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ABSTRACT

Sudibyo Martono ~ Effect of nonsteroidal antiinflammatory agent on Sprague-Dawley rat’s liver glutathione
S-transferases activity

Background: Glutathion S-transferase (GST) is a group of muitifunction isoenzymes playing a role as katalisator
in releasing inflammatory mediators prostaglandin and leukotrien. Non-steroidal antiinflammatory drugs (NSAID})
such as pentagamavunon-O (Pgv-0), piroxicam, and mefenamic acid have antiinflammatory effect.

Aim of study: The study was to know the effect of pentagamavunon-O (Pgv-0), piroxicam and mefenamic acid
on GST. :

Materials and methods: The effects of non-steroidal antiinflammatory drugs {NSAID,) piroxicam, mefenamic
acid, and pentagamavunon-0 (Pgv-0} in vitro on mu and pi classes of Sprague-Dawley rat’s liver glutathione
S-transferases (GST)-activity was studied. GST-activities was measured spectrophotometrically on the
conjugation reaction between glutathione {(GSH) and 1,2-dichloro-4-nitrobenzene (for representing the mu
class of GST) or etachrynic acid {for representing the pi class of GST). The potency of inhibitory effect was
stated as IC,, value (the concentration of inhibitor resulting in 50 % inhibition of GST-activity).

Results: The result showed that piroxicam inhibited strongly the mu class of GST-activity with IC,, value
of 42.66 mM and inhibited weakly the pi class of GST-activity with IC,, value of 100.79 mM. Mefenamic
acid inhibited weakly the mu and pi classes of GST-activity with IC,, values of 107.09 and 275,0 mM
{extrapolated), respectively. In this research, Pgv-O was found to be the strongest inhibitor of the mu class
of GST-activity with IC,, value of 3.91 mM and did not inhibit the pi class of rat’s liver GST-activity.
Conclusions: Based on the results, it can be concluded that the three NSAIDs studied, all showed the
inhibitory effects of mu class of GST-activity in decreasing order of Pgv-O, piroxicam, and mefenamic
acid. Three of them did not or very weakly inhibited the pi class of rat’'s liver GST-activity.

Key words: NSAIDs - glutathione S-transferase - pentagamavunon-0 - 1,2-dikloro-4-nitrobenzene - etachrynic
acid. ’

ABSTRAK
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Dawley

Latar Belakang: Glutation S-transfcrase {(GST) merupakan kelompuk isoenzim multifungsi yang berperan
sebagai katalis pembentukan mediator inflamasi prostaglandin dan leukotrien. Senyawa-senyawa
antiinflamasi non-stercid (AINS) seperti pentagamavunon-O (Pgv-C), piroksikam, dan asam mefenamat
menunjukkan antiinflamasi.

Tujuan Penelitian: Mengetahui efek pentagamavunon-O (Pgv-0), paroksikam, dan asam mefenamat terhadap
GST.

Bahan dan Cara: Efek obat antiinflamasi non steroid (AINS) piroksikam, asam mefenamat, dan
pentagamavunon-0 (Pgv-0) telah diuji secara in vitro terhadap aktivitas glutation S-transferase {GST) kelas
mu dan pi yang diisolasi dari hati tikus jantan Sprague-Dawley. Aktivitas GST diukur secara spektrofotometri
pada reaksi konjugasi antara glutation (GSH} dengan substrat 1,2-dikloro-4-nitrobenzen (DCNB) untuk
merepresentasikan aktivitas GST kelas mu dan asam etakrinat {(AE} untuk merepresentasikan aktivitas
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GST kelas pi. Kekuatan penghambatan aktivitas GST dinyatakan dengan nilai IC, (vaitu konsentrasi senyawa
uji yang menghasilkan 50% penghambatan aktivitas GST).

Hasil: Hasil penelitian menunjukkan bahwa piroksikam menghambat kuat aktivitas GST kelas mu {IC,, =
42,66 mM) dan menghambat lemah aktivitas GST kelas pi (IC,, = 100,79 mM). Asam mefenamat
menghambat lemah GST kelas mu (IC,, = 107,09 mM) dan menghambat sangat lemah GST kelas pi (IC,,
= 275,0 mM, ekstrapolasi). Pada penelitian ini Pgv-O terbukti sebagai inhibitor paling kuat terhadap GST
kelas mu {IC;, = 3,91 mM) dan tidak menghambat aktivitas GST kelas pi hati tikus.

