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Absirak

Peningkatan produksi ROS vaskuler berperan penting pada patogenesis hampir setiap tahap penyakit
kardiovaskuler (PJK), seperti aterosklerosis, hipertensi, infark miokardial akut dan lain-lain. Tulisan ini menyajikan ulasan
singkat sumber-sumber ROS vaskuler. ROS vaskuler terutama berasal dari sumber-sumber enzimatik pada sel-sel
vaskuler fagositik seperti netrofil, monosit dan makrofag, juga dari sel-sel nonfagositik seperti endotelium, SMC dan
fioroblas. Sumber ROS vaskuler meliputi, NADPH oksidase, xantin oksidase, eNOS, lipoksigenase, siklooksigenase dan
sistem transpor elektron mitokondrial. Kesimpulannya, produksi ROS yang berlebihan akan memicu kondisi stres
oksidatif yang membahayakan kesehatan kardiovaskuler. Pemahaman yang lebih baik tentang ROS vaskuler dapat
bermanfaat untuk pengembangan metode pencegahan PJK berbasis inhibisi ROS
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Abstract

Increasing amount of vascular reactive oxygen species (ROS) play a key role in the pathogenesis of almost all
stages of cardiovascular diseases (CVD), such as atherosclerosis, hypertension, myocardial infartion, etc. This paper
aimed to present a brief review of the important vascular sources of ROS. Vascular ROS is mainly produced by
enzymatic sources in the vascular cells, i.e. phagocytic inflammatory cells (neutrophils, monocytes/macrophages),
and nonphagocytic cells (endothelium, smooth muscle cell and fibroblast). Enzymatic sources of vascular ROS are
NADPH oxidase, xanthine oxidase, eNOS, lipoxygenase, cyclooxygenase, and mitochondrial electron transport. In
conclusion, over production of ROS induce oxidative burst and will be detrimental for cardiovascular health. A better
understanding of ROS would be worwhile for developing method for preventing CVD based on ROS inhibition.
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Reactive oxygen species normalnya DNA, protein, lipid, dan komponen lain pada

terdapat dalam jumlah kecil di dalam sel dan
berperan pada proses signaling  dan
homeostasis.! Keseimbangan antara  siklus
pembentukan dan inaktivasi ROS
dipertahankan oleh sistem enzimatik dan non
enzimatik endogenus. Produksi ROS yang
berlebihan bila fidak diimbangi dengan sistem
antioksidan yang memadai menyebabkan
terjadinya  keadaan  prooksidatif  yang
mengarah ke kondisi stres oksidatif, yang
berperan pada patogenesis  berbagai
penyakit. 12

Adanya ROS pada material biologis
ditemukan kira-kira 70 tahun yang lalu. Segera
setelah itu Denham Harman membuat
hipotesis bahwa radikal oksigen dibentuk
sebagai produk samping dari reaksi enzimatis
in vivo. Pada tahun 1956, la menggambarkan
radikal bebas sebagai :"a Pandora’s box of
evils" ("kotak pandora”) yang dapat
menyebabkan kerusakan, mutagenesis,
kanker dan degenerasi pada penuaan.3

Pengetahuan tentang ROS pada
organisme hidup memasuki era kedua setelah
McCord dan Fridovich pada tahun 1969
menemukan enzim superoksid dismutase
(SOD), dan akhimya mereka menyakinkan
banyak orang bahwa ROS berperan penting
dalam proses biologik. Banyak peneliti
kemudian terinspirasi untuk meneliti kerusakan
oksidatif yang disebabkan ROS pada molekul

sel.3

Berbagai bukfi telah  menunjukkan
bahwa sel-sel vaskuler dapat memproduksi
ROS dan meningkatnya produksi ROS baik
secara kronis maupun akutf, berhubungan
dengan berbagai gangguan kardiovaskuler
seperti  aterosklerosis, hipertensi, angina
pektoris, dan congesive heart failure. Pada
kasus-kasus fatal seperti infark miokardial akut
dan sudden death, produksi ROS juga
berperan. Data biokemis, fisiologis dan
farmakologis mendukung hubungan
peningkatan ROS dengan patogenesis
berbagai penyakit kardiovaskuler 4567

