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ABSTRAK

Penggunaan terapi growth hormone (GH) pada kondisi yang berkaitan dengan proses penuaan, seperti
aterosklerosis, masih kontroversial. Penelitian sebelumnya menunjukkan GH dosis tinggi mampu
mengurangi plak aterosklerosis dan mencegah penuaan sel endotel. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui mekanisme GH dalam proses tersebut, khususnya jalur p53/p21. Rancangan post test only
control group digunakan pada penelitian ini. Sebanyak 20 ekor tikus jantan, diacak menjadi lima kelompok:
kelompok kontrol negatif (P0), kontrol positif (P1), dan injeksi GH (P2, P3, dan P4). Kelompok kontrol
negatif diberikan diet standar, sementara sisanya diberikan diet aterogenik selama 20 minggu. Setelah
10 minggu, subjek diinjeksi secara subkutan (0,1 mL) dengan aquadest (PO dan P1) dan berbagai dosis
GH (0,02 IU, 0,04 IU, dan 0,08 IU) secara berturut-turut untuk kelompok P2, P3, P4 satu kali sehari
selama 10 minggu. Pada akhir penelitian dilakukan pemeriksaan ekpresi protein p53 dan p21.
Pemeriksaan imunohistokimia terhadap ekspresi protein p53 sel endotel menunjukkan penurunan
ekspresi pada kelompok perlakuan (P0O: 7,28+0,36; P1: 39,51+1,18; P2: 32,70+1,10; P3: 16,98+0,78; dan
P4: 14,29+0,38). Penurunan ekpresi juga terjadi pada protein p21 (P0O: 5,38+0,49; P1: 37,81+0,76; P2:
26,02+1,54; P3: 16,37+1,24; dan P4: 4,82+0,61. Analisis sidik ragam satu jalan dan tes post hoc (LSD)
menunjukkan perbedaan yang bermakna antara semua kelompok perlakuan (p<0,05). Berdasarkan hasil
penelitian tersebut dapat disimpulkan bahwa GH mampu menurunkan ekspresi protein p53 dan p21 sel
endotel tikus jantan dan jalur ini dapat berperan dalam efek GH terhadap plak aterosklerosis dan
penuaan sel endotel.

Kata-kata kunci: growth hormone; p53; p21; penuaan sel endotel; aterosklerosis.

ABSTRACT

The use of growth hormone (GH) treatment in aging related condition such as atherosclerosis is still
controversial. Previous study showed GH reduce atherosclerotic plaque and prevent endothelial cell
senescence. This study was aimed to understand the mechanism of GH effect to endothelial senescence
through p53/p21 pathway. A randomized posttest only control group design study was conducted. Twenty
male Wistar rats were randomized into five groups; negative control (P0), positive control (P1), and GH
treated group (P2, P3, P4). Negative control group was fed with standard diet, and others were fed with
atherogenic diet for 20 weeks. After 10 weeks, subjects were injected subcutaneously (0,1 mL) with aquadest
(PO and P1) and increasing dose of GH (0,02 IU, 0,04 IU, and 0,08 IU) for P2, P3, P4 once a day respectively
for 10 weeks. In the end of the study all subjects were examined for p53 and p21 endothelial protein
expressions. Immunohistochemistry of endothelial p53 showed reduce expression in treated groups (PO:
7.28 £0.36; P1: 39.51 + 1.18; P2: 32.70 + 1.10; P3: 16.98 + 0.78; and P4: 14.29 + 0.38). The reduction was
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also observed in p21 expression (P0: 5.38 + 0.49; P1: 37.81 + 0.76; P2: 26.02 + 1.54; P3: 16.37 + 1.24; and
P4:4.82+0.61. One way analysis of variance and post hoc test (LSD) analysis showed significant differences
between all groups (p<0.05). In conclusion, GH reduces endothelial expression of p53 and p21 and this
pathway may contribute to GH effect on atherosclerotic plaque and endothelial senescence.

