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Studi Tentang Protein Organ Hati yang Berinteraksi dengan Aflatoksin B:
Study On Liver Organ Proteins Which Interacted To Aflatoxin By

o 3. Prihadi?, VN ayan T . Wibawarnd, Fadhsiyan H. Tasasiow? , Rizal Syaxied

1Bagian Mikrobiologi Medik Departemen Ilmu Penyakit Hewan Fakultas Kedokteran Hewan Institut
Pertanian Bogor, Kampus Dramaga J1. Agatis Dramaga Bogor 16680. Telp./Fax. (0251) 625959 Email:
eko.spribadi@yahoo.co.id; 2Departemen Teknologi Pangan Dan Gizi Fakultas Teknologi Pertanian
Kedokteran Hewan Institut Pertanian Bogor

Abstract

Biotransformation and bioactivation of aflatoxin play important roles in the activity of
aflatoxin. These processes take place in liver cell. The soluble intracellular aflatoxin B;-binding protein
(PAB,) was isolated using the affinity chromatography technique. For this, the AFB; was immobilized
on Br-CN activated nitrocellulose, and then incubated with duck and chicken liver crude extract
containing the protein. The protein concentration in the duck liver was 0.4310 mg/ml and 0.3946
mg/ml in chicken liver. Two major protein bands (66 and 25 kDa) were expressed by the PAB;
isolated from liver of chicken while only one protein band (66 kDa) was observed in PAB; isolated
from liver of duck. The immunohistochemistry technique was used to explore the distribution of
PAB; in liver tissues. It was found that PAB; could be detected in both duck and chicken liver
preparations. The dissemination of PAB; was wider in duck liver compared to chicken.

Key words: aflatoxin By, PAB;, PAB, distribution

Pendahuluan

Satu survei yang pernah dilakukan oleh Tsuboi
et al. (1984) melaporkan bahwa 20% sukarelawan
yang dinyatakan sehat pada waktu itu mengandung
aflatoksin Bl di dalam darahnya. Sebanyak 23%
penderita primary hepatocellular carcinoma (PHC) akut
dan kronis di dalam darahnya juga mengandung
aflatoksin B1. Pada ternak ayam, akumulasi aflatoksin
terjadi di organ hati, limpa dan ginjal dengan tingkat
kerusakan terparah pada organ hati (Pribadi dan
Patriana, 1996). Intoksikosis aflatoksin yang bersifat
akut dapat menyebabkan kematian ternak ayam
tanpa memperlihatkan gejala klinis. Pemeriksaan
dengan melakukan bedah bangkai akan menemukan
perubahan patologik berupa pembesaran hati atau
hepatomegali (Espada et al., 1992). Ternak bebek dan
kalkun memiliki tingkat kerentanan yang lebih tinggi
dibandingkan ternak ayam.

Rusaknya sel-sel hati yang diakibatkan oleh
aflatoksin telah diamati oleh beberapa peneliti baik
pada hewan (Chen et al, 1994; Jenning et al., 1994)
maupun pada manusia (Cole et al., 1989; Begue et al.,
1988). Beberapa tanggap seluler sel hati hewan yang
mengalami aflatoksikosis dapat berupa kejadian per-
oksidasi lipida (Shen et al., 1994), perubahan keutu-
han membran dan penghambatan enzim glutathione-
S-transferase (Jenning et al., 1994), peningkatan aktivi-

;

tas sangat tinggi pada sitokrom dari sel-sel hepatik
yang mengiringi proses pembesaran organ hati (Iwaki
et al., 1990) 2

Tingkat kerusakan sel-sel hati dalam kasug
karsinoma hepatoseluler pada hewan percobaan telah
diteliti oleh beberapa peneliti. Nunez et al. (1991)
mendapati organ hati yang mengalami karsinoma
hepatoseluler akan kehilangan hubungan antara
hepatosit dan sinusoid, antara hepatosit dan sistem
saluran empedu dan antara hepatosit itu sendiri.
Pritchard dan Butler (1988) mendapatkan perkem-
bangan pembentukan tumor hati dapat ditandai
dengan adanya nodul—nodul yang bersifat eosinofilik
di dalam sel.

Proses biotransformasi yang terjadi di dalam organ
hati merupakan tahap awal yang sangat penting bagi
aflatoksin. Aflatoksin mengalami bioaktivasi setelah
melalui proses biotransformasi sehingga bersifat radi-
kal, toksik dan memberikan efek karsinogenik. Pro-
ses biotransformasi aflatoksin dimulai dengan terjadi-
nya oksidasi di dalam sitokrom P-450 dan selanjutnya
akan menghasilkan berbagai metabolit aflatoksin
dengan tingkat toksisitas yang tidak lebih rendah dari
senyawa awalnya (Eaton dan Groopman, 1994).