ROS diketahui dapat memodulasi fungsi
vaskuler, baik dengan  menyebabkan
kerusakan secara langsung, ataupun dengan
mengaktifkan jalur signaling yang
menyebabkan abnormalitas vaskuler.8
Penelifian-penelition pada sel dan hewan
coba menunjukkan bahwa ROS memediasi
atau meningkatkan pada hampir setiap aspek
pembentukan lesi aterosklerotik. Salah satu
proses yang telah dikenal adalah peran ROS
pada modifikasi oksidatif  low-density
lipoprotein (LDL), atau modifikasi enzimatik
secara langsung melalui lipoksigenesis. ROS
juga diketahui terlibat  pada inflamasi,
mempengaruhi  vasomotor,  menginduksi
apoptosis, menyebabkan agregasi platelet
dan menstimulasi proliferasi SMC vaskuler.? ROS
dapat mengaktitkan matrix
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metalloproteinases (MMPs) yang berperan
penting pada ruptur plak aterosklerotik.!©
Fakta-fakta tersebut menekankan pentingnya
pemahaman pembentukan dan sumber ROS
vaskuler.

KAJIAN PUSTAKA

Metabolisme ROS

Istlah ROS merujuk pada sekumpulan
metabolit yang berasal dari molekul oksigen
(O2). ROS merupakan senyawa antara
metabolisme oksigen yang sangat reaktif dan
diproduksi dari reduksi gradual  molekul

oksigen. Reduksi univalen oksigen
menghasilkan radikal superoksid (O2¢) yang
sangat  reakfif.  Superoksid  mengalami

dismutasi menjadi hidrogen peroksid (H202)
oleh enzim superoksid dismutase (SOD). Pada
jaringan biologik, superoksid juga dapat
mengalami perubahan menjadi H202 dan
oksigen singlet ('Og). Hidrogen peroksida
dapat bereaksi dengan radikal yang lain
seperti metal transisi Fe?r  (reaksi Fenton)
membentuk radikal hidroksil (OH¢) yang sangat
reaktif. Mieloperoksidase, suatu protein heme
dapat mengubah H202 menjadi  asam
hipoklorid (HOCI) yang merupakan oksidan
kuat. Asam hipoklorid dapat bereaksi dengan
superoksid menghasilkan  OHe.  Berbagai
spesies radikal dapat merusak biomolekul-
biomolekul dengan cara oksidasi.!!

Atom atau molekul radikal bebas sangat
reaktif dan  dengan  mudah  dapat
berpartisipasi pada berbagai reaksi
khemikal/biokhemikal. Suatu radikal dapat
menyerang molekul nonradikal atau

mengambil sebuah atom hidrogen dari ikatan
C-H, O-H, atau S-H dari molekul nonradikal.
Reaksi semacam ini sangat umum terjadi pada
sistem biologik yang molekul-molekulnya
kebanyakan merupakan spesies nonradikal.
ROS ada yang berupa spesies radikal bebas
tidak stabil (spesies khemikal yang memiliki

elekiron tidak berpasangan pada orbital
terluarnya), seperti radikal superoksid atau
radikal hidroksil, dan ada pula ROS yang
berupa oksidan non radikal, seperti hidrogen
peroksid (gambar 1 dan tabel 1).

ROS Vaskuler

ROS pada dinding vaskuler diproduksi
secara enzimatik dan nonenzimatik oleh sel-sel
vaskuler fagositik (neutrofil, monosit, makrofag)
dan nonfagositik seperti endotel, SMC, dan
fibroblas.? Sel-sel fagositik inflamatorik seperti
netrofil dan makrofag, bila teraktivasi akan
memproduksi ROS dalam jumlah besar.
Produksi ROS yang masif pada lingkungan

inflamatorik ini  (disebut oxidative  burst)
berperan  penting sebagai  mekanisme
perfahanan perfama terhadap patogen
enviromental. Sedangkan pada  sel-sel

nonfagositik (fibroblas, endotel, SMC, miosit
kardial), ROS berperan pada regulasi kaskade
signaling infraselular.  Fibroblas dan  SMC
terutama berperan pada produksi superoksid
pada kondisi vaskuler normal. Kecepatan
produksi superoksid oleh sel-sel nonfagositik

hanya sepertiganya dibanding  nefrofil.
Berbeda dengan netrofil, endotel atau
fibroblas, SMC terutama  memproduksi

superoksid dan H202 infraselular.®

Pada sel-sel vaskuler, ROS terutama
diproduksi oleh beberapa sistem enzim seperti,
NADPH oksidase, xantin  oksidase dan
uncouple nitric oxide synthase (NOS tidak
terakit). Sumber ROS enzimatik yang lain
adalah oksidase mitokondrial, siklooksigenase
dan lipoksigenase, akan tetapi, kontribusi dan
relevansi klinis dari sumber-sumber ROS ini
pada dinding vaskuler belum sepenuhnya
diketahui.ls¢  ROS juga dapat diproduksi
secara non enzimatik oleh reaksi-reaksi
senyawa redoks aktif seperti semiubiquinone
pada rantai pengangkutan elektron pada
mitokondria.

