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Menghambat Proses Kematian Sel Neuron Pada Model Rattus Norvegicus Yang Dilakukan
Middle Cerebral Artery Oclussion (MCAO)”. Disertasi ini kami harapkan dapat menjadi
sebuah dasar bagi pengembangan dan pendekatan terapi adjuvant stroke iskemik akut.

Teh hijau adalah minuman yang relatif murah dan mudah untuk dikonsumsi sehari-
hari. Teh sendiri adalah minuman yang paling populer di dunia. Pada survey yang
dilakukan di Jepang didapatkan bahwa orang yang mengkonsumsi teh hijau lebih kecil
kemungkinan terkena stroke iskemik akut dan apabila terkena serangan stroke, maka
memiliki disabilitas yang lebih baik. Pada penelitian ini, kami melakukan pendekatan teh
hijau sebagai terapi tambahan stroke iskemik akut dengan melihat marker-marker kematian
sel melalui proses apoptosis dan nekroptosis. Kami juga melihat marker yang diproduksi
sebagai reaksi stres oksidatif yang terjadi oleh kondisi iskemia.

Penelitian ini dapat terlaksana tentu bukan oleh kekuatan penulis, namun oleh
karena pertolongan banyak pihak yang telah membantu penulis baik secara langsung
maupun tidak langsung membantu penulis dari sejak mulai melaksanakan pendidikan,
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diperlukan dalam penelitian ini, membantu dalam membuat konsep metode yang akan
dilaksanakan, saat melaksanakan penelitian, saat mengkompilasi hasil penelitian dan saat
membuat laporan disertasi ini, sehingga dengan kerendahan hati kami mengucapkan terima

kasih kepada:

1. Allah SWT vyang telah memberikan petunjuk dan kemudahan dalam
melaksanakan penelitian ini.
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RINGKASAN

Penghambatan Proses Kematian Sel Neuron Menggunakan Camillia sinensis
dengan bahan aktif EGCG pada Rattus norvegicus Model Stroke Iskemik
Akut

Stroke merupakan penyebab kematian kedua di dunia dan menyebabkan
kematian 5,7 juta jiwa pada tahun 2005. Kebanyakan pasien stroke akan memiliki
disabilitas sisa, walaupun sekitar 50-70% kembali independence secara secara
fungsional. Terapi standar stroke iskemik akut saat ini adalah adalah trombolisis,
namun hanya sekitar 2-8.5% pasien stroke yang dapat dilakukan trombolisis di
Amerika dan di dunia yang dilakukan trombolisis masih kurang dari 2%. Selama
periode 1995-2015 telah terdapat 430 kandidat terapi stroke yang terbagi atas dua
kategori yaitu agen trombolisis dan neuroprotektan.

Stroke akut akan terjadi penurunan aliran darah sehingga menyebabkan
penurunan jumlah Adenosine triphosphate (ATP) yang diproduksi, hal ini akan
menyebabkan terjadinya asidosis laktat dan akan menyebabkan hilangnya
homeostasis ion pada sel neuron. Gangguan homeostasis ion ini akan menyebabkan
kalsium dan Adenosine diphosphate (ADP) yang tinggi di dalam sel yang akan
menstimulasi Reactive oxygen species (ROS) mitokondria dan sumber radikal
bebas lain.

Protein HO-1 adalah Heme oxygenase yang dapat diinduksi oleh berbagai
macam stimulus antara lain infeksi, logam berat, radiasi, demam, sitokin pro-
inflamasi dan ox-LDL. High mobility group protein-1 (HMGB-1) adalah faktor
nuklear dan protein yang terikat protein, yang merupakan penanda stres pada sel.
Beberapa studi menunjukkan bahwa HMGB-1 memiliki kapabilitas sebagali
komponen pro-inflamasi yang merangsang produksi faktor inflamasi dan memiliki
peran utama pada sepsis dan inflamasi yang disebabkan oleh Iskemia. TNFR1
adalah reseptor utama untuk transduksi signal dari  TNF-a yang akan
menyebabkan terjadinya nekrosis sel. Nekroptosis adalah mekanisme kematian sel
yang dapat merangsang mekanisme inflamasi pada sistem imun. Inti dari proses
nekroptosis memerlukan aktivasi dari Receptor interacting serine/threonine kinase
(RIP3) dan juga aktivasi pseudokinase mixed lineage kinase-like (MLKL). RIP3
dapat diaktifkan oleh berbagai macam rangsangan terutama oleh TNF-a yang akan
menginduksi terjadinya nekroptosis. Proses kematian sel akibat iskemia juga dapat
melalui proses apoptosis dengan Caspase-3 sebagai mediator kunci. Protein BCL-
2 adalah regulator utama permeabilitas mitokondria dan pelepasan molekul
proapoptosis.