Key words: growth hormone; p53; p21; endothelial cell senescence; atherosclerosis

PENDAHULUAN

Penyakit kardiovaskuler seperti penyakit
jantung koroner, hipertensi, gagal jantung
kongestif, dan stroke adalah penyakit yang
kejadiannya meningkat seiring bertambahnya
usia. Penyakit ini bertanggung jawab terhadap
16,5 juta (30,3%) kematian di seluruh dunia.
Sebanyak 7,2 juta diakibatkan oleh penyakit
jantung dan 5,2 juta disebabkan oleh stroke
(Yayasan Jantung Indonesia, 2009). Faktor
utama yang mendasari penyakit kardiovaskuler
ini adalah aterosklerosis. Pada aterosklerosis
terjadi penyempitan pembuluh darah akibat
akumulasi lipid pada tunika intima (Mada-
manchi et al., 2005).

Aterosklerosis merupakan penyakit
multifaktorial dengan diet tinggi kolesterol
sebagai faktor risiko utama. Belakangan ini
berkembang teori bahwa aterosklerosis
berhubungan dengan penuaan sel endotel (Shi
et al., 2013). Akumulasi sel endotel tua pada
pembuluh darah menyebabkan disfungsi endotel
yvang akhirnya akan menyebabkan
aterosklerosis. Ada beberapa jalur yang memicu
terjadinya penuaan sel, yaitu jalur pemendekan
telomer (yang terkait dan tidak terkait) serta
jalur independen. Kedua jalur ini memicu
serangkaian sinyal melalui p53-p21-
Retinoblastoma (Rb) atau p-16-Rb. Protein p53
disandi oleh tumor supresor gen p53 (TP53)
merupakan protein regulator yang mengatur
lebih dari ratusan target yang berperan dalam
berbagai proses biologi, antara lain apoptosis,
siklus sel, dan perbaikan DNA. Protein p53
dapat menginduksi p21. Protein p21 adalah
salah satu cyclin dependent kinase (CDK)
inhibitor (CKI) yang berperan dalam meng-
hambat siklus sel. Ekspresi yang berlebihan dari
protein tersebut akan menyebabkan terhentinya
siklus pembelahan sel dan menghasilkan
fenotipe sel tua (Bai dan Zhu, 2006; Jian-Hua et
al, 2007; Erusalimsky dan Scene, 2009).

Penggunaan growth hormone (GH) sebagai
terapl antipenuaan masih diperdebatkan.
Walaupun pada penderita defisiensi GH terjadi
peningkatan mortalitas akibat penyakit
kardiovaskuler, dan apakah terapi GH dapat

mencegah penyakit kardiovaskuler belum dapat
dibuktikan. Beberapa penelitian terdahulu
menunjukkan hasil yang berbeda. Pada
beberapa penelitian, terapi GH tidak terbukti
mampu mencegah aterosklerosis (Ronchi et al.,
2006; Oliviera et al., 2007; Titterington et al.,
2009). Sementara itu penelitian lainnya
mendukung bahwa GH mampu mencegah
aterosklerosis (Colao et al., 2008; Ahn et al.,
2006). Penelitian sebelumnya menunjukkan
bahwa GH dosis tinggi mampu mengurangi
ketebalan aterosklerosis dan mencegah penuaan
sel endotel (Ratnayanti et al., 2012).
Keterlibatan GH dalam penuaan sel endotel
sebagai dasar patogenesis penting terbentuknya
plak aterosklerosis, belum banyak diteliti.
Terdapat kemungkinan bahwa GH dapat
mencegah penuaan sel endotel karena GH
diketahui dapat memperbaiki kondisi-kondisi
yang memicu terjadinya penuaan sel endotel
seperti dislipidemia dan stres oksidatif. Terapi
GH dilaporkan mampu memperbaiki profil lipid
(Colao et al., 2008; Verhelst dan Abs, 2009;
Ratnayanti, 2011). Pemberian GH juga
mempunyai efek yang positif terhadap stres
oksidatif (Ratnayanti, 2011; Legatt et al., 2007;
Csiszar et al., 2008; Titterington et al., 2009).
Berdasarkan penelitian sebelumnya diketahui
bahwa GH dosis sedang dan tinggi dilaporkan
dapat mencegah penuaan sel endotel pada tikus
yang diinduksi aterosklerosis (Ratnayanti et al.,
2012). Tetapi mekanisme GH mencegah hal
tersebut belum diketahui. Oleh karena tujuan
penelitian ini adalah ingin diketahui jalur kerja
GH dalam mekanisme penuaan sel endotel,yaitu
terhadap ekspresi protein p53 dan p21.