ONOO-

RNS cr

Oksidase/Oksigenase
Rantai respirasi superoksid dismutase " Reaksi Haber-Weiss R R-
Lingke __Spontan Reaksi Fenton 4
= 0:. 0, H,0, OH 1,0
e NO e+ 2H* H*, Cr e+ H H,O e+H
- : 5 Mieloperoksidase
nergi
g 02

Katalase
Glutation peroksidase

O, = molekul oksigen
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Gambar 1. Metabolisme ROS.8
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Tabel 1. Berbagai ROS jenis radikal dan non radikal.!2

Radikal superoksid, merupakan radikal oksigen yang utama, memiliki
reaktififas selektif. Spesies ini diproduksi oleh sejumlah sistem enzim
melalui reaksi-reaksi autooksidasi, dan oleh  transfer elektron
nonezimatik yang mereduksi secara univalen molekul oksigen. SOD
menyebabkan dismutasi O2¢ menjadi hidrogen peroksid H202 dan

Radikal yang sangat reaktif yang dapat menyerang semua molekul

Radikal organik, sering terbentuk sebagai intermediet pada
penguraian peroksida lipid pada reaksi peroksidasi

nitric oxide dibentuk in vivo dari asam amino L-arginin. Nitrogen
dioksida dibentuk bila NO bereaksi dengan Oz dan ditemukan pada

Dibentukin vivo ketika O22 mengalami dismutasi dan juga oleh enzim-
enzim oksidase. Kadar tinggi H202 dapat menyerang enzim-enzim
penghasil energi. H202 juga dapat membentuk OHe* bila ada ion
metal transisi (Fe2*), O2 memfasilitasi reaksi ini.

Oksidan kuat yang dibentuk pada neutrofil manusia pada daerah
inflamasi oleh reaksi enzim mieloperoksidase. Pada neutrofil, HOCI
juga dapat bereaksi dengan O2* menghasilkan OHs

Gas yang beracun yang dapat menyebabkan deplesi antioksidan
vitamin D, vitamin E dan asam urat.

Spin dari salah satu elekiron pada orbital terluar oksigen ferbalik,

Radikal
Superoksid O2e
oksigen Oa.
Hidroksil OHe
dalam tubuh
Peroksil, HO.e,
alkoksil RO2*
Oksida NOe, NO2*
nitrogen
polutan dan asap.
Non radikal
Hidrogen H202
peroksid
Asam HOCI
hipoklorid
Ozone O3
Oksigen 102
singlet

menyebabkan hilangnya hambatan quantum mechanical spin

Gambar 2 merangkum sumber metabolik
& enzimatik superoksid vaskuler. Anion
superoksid (O2) dibentuk oleh beberapa
sumber metabolik dan enzimatik di dalam sel.
NADPH oksidase terdiri dari subunit-subunit
yang berada pada membran dan sitoplasma.
Enzim ini aktif bila protein sitoplasmik pé7 dan
p47 dan protein G terakit dengan NOX pada
membran (gp%1rhox)  dan  p22rhox,  NADPH
oksidase  menggunakan  NADH  sebagai
substratf. Lipoksigenase dan siklooksigenase
(COX) menghasilkan ROS secara fidak
langsung melalui Asam arakidonat (AA) yang
dipecah oleh phospholipase A2 (PLA2)
kemudian dimetabolisme oleh 5-lipoksigenase
(5-LO) oleh adanya protein FLAP menghasilkan
leukotrien (LTs). AA juga dimetabolisme oleh
COX menghasilkan mediator-mediator
inflamatori prostaglandin (PGs).

Mitokondria juga menghasilkan
superoksid, ketika elektron-elektron ditransfer
dari kompleks | ke kompleks IV pada respirasi
normal. Xantin oksidase (XO), mengubah
hipoxantin dan xantin menjadi asam urat.
Ketfika xantin diubah menjadi asam urat, 2
elekfron didonorkan ke molibdenum (Mo),
sehingga fereduksi dari Mo(VI) menjadi Mo
(IV).Terakhir, endothelial nitric oxide synthase
(eNOS), bila substrat atau kofaktor fidak terakit
akan dihasilkan superoksid yang mudah
bereaksi dengan NO. Q menunjukkan
coenzyme Q; C, cytochrome C; FAD, flavin
adenine dinucleoftide; FMN, flavin
mononucleotide; FE, heme iron; BHa,
tetrahydrobiopterin.!3