Teh hijau (Camellia sinensis) adalah minuman yang paling banyak
dikonsumsi di dunia dan merupakan sumber polyphenol yang dikenal sebagai
cathechin termasuk diantaranya adalah epigallocathechin-3-gallate (EGCG) yang
merupakan 63% dari total cathechin. Sebuah meta-analisis menunjukkan bahwa
individu yang mengkonsumsi > 3 cangkir sehari memiliki risiko 21% lebih rendah

X
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untuk mendapatkan serangan stroke dibandingkan yang mengkonsumsi < 1 cangkir
teh sehari. Didapatkan banyak penelitian pada model binatang yang menunjukkan
bahwa pemberian EGCG pada jaringan otak yang mengalami iskemia-reperfusi
akan menurunkan perluasan iskemia. EGCG juga merupakan scavenger radikal
bebas yang kuat dan dapat menjaga sel neuron dari kerusakan oksidatif yang di
induksi oleh prooksidan. Pada beberapa model binatang, EGCG akan
meningkatkan fungsi mitokondria dan  menurunkan stres oksidatif pada
perlemakan hati atau obesitas yang di induksi oleh diet.

Jenis penelitian ini adalah pre- post test design true experimental yang
dilakukan dengan menggunakan Rattus norvegicus jantan usia 4 bulan dengan berat
badan 200-275 gram yang di lakukan oklusi MCA dan diberikan intervensi
menggunakan EGCG dan ekstrak teh hijau. Sebelum dibuat model, subjek di
periksa klinis nya dengan pemeriksaan Ladder Rung dan Y-Maze. Model Middle
Cerebral Arteri Occlusion (MCAO) dilakukan dengan cara dilakukan klem pada
arteri karotis interna kanan menggunakan klem bulldog selama 180 menit. Setelah
dibuat model MCAO selanjutnya secara random subjek dibagi menjadi 5 (lima)
kelompok yaitu kelompok kontrol, EGCG 10 mg/kgBB, EGCG 20 mg/KgBB,
EGCG 30 mg/kgBB dan ekstrak teh hijau dengan label Meditea. Intervensi
diberikan selama 7 hari dan sebelum subjek dikorbankan, dilakukan pemeriksaan
Ladder Rung dan Y-Maze. Subjek kemudian diambil darahnya untuk pemeriksaan
HMGB1 dan dikorbankan serta diambil sediaan jaringan otaknya untuk
pemeriksaan imuno histokimia (IHC).

Hasil pemeriksaan pada subjek didapatkan penurunan ekspresi HO-1 pada
kelompok intervensi, tidak didapatkan pengaruh intervensi terhadap kadar
HMGB1, penurunan ekspresi TNFR1 dan RIP3, peningkatan ekspresi BCL-2,
serta penurunan ekspresi Caspase-3. Tidak didapatkan pengaruh intervensi pada
pemeriksaan Ladder-Rung hari ke-7 dan didapatkan pengaruh terhadap skor Y-
Maze pada kelompok yang mendapatkan ekstrak teh hijau.

Xi
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SUMMARY

Inhibition of Neuronal death using Camillia sinensis with it active compound
EGCG in Rattus norvegicus Acute Ischemic stroke Model

Stroke is the second leading death in the world dan cause of 5,7 Million
death at 2005. Most of stroke patiens have residual disability, even 50-70% of
stroke patiens will regain to functionally dependent. Standart acute stroke treatment
is thrombolysis, but only 2-8,5% acute stroke patient receive this treatment in US
and less than 2% in the world. There are 430 candidate for stroke treatment around
1995-2015 and divide to two category thrombolysis and neuroprotectant.

During acute ischemic stroke there is decrease in cerebral perfusion that will
decrease Adenosine triphosphate (ATP) product. This will cause lactic acidosis and
lost of ion homeostasis in neuronal cells. lon homeostasis disfunction will cause
high of Adenosine diphosphate (ADP) level in the cells and stimulate production
of mitochondrial Reactive oxygen species (ROS) and other free radicals.

Heme oxygenase-1 (HO-1) is heme oxygenase induced by many kind of
stimuli like infection, heavy metals, radiation, fever, pro inflammatory cytokine and
ox-LDL. High mobility group protein-1 (HMGBL1) is nuclear factors and binding
protein as stress marker in the cells. Some study shows that HMGB1 have capability
as pro inflammatory component ang trigger inflammatory product and have
important role in sepsis and inflammation caused by ischemia. TNFR1 is main
receptors for signal transduction from TNF-a that will trigger cellular necrotic.
Necroptosis is cell death mechanism that will trigger inflammation and immune
system. The principle of necroptosis need activation of Receptor interacting
serine/threonine kinase (RIP3) and pseudokinase mixed lineage kinase-like
(MLKL). RIP3 can be activated with many trigger especially TNF-a that will
induce necroptosis. Mechanism of cellular death after ischemia can also be through
apoptosis with Caspase-3 as key mediator. BCL-2 is main regulator of
mitochondrial and proapotosis molekules.

