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RINGKASAN

PENGARUH PEMBERIAN ERITROPOIETIN TERHADAP
EKSPRESI mRNA RESEPTOR MELANOKORTIN-4 (MC4R) PADA
DORSAL STRIATUM MENCIT STROKE HEMORAGI

Indira Milenia Syafitri

Stroke hemoragik menjadi penyebab kematian nomor dua dan disabilitas nomor
tiga di dunia. Stroke hemoragik terjadi karena pecahnya pembuluh darah di otak.
Adanya perdarahan di otak mengakibatkan cedera otak dengan dua mekanisme yakni
first injury dan second injury. First injury terjadi karena adanya akumulasi darah
sehingga merubah anatomi normal otak dan terjadi peningkatan tekanan intrakranial.
Second injury terjadi ketika darah mulai terdegradasi lalu merilis agen yang bersifat
neurotoksik. Selain merilis komponen neurotoksik, second injury terjadi karena
mediator proinflamsi yang meningkat kemudian menyebabkan edema pada otak. Salah
satu bagian otak yang terdampak dari adanya stroke hemoragik adalah dorsal striatum.
Dorsal striatum bertanggung jawab untuk mengendalikan fungsi motorik maupun
sensorik. Ketika dorsal striatum mengalami cedera maka akan berdampak terhadap
kemampuan motorik maupun sensoriknya. Selain itu, pada dorsal striatum ditemukan
MC4R. MC4R merupakan reseptor dari sistem melanokortin yang salah satu ligannya
adalah o-MSH. Pada suatu penelitian disebutkan bahwa neuron POMC pada
hipotalamus yang merilis a-MSH ke dorsal striatum juga mengekspresikan EPOR.
Dengan demikian, maka penelitian ini bertujuan untuk mengetahui efek pemberian EPO
rekombinan (rHuEPO) terhadap fungsi motorik, sensorik, dan ekspresi MC4R pada
bagian dorsal striatum hewan coba yang mengalami stroke hemoragik.

Pada penelitian ini digunakan 5 kelompok hewan coba berupa mencit ddY yang
dibagi menjadi kelompok sham, stroke, dan kelompok treatment rHuEPO 1.000
IU/kgBB, 5.000 [U/kgBB, dan 10.000 1U/kgBB. Induksi stroke hemoragik dilakukan
dengan menginjeksikan 25 pL autologous whole blood secara i.c.v. Pemberian rHUEPO
dilakukan sebanyak 7 kali. Pemberian pertama yaitu 2 jam pasca induksi stroke
kemudian dilanjutkan pemberian berikutnya sekali dalam sehari selama 6 hari berturut-
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turut. Fungsi motorik dan sensorik dievaluasi pada sehari sebelum, hari ke-1, ke-3, ke-7,
dan ke-14 pasca induksi stroke. Metode yang digunakan untuk mengukur fungsi
motorik yakni menggunakan ladder rung walking test. Sementara itu, fungsi sensorik
dievaluasi menggunakan metode adhesive removal tape test. Hasil pengukuran fungsi
motorik digambarkan dengan % error score dan hasil pengukuran fungsi sensorik akan
diperoleh data fime to touch dan time to remove. Data yang diperoleh pada pengukuran
fungsi motorik maupun fungsi sensorik dianalisis mengunakan two-way ANOVA.
Kemudian pada hari ke-14, mencit di-sacrifice dan diambil bagian dorsal striatumnya
untuk dilakukan analisis qPCR. Ekspresi mRNA MC4R dianalisis menggunakan one-
way ANOVA.

Hasil penelitian menunjukkan adanya defisit fungsi motorik di hari pertama pada
kelompok stroke (p<0,00001 stroke vs sham). Kemudian terjadi perbaikan yang terjadi
secara alamiah pada kelompok stroke hingga pada hari ke-14 menunjukkan fungsi
motoriknya mendekati kelompok sham. Pada kelompok stroke yang memperoleh
treatment tHUEPO berbagai dosis, defisit fungsi motorik yang terjadi tidak sebesar pada
kelompok stroke. Namun secara statistika tidak terdapat perbedaan yang signifikan
anatara kelompok stroke tanpa freatment dibandingkan kelompok stroke yang
mendapatkan treatment tHUEPO. Sedangkan pada pengujian fungsi sensorik diperoleh
hasil yang cukup fluktuatif. Hal ini diduga karena defisit fungsi sensorik pada model
stroke hemoragik pada penelitian ini mengalami cedera multilateral. Terkait dengan
ekspresi MC4R, tidak terdapat perbedaan ekspresi mRNA MC4R antara kelompok

stroke tanpa treatment dan kelompok stroke dengan treatment tHuEPO.
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ABSTRAK