Simpulan: Dari hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa obat AINS yang diuji ketiganya menghambat GST
kelas mu hati tikus jantan strain Sprague-Dawley dengan urutan kekuatan Pgv-O > piroksikam > asam
mefenamat dan ketiganya menghambat lemah atau tidak menghambat aktivitas GST kelas pi.

PENDAHULUAN

Glutation S-transferase (GST) merupakan
kelompok isoenzim multifungsi yang berperan
sebagai enzim katalitik pada detoksifikasi senyawa
elektrofilik melalui konjugasi dengan glutation
(GSH)! dan sebagai katalis pembentukan mediator
inflamasi prostaglandin? dan leukotrien®. Senyawa-
senyawa antiinflamasi nonsteroid (AINS) seperti
Pentagamavunon-0 (Pgv-0), piroksikam, asam
mefenamat menunjukkan efek antiinflamasi melalui
beberapa mekanisme. Aktivitas Pgv-0 sebagai
antiinflamasi melalui penghambatan siklooksigenase®,
demikian pula piroksikam dan asam mefenamat®. Obat
AINS lain seperti indometasin memiliki efek
antiinflamasi melalui penghambatan siklooksigenase®
dan telah terbukti sebagai inhibitor GST". Sementara
AINS sulfasalazin menghalangi pembentukan
leukotrien melalui penghambatan isoenzim GST®.

Dari uraian tersebut di atas, dapat dirumuskan
permasalahan :

Apakah Pgv-0, piroksikam, dan asam meta-
fenamat (yang tergolong ke dalam obat antiinflamasi
dan aktivitasnya melalui penghambatan siklo-
oksigenase) juga berefek terhadap aktivitas GST?
Atas alasan ini penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui efek piroksikam, asam mefenamat, dan
Pgv-0 sebagai obat golongan AINS terhadap
aktivitas GST kelas mu dan pi yang diisolasi dari
hati tikus Sprague-Dawley secara in vitro.

MANFAAT PENELITIAN
Bila benar ketiga obat antiinflamasi: piroksikam,

asam metafenamat, dan Pgv-0 menghambat aktivitas
GST, maka informasi ini dapat digunakan untuk
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membantu menjelaskan mekanisme antiinflamasi
ketiga obat tersebut.

METODOLOGI PENELITIAN

Untuk merepresentasikan aktivitas GST kelas
mu digunakan substrat 1,2-dikloro-4-nitrobenzen
(DCNB), sedangkan untuk merepresentasikan
aktivitas GST kelas pi digunakan substrat asam
etrakrinat (AE)°. Aktivitas GST diukur sebagai
aktivitas katalitik pada reaksi konjugasi antara GSH
dengan: DCNB atau AE secara spektrofotometri
menurut metode Habig dkk.™.

1. Bahan penelitian

Pgv-0 hasil sintesis Laboratorium Molnas dan
telah dikonfirmasi strukturnya''. Asam mefenamat
dan piroksikam (kualitas farmasetis, dari PT. Kimia
Farma), Glutation (GSH), asam etakrinat, dan bo-
vine serum albumin (Sigma Chemical Co). Substrat
1,2-dikloro-4-nitrobenzen (DCNB) (Aldrich).
Dimetil-sulfoksida, etanol, kalium dihidrogen fosfat,
dan dikalium hidrogen fosfat (kualitas p.a.E. Merck).
Akuades buatan Fakultas Farmasi UGM.

Tikus putih jantan (Strain Sprague-Dawley)
dan pakan tikus pelet dari Laboratorium Farmako-
logi Toksikologi Fakultas Farmasi UGM. Tip pipet
berbagai ukuran (Gilson Pipetman)

2. Alat penelitian

Spektrofotometer Genesys-5 Milton Roy, pH
Meter TOA HM-60S, ultrasentrifugator (Hitachi
SCP 85H), neraca elektrik (Shimadzu, type LS-
6DT) dan delivery pipet (Gilson).
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Jalan penelitian

Penyiapan fraksi sitosol yang mengandung
(enzim) glutation S-transferase (GST) dari hati
tikus. :