Hao et al. (1999) mendapatkan bahwa ada prote-
in di dalam sel hati yang mampu terikat dengan
toksin okhratoksin-A. Hasil yang mirip diperoleh
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terhadap PAB; ayam telah dapat dideteksi pada
minggu ke-3 periode penyuntikan dengan titer yang
lebih tinggi. Antibodi kelinci terhadap PAB; bebek
baru terdeteksi pada minggu ke-4. Panen serum
untuk kedua preparat (PAB; ayam dan bebek)
dilakukan pada minggu ke-5 (Gambar 3). Antibodi
terhadap PAB; ayam dan bebek dapat dideteksi pada
beberapa serum kelinci yang digunakan.
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Gambar 3. Titer antibodi poliklonal APAB; yang
dihasilkan oleh kelinci yang disuntik
dengan PAB; dari hati ayam dan bebek
melalui v. Auricularis.

Adanya reaksi silang antara APAB; bebek dan
ayam diketahui melalui uji imunodifusi. Hasil uji
tersebut diperoleh data bahwa APAB; bebek
berikatan secara homolog dengan PAB; ayam dan
sebaliknya (Gambar 4: a dan b). Laporan ilmiah yaﬁg
sejenis belum dapat diperoleh sampai saat ini.
APAB; yang diperoleh dapat dimanfaatkan untuk uji
imunositokimiawi.

Pemeriksaan Histologik dan Imunositokimiawi
PAB; di Preparat Jaringan Hati Sehat

Status kesehatan hati dilihat dari gambaran
histologik hepatosit yang tersusun membentuk
tuberkula-tuberkula dalam lobulus. Hasil pewarnaan
HE dari jaringan hati ayam dan bebek memperlihat-
kan bahwa hepatosit tertata rapih membentuk
lobulus-lobulus, gambaran sinusoid dan v. sentralis
normal. Keadaan ini menunjukkan bahwa kedua
organ tersebut dalam kondisi sehat (Gambar 5 dan 6).

Uji imunohistokimiawi menggunakan jaringan
hati yang sehat karena penelitian ini bertujuan untuk
memperlihatkan keberadaan PAB; di jaringan hati
dalam kondisi fisiologis (in situ). Selain itu, keberadaan
PAB; yang utuh akan lebih mudah dikenali oleh
APAB:.

Gambar 4. Garis presipitasi (tanda ‘panah) dari hasil
uji silang antara PAB; dari organ hati
bebek dengan APAB; yang digertak
dengan PAB; dari organ hati ayam (a
dan PAB; dari organ hati ayam dengan
APAB; yang digertak dengan PAB; dari
organ hati bebek (b).

: s 5350 A e

Gambar 5. Gambaran histologik jaringan hati ayam
yang sehat (Pewarnaan HE, pembesaran
obyektif: 10 x 1 bar = 10 um),
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Gambar 6. Gambaran histologik jaringan hati bebek
yang sehat (Pewarnaan HE, pembesaran
obyektif: 10 x ,1 bar = 10 pum).

Pada Gambar 5 dan 6 memperlihatkan sel-sel
hepatosit (h) yang tersusun rapi mengelilingi
v. sentralis (v).

PAB; di jaringan hati dapat dikenali dengan
menggunakan uji imunositokimiawi setelah preparat
diwarnai dengan enzim deaminobenzidin dan muncul
endapan berwarna coklat-kehitaman. Lokasi endapan
berwarna ini menandakan keberadaan PAB; di
jaringan hati (Gambar 7a-b). Warna endapan pada
preparat hati bebek lebih gelap dibandingkan pada
preparat hati ayam. Populasi PAB; pada organ hati
bebek lebih padat dibandingkan dengan populasi
protein yang ada di hati ayam (p<0,05). Perbedaan
kepadatan PAB; dapat dijadikan indikator untuk
menerangkan perbedaan kerentanan ayam dan bebek
terhadap AFB,. Kerentanan bebek terhadap keracunan
AFB; ternyata selaras dengan kepadatan PAB; di
jaringan hatinya. Ayam yang kurang rentan terhadap
AFB: memiliki kepadatan PAB; yang lebih rendah
dibandingkan bebek.

Kepekaan bebek terhadap AFB; dapat diterang-
kan lebih lanjut karena tidak hanya sebaran PAB; di
jaringan hati. Akan tetapi, PAB; terdapat juga di
endothelial pembuluh darah vena sentral jaringan
hati (Gambar 8).