The Effect of Erythropoietin on MC4R mRNA Expression at Haemorrhage Stroke
Mice

Indira Milenia Syafitri

Haemorrhage stroke is the second leading cause of mortality and third cause of
disability worldwide. Stroke haemorrhage is caused by microvascular or macrovascular
rupture in the brain so that contributes to neuronal injury through neurotoxic and free
radical compounds from blood residu. One part of the brain that is responsible for
sensory and motor functions is the dorsal striatum. In this area, found a-msh that
projected from the hypothalamus POMC neuron. This study aims to investigated the
effect of rHuUEPO on motoric, sensoric behavior, and melanocortin-4 receptors (MC4R)
mRNA expression in the dorsal striatum on mice with haemorrhage stroke. ddY male
mice were divided into five groups including a sham group, a stroke group, and
treatment groups with rHUEPO. Haemorrhage stroke was induce by i.c.v. injection of 25
pL autologous whole blood. rHUuEPO was administered intraperitoneally for 7 days,
starting at 2 hours after stroke induction at the dose of 1.000; 5.000; and 10.000 IU/kg.
The motor function was measured using ladder rung walking test and the sensory
function was measured with adhesive removal tape test a day before and 1, 3, 7, and 14
days after stroke induction. The mRNA expression level of MC4R was evaluated on
day 14 using RT-PCR. The result of the study showed that stroke induction significantly
decreased motor function in the haemorrhage stroke mice on day one. However, deficit
motor function ameliorated from day 3 to 14. The data for the sensory function is
fluctuated and showed no significant changes. Thus, it is suggested the model have a
minor and multilateral injury. Treatment with rHuEPO did not show significant
improvement in haemorrhage stroke. Meanwhile, the MC4R mRNA expression showed
no difference between the stroke group and the treatment group.

Keywords: antiapoptosis, haemorrhage stroke, MC4R, tHUEPO

X

SKRIPSI PENGARUH PEMBERIAN ERITROPOIETIN... INDIRA MILENIA S.



IR — PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

DAFTAR ISI

Lembar Pengesahan ............ccoooieiieiiiniiiiiiieieee Error! Bookmark not defined.
KATA PENGANTAR ..ottt ettt ettt v
RINGEKASAN L.ttt h ettt st b et besb et st sbe st nnens viii
ABSTRAK ...ttt X
DAFTAR IS ettt b Xi
DAFTAR TABEL.....oiiiiieee ettt Xiv
DAFTAR GAMBAR ...ttt XV
DAFTAR LAMPIRAN . ..ottt XVi
DAFTAR SINGKATAN ...ttt Xvii
BAB I PENDAHULUAN ......oottittititttet ettt sttt sttt st sbe e 1
1.1 Latar BelaKang .........cccooiioiieiieeee ettt 1
1.2 Rumusan Masalah ..........cccociiviiiniiiiininccceeee e 4
1.3 Tujuan Penelitian ..........cocoeoiiiiiiiiiiiiieiieieeeee e 5
1.4 Manfaat Penelitian ...........cocooiiiiiiiiiiiiiiiice e 5
BAB II TINJAUAN PUSTAKA ...ttt 6
2.1 SHIOKE .ttt ettt et e e en 6
2.1.1  EpidemiolO@i......cceccriiiiieiieiieciiieie ettt 6
2.1.3  Faktor RiSIKO Stroke ..........cocovirininininiiiiiicieccccceec e 7
2.1.4 Patofisiologi Stroke HemoragiK...........ccoeeiiiiiiiiniiiiieeecieeeeeee e 8

2.2 Model Hewan Stroke Hemoragik ..........ccccoeoiieiiiiiiiniiiieeeee e, 10
2.2.1 Injeksi Autologous BIOOd..............c..cccooveeeeieciieiieeiieieeeeeeeee e 10
2.2.2 Injeksi KOIAgEeNase ........cccuieiiieiiieeiiieiieiieeiee ettt 10

