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BAB I 

PENDAHULUAN 

  

1.1 Latar Belakang 

  Katarak adalah hilangnya transparansi lensa yang mengganggu 

penglihatan (Maddirala et al., 2017). Katarak merupakan penyebab utama 

kebutaan, terhitung lebih dari 50% kasus diseluruh dunia (Mo’otapu et al., 2015).  

Data WHO menyebutkan 314 juta orang diseluruh dunia mengalami 

gangguan penglihatan dan 45 juta di antaranya mengalami kebutaan, yang lebih 

dari 90% kasusnya berada di negara berkembang. Katarak merupakan penyebab 

utama kebutaan dan gangguan tajam penglihatan di dunia. Tahun 2002 WHO 

memperkirakan sekitar 17 juta (47.8%) (Thiagrajan et al., 2013). 

Berdasarkan hasil Survey Kesehatan Indera di Indonesia periode 1993–

1996, sebesar 1,5% penduduk Indonesia mengalami kebutaan. Sedangkan 

untuk daerah NTB didapatkan prevalensi kebutaan sekitar 1,2% (Khairallah et al., 

2016). Penyebab utama kebutaan adalah katarak (52%), glaukoma (13,4%), 

kelainan refraksi (9,5%), gangguan retina (8,5%), kelainan kornea (8,4%) dan 

penyakit mata lain (Dewi et al., 2010; Madany., 2016).  

Besarnya Jumlah penderita katarak di Indonesia saat ini berbanding lurus 

dengan jumlah usia lanjut, yang pada tahun 2000 diperkirakaan sebesar 15,3 

juta. Di Indonesia diperkirakan setiap menit ada satu orang buta. Sebagian besar 

orang buta di Indonesia berada di daerah miskin dengan kondisi sosial ekonomi 

lemah (Tana et al., 2009). Prevalensi katarak di Indonesia dalam Riset 
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Kesehatan Dasar (Riskesdas) tahun 2013 adalah sebesar 1.8%, tertinggi di 

Provinsi Sulawesi Utara (3.7%) dan terendah di DKI Jakarta (0.9%) 

(KEMENKES, 2013). 

Berbagai temuan ilmiah menunjukkan adanya hubungan fungsional 

antara stres retikulum endoplasma dan stres oksidatif, namun mekanisme di balik 

korelasi tersebut belum sepenuhnya diketahui. Studi masa depan diharapkan 

dapat menjelaskan patofisiologi di balik perubahan-perubahan yang diperantarai 

sel-sel dalam proses pelipatan protein, yang menghasilkan produksi protein yang 

tidak melipat, dan mendapatkan pemahaman mendalam tentang jalur yang 

terlibat pada mekanisme yang tepat dari interaksi antara stres retikulum 

endoplasma dan stres oksidatif. Temuan tersebut akan memberikan kontribusi 

besar terhadap pemahaman tentang pengembangan intervensi terapeutik baru 

penanganan katarak dalam hubungannya dengan stres retikulum endoplasma 

dan stres oksidatif (Hosoi & Ozawa., 2010;Palsamy et al., 2014).  

Pemilihan model hewan katarak sangat penting untuk mengetahui 

patogenesa katarak, pengembangan penanganan dan pencegahannya. 

Meskipun ada beberapa model hewan katarak yang tersedia, namun katarak 

yang diinduksi dengan sodium selenite bisa menjadi model yang baik. Selenium 

(> 1 μM) bertindak sebagai pro-oksidan yang sangat beracun memproduksi 

spesies oksigen reaktif (ROS) oleh metabolitnya melalui katalisis redoks 

(Selvaraj et al., 2013, Le et al., 2009). Selenit dapat menginduksi katarak nuklear 

dalam waktu 4-6 hari, selanjutnya terjadi katarak kortikalis karena adanya 

degradasi protein dan fibrogenesis abnormal (Selenius et al., 2010).  

Operasi merupakan satu-satunya cara yang tersedia dan efektif untuk 

mengatasi katarak, namun memerlukan beaya yang tidak sedikit dan kebutuhan 
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personil yang sangat terlatih. Sayangnya, sebagian besar penderita katarak 

tinggal di Negara berkembang dimana akses terhadap operasi terbatas. Oleh 

karena itu harus dipikirkan cara pencegahannya, yaitu dengan mengembangkan 

pendekatan non-bedah. Strategi-strategi ini tidak hanya meningkatkan kualitas 

hidup tetapi juga menekan beban kesehatan masyarakat (Wu et al., 2014).  

 Beberapa senyawa polifenol dan senyawa bukan folifenol dengan sifat 

antioksidan telah dilaporkan dapat mencegah katarak yang diinduksi selenit, 

seperti resveratrol, saffron, asam ellagic, bawang putih, melatonin, drevogenin D, 

kafein, ebselen, lycopene, N-acetylcysteine amide (Varma et al., 2010; Maddirala 

et al., 2017). 

Salah satu bahan alam yang berisi senyawa polifenol dan berpotensi 

sebagai anti oksidan adalah teh hijau (Camellia sinensis) (Allipoor & Rad., 2012; 

Sheng et al., 2014). Teh hijau mengandung polyphenolic flavonoid yang disebut 

katekin. Katekin adalah komponen yang dominan dari polyphenol yang terdiri dari 

epicatechin (EC), epigallocatechi (EGC), epicatechins-3-gallate (ECG) dan 

epigallocatechins-3-gallate (EGCG). EGCG adalah katekin predominan yang 

terdapat dalam 48% sampai dengan 55% dari jumlah polyphenols dari daun teh 

hijau.  Aswaty et al (2018), telah menemukan isolasi dan purifikasi dari Katekin 

dan EGCG dari teh hijau GMB4 dari Lembaga Penelitian Teh dan Kina 

Gambung. Dari 100 gram teh hjau mengandung 12 sampai 14% isolat katekin. 

Hasil dari analisa HPLC menunjukkan bahwa EGCG dan ECG adalah komponen 

utama dari isolate teh hijau klone GMB-4 (Susanti et al., 2011). 

 Penelitian sebelumnya telah menunjukkan bahwa katekin memiliki 

beragam manfaat kesehatan, termasuk efek anti-oksidan, anti-hiperglikemik, anti-

kanker, dan anti-apoptosis. Katekin juga telah dilaporkan memberikan efek 
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perlindungan sel epite lensa dari kerusakan akibat radiasi UV (Lee et al., 2010; 

Kim  & Koh., 2011, Miyoshi et al., 2015). Namun sejauh pengetahuan kami, 

belum ada penelitian yang dilakukan untuk mengidentifikasi manfaat katekin 

yang diisolasi dari teh hijau klon GMB4 terhadap apoptosis sel epitel lensa. 

Berdasarkan permasalahan tersebut, maka diperlukan penelitian untuk 

membuktikan pengaruh isolat katekin teh hijau klon GMB4 dapat melindungi sel 

epitel lensa terhadap apoptosis (Caspase 3, Uji Tunel) sehingga dapat menunda 

timbulnya katarak.     

1. 2. Rumusan Masalah 

1. 2.1 Permasalahan Umum: Apakah pemberian katekin dapat menghambat 

katarak dengan mengurangi apoptosis pada sel epitel lensa? 

1. 2. 2   Permasalahan Khusus 

Berdasarkan permasalahan pada latar belakang tersebut, maka dapat 

dirumuskan permasalahan penelitian sebagai berikut 

1. Bagaimana ekspresi Caspase-3, Uji Tunel dan tingkat kekeruhan lensa 

pada tikus yang mengalami katarak setelah diinduksi sodium selenit? 

2. Bagaimana pengaruh Katekin terhadap ekspresi Caspase-3, gambaran 

Tunel dan tingkat kekeruhan lensa pada tikus yang mengalami katarak 

setelah diinduksi sodium selenit? 

3. Berapa dosis katekin yang mampu menghambat kekeruhan lensa, 

peningkatan ekspresi Caspase-3, Uji Tunel dan tingkat kekeruhan lensa 

pada tikus yang mengalami katarak setelah diinduksi Sodium Selenite ? 

4.  
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1. 3 Tujuan Penelitian 

1. 3.1 Tujuan Umum  

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui katekin dapat menghambat katarak 

dengan mengurangi apoptosis pada sel epitel lensa 

1. 3. 2 Tujuan Khusus 

1. Mengetahui ekspresi Caspase-3, Uji Tunel dan tingkat kekeruhan lensa 

pada tikus yang mengalami katarak setelah diinduksi Sodium selenit. 

2. Mengetahui pengaruh Katekin terhadap ekspresi  Caspase-3, Uji Tunel 

dan tingkat kekeruhan lensa pada tikus yang mengalami katarak setelah 

diinduksi sodium selenit. 

3. Mengetahui dosis katekin yang mampu menghambat kekeruhan lensa, 

peningkatan ekspresi Caspase-3 pada tikus yang mengalami katarak 

setelah diinduksi Sodium Selenite  

1. 4 Hipotesa Penelitian 

Berdasarkan latar belakang, rumusan masalah dan kerangka konsep 

berfikir, hipotesis yang diajukan dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:  

Hipotesis: 

Isolat golongan senyawa katekin teh hijau GMB4 mampu mencegah katarak 

dengan menghambat Apoptosis. 
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1. 4. Manfaat Penelitian 

Beberapa manfaat yang dapat diperoleh dari penelitian ini adalah:  

1. Pengembangan Ilmu Pengetahuan 

Dengan diketahuinya dosis katekin yang mampu menghambat peningkatan 

ekspresi Caspase 3 pada tikus yang mengalami katarak setelah diinduksi 

Natrium selenit maka hasil penelitian ini dapat digunakan dalam pengembangan 

bahan obat untuk pencegahan penyakit katarak yang berasal dari tanaman obat.  

2. Manfaat Klinis 

 Untuk dijadikan rekomendasi pada masyarakat dalam menggunakan katekin teh 

hijau untuk pencegahan terhadap penyakit katarak.  
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

2.1. Lensa 

2. 1.1. Anatomi Lensa 

 Lensa Kristalina adalah suatu jaringan intraokuler yang berbentuk 

cakram, transparans, avaskuler, tidak berwarna dengan tebal 4 mm dan diameter 

9 mm. Lensa terletak pada segmen anterior dari bola mata bergantung pada 

zonula di belakang iris. Di depan lensa terdapat humor akuos dan di belakangnya 

tedapat korpus vitreum. Permukaan lensa dibedakan menjadi permukaan 

anterior dan permukaan posterior. Permukaan anterior merupakan kurva seperti 

elips dengan puncak kurvatura di tengah disebut polus anterior, dengan radius 

kurvatura kurang lebih 10 mm. Permukaan posterior merupakan kurva seperti 

parabola dengan radius kurvatura kurang lebih 6 mm dan puncak kurvatura 

disebut polus posterior. Sehingga permukaan posterior lebih cembung daripada 

permukaan anterior. Garis yang menghubungkan antara polus anterior dan 

posterior di sebut aksis lensa (Zorab et al., 2010; Addepalli et al., 2012). 

Secara struktural lensa dapat dibedakan atas: 

a. Kapsula Lensa yang merupakan suatu membran yang mengelilingi lensa. 

Membran ini tahan terhadap pengaruh patologis maupun kimiawi dan 

elastisitasnya sangat tinggi. 

b. Epitel Subkapsuler berada tepat dibawah kapsula lensa berupa selapis 

sel epitel kuboid. Seluruh proses metabolisme, sinentesis, dan transport 

aktif terjadi pada lapisan epitel ini (Shen et al.,  2016). 
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c. Substansi Lensa 

 Substansi lensa terdiri dari (Disajikan dalam Gambar 1) 

1) Nukleus 

2) Korteks 

  

Gambar 1. Skema Potongan lintang Lensa (Sharma dan Santhoshkumar, 2009). 
Keterangan: Satu lapisan sel epitel mencakup penampang anterior. Sel-sel serat 
memanjang bersentuhan langsung dengan lapisan epitel di wilayah anterior, dan mereka 
melakukan kontak dengan kapsul di daerah posterior. Di daerah busur lensa sel-sel 
membedakan, memanjang, kehilangan organel mereka dan mulai membentuk sel-sel 
serat yang baru dibedakan (Sharma dan Santhoshkumar, 2009). 

  Korteks terletak antara kapsula lensa dan nukleus mengandung serat-

serat yang lembut. Serat-serat lensa terdiri dari protein gel yang homogen 

dibungkus membran plasma. Pada penampang lensa terlihat serat-serat lensa 

berbentuk heksagonal yang tersusun rapat sehingga dapat merefrasikan cahaya 

dengan baik (Petrash., 2013). 
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 Unsur terbesar dalam lensa adalah air (kira-kira 65%) dan sisanya protein 

(kira-kira 35%) yang merupakan kandungan  protein tertinggi dari semua 

jaringan, juga te rdapat zat-zat lain seperti lemak, glutation, ion anorganik, Na, K, 

Asam Askorbat, glukosa dan hasil metabolisme. Asam amino masuk lensa 

secara tranport aktif. Asam amino ini disentesis menjadi protein lensa. Sebagian 

besar protein lensa larut dalam air. Kalau komposisi kimia lensa ini dapat 

dipertahankan maka lensa akan tetap transparans (Chandler et al.,  2010; AAO., 

2011). 

2. 1. 2 Embriologi Lensa 

Pada bulan pertama kehamilan permukaan ektoderm berinvaginasi ke 

vesikel optik primitif yang terdiri atas neuroektoderm. Struktur ektoderm murni ini 

akan berdiferensiasi menjadi tiga struktur, yakni serat geometrik sentral lensa, 

permukaan anterior sel epithel, dan kapsul hyalin aselular. Arah pertumbuhan 

struktur epithel yang normal adalah sentrifugal. Sel yang telah berkembang 

sempurna akan bermigrasi ke permukaan dan mengelupas. Pertumbuhan serat 

lensa primer membentuk nukleus embrionik. Di bagian ekuator, sel epithel akan 

berdiferensiasi menjadi serat lensa dan membentuk nukleus fetus. Serat 

sekunder yang baru ini akan menggantikan serat primer ke arah pertengahan 

lensa (Varma & Kevin., 2010; Wang et al., 2013). Pembentukan nukleus fetus 

yang mendekati nukleus embrionik akan sempurna saat lahir. Laju pertumbuhan 

lensa fetus adalah 180 mg/tahun. Lensa fetus berbentuk bulat sempurna (Dubey 

et al., 2014). 

Lensa akan terus tumbuh dan membentuk serat lensa seumur hidup, 

tidak ada sel yang mati ataupun terbuang karena lensa ditutupi oleh kapsul 

lensa. Pembentukan serat lensa pada ekuator, yang akan terus berlanjut seumur 
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hidup, membentuk nukleus infantil selama dekade pertama dan kedua kehidupan 

serta membentuk nukleus dewasa selama dekade ketiga (Abenggosar et al., 

2015). Arah pertumbuhan lensa yang telah berkembang berlawanan dengan 

arah pertumbuhan embriologinya. Sel yang termuda akan selalu berada di 

permukaan dan sel yang paling tua berada di pusat lensa. Laju pertumbuhan 

lensa adalah 1,3 mg/tahun antara usia 10-90 tahun (Berthoud & Bayer., 2009;  

Addepalli  et al.,  2012). 

