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Abstrak

Penggunaan berulang minyak goreng memiliki efek buruk bagi kesehatan. Minyak goreng yang digunakan berulang kali dikenal sebagai minyak jelantah. Setelah melalui proses pemanasan berulang, minyak goreng mengalami oksidasi asam lemak tidak jenuh yang membentuk gugus peroksida yaitu radikal bebas.Salah satu organ yang dapat mengalami kerusakan akibat penggunaan minyak jelantah adalah organ hati. Hati berperan dalam metabolisme dan detoksifikasi.Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui mekanisme regenerasi  hati melalui jalur sinyal β catenin setelah kerusakan hati yang diakibatkan oleh stres oksidatif melalui pemberian minyak jelantah. Pemahaman mengenai mekanisme molekuler regenerasi hati diharapkan dapat membuka pengetahuan baru untuk terapi pada penyakit hati.﻿Duapuluh-empat ekor tikus berumur 3 bulan dengan bobot badan ±250 g dibagi atas 4 kelompok perlakuan dan setiap kelompok terdiri atas 6 ekor. Perlakuan K1 (minyak goreng curah), K2, K3, dan K4 (minyak jelantah 3x, 6x, dan 9x pemakaian). Perlakuan dilakukan selama 60 hari, dan pada hari ke 61 dilakukan eutanasia yang dilanjutkan dengan nekropsi. Sebagian jaringan hati tikus diambil dan difiksasi dalam larutan buffered neutral formaline 10% untuk diproses sediaan histopatologis dan diwarnai dengan hematoksilin dan eosin (HE).  Jaringan hati diambil untuk dilakukan pemeriksaan PCR. Hasil penelitian menunjukkan bahwa hati berwarna coklat kehitaman, bengkak, dan ditemukan nodul multi fokal dengan konsistensi padat. Secara histopatologi terjadi peningkatan kongesti, degenerasi cloudy swelling, dan nekrosis sel.Peningkatan signifikan ekspresi pada kelompok tikus yang diberikan minyak jelantah dengan 6x dan 9x pengulangan.Hasil penelitian ini mengindikasikan bahwa aktivasi ( catenin terjadi pada proses regenerasi hati setelah pemberian minyak  jelantah dengan 3x, 6 x dan 9x pengulangan.

1. Pendahuluan

Penggunaan berulang minyak goreng memiliki efek buruk bagi kesehatan. Minyak goreng yang digunakan berulang kali dikenal sebagai minyak jelantah. Setelah melalui proses pemanasan berulang, minyak goreng mengalami oksidasi asam lemak tidak jenuh yang membentuk gugus peroksida yaitu radikal bebas. Selain itu, terjadi pelepasan asam lemak dari trigliserida sehingga asam lemak bebas teroksidasi menjadi aldehid, keton, asam dan alkohol. Hal ini menyebabkan perubahan bau dan warna pada minyak jelantah menjadi berbau tengik dan kecokelatan.  (Aisyah et al., 2015; Permana, 2017)
Salah satu organ yang dapat meng-alami kerusakan akibat penggunaan minyak jelantah adalah organ hati. Hati berperan dalam metabolisme dan detoksifikasi. Hati menerima darah dari saluran cerna sehingga hati mendapat pajanan langsung terhadap zat-zat yang terdapat di dalam darah. Paparan terhadap radikal bebas akibat penggunaan minyak jelantah menyebabkan perubahan pada struktur hati. Tikus yang diberikan minyak jelantah selama 14 hari mengalami peru-bahan struktur mikroskopik hati berupa nekrosis sel hati, serta perubahan secara makroskopik berupa munculnya bercak kehitaman pada hati (Totani and Ojiri, 2007; Aisyah et al., 2015; Permana, 2017). Kerusakan hati akibat konsumsi alkohol juga didasari oleh adanya radikal bebas. Pada tahap awal kerusakan hati akibat alkoholisme terlihat perubahan morfologi dan fungsi dari mitokondria sel hepatosit, terjadi peroksidasi lemak yang berhu-bungan dengan gangguan fosforilasi oksi-datif mitokondria (Albano, 2006).

Hati memiliki kemampuan regenerasi yang sangat baik. Bahkan setelah dilaku-kan partial hepatectomy sebanyak 70% dari massa hati, dengan kemampuan regene-rasinya yang baik, massa hati dapat pulih dalam kurun waktu tertentu (Fausto, Campbell and Riehle, 2006; Micha-lopoulos, 2007). Kemampuan regenerasi hati terutama diperankan oleh sel hepatosit yang dapat berproliferasi menghasilkan sel hepatosit. Regenerasi hati melibatkan faktor pertumbuhan HGF serta sitokin TNFα. Selain itu, salah satu yang berperan penting dalam regenerasi hati adalah jalur Wnt/β catenin yang sangat penting dalam perkembangan, regenerasi, maupun karsinogenesis hati (Jaeschke, Xie and McGill, 2014; Schmidt-Arras and Rose-John, 2016). 