PEMBAHASAN

NADPH oksidase

Sistem enzim nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate (NADPH) oxidase,
atau yang dikenal sebagai enzim Nox, adalah
sumber superoksid utama pada sel-sel
vaskuler. Sistem enzim ini ferutama ditemui
pada netrofil dan makrofag yang terakfivasi
(menjalankan aktivitas bakterisidal). NADPH
oksidase juga merupakan sumber superoksid
konstitutif pada membran endotel, SMC dan
fibroblas. 1415

NADPH oksidase mengkatalisa
reduksi molekul oksigen menggunakan NADPH
sebagai donor elekiron, dan menghasilkan
radikal superoksid (Oz¢). Keseluruhan reaksi
ditulis sebagai berikut.

NADPH + 202 — NADP* + H* + 20.°.

Ambilan O: oleh sel akan mengaktifkan
kompleks enzim NADPH oksidase pada
membran plasma  sel. Akfivasi melibatkan
migrasi  komponen sitosolik ke membran
plasma sehingga terakit enzim aktif. Kompleks
aktif ini mengoksidasi NADPH (disediakan oleh
jalur metabolisme pentose fosfat dalam sitosol)
menjadi NADP*, dua elektron digunakan untuk
mereduksi Oz menjadi  superoksid pada
permukaan ekstraselular memlbran.'¢

Enzim NADPH oksidase merupakan
kompleks molekul yang terikat memibran,
mengandung FAD (flavin adenin dinucleotide)
dan sitokrom b558, bagian yang berperan
mereduksi O2 menjadi O2¢.  Sitokrom b558
merupakan suatu dimer, terdiri dari subunit B
(gp?iPhox) dan subunit a (p22ehex). Subunit B
mengandung FAD dan dua heme. Pada
netrofil, 30% sitokrom ©b558 terdapat pada
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membran  plasma dan sisanya  pada
sitoplasma dalam granula khusus, yang dapat
mensuplai sitokrom b558 ke membran plasma
saat aktivasi dari respiratory burst.  Aktivasi
NADPH oksidase membutuhkan  protein
sitosolik, misalnya pada netrofil p47rhox, pé7ehox
dan mungkin p40rhex, Protein-protein ini berada
pada membran dan membantu akfivasi
enzim. '¢

Enzim NADPH oksidase merupakan
kompleks molekul yang terikat membran,
mengandung FAD (flavin adenin dinucleotide)
dan sitokrom b558, bagian yang berperan
mereduksi Oz menjadi O2¢.  Sitokrom b558
merupakan suatu dimer, terdiri dari subunit B
(gp?Phex) dan subunit a (p22rhex). Subunit B
mengandung FAD dan dua heme. Pada
netrofil, 30% sitokrom ©b558 terdapat pada
membran  plasma dan  sisanya  pada
sitoplasma dalam granula khusus, yang dapat
mensuplai sitokrom b558 ke membran plasma
saat aktivasi dari respiratory burst.  Akfivasi
NADPH oksidase membutuhkan protein
sitosolik, misalnya pada netrofil p47rhox, pb7ehox

dan mungkin p40rhex, Protein-protein ini berada
pada membran dan membantu aktivasi
enzim. 16

NADPH oksidase juga mengandung
protein G famili rac, yang berfungsi pada
fransduksi signal yang mengaktitkan enzim ini.
Jalur transduksi signal yang menyebabkan
aktivasi enzim oksidase ini oleh stimuli
fisiologikal  terdiri  dari, reseptor-reseptor
membran, protein G, fosfolipase C
(fosfatidilinositol spesifik) dan protein kinase C
(PKC). Hidrolisis fosfatidilinositol 4,5 difosfat
menghasilkan inositol 1,2,5 frifosfat (IPs) dan
diasil gliserol. (DAG). IPs memasuki sitoplasma
dan meningkatkan Ca?* bebas infraselular,
sedangkan DAG berperan mengaktitkan PKC,
menyebabkan fosforilasi  berbagai  protein,
termasuk p47rhox  Fosforilasi ini meningkatkan
franslokasi  elektron ke membran dan
menyebabkan aktifnya enzim. Jadi, NADPH
oksidase menjadi akfif bila terdapat translokasi
elektron dari molekul sitosolik p#4, p¢ dan
protein G, ke kompleks molekul sitokrom b588
pada membran. 3.1¢
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Gambar 2. Sumber metabolik & enzimatik superoksid vaskuler.'3