METODE PENELITIAN

Growth hormone yang digunakan pada
penelitian ini adalah GH rekombinan
(Genotropin; Pfizer). Diet tinggi kolesterol terdiri
dari kolesterol 1%, kuning telur 5%, lemak babi
10%, minyak kelapa 1%, propiltiourasil 0,01%,
dan ditambah dengan diet standar (HPS 511)
hingga 100%. Reagen yang digunakan pada
penelitian ini antara lain antibodi primer, p53
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(Santacruz) dan p21 (Thermo scientific), antibodi
sekunder Labeled Streptavidin-Biotin (LSAB)
staining system (Santacruz), serta Hematoksilin
Meyer. Sampel penelitian adalah tikus Wistar
jantan berusia 11-12 bulan. Subjek penelitian
diperoleh dari Unit Laboratorium Hewan,
Bagian Farmakologi, Fakultas Kedokteran,
Universitas Udayana.

Tikus diadaptasikan selama satu minggu
dan sebanyak 20 ekor tikus yang sesuai dengan
criteria, diacak dan dibagi menjadi lima
kelompok perlakuan. Subjek diberikan diet
standar dan tinggi kolesterol selama 10 minggu
untuk mencapai keadaan aterosklerosis.
Kemudian masing-masing kelompok menerima
perlakuan; diet standar ditambah aquadest 0,01
mL (P0O) dan empat kelompok lainnya diberi diet
tinggi kolesterol, perlakuan tersebut antara lain
aquades 0,01mL (P1), GH 0,02 TU/0,01mL (P2),
GH 0,04 1TU/0,01mL (P3), serta GH 0,08 IU/
0,01mL (P4). Aquades dan GH diberikan satu
kali sehari secara subkutan pada bagian
punggung selama 10 minggu berikutnya.
Setelah 20 minggu tikus dikorbankan nyawanya
dengan kloroform lalu aorta tikus diisolasi dan
diperiksa. Ekspresi protein p53 dan p21
selanjutnya diperiksa secara imunohistokimia
(LSAB staining system) sesuai protokol (p53 dan
p21 100 ul, 1: 200 pl) pada Laboratorium
Histologi, Fakultas Kedokteran, Universitas
Udayana. Sel endotel yang positif meng-
ekspresikan protein p53 dan p21 berwarna coklat
dihitung pada pembesaran 400 kali dengan
mikroskop cahaya. Normalitas data diuji dengan
Uji Saphiro-Wilks dan homogenitas data dengan
Tes Levene. Data kemudian dianalisis dengan
sidik ragam satu jalan untuk mengetahui
perbedaan antar kelompok yang dilanjutkan
dengan tes post hoc.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pengaruh Growth Hormone Terhadap
Ekspresi Protein p53 Sel Endotel

Data ekspresi p53 menunjukkan distribusi
normal dengan tes Saphiro Wilk (p>0,05),
demikian pula dengan uji homogenitas dengan
tes Levene juga menunjukkan data yang
homogen (p>0,05). Analisis uji efek perlakuan
dengan sidik ragam satu jalan mendapatkan
hasil yang bermakna antar kelompok. Hasil
kemudian dianalisis dengan LSD. Hasil
penelitian mendapatkan tingkat ekspresi p53
berbeda antar semua kelompok perlakuan
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Gambar 1. Hasil analisis pengaruh growth
hormone terhadap ekspresi protein
p53 sel endotel.