 2.1.3 Komposisi Lensa 

Lensa terdiri atas air sebanyak 65%, protein sebanyak 35% (kandungan 

protein tertinggi di antara jaringan-jaringan tubuh), dan sedikit sekali mineral 

dibandingkan jaringan tubuh lainnya. Kandungan kalium lebih tinggi di lensa 

daripada dijaringan lain. Asam askorbat dan glutation terdapat dalam bentuk 

teroksidasi  maupun  tereduksi. Lensa tidak  memiliki  serabut  saraf,  pembuluh 

darah, dan jaringan ikat (Sharma & Santhoshkumar., 2009; Lim et al.,  2014). 

Protein lensa dapat dibagi menjadi dua berdasarkan kelarutannya dalam 

air, yaitu protein larut air (protein sitoplasmik) dan protein tidak larut air (protein 

sitoskeletal). Jumlah protein larut air sebesar 80% dari seluruh protein lensa yang 

terdiri atas kristalin (Talebizadeh et al., 2014). Kristalin adalah protein intraselular 

yang terdapat pada epithelium dan membran plasma dari sel serat lensa. 

Kristalin terbagi atas kristalin alpha (α), beta (β), dan gamma (γ). Akan tetapi, 

kristalin beta dan gamma adalah bagian dari familia yang sama sehingga sering 

disebut sebagai kristalin beta gamma  Kristalin alpha merepresentasikan  32% 

dari protein lensa (Wang et al., 2013). Kristalin alpha adalah protein dengan 

besar molekul yang paling besar yaitu sebesar 600-4000 kDa, bergantung pada 

kecenderungan subunitnya untuk beragregasi. Kristalin alpha bukan merupakan 
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suatu protein tersendiri, melainkan gabungan dari 4 subunit mayor dan 9 subunit 

minor. Setiap polipeptida subunit memiliki berat molekul 20 kDa. Rantai 

ikatannya merupakan ikatan hidrogen dan interaksi hidrofobik (Roberts, 2011; Ji 

et al.,  2016). 

Kristalin alpha terlibat dalam transformasi sel epithel menjadi serat lensa. 

Laju sintesis kristalin alpha tujuh kali lebih cepat di sel epitel dari pada di serat 

kortikal, mengindikasikan penurunan laju sintesis setelah transformasi 

(Galichanin et al., 2010). Kristalin beta dan gamma memiliki rangkaian asam 

amino homolog dan struktur yang sama sehingga dapat dipertimbangkan 

sebagai satu famili protein. Kristalin beta berkontribusi sebesar 55% dari protein 

larut air pada protein lensa (Zorab et al.,  2010).  Protein lensa yang tidak larut air 

dapat dibagi menjadi dua, yaitu protein yang larut dalam urea dan yang tidak 

larut dalam urea. Fraksi yang larut dalam urea terdiri atas protein sitoskeletal 

yang berfungsi sebagai rangka struktural sel lensa. Fraksi yang tidak larut urea 

terdiri atas membran plasma serat lensa. Plasma membran sebagian besar 

tersusun oleh Protein, yang disebut Major Intrinsic Protein (MIP). Pada serat 

lensa dan membran plasma di seluruh masa lensa didapatkan MIP,  sedangkan 

di sel epitel tidak didapatkan, maka dari itu MIP berhubungan dengan diferensiasi 

sel menjadi serat lensa. Seiring dengan meningkatnya usia, protein lensa 

menjadi tidak larut air dan beragregasi membentuk partikel dengan ukuran lebih 

besar yang mengaburkan cahaya. Akibatnya lensa menjadi tidak tembus cahaya. 

Selain itu, seiring dengan bertambahnya usia, maka makin banyak protein yang 

larut urea menjadi tidak larut urea (AAO, 2011). 
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 2.1.4  Metabolisme Lensa    

Tujuan utama dari metabolisme lensa adalah mempertahankan 

ketransparanan lensa. Lensa mendapatkan energi terutama melalui metabolisme 

glukosa anaerobik. Komponen penting lain yang dibutuhkan lensa adalah bentuk 

NADPH tereduksi yang didapatkan melalui jalur pentosa yang berfungsi sebagai 

agen  pereduksi dalam biosintesis  asam  lemak  dan glutatión (Berthoud & 

Bayer, 2009).  Metabolisme berbagai zat di lensa adalah sebagai berikut: 

1. Metabolisme gula 

Glukosa memasuki lensa dari humor akuos melalui difusi sederhana dan 

difusi yang difasilitasi. Kira-kira 90-95% glukosa yang masuk ke lensa akan 

difosforilasi oleh enzim hexokinase menjadi glukosa-6-fosfat. Hexokinase akan 

tersaturasi oleh kadar glukosa normal pada lensa sehingga apabila kadar 

glukosa normal telah dicapai, maka akan reaksi ini akan terhenti. Glukosa-6-

fosfat yang terbentuk ini akan digunakan di jalur glikolisis anaerob dan jalur 

pentosa fosfat (Goyal et al., 2010). 

Lensa tidak dilalui pembuluh darah sehingga kadar oksigen lensa sangat 

rendah. Oleh karena itu, metabolisme utamanya berlangsung secara anaerob 

yaitu glikolisis anaerob. Sebesar 70% ATP lensa dihasilkan melalui glikolisis 

anaerob. Walaupun kira-kira hanya 3% dari glukosa masuk ke siklus Krebs, 

tetapi siklus ini menghasilkan 25% dari seluruh ATP yang dibentuk di lensa 

(Varma et al., 2010).   

Jalur  lain  yang  memetabolisme  glukosa-6-fosfat  adalah  jalur  pentosa 

fosfat. Kira-kira 5% dari seluruh glukosa lensa dimetabolisme oleh jalur ini dan 

dapat distimulasi oleh peningkatan kadar glukosa. Aktivitas jalur pentosa fosfat di 
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lensa lebih tinggi dibandingkan di jaringan lain untuk menghasilkan banyak 

NADPH yang berfungsi untuk mereduksi glutation. Jalur lain yang berperan 

dalam metabolisme glukosa di lensa adalah jalur sorbitol. Ketika kadar glukosa 

meningkat, seperti pada keadaan hiperglikemik, jalur sorbitol akan lebih aktif dari 

pada jalur glikolisis sehingga sorbitol akan terakumulasi. Glukosa akan diubah 

menjadi sorbitol dengan bantuan enzim yang berada dipermukaan epitel yaitu 

aldose reduktase. Lalu sorbitol akan dimetabolisme menjadi fruktosa oleh enzim 

poliol  dehidrogenase. Enzim ini memiliki afinitas yang rendah, artinya sorbitol 

akan terakumulasi sebelum dapat dimetabolisme, sehingga menyebabkan 

retensi sorbitol di lensa. Selanjutnya sorbitol dan fruktosa menyebabkan tekanan 

osmotik meningkat dan akan menarik air sehingga lensa akan menggembung, 

sitoskeletal mengalami kerusakan, dan lensa menjadi keruh (Goyal et al., 2010). 

2. Metabolisme protein 

Konsentrasi protein lensa adalah konsentrasi protein yang tertinggi dari 

seluruh jaringan tubuh. Sintesa protein lensa berlangsung seumur hidup. Sintesis 

protein utama adalah protein kristalin dan Major Intrinsic Protein (MIP). Sintesa 

protein hanya berlangsung di sel epitel dan di permukaan serabut kortikal. 

Lensa protein dapat stabil dalam waktu yang panjang karena kebanyakan 

enzim pendegradasi protein dalam keadaan normal dapat diinhibisi. Lensa dapat  

mengontrol degradasi protein dengan menandai protein yang akan didegradasi 

dengan ubiquitin. Proses ini berlangsung di lapisan epitelial dan membutuhkan 

ATP. Lensa protein dirombak menjadi peptida oleh endopeptidase lalu dirombak 

lagi menjadi asam amino oleh eksopeptidase. Endopeptidase diaktivasi oleh 

megnesium dan kalsium dan bekerja optimal pada pH 7,5. Substrat utama enzim 

ini adalah kristalin alpha. Contoh endopeptidase adalah calpain. Calpain dapat 
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diinhibisi oleh calpastatin. Calpastatin adalah merupakan inhibitor netral yang 

konsentrasinya lebih tinggi daripada calpain (AAO., 2011). 

3. Glutation  

Glutation (L-γ-glutamil-L-sisteinglisin) dijumpai dalam konsentrasi yang 

besar di lensa, terutama di lapisan epithelial. Fungsi glutation adalah 

mempertahankan ketransparanan lensa dengan cara mencegah aggregasi 

kritalin dan melindungi dari kerusakan oksidatif (Akharaiyi et al., 2012). Glutation 

memiliki waktu paruh 1-2 hari dan didaur ulang pada siklus γ-glutamil.  Sintesis  

dan  degradasi  glutation  berlangsung  dalam  kecepatan  yang sama. Glutation 

disintesis dari L-glutamat, L-sistein, dan glisin dalam dua tahap yang 

membutuhkan 11-12% ATP lensa. Glutation tereduksi juga didapatkan dari 

aqueous humor melalui transporter khusus. Pemecahan glutation mengeluarkan 

asam amino yang akan didaur ulang untuk pembentukan glutation selanjutnya 

(Varma & Kevin 2010 ). 

4. Mekanisme antioksidan 

Lensa dapat  mengalami  kerusakan  akibat  radikal  bebas  seperti  

spesies oksigen reaktif. Spesies oksigen reaktif adalah sebutan untuk 

sekelompok radikal oksigen yang sangat reaktif, merusak lipid, protein, 

karbohidrat dan asam nukleat. Contoh-contoh radikal oksigen adalah anion 

superoksida (O2-), radikal bebas hidroksil (OH+), radikal peroksil (ROO+), radikal 

lipid peroksil (LOOH), oksigen tunggal (O2), dan hidrogen peroksida (H2O2) 

(Akharaiyi et al., 2012; Wang et al., 2013). 
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Mekanisme kerusakan yang diakibatkan oleh spesies oksigen reaktif 

adalah peroksidasi lipid membran membentuk malondialdehida, yang akan 

membentuk ikatan silang antara protein dan lipid membran sehingga sel menjadi 

rusak. Polimerisasi dan ikatan silang protein tersebut menyebabkan aggregasi 

kristalin dan inaktivasi enzim-enzim yang berperan dalam mekanisme 

antioksidan seperti katalase dan glutation reduktase (Zorab et al., 2010; 

Abenggosar  et al., 2015). 

Lensa memiliki beberapa enzim yang berfungsi untuk melindungi dari 

radikal bebas seperti glutation peroksidase, katalase dan superoksida dismutase. 

Mekanisme antioksidan pada lensa adalah dengan cara dismutasi radikal bebas 

superoksida menjadi hidrogen peroksida dengan bantuan enzim superoksida 

dismutase. Lalu hidrogen peroksida tersebut akan diubah menjadi molekul air 

dan oksigen melalui bantuan enzim katalase. Selain itu, glutation tereduksi dapat 

mendonorkan gugus hidrogennya pada hidrogen peroksida sehingga berubah 

menjadi molekul air dengan bantuan enzim glutation peroksidase. Glutaion 

tereduksi yang telah memberikan gugus hidrogennya akan membentuk glutation 

teroksidasi yang tidak aktif, tetapi NADPH yang berasal dari jalur pentosa akan 

mengubahnya kembali menjadi glutatión tereduksi dengan bantuan enzim 

glutation reduktase (Galichanin et al., 2010; AAO., 2011). 

5.  Mekanisme pengaturan keseimbangan cairan dan elektrolit  

 Aspek fisiologi  yang  terpenting  dalam  menjaga ketransparanan adalah 

pengaturan keseimbangan cairan dan elektrolit. Ketransparanan lensa sangat  

bergantung pada  komponen struktural  dan makromolekular. Selain itu, hidrasi 

lensa dapat menyebabkan kekeruhan lensa. 
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Lensa mempunyai kadar kalium dan asam amino yang tinggi 

dibandingkan aqueous dan vitreus dan memiliki kadar natrium dan klorida yang 

lebih rendah dibandingkan sekitarnya. Keseimbangan elektrolit diatur oleh 

permeabilitas membran dan pompa natrium dan kalium (Na-K-ATPase). Pompa 

ini berfungsi memompa natrium keluar dan memompa kalium untuk masuk 

(Palsamy et al., 2012; Lan Li  et al., 2016). 

Kombinasi  transport  aktif dan  permeabilitas  membran  di  lensa di 

sebut teori pompa bocor. Kalium dan asam amino ditransportasikan ke dalam 

lensa secara aktif ke anterior lensa melalui epithelium. Lalu kalium dan asam 

amino akan berdifusi melalui bagian posterior lensa. Sedangkan natrium masuk 

ke dalam lensa di bagian posterior lensa secara difusi dan keluar melalui bagian 

anterior lensa secara aktif (Goyal et al., 2010). 

2. 2 Katarak 

2. 2.1 Definisi Katarak  

Katarak adalah keadaan dimana lensa mata yang biasanya jernih dan 

bening menjadi keruh. Bila lensa mata kehilangan sifat beningnya atau 

kejernihannya maka penglihatan akan menjadi berkabut atau tidak dapat melihat 

sama sekali (Gupta et al., 2016). 

 2. 2. 2 Epidemiologi 

Data WHO menyebutkan 314 juta orang diseluruh dunia mengalami 

gangguan penglihatan dan 45 juta di antaranya mengalami kebutaan, yang lebih 

dari 90% kasusnya berada di negara berkembang (Thiagrajan et al, 2013). 

Berdasarkan hasil Survey Kesehatan Indera di Indonesia periode 1993–1996, 
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sebesar 1,5% penduduk Indonesia mengalami kebutaan. Sedangkan untuk 

daerah NTB didapatkan prevalensi kebutaan sekitar 1,2% (Khairallah et al., 

2016). Penyebab utama kebutaan adalah katarak (52%), glaukoma (13,4%), 

kelainan refraksi (9,5%), gangguan retina (8,5%), kelainan kornea (8,4%) dan 

penyakit mata lain (Dewi et al., 2010; Madany., 2016).  

Prevalensi Katarak Indonesia sesuai yang dilaporkan oleh Survei 

Kesehatan Rumah Tangga-Survei Kesehatan Nasional (SKRT-SURKESNAS) 

tahun 2001 adalah 4,99% dimana di daerah pedesaan 6,29% lebih tinggi jika 

dibandingkan daerah perkotaan sebesar 4,5%. Survai kesehatan indera 

penglihatan di Indonesia tahun 1993-1996 menunjukan angka kebutaan 1,47%. 

Penyebab utama kebutaan adalah katarak (0,78%), glaucoma (0,16%), kelainan 

refraksi (0,14%), kelainan retina 0,09%, dan kelainan kornea 0,06%. Besarnya 

Jumlah penderita katarak di Indonesia saat ini berbanding lurus dengan jumlah 

usia lanjut, yang pada tahun 2000 diperkirakaan sebesar 15,3 juta. Di Indonesia 

diperkirakan setiap menit ada satu orang buta. Sebagian besar orang buta di 

Indonesia berada di daerah miskin dengan kondisi sosial ekonomi lemah (Tana 

et al., 2009; Sheng et al.,  2016) 

Prevalensi katarak di Indonesia dalam Riset Kesehatan Dasar 

(Riskesdas) tahun 2013 adalah sebesar 1.8%, tertinggi di Provinsi Sulawesi 

Utara (3.7%) dan terendah di DKI Jakarta (0.9%). Sedangkan prevalensi katarak 

di Sumatera Utara sebesar 1.4% (KEMENKES,  2013) 

Menurut World Health Organization (WHO) katarak merupakan penyebab 

utama kebutaan dan gangguan tajam penglihatan di dunia. Tahun 2002 WHO 

memperkirakan sekitar 17 juta (47.8%). 
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The Beaver Dam Eye Study, melaporkan 38.8% pada laki-laki, dan 45.9% 

pada wanita dengan usia lebih dari 74 tahun. Menurut Baltimore eye survey 

katarak pada ras kaukasian (AAO, 2011). 