2.3 DOrsal SHIATUIMN c..c..ouiiiiiiiiiiiiciicieiee ettt 11
2.4 Behavioral Testing Fungsi Motorik dan Sensorik .........c..ccccvvevirienenienennenne. 12
2.4.1 Ladder Rung Walking TeSt..........ccueoeeieeiiieieeeeeeee et 12
2,42 NGrrow Beam TeSt .........ccceeeeiiiiiiiieeee ettt 12
2.4.3  Adhesive Removal Tape TeSt ...........cooeeeeeieceeeiieeieeieeeeeeeeeee e 13
2.4.4  CYLINACT TS ..ottt 13
245 COFREE TOST ettt 14

xi

SKRIPSI PENGARUH PEMBERIAN ERITROPOIETIN... INDIRA MILENIA S.



IR — PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

B N 5 4 13 (0] o0} (<1 5 1 USRS 14
251 Struktur EPO ..o 14
2.5.2 FUNEST EPO ..ot 15
2.5.3 Mekanisme EPO Sebagai Neuropotektan...........ccccveeeerieriiecieenieneee e, 16
2.5.4 EPO Rekombinan.......c..ccccoieiiiiiiiiiiiiiiiiiciieciceecceeeeeee e 16

2.6 Sistem MelanoKOrtin .........oouiiiiiiiiiiiiiiiiceieceeee e 17
2.6.1 Reseptor MelanoKOTHN . ......ccoeiiiiiieiieiieeie ettt 18
2.6.2 Peran MOAR ..ottt 19

2.7 Polymerase CRAiN REACTION...............ccveveeeeeeiiaiiesieeeieeeeesiee e saeeseesseesese s 19
2.7.1 Tahapan PCR .......cccoiiiiiiiiiiice e e 20

BAB III KERANGKA KONSEPTUAL......cccooiiinirtinenentesesteeeeeeeeeeeee s 22

3.1 Alur Kerangka Konseptual...........ccoceioiiiiiiiiiiiiiiiieeeceeceeee e 22

3.2 Uraian Kerangka Konseptual ...........ccoociiiiieniiiiiniiiiniiiecceceecseeee 23

3.3 HIPOTESIS. ceeutrieirieeiirieetieestee ettt e steeesebeesssteesabeeestreessseeassseeassseeassaeesssesansseesssenansees 25

BAB IV METODE PENELITTAN .....cociiiiiiiiiiiniieneneeseseeeee s 26

4.1 Jenis Penelitian........ccoeoiiiiiiiiiiiieieniceiescee e 26

4.2 Bahan dan Alat Penelitian.........c.cccocciiiiiiiiiiiiiniiincccceee e 26
4.2.1 Bahan ..o 26
4.2.2  Alat Penelitian......c.ccoouiiiiiiiiiiiiiieicnect e 26

4.3 Definis Operasional.........cccocieriiiiiiiieieiee e 27

4.4 Subjek Penelitian.........cccooiiiiiiiiiiniiieieeeee e 28

4.5 Metode Penelitian ..........cccueviiiiiiiiiniiiiieeseeee e 29
4.5.1 Rancangan Penelitian...........cccoecuieiiiiiiiiiiiiieeecee e 29
4.5.2 ProtoKOl UJiu.ccciieiieiieeiiieiieieeeieeete ettt ettt siae e essaesnaesene e 29
4.5.3 Penyiapan ODal.........cccccuieiiieiiiiiieie ettt 30
4.5.4 Kerangka Operasional.........c.cccceccvieiriiiiiiieeniieeieesiee e sreeesreeeree e 31
4.5.5 Preparasi SAMPEl........cccuieiiiiiiiiiii e 33
4.5.6 Tahap Penelitian...........ccoooiiiiiiiieiieieee et 34
4.5.7  UJi StAtSTIKA....veietiieiieiicciie ettt ettt estaeesbeenneesneeeeneenns 37
4.5.8 Etik Penelitian.........cccocovviiiiiiininiiiiieeseeeeeeee e 37

BAB V HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN ......cccooiiiiiiiecccee 38

5.1, Hasil Penelitian ..........cocooiiiiiiiiiniiiiiiceccccce s 38

xii

SKRIPSI PENGARUH PEMBERIAN ERITROPOIETIN... INDIRA MILENIA S.