Adanya PAB; di lokasi ini diduga karena
peranannya untuk menangkap AFB: yang masuk
melalui aliran darah vena sentral. Di dalam vena
tersebut juga terlihat adanya endapan coklat-
kehitaman yang memberikan indikasi bahwa di
dalam pembuluh darah tersebut terdapat juga PAB;.
Hasil tersebut menimbulkan dua kemungkinan.
Yang pertama, endapan tersebut bukanlah PAB,.
Melainkan adanya ikatan peroksidase yang ada di
dalam darah dengan diaminobenzidin. Peroksidase
yang terdapat di dalam darah adalah peroksidase
bebas, sedangkan peroksidase yang ada di dalam
jaringan adalah peroksidase yang terikat pada
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antibodi sekunder anti kelinci. Yang kedua, endapan
tersebut memanglah PAB;. Sabbioni ef al. (1987)
mendapati bahwa ikatan kovalen antara protein-AFB,
telah terjadi sejak di aliran darah, lumen usus dan
dinding usus, sehingga tidak tertutup kemungkinan
bahwa sebenarnya PAB; tidak hanya berada di
daerah jaringan hati, tetapi terdapat juga di plasma
darah, lumen usus dan dinding usus.

Gambar 7. Hasil pewarnaan imunositokimiawi hati
ayam (a) dan hati bebek (b}. Endapan
berwarna coklat-kehitaman (tanda panah)
menandakan di lokasi tersebut terdapat
PAB. (Pembesaran obyektif: 10 x ,1 bar =
10 pm).

Untuk melihat posisi protein PAB;, pengamatan
mikroskopik diperjelas lagi dengan meningkatkan

. pembesaran lensa. Pada Gambar 9 terlihat jelas

bahwa PAB; tidak terletak di dalam hepatosit
jaringan hati ayam maupun bebek, tetapi berada di
dalam sinusoid. Hasil ini berbeda dengan hasil
penelitian yang dilakukan oleh Hao et al. (1999) yang
mendapatkan protein intraseluler terikat okhratoksin
dari organ hati sapi. Diperlukan penelitian lebih
mendalam untuk menelaah apakah perbedaan hasil
ini dikarenakan toksin yang digunakan berbeda. Dari
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penelitian yang dilakukan oleh Ewaskiewicz et al.
(1991) dijelaskan bahwa AFB; dapat terikat dengan
kuat pada mikrosom, sitosol, mitokondria dan inti
(fraksi deoksiribonukleat).

Gambar 8. Keberadaan PAB, di dalam endothelial
pembuluh darah vena sentralis (tanda
panah) dari hati bebek yang diwarnai
dengan teknik imunositokimiawi. (Pem-
besaran obyektif: 20 x ,1 bar = 10 pm).

Di daerah sinusoid terdapat beberapa sel non-

parenkhim, diantaranya sel-sel endothelial, sel
Kupffer yang merupakan makrofag organ hati, pit cell
dan perisinusoidal stellate cells. Sel Tto merupakan
nama baru dari perisinusoidal stellate cells dan sel ini
memiliki kandungan butiran lemak yang berlimpah.
Sel Ito berperan sebagai pusat metabolisme Vitamin
A dan menerima karbon dioksida yang dikeluarkan
oleh sel hati sehingga fungsi sel hati tidak mengalami
gangguan. Fungsi utama sel Ifo terlihat ketika sel-sel
hati mengalami proses memperbaiki diri (Suematsu
dan Aiso, 2001). Bila melihat letaknya di daerah
sinusoid, sel Ito kemungkinan melakukan kontak
terlebih dahulu dengan AFB; yang masuk melalui
pembuluh darah. AFB; bisa saja tertangkap oleh sel
Ito kdrena sifat AFB; yang lipofilik. Namun, masih
belum diperoleh informasi mengenai proses yang
terjadi di dalam sel Ito seandainya AFB, terperangkap
di sel tersebut. Informasi ilmiah mengenai keberada-
an sistem enzim sitokrom P-450 di sel Ito belum
diperoleh. Bila kemampuan sel Ito untuk menangkap
AFB; sudah mencapai batas kemampuan maksimum,
maka ada AFB, yang tidak tertangkap dan masuk ke
dalam sel-sel hati. AFB; yang sudah masuk ke dalam
sel hati akan mengalami proses biotransformasi yang
normal hingga terbentuknya AFB;-8,9-epoksida.

Kecepatan reaksi yang diakibatkan oleh radikal
epoksida dapat lebih cepat dibandingkan kemampu-
an sel Ito untuk memperbaiki sel-sel hati. Dengan
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demikian, akan terbentuk suatu proses kerusakan sel-
sel hati baik berupa kanker hati maupun sirosis hati.