2. 2. 3 Tipe Katarak 

Katarak dapat dikelompokkan berdasarkan lokasinya didalam lensa 

(kortikal, nuklear, subkapsular), kenampakkannya (total dan pulverulen), 

sedangkan kombinasi yang paling sering terjadi adalah nuklear pulverulen 

(Berthoud & Beyer, 2009; Sheng et al., 2016). 

Berdasarkan lokasi katarak dibagi menjadi : 

1. Katarak kortikalis 

Pada awal pembentukan katarak kortikalis, terjadi perubahan komposisi ion pada 

korteks lensa sehingga menyebabkan perubahan hidrasi. Perubahan hidrasi ini 

akan menghasilkan celah dengan pola radiasi di sekitar daerah ekuator dan lama 

kelamaan akan timbul kekeruhan di kortek lensa. Pengaruhnya pada fungsi 

penglihatan tergantung pada kedekatan opasitas dengan aksis visual. Gejala 

awalnya biasanya adalah penderita merasa silau saat mencoba memfokuskan 

pandangan pada suatu sumber cahaya di malam hari. Selain itu diplopia 

monokular juga dapat dikeluhkan penderita (Kyselova., 2010; Chen et al., 2011). 

Pemeriksaan menggunakan biomikroskop slitlamp akan mendapatkan 

gambaran vakuola dan seperti celah air disebabkan degenerasi serabut lensa, 

serta pemisahan lamela korteks anterior atau posterior oleh air. Gambaran 

Cortical-spokes seperti baji terlihat di perifer lensa dengan ujungnya mengarah 
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ke sentral, kekeruhan ini tampak gelap apabila dilihat menggunakan 

retroiluminasi (AAO., 2011). 

 

 

 

 

Gambar 2. Katarak Kortikal (Dikutip dari jurnal Cataract:Clinical Types Vol 1 
Chapter 73) 

1. Katarak nuklearis 

Jenis katarak ini biasanya berkembang lambat dan terjadi bilateral, 

meskipun bisa asimetris. Gejala yang paling menonjol dari katarak jenis ini 

adalah kabur melihat jauh daripada melihat dekat. Katarak jenis ini sedikit 

berwarna kekuningan dan menyebabkan kekeruhan di sentral (AAO., 2011) 

 

 

 

 

Gambar  3. Katarak nuklearis (Dikutip dari jurnal Cataract: Clinical Types ol 
1 Chapter 73). 

2. Katarak subkapsularis posterior 

Katarak tipe ini terletak pada lapisan korteks posterior dan biasanya selalu 

aksial. Pada tahap awal biasanya katarak subkapsularis posterior ini masih 
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terlihat halus pada pemeriksaan slit lamp di lapisan korteks posterior, tetapi 

pada tahap lebih lanjut terlihat kekeruhan granular dan seperti plak pada 

korteks subkapsular posterior. Gejala yang timbul dapat berupa silau, diplopia 

monokular dan lebih kabur melihat dekat dibandingkan melihat jauh (AAO., 

2011) 

 

 

 

Gambar 4. Katarak Subkapsularis Posterior (Dikutip dari jurnal 

Cataract: Clinical Types Vol 1 Chapter 73). 

 

2. 2. 4 Klasifikasi Katarak 

Katarak berdasarkan derajat kekeruhan lensa menurut Buratto :  

Derajat 1: Nukleus lunak. Pada katarak derajat 1 biasanya visus masih 

lebih baik dari 6/12. Tampak sedikit keruh dengan warna agak keputihan. Refleks 

fundus juga masih mudah diperoleh dan usia penderita juga biasanya kurang dari 

50 tahun. 

Derajat 2: Nukleus dengan kekerasan ringan. Pada katarak jenis ini 

tampak nukleus mulais sedikit berwarna kekuningan, visus biasanya antara 

6/12-6/30. Refleks fundus juga masih mudah diperoleh dan katarak jenis ini 

paling sering memberikan gambaran seperti katarak subkapsularis posterior, 
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Derajat 3 : Nukleus dengan kekeruhan medium. Katarak ini yang palin 

sering ditemukan dimana nukleus tampak berwarna kuning disertai dengan 

kekeruhan korteks yang berwarna keabu-abuan. Visus biasanya antara 3/60-

6/30 dan bergantung juga dari usia pasien, semakin tua usia pasien maka 

semakin keras nukleusnya. 

Derajat 4: Nukleus keras. Pada katarak ini warna nukleus sudah 

berwarna kuning kecoklatan, dimana usia penderita biasanya lebih dari 65 

tahun. Visus biasanya antara 3/60-1/60. Dimana refleks fundus maupun 

keadaan fundus sudah sulit dinilai. 

Derajat 5: Nukleus sangat keras. Pada katarak jenis ini nukleus sudah 

berwarna kecoklatan bahkan agak kehitaman. Visus biasanya hanya 1/60 atau 

lebih jelek dan usia penderita sudah diatas 65 tahun. Katarak ini sangat keras 

dan disebut juga brunescent cataract atau black cataract  (Pasikova et al.,  

2015; Bezkorovaina & stebiovsk., 2018). 

Katarak berdasarkan morfologi menurut Lens Opacity Classification 

System (LOCS) III : 

- Nuklear 

- Kortikal 

- Posterior Sub Capsular (PSC) 

Lens Opacity Classification System (LOCS) III adalah sistem perbandingan 

fotografi yang distandarisasi untuk menilai kondisi katarak. LOCS III digunakan 

untuk menilai tipe dan derajat katarak pada pemeriksaan slitlamp 

Klasifikasi ini mengevaluasi empat kondisi : nuclear opalescence (NO), 

nuclear color (NC), cortical cataract (C), posterior subcapsular cataract (P). NO 
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adalah cahaya yang tersebar dari regio nuklear dan NC adalah intensitas dari 

warna kekuningan nukleus lensa. Derajat setiap kondisi diperoleh dengan 

menempatkan foto lensa pasien pada skala dari 1-6, berdasarkan enam foto 

standar. C dan P dinilai dalam skala dari 1-5, masing-masing berdasarkan lima 

foto standar. Penilaian akhir LOCS III berisi 4 nilai, satu untuk setiap NO, NC, 

C dan P (Kyselova., 2010; Pasikova et al.,  2015) 

 

 

 

 

 

Gambar 5. Foto standar LOCS III pada standar color photograpic berukuran 8.5 x 
11 inci yang digunakan pada pemeriksaan slitlamp. 

Berdasarkan hasil klasifikasi LOCS III, dokter dapat memilih prosedur 

operasi yang sesuai untuk pasien sehingga resiko komplikasi lebih kecil dan 

dapat mempersiapkan operasi dengan lebih baik. Pencatatan klasifikasi LOCS 

III dalam catatan medis pasien dapat memberikan dokumentasi klinis yang 

lebih baik, menurunkan pengaruh subjektif dari observer yang berbeda, dan 

memungkinkan pembuatan rencana preoperatif yang sesuai untuk pasien 

(Pasikova  et al.,  2015). 
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2. 2. 5. Patofisiologi Katarak 

Patofisiologi katarak sangat komplek dan belum sepenuhnya dapat 

dipahami. Dengan bertambahnya umur, lensa akan mengalami perubahan 

menjadi lebih berat dan tebal sedangkan kemampuan akomodasinya berkurang. 

Lapisan kortikal baru akan terus bertambah dalam pola konsentris lensa, 

sedangkan nukelus sentral mengalami kompresi dan mengeras dalam proses 

yang disebut sklerosis nuklear (Gupta et al., 2016; Le at al., 2017).  

Beberapa kemungkinan proses yang menyebabkan terjadinya katarak 

dikelompokkan menjadi berikut:  

a) Biofisik: beberapa pertimbangan penting dari segi biofisik adalah 

sebagai berikut, Saat sinar UV mengenai lensa maka energi foton diserap 

oleh asam amino dalam lensa, triptofan+ UV menghasilkan 3-HKG 

(hydroxykynurenine) dan produk lainnya, dan 3-HKG-melekat pada 

protein dan berubah dari jernih menjadi berwarna coklat (Galichanin et al., 

2010).  

b) Biokimia: Beberapa pertimbangan biokimia terkait dengan katarak 

lentikular berhubungan dengan cedera oksidatif potensial seiring dengan 

penuaan: enzim pertahanan, Glukosa-3-Fosfat dehidrogenase, G-6-PD, 

Aldolase, Enolase, dan aktvitas phospokinase menurun dengan usia. 

Penuaan berhubungan dengan menurunnya konsentrasi antioksidan 

(misalnya, glutation, askorbat), yang menyebabkan peningkatan 

kerentanan terhadap kerusakan oksidatif dan peroksidasi lipid (Demir et 

al., 2015). Penuaan juga berhubungan dengan kelarutan protein menurun 

dan peningkatan jumlah protein yang tidak larut (denaturasi protein oleh 

radikal bebas), ikatan disulfida pada protein meningkat, oksidasi protein 
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tiol, dan perubahan dalam permeabilitas membran, yang semuanya dapat 

menyebabkan dehidrasi osmotik sel lentikular. Efek ini ditonjolkan dengan 

paparan radiasi (Galichanin et al., 2010; Halliwell & Gutteridge., 2015). 

   Berikut ini adalah yang sering diamati pada katarak senilis yang khas: 

1) pembentukan dari kristalin, agregat dengan berat molekul tinggi yang 

menumpuk dengan penuaan; 

2) polipeptida yang terdegradasi  

3) perubahan asam amino (misalnya, hilangnya kelompok sulfihidril dan 

deaminasi glutamin dan asparagin) 

c) Fisiologis: perubahan fisiologis khas diamati di lensa dengan penuaan 

meliputi: hilangnya gap junction protein, hilangnya potensial membrane 

seluler, peningkatan konsentrasi natrium intraseluler (25 mEqL-1 sampai 

40 mEqL-1), perubahan sekunder dalam Na +K- ATPase serta hilangnya 

γ-isoform ATP-ase seiring dengan usia lanjut  (Pollreisz et al.,2010). 

d) Seluler: Perubahan sel-sel  lentikular tergantung pada mekanisme dan 

lokasi dari proses katarak. Katarak subkapsular anterior, paling sering 

dikaitkan dengan paparan sinar UV, terlihat metaplasia lentikular dan sel 

menjadi berbentuk spindle (seperti myofibroblast) pada pusat epitel lensa. 

Katarak subkapsular posterior, yang umumnya terkait dengan radiasi 

pengion dan juga dengan paparan UV, menunjukkan dysplasia epitel 

germinal dan migrasi posterior disepanjang garis jahitan. Katarak nuklear 

paling sering dikaitkan dengan penuaan menunjukkan beberapa 

perubahan sel, karena tampaknya cahaya pencar diproduksi oleh protein 

dengan berat molekul tinggi di sitoplasma (Mazzanti  et al., 2009; Renyi et 

al., 2010). 
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e) Stres retikulum endoplasma: Lumen retikulum endoplasma sangat 

teroksidasi, sehingga stres retikulum endoplasma dapat menghasilkan 

agregat protein yang tidak terlipat, yang mengaktifkan UPR yang 

mengarah pada peningkatan produksi radikal bebas dalam sel epitel 

lensa. Radikal bebas menurunkan jumlah gluthathione bebas dari seluruh 

lensa dan menimbulkan lingkungan yang lebih teroksidasi, dimana 

agregat protein yang tidak terlipat terbentuk dan tumbuh menjadi partikel 

agregat protein yang besar yang dapat menyebabkan penghamburan 

cahaya (Li et al., 2010; Palsamy et al. 2014;Kroeger et al.,2018). 

Beberapa mekanisme berkontribusi terhadap hilangnya secara progresif 

transparansi dari lensa. Epitel lensa diduga mengalami perubahan yang 

berkaitan dengan usia, terutama penurunan densitas sel epitel lensa dan 

diferensiasi menyimpang dari sel serat lensa. Walaupun epitel dari lensa katarak 

mengalami kematian apoptosis dalam tingkat yang rendah yang tidak 

menyebabkan penurunan yang signifikan dalam kepadatan sel. Akumulasi 

kehilangan epitel dalam skala kecil dapat menyebabkan perubahan 

pembentukan serat lensa dan homeostasis yang selanjutnya dapat 

menyebabkan hilangnya transparansi lensa (Jamwal et al., 2014). Selanjutnya 

dengan bertambahnya usia, penurunan tingkat di mana air dan metabolit dengan 

berat molekul rendah yang larut dalam air dapat masuk ke dalam sel inti lensa 

melalui epitelium dan korteks terjadi dengan penurunan berikutnya di tingkat 

transportasi air, nutrisi, dan antioksidan. Akibatnya kerusakan oksidatif progresif 

lensa yang berhubungan dengan penuaan terjadi yang selanjutnya mengarah 

berkembang menjadi katarak senilis (Gullapalil et al., 2011; Martinus  et al.,  

2014).   
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Berbagai studi menunjukkan peningkatan produk oksidasi misalnya 

glutathione teroksidasi serta penurunan vitamin antioksidan dan enzim 

superoxida dismutase mempunyai peran penting dalam proses oksidatif dalam 

proses kataraktogenesis (Adhikary et al., 2011; Gupta et al., 2016). Mekanisme 

lain yang terlibat adalah konversi larutan dengan berat molekul rendah protein 

sitoplasma lensa menjadi larutan agregat dengan berat molekul tinggi, fase tidak 

larut, dan matrix membran protein yang tidak dapat larut. Perubahan protein yang 

tejadi menyebabkan fluktuasi mendadak dalam indeks bias dari lensa, sinar 

menghamburkan cahaya, dan mengurangi transparansi. Hal lainnya sedang 

diselidiki termasuk peran gizi dalam perkembangan katarak, khususnya 

keterlibatan glukosa, mineral dan vitamin (Kimball., 2009; Ji et al., 2014 ). Stres 

oksidatif merupakan salah satu penyebab utama dari katarak. Terbentuknya 

ROS merupakan akibat karena degradasi, reaksi silang, serta agregasi dari 

protein pada lensa yang merupakan faktor penting dalam proses 

kataraktogenesis (Styskal et al., 2012 ).  

2. 3. Sodium Selenite 

 Sodium selenit menghasilkan radikal bebas superoksida dan hidroksil  

sebagai berikut: 

Na2SeO3 + H2O        SeO2 + 2NaOH 

 SeO2 + H2O      SeO3
2- + 2H+ 

 SeO3
2-          SeO2 + O2- 

 Radikal bebas superoksida dan hidroksil selanjutnya menyebabkan 

kerusakan terhadap lipid dan protein membran sel yang tersimpan pada 
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permukaan lensa, menyebabkan kekeruhan pada lensa, penurunan kadar 

plasma askorbat, karoten, dan peningkatan pembentukan kejadian katarak. 