IR — PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

5.1.1 Pengembangan Model Stroke Hemoragik dan Pengaruh Pemberian rHuEPO

Terhadap Berat Badan Hewan Coba...........ccccoovieeiieiiienieieeeeeeeeee, 38

5.1.2 Pengaruh Eritropoietin Terhadap Fungsi Motorik pada Hewan Coba Stroke
Hemoragik dengan Metode Ladder Rung Walking Test..............coceeuvn.... 39

5.1.3 Pengaruh Eritropoietin Terhadap Fungsi Sensorik pada Hewan Stroke
Hemoragik dengan Metode Adhesive Removal Tape Test........................... 41
5.1.4 Pengaruh Eritropoietin Terhadap Ekspresi mRNA MC4R pada Hewan Coba
Stroke Hemoragik ..........coooiiiiiiiiiieee e 44
5.2 Pembahasan..........cccoviiiiiiiiiiiie s 46
BAB VI KESIMPULAN DAN SARAN .....ooiiiiiitittresie et 56
6.1 KESTMPUIAN ...ooeiiiiiieiiecie ettt ettt e s e eanes 56
0.2 SATAN.....ociiiiiiiiiii e 56
DAFTAR PUSTAKA ...ttt sttt sttt 57
LAMPIRAN . ...ttt ettt ettt ebe bbb 643
xiii

SKRIPSI PENGARUH PEMBERIAN ERITROPOIETIN... INDIRA MILENIA S.



IR — PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

DAFTAR TABEL

Tabel halaman

IV.1 Scoring ladder rung walking test (Metz dan Whishaw, 2002)..........cccccoevveruvnnnenee. 32
IV.2 Urutan primer MC4R dan B-actin ..........cccvevieiiiiiieiieieeeie e 33
IV.3 Komponen reagen sintesis CDNA .........oociiiiiiiiiiieee e 36
IV.4 Komponen reverse transcription reaction Mix ............cceeceeeveereeereieeneeneeneeneeen. 36
IV.5 Komponen reagen untuk amplifikasi .........cccoveeveniiiiniiiiniieniiecccceeee 37
V.1 Nilai rata-rata % error score pada metode ladder rung walking test. .................... 39
V.2 Nilai rata-rata time to touch pada metode adhesive removal tape test ................... 41
V.3 Nilai rata-rata time to remove pada metode adhesive removal tape test................. 43
V.4 Normalisasi ekspresi mMRNA MCAR/B-aCtin ......coccveeiieiiiiiiiiieiiesie e 45

Xiv

SKRIPSI PENGARUH PEMBERIAN ERITROPOIETIN... INDIRA MILENIA S.



IR — PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

DAFTAR GAMBAR
Gambar halaman
2.1 Tlustrasi melintang otak MENCIt. ........ccoeiiiiiiiiieiee e 11
2.2 Pengujian ladder TUNG ............cccieceeiieeieee ettt 12
2.3 Pengujian adhesive removal taPe ..............ccocceeceeeeeeieeeiieeieeeieee et 13
2.4 Pengujian cylinder test. CYLINAer test. ...........coouvueeeieciieiieieciieeieiieeie e, 14
2.5 Struktur primer EPO. .......coiiiiiiiiiiie s 15
2.6 Diagram pembelahan POMC...........cccoooiiiiiiiiiiiiice e 18
3.1 Alur kerangka KONSEPtUAL .........c.eeoviiiiiiiieiiicie et 22
4.1 Diagram pengelompokkan hewan coba..........cccecierieriiiiiiiiiiiece e 29
4.2 Kerangka operasional penelitian............ccoooveiiiiiiieiieiieie e 31
5.1 Profil berat badan MeNCIt........cceeveriiriiriiiiiiiiieceeeeee e 38
5.2 Grafik % error score hasil pengujian ladder rung walking test.............ccccccevvuene.. 40
5.3 Grafik time to touch hasil pengujian adhesive removal tape test ............................. 42
5.4 Grafik time to remove hasil pengujian adhesive removal tape test .......................... 44
5.5 Ekspresi relatif mRNA MC4R/B-actin pada jaringan dorsal striatum...................... 46
XV

SKRIPSI PENGARUH PEMBERIAN ERITROPOIETIN... INDIRA MILENIA S.