Istirahat

Gambar 3. Aktivasi NADPH oksidase 16

dalam jumlah kecil pada kondisi basal. Akan
tetapi, NADPH oksidase akan memproduksi
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ROS dalam jumlah besar bila merespon stimuli
growth factor (PDGF, platelet-derived growth
factor), produk-produk bakterial seperti LPS
(liposakarida) dan lipoprotein, atau oleh stimuli
sitokin seperti interferon-y (IFN-y), interleukin-13
(IL-1B). fumor necrosis factor (TNF-a) atau IL-8.
Faktor-faktor lain juga dapat menginduksi
aktivitas NADPH oksidase diantaranya, faktor
hemodinamik, perubahan metabolik, frombin,
angitensin I, dan beberapa hormon.3

Beberapa peneliti menyebut subunit
katalitik NADPH oksidase sebagai protein Nox.
Komponen protein (Nox) NADPH oksidase
pada sel-sel vaskuler berbeda-beda. Fibroblast
dan endoftel seperti pada fagosit
mengandung MRNA unfuk gp91phox, p22phox,
p47ehox, and pé7ehex, sedangkan pada SMC
fidak ada gp9?1rhex dan gpé7rhox, Sebagai
gantinya, sel-sel ini mengandung protfein
homolog gp?1rhex.  Noxl1, -4, dan -5 telah
diidentifikasi pada sel-sel vaskuler. Endotel
mengekspresikan sangat sedikit Nox1, agak
banyak Nox2, dan banyak Nox4. Sebaliknya,
SMC terutama mengekspresikan Nox4 dan
sedikit Nox1, sedang Nox2 hampir tidak
ditemui. Pada pembuluh tertentu ekspresi Nox
berbeda, Nox2 relatif banyak pada SMC aorta
manusia. Selain itu kini diketahui bahwa NoxI1
dan Nox4 ferletak pada kompartemen sel
yang berbeda.!”

Xantin oksidase

Xantin oksidase (XO) adalah anggota
famili molibdoenzim yang mengkatalisis tahap
akhir degradasi  purin, yaitu fransformasi
hipoxantin dan xantin menjadi asam urat.
Reaksi XO juga menghasilkan produk samping
berupa ROS, yaitu radikal superoksid, yang

kemudian diubah
peroksida.'819

Xantin - oksidase merupakan isoform
Xantin oksidoreduktase (XOR). Terdapat dua
isoform XOR yaitu xantin dehidrogenase (XDH)
dan xantin oksidase (XO), masing-masing
menggunakan  asepfor  elekiron  yang
berbeda. XDH menggunakan NAD* sebagai
aseptor elekfron dari hipoxantin dan xantin,
menghasilkan  NADH dan  asam  urat.
Sebaliknya XO menggunakan oksigen sebagai
penerima elektron dari substrat yang sama,
menghasilkan radikal superoksid dan hidrogen
peroksida. Karenanya, rasio XO terhadap XDH
dalam sel menentukan jumlah ROS yang
diproduksi enzim ini.

Enzim XOR merupakan suatu homodimer
yang masing-masing ferdiri  dari, subunit
katalitik indipenden dengan berat molekul
mendekati 150 kDa, memiliki satu gugus
molibdenum, dua gugus iron-sulfur, dan satu
FAD. Tiap-tiap subunit terorganisasi menjadi
figa domain yaitu, 1) domain N-terminal (asam
amino 1-165) mengandung gugus iron-sulfur, 2)
domain intermediet (asam amino 226 - 531)
mengandung FAD, dan 3) domain C-terminal
(asam amino 590-1332) merupakan domain
terbesar yang mengandung molibdenum.?!

XDH dapat berubah menjadi XO secara
nonreversibel karena serangan profeolitik
(tripsin, khimotripsin, atau pankreatin), atau
secara reversibel karena oksidasi gugus fiol
pada Cys535 and Cys?92 (misalnya karena
penyimpanan pada at —20°C, inkubasi pada
37°C, paparan terhadap bahan mengandung
sulfidril atau kondisi anaerobik). Stimuli yang
menyebabkan perubahan XDH menjadi XO
diantaranya TNF-a dan peroksinitrit.32!

menjadi hidrogen
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Gambar 4. Produksi asam urat disertai produksi ROS 20
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Penelitian  biokimia, molekular dan
farmakologi menunjukkan XOR merupakan
sumber ROS pada sistem kardiovaskular.?!
Namun demikian, masih menjadi perdebatan,
apakah  XDH  diekspresikan.  Studi-studi
histokimia pada jaringan manusia yang normal
tidak dapat menunjukkan adanya ekspresi
XDH pada sel-sel endotelial atau jaringan
kardiovaskuler yang lain. Sebaliknya bisa
ditunjukkan bahwa XO dapat menghasilkan
ROS yang mempengaruhi fungsi patologik
endofel manusia. XO ditemukan pada sel-sel
plasma dan endothelial, tetapi tidak
ditemukan pada SMC.