Sodium selenite dapat menyebabkan kerusakan pertahanan oksidatif dan 

merusak membran sel sehingga memicu pembentukan katarak. Oksidasi 

membran epitel dan pembentukan agregat protein yang tidak larut merupakan 

awal terjadinya kekeruhan pada lensa. oleh karena itu diperlukan senyawa 

antioksidan untuk mencegahnya (Varma et al., 2010; Palsamy et al., 2014). 

 Katarak selenite adalah model katarak nuklir yang sangat cepat dan 

nyaman pada tikus in vivo. Sodium selenite adalah agen katarakogenik yang 

umum digunakan dalam penelitian eksperimental sejak 1978. Selenite katarak 

biasanya dibuat oleh injeksi subkutan tunggal 19-30 μM / kg berat badan natrium 

selenit (Na2SeO3) ke dalam tikus yang berusia  10-14 hari, waktu sebelum 

selesainya periode pematangan kritis lensa di sekitar Usia 16 hari. Suntikan 

berulang dari dosis selenite yang lebih kecil atau pemberian oral juga bersifat 

katarakogenik (Nagao  et al., 2009; Marek et al., 2017). 

 Katarak nuklir bilateral yang berat diproduksi dalam waktu 4-6 hari. Tahap 

prekursor meliputi: katarak subkapsular posterior (hari 1), serabut bengkak (hari 

2–3), dan cincin refraksi perinuklear (hari ke 3). Meskipun model telah digunakan 

secara luas sebagai model untuk katarak nuklir, katarak kortikal transien juga 

terbentuk 15-30 hari setelah injeksi. Katarak kortikal kemudian menghilang 

setelah beberapa bulan, tetapi katarak nuklirnya permanen  (Miyoshi et al., 2015; 

Okda  et al.,  2016). 

 Setelah satu suntikan natrium selenite pada 30 µM / kg bb, katarak nuklir 

muncul dengan cepat dalam waktu 3-5 hari dan bersifat permanen, sementara 

katarak kortikal berkembang 15–30 hari setelah injeksi dan berangsur 
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menghilang dalam beberapa bulan. Katarak kortikal selenit muncul dari 

kerusakan epitel awal yang mengganggu fibergenesis normal dan mengganggu 

kontrol ion normal, menghasilkan masuknya air, kehancuran sel dan opasitas. 

Hebatnya, katarak kortikal selenit secara spontan sembuh setelah beberapa 

bulan, memulihkan sel-sel normal pada epitelium dan korteks luar dan tengah 

(Javadzadeh et al., 2009; Pescosolido et al., 2016). Mekanisme utama untuk 

membersihkan mungkin terlibat: (1) penghapusan protein yang rusak dari lensa 

dengan proteolisis ekstensif; dan (2) penggantian serat dengan memulai kembali 

fibergenesis normal. Data tersebut menekankan potensi reparatif luar biasa dari 

lensa untuk mengembalikan kejelasan setelah kerusakan parah (Varma et al., 

2010; Maddirala et al., 2017).  

Sodium selenite memanifestasikan efeknya pada lensa dengan 

menginduksi stres oksidatif terutama di jaringan lensa. Namun, tindakannya yang 

tepat masih terbuka untuk diperdebatkan. Pembentukan katarak nuklir yang 

diinduksi selenite adalah hasil dari hilangnya GSH dari lensa. Setelah itu, 

kapasitas GSH untuk menyangga status oksidasi/ reduksi metabolisme lensa 

berkurang, dan kepekaan lensa tikus terhadap stres oksidatif ditingkatkan. 

Sebagai konsekuensi dari perawatan selenite, profil metabolik lensa tikus secara 

dramatis berubah. Antara 24 dan 96 jam setelah injeksi selenit, total pool asam 

amino bebas (tidak termasuk taurin) meningkat dan tetap meningkat selama 8 

hari (Maddirala et al., 2017). Kandungan air dalam lensa tetap stabil selama 

periode ini, sehingga perubahan konsentrasi asam amino spesifik mencerminkan 

metabolisme yang diubah pertama kali. Selanjutnya, metabolisme energi di lensa 

terganggu. Reaksi selenit dengan GSH meningkatkan persyaratan untuk 

senyawa energi seperti mengurangi nukleotida dinukleotida adenin nicotinamide 

dan permintaan yang ditingkatkan dipenuhi oleh aktivasi jalur pentosa fosfat 
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dalam lensa, menghasil, dakan akumulasi dari tiga metabolit karbon (Beebe et 

al., 2010; Miyoshi et al., 2015). 

 Pembentukan katarak nuklir yang diinduksi selenite disebabkan oleh 

berbagai mekanisme, termasuk hidrolisis yang dipicu calpain dan pengendapan 

protein lenticular. Calpains adalah keluarga protease sistein non-lisosom dengan 

pH netral optimal dan kebutuhan kalsium untuk aktivasi (Michhael et al., 2011; 

Chen  et al., 2011 ). 

 Perubahan yang terdokumentasi dalam metabolisme sel-sel epitel 

lentikular selama selenit cataractogenesis (biasanya jauh sebelum munculnya 

opacitates yang terlihat) termasuk penekanan mitosis dan masuknya sel epitel ke 

profase, fragmentasi nuklir, penurunan tingkat epitel diferensiasi sel, peningkatan 

kerusakan pada DNA, dan hilangnya homeostasis kalsium. Bahkan, lensa 

katarak normal dan selenit telah ditemukan berbeda dalam ekspresi 91 gen yang 

berbeda, dengan perbedaan yang paling jelas dicatat dalam sitokrom c oksidase 

subunit I (COX-I) dan gen polipeptida penghambatan lambung (ekspresi gen ini). 

ditemukan menurun pada lensa selenit katarak) dan pada gen respon-1 respon 

awal gen-1 (EGR-1) (ekspresi gen ini ditemukan meningkat pada lensa katarak 

selenite. Menariknya, dua dari tiga gen ini, yaitu EGR-1 dan COX-I, terlibat dalam 

apoptosis (Green., 2011; Palsamy et al., 2014). 

 Apoptosis yang dipercepat (kematian sel terprogram) dapat dianggap 

ebagai mekanisme tambahan untuk katarak selenite. Sebagai contoh, apoptosis 

pada sel-sel epitel lensa dapat menyebabkan hilangnya homeostasis lensa, 

memungkinkan masuknya kalsium ke dalam sel-sel serat yang mendasari. Baru-

baru ini apoptosis pada epitel lensa diusulkan sebagai berkontribusi pada katarak 

yang diinduksi kalsium dan katarak yang diinduksi UVB. Selama perkembangan 
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normal mata, apoptosis diperlukan untuk pemisahan lensa dari epitel kornea 

masa depan dan untuk menghilangkan tunica vasculosa lentis dan membran 

pupil anterior (Ji et al., 2014; Pescosolido  et al., 2016). 

 Penghapusan sel bermanfaat bagi organisme, tetapi apoptosis dapat 

dipicu secara prematur, seperti pada neuron yang mengalami kondisi iskemik 

akibat serangan jantung atau stroke atau selama kematian sel ganglion retina 

pada glaukoma. Calpain dan protease lainnya, seperti caspases, terlibat dalam 

kematian sel di jaringan lain, dan enzim ini mungkin juga diaktifkan setelah 

kerusakan oksidatif pada lensa yang disebabkan oleh selenit. Apoptosis 

meningkat pada katarak selenit dan bahwa aktivitas m-calpain dan caspase 

diaktifkan, sehingga apoptosis mungkin merupakan peristiwa yang cukup awal 

pada katarak selenite (Pollreisz & Schamidt., 2010). Apoptosis dalam sel epitel 

lensa telah dilaporkan dalam model katarak lainnya. Sel-sel epitel lensa dari 

pasien katarak manusia menunjukkan tingkat apoptosis yang jauh lebih tinggi 

daripada kontrol yang sesuai usia. Lensa bergantung pada lapisan epitel sel 

untuk mempertahankan homeostasis metabolik. Pada lensa tikus kultur yang 

mengalami peroksida, apoptosis epitel lensa mendahului pembentukan katarak. 

Penginduksi serupa pembentukan katarak, seperti radiasi sinar UV juga diketahui 

menginduksi apoptosis. Ada kemungkinan bahwa beragam jenis katarak dapat 

dimulai melalui mekanisme umum yang melibatkan apoptosis di epitel lensa 

(Kimball, 2009; Kronschlager et al., 2015) . 

 Dari semua proses biokimia yang disebutkan di atas yang berkontribusi 

terhadap katarakogenesis, homeostasis ionik tampaknya menjadi faktor 

pengintegrasi untuk pemeliharaan transparansi lensa. Hilangnya homeostasis 

Ca2+ telah terlibat dalam kebanyakan jenis katarak. Tingkat Ca2+ dipertahankan 
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dalam kisaran sub-µM di sitoplasma oleh membran pompa Ca2+, membran 

plasma penukar Na+/Ca2+, dan endoplasmic reticulum Ca2+ pumps. Peningkatan 

penyerapan Ca2+ dilakukan sehubungan dengan selenite cataractogenesis, 

ditemukan menjadi yang tertinggi dalam nukleus. Konsekuensi penting dari 

peningkatan kalsium pada lensa adalah aktivasi calpains. Studi pada katarak 

eksperimental telah menunjukkan proteolisis yang diinduksi calpain β-crystallin 

sebagai mekanisme utama dalam pematangan lensa serta katarakogenesis. 

Lp82 adalah isoform dominan calpain pada lensa hewan pengerat, menunjukkan 

bahwa itu mungkin bertanggung jawab untuk proteolisis yang dikaitkan dengan 

calpains di katarak eksperimental. Perubahan pada protein membran, integritas 

lipid, dan peningkatan permeabilitas selaput membran dari sel serat lensa telah 

dilaporkan dalam berbagai kondisi patologis. Dengan demikian, stres oksidatif 

yang diinduksi selenit dan hilangnya homeostasis Ca2+ bertanggung jawab untuk 

aktivasi calpains lensa, yang menghasilkan pengendapan proteolitik dan 

agregasi protein terlarut ke protein yang tidak larut (Zorab et al., 2010; 

Mahalingan et al., 2016; Madirrala et al., 2017). 

2. 4  Apoptosis 

2. 4. 1 Definisi dan penyebab Apoptosis 

 Apoptosis adalah suatu proses kematian sel yang terprogram, diatur 

secara genetik, bersifat aktif, ditandai dengan adanya kondensasi kromatin, 

fragmentasi sel dan fagositosis sel tersebut oleh sel tetangganya (Green., 2011., 

Fabienne et al., 2013). Apoptosis adalah kematian sel terprogram yang 

merupakan proses penting dalam pengaturan homeostasis normal, proses ini 

menghasilkan keseimbangan dalam jumlah sel jaringan tertentu melalui eliminasi 

sel yang rusak dan proliferasi fisiologis untuk memelihara fungsi jaringan tetap 
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normal. Apoptosis merupakan suatu bentuk kematian sel yang didesain untuk 

menghilangkan sel-sel host yang tidak diinginkan melalui aktivasi serangkaian 

peristiwa yang terprogram secara internal melalui serangkaian produk gen 

(Acrani et al., 2010; Jiang., 2011).  

2. 4. 2.  Morfologi Apoptosis 

Morfologi apoptosis ini memiliki ciri yang khas seperti Pengerutan sel, 

kondensasi kromatin, pembentukan tonjolan sitoplasma dan fagositosis badan 

apoptosis (Green., 2011) antara lain: 

1. Pengerutan sel 

 Sel berukuran lebih kecil, sitoplasmanya padat, meskipun organella masih 

normal tetapi tampak padat. 

2. Kondensasi Kromatin (piknotik) 

Merupakan gambaran apoptosis yang paling khas. Kromatin mengalami agregasi 

diperifer dibawah selaput dinding inti menjadi massa padat yang terbatas dalam 

berbagai bentuk dan ukuran.  

Intinya sendiri dapat pecah membentuk 2 fragmen atau lebih (karyorhexis). 

1. Pembentukan tonjolan sitoplasma dan apoptosis. 

Sel apoptotik mula-mula menunjukkan “blebbing” permukaan yang luas 

kemudian mengalami fragmentasi menjadi sejumlah badan apoptosis yang 

berikatan dengan membran yang disusun oleh sitoplasma dan organella padat 

atau tanpa fragmen inti (Lombardo et al., 2015). 
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2. Fagositosis badan apoptosis. 

Badan apoptosis akan d ifagotosis oleh sel-sel sehat disekitarnya, baik sel-

sel parenkim maupun makropag. Badan apoptosis dapat didegradasi di dalam 

lisosom dan sel-sel yang berdekatan bermigrasi atau berproliferasi untuk 

menggantikan ruangan Bre sebelumnya diisi oleh sel apoptosis yang hilang 

(Dorjgochoo et al., 2013). 

  Apoptotik bodies yang muncul di jaringan secara cepat diserap (ingested) 

oleh sel di dekatnya dan dihancurkan oleh sel lisosomnya. Tidak ada hubungan 

inflamasi dengan adanya fagosit khusus dalam jaringan seperti terjadi dengan 

nekrosis dan tipe sel yang beragam dari sel tetangga, termasuk sel epitel yang 

berpartisipasi dalam sipatnya. Pada tumor-tumor, sel-sel neoplastis yang viabel 

biasanya terlibat adalah makrofak sekitarnya. Akan tetapi bentukan apoptotic 

bodies pada kultur sel kebanyakan hilang oleh fogositosis dan bahkan 

degenerasi (Kimbal., 2009; Del Puerto et al., 2011).  

Awal kejadian seluler dalam apoptosis diselesaikan dengan cepat dengan 

hanya beberapa menit berlalu antara perjalanan proses dan pembentukan suatu 

kelompok apoptotik bodie (Lin et al., 2009; Ji et al., 2014). Oleh karena itu tunas-

tunas sel dan garis besar yang kusut jarang diamati pada potongan jaringan. 

Ukuran kecil dari  apoptosis bodies  membuat mereka  secara relatif tak  dikenal 

dangan mikroskop cahaya. Setelah fagositosis, pencernaan mereka lengkap 

dalam beberapa jam. Kenyataan ini telah melahirkan pikiran kapan apoptosis 

dapat ditentukan secara histologi (Kim & Koh, 2011; Del Puerto et al., 2011). 
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Nekrosis berlanjut sampai kromatin menghilang. Sitoplasma sel nekrotik  

menjadi pembengkakan yang mencolok, plasma dan membran organella secara 

progresif disintegrasi. Keterlibatan kelompok sel berdekatan dan adanya suatu 

eksudat inflamasi biasanya didapatkan tambahan konfirmasi bukti-bukti 

kategorisasi kematian sel yang ada disekitarnya sebagai nekrosis (Basova et al., 

2010). Tumor, seperti fokus dari nekrosis cenderung terlokasi di pusat nodul 

(Wlodkowic et al., 2011). 

Perbedaan antara apoptosis dan nekrosis dengan tegas terlihat pada 

penelitian dengan mikroskop elektron (Lee et al., 2010) dan secara praktis, dua 

proses dapat dikenali dengan memakai mikroskop cahaya. Pemadatan  kromatin  

inti  terjadi pada stadium awal nekrosis, tetapi kromatin tidak secara radikal 

terdistribusi kembali, sebagai mana dalam apoptosis, dan sudut gumpalan 

kromatin cenderung irregular dan terlihat dengan jelas. Sebagai tambahan, inti 

sel nekrotik tidak pernah terpisah menjadi berlainan, membran disertai fragmen-

fragmen (Indran et al., 2011).  