IR — PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

DAFTAR LAMPIRAN

Lampiran halaman

1. Sertifikat Laik EtiK.......ccoooiiiiiiiiiiiieeee e 64
2. Hasil Pengamatan Berat Badan Mencit ............ccocceeiieiiienienieeiieceeeeee e 65
3. Analisis Two-Way ANOVA Berat Badan Mencit .........cccecceevieiieiiiesienienie e 67
4. Hasil Pengukuran % EFFor SCOTe ...........ccueciecieeieieciieeieeeieeieeeeesee e 68
5. Analisis Two-Way ANOVA % Error Score Dilanjutkan Dengan Post Hoc Tukey ... 69
6. Gambar Alat Ladder Rung Walking TeSt............ccceeeueeeeecieeiciieeeeieeecie e, 72
7. Hasil Pengukuran Time TO TOUCH...........c..ccueeeiecueecieeiieieieeeieeee et 73
8. Analisis Two-Way ANOVA Titne TO TOUCH .........ooceeeceeeieaieieeeeeeee e, 74
9. Hasil Pengukuran 7ime To REeMOVE ...........cccoeeeieceeecieeiieeeeeeee e 75
10. Analisis Two-Way ANOVA Time To Remove...............cccueeeevceecineinenieienieenenn, 76
11. Kadar mRNA Total Sampel Dorsal Striatum Mencit...........ccccevveevienienenienieneennn. 76
12. Hasil gPCR dengan alat berupa My Go Mini Real Time gPCR............cccoeevvevuvenne... 77
13. Analisis One-Way ANOV A Ekspresi Relatif MC4R/B-Actin ........ccceeevveeeneeennene. 82
14. Analisis Uji Homogenitas Berat Badan Saat Prefraining .............cccccceveeeeveneennennn 82
15. Analisis Uji Homogenitas % Error Score Saat Pretraining............cccceeeeevevvenncnn. 83
16. Analisis Uji Homogenitas Time To Touch Saat Pretraining ..............cccceeeeveeeennnnnn 83
17. Analisis Uji Homogenitas Time To Remove Saat Pretraining ............cc.cceeeveevennnn. 83

XVi

SKRIPSI PENGARUH PEMBERIAN ERITROPOIETIN... INDIRA MILENIA S.



SKRIPSI

ACTH
AGRP
Bcel-2

cAMP
cDNA
CLIP
CNS
CPE
DALs
DNA
dNTP
EPO
EPOR

HO-1
ICH

IL
1.Cc.v.
Lp
JAK-2
JP
MCP-1
MCR
MOMP
mRNA
MSH
NO
N-POC
PI3K

IR — PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

DAFTAR SINGKATAN

: Adenin

: hormone adrenokortikotropik

. Agouti-related peptide

: B-Cell lymphoma 2

: Cytosine atau Sitosin

: cyclic adenosine monophosphate
: Complementary DNA

: Corticotropin-Like Intermediate lobe Peptida
: Central Nervus System

: Carboxy peptidase E

: disability-adjusted life-years

: Deoxyribonucleic acid

: Deoxynucleoside Triphosphate

: Erythropoietin

: Erythropoietin Receptor

: Guanin

: heme oxygenase 1

: Intra Cerebral Hemorrhage

: interleukin

. intracerebroventrikular

. intraperitoneal

: Janus kinase-2

: Joining Peptida

: Monocyte Chemoattractant Protein-1
: Melanocortine Reseptor

: mitochondrial outer membrane permeabilization
: Messenger Ribonucleic Acid

: Melanocyte Stimulating Hormone
: Nitrite Oxide

: N-terminal peptide

: Phosphatidylinositol 3 kinase

xvii

PENGARUH PEMBERIAN ERITROPOIETIN...

INDIRA MILENIA S.



SKRIPSI

POMC
PC
PCR
RNA
ROS
STAT-5

TLR4
TNF- a
GPCR

IR — PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

: proopiomelanocortine

: prohormon convertase 1 (PCI1)

: Polymerase Chain Reaction

: Ribonucleic Acid

: Reactive Oxigen Species

: signal transducer and activator of transcription 5
: Timin

: Toll like receptor

: Tumor Necrosis Factor Alpha

: G-protein couple receptor

xviii

PENGARUH PEMBERIAN ERITROPOIETIN...

INDIRA MILENIA S.