Tikus putih jantan (strain Sprague-Dawley,
berat 200-220 gram sebanyak sepuluh ekor
ditempatkan dalam kandang dengan diberi
minum air leideng ad libitum dan pakan pelet
selama 7 hari. Tikus dipuasakan selama 24 jam
sebelum dibunuh dan diambil hati untuk
penyiapan fraksi sitosol yang mengandung enzim
GST dengan metode sentrifugasi bertingkat
menurut Lundgren dkk."2, Kadar protein dalam
GST ditetapkan secara spektrofotometri dengan
metode Biuret menggunakan bovine serum al-
bumin sebagai pembanding. Fraksi sitosol yang
diperoleh disimpan pada suhu -80°C sampai saat
digunakan.

Penentuan aktivitas GST kelas mu hati tikus
digunakan kondisi campuran inkubasi sbb.:
(modifikasi Habig dkk., 1974).

Ke dalam kuvet (volume 1 mL) masukkan 645
pL 0,1 M bufer fosfat pH 7,5; 15 pL fraksi
sitosol hati tikus kdr. prot. ttt., 75 pL 50 mM
GSH (dalam akuades), dan 15 uL 50 mM
DCNB (dalam etanol).

Kuvet blanko berisi 750 mL 0,1 M bufer fosfat
pH7.5.

Penentuan aktivitas GST kelas pi hati tikus
digunakan kondisi campuran inkubasi sbb.:
(modifikasi Habig dkk., 1974).

Ke dalam kuvet (volume 1 mL) masukkan
701,25 pL 0,1 M bufer fosfat pH 6,5; 15 pL
fraksi sitosol hati tikus kdr. prot. ttt., 18,75 pL.
10 mM GSH (dalam akuades), dan 15 pL 10
mM asam etakrinat (dalam etanol).

Kuvet blanko berisi 750 uL. 0,1 M bufer fosfat
pH6,5.

Catatan :

kdr. prot. tit : kadar protein tertentu yang meng-
hasilkan rate linier.

Produk konjugat yang terbentuk: GS-CNB diukur
pada A 345 nm, sedangkan GS-AE diukur padal
270 nm, dari menit ke 0 hingga menit ke 3, pada
suhu kamar menggunakan spektrofotometer (pro-
gram Simple kinetic). Hasil pengukuran berupa
rate (= A serapan per menit).

d. Penentuan IC,, (konsentrasi Pgv-0 atau asam
mefenamat atau piroksikam) yang menghasil-
kan 50 % penghambatan aktivitas GST hati
tikus.

Cara percobaan :

Seperti pada butir 3b dan 3c, tetapi dengan
penambahan Pgv-0 atau asam mefenamat atau
piroksikam yang dilarutkan dalam pelarut yang
sesuai (dengan variasi 5 macam konsentrasi),
diinkubasi selama 4 menit pada suhu kamar
(15 -30°C)" sebelum penambahan GSH dan
DCNB atau AE. Khusus Pgv-0, larutan awal
dibuat dalam dimetilsulfoksida, pengenceran
selanjutnya menggunakan etanol. Asam mefe-
namat dan piroksikam dilarutkan dalam
akuades. Masing-masing konsentrasi diulangi
sebanyak 4 kali.

4. Analisis Hasil

Dari reaksi konjugasi antara GSH dengan:
DCNB atau AE yang masing-masing dikatalisis oleh
GST (yang terdapat dalam fraksi sitosol hati tikus)
diperoleh rate = A serapan/menit.

Aktivitas GST tanpa penambahan senyawa uji
(V,) dan dengan penambahan senyawa uji (V)
diperoleh menggunakan rumus : V =rate/A € GS-
CNB atau D e GS-AE x tebal larutan dalam kuvet/
kadar protein enzim dalam mg per mL. Dengan
cara yang sama, dapat dihitung nilai V, meng-
gunakan rate yang dihasilkan dari reaksi konjugasi
setelah campuran inkubasi diberi inhibitor (Pgv-0
atau asam mefenamat atau piroksikam), dan
dilakukan dengan cara yang sama seperti pada V

A € GS-CNB = 8,5 mM. cm

A e GS-AE =5,0mM. cm?!
Selanjutnya, nilai % inhibisi dihitung dengan
rumus
Vo -V
% inhibisi = L x100 %