 2. 4. 3   Proses Apoptosis 

Proses apoptosis dikendalikan oleh berbagai tingkat sinyal sel, yang 

dapat berasal dari pencetus ekstrinsik maupun intrinsik. Yang termasuk pada 

sinyal ekstrinsik antara lain hormon, faktor pertumbuhan, nitric oxide dan 

cytokine. Semua sinyal tersebut harus dapat menembus membran plasma 

ataupun transduksi untuk dapat menimbulkan respon (Santoso., 2013; Zhu  et 

al., 2016). 

Jalur intrinsik dilibatkan oleh tekanan seluler, seperti kerusakan DNA atau 

penarikan faktor pertumbuhan, dan berdampak langsung pada keluarga protein 
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pro-dan anti-apoptosis BCL-2 (Savitskaya et al., 2015). Anggota keluarga protein 

ini dapat dikenai transkripsi, ditranskripsi secara transkripsi atau mengalami 

modifikasi pasca translasi yang berfungsi untuk menekan atau meningkatkan 

fungsinya. Begitu repertoar protein BCL-2 yang sesuai telah dilibatkan, mereka 

memperoleh permeabilisasi membran luar mitokondria (MOMP), pelepasan 

sitokrom c dan aktivasi pro-Caspase-9 bergantung APAF-1. Pelaku Caspase-3 

dan -7 kemudian diaktifkan oleh pembelahan Caspase-9-dependent. Jalur 

ekstrinsik memerlukan ligasi reseptor kematian oleh ligan kematian, yang 

menghasilkan perakitan molekul adaptor dan aktivasi pro-Caspase-8. Sekali lagi, 

caspases eksekusi-3 dan -7 kemudian diaktifkan oleh caspase-8 (Aude et al., 

2009;Guan et al., 2009; Selvaraj et al., 2013). 

Sinyal intrinsik apoptosis merupakan suatu respon yang diinisiasi oleh sel 

sebagai respon terhadap stress dan akhirnya dapat mengakibatkan kematian sel. 

Pengikatan reseptor nuklear oleh glukokortikoid, panas, radiasi, kekurangan 

nutrisi, infeksi virus dan hipoksia merupakan keadaan yang dapat  menimbulkan 

pelepasan sinyal apoptosis intrinsik melalui kerusakan sel yaitu melalui 

mitokondria dan penghantaran sinyal secara langsung melalui adapter protein 

(Kim & Koh., 2011; Ji et al., 2014) disajikan dalam Gambar 6 syakni: 
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Gambar  6. Perbandingan dari kaskade apoptosis intrinsik dan ekstrinsik     
          (Kate L & Jonathan., 2012). 

1) Jalur ektrinsik (diinisiasi oleh kematian reseptor)  

Jalur ini diinisiasi oleh pengikatan reseptor kematian pada permukaan sel pada 

berbagai sel. Reseptor kematian merupakan bagian dari reseptor faktor tumor 

nekrosis  yang terdiri dari domain sitoplasma, yang berfungsi untuk mengirim 

sinyal apoptotik. Reseptor kematian yang diketahui antara lain TNF reseptor tipe 

1 yang dihubungkan dengan protein Fas (CD95). Pada saat Fas berikatan 

dengan ligandnya, membrane menuju ligand (FasL). Tiga atau lebih molekul Fas 

bergabung dan cytoplasmic death domain membentuk  binding site untuk adapter 

protein, FADD (Fas-associated death domain). FADD ini melekat pada reseptor 

kematian dan mulai berikatan dengan bentuk tidak aktif dari caspase 8. Molekul 

procaspase 8 tidak aktif ini kemudian dibawa keatas dan kemudian pecah 

menjadi caspase 8 aktif (Xiao et al., 2012). 
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Enzim ini kemudian mencetuskan cascade aktifasi caspase dan kemudian 

mengaktifkan procaspase lainnya dan mengaktifkan enzyme untuk mediator 

pada fase eksekusi. Jalur ini dapat dihambat oleh protein FLIP, tidak 

menyebabkan pecahnya enzyme Procaspase-8 dan tidak menjadi aktif (Xiao et 

al., 2012).        

2) Jalur Intrinsik (Mitokondria)  

Jalur ini terjadi oleh karena adanya permeabilitas mitokondria dan 

pelepasan molekul pro-apoptosis ke dalam sitoplasma, tanpa memerlukan 

reseptor kematian. Faktor pertumbuhan dan sinyal lainya dapat merangsang 

pembentukan protein antiapoptosis BCL-2, yang berfungsi sebagai regulasi 

apoptosis. Protein anti apoptosis yang utama adalah: BCL-2 dan BCL-X, yang 

pada keadaan normal terdapat pada membran mitokondria dan sitoplasma 

(Indran  et al., 2011). 

Pada saat sel mengalami stress, BCL-2 dan Bcl-x menghil ang dari 

membrane mitokondria dan digantikan oleh pro-apoptosis protein, seperti Bak, 

Bax, dan Bim. Sewaktu Kadar BCL-2, BCL-X menurun, permeabilitas membran 

mitokondria meningkat, beberapa protein dapat mengaktifkan cascade caspase. 

Salah satu protein tersebut adalah cytochrome-c yang diperlukan untuk proses 

respirasi pada mitokondria. Di dalam cytosol, cytochrome-c berikatan dengan 

protein Apaf-1 (apoptosis activating factor-1) dan mengaktivasi Caspase-9. 

Protein mitokondria lainnya, seperti Apoptosis Inducing Factor (AIF) memasuki 

sitoplasma dengan berbagai inhibitor apoptosis yang pada kedaan normal untuk 

menghambat aktivasi caspase (Lee et al., 2010) 
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P53 mengatur transkripsi berbagai protein yang terlibat dalam apoptosis. 

P53 secara langsung mengatur ekspresi Apaf-1, protein perancah untuk 

caspase-9 aktivasi, serta survivin, anggota dari keluarga IAP protein. P53 juga 

mengontrol apoptosis sebagian melalui peraturan transkripsi berbagai anggota 

BCL-2 keluarga, keluarga penting protein yang anggotanya terlibat baik dalam 

pelaksanaan dan penghambatan apoptosis pada mitokondria, termasuk BCL-2, 

P53 diregulasi modulator apoptosis (PUMA) dan Bax (Vaseva et al., 2009).  

 Kaspase (caspase) merupakan akronim dari cysteine aspartate-specific 

protease, adalah kelompok enzim protease sistein yang berperan penting dalam 

mengatur dan mengeksekusi kematian sel secara apoptosis. Di dalam sel, 

kaspase diekspresikan dalam bentuk zimogen yang tidak aktif dan menjadi aktif 

melalui proses-proses proteolitik bila di dalam substrat terdapat residu aspartat. 

Beberapa anggota kaspase ini tidak terlibat dalam apoptosis, namun lebih 

berperan dalam proses-proses yang memerantarai sitokin (Lim, et al., 2014 ). 

 Pada mamalia, telah diidentifikasi 14 anggota kaspase, namun pada 

manusia, fungsi fisiologis dan sel target dari beberapa anggota kaspase 

(kaspase-11 hingga kaspase-14), belum diidentifikasi dengan baik. Kaspase 

mempunyai tiga domain yaitu ujung amino terminal, domain besar dan domain 

kecil. Ujung amino terminal berperan dalam mengatur aktivitas enzim, domain 

besar atau kaspase hulu (Kaspase-2, 8, 9, dan 10) berperan sebagai inisiator 

(pemicu) apoptosis yang terdiri lebih dari 100 asam amino. Domain kecil atau 

kaspase hilir (kaspase-3, 6, dan 7) yang berperan sebagai efektor atau eksekutor 

apoptosis, adalah bagian yang terlibat langsung dalam penghancuran sel (Lim et 

al.,  2014; Mcllwain et al., 2015). 
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 Kaspase hilir kurang dari 30 asam amino. Kaspase-12 selain memediasi 

aktivitas sitokin, juga berperan dalam apoptosis pada jalur retikulum endoplasma 

dengan mekanisme yang belum jelas. Aktivasi kaspase terjadi ketika ketiga 

domain mengalami pemotongan residu asam aspartat yang menghilangkan 

domain amino terminal sehingga terjadi penggabungan domain besar dan 

domain kecil yang membentuk heterodimer kemudian diikuti oleh proses 

proteolitik. Dua heterodimer kemudian bergabung menjadi tetramer yang 

merupakan bentuk aktif dari kaspase (Mohan et al., 2010; Telebizadeh et al., 

2014). 

 Aktivasi proteolitik dari efektor kaspase dapat memecah substrat tertentu, 

misalnya protein lamin yang menyebabkan pengerutan nukleus dan 

pembentukan budding. Pemecahan protein sitoskelet (fodrin, gelsolin, plectin, 

actin, dan sitokeratin) menyebabkan perubahan bentuk sel. Demikian pula 

dengan pemecahan menyebabkan fragmentasi DNA. Apoptosis yang dimediasi 

oleh kaspase, dibagi menjadi dua jalur yaitu jalur reseptor kematian dan jalur 

mitokondria. Pada jalur reseptor kematian, protein yang bertindak sebagai 

reseptor adalah kelompok tumor necrosis factor receptor (TNF-R) yang meliputi 

CD95 (APO-1/Fas), TNF-R1, DR4 (TRAIL-R1) dan DR5 (TRAIL-R2). Reseptor-

reseptor di atas berikatan dengan ligan yang sesuai seperti CD95-L (APO-1-

L/Fas-L), TNF-α, dan TNF- related apoptosis-inducing ligand (TRAIL). Ikatan 

antara reseptor dan ligan bisa bergantung atau tidak bergantung pada protein 

p53 (Mcllwain et al., 2015).  

 Disamping mengaktifkan reseptor, protein p53 juga mengaktifkan protein 

PERP sebagai penyebab apoptosis bila terjadi kerusakan DNA. Rangsangan 

ligan terhadap reseptor menyebabkan trimerisasi dan menginduksi pembentukan 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


 42 

death-inducing signaling complex (DISC) yang mengandung adaptor sitoplasma 

spesifik dan kaspase-8. Beberapa protein adaptor misalnya Fas-associated 

death domain (FADD) berikatan dengan reseptor CD95 dan DR4/5, sedangkan 

TNF-R-associated death domain (TRADD) berasosiasi dengan TNF-R1. Protein 

adaptor FADD mengandung domain kedua, tempat mengikat kaspase- 

8/kaspase-10 yang disebut death effector domain (DED). Selanjutnya kaspase 8 

diaktifkan oleh proses-proses proteolitik sehingga dapat memecah beberapa 

protein termasuk prokaspase 3 yang akan membawa ke program kematian 

(Khalil  et al.,  2015)  

 Apoptosis ditekan oleh kelompok protein inhibitor apoptosis (IAP) yang 

berinteraksi dengan enzim-enzim yang menghambat aktivitas kaspase inisiator 

maupun efektor. Pada kultur sel, telah diidentifikasi beberapa IAP pada 

mammalia yaitu XIAP, c-IAP1, dan c-IAP2. Selama apoptosis, hambatan IAP 

dilawan oleh kelompok protein Smac yang disebut juga DIABLO. Protein Smac 

disintesis di dalam sitosol intermembran mitokondria. Stimulasi apoptosis, 

menyebabkan Smac dibebaskan kembali ke dalam sitosol bersama-sama 

dengan sitokrom-c (Adam  & Jerry., 2015). 

 Data menunjukkan bahwa banyak obat antikanker yang mekanisme 

kerjanya melalui apoptosis. Hal ini disebabkan sifat senyawa karsinogenik baik 

kimia maupun radiasi adalah menghambat pertumbuhan dan mampu 

menginduksi kematian sel. Peningkatan kaspase apoptosis dengan bermacam-

macam rangsangan tersebut meningkatkan protein-protein pengatur yang 

melibatkan aktivitas kaspase, degradasi DNA, dan fragmentasi sel. Obat 

antikanker akan menginduksi sinyal apoptosis dengan mengubah aktivitas 

kaspase intraseluler. Beberapa penelitian telah dilakukan, antara lain dengan 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


 43 

menggunakan lini sel (cell line) karsinoma hepar Hep G2 di dalam kultur yang 

diberi manumycin. Hasil penelitian menunjukkan bahwa mitomycin dapat 

menghentikan siklus sel pada fase G2/M dan menginduksi apoptosis dengan 

meningkatkan protein P53 dan p21. Penelitian lain menggunakan Doxorubicin, 

Methotrexate, atau Bleomycin dapat menginduksi ekspresi CD95 dan CD95L 

pada membran sel yang diikuti oleh peristiwa apoptosis, baik secara autokrin 

maupun parakrin (Lim et al., 2014; Khalil et al., 2015).  

 Pada lini sel yang resisten terhadap CD95, obat antikanker menginduksi 

apoptosis tetapi melalui jalur lain yang belum jelas. Misalnya pada leukemia sel 

T, obat-obat antineoplastik seperti daunorubicin, doxoRubicin, etoposide, dan 

mitomycin C dapat menginduksi apoptosis, baik yang sensitif maupun resisten 

terhadap CD95. Dari beberapa penelitian kemudian diketahui bahwa aktivasi 

Kaspase-8 yang diinduksi oleh zat antikanker, menyebabkan apoptosis yang 

tidak bergantung pada ikatan antara ligan CD95L dan reseptor CD95. Penelitian 

menggunakan lini sel limfoma B dengan zat antineoplastik Rubicin dan Taxol 

baik pada mencit maupun manusia juga menunjukkan bahwa apoptosis yang 

terjadi adalah independen reseptor maupun ligan (Li et al., 2009). 

 Pada jalur mitokondria, protein kelompok BCL-2 berperan penting dalam 

mengatur apoptosis. Protein kelompok BCL-2 terdiri atas dua kelompok, yaitu 

protein antiapoptosis (BCL-2 dan BCL-XL), dan protein proapoptosis yaitu Bax, 

Bok, Bak, Bid, Bim, Bik, Bad, Bmf, Hrk, Noxa, dan PUMA. Telah dilaporkan 

bahwa obat antikanker menginduksi pro-apoptotik dan menghambat Anti-

apoptotik. Ekspresi berlebih dari BCL-2 atau BCL-XL, dapat mencegah 

pelepasan sitokrom-c dari mitokondria, aktivasi kaspase, dan fragmentasi DNA. 

Sedangkan protein sitosol Bid dapat dipecah dan diaktifkan oleh Kaspase-8 yang 
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aktif, sehingga translokasi Bid ke mitokondria akan menginduksi pelepasan 

sitokrom-c. Pelepasan sitokrom-c dari mitokondria selain disebabkan oleh 

kemoterapi, juga oleh faktor-faktor lainnya seperti radiasi ultraviolet, penurunan 

faktor tumbuh, dan ligasi Fas dan TNFR (Shen at al., 2016). 