Keterangan:

PO: diet standar + injeksi aquades ;
P1: diet tinggi kolesterol + injeksi
aquades ; P2: perlakuan 1 (diet tinggi
kolesterol + GH 0,02 IU) ; P3:
perlakuan 2 (diet tinggi kolesterol +
GH 0,04 IU) ; P4: perlakuan 3 (diet
tinggi kolesterol + GH 0,08 IU). p
<0,05.
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Gambar 3. Hasil Analisis Pengaruh Growth

Hormone terhadap Ekspresi
Protein p21 Sel Endotel
Keterangan :
PO: diet standar + injeksi aquades ;
P1: diet tinggi kolesterol + injeksi
aquades ; P2: perlakuan 1 (diet tinggi
kolesterol + GH 0,02 IU); P3:
perlakuan 2 (diet tinggi kolesterol +
GH 0,04 IU) ; P4: perlakuan 3 (diet
tinggi kolesterol + GH 0,08 IU). p
<0,05.
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Gambar 2. Ekspresi Protein p53
Sel Endotel (400 kali).

Keterangan: PO: diet standar +
injeksi aquades ; P1: diet tinggi
kolesterol + injeksi aquades ; P2:
perlakuan 1 (diet tinggi kolesterol
+ GH 0,02 IU) ; P3: perlakuan 2
(diet tinggi kolesterol + GH 0,04
IU) ; P4: perlakuan 3 (diet tinggi
kolesterol + GH 0,08 IU). Tanda
panah hitam: ekspresi positif,
Tanda panah putih: tidak
terekspresi

Gambar 4. Ekspresi Protein p21

Sel Endotel (400 kali).

Keterangan : PO: diet standar +
injeksi aquades ; P1: diet tinggi
kolesterol + injeksi aquades ; P2:
perlakuan 1 (diet tinggi kolesterol
+ GH 0,02 IU) ; P3: perlakuan 2
(diet tinggi kolesterol + GH 0,04
IU) ; P4: perlakuan 3 (diet tinggi
kolesterol + GH 0,08 IU). Tanda
panah hitam: ekspresi positif,
Tanda panah putih: tidak
terekspresi
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(p<0,05). Rataan tingkat ekspresi p53 sel endotel
dan hasil uji efek perlakuan pada kelompok
kontrol dan perlakuan disajikan pada Gambar
1. Ekspresi p53 sel endotel positif dan negatif
disajikan pada Gambar 2.

Pengaruh Growth Hormone Terhadap
Ekspresi Protein p21 Sel Endotel

Ekspresi protein p21 pada sel endotel aorta
tikus jantan pada penelitian ini didapatkan
berdistribusi normal dengan tes Saphiro Wilk
(p>0,05) serta homogen dengan tes Levene
(p>0,05). Uji efek perlakuan dengan sidik ragam
satu jalan menunjukkan adanya perbedaan
antar kelompok perlakuan. Analisis lanjutan
dengan LLSD mendapatkan adanya perbedaan
antara semua kelompok (Gambar 3). Ekspresi
p21 disajikan pada Gambar 4.

Belum banyak penelitian yang membahas
mengenai pengaruh GH terhadap p53 dan p21.
Hasil penelitian ini didukung oleh hasil-hasil
penelitian lain yang kebanyakan berasal dari
data-data tak langsung. Growth Hormone
Releasing Hormone (GHRH) diketahui
menurunkan ekspresi p21/waf pada sel kanker
epitelial paru (Volakaki et al., 2008). Efek anta-
gonis GHRH terhadap hambatan proliferasi sel
dicapai melalui jalur p53/p21 (Stangelberger et
al., 2011). Antagonis GHRH meningkatkan
ekspresi p53/p21 untuk menginduksi apoptosis
(Wu et al., 2010). Hormon tersebut juga
menyebabkan kerusakan DNA yang berujung
pada terhentinya siklus sel yang dimediasi oleh
p21 (Hohla et al., 2009). Penelitian lainnya juga
menemukan ekspresi p53 menurun dengan
pemberian GH pada pasien dengan Human
Immunodeficiency Virus (Silva et al., 2003).