Green tea Camellia sinensis) is main consumed beverage in the world and
main source of polyphenol knows as cathechin including epigallocathechin-3-
gallate (EGCG) that consist of 63% total cathechin. A metaanalysis shows that
people who consume more than 3 cups of tea every day have 21% lower risk of
ischemic stroke compared to people who consume less than a cup of tea every day.
There are many study in animal models shows that intervention using EGCG in the
brain tissue after ischemic reperfussion insult will decrease ischemic brain tissue.
EGCG also a strong scavenger of free radicals that will protect neuron from
oxidative damage induced by pro-oxidant. Studi using animal models shows that
EGCG will improve mitochondrial function and decrease oxidative stress in fatty
liver or diet induced obesity.

This study is pre- post test true experimental design in male Rattus
norvegicus 4 month old with body weight 200-275 gram perform Middle Cerebral
Arteri Occlusion (MCAOQ) and intervention using ECGC and green tea extract.
Subject examine ladder rung and Y-Maze before performing MCAO models.
MCAO model using bulldog klem in internal carotic artery for 180 minutes and
after models was establish subject will randomly allocated in to five groups, control,
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EGCG 10 mg/kgBw, EGCG 20 mg/KgBW, EGCG 30 mg/KgBw and green tea
extract with label Meditea. Intervention is perform for 7 daysand before subject
were sacrifice, ladder rung and Y-Maze is examined for all subject. Subject then
take its blood for HMGB1 examination and sacrifice then take its brain tissue for
immunohistochemistry (IHC) examination.

There are decrease in HO-1 expression in intervention groups, no effect on
HMGBL1 in intervention groups, decrease in TNFR1 and RIP3 expression, increase
of BCL-2 expression and decrease in Caspase-3 expression. There is no effect in
ladder rung on 71" day examination and there is improvement in Y-Maze score in
extract green tea groups.
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ABSTRACT

INHIBITION OF NEURONAL CELL DEATH USING Camillia sinensis WITH
ITS ACTIVE COMPOUND EGCG IN Rattus norvegicus ACUTE ISCHEMIC
STROKE MODEL

Background: Stroke is the most prevalent neurological disorders in the world.
During ischemic stroke there is increasing oxidative stres that will cause cell death
through apoptosis and necroptosis pathways.

Methods: We perform in vivo study using male Rattus Novergicus within 5 groups,
control MCAO, EGCG 10 mg/kgBB, EGCG 20 mg/kgBB, EGCG 30 mg/kgBB,
and extract green tea 30 mg/kgBB. Before performing MCAO models all study
subject examine for Ladder Rung, and Y-Maze. We perform MCAO model using
clamping carotid artery for 180 minutes. All groups are treated for 7 days and at
day 7" we perform ladder rung and Y maze examination before research subject is
sacrifice and examine HMGBL1 using ELISA methods, and IHC for HO-1, TNFR1,
RIP3, BCL-2 and Caspase-3.

Result: There is significant different in all intervention group compared to control
group on HO-1 (p<0,05). There is no significant different in all groups compared
to control group in HMGBL. There is also significant different in all intervention
group started at EGCG 20 mg/kgBW compared to control group on TNFR1
(p<0,05), significant different for RIP3 started at EGCG 20 mg/kgBW and extract
green tea group (p<0,05), BCL-2 for all intervention group (p<0,05), Caspase-3 at
EGCG 30mg/kgBW (p=0,004) and green tea extract group (p=0,019). There are no
significant different on ladder rung at days 7" for all groups. There is also
significant different in Y-Maze Score at green tea extract groups (p=0,048). There
is significant correlation between HO-1 and BCL-2 (r=-0,655; p=0,000), BCL-2
and Caspase-3 (r=-0,5 ; p=0,000), Caspase-3 and Y-Maze (r=0,332; p=0,001),
TNFRI1 and RIP3 (r = 0,551; p=0,000) and we didn’t find correlation between
HMGB1 and TNFR1 (r=0,029; p=0,838), RIP3 and Y-Maze (r=0,18; p=0,167).
Conclusion: Green tea with its active coumpound EGCG can inhibit neuronal cell
death through apoptosis and necroptosis pathways in MCAO models.

Key words: MCAO, Camelia sinensis, extract green tea, EGCG, HO-1, TNFR1,
RIP3, BCL-2, Caspase-3, Ladder Rung, Y-Maze
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