 Pada jalur mitokondria tersebut di atas, protein P53 sebagai faktor 

transkripsi, berperan menginduksi apoptosis dengan meningkatkan ekspresi 

beberapa gen yang akan meningkatkan apoptosis seperti Fas, DR5, Bax, Noxa, 

IGFBP3, PIG3, dan PAG608. Protein Bax dan Noxa akan membebaskan 

sitokrom-c dari mitokondria (Veseva et al., 2009). Pembebasan sitokrom-c dari 

ruang intermembran mitokondria ke dalam sitosol, merupakan kunci untuk 

mengaktifkan kaspase-9. Sitokrom-c akan berinteraksi dengan apoptotic 

protease-activating factor-1 (Apaf-1), A TP/dA TP, dan Kaspase-9, dengan 

membentuk badan yang disebut apoptosom. Apoptosom ini bertindak sebagai 

aktivator pada inisiator kaspase. Kaspase-9 bentuk aktif ini kemudian 

mengaktifkan kaspase-3, kaspase-6, dan kaspase-7 yang menyebabkan 

program kematian sel melalui proses-proses proteolitik berbagai target. 

Penelitian ini membuktikan bahwa pemaparan cisplatin di dalam kultur sel kanker 

payudara MCF-7, menyebabkan apoptosis dengan terjadinya perubahan pada 

nukleus dan fragmentasi DNA. Dalam hal ini cisplatin mempengaruhi kaspase-3 

untuk mengamplifikasi pembebasan sitokrom-c dari mitokondria (Basova et al., 

2010; Indran  et al., 2011). 
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2. 5  Katekin Teh Hijau 

2. 5. 1 Teh hijau 

Teh, produk dari daun dan tunas tanaman Camellia sinensis (Theaceae), 

dikonsumsi di seluruh dunia. Camellia sinensis umumnya tumbuh di daerah yang 

beriklim tropis dengan ketinggian antara 200-2000 meter diatas permukaan laut 

dengan suhu cuaca antara 14-250C. Teh secara luas dapat diklasifikasikan 

berdasarkan metode produksi sebagai tidak difermentasi (teh hijau), setengah 

fermentasi (teh oolong), sepenuhnya difermentasi (teh hitam) (Allipoor & Rad., 

2012; Peristiowati., 2017).  

Teh hijau mengandung berbagai bahan yang bermanfaat untuk 

kesehatan tertentu. Misalnya, teh polifenol katekin teh diyakini mengerahkan efek 

protektif terhadap penyakit seperti kanker, obesitas, diabetes, arteriosklerosis, 

penyakit neurodegeneratif, dan kerusakan gigi (Schnneider & Segre., 2009; Khan 

& Muhkhtar., 2013). Di antara katekin, epigallocatechin gallate (EGCG) 

menunjukkan bioaktivitas yang paling kuat. Kandungan EGCG dalam teh hijau 

lebih tinggi daripada teh hitam dan teh oolong, yang dapat menjelaskan 

keunggulan teh hijau dalam hal manfaat kesehatan. Kafein menginduksi 

kebangkitan, menurunkan sensasi kelelahan, dan memiliki efek diuretick (Maki  

et al., 2009; Segneanu et al., 2012). Theanine dan γ-aminobutyric acid 

menurunkan tekanan darah dan mengatur fungsi otak. Vitamin C menunjukkan 

aktivitas antiscorbutic, mencegah katarak, dan mungkin meningkatkan sistem 

kekebalan tubuh (Ji et al., 2014; Jayakerthana., 2016). 

Sejumlah besar bukti ilmiah telah mengungkap mekanisme yang 

digunakan teh hijau dan EGCG bermanfaat untuk kesehatan. Sebagian besar 
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bukti ilmiah berdasarkan eksperimen seluler dan hewan menunjukkan bahwa teh 

hijau dapat memberikan efek kesehatan yang menguntungkan (Schneider & 

Segre., 2009). Minuman teh hijau yang biasanya diseduh (misalnya 2,5 g daun 

teh dalam 250 mL air panas) mengandung 240–320 mg katekin, dimana 60% -

65% adalah EGCG (Syakir., 2010; Taylerson., 2012).  

2. 5. 2 Struktur kimia katekin 

 Katekin merupakan kelompok golongan senyawa yang terdiri dari 

Epicatechin (EC), Epigalocatechin (EGC), Epicatechin Gallate (EGC), 

Epigallocatechin Gallate (EGCG), catechin, Gallocatechin, Catechin gallate, 

gallocatechin gallate dengan rumus struktur sebagai berikut: 

  

Gambar  7.  Struktur kimia senyawa katekin (Lee et al.,  2010) 

Struktur dasarnya terdiri atas sebuah inti Flavan (2-fenil-benzo-piran) 

yang mengandung dua cincin benzen. Inti flavan dikombinasikan dengan oksigen 

yang mengandung cincin piran C. Adanya substitusi dalam cincin C menegaskan 

perbedaan kelas dalam flavanoid (Miyoshi et al., 2015).  
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Struktur dasarnya terdiri atas sebuah inti flavan (2-fenil-benzo-piran) 

mengandung dua cincin benzen. Inti flavan dikombinasikan denghan oksigen 

yang mengandung cicncin piran C. Adanya Substusi dalan cincin C menegaskan 

perbedaan kelas dalam flavonoid. Flavonoid terdiri atas flavon-3-ol, mengandung 

cincin jenuh C dengan metil pada 4 posisi (misalnya katekin dengan OH dalam 

posisi 5,7,3,4). Flavonoid dikenal mempunyai aktifitas antioksidan flavonoid 

meningkat dengan bertambahnya group hidroksi. Polifenol diproduksi sebagai 

hasil metabolit sekunder tanaman tinggi. Polivenol tanaman dapat dibagi dalam 

dua kelompok besar yaitu proantosianidin dan poliester berdasarkan asam galik 

dan atau asam heksahidroksidifenik dan turunan-turunanya. Polifenol teh hijau 

merupakan kelasflavanol yang mempunyai komponen C15. Turunannya dibentuk 

dari dua inti fenolik yang dihubungkan dengan tiga unit karbonpada posisi 2,3, 

dan 4. Struktur Flavonol dari katekin (3,3’,4’,5,7-pentahidroksiflavan) 

mengandung dua atom karbon asimetrik pada C2 dan C3. Polifenol teh hijau 

dapat dengan mudah di ekstrak dengan etil asetat menghasilkan (+)-katekin 

disingkat menjadi C, (-)-epikatekin (EC),(-)-galokatekin (GC), (-)epigalokatekin 

(EGC), (-)-epikatekin galat (ECG), (-)-galokatekin galat (GC), dan (-)-

epigalokatekin galat(EGCG) (Lee  et al.,  2010; Kazuki  et al.,  2018).   

2. 5. 3 Sifat Biokimia Katekin 

Teh katekin adalah antioksidan kuat dan mengikat protein, lipid, asam 

nukleat, dan logam.1 Percobaan menggunakan EGCG yang diimobilisasi pada 

agarose telah menunjukkan bahwa EGCG mengikat protein serum seperti 

fibronektin, fibrinogen, glikoprotein yang kaya histidin, dan protein permukaan 

sel, Fas.1, 5 Baru-baru ini, EGCG ditunjukkan untuk mengikat kuat ke reseptor 

laminin 67 kDa, 8 limfoma sel B 2 (BCL-2) protein, vimentin, dan peptidil prolyl 
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cis/ trans isomerase (Xianzhen et al., 2014). Karenanya, protein-protein ini telah 

diusulkan untuk menjadi target EGCG dan dianggap sebagai mediator dari 

aktivitas antikankernya. Dengan demikian, EGCG mungkin menunjukkan 

beberapa efek biologis dengan mengikat biomolekul ini (Yuliani., 2012; Monira et 

al., 2018). 

 2. 5. 4 Sifat farmakologis katekin 

Sifat Farmakologis katekin  menunjukkan bahwa 60 menit setelah 

pemberian EGCG oral tunggal pada tikus (500 mg / kg berat badan), kadar 

EGCG adalah 12,3 μM dalam plasma, 48,4 nmol/g di hati, 0,5 nmol / g di otak, 

565 nmol / g di mukosa usus kecil, dan 68,6 nmol/g di mukosa usus. Relawan 

yang mencerna 1,5 g ekstrak teh hijau tanpa kafein (GTE) mengandung 73 mg 

EGCG, 68 mg epigallocatechin, 22 mg epicatechin gallate, dan 25 mg 

epicatechin per g, menunjukkan kadar plasma catechin puncak dalam 1,5-2,5 

jam, dan rata-rata puncak plasma konsentrasi EGCG, epigallocatechin, dan 

epicatechin masing-masing 0,71, 1,8, dan 0,65 μM. Ketika dosis ditingkatkan dari 

1,5 hingga 3,0 g, nilai-nilai ini meningkat 2,7 menjadi 3,4 kali lipat (Thielecke & 

Boschmann., 2009; Varma & Kevin., 2010).  

Katekin dapat terdegradasi oleh mikroorganisme (di saluran usus) 

menjadi berbagai metabolit fisi cincin yang dapat ditemukan dalam urin manusia 

dan sampel plasma beberapa jam setelah konsumsi teh hijau (Kanwar J et al., 

2012). 

 2. 5. 5 Stabilitas katekin 

Katekin teh mengalami banyak perubahan kimia seperti oksidasi dan 

epimerasi selama proses pengolahan dan penyeduhan. Pada proses 
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penyeduhan, epimerasi berlangsung lebih mudah pada air ledeng daripada air 

murni (Hemalatha & Venkatesan., 2011). Teh yang diseduh dengan air murni 

terepimerasi pada suhu 80 C; sedangkan dengan air ledeng terepimerasi pada 

suhu 40 C (Martinus et al., 2014). Katekin teh stabil dalam air pada suhu kamar. 

Katekin terdegradasi sebesar 20% ketika dipanaskan pada suhu 98 C selama 20 

menit. Saat dipanaskan dalam autoclave pada suhu 120 C selama 2 jam maka 

katekinakan terdegradasi sampai dengan 50%. Penyeduhan menyebabkan 

kandungan senyawa epistruktur seperti EGCG (Epigalocatechin gallat) dan ECG 

(Epicatechin Gallat) menjadi turun, sedangkan kandungan non epistruktur seperti 

GCG (Galocatechin Gallat) dan CG (Catechin Gallat) meningkat. Meskipun 

secara kuantitas kandungan katekin total tidak mengalami penurunan, namun 

secara kualitas dengan terjadinya epimerasi ini maka potensinya terhadap 

kesehatan menjadi berkurang (Ratnawati., 2010; Chacko et al.,  2010) 

 2. 5. 6 Isolasi Katekin dari Teh Hijau 

 Tehnik pemisahan fraksi katekin dilakukan dengan mengunakan tehnik 

Kromatografi kolom fase normal dengan silica gel sebagai fase diam. Analisis 

dan penentuan struktur senyawa hasil isolasi dilakukan dengan menggunakan 

High  Performance Liquid Chromatograph (HPLC). data spektroskopi IR dan data 

Spektroskopi 1H - NMR (Gupta et al., 2009; Ratnawaty., 2010).  

Proses ekstraksi dilakukan dengan tambahan sebagai berikut:  

(1)  Ekstrak teh hijau dalam air dipisahkan terlebih dahulu dengan klorofil dengan 

pelarut heksan.  

(2) Fraksi Air yang telah dipisahkan klorofilnya tersebut di pisahkan dalam kolam 

poliamidia dengan tujuan untuk memisahkan kafein dan katein dengan pelarut 
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alkohol 10%, Katekin akan tetap berada pada kolom, sedangkan kafein 

dikeluarkan dari kolom dan berada pada Fraksi Alkohol. 

(3) Katekin yang telah bebas kafein di lakukan pemisdengan pelahan untuk 

mendapatkan EGCG dengan pelarut 12% etanol dan kelompok katein lainya 

seperti epicatechin dalam pelarut 5% etanol (4) untuk pemrnian EGCG dilakukan 

ekstraksi cair-cair dengan pelarut etil asetat kemudian dievaporasi dengan 

rotavavor pada suhu 50-550 C sehinga didapatkan bentuk padatnya (De Mejia et 

al., 2009; Brahma S et al., 2011).    

 Katekin sebagai komponen bioaktif, selama pengolahan teh hijau 

dipertahankan jumlahnya dengan cara menginaktivasi  enzim polifenol oksidase, 

baik melalui proses pelayuan maupun pemanasan. Pada proses pengolahan lain, 

Katekin dioksidasi menjadi senyawa Orthoquinon, bisflavanol, tehaflavin dan 

teharubigin yang kemampuanya tidak sehebat katekin (Thielecke & Boschmann., 

2009; Chandler  et al., 2010). 

 2. 5. 7 Penelitian manfaat Katekin pada katarak 

 Penelitian manfaat Katekin pada Katarak masih belum banyak, 

diantaranya:   

1. Lee SM et al tahun 2010 mempublikasi penelitiannya tentang  efek protektif 

dari Katekin terhadap apoptosis epitel lensa pada tikus Wistar dengan 

katarak yang diinduksi N-Methyl-N-Nitrosourea di Korea.  

- Tujuan penelitian: untuk mengetahui pengaruh Katekin pada kematian sel 

apoptosis pada epitel lensa tikus dengan Katarak yang diinduksi dengan N-

Methyl-N-Nitrosourea. 
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- Metode Penelitian : Katarak diinduksi dengan injeksi intraperitoneal 100 mg / kg 

N-methyl-N-nitrosourea (MNU) pada tikus Sprague-Dawley usia sepuluh hari. 

Tikus dibagi secara acak menjadi lima kelompok (n = 15 pada masing-masing 

kelompok): kelompok kontrol, dan empat kelompok induksi katarak, diobati 

dengan katekin 0, 50, 100, 200 mg / kg. dilakukan analisis biomisotopik lampu 

celah, pelabelan akhir penonaktifan DUTP akhiran deoxynucleotidyl transferase-

mediated (Uji TUNEL), Western-blot untuk Bcl- 2 dan Bax, dan imunohistokimia 

untuk caspase-3 

- Hasil: Kematian sel apoptosis pada sel epitel lensa yang meningkat setelah 

pembentukan katarak pada tikus ditekan oleh katekin. 

- Kesimpulan: Katekin menghambat kematian sel apoptosis akibat katarak pada 

lensa epitel dan mungkin berguna untuk pencegahan perkembangan katarak. 

2. Pengaruh Polifenol Epigallocatechin-3-gallate Teh Hijau pada Agregasi αA 

(66-80) Peptide, Fragmen Utama dari αA-crystallin yang Terlibat dalam 

Pengembangan Katarak 

Kumar V et al., 2017 

-Tujuan: Crystallin adalah protein utama yang ada di lensa mata. Fragmen 

peptida αA (66-80) yang berasal dari αAcrystallin memiliki kecenderungan 

agregasi yang tinggi dan membentuk struktur seperti amiloid. Agregat αA (66-80) 

diketahui berinteraksi dengan kristal yang larut dan mengganggu kestabilan 

struktur asli yang selanjutnya menjalani agregasi. Agregasi kristal dalam lensa 

mata mengarah pada pengurangan kekeruhan lensa, kondisinya umumnya 

disebut sebagai katarak. Dengan demikian, agregasi αA (66-80) tampaknya 

menjadi peristiwa penting selama pengembangan katarak, dan karenanya, 
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penghambatan agregasi αA (66-80) mungkin merupakan strategi yang menarik 

untuk pencegahan katarak. 