Kemudian dibuat persamaan garis regresi linier
yang menyatakan hubungan antara seri konsentrasi
senyawa uji (senyawa inhibitor) vs % inhibisi yang
dihasilkan pada taraf kepercayaan 95% dan
ditentukan nilai koefisien korelasinya (r). Nilai IC_|
diperoleh menggunakan persamaan garis regresi
linier tersebut.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Aktivitas spesifik GST kelas mu hati tikus yang
diperoleh pada penelitian ini adalah 17,73 + 0,84
nanomol/menit/mg protein. Pada penambahan
piroksikam dengan konsentrasi akhir dalam medium
inkubasi: 10, 20, 30, 40, dan 50 mM, dihasilkan
persentase inhibisi aktivitas GST kelas mu hati tikus
(terhadap kontrol) berturut-turut adalah 15,69; 26,19;
32,51; 42,05; dan 62,88 % (memberi korelasi
signifikan dengan nilai r = 0,974 pada p > 0,05 dan
db = 3). Nilai IC,, piroksikam terhadap aktivitas
GST kelas mu hati tikus adalah 42,66 mM.
Selanjutnya, uji aktivitas GST dengan penambahan
Pgv-0, pada konsentrasi akhir dalam medium
inkubasi: 1,2, 3,4, dan 5 pM menghasilkan % inhibisi
aktivitas GST kelas mu hati tikus (terhadap kontrol)
berturut-turut adalah: 11,24;23,97;31,69; 56,57; dan
63,71 % (memberikan korelasi signifikan dengan
nilai r=0,983 padap 20,05 dan db=3). Nilai IC,,
Pgv-0 terhadap aktivitas GST kelas mu hati tikus
adalah 3,91 mM.

Razdan dan Sugden' pernah mensintesis
senyawa Pgv-0 tersebut dan digunakan sebagai
indikator asam-basa. Sejak tahun 1997, Pgv-0 mulai
dikembangkan sebagai senyawa antiinflamasi,
antioksidan, dan antibakteri oleh Tim Molnas
Fakultas Farmasi UGM, hingga akhirnya mendapat
Patent di USA dengan Patent No. : US 6,777, 447
B2, tanggal 17 Agustus 20045,

Pada penelitian terdahulu (in vitro) meng-
gunakan tikus Wistar sebagai hewan uji, Pgv-0
pernah terbukti sebagai inhibitor GST hati tikus kelas
umum (alpha, mu, dan pi) seperti yang dilaporkan
oleh Sudibyo dan Endah'é, dan sebagai inhibitor
GST kelas mu hati tikus'” 8, Peneliti terdahulu
Rosalia®, menggunakan GST yang diisolasi dari
hati tikus jantan strain Wistar juga melaporkan
bahwa Pgv-0 terbukti menghambat sangat kuat GST
kelas mu hati tikus dengan nilai IC, = 4,51 mM.
Sementara itu, percobaan in vivo juga melaporkan
bahwa Pgv-0 menghambat GST kelas mu hati tikus
Wistar (dibanding kontrol)?.

Dari hasil penelitian-penelitian tersebut di atas,
nampaknya Pgv-0 menunjukkan spesifisitas yang
tinggi sebagai inhibitor terhadap GST kelas mu hati
tikus jantan strain Wistar maupun strain Sprague-
Dawley. Pada penelitian jangka panjang informasi
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tersebut dapat digunakan sebagai dasar pengem-
bangan Pgv-0 sebagai suplemen obat sitostatik
elektrofilik pada pengobatan kanker jenis tertenty
yang disertai peningkatan aktivitas GST kelas mu,
Pada jenis kanker tersebut obat sitostatik sering
kurang efektif?!, mengingat sebagian besar obat
sitostatik justru dimetabolisme oleh GSH dengan
katalis GST yang berlebihan tersebut (kelas mu)
dengan akibat sering dijumpainya resistensi sel
kanker terhadap jenis sitostatik tertentu®.