Stimulasi ekspresi XO dapat disebabkan
oleh sitokin-sitokin inflamatorik atau oleh stimuli
lain. Misalnya Sohn dkk. Telah menunjukkan
bahwa hipoksia menginduksi  akfivitas XO
pada human umbilical vein endothelial cells.
Ada konsep menarik yang menyebutkan
bahwa XO pada endotel berasal dari organ
lain, dan XO mungkin diambil oleh endotel
melalui  heparin  binding  sites.  Tanpa
memperhatikan dari mana asalnya, yang jelas
akfivitas vaskuler XO berbanding terbalik
dengan fungsi endotel pada pasien gagal
jantung dan aterosklerosis.

Telah lebih dari 35 tahun berlalu sejak
ditemukan, XOR dianggap sebagai sumber
ROS pada iskemia/injuri reperfusi. Sejak itu,
berbagai penyakit inflamatori dihubungkan
dengan peningkatan XOR dan pembentukan
ROS. Hal ini memperkuat pendapat bahwa
adanya peningkatan  XOR  berarti  akan
menyebabkan memburuknya kondisi - klinis.
Tetapi,  bukfi-bukti  terbaru  mengubah
paradigma  fersebut, dengan  adanya
penjelasan tentang kapasitas XOR sebagai
reduktase nitrat/nitrit, diduga XOR bermanfaat
sebagai  sumber  NO pada kondisi
iskemia/hipoksia/asidik, ini  sama  halnya
dengan membatasi kapasitas fungsional NO
sintase. Dalam artikelnya Cantu-Medellin dkk
(2013) mendefinisikan kembali dogma yang
ada dan menyampaikan hal baru bahwa XOR
bukan memberi dampak negatif, melainkan
merupakan komponen penting dari
pemeliharaan homeostasis.?2

Uncoupled endothelial Nitric Oxide Synthase

Kontributor ketiga sumber ROS vaskuler
adalah  enzm NOS vyang fidak terakit
(uncouple endothelial nitric oxide synthase).
NOS, adalah enzim yang berperan pada
pembentukan NO (nitric oxide), Enzim NOS
memiliki tiga isoform yaitu, NOS1 (neural NOS),
NOS2 (inducible NOS, iNOS), dan NOS3
(endothelial  NOS, eNOS§). Pada dinding
vaskuler, NO diproduksi oleh endothelium
melalui  ekspresi  konstitutif  eNOS, yang
diakfifkan shear-sfress dan stimulasi agonis
seperti bradikini dan asetilkholin.2

Pada kondisi fisiologik, NOS mengkatalisis
perubahan arginin menjadi sifrulin dan NO,
menggunakan  kofaktor  Ca?*/calmodulin,
NADPH, FAD, FMN (flavin mononukleotid), dan
5.6,7 8-tetrahydrobiopterin  (BH4). Mekanisme
katalitik NOS melibatkan fransport elektron
yang dimediasi oleh flavin dari gugus C-
terminal (terikat NADPH) ke heme, yang
kemudian mereduksi oksigen dan berikatan
dengan gugus guanidin  pada L-arginin,
menghasilkan NO dan L-citrulline. 2324 Bila enzim
ini kekurangan BH4, eNOS fidak terakit secara
normal (uncoupled), aliran elekfron dari
domain reduktase ke heme cenderung
menuju ke molekul oksigen dari pada ke L-
arginin, sehingga diproduksi radikal superoksid.
Perlu diingat bahwa uncoupled eNOS tidak
terjadi secara keseluruhan, artinya tetap ada
eNOS yang menghasilkan NO. Sehingga pada
kondisi kekurangan BH4, eNOS memproduksi
superoksid dan NO. Selanjutnya, superoksid
mudah bereaksi dengan NO membentuk
peroxynifrite (ONOO-suatu RNS, reactfive
nitrogen species) yang memiliki efek merusak
melalui mekanisme oksidasi, nifrasasi  dan
nitrosasi.24 25

Kadar BH4 jaringan ditentukan oleh
keseimbangan antara produksi dan
degradasinya. BH4 disintesis dari GTP (guanosin
friphosphat) melalui jalur de novo oleh enzim
S-triphosphate (GTP) cyclohydrolase | (GTPCH
[). Alternatifnya, sintesis BH4 dapat terjadi
melalui jalur salvage, yang menggunakan BH2
sebagai substrat. Karenanya, berkurangnya
aktivitas GTPCH | menghasilkan penurunan
kadar BH4 dalam jaringan.2s