-Bahan dan Metode: αA (66-80) peptida yang berasal dari αA-kristalin memiliki 

potensi agregasi yang tinggi dan memiliki peran penting dalam pengembangan 

katarak. Untuk menghambat agregasi αA (66-80). peptida, epigallocatechin-3-

gallate (EGCG), unsur aktif utama teh hijau, digunakan. Itu efek penghambatan 

dinilai dengan uji pergeseran spektral Kongo Merah (CR), uji ikatan Thioflavin-T, 

mikroskop elektron transmisi dan mikroskop fluoresensi. 

- Hasil: Potensi penghambatan EGCG terhadap αA-crystallin jelas diamati seperti 

di hadapan EGCG, agregasi αA (66-80) sangat terhambat dan agregat pra 

fibrillary -terbentuk dari αA (66-80) ditemukan dihambat.  

- Kesimpulan: Dalam penelitian ini, EGCG secara efisien berhasil memblokir 

agregasi αA (66-80) peptida dengan cara yang tergantung konsentrasi. EGCG 

terbukti mampu memisahkan agregat αA (66-80) yang telah terbentuk 

sebelumnya. Studi ini menunjukkan bahwa EGCG bisa menjadi molekul potensial 

yang dapat mencegah inisiasi katarak serta membantu dalam pencegahan 

katarak. 
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2. 5. 8. Kerangka Teori 
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BAB III 

METODE PENELITIAN 

3.1 Desain Penelitian  

Rancangan penelitian ini adalah eksperimen yang memberikan perlakuan 

berupa katekin pada tikus dengan katarak karena diinduksi dengan selenit. 

Peneliti akan meli hat perubahan parameter yang terjadi pada lensa selama 

pemberian katekin dalam berbagai dosis setelah diinduksi dengan sodium 

selenite. Desain penelitian ini adalah Randomized Contol Trial (RCT) yaitu 

perlakuan pada tikus dengan memberikan katekin sebelum diinduksi dengan 

sodium selenite, sehingga masing-masing tikus mendapatkan peluang yang 

sama terhadap perlakuan. Parameter pada penelitian ini adalah gambaran 

TUNNEL, Caspase-3 (apoptosis) , tingkat kekeruhan lensa dan dosis katekin.  

 Analisis statistik dilakukan dengan menggunakan ANOVA. Hasilnya 

dinyatakan sebagai rata-rata ± standar error dari mean. Signifikansi dianalisa 

dengan varian satu arah diikuti oleh Student t-test, chi square test, korelasi dan 

regresi linier. Nilai p ≤ 0,01 dinyatakan signifikan. 

3.2. Lokasi dan Waktu Penelitian 

Lokasi penelitian dilakukan di laboratorium Biosains Universitas Brawijaya 

Malang. Penelitian akan dilaksanakan pada Mei 2019 sampai dengan Juni 2019. 
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3.3. Sampel dan Metode Pengambilan Sampel 

Subjek dalam penelitian ini adalah : 

1. Kelompok kontrol negative yaitu kelompok  tikus yang diinjeksi subcutan 

dengan salin tanpa diberi sodium selenite   

2. Kelompok kontrol positive yaitu kelompok tikus yang diiinduksi katarak 

dengan menyuntikkan sodium selenite 25 mikromol/kg BB dosis tunggal  

subcutan tanpa diberikan katekin 

3. Kelompok perlakuan 1 yaitu kelompok tikus yang diiinduksi katarak 

dengan menyuntikkan sodium selenite 25 mikromol/kg BB subcutan dosis 

tunggal dengan diberikan injeksi katekin 50 mg/kg BB intraperitoneal   

4. Kelompok perlakuan 2 yaitu kelompok tikus yang diiinduksi katarak 

dengan menyuntikkan sodium selenite 25 mikromol/kg BB subcutan dosis 

tunggal  dengan diberikan injeksi katekin 100 mg/kg BB intraperitoneal 

5. Kelompok perlakuan 3 yaitu kelompok tikus yang diiinduksi katarak 

dengan menyuntikkan sodium selenite 25 mikromol/kg BB subcutan dosis 

tunggal dengan diberikan injeksi katekin 200 mg/kg BB intraperitoneal 

3.3.1 Sampel Penelitian 

Sampel yang digunakan adalah tikus percobaan berjumlah 25 ekor sesuai 

dengan kriteria inklusi dan eksklusi sebagai berikut: 

Kriteria Inklusi: 

a. Tikus jenis Rattus Norvegicus Strains Wistar 

b. Jenis kelamin betina 

c. Umur 9 hari 
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d. Warna bulu putih 

e. Tikus sehat 

Kriteria Eksklusi: 

a. Tikus dengan katarak 

b. Tikus yang mengalami penurunan keadaan fisik atau mati 

  

3. 3. 2 Metode Pengambilan sampel 

  

Metode Pengambilan Sampel penelitian ini menggunakan hewan percobaan 

menggunakan rumus Frederer sebagai berikut  

  Dimana n adalah banyaknya jumlah hewan yang diperlukan dan t adalah 

jumlah kelompok perlakuan. Pada penelitian ini didapatkan 5 kelompok 

penelitian, maka jumlah replikasi yang diperlukan pada tiap kelompok adalah 5 

kali. Dengan demikian banyaknya sampel yang diperlukan pada penelitian ini 

adalah sebanyak 25 ekor tikus untuk keseluruhan sampel penelitian. 

3. 4. Alat dan Bahan 

3.4.1. Alat 

1. Alat pemeliharaan binatang coba: kandang dari anyaman kawat, tempat 

pakan, dan botol air diletakkan dalam kandang dari kotak plastik. 

2. Alat untuk pemeriksaan Imunohistokimia 
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3. Mikroskop cahaya 

3.4.2  Bahan 

1. Sodium selenite 

2. Katekin 

3. Salin  

3.5    Variabel Penelitian 

Penelitian ini memiliki 2 variabel, terdiri dari: 

1. Variabel Independen/bebas yaitu isolat katekin dengan dosis 50 

mg/kgBB, 100 mg/kgBB, 200mg/kgBB 

2. Variabel Dependen/tergantung yaitu ekspresi Caspase-3, gambaran 

TUNNEL dan tingkat kekeruhan lensa  

 3.6    Definisi Operasional Variabel  

1. Katekin yang digunakan adalah isolat golongan senyawa katekin dalam 

bentuk serbuk yang diperoleh dari hasil isolasi teh hijau klon GMB4 

(lembaga Penelitian Teh dan Kina Gambung, Bandung) yang dilakukan di 

laboratorium Kimia F. MIPA ITB, Bandung 

2. Ekspresi Caspase-3: dengan pewarnaan imunohistokimia, ekspresi 

Caspase-3 dinilai berdasarkan persentasinya dengan menghitung sel-sel 

epitel lensa yang terwarnai berwarna coklat pada sitoplasmanya.  

3. Uji Tunel, dengan mikroskop cahaya dihitung berapa % sel epitel lensa 

yang mengalami apoptosis.  

4. Tingkat kekeruhan lensa Tingkat k ekeruhan lensa dinilai sebagai berikut: 

(Javadzadeh  et al., 2009) 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


 58 

- Tingkat 0 adalah lensa bening normal, 

- Tingkat 1 adalah kekeruhan subkapsular;  

- Tingkat 2 adalah katarak nuklir;  

- Tingkat 3 adalah katarak nuklir yang kuat dengan kekeruhan di daerah 

perinuklear 

- Tingkat   4 adalah kekeruhan  padat matang di semua  bagian lensa. 

3.7 Pemberian Katekin Pada Tikus 

Katekin yang diberikan adalah isolate golongan senyawa katekin dari teh 

hijau klon GMB 4 (lembaga Penelitian Teh dan Kina Gambung, Bandung).   

Pengenceran katekin dilakukan dengan cara: 

   - Menyiapkan 5 tempat dengan memberikan label untuk  5 Kelompok sesuai 

dengan subyek penelitian. 

  -  Menimbang katekin untuk tiga dosis perlakuan dengan cara menghitung berat 

badan rata-rata masing-masing tikus kelompok perlakuan dalam satuan 

gram kemudian dikaitkan dengan dosis 50 mg/kg, 100mg/kg, 150 mg/kg. 

   - Katekin hasil perhitungan dilarutkan dengan 1 ml aquades sehingga 

didapatkan larutan yang homogen kemudian diberikan ke masing-masing 

tikus sebanyak 1 ml dengan cara injeksi intraperitoneal. 

3. 8 Prosedur Penelitian 

3. 8.1 Protokol penelitian 

Dua puluh lima anak tikus Wistar-albino, ditampung bersama induknya, 

dibagi menjadi lima kelompok (tiga percobaan dan dua kontrol), masing-masing 
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terdiri dari lima anak tikus. Kelompok kontrol negative yaitu kelompok  tikus yang 

diinjeksi subcutan dengan salin pada hari ke 10. Kelompok kontrol positive yaitu 

kelompok tikus yang diiinduksi katarak dengan menyuntikkan sodium selenite 19 

mikromol/kg BB (Sigma Chem. Co., St Louis, USA) dosis tunggal  subcutan pada 

hari ke 10 tanpa diberikan katekin. Kelompok perlakuan 1 yaitu kelompok tikus 

yang diiinduksi katarak dengan menyuntikkan sodium selenite 19 mikromol/kg BB 

subcutan dosis tunggal pada hari ke 10 dan diberikan injeksi intraperitoneal 

katekin 50 mg/kg BB.  Kelompok perlakuan 2 yaitu kelompok tikus yang diiinduksi 

katarak dengan menyuntikkan sodium selenite 19 mikromol/kg BB subcutan 

dosis tunggal pada hari ke 10 dengan diberikan injeksi intraperitoneal katekin 100 

mg/kg BB. Kelompok perlakuan 3 yaitu kelompok tikus yang diiinduksi katarak 

dengan menyuntikkan sodium selenite 19 mikromol/kg BB subcutan dosis 

tunggal pada hari ke 10 dengan diberikan injeksi intraperitoneal katekin 200 

mg/kg BB. Pemberian Katekin pertama dimulai hari ke 9 (1 hari sebelum 

diberikan sodium selenite) sekali sehari dan dilanjutkan tiap hari selama 5 hari 

(sampai hari ke 13). Injeksi katekin diberikan tiap pagi, sedangkan khusus hari ke 

10 diberikan 1 jam sebelum injeksi sodium selenite (Tabel 1). Katarak dinilai 

setelah pemeriksaan dengan mikroskop slit lamp pada hari ke 15 sebelum 

mengorbankan tikus. Semua tikus dibius dengan injeksi ketamin intraperitoneal 

(80 mg/kg) dan xylazine (15 mg/kg). Lensa segera diambil setelah eutanasia, dan 

ditempatkan di es kering. Sampel disimpan pada suhu -80 ° C untuk analisis 

lebih lanjut ada di tabel 1.  
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Tabel 1. Kelompok dalam penelitian 

Kelompok percobaan 

(n = 5) 

Injeksi pada hari 

9,11,12,13 
Injeksi pada hari 10 

Klp 1/Kontrol (-) Salin Salin 

Klp 2/Kontrol (+) Salin Na2SeO3(25 μmol/kgBB)  

Klp 3 Katekin 50 mg/KgBB 
Na2SeO3(25 μmol/kgBB) 

+ katekin 50 mg/kgBB 

Klp 4 Katekin 100 mg/KgBB  

Na2SeO3(25 μmol/kgBB) + 

Katekin 100mg/kgBB 

 

Klp 5 

 

   Katekin 200mg/KgBB 

Na2SeO3(25 μmol/kgBB) + 

Katekin 200mg/kgBB 

 

3. 8. 2 Analisa morfologi katarak  

Satu jam sebelum pemeriksaan, setetes 2,5% fenilefrin hidroklorida dan 

1% larutan tetes mata tropikamid (PT.Cendo Farma, Bandung, Indonesia) 

setiap 30 menit sambil menempatkan tikus di ruangan gelap selama 2 jam. 

Mata itu dilihat di bawah biomicroscope slit-lamp dengan perbesaran 12 kali. 

Pada pemeriksaan akhir (hari 15) perkembangan katarak yang terjadi dinilai 

dan difoto.  
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Tingkat kekeruhan lensa dinilai sebagai berikut: (Javadzadeh  et al., 

2009) 

- Tingkat 0 adalah lensa bening normal, 

- Tingkat 1 adalah kekeruhan subkapsular;  

- Tingkat 2 adalah katarak nuklir;  

- Tingkat 3 adalah katarak nuklir yang kuat dengan kekeruhan di daerah 

perinuklear 

- Tingkat   4 adalah kekeruhan  padat matang di semua  bagian lensa. 

3.8.3 Analisa biokimia lensa dan sampel darah dari tikus 

Persiapan hemolysis untuk analisis 

Setelah pemeriksaan morfologi pada hari 15 , darah diambil dari dari ank-anak 

tikus dalam 5 kelompok. Dari setiap sampel darah, serum dipisahkan dan 

hemolisat disiapkan. Persiapan sampel dilakukan pada suhu 4 C, dan semua 

sampel disimpan pada suhu -70 C sampai analisis.  

Persiapan lensa untuk analisis. 

Setelah diambil darah, anak-anak tikus kemudian dibius dengan ketamine, 

kemudian dikorbankan  dengan dislokasi serviks. Lensa kemudian dilakuka n 

diseksi. Lensa kemudian ditempatkan pada Formalin 10%, dibersihkan dengan 

xylene, dan diblok dalam parafin. Dengan menggunakan mikrotom parafin bagian 

koronal dipotong dengan ketebalan 5 mm dan dipasang pada slide yang sudah 

dilapisi dengan prilysine, kemudian dikeringkan pada 37 ℃ semalam dalam oven. 

Enam bagian slide dikumpulkan rata-rata untuk setiap lensa.  
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3. 8. 7 Pemeriksaan imunohistokimia Caspase-3 

Sel-sel  lensa pada kaca penutup, ditempatkan pada formaline 10% pada suhu 

normal selama 30 menit dan kemudian dicuci dengan PBS (pH 7,4). Dalam 

rangka meningkatkan permeabilitas, 0,1% sodium sitrat (pH 6,0), yang berisi 

0,1% triton X-100, ditambahkan dan dibiarkan bereaksi selama 2 menit. Antibodi 

primer (mouse monoklonal antibodi) Caspase-3, dibiarkan bereaksi pada suhu 

kamar selama 120 menit dan sel-sel kemudian dicuci dengan PBS. Antibodi 

sekunder, biotin conjugate  (anti mouse), dibiarkan bereaksi pada suhu kamar 

selama 60 menit, dicuci dengan PBS ditambahkan SA-HARP dan DAB, dan 

divisualisasikan di bawah mikroskop cahaya (Nikon E-700) dan selanjutnya difoto 

dengan menggunakan kamera Sony A (FE System). 