Peranan Wnt/β catenin pada kerusakan hati telah diteliti pada kerusakan hati akibat overdosis acetaminofen. Terjadi peningkatan ekspresi β catenin pada tikus yang diberikan acetaminofen. Knockout gen β catenin ternyata menyebabkan penurunan kemampuan regenerasi hati. Pada manusia, regenerasi spontan hati pada kerusakan hati akut akibat acetaminofen terlihat dari meningkatnya ekspresi β catenin. Regenerasi hati yang terjadi sejalan dengan ekspresi AFP yang berperan dalam proliferasi sel hepatosit (Jaeschke, Xie and McGill, 2014). 

Kerusakan hati yang terlihat pada hati tikus setelah pemberian minyak jelantah selama 12 minggu menunjukkan perubahan struktur dan fungsi hati yang terlihat dari meningkatkan kadar SGOT dan SGPT tikus (Totani and Ojiri, 2007). Pada saat terjadi kerusakan hati maka sel hepatosit akan berproliferasi untuk menggantikan sel hepatosit yang rusak. Proliferasi sel hepatosit pada kerusakan hati akibat acetaminofen telah terbukti. Jalur sinyal Wnt/β catenin berperan dalam proliferasi hepatosit pada kerusakan hati akibat acetaminofen. Peningkatan ekspresi β catenin terlihat pada hati tikus dalam waktu 5 menit setelah partial hepatectomy (Apte et al., 2009; Lehwald et al., 2011). 

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui mekanisme regenerasi  hati melalui jalur sinyal β catenin setelah kerusakan hati yang diakibatkan oleh stres oksidatif melalui pemberian minyak jelantah. Pemahaman mengenai mekanisme mole-kuler regenerasi hati diharapkan dapat membuka pengetahuan baru untuk terapi pada penyakit hati.
2. Metode Penelitian

Tikus putih berjumlah 24 ekor dengan bobot badan±250 g diberi makan dan minum ad libitum dan diadaptasikan selama 6 hari. Tikus dibagi atas 4 kelompok perlakuan dengan masing-masing﻿kelompok berjumlah 6 ekor. Kelompok 1, 2, 3, dan 4 masing-masing diberi minyak goreng curah, minyak jelantah 3 kali, 6 kali, dan 9 kali penggorengan sebanyak 1 ml per oral. Hari ke-60 tikus dieutanasia dan dinekropsi untuk diambil organ hati, difiksasi dalam larutan neutral buffered formaline 10% dan dibuat preparat histopatologis dan diwarnai dengan pewarnaan rutin (hematoksilin dan eosin). Parameter yang diamati pada organ hati adalahdegenerasi cloudy swelling dan nekrosis sel hati. Penilaian dilakukan berdasarkan jumlah rataan sel hati yang mengalami degenerasi cloudy swelling dan nekrosis pada 10 lapang pandang dengan menggunakan pembesaran 10x40. Hasil pengamatan dikelompokkan dalam 4 kategori yaitu level 0, level 1/ringan (rataan terdiri 1-10), level 2/sedang (rataan terdiri 11-20), dan level 3/berat (rataan terdiri >20) (Hadjipour, 2011). Konsentrasi β catenin pada jaringan hati dinilai menggunakan TaqMan real-time quantitative RT-PCR. Primer yang digunakan dalam identifikasi β catenin yaitu primer reverse 5’- TTTGAAGGCAGTCTGTCGTA -3’ dan primer forward 5’- AAAATGGCAGTGCGTTTAG - 3’.
3. Hasil dan Pembahasan