Gambar 6  menunjukkan  skema
hipotetikal peran eNOS pada aterogenesis.
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Pada kondisi fisiologik, kadar BH4 optimal untuk
akfivitas  katalitk  eNOS, dan akfivasinya
menghasilkan NO dan L-citrulline. NO yang
dihasilkan eNOS berfungsi sebagai molekul
anti-aterogenik. Pada hiperkolesterolemia dan
aterosklerosis, stres oksidatif meningkat, kadar

BH4 dalam jaringan menurun. Kekurangan BH4
ini menyebabkan tidak terakitnya eNOS
sehingga lebih banyak dihasilkan superoksid
dari pada NO. Selanjutnya superoksid,
peroksinitrit dan H202 menyebabkan kerusakan
endotel dan berperan pada aterosklerosis.?

GTP
GTP siklohidrolase | (GTPCH 1)

Dihidronopterin
trifosfat

BH4

Dihidrofolat reduktase
Dihidropteridin

reduktase (DHPR) 7,8-Dihidrobiopterin (BH2)

Sepiapterin reduktase

Quinonoid BH2

Sepiapterin

Gambar 6. Skema biosintesis BH4.2¢
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Gambar 7. Skema hipotetikal peran eNOS pada aterogenesis.?
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Gambar 8. Efek produk-produk COX pada produksi ROS. 28
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Gambar 9. Fosforilasi oksidatif dan produksi ROS dalam mitokondria.6

Siklooksigenase dan Lipoksigenase

ROS juga dihasikan dari metabolisme
oksidatif pemecahan asam arakidonat (AA),
melalui  jalur metabolisme siklooksigenase
(COX) dan Lipoksigenase (LOX). Asam
arakidonat  dihasikan  dari  pemecahan
fosfolipid membran sel oleh enzim
phospholipase A2 (PLA2), AA kemudian
dimetabolisme oleh 5-ipoksigenase (5-LO)
oleh adanya protein FLAP menghasilkan
leukotrien (LTs). AA juga dimetabolisme oleh
COX menghasilkan mediator-mediator
inflamatori prostaglandin (PGs).28 Akhir-akhir ini,
bukti-bukti yang berkembang menunjukkan
bahwa pembentukan metabolit-metabolit AA
(terkait akfivitas LOX dan COX) dapat
menginduksi  pembentukan ROS dengan
menstimuli NADPH oxidase (NOX) dan diduga
ada koneksi signaling antara  metabolit-
metabolit LOX/COX dengan NOX.28 Pada
gambar 8 ditunjukkan Efek produk-produk
COX pada produksi ROS. 28 Berbagai jenis
prostanoid memodulasi produksi ROS melalui
peningkatan aktivitas NADPH oksidase. Selain
itu, aktivitas COX dapat memproduksi ROS.

Rantai Respirasi Mitokondrial.

Dalam mitokondria, ROS  diproduksi
sebagai  produk  samping yang @ tak
ternindarkan pada proses fosforilasi oksidasi
akibat terlepasnya secara dini electron selama
proses pengangkutannya ke molekul oksigen.
Diperkirakan terdapat 0,1% - 1% elekiron
terlepas secara prematur sehingga terbentuk
ROCS.

Mitokondria  berperan  menyediakan
energi (ATP) bagi sel melalui mekanisme
fosforilasi  oksidatif (pembentukan ATP dari
fosforilasi ADP). Energi yang digunakan pada
fosforilasi  oksidafif berasal dari  rantai
pengangkutan elektron (electron transport
chain, ETC) atau disebut juga rantai respirasi).
Pada rantai respirasi, elektron ditransfer dari

NADH atau FADH2 (dihasilkan oleh siklus Krebs)
ke molekul oksigen, dan menyebabkan reduksi
oksigen (oksigen sebagai aseptor elektron
tahap akhir) menjadi H20 (reduksi sempurna
membutuhkan 4 elekiron).

Rantai pengangkutan elektron
melibatkan molekul-molekul pembawa
elektron yang terletak pada membran dalam
mitokondria  meliputi, molekul kompleks |
(NADH-ubiquinon oksidoreduktase), kompleks
I (suksinat-ubiquinon oksidoreduktase),
kompleks Il (ubiquinol-sitokrom C reduktase),
dan kompleks IV (sitokrom C oksidase). Kira-kira
98% elektron yang ditransfer oleh molekul-
molekul karier tersebut digunakan untuk
fosforilasi ADP menghasilkan ATP. Terdapat 1%
-2%  elektron  tercecer  (sumber lain
menyebutkan 0,1% — 1%) sehingga dihasilkan
intermediet radikal bebas (ROS)."

