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Abstract

Background. Vitamin B12 deficiency is a significant problem,
particularly in developing countries. The increasing complexity
of'the Vitamin B12 molecule, the deficiency condition, causes a
complex cell level disorder. The clinical manifestation of
vitamin B12 deficiency is anemia, but it is believed that due to
the complexity of vitamin B12, there are still other molecular
disorders. This study aims to establish the pathway of damage
caused by vitamin B12 deficiency in the Nrf2 molecule.

Methods. An animal experiment involving 12 male Sprague
Dawley rats were randomly divided into control and 16-week
treatment. There are two research groups, namely the control
group and the treatment group. The control group was given a
standard diet, while the treatment group was assigned a vitamin
B12 deficiency diet. At the end of treatment, The levels of
vitamin B12 in the liver tissue and plasma NRF2 were
measured.

Statistical Analysis: Nrf2 and vitamin B12 levels were
statistically analyzed using the Student's T-test, and the
correlation between vitamin B12 and Hb was analyzed using the
Spearmen test. Data that cannot use by Independent T-test were
tested using the Mann Whitney test.

Results/Conclussion: There was no significant difference
between the control and treatment groups on plasma Nrf2 levels
(4.02 £ 0.59 pg/ml vs 3.34 £ 0.55 pg/ml; p = 0.07) and tissue
vitamin B12 (0.0035+0.0016 pg/ml vs 0.0030+0.0006 pg/ml ;
p=0.8).
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Abstrak

Kekurangan vitamin B12 merupakan masalah yang
signifikan, terutama di negara berkembang. Peningkatan
kompleksitas molekul Vitamin B12, kondisi defisiensi,
menyebabkan gangguan tingkat sel yang kompleks.
Manifestasi klinis dari defisiensi vitamin B12 adalah anemia,
namun diyakini karena kompleksitas vitamin B12 masih
terdapat kelainan molekuler lainnya. Penelitian ini bertujuan
untuk mengetahui jalur kerusakan yang disebabkan oleh
kekurangan vitamin B12 pada molekul Nrf2.

Hewan percobaan yang melibatkan 12 ekor tikus
Sprague Dawley jantan dibagi secara acak menjadi kontrol dan
perlakuan 16 minggu. Terdapat dua kelompok penelitian yaitu
kelompok kontrol dan kelompok perlakuan. Kelompok kontrol
diberi diet standar, sedangkan kelompok perlakuan diberi diet
defisiensi vitamin B12. Pada akhir pengobatan, diukur kadar
vitamin B12 dijaringan hati dan NRF2 plasma.

Kadar Nrf2 dan vitamin B12 dianalisis secara statistik
menggunakan uji-T Student, dan korelasi antara vitamin B12
dan Hb dianalisis menggunakan uji Spearmen. Data yang tidak
dapat digunakan dengan Independent T-test diuji menggunakan
uji Mann Whitney. Hasil tidak terdapat perbedaan yang
signifikan antara kelompok kontrol dan perlakuan terhadap
kadar Nrf2 plasma (4,02 + 0,59 pg/mlvs 3,34+ 0,55 pg/ml; p=
0,07) dan vitamin B12 jaringan (0,0035 + 0,0016 pg / ml vs.
0,0030+0,0006 png/ml; p=0,8).

Pendahuluan

Sel secara rutin menghasilkan radikal bebas dan gugus
oksigen reaktif (spesies oksigen reaktif/ ROS) yang merupakan
bagian dari proses metabolisme. Ketika produksi radikal bebas
melebihi antioksidan, stres pada sel dapat terjadi. Kondisi ini
dapat disebabkan oleh malnutrisi, meskipun jalur molekuler
untuk kondisi ini belum dipelajari secara ekstensif. Salah satu
faktor mikronutrien yang jarang diteliti tetapi memiliki
pengaruh signifikan terhadap kerusakan sel adalah vitamin

B12."
Kekurangan vitamin B12 dapat menyebabkan

peningkatan kadar homosistein plasma. Selama defisiensi B12,
kegagalan biosintesis methionine yang bergantung pada B12
menyebabkan akumulasi Hcy dan dapat mengaktifkan
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH)
oxidase untuk menghasilkan spesies oksigen reaktif ( ROS).*
Homosistein adalah asam amino dengan karakteristik toksik
ketika terakumulasi dalam sel karena pembentukan gugus
sulthidril, yang menyebabkan produk radikal bebas dan protein
salah lipatan. Peningkatan homosistein terkait erat dengan stres
oksidatif, yang merupakan ketidakseimbangan antara
pembentukan spesies oksigen reaktif (ROS) dan pertahanan
antioksidan. Ketidakseimbangan ini dapat mengakibatkan
oksidasi biomolekul sehingga terjadi perubahan struktur

molekul dan fungsi sel.” ROS terdiri dari berbagai macam
senyawa, antara lain anion superoksida, hidrogen peroksida dan
radikal hidrogen. Sejumlah kecil ROS berfungsi secara
fisiologis sebagai mekanisme pertahanan patogen. Namun
kelebihan ROS akan menyebabkan kerusakan sel melalui
interaksi biomolekuler hingga merusak fungsi sel.’Reaksi
antara radikal bebas dengan membran sel epitel fosfolipid
dalam peroksidasi lipid adalah malondialdehida (MDA).
Senyawa antioksidan yang berasal dari tubuh seperti
superoksida dismutase (SOD) , katalase (CAT) dan glutathione
peroksidase (GPx) dapat mencegah pembentukan MDA.*