Gambar 9. Posisi protein yang berikatan dengan AFB,
pada sel hati ayam (a) dan bebek (b).
Lokasi protein (tanda panah) berada di
daerah sinusoid, sedangkan hepatosit
tidak terwarnai (h). (Pembesaran obyektif:
100).

AFB telah diketahui berikatan dengan protein-
protein plasma melalui ikatan kovalen (Chu, 1994).
Jumlah AFB; yang berikatan dengan protein plasma.
akan meningkat lima kali lebih banyak dengan
adanya mikrosoma (Yatim dan Sachan, 2001). Plasma
darah mengandung 7-8% protein dan albumin
merupakan protein plasma yang paling banyak (50-
60%). Oleh karena itu, sudah dipastikan bahwa di
dalam darah AFB; akan berikatan lebih dominan
dengan albumin (Dirr dan Schabort, 1986). Dari hasil
penelitian ini diduga PAB; memiliki peranan yang
sama dengan albumin serum. Bila demikian, maka
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peranan PAB; dan albumin sangat penting karena
keduanya berperan sebagai pembawa AFB; di dalam
darah. AFB,; sebagai materi xenobiotic masuk ke organ
hati melalui sirkulasi vaskular perifer (Wilson et al,
1985). Setelah melalui proses epoksidasi, akan dihasil-
kan AFB;-89-epoksida yang tetap berikatan dengan
protein. Walaupun bentuk radikal epoksida ini akan
segera berubah menjadi AFB; dihidrodiol, mereka
akan tetap berikatan dengan protein. AFBa. juga
diketahui tetap berikatan dengan protein selama
mengalami bioaktivasi (Sabbioni et al., 1987). Dengan
demikian dapat diduga bahwa PAB; memiliki peran
yang penting dalam pemunculan efek toksik AFB;.

Di sisi lain ada pemikiran bahwa pengikatan
AFB; dengan albumin sebenarnya merupakan upaya
untuk melindungi hati (Hsieh dan Wong, 1994).
Keberadaan AFB; di dalam plasma protein dapat
dipertahankan oleh karnitin (carnitine) sehingga AFB;
bebas yang akan ditangkap dan dimetabolisir oleh
sel-sel hati menjadi sedikit. Karnitin dapat mening-
katkan kualitas ikatan kovalen antara AFB; dan
protein-protein seluler sehingga memperkecil peluang
untuk berikatan dengan DNA (Yatim dan Sachan,
2001).

Dari hasil yang diperoleh, muncul pemikiran
bahwa proses biotransformasi AFB; di dalam sel hati
dapat dimodifikasi seandainya reaksi PAB; dan
APAB; dapat dibentuk lebih dahulu di dalam organ
hati. Modifikasi proses tersebut bertujuan untuk
mencegah ikatan AFB; dengan DNA dan protein
dengan meminimalkan masuknya ke dalam sel hati,
atau mempercepat proses biotransformasi AFB;.

Kesimpulan -

Dari ekstraksi hati bebek dan ayam telah
diperoleh protein ekstrak. Kandungan protein dalam
ektraks kasar ini sebanyak 0,4310 mg/ml dari ekstrak
hati bebek dan 0,3946 mg/ml dari ekstrak hati ayam.
Setelah diisolasi menggunakan AFB; yang terikat di
matriks, diperoleh larutan protein (PAB:) dengan
kandungan 0,2887 mg/ml pada hati bebek dan 0,2699
mg/ml. Terdapat satu jenis PAB; dari hati bebek
dengan bobot molgkul sekitar 66 kDa. Pada hati ayam
terdapat dua PAB; dengan bobot molekul 66 kDa dan
dibawah 29 kDa. PAB, terdapat di daerah sinusoid
jaringan hati bebek dan ayam. Penyebaran PAB:
lebih banyak di hati bebek dibandingkan sel-sel hati
ayam. Penyebaran yang lebih banyak di hati bebek
diduga merupakan salah satu fakfor kerentanan
ternak bebek terhadap keracunan aflatoksin. Untuk
melengkapi hasil penelitian yang sudah dilakukan,
ada beberapa hal yang perlu dipelajari yaitu kebera-
daan PAB; yang terdapat juga di plasma darah,
lumen usus dan dinding usus, perbedaan populasi
dan penyebaran PAB,; di organ hati hewan lain dan
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manusia karena mereka juga dapat mengalami
aflatoksikosis dengan tingkat kerentanan yang ber-
beda, penggunaan pengebalan pasif dengan pemberi-
an APAB; dapat diaplikasikan melalui mulut (oral),
atau penyuntikan, melakukan sejuencing asam-asam
amino pada protein APAB,, dan eksplorasi bahan lain
yang memiliki mekanisme serupa APAB; sehingga
dapat menggantikan peranan APAB; dalam pencega-
han aflatoksikosis.
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