3. 8. 8  Pemeriksaan TUNEL 

Sel dicuci menggunakan PBS pH 7,4 dan di inkubasi mengunakan 

proteinase-K 20 g/mL selama 15 menit pada suhu 37oC. Sel dicuci mengunakan 

PBS pH 7,4 sebanyak 3 kali masing-masing selama 5 menit, kemudian 

diinkubasi pada H202 3% selama 15 menit. Sel dicuci menggunakan PBS pH 7,4 

sebanyak 3 kali masing-masing selama 15 menit, kemudian diinkubasi dengan 

Tunel fragmentasi DNA  labeling selama 60 menit pada suhu 370 C. Sel dicuci  

menggunakan PBS pH 7,4 sebanyak 3 kali masing-masing selama 5 menit, 

kemudian diinkubasi substrat DAB ( Diamono Benzidine) selama 40 menit pada 

suhu  37oC. Sel dicuci menggunakan PBS pH 7,4 sebanyak 3 kali masing- 

masing selama 5 menit. Counterstaining menggunakan Mayer hematoxillen dan 

diinkubasi selama 10 menit kemudian dicuci mengunakan tap water. Sel dibilas 

menggunakan dH2O dan dikeringkan. Dilakukan mounting pada sel 
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menggunakan entellen dan ditutup dengan cover glass. Sel ini dimati dengan 

miikroskop cahaya.       

3.9  Analisa Statistik 

Analisa statistik melalui tahapan sebagai berikut:  

1. Tehnik uji one-way ANOVA digunakan untuk mengetahui rata – rata 

perbedaan ekspresi Caspase-3, gambaran uji TUNEL dan tingkat 

kekeruhan lensa. 

2. Signifikansi statistik ditentukan jika nilai p ≤ 0.01 

3. Signifikansi dianalisa dengan varian satu arah diikuti oleh Student t-test, 

chi square test, korelasi dan regresi linier. 
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3.10  Alur Penelitian 

 

3.10  Alur Penelitian 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

e 

 

 

 

 

 

25 Ekor Tikus Wistar 

 di seleksi sesuai kriteria Inklusi 

Sodium Selenite 25 
µmol/kgBB hr ke 10 

Pemeriksaan tingkat kekeruhan lensa hr ke-17 

 

   Kelompok 
5 Katekin 

200mg/kgBB
hr 9-13 

 

   Kelompok 4 
Katekin 

100mg/kgBB  
hr9-13 

 

   Kelompok 
3 Katekin 

50mg/kgBB 
hr 9-13 

 

   Kelompok 
2 Tanpa 
Katekin 

 

   Kelompok 
1 Kontrol 

 

Salin 

Pemeriksaan Caspase 3, Uji Tunel dan Tingkat Kekeruhan 

 

Utk klp 3,4 dan 5 diberi katekin1 % tts mata, sedangkan klp 1 da2 diberi salin tts mata 
mulai hr ke 15 s/d hr ke 30 

 

Hr ke 17, setelah pemeriksaan tingkat kekeruhan lensa, diberikan anestesi dgn ketamine 
(80mg/kgBB) dan xylazine (15 mg/kgBB) inj.intraperitoneal kemudian lensa diambil setelah 
tikus di korbankan 

Pemeriksaan GSH,GR dan Tingkat kekeruhan Lensa 

Analisis Statistik : Tehnik uji one-way ANOVA digunakan untuk mengetahui rata – rata 
perbedaan Variabel. Signifikansi statistik ditentukan jika nilai p ≤ 0.01. Signifikansi 
dianalisa dengan varian satu arah diikuti oleh Student t-test, chi square test, korelasi dan 
regresi linier.  

 

1. Signifikansi dianalisa dengan varian satu arah diikuti oleh uiji perbandingan Tukey.  
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4.11  Rencana Biaya Penelitian 

 

 

No Keterangan Biaya 

1 Persiapan  

 - Administrasi Rp.        200.000; 

 - Hewan coba Rp.     2.500.000; 

 - Alat dan Bahan Rp.   20.000.000;  

2 Proses Penelitian Rp.     3.000.000; 

3 Analisa Laboratorium Rp.     3.500.000; 

4 Penyusunan dan Pengadaan Laporan 

Hasil Penelitian 

Rp.     1.000.000; 

5 Seminar Hasil Rp.     1.000.000; 

6 Biaya Lain-lain Rp.        500.000; 

 Total Biaya Rp.   31.700.000; 

 

Terbilang : (tiga puluh satu juta tujuh ratus ribu rupiah) 
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BAB IV 

HASIL PEMBAHASAN 

 

4 1 Hasil pemeriksaan Morfologi dengan Slit Lamp 

Kelompok I 

 

 

 

 

 

Gambar 4. 1 Semua lensa mata dalam  Kelompok  I.  100% jernih.   
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Kelompok II 

 

 

 

 

 

Gambar 4.2 Semua lensa keruh, yang 80% tingkat  4 dan 20% tingkat 3. 
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Kelompok III 

 

 

 

 

 

Gambar 4.3 Semua lensa keruh, 40% tingkat 3,  40% tingkat  2, 20% tingkat  1 
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Kelompok IV 

 

 

 

 

 

Gambar 4.4 Pada kelompok ini tingkat kekeruhan lensa berkurang; satu tikus dari 5 
(20%) katarak tingkat 3, satu tikus dari 5 (20%), katarak tingkat 2 sementara tiga 
dari lima (60%) tidak terjadi katarak (tingkat 0). 
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Kelompok V 

 

 

 

 

 

Gambar 4.5 Pada kelompok ini tingkat kekeruhan pembentukan katarak menurun; 
hanya satu tikus dari lima (20%) Katarak tingkat 1 sementara empat dari lima (80%) 
tidak terjadi katarak (tingkat 0). 

Tingkat kekeruhan lensa meningkat pada kelompok tikus yang diinduksi 

katarak dan berkurang tingkat kekeruhannya pada kelompok dengan pemberian 

katekin. Perubahan kekeruhan lensa dapat diamati pada gambar 5.2. lensa mata 

pada tikus 5.2B  mengalami katarak setelah diberi sodium selenite.  
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Gambar 4.6 Tingkat Kekeruhan Lensa yang diamati dari pemeriksaan Slit-Lamp  

(A) lensa yg jernih (Grade 0) pada kelompok kontrol, (B) Grade IV dalam 

kelompok hanya diberi natrium-selenit, (C) Grade III dalam kelompok yang 

diberikan natrium-selenit dan isolat katekin 50 mg / kg kelompok berat badan, (D) 

kelas II dalam kelompok diberikan natrium-selenite dan isolat katekin 100 mg / kg 

kelompok berat badan, (E) Grade kelas I dalam kelompok diberikan natrium-

selenit dan isolat katekin 200 mg / kg kelompok berat badan.Perbandingan mata 

kanan dan mata kiri dengan metode korelasi sampel berpasangan tidak 

signifikan (p = 0,749) dan uji sampel berpasangan (p = 1,00). 

Tabel 4.1. Tingkat kekeruhan  lensa di semua kelompok 

Kelompok Percobaan 
Jumlah 

tikus 

Jumlah tikus dengan perbedaan tingkat 
kekeruhan 

Jumlah 
tikus yang 

terjadi  
katarak 

0 + ++ +++ ++++ 

Kelompok 1 
(Normal) 

5 5 - - - - 0 

Group II 
(hanya sodium selenite19 
μmol/kg ) 5 - - - 1 4 5 (100%) 

Group III 
(sodium selenite 19 μmol/kg 
+ katekin 50 mg/kg)BB 

5 - 1 2 2 - 5 (100%) 

Group 1V  
(sodium selenite 19 
μmol/kg + katekin 100 
mg/kg)BB 

5 2 1 1 1 - 3 (60%) 

Group  V 
(sodium Selenite 19 
μmol/kg + katekin 200 
mg/kg)BB 

5 4 1 - - - 1 (20%) 
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Lensa di kedua mata semua tikus kelompok kontrol (Kelompok 1) tetap 

jernih (Gbr. 2A). Injeksi Na2SeO3 subkutan (19 μmol/kg) pada hari ke-10 cukup 

untuk menginduksi pembentukan katarak, yang terlihat pada saat tikus membuka 

mata. Pemeriksaan morfologi lensa mata tikus dengan mikroskop slit lamp 

menunjukkan bahwa semua hewan yang disuntikkan hanya dengan Na2SeO3 

terjadi katarak: satu dari lima (20%) katarak tingkat 3 (Gbr. 2C) dan sisanya dari 

lima (80%) katarak grade 4 (Gbr. 2B), sedangkan injeksi dengan Na2SeO3 dan 

suntikan katekin 50mg/kg menunjukkan bahwa keparahan pembentukan katarak 

menurun; dua tikus dari 5 (40%) katarak grade 3 (Gbr. 2C), dua tikus dari 5 

(40%) katarak grade 2 (Gbr. 2D) dan satu dari lima (20%) katarak grade 1 (Gbr. 

2E) sementara katarak grade 4 (Gbr. 2B) tidak ditemukan. Pada kelompok yang 

diinjeksi Na2SeO3 dan Katekin100mg / kg tingkat kekeruhan katarak berkurang; 

satu tikus dari 5 (20%) katarak grade 3, satu tikus dari 5 (20%), katarak grade 2 

sementara tiga dari lima (60%) tidak terjadi katarak (grade 0). Pada kelompok 

yang diinjeksi Na2SeO3 dan Katekin 200mg / kg tingkat kekeruhan pembentukan 

katarak menurun; hanya satu tikus dari lima (20%) Katarak grade 1 sementara 

empat dari lima (80%) tidak terjadi katarak (Grade 0). Hasil ini menunjukkan 

bahwa katekin khususnya dosis 200 mg/kg BB, berhasil mencegah pembentukan 

katarak.  Tingkat kekeruhan lensa pada semua kelompok ditabulasikan dalam 

Tabel 3, dan gambaran tingkat kekeruhan dari lampu celah yang diamati dari 

setiap kelompok ditunjukkan pada Gambar. 2. Tidak ada efek toksik pada kornea 

atau konjungtiva mata. Perbandingan antar kelompok secara statisti signifikan. 

Perbandingan antara kelompok 1 dengan kelompok 2 dan 3 adalah signifikan (p 

= 0,000, 0,001) sedangkan kelompok 4 dan 5 tidak signifikan (p = 0,122, 0,993). 

Perbandingan antara kelompok 2 dengan kelompok 1, 4, dan 5 adalah signifikan 

(p = 0,000, 0,000, 0,000) sedangkan kelompok 3 tidak signifikan (p = 0,022). 
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4.5.4 Hasil Pemeriksaan Uji Tunel 

 

 

Gambar 4.7 Hasil pemeriksaan uji Tunel (A) Kelompok 1, (B) kelompok 2, (C) Kelompok 3 ,(D) Kelompok 
4, (E) Kelompok 5 

 

Keterangan: * Signifikan terhadap kelompok 1,  # signifikan terhadap kelompok 2 

Gambar 4.8 Jumlah sel tunel positip rata-rata 7 hari setelah injeksi dalam lima 

kelompok percobaan 

 

Jumlah rata-rata sel Tunel pada kelompok tikus II (18 ± 1,264) secara 

signifikan (P <0,001) lebih tinggi daripada jumlah sel Tunel Kelompok I (4,3 ± 

2,136), Kelompok III (14 ± 2,562), Kelompok IV (10 ± 2,136), dan Kelompok V (7 

± 2,097) (Gambar 5.4). Perbedaan yang signifikan juga diamati pada jumlah sel 

Tunel dalam lensa (P <0,001) antara kelompok III dan kelompok IV. Jumlah sel 

Tunel pada lensa menurun dan peningkatan tingkat kekeruhan lensa pada 

kelompok II. Selanjutnya, jumlah sel Tunel menurun secara bertahap dan tingkat 

kekeruhan mennurun sesuai dengan pemberian dosis katekin (kelompok III, IV, 

dan V).  
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Kadar Tunel dalam lensa dari kelompok Na2SeO3 ditemukan secara 

signifikan (p <0,01) lebih tinggi daripada lensa dari kelompok kontrol dan 

kelompok katekin. Pengobatan dengan katekin pada kelompok katekin + 

Na2SeO3 (Gambar 5.4) secara signifikan (p <0,01) menurunkan kadar Tunel.  

Pemberian katekin dalam kelompok katechin + Na2SeO3 (Gambar 5.4) 

secara signifikan (p <0,01) menurunkan jumlah sel TUNEL-positif dibandingkan 

dengan kelompok Na2SeO3. 

4.5.5 Hasil Pemeriksaan Caspase-3 

 

 

Gambar 4.9 Hasil pemeriksaan Caspase-3 (A) Kelompok 1, (B) kelompok 2, (C) Kelompok 3,                (D) 

Kelompok 4, (E) Kelompok 5 

 

Keterangan: * Signifikan terhadap kelompok 1,  # signifikan terhadap kelompok 2 

 

Gambar 4.10 Jumlah sel dengan caspase-3 positip rata-rata 7 hari setelah injeksi dalam lima 
kelompok percobaan 

Tingkat rata-rata caspase-3 lensa pada kelompok tikus II (13,3 ± 1,7888) 

secara signifikan (P <0,001) lebih tinggi daripada tingkat dalam lensa Kelompok I 

(6 ± 3,162), lensa Kelompok III (12,3 ± 2,875), Kelompok IV (10 ± 2,732), dan 
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Kelompok V (8,5 ± 2,167) (Gambar 4.10). Perbedaan yang signifikan juga 

diamati pada tingkat Caspase-3 dalam lensa (P <0,001) antara kelompok II dan 

kelompok V. Tingkat Caspase-3 pada lensa meningkat dan peningkatan tingkat 

kekeruhan lensa pada kelompok II. Selanjutnya, tingkat caspase-3 menurun 

secara bertahap dan tingkat kekeruhan menurun sesuai dengan pemberian dosis 

katekin (kelompok III, IV, dan V).   

Kadar Caspase-3 dalam lensa dari kelompok Na2SeO3 ditemukan secara 

signifikan (p <0,01) lebih tinggi daripada lensa dari kelompok kontrol dan 

kelompok katekin. Pengobatan dengan katekin pada kelompok katekin + 

Na2SeO3 (Gambar 4.10) secara signifikan (p <0,01) menurunkan kadar Caspase 

3.  
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        BAB. V 

KESIMPULAN DAN SARAN 

 

1. 1  Kesimpulan 

1. Penelitian ini menunjukkan adanya perbedaan antara Caspase-3, Uji Tunel 

dan tingkat kekeruhan lensa pada tikus yang mengalami katarak setelah 

diinduksi sodium selenit. 

2. Penelitian ini menunjukkan adanya pengaruh katekin terhadap dosis 

Caspase 3, gambaran Tunel dan tingkat kekeruhan lensa pada tikus yang 

mengalami katarak setelah diinduksi sodium selenit. 

3. Hasil penelitian menunjukkan bahwa: 

a. Pemberian dosis 100 mg/BB dan 200 mg/BB Isolat golongan senyawa 

katekin teh hijau GMB4 terbukti dapat menghambat tingkat kekeruhan 

lensa; 

b. Pemberian dosis 100 mg/BB dan 200 mg/BB Isolat golongan senyawa 

katekin teh hijau GMB4 terbukti dapat menurunkan ekspresi gambaran 

Tunel (+); 

c. Pemberian dosis 200 mg/BB Isolat golongan senyawa katekin teh hijau 

GMB4 terbukti dapat menurunkan ekspresi Caspase-3  

6.2  Saran 

1. Perlu penelitian lebih lanjut tentang efektivitas katekin dan profil 

farmakokinetik dalam mencegah pembentukan katarak. 

2. Penelitian selanjutnya diharapkan dapat membantu mencegah dan 

mengobati katarak sehingga menurunkan prevalensi katarak dan 

mengurangi perlunya intervensi bedah. Hal ini akan mengurangi kebutaan  

dan beban sosial ekonomi di seluruh dunia. 
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