Pengurangan antioksidan terutama disebabkan oleh
gangguan Nuclear Factor Erythroid 2—Related Factor 2 (N1f2),
faktor transkripsi yang mengatur gen untuk mengkode
antioksidan dan enzim detoksifikasi.” Stres oksidatif
menyebabkan peningkatan regulasi antioksidan endogen dan
protein sitoprotektif, dalam kondisi fisiologis untuk mencegah
atau membatasi kerusakan jaringan. Proses ini dimediasi oleh
Nrf2, yang merangsang transkripsi berbagai gen antioksidan
dan enzim detoks. Nrf2 berperan dalam perlindungan terhadap
stres oksidatif, antioksidan seluler dan regulasi anti-inflamasi.
Aktivasi Nrf2 yang terganggu menghambat induksi gen yang
mengkode antioksidan pada hewan percobaan. Dalam kondisi
patologis tertentu, produksi Nrf2 dapat berkurang,
mengakibatkan berkurangnya enzim yang bertindak sebagai
pertahanan tubuh terhadap stres oksidatif. Sehingga tubuh tidak
memiliki perlindungan yang cukup terhadap peningkatan
produksi radikal bebas.

Peningkatan ROS karena akumulasi homosistein
dapat dilihat dari peningkatan produk destruktif ini, salah
satunya peningkatan kadar malondialdehyde (MDA).
Malondialdehid (MDA) adalah senyawa dialdehida yang
merupakan produk akhir peroksidasi lipid dalam tubuh,
konsentrasi MDA yang tinggi menunjukkan adanya proses
oksidasi atau destruksi membran sel akibat peningkatan
produksi ROS. Produksi MDA terutama dicegah oleh
antioksidan endogen seperti superoksida dismutase (SOD).
Penelitian difokuskan untuk mempelajari pengaruh kekurangan
vitamin B12 pada hewan coba terhadap proses stres oksidatif di
jaringan hati melalui penelitian Nrf2.

Bahan dan Metode

Perawatan Hewan

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental in
vivo dengan random sampling, menggunakan tikus Sprague
Dawley jantan berumur 36-40 minggu, yang diperoleh dari
Badan Penelitian dan Kesehatan RI. Besar sampel dihitung
dengan metode Federer, sebanyak 12 ekor tikus. Kedua tikus
tersebut disimpan di lingkungan dengan suhu terkontrol. Tikus
ditempatkan di bawah siklus terang dan gelap 12 jam di kandang
isolasi mikro berventilasi, dengan akses ke makanan dan air, dan
dipuasakan semalaman sebelum dikorbankan. Hewan uji dibagi
menjadi dua kelompok, yaitu kelompok kontrol dan kelompok
perlakuan. Kelompok perlakuan diberi pakan defisiensi vitamin
B12, AIN93M (Diet test, Florida, USA), sedangkan kelompok
kontrol diberi pakan standar (RatBio, Bogor, Indonesia) selama
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Tabel 1. Kadar Vitamin B12 Jaringan dan Nrf2 Plasma

Kelompok Kontrol Kelompok Perlakuan
Vitamin B12 Jaringan 0,0035 £ 0,0016 0.0030 + 0,0006
Nrf2 Plasma 4,02 £0,59 pg/ ml 3,34+ 0,55 pg / ml

16 minggu untuk setiap kelompok. Setelah perlakuan, plasma
dan jaringan hati disimpan dalam freezer pada suhu -80 °C.
Komite Etik Penelitian Kesehatan (KEPK) FKUI RSCM telah
menyetujui penelitian ini dengan nomor:
184/UN2.F1/ETIK/2017.

Parameter Biokimia

Setelah kondisi puasa, darah diambil dari sinus
supraorbital pada waktu yang ditentukan. hewan coba
dilakukan dekapitasi dan organ hati diambil. Hati tikus beku
diresuspensi dalam PBS sebelum homogenisasi. Homogenat
hati digunakan dalam pengukuran Vitamin B12. Kadar Vitamin
B12 plasma ditentukan dengan menggunakan kit standar
ELISA (Rat Vitamin B12 ELISA, FineTest, China). Kadar Nrf2
plasma ditentukan dengan menggunakan kit standar ELISA
(RatNrf2 ELISA, FineTest, China).