Efek GH menurunkan ekspresi protein p53
dan p21 berarti adanya kemampuan GH untuk
menghambat terhentinya siklus sel maupun
apoptosis. Jalur p53 dan p21 merupakan salah
satu jalur penting dari sinyal penuaan sel. Ini
menunjukkan GH dapat mencegah penuaan dan
kematian sel yang berujung pada disfungsi sel,
jaringan, dan organ sehingga bermanifestasi
pada gejala salah satunya pada proses penuaan.
Aktivasi p21 yang terjadi akibat rangsangan p53
akan menyebabkan hambatan aktivasi
kompleks CDK2 - ¢yclin E pada fase Gap 1 (G1).
Hal ini akan menyebabkan pRb dalam status
hipofosforilasi (aktif) sehingga tetap berikatan
dengan golongan E2 transcription factor (E2F).
Ikatan ini menyebabkan target transkripsio-
nalnya tidak dapat diekspresikan dan terhen-
tinya siklus sel (Jun dan Goligorsky, 2006).
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Berdasarkan penelitian terdahulu (Ratnayanti
et al., 2012) GH diketahui dapat menghambat
penuaan sel endotel, dengan demikian jalur ini
dapat menjadi salah satu mekanisme GH dalam
mencegah proses tersebut.

Mekanisme efek proliferatif GH belum
sepenuhnya diketahui. Efek ini dihasilkan baik
secara langsung oleh GH maupun oleh Insulin
Like Growth Factor I IGF-1). Kerusakan resep-
tor GH pada nukleus menyebabkan gangguan
proliferasi sel (Conway-Campbell et al., 2007).
Insulin Like Growth Factor I juga diketahui
menstimulasi proliferasi sel pada kultur (Kiepe
et al., 2005; Hikake et al., 2009). Sebagian jalur
transduksi sinyal GH baik secara langsung
maupun melalui IGF-1 adalah melalui Ras/
Mitogen Activated Protein Kinase (MAPK)/
Extracellular Signal-Regulated Kinase (Exk) dan
Phosphoinositol-3-Kinase (PI3K)/Akt (Lanning,
2010; Rollo, 2010).Jalur ini diketahui dapat
menghambat aktivasi Forkhead box O (FOXO)
sehingga menurunkan ekspresi p21 sebagai
salah satu target transkripsi FOXO (Roy et al.,
2010). Efek terhadap p21 juga terjadi karena
penurunan ekspresi p53. Namun, mekanisme
GH dalam menurunkan p53 belum diketahui
sehingga membutuhkan penelitian lebih lanjut.

Di sisi lain, sinyal penghentian siklus sel
maupun apoptosis, salah satunya melalui jalur
p53-p21 ini, dapat dipicu oleh adanya kerusakan
DNA (Karimian et al., 2016). Kerusakan DNA
disebabkan oleh berbagai bahan biologi, fisik,
maupun kimiawi seperti hormon stres, virus,
sinar ultraviolet, dan bahan-bahan karsinogenik
(Rastogi et al., 2010; Poerier, 2012; Flint et al.,
2013; Chen et al., 2014). Kerusakan DNA
merupakan penyebab terjadinya berbagai
macam kanker dan juga penyakit yang
berhubungan dengan penuaan (Hoeijmaker,
2009). Dengan demikian penghentian siklus sel
maupun apoptosis juga merupakan mekanisme
pertahanan tubuh untuk mencegah proliferasi
dari sel yang disfungsional. Jadi apakah efek
GH dalam menurunkan ekspresi protein p53 dan
p21 menguntungkan atau bahkan merugikan
secara klinis masih harus dibuktikan.

SIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian ini dapat
disimpulkan bahwa GH dapat menurunkan
ekspresi p53 dan p21 sel endotel. Jalur p53 dan
p21 kemungkinan merupakan salah satu jalur
target GH dalam menghambat penuaan sel.
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SARAN

Penelitian lebih lanjut dibutuhkan untuk
mengetahui keterlibatan GH pada jalur penuaan
sel lainnya, yaitu yang terkait telomere.
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Penelitian ini dapat terlaksana dengan
bantuan dana dari Hibah Desentralisasi (No:
175.71/UN 14.2/PNL.01.03.00/2013) Direktorat
Pendidikan Tinggi, Kementrian Ristek Dikti,
Republik Indonesia dan Universitas Udayana.
Hasil Penelitian ini telah dipresentasikan pada
NASWAAM 2014, Denpasar Bali.
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