3.1 Gambaran histologi

﻿Hasil pengamatan secara makroskopis pada hati tikus terlihat warna coklat kehitaman, bengkak, dan ditemukan nodul multi fokal dengan konsistensi padat serta berwarna putih kekuningan. Berdasarkan hasil pengamatan mikroskopis pada hati ditemukan kongesti, degenerasi cloudy swelling, nekrosis sel hati dan tumor. Jumlah degenerasi cloudy swelling pada hati akibat pemberian minyak goreng curah dan minyak jelantah 3, 6, dan 9 kali pakai diperlihatkan pada Tabel 1. Data Tabel 1 menunjukkan adanya perbedaan level degenerasi cloudy swelling pada hati antara kelompok K1 (kontrol) dengan kelompok K2, K3, dan K4. Kelompok K1 menunjukkan tingkat degenerasi pada hati yang paling sedikit dibandingkan dengan kelompok lain. Secara mikroskopis jumlah nekrosis sel hepatosit akibat minyak goreng curah dan minyak jelantah 3x, 6x, dan 9x pakai diperlihatkan pada Tabel 2.
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﻿Gambar 1. 
Gambaran histopatologis hati masing-masing kelompok (K1, K2, K3, dan K4), a. degenerasi cloudy swelling, b. nekrosis, dan c. kongesti (hematoksilin dan eosin, 400x)

Data Tabel 2 menunjukkan adanya perbedaan level nekrosis antara kelompok K1 (kontrol) dengan kelompok K2, K3, dan K4. Kelompok K1 menunjukkan tingkat nekrosis pada hati yang paling sedikit dibandingkan dengan kelompok lain. Gambaran degenerasi cloudy swelling dan nekrosis sel hati secara mikroskopis dari masing-masing kelompok perlakuan diperlihatkan pada Gambar 1.

﻿[image: image2.png]Tabel 1. Rataan jumlah degenerasi cloudy swelling pada hati

Kelompok __Variabel pengukuran __RataantSD_Level
1 Degenerasi cloudy swelling 233133 1
2 Degenerasi cloudy swelling 16,76:6.73 2
3 Degenerasi cloudy swelling 3030:9.63 3
4 Degenerasi cloudy swelling 35032974 3

Tevel - Rataan terdir 1-10 degenerast
Level 2: Rataan terdiri 11-20 degenerasi
Level 3: Rataan terdii >20 degenerasi




Peningkatan level degenerasi terlihat pada kelompokK1, K2, dan K3, yaitu level 1 untuk kelompok K1, level 2 untuk kelompok K2, dan level 3 untuk kelompok K3 dan K4, sedangkan nekrosis terlihat peningkatan level pada kelompok K1 dan K2 yaitu level 1 untuk kelompok K1 dan level 2 untuk kelompok K2. Beberapa jenis degenerasi yang dikenal adalah degenerasi yaitu suatu bentuk awal degenerasi dari degenerasi, perubahan ini ditandai oleh adanya sel-sel yang membengkak disertai sitoplasma yang bergranular (berbutir-butir) sehingga tampak keruh (Himawan, 1973). Menurut Ressang (1984), degenerasi suram atau berbutir-butir, albuminoid atau parenkim, sering terlihat pada proses-proses septik atau toksik dan pada peracunan-peracunan. Sesuai dengan hal tersebut, minyak jelantah dapat mengakibatkan kerusakan pada hati, karena minyak jelantah me-ngandung radikal bebas yang bersifat toksik, sehingga hati akan mengalami de-generasi. Minyak jelantah merupakan mi-nyak goreng yangdigunakan berulangkali penggorengan. Minyak goreng yang meng-alami pemanasan pada suhu yang tinggi dan digunakan untuk penggorengan secara terus-menerus menyebabkan kerusakan minyak, karena minyak teroksidasi se-hingga membentuk peroksida yang lebih tinggi yang dapat menyebabkan rusak sel tubuh. Berdasarkan hasil analisis nilai peroksida semakin tinggi tingkat frekuensi peng-gorengan, nilai peroksidanya juga semakin tinggi, dan nilai peroksida minyak jelantah bekas penggorengan berulang kaliternyata nilaiperoksidanya lebih tinggi (Rahayu, 2006)

[image: image3.png]Tabel 2. Rataan jumlah nekrosis pada hati

Kelompok _Variabel pengukuran __Rataan:SD__Level
1 Nekrosis 7.66+6,20 T
2 Nekrosis 294047,74 2
3 Nekrosis 23,76+5,57 2
4 Nekrosis 2643020 2
Tevel I- Rataan terdiri 1-10 nekrosis sel hati

Level 2: Rataan terdiri 11-20 nekrosis sl hati
Level 3: Rataan terdiri >20 nekrosis sel hati