Analisis Statistik

Hasil dinyatakan sebagai mean norm error (SEM).
Perbedaan statistik dihitung menggunakan uji-t Student.
Signifikansi statistik telah ditunjukkan sebagai * p <0,05, ** p
<0,01, *** p<0,001

Hasil dan Diskusi

Model eksperimental yang digunakan dalam penelitian
ini adalah tikus Sprague Dawley yang diberikan diet restriksi
vitamin B12, diet defisiensi AIN93M (Diet test, Florida, USA),
dan pakan standar sebagai pakan pada kelompok kontrol
(RatBio, Bogor, Indonesia). Pemilihan pakan AIN93M ini
dikarenakan penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Ghosh
et al., Amani et al., Dan Santoso et al., Yang menunjukkan
bahwa pakan AIN93M menunjukkan penurunan kadar vitamin
B12 dan peningkatan kadar homosistein. Dalam plasma dan
jaringan hati, yang juga dapat menyebabkan kerusakan

struktural. dan fungsi ginjal, jantung, dan hati.*'*"

Setelah 16 minggu pemberian diet, kadar vitamin B12
dinilai dalam jaringan hati. Pada penelitian ini pengukuran
kadar vitamin B12 jaringan hati pada kelompok kontrol adalah
0,0035 + 0,0016 pg / ml, sedangkan pada kelompok perlakuan
sebesar 0.0030 + 0,0006 pg/ml, dengan signifikansi p = 0,8).
Meskipun tidak terdapat perbedaan yang signifikan, namun
terjadi penurunan kadar vitamin B12 pada jaringan hati antara
kelompok kontrol dan perlakuan. Hal ini sesuai studi yang
dilakukan oleh Sianipar et al. dan Santoso et al., dimana AIN93
dietary feed-in mencit Sprague Dawley menunjukkan
penurunan kadar vitamin B12 di jaringan hati.” Salah satu
faktor penyebab tidak ada perbedaan signifikan terlihat karena
durasi penelitian yang singkat, disebabkan penyimpanan
vitamin B12 terdapat di jaringan hati, sehingga waktu

pemberian diet yang kurang lama mengakibatkan belum
terdeteksinya pengurangan yang bermakna pada jaringan hati."
Hasil analisis statistik penghitungan plasma Nrf2 menggunakan
uji-T independen. Kelompok kontrol memiliki nilai yang lebih
tinggi dibandingkan kelompok perlakuan. Nilai kelompok
kontrol adalah 4.02 £ 0.59 pg/ml sedangkan nilai kelompok
perlakuan adalah 3.34 + 0.55 pg/ml. Terjadi penurunan kadar
plasma Nrf2 antara kelompok kontrol dan perlakuan, walau
tidak didapatkan nilai yang signifikan Nrf2 merupakan faktor
transkripsi yang berperan penting dalam mempertahankan
homeostasis redoks seluler dengan mengatur ekspresi protein
sitoprotektif.’ Pada penelitian yang dilakukan oleh Sireesh et.al
secar in vitro dan in vivo, telah di buktikan bahwa aktivasi Nrf2
melemahkan toksisitas sitokin oksidatif dan pro-inflamasi
selama hiperglikemia melalui kaskade pensinyalan Nrf2."

Pada penelitian ini, peningkatan produksi ROS
menghasilkan penurunan kadar Nrf2 plasma karena proses
homosisteinilasi disebabkan oleh peningkatan hasil
homosistein di plasma yang menyebabkan kerusakan pada
protein Nrf2 secara struktur.” Hal ini mengikuti hipotesis dalam
penelitian ini yang menyatakan bahwa kekurangan vitamin B12
mengakibatkan peningkatan produksi ROS, yaitu disebabkan
oleh peningkatan kadar homosistein dan terganggunya sistem
pertahanan antioksidan akibat gangguan ekspresi enzim SOD
akibat penurunan kadar NRF2 di hati.” Temuan ini didukung
oleh beberapa penelitian baik yang dilakukan secara in vivo
ataupun in vitro menegenai kondisi defisiensi vitamin B12 yang
menyebabkan peningkatan resiko terjadinya stress
oksidatif.*"*"

Kesimpulan

perbedaan kadar vitamin B12 jaringan hati pada
hewan coba yang diberi pakan defisiensi vitamin B12, dimana
pada kelompok perlakuan memiliki kadar yang lebih rendah
dibandingkan dengan kelompok kontrol, sedangkan kadar Nrf2
pada kelompok perlakuan lebih rendah dibandingkan kelompok
kontrol. Perlu dilakukan penelitian lanjutan terutama untuk
melihat ekspresi dari gen Nrf2 dan kadar plasma vitamin B12.
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