-mesenchymal transition 
EndoMT 
Endothelial-to-mesenchymal transition 
HSC 
Hepatic stellate cells 
PDGF 
Platelet-derived growth factor 
NF-KB 
Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells 
YAP1 
Yes-associated protein 1 
YB-1 
Y box binding protein-1 
Wnt 
Wingless Int 
TGF-β 
Transforming growth factor-beta 
MAPK 
Mitogen-activated protein kinase 
PI3K 
Phosphatidylinositol-3-kinase 
CTHRC1 
Collagen triple helix repeat containing 1 
Anxa2P2 
Annexin A2 Pseudogene 2 
Igf2bp2 
Insulin-like growth factor 2 mRNA-binding protein 2 
IL-6 
Interleukin-6 
NLRP3 
NOD-,LRR- and pyrin domain-containing protein 3 
ATP 
Adenosine triphosphate 
OPA1 
Optic atrophy 1 
TFAM 
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Transcription factor A, mitochondrial 
NOX 
Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidase 
NADPH 
Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 
α-SMA 
Alpha-smooth muscle actin 
IKK 
Inhibitor-KB kinase 
LRP5/6 
Lipoprotein receptor-related proteins 5 and 6 
NFE2L2 
NFE2-like-BZIP transcription factor 2 
Keap1 
Kelch-like ECH-associated protein 1 
sMAF 
Small musculoaponeurotic fibrosarcoma 
B-TrCP 
Beta-transducin repeats-containing proteins 
BTB 
Broad-complex, tramtrack and bric-a-brac 
IVR 
Intervening region 
CTR 
C-terminal region 
DGR 
Double-glycine repeat 
SQSTM1 
Sequestosome1 
PHAR 
(1S,3R,3aR,6aS)-5′-chloro-5-(2,3-dihydro-1,4-benzodioxin-6-yl)-1-(1H-indol-3-ylmethyl)spiro[1,2,3a,6a-
tetrahydropyrrolo [3,4-c]pyrrole-3,3′-1H-indole]-2′,4,6-trione 
HO-1 
Heme-oxygenase 1 
CUL3 
Cullin3-ubiquitin ligase 
RBX1 
Ring box protein 1 
ARE 
Antioxidant response element 
Nqo1 
NAD(P)H quinone dehydrogenase 1 
GPx 
Glutathione peroxidase 
SOD 
Superoxide dismutase 
GSH 
Reduced glutathione 
Bcl2 
B-cell lymphoma 2 
Bcl-xl 
B-cell lymphoma-extra large 
CAT 
Catalase 
Gsr1 
Glutathione reductase 1 
GSSG 
Glutathione disulfide 
PINK1 
PTEN induced kinase 1 
mtDNA 
mitochondrial DNA 
MMP9 
Matrix metalloproteinase-9 
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