﻿Minyak jelantah yang memiliki nilai peroksida yang tinggi dapat menjadi sumber radikal bebas yang bersifat karsinogen pada tubuh. Radikal bebas adalah suatu molekul yang mempunyai jumlah elektron ganjil atau elektron tidak perpasangan tunggal pada lingkaran luarnya (Setiati, 2003), sehingga untuk memperoleh pasangan elektron senyawa ini sangat reaktif dan merusak jaringan. Senyawa radikal bebas yang terdapat pada minyak jelantah menyebabkan berbagai proses kimia kompleks dalam tubuh, berupa proses oksidasi atau pembakaran sel yang berlangsung pada waktu metabolisme sel, karena secara kimia molekulnya tidak lengkap, sehingga radikal bebas mencari partikel dari molekul lain, yang dapat menimbulkan senyawa tidak normal dan menyebabkan reaksi berantai yang dapat merusak sel-sel. Terutama pada kompenen membrane sel yang mengandung asam lemak jenuh ganda yang sangat rentan terhadap serangan radikal bebas pada organ hati. Menurut Setiati (2003) radikal yang masuk kedalam tubuh akan mengalami tiga tahap yaitu tahap inisiasi merupakan tahapan yang meyebabkan terbentuknya radikal bebas, tahap propagasi merupakan tahap di mana radikal bebas cendrung bertambah banyak dengan membuat reaksi rantai dengan molekul lain dan tahap terminasi apabila terjadi reaksi antara radikal bebas dengan suatu senyawa pembasmi radikal (scavenger). Nilai peroksida pada minyak jelantah menyebabkan terbentuknya radikal bebas baru dan bertambahnya reaksi berantai yang dapat menyebabkan radikal babas menjadi lebih reaktif. Sel hati dapat terinduksi mengalami gangguan metabolis oleh berbagai bahan yang masuk melalui makanan misalnya toksin, obat, makanan dan minuman. Seperti pada penelitian ini, perlakuan yang diberikan pada tikus putih secara oral bahan bersifat toksin yaitu berupa nilai peroksida yang tinggi, yang merupakan sumber radikal bebas. Pemberian toksin secara terus-menerus menyebabkan kerusakan pada organ hati yaitu pada sel-selnya sehingga organ hati tersebut tidak dapat berfungsi secara maksimal. Adapun salah satu kerusakan hati yang disebabkan adalah nekrosis hati masif. 

Menurut (Hadjipour, 2011) menyata-kan bahwa nekrosis masif secara histologis ditandai oleh nekrosis sel hati luas. Sel-sel hati nekrotik menghilang, meninggalkan hanya bayangan jaringan ikat reticular sinusoid dan sel kufer. Kolabnya lobulus menyebabkan penyempitan jarak normal antara traktus portal dan vena terminal. Pada kasus ini, daerah yang sebelumnya ditempati lobulus diisi oleh jaringan ikat, sel kufer yang tersisa, beberapa hepatosit, dan sedikit limfosit serta makrofag. Mekanisme ke﻿Mekanisme kerusakan sel hati yang disebabkan oleh minyak jelantah yaitu minyak jelantah mengandung radikal bebas dengan indikator peroksida (COO*) masuknya zat kimia ke dalam hati mem-bentuk radikal (molekul dengan elektron yang tidak berpasangan sehingga reaktif), radikal bebas ini berikatan dengan O2 di dalam tubuh membentuk peroksil (peroksi radikal ), peroksil mengabsorbsi atom hidrogen dari molekul lipid tak jenuh, sehingga terjadi reaksi berkepan-jangan yang menghasilkan peroksida-peroksida yang lain yaitu peroksinitrit, peroksil dan peroksinitrit ini bersifat lipofilik yang menyebabkan peroksida lipid dalam mem-bran dan didalam sel ini yang terserang adalah mitokondria, kemudian melepaskan ribosa dan retikulum endoplasmik, se-hingga pemasokan energi yang diperlukan untuk memelihara fungsi dan struktur retikulum endoplasmik terlambat dan sintesis protein menurun sekali sehingga sel kehilangan daya untuk megeluarkan trigliserida dan terjadilah kerusakan sel hati, yang menyebkan nekrosis sel hati dan peroksida (COO•) yang masuk ke dalam tubuh akan sampai pada membran plasma dan meningkatkan jumlah ion-ion dalam tubuh yaitu Na+, K+, Fe2+, dan Cu2+. Ion-ion berlebih ini juga akan mengakibatkan nekrosis pada sel hati (Rukmini, 2007). Terbukti pada penelitian ini sel hati yang rusak, inti selnya tidak jelas, sel mengerut, dan sitoplasmanya gelap

5.2 Ekspresi ( catenin

Kadar ekspresi ( catenin di hati tikus setelah pemberian minyak jelantah dengan pengulangan 3x, 6x, dan 9x dinilai dengan menggunakan PCR. Analisis terhadap hati menunjukkan perbedaan ekspresi ( catenin antar tiap kelompok tikus yang diberikan minyak jelantah dengan penggorengan ulang yang berbeda. Hasil pemeriksaan menunjukkan peningkatan kadar ( catenin pada kelompok tikus yang diberikan minyak jelantah dengan 6x pengulangan. Peningkatan kadar ( catenin juga terlihat pada kelompok tikus yang diberikan minyak jelantah dengan 9x pengulangan (Gambar 2). 
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Gambar 2. Ekspresi ( catenin pada hati tikus. Kelompok tikus dengan pemberian minyak jelantah 3x, 6x dan 9x pengulangan.