Pada penelitian ini diperoleh nilai aktivitas GST
kelas pi hati tikus= 14,85 + 0,43 nanomol/menit/mg
protein. Penambahan piroksikam dengan konsentrasi
akhir dalam medium inkubasi: 60, 70, 80, 90, dan
100 uM, menghasilkan persentase inhibisi aktivitas
GST kelas pi hati tikus (terhadap kontrol) berturut-
turut adalah 3,80; 10,12;22,08;33,78; dan 53,12 %
(memberi korelasi signifikan dengan nilai r= 0,984
pada p > 0,05 dan db = 3). Nilai IC, piroksikam
terhadap aktivitas GST kelas pi adalah 100,79 pM.
Pada uji Pgv-0 terhadap aktivitas GST kelas pi
dengan konsentrasi akhir dalam medium inkubasi:
10, 20, 30, 40, dan 50 uM, dihasilkan persentase
inhibisi aktivitas GST kelas pi hati tikus (terhadap
kontrol) berturut-turut adalah 16,22; 18,30; 19,02;
17,87; dan 18,15 %. Hasil tersebut menunjukkan
ketidakteraturan pola inhibisinya, dengan demikian
nilai IC, tidak dapat dicapai. Pada penelitian ini,
konsentrasi Pgv-0 tidak mungkin lagi ditingkatkan,
karena keterbatasan kelarutan Pgv-0 dalam me-
dium inkubasi (Sudibyo, 2005).

Peneliti terdahulu (in vitro) menggunakan tikus
jantan strain Wistar (berbeda dengan penelitian ini),
melaporkan bahwa hingga konsentrasi 40 uM Pgv-
0 hanya menghasilkan penghambatan aktivitas GST
kelas pi ginjal tikus sebesar 11%?. Sementara pada
percobaan in vivo terhadap tikus Wistar, Pgv-0
menghambat lemah GST kelas pi hati tikus, namun
efek penghambatannya tidak tergantung pada dosis
yang diberikan (non-dependent dose)**. Hal tersebut
sejalan dengan hasil penelitian ini (menggunakan
tikus strain Sprague-Dawley) bahwa nampaknya
Pgv-0 memang tidak menghambat GST kelas pi
hati tikus Wistar dan Sprague-Dawley, baik pada
percobaan in vitro maupun in vivo.

Pada uji asam mefenamat terhadap aktivitas
GST kelas mu dengan konsentrasi akhir dalam
medium inkubasi: 70, 80, 90, 100, dan 110 mM,
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dihasilkan persentase inhibisi aktivitas GST kelas
mu hati tikus (terhadap kontrol) berturut-turut
adalah: 2,56; 12,82; 19,05; 28,21; dan 65,93%
(memberikan korelasi signifikan dengan nilai r =
0,923 pada p 2 0,05 dan db = 3). Nilai IC, asam
mefenamat terhadap aktivitas GST kelas mu adalah
107,09 mM. Untuk uji aktivitas GST kelas pi, pada
penambahan asam mefenamat dengan konsentrasi
akhir dalam medium inkubasi: 20, 40, 60, 80, dan
100 uM, dihasilkan persentase inhibisi aktivitas GST
kelas pi hati tikus (terhadap kontrol) berturut-turut
adalah 0,93; 3,13; 5,49; 12,17; dan 16,14%
(memberikan korelasi signifikan dengan nilai r =
0,978 pada p = 0,05 dan db = 3). Nilai IC_ asam
mefenamat terhadap aktivitas GST kelas pi adalah
275,0 mM (ekstrapolasi). Hingga kini penulis belum
menjumpai studi asam metafenamat terhadap
aktivitas GST, dengan demikian belum dapat dibuat
pembahasan yang lebih komprehensif.

Mengingat GST kelas mu dilaporkan terlibat
dalam pembentukan mediator inflamasi seperti
leukotrien® dan prostaglandin?, nampaknya peng-
hambatan aktivitas GST oleh ketiga obat NSAID
yang diuji tersebut dapat digunakan sebagai bagian
dalam menjelaskan mekanisme antiinflamasi ketiga
obat tersebut. Namun, tentu saja masih memerlukan
penelitian lanjutan secara in vivo, mengingat dalam
percobaan in vivo banyak enzim yang terlibat pada
proses saat obat masuk ke dalam tubuh.

SIMPULAN

Dari hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa
obat AINS yang diuji ketiganya menghambat GST
kelas mu hati tikus jantan (strain Sprague-Dawley)
dengan urutan kekuatan Pgv-0> piroksikam > asam
mefenamat dan ketiganya menghambat lemah atau
tidak menghambat aktivitas GST kelas pi hati tikus.
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