Urutan donasi elekiron dari NADH/FADH2
ke oksigen pada rantai respirasi dapat
menghasilkan ROS sebagai infermediatnya.
Donasi satu elektron ke molekul oksigen
menghasilkan radikal superoksid (Oz2*-). Donasi
elektron kedua menghasilkan H2O2. Donasi
elektron ketiga seperti yang terjadi pada reaksi
Fenton (Fe?* + HxO2 > Fe¥ + *OH + OH)
menghasilkan  radikal hidroksil  (*OH) yang
sangat reaktif. Donasi  elekfron keempat
menghasilkan H20.  Selain itu dapat juga
ferbentuk oksigen singlet ('0O.), suatu bentuk
molekul oksigen yang sangat pendek
umurnya, elektron terluarnya berpindah ke
fingkatan energi yang lebih tinggi. Oksigen
singlet dapat dibentuk oleh berbagai
mekanisme misalnya melalui reaksi Haber-
Weiss (H202 + O2*- > *OH + OH- + '02).2? Pada
organ dan jaringan lain (selain vaskuler), rantai
respirasi pada mitokondria merupakan sumber
utama spesies radikal dan H20,. Diperkirakan
antara 1% - 2% oksigen yang bereaksi fidak
direduksi  secara sempurna sehingga
menghasilkan radikal.24
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Pada dinding vaskuler, konfribusi yang
pasti dari ROS mitokondrial pada total produksi
ROS, masih belum jelas. Sebagian dari problem
ini berkaitan dengan kenyataan belum
ditemukannya antagonis  yang  spesifik.
Misalnya rotfenon yang sering digunakan untuk
menghambat produksi radikal mitokondrial
ternyata mempunyai efek yang sebaliknya.
Selain ifu, inhibisi fungsi mitokondria dapat
secara dramatis mengubah aspek
metabolisme sel yang lain, sehingga hasil dari
suatu intervensi sulit diinterpretasikan.

Diagram skematik fosforilasi oksidatif dan
produksi ROS dalam mitokondria ditunjukkan
pada Gambar 8. Pada diagram membran
dalam mitokondria menunjukkan komponen-
komponen kunci rantai  pengangkutan
electron (electron transport chain, ETC), dan
kanal serta transporter. NADH dan FADH yang
diproduksi dari Siklus Krebs (Tricarboxylic acids,
TCA) memberikan electron pada ETC di
sepanjang membrane dalom mitokondria.
Elekfron mengalir melewati ETC dengan urutan
sebagai berikut: Kompleks | dan Il - Koenzim Q
[Q]=> Kompleks llI--2 Sitokrom C [Cyt C]>
kompleks IV=> O, pada saat ini terjadi reaksi
redoks yang mendorong H+ melintasi
membrane dalam, menghasilkan gradient
proton dan potensial membrane mitokondria
bermuatan negative. Energi bebas yang
tersimpan dalom gradient proton kemudian
mendorong H+ menuju ATP Sintase (Kompleks
V), mengubah ADP menjadi ATP. Diperkirakan
0.1% — 1% electron terlepas secara prematur
yaitu pada Kompleks |, Il, atau Il menghasilkan
terbentuknya superoxide (O2°-).6

Sel-sel vaskuler fagositik seperti netrofil,
monosit/makrofag merupakan sumber utama
ROS vaskuler. Sumber-sumber ROS vaskuler
utama meliputi, NADPH oksidase, xantin
oksidase, eNOS, lipoksigenase, siklooksigenase
dan sistem franspor elektron mitokondrial.
Adanya jejas/stimuli vaskuler akan menstimuli
produksi ROS dalam jumlah yang besar dari sel-
sel tersebut.

Infeksi mikroorganisme (bakteri, virus,
jamur, parasit, dan lain-lain) akan menginduksi
respon inflamasi vaskuler yang menghasilkan
peningkatan produksi ROS yang masif dan
menyebabkan kerusakan vaskuler. Prevalensi
penyakit infeksi di Indonesia cukup tinggi,
barangkali ini  berkorelasi posifif dengan
prevalensi penyakit kardiovaskuler, diperlukan
penelitian-penelitian  lebih  lanjut  unfuk
mengungkap hal ini. Selain itu, Semakin
difahaminya peran oksidan/ROS, membuka
peluang untuk mengembangkan penelitian
untuk pencegahan dan terapi penyakit
kardiovaskuler berbasis antioksidan.
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