Hati memiliki kemampuan regenerasi yang sangat baik terhadap kerusakan hati. Apabila terjadi kerusakan pada sel hepatosit maka sel hepatosit yang tersisa akan berproliferasi untuk menggantikan sel hepatosit yang hilang (Fausto, Campbell and Riehle, 2006; Mich-alopoulos, 2007). Dengan kemampuan proliferasi ini, sel hati mampu mem-pertahankan arsitektur serta fungsi hati bahkan setelah dilakukan pengangkatan sebagian jaringan hati ataupun setelah kasus keracunan. Produksi TNFα dan IL-6 menyebabkan proliferasi sel hati. Selain itu ada pengaruh dari VEGF, EGF, HGF dan sitokin lain yang menstimulasi sel hepatosit untuk masuk ke siklus sel dan berproliferasi hingga massa hati yang hilang pulih kembali (Lee, 2012; Jaeschke, Xie and McGill, 2014; Schmidt-Arras and Rose-John, 2016).

Minyak jelantah merupakan minyak goreng yang telah dipakai berulang lebih dari satu kali proses memasak. Pemanasan berulang menyebabkan kerusakan struktur kimia minyak, Terjadi proses oksidasi yang menyebabkan terbentuknya perok-sida yaitu suatu senyawa radikal bebas. Pemanasan berulang terhadap minyak goreng juga menyebabkan asam lemak terlepas dari trigliserida sehingga asam lemak bebas mengalami oksidasi menjadi aldehid, keton, asam dan alkohol. Peru-bahan inilah yang menyebabkan minyak goreng yang dipakai berulang dapat mengalami perubahan warna serta bau. Faktor yang berpengaruh terhadap besar-nya radikal bebas yang dihasilkan yaitu lama pemanasan serta suhu pemanasan (Aisyah et al., 2015; Permana, 2017).

Radikal bebas yang terbentuk akibat pemakaian berulang minyak goreng akan menyebabkan stres oksidatif pada tubuh. Radikal bebas yang berlebihan menyebab-kan gangguan pada tubuh. Sel parenkim hati merupakan sel yang paling rentan terhadap stres oksidatif. Stres oksidatif mengganggu fungsi mitokondria. Hal ini terbukti pada kerusakan hati akibat acetaminofen. Gangguan fungsi mitokon-dria berdampak pada kerusakan DNA inti. Pada penelitian sebelumnya, ditemukan adanya perubahan makroskopik berupa timbulnya bercak kehitaman serta peru-bahan mikroskopik berupa necrosis ja-ringan hati setelah pemberian minyak jelantah selama 12 minggu (Albano, 2006; Totani and Ojiri, 2007; Lee, 2012; Aisyah et al., 2015; Permana, 2017).

Peningkatan signifikan ekspresi pada kelompok tikus yang diberikan minyak jelantah dengan 6x dan 9x pengulangan. Aktivasi ( catenin berkaitan dengan proses regenerasi hati setelah terjadi kerusakan hati akibat stress oksidatif dari pemberian minyak jelantah. Peningkatan kadar ( catenin setelah pemberian minyak jelantah membuktikan bahwa aktivasi ( catenin berperan dalam proses regenerasi selama proses kerusakan hati. ( catenin berperan penting dalam respon awal apabila terjadi kerusakan hati. Penelitian Apte menemukan bahwa aktivasi ( catenin muncul dalam waktu 1-12 jam setelah paparan terhadap acetaminophen. Aktivasi ( catenin dalam proses regenerasi hati mungkin berkaitan dengan aktivasi jalur Wnt/( catenin dimana GSK3( sebagai regulator utama ( catenin akan memfosforilasi ( catenin menjadi residu serine dan treonin untuk degradasi proteosom. ( catenin berperan dalam mengatur ekspresi berbagai cyclin yang penting untuk transisi siklus sel dari fase G1 menuju S.

4. Kesimpulan

Hasil penelitian ini mengindikasikan bahwa aktivasi ( catenin terjadi pada proses regenerasi hati setelah pemberian minyak jelantah dengan 3x, 6x, dan 9x pengulangan.
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