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Kata Pengantar

lhamdulillah, setelah disiapkan dalam waktu yang cukup lama akhirnya buku

ini bisa terselesaikan. Pengobatan herbal adalah jenis penyembuhan dengan
menggunakan tanan dan sumber alami untuk mengobati penyakit dan cedera
daripada menggunakan obat farmasi modern. Pengobatan herbal dianggap sebagai
metode penyembuhan alternatifdi Amerika Serikat saat ini. Tanaman obat dan herbal
telah memainkan peran sentral dalam pengobatan selama ribuan tahun. Saat ini
banyak Universitas dan Perguruan Tinggi menawarkan gelar sarjana pengobatan
tradisional.

Pengobatan herbal dan penyembuhan alternatif telah menjadi populer karena
keprihatinan atas efek langsung dan efek samping jangka panjang dari penggunaan
obat-obatan farmasi. Banyak penelitian yang dilakukan untuk memvalidasi
penggunaan obat herbal. Pengobatan herbal yang paling populer adalah pengobatan
tradisional barat dan pengobatan cina. Sementara berbagai tumbuhan dan tanaman
yang di gunakan dalam jenis pengobatan herbal sangat berbeda.

Banyak tumbuhan yang mengandung berbagai zat aktif yang di gunakan sebagai
sumber perawatan medis tetapijuga sebagai sumber nutrisi dan pencegahan penyakit.
Pengobatan dapat di kemas dalam bentuk suplemen yang dapat memberikan nutrisi

iii
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yang di butuhkan oleh organ tubuh. Pengobatan herbal dengan menggunakan
berbagai zat aktif yang terdapat dalam bunga, daun, akar suatu tanaman mempunyai
efek baik secara keseluruhan maupun pada organ-organ tertentu sebagai target dari
pengobatan.

Dalam kesempatan ini penulis menyajikan buku monograf salah satu pengobatan
herbal dengan menggunakan zat aktif yang ada dalam teh hijau yaitu Catechins yang
telah di kembangkan di Pusat Penelitian teh dan Kina (PPTK) Gambung Jawa Barat
Indonesia dengan Klon GMB-4 dimana mempunyai kandungan polyphenol yang tinggi
dimana digunakan sebai pengobatan Diabetes Melitus baik sebagai pencegahan,
pengobatan dan dalam menghambat komplikasi yang bisa terjadi.

Tentunya dalam penyususnan Buku ini masih banyak kekurangan, penulis
mengharapkan masukan guna penyempurnaan penulisan buku inisehingga dapat
di manfaatkan bagi kalangan yang membutuhkan. Semoga buku ii bermanfaat rangka
penyelenggaraan dan peningjatan pendidikan kesehatan khususnyailmu biomedik
di Indonesia, sehingga buku ii dapat menjadi amal sholeh bagi penulis dalam wujud
ilmu yang manfaat bagi kemaslahatan umat. Amin

Penulis

Yuly Peristiowati

iV Monograf : Catechins Green Tea GMB-4 Sebagai Antidiabetik
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Pendahuluan

erbal medicine atau phytopharmarca yang dikenal sebagai obat tradisional
H adalah “ pengetahuan, ketrampilan dan praktek berdasarkan teori, keyakinan
dan pengalaman, adat budaya yang berbeda, digunakan dalam pemeliharaan
kesehatan dan pencegahan” (WHO, 2005). Ada banyak sistem yang berbeda dari
sistem tradisional kedokteran, filsafat dan praktek. Masing-masing dipengaruhi oleh
kondisi yang berlaku, lingkungan, dan wilayah geografis dimana dia pertama kali
berevolusi (WHO, 2005), bagaimanapun filsafat umum adalah pendekatan holistik
untuk hidup, keseimbangan pikiran, tubuh dan lingkungan, dan penekanan pada
kesehatan daripada penyakit. Umumnya berfokus pada keseluruhan kondisi individu,
bukan pada penyakit tertentu atau penyakit yang diderita pasien. Penggunaan herbal
adalah bagian inti dari semua sistem pengobatan tradisional ( Engebretson 2002,
Conboy et al,, 2007., Rishton, 2008; Schmidt et al., 2008).

Obat tradisional dikenal secara luas di negara berpenghasilan rendah sampai
menengah. Di beberapa negara berkembang, obat-obatan tradisional telah banyak di
gunakan untuk pelayanan kesehatan. Disisi lain penggunaan pengobatan tradisional
dibanyak negara maju telah berkembang populer. Penggunaan obat tradisional
di Indonesia merupakan bagian dari budaya nasional dan telah mulai dari abad
yang lalu, namun efektivitas dan keamaanan belum didukung oleh penelitian yang
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konperhensif. Mempertimbangkan fakta yang ada di masyarakat ini maka perlu
untuk menetapkan kebijakan untuk obat-obat tradisional Indonesia yang aman
digunakan untuk semua pihak.

Salah satu obat tradisional Indonesia adalah jamu, yang telah dinyatakan sebagai
herbal Indonesia oleh Susilo Bambang Yudhoyono, Presiden Republik Indonesia. Ada
3 Klasifikasi obat tradisional Indonesia yaitu: 1. Herbal berbasis Empiris (JAMU),
adalah obat tradisional yang telah di produksi dalam bentuk tradisional, seperti
dalam bentuk seduhan, pil, atau cairan mendidih bercampur herbal. Secara umum
jenis obat berdasarkan turun-temurun dari nenek moyang. Jamu tidak memerlukan
persetujuan ilmiah melalui studi klinis, tetapi hanya dari empiris membuktikan
dari kasiat yang telah di gunakan dan terbukti selama bertahun-tahun. 2. Herbal
berbasis Ilmiah ( Ekstrak distandarisasi) adalah obat tradisional yang dihasilkan
dari ekstraksi bahan-bahan alami, dapat didasarkan dari tanaman herbal, hewan,
atau bahan alami. Untuk proses itu sendiri membutuhkan peralatan canggih mahal
dan lebih kompleks dan tenaga ahli yang trampil dan berpengatahuan tinggi. Selain
itu juga dibuktikan dengan penelitian ilmiah seperti studi pra-klinik untuk efisiensi
bahan aktifnya, standarisasi proses ekstraksinya dan studi toksisitasnya. 3. Klinis
obat berasis herbal (fitomarmaka) adalah bentuk obat tradisional yang dapat dilihat
sebagai obat moderen untuk proses standarisasi, didukung oleh sebuah studi klinis
pada manusia. Dengan studi klinis, akan lebih meyakinkan bagi para profesional
medis untuk menggunakan jenis obat pada pasien mereka.

Tanaman teh pada umumnya ditanam di perkebunan, dipanen secara manual,
dan dapat tumbuh pada ketinggian 200 - 2.300 m dpl. Teh berasal dari kawasan
India bagaian utara dan Cina Selatan. Ada dua kelompok varietas teh yang terkenal
yaitu var. assamica yang berasal dari Assam dan var. sinensis yang berasal dari
Cina. Varietas assamica daunnya agak besar dan ujung yang runcing, sedangkan
varietas sinensis daunnya lebih kecil dan ujungnya agak tumpul. Daunnya tunggal,
bertangkai pendek, letak berseling, helai daun kaku seperti kulit tipis, bentuknya elip
memanjang, ujung dan pangkal runcing, tepi bergerigi halus, pertulangan menyirip,
panjang 6-18 cm, lebar 2-6 cm, warna hijau, permukaan mengkilap. Bunga diketiak
daun, tunggal atau beberapa bunga bergabung jadi satu, berkelamin dua, garis tengah
3-4 cm, warnanya putih cerah dengan kepala sari berwarna kuning, harum. Buahnya
kotak berdinding tebal, pecah menurut ruang, masih muda hijau setelah tua coklat
kehitaman. (Dalimarta, Setiawan, 2006)

Green tea atau teh hijau merupakan daun teh yang berasal dari tumbuhan
camellia sinensis yang diproses dengan cara pengeringan dengan membunuh enzyme
polyphenol oxidase tanpa menggunakan fermentasi. Dimana proses produksi melalui
drying dan steaming daun yang masih segar menjadi polyphenol oksidase inaktif
atau nonoksidasi (Cabrera et al, 2006). Komposisi kimia dari teh hijau bervariasi
berdasarkan iklim, musim, bentuk pertanian dan umur dari daun. Komponen dari
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teh hijau yang paling menarik adalah poliphenol. Poliphenol yang paling banyak
didapatkan pada teh hijau adalah flavonoids sekitar 70%nya adalah catechins
diantaranya: catechin, epicatechin, epicatechin gallate, epigallocatechin gallate, dan
proanthocyanidins (Rosalind et al.,, 2009).

Green tea mengandung sejumlah besar berbagai flavonoid, yang mempunyai
karakteristik adanya dua atau lebih cincin aromatik, masing-masing membawa
setidaknya satu hidroksil aromatik yang dihubungkan dengan jembatan karbon.
Flavanoid utama catechin, meliputi epikatekin (EC), epigallocatechin (EGC),
epikatekin-3-gallate (ECG), dan epigallocatechin-3-gallate (EGCG). EGCG merupakan
senyawa fisiologis aktif yang paling ampuh, terutama memperhitungkan efek biologis
dari teh hijau (Verena et al., 2006).

Lembaga penelitian Teh dan Kina Gambung telah berhasil mengembangkan
teknologi pengolahan teh klon GMB-4 sehingga menghasilkan senyawa aktif EGCG
klon GMB-4 tetapi belum diproduksi untuk komersial. Study secara in vitro dan in
vivo sudah dilaksanakan, untuk mengetahui potensi yang dimiliki oleh EGCG klon
GMB-4 sehingga bisa dijadikan sumber kekayaan alam yang bermanfaat kususnya
pada produk hilir dan bisa dimanfaatkan sebagai alternative penangulangan Diabetes
Melitus dan komplikasinya.

Pada Buku ini akan di bahas tentang penyakit diabetes millius dari segi
biomolekulernya dan mekanisme komplikasi yang bisa terjadi pada diabetes melitus.
Selain itu pada buku ini juga membahas secara khusus penelitian yang telah di
publikasikan terkait dengan peran catechins Green tea GMB-4 sebagai antidiabetes
pada studi pra klinik baik menggunakan kultur sel maupun hewan coba.

Semoga buku ini bermanfaat untuk dasar penelitian selanjutnya dan dapat di
kembangkan pada tatanan Klinis.

Pendahuluan 3

<

<

@ 09/11/2016 09.46.57 ‘ ‘



4 Monograf : Catechins Green Tea GMB-4 Sebagai Antidiabetik

»

‘ ‘ Monograf.indd 4 @ 09/11/2016 09.46.57 ‘



‘ ‘ Monograf.indd 5

BAB 1

Keunggulan Teh Hijau (Catechins Green Tea
GMB-4) untuk Pencegahan dan Pengobataan
Diabetes Melitus

1.1  Abstrak

Teh merupakan jenis minuman yang paling banyak dikonsumsi manusia setelah
air dan diperkirakan manusia mengkonsumsi teh tak kurang dari 120 ml setiap
harinya (Yang & Landau., 2000; McKay & Blumber., 2002). Konsumsi teh di Indonesia
masih sangat rendah yakni 0,2 kg/kapita/tahun. Diduga hal ini karena masyarakat
Indonesia belum banyak mengetahui tentang khasiat teh bagi kesehatan. Walaupun
minum teh sudah menjadi semacam budaya setidaknya dikalangan masyarakat
Jawa/Sunda, namun teh belum menjadi primadona untuk masyarakat Indonesia
(Sibuea., 2003). Di Negara Cina minum teh telah dikenal lebih dari 4000 tahun.
Tradisi pengobatan Cina telah merekomendasikan minum teh hijau sebagi minuman
untuk mencegah dan mengobati berbagai penyakit (Brannon, 2007). Komponen
bioktif utama dalam teh adalah polifenol khususnya catechins yang berperan sebagai
antioksidan. Senyawa polifenol berperan sebagai penangkap radikal bebas hidroksil
(OH) sehingga tidak mengoksidasi lemak, protein, dan DNA dalam sel. Kemampuan
polifenol khususnya catechins menangkap radikal bebas 100 kali lebih efektif
dibanding vitamin C dan 25 kali lebih efektif disbanding vitamin E (Sibuea, 2003).
Catechins banyak terdapat pada teh hijau yaitu the yang diproses tanpa oksidasi
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enzimatis. Catechins akan berubah menjadi theaflavin dan thearubigin pada saat
proses reaksi oksidasi enzimatis. Oleh karena itu diyakini catechins green tea lebih
berkasiat dibanding dengan teh Oolong (teh semi reaksi oksidasi enzimatis) dan teh
hitam (teh yang diproses dengan reaksi oksidasi enzimatis secara penuh) ( Yudana
& Luize, 2006; Sibuea, 2003).

Catechins Green tea mempunyai kandungan polyphenol dan flavonol dimana
berperan dalam mengabsorbsi ion metal, menjaga keseimbangan metabolisme
karbohidrat pada diabetes melitus diantaranya adalah menghambat aktivasi enzim
a glucosidase, menghambat absorbsi glukosa pada intestinal, melindungi sel 3
pankreas, meningkatkan sekresi insulin, mengaktivasi AMPK, sebagai antioksidan
yang bekerja menghambat stres oksidasi, sebagai antiinflamasi pada endotel dan
proliferasi pada pertumbuhan sel endotel (Kati Hanhinhineva, et al, 2010).

Dari hasil penelitian yang dilakukan oleh Pusat Penelitian Teh dan Kina
(PPTK) Gambung Jawa Barat teh selain mengandung polifenol hingga 25-35% juga
mengandung metilxantin, asam amino, peptides, karbohidrat, vitamin (C,E, dan K),
karotenoid, mineral seperti kalium, magnesium, mangan, fluor, zinc, selenium, copper,
iron, calsium dan alkaloid lain. Kandungan polifenol teh yang berasal dari Indonesia
mempunyai komponen aktif untuk kesehatan * 1,34 kali lebih tinggi dibanding
negara lain. Catechins merupakan senyawa polifenol utama pada teh sebesar 90%
dari total kandungan polifenol. Rata-rata kandungan catechins pada teh Indonesia
khususnya klon Gambung 4 dan 9 berkisar antara 7,02-11,60% b.k, sedangkan pada
negara-negara lain hanya berkisar 5,06-7,4% b.k. (PTPN VIII, PPTK Gambung dan
ATI, 2007). Pada penelitian ini catechins green tea yang digunakan berasal dari klon
Gambung-4 PPTK Gambung Jawa Barat yang telah dilakukan penelitian oleh Mariam,
2011 dengan hasil kandungan katekinnya (komponen utama campuran EGCG dan
ECG = 54,4: 17,6) dari teh hijau adalah sekitar 2,68% dari 25 gram berat kering teh
hijau atau 10,76%.

Diharapkan dengan pemberian catechins green tea GMB-4 dapat memperbaiki
kerusakan endotel sehingga dapat mencegah terjadinya komplikasi lanjut pada
penyakit disbetes militus seperti terjadinya penyakit cardiovaskuler. Pada penelitian
yang dilakukan dengan hewan coba diketahui bahwa menghambat proses penyakit
degeneratif, mempunyai aktivitas sebagai antiproliferasi pada sel hepatoma dan juga
mempunyai aktivitas hipolipidemik pada hepar tikus yang dibuat hepatoma (Vanessa
etal., 2004).

Pada studi yang dilakukan oleh Tsuneki, 2004 perlakuan pada hewan coba
menunjukkan bahwa polyphenols dalam catechin green tea mempunyai efek sebagai
antioksidan menurunkan tekanan darah, memproteksi perkembangan penyakit
koroner dengan mengontrol kadar gula darah dan berat badan.
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1.2 Latar Belakang

Tanaman teh (Camellia sinensis L.0. Kuntze) dibudidayakan secara luas di
lebih dari 30 negara dan telah memberikan kontribusi yang tidak sedikit bagi
perekonomian negara-negara tersebut ( Fernandez et al., 2002). Indonesia tercatat
sebagai salah satu penghasil teh terbesar didunia (Kumar et al., 2005). Kondisi
tanah dan iklim di Indonesia menunjukkan hampir 100% tanaman teh di Indonesia
adalah Camellia sinensis varietas assamica. Varietas ini mempunyai kandungan
polifenol yang lebih tinggi dibandingkan dengan varietas sinensis lainnya yang
dibudayakan di Jepang, China dan Taiwan sehingga potensinya sebagai antioksidan
klon teh unggulan Indonesia yang berbasis varietas assamica juga sangat tinggi.
Hasil penelitian menunjukkan bahwa klon Gambung 4 mmpunyai aktivitas yang
paling kuat dibanding klon unggulan lainya. Hal ini ditandai dengan rendahnya nilai
absorbansi. Tinggi rendahnya aktivitas antioksidan dapat dilihat dari nilai slope.
Tingginya nilai slope menunjukkan aktivitas antioksidan yang rendah. Klon gambung
4 mempunyai nilai slope yaitu 0,3512. Gambung 4 mampu menghambat terjadinya
oksidasi asam linoleat sebesar 59,10% ( Rohdiana dan Widiantara 2011)

Green tea atau teh hijau merupakan daun teh yang berasal dari tumbuhan
camellia sinensis yang diproses dengan cara pengeringan dengan membunuh enzyme
polyphenol oxidase tanpa menggunakan fermentasi. Dimana proses produksi melalui
drying dan steaming daun yang masih segar menjadi polyphenol oksidase inaktif
atau nonoksidasi (Cabrera et al, 2006). Komposisi kimia dari teh hijau bervariasi
berdasarkan iklim, musim, bentuk pertanian dan umur dari daun. Komponen dari
teh hijau yang paling menarik adalah poliphenol. Poliphenol yang paling banyak
didapatkan pada teh hijau adalah flavonoids sekitar 70%nya adalah catechins
diantaranya: catechin, epicatechin, epicatechin gallate, epigallocatechin gallate, dan
proanthocyanidins (Rosalind et al, 2009).

Kandungan polyphenol dalam teh khususnya jenis catechins dan turunannya yang
berperan sebagai antioksidan dapat berperan sebagai penangkap radikal hidroksil
(OH) sehingga tidak mengoksidasi lemak, protein dan DNA dalam sel. Kemampuan
polyphenol dalam menangkap radikal bebas 100 kali lebih efektif dibanding vitamin
C dan 25 kali lebih efektif dibanding vitamin E (Sibuea, 2003). Catechins banyak
terdapat pada teh hijau yaitu teh yang diproses tanpa oksidasi enzymatis. Catechins
akan berubah menjadi theaflavin dan thearubigin pada saat proses reaksi oksidasi
enzimatis. Oleh karena itu diyakini bahwa teh hijau lebih berkasiat bagi kesehatan
dibanding teh Oolong (teh semi reaksi oksidasi enzimatis) dan teh hitam ( teh yang
diproses dengan reaksi oksidasi enzimatis secara penuh) (Yudana dan Luize, 2006;
Sibuea, 2003).
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Berdasarkan penelitian yang dikalukan oleh Pusat Penelitian teh dan Kina
(PPTK) Gambung-Jawa Barat, teh selain mengandung polyphenol 25-35% juga
mengandung komponen lain metilxantin, asam amino, peptides, karbohidrat, vitamin
(C,E, dan K), karotenoid, mineral seperti kalium, magnesium, mangan, fluor, zinc,
selenium, copper, iron, calsium dan alkaloid lain. Kandungan polifenol teh yang
berasal dari Indonesia mempunyai komponen aktif untuk kesehatan + 1,34 kali lebih
tinggi dibanding negara lain. Catechins merupakan senyawa polifenol utama pada
teh sebesar 90% dari total kandungan polifenol. Rata-rata kandungan catechins pada
teh Indonesia khususnya klon Gambung 4 dan 9 berkisar antara 7,02-11,60% b.k,
sedangkan pada negara-negara lain hanya berkisar 5,06-7,4% b.k. (PTPN VIII, PPTK
Gambung dan ATI, 2007). Pada penelitian ini catechins green tea yang digunakan
berasal dari klon Gambung-4 PPTK Gambung Jawa Barat yang di ekstraksi oleh IPB
(Damayanthi et al, 2008)

Teh mengandung sejumlah besar berbagai flavonoid, yang mempunyai
karakteristik adanya dua atau lebih cincin aromatik, masing-masing membawa
setidaknya satu hidroksil aromatik yang dihubungkan dengan jembatan karbon.
Flavanoids utama catechin, meliputi epikatekin (EC), epigallocatechin (EGC),
epikatekin-3-gallate (ECG), dan epigallocatechin-3-gallate (EGCG). EGCG merupakan
senyawa fisiologis aktif yang paling ampuh, terutama memperhitungkan efek biologis
dari teh hijau ( Verena et al., 2006).

1.3 Tinjauan Pustaka

1.3.1 Klasifikasi Catechins Green Tea

Catechins Green tea atau polyphenol di dalam green tea diklasifikasikan menjadi
5 yaitu:
a. Epicatechin
Catechin
Epigallocatechin
Epicatechin gallate
Epigallocatechin gallate

o 0 T

Pada tabel 1 akan ditampilkan komponen polyphenol pada green tea beserta
konsentrasinya.

Struktur dari catechins terdiri dari 2 cincin benzen (cincin A dan cincin B)
dan satu cincin hidhropiran heterosit (cincin C) dengan satu grup hidroksil pada
3 rantai karbon. Pada cincin A menyerupai separuh resorcinol dan pada cincin B
menyerupai separuh catechol. Keduanya adalah 2 pusat chiral pada molekul rantai
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karbon 2 dan 3. Cincin A dn cincin B mempunyai 4 diasteroisomir. Dua isomer itu
adalah transkonfigurasi disebut catechin dan yang satunya merupakan konfigurasi
Cis disebut dengan epicathecin (Rosalind et al., 2009).

TABEL 1.1
Polyphenol green tea (Camellia sinensis) pada 3 gram daun dalam 300 ml air (Rosalind et al., 2009)

Komponen Konsentrasi (mh/l)
Rata-rata SD
Total flavonols 778 -
Total hydroxycinnamoyl quinic acids 451 -
Tatal gallic acid derivatives 128 -
Total flavan-3-ols 4572 -
(-) Epigallocatechin gallate 1255 109
(-) Epigallocatechin 1565 31
(-) Epicatechin 738 29
(-) Epicatechin gallate 361 21
(+)Catechin 270 16
(+)Gallocatechin 383 5.4

[somer catechin yang paling umum adalah (+)-catechin. Sedangkan isomer
yang lainnya adalah stereoisomer yaitu (-)-catechin atau ent-catechin. Isomer
epicatechin yang paling umum adalah (-)-epicatechin (yang juga diketahui nama
lainnya adalah L-epicatechin, epicatechol, (-)-epicatechol, 1-acacatechol, epi-catechin,
2,3-cis-epicathechin atau (2R,3R)-(-)-epicatechin. Perbedaan primer dapat dicirikan
dengan menggunakan kromatografi column chiral. Sebagai acuan yang partikular
isomer adalah suatu molekul yang disebut dengan catechin. Percampuran perbedaan
enantiomers dapat disebut (+/-)-catechin atau DL-catechin dan (+/-)-epicatechin
atau DL-epicatechin. Lebih dari itu feksibilitas cincin C dipertahankan untuk 2
isomer konfigurasi, dimanapun letaknya cincin B berada dalam posisi pseudoequator
(E conformer) atau di dalam posisi pseudoaxial (A conformer). Pada penelitian
dikonfirmasikan bahwa (+)-catechin diambil dari percampuran conformer A dan
E dalam larutan yang mengandung air dan keduanya berada dalam keseimbangan
dan dapat dievaluasi dengan perbandingan 33:67. Aktivitas antioksidan catechin,
(+)-catechin mempunyai kemampuan sebagai scavenger yang dapat dibedakan dengan
klas flavonoid (Rinaldo et al., 2010). Kemampuan catechins dalam menghasilkan
oksigen dapat dilihat didalam hubungannya pada struktur kimia catechin dengan
ditunjukkannya setengan catechol pada cincin B dan ditunjukkan juga pada aktivitas
kelompok hidroksil pada ikatan rangkap rantainya (Patricia et al, 2004).
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1.3.2  Struktur Kimia Catechins Green Tea

DH OH
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(+)-catechin (2R-3S) (-)-catechin (2S-3R)
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OH
(-)-Epicatechin (2R-3R) (+)-epicatechin (2S-3S)

GAMBAR 1.1
Struktur kimia catechins green tea (Rosalin et al., 2009)

1.3.3 Komposisi Green Tea

Komposisi green tea secara kimia sangat komplek yaitu terdiri dari: (Sabu et
al,2010)

a. Protein: yang merupakan 15-20% dari berat kering. Enzim penting yang
terdapat dalam protein ini adalah asam amino 1-4% seperti teanin atau
5-N-etilglutamin, asam glutamik, triptopan, glisin, serin, asam aspartik, tirosin,
valin, leusin, treonin, arginin, dan lisin.

b. Karbohidratterdapat pada 5-7% berat kering seperti: selulosa, pektin, glukosa,
fruktosa, dan sukrosa

c. Mineral dan elemen lain terdapat dalam 5% berat kering seperti: kalsium,
magnesium, kromium, sodium, fosfarus, kobalt, strontium, nikel, potasium,
fluorin, dan aluminium dan sejumlah lemak diantaranya linoleik dan asal alfa
linolenik, sterol(stigmasterol)

d. Vitamin yaitu vitamin B,C,E dan zat lain seperti kafein, teophilin, pegmen (
Kklorofil, karotin, dan komponen yang mudah menguap seperti aldehid, alkohol,
eter, lakton dan hidrokarbon.
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TABEL 1.2
Komposisi (%) greentea, black tea dan infus black tea (Sabu et al.,2010)
Komponen Green tea Black Tea Infusion

Protein 15 15
Asam Amino 4 47 3.5
Fiber 26 262 0
Karbohidrat 7 7 4
Lemak 7 7
Pigmen 2 2
Mineral 5 5 4.5
Komponen fenolik 30 5 4.5
Oksidasi fenolik 0 25 4.5

1.3.4 Metabolisme Green Tea

Catechins green tea merupakan golongan polyphenol dimana dimetabolisme
dalam tubuh melalui 2 tahapan yaitu dimetabolisme di lemak dan dimetabolisme
bersama karbohidrat. Setelah dimetabolisme poliphenol dalam jumlah sedikit
bersirkulasi didalam plasma. Sebagian besar polyphenol diabsorbsi di colon
kemudian dimetabolisme oleh microbiota dan selanjutnya masuk kedalam sirkulasi
sistemik. Poliphenol merupakan phytochemicals yang diyakini berperan penting dalam
meningkatkan kesehatan. Polyphenol merupakan tamanan yang dimetabolisme
secara original dari jalur shikimic dan dibagian salah satu struktur cincin aromatic
dengan sau atau lebih kelompok hydroxyl (Duynhoven et al., 2011).

Disamping itu polyphenol mempunyai srukktur motif yang lebih simpel dan
mempuyai nomer klas yang lebih besar termasuk flavonoid, stilbenes, coumarins,
ligans, lignins, cinnamic dan asam benzoic. Secara studi epidemiologi polyphenol
prospektif untuk mengurangi resiko pnyakit kardiovaskuler. Studi intervensi
dilakukan baik pada manusia dan hewan coba dengan menggunakan polyphenol
untuk memodulasi fungsi vaskuler dan platelet, tekanah darah, dan peningkatan
profil plasma lipid. Mekanisme yang digunakan adalah melalui penghambatan stres
oksidasi, inflamasi, dan ditargetkan untuk meningkatkan fungsi endotel (Higdon et
al,, 2003).

Polyphenol mempunyai efek sebagai antioksidan melalui mekanisme
menghambat pembentukan peroksidasi lipid pada tahap inisiasi dengan berperan
sebagai scavengers (peredam) terhadap ROS (reactive oxigen species) seperti 02-,
radikal hidroksil (OH?). Cara kerjanya dengan memberikan donor atom H kepada
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radikal peroksil membentuk radikal flavanoid dan akan bereaksi dengan oksigen
reaktif (superoksida) sehingga menjadi netral. Dengan adanya reaksi tersebut, reaksi
berantai peroksidasi lipid dapat dihentikan (Wahyu et al., 2010). Catechins juga
menghambat kerja faktor transkripsi gen inflamasi Nuclear Factor Kappa Beta (NFk[3)
sehingga reaksi inflamasi dapat dihentikan.

1.3.4.1 Absorbsi

Proses absorbsi ekstrak catechins green tea setelah masuk kedalam tubuh
secara oral adalah catechins green tea dapat dideteksi dalam plasma dan berada
dalam sikulasi sistemik.

Pada penelitian yang dilakukan oleh Lourdes et al., 2008 dengan menggunakan
komponen catechins green tea yang diberikan pada hewan coba diketahui terdapat
dua catechins dengan galloyl moiety yang terlihat didalam plasma yaitu EGCG dan
ECG, dan ada 3 konjugasi juga terdetaksi dimana EC dan EGC terkonjugasi dan
terdeteksi dalam urin. Catechin yang terkonjugasi dalam plasma adalah EGC dimana
terlihat dalam bentuk glucoronide dan EC terlihat dalam bentuk glucuronide dan
sulphate. Sedangkan dalam urin catechins EGC dan EC terlihat terkonjugasi dalam
bentuk glucuronides dan sulphates. Catrechins green tea yang mengandung polypenol
diabsorbsi diusus halus mempunyai rentang dari 0 - 60 % dari dosis dan memiliki
waktu paruh antara 2-28 jam (Lakhappal et al, 2007). Polyphenol catechins green tea
ditemukan dalam plasma manusia berkonjugasi dengan asam glukoronik, sulfatan
golongan metil dan tidak ditemukan antara 0,1-10 pmol/liter dalam sirkulasi.

1.3.4.2 Distribusi

Catechins green tea setelah diabsorbsi didalam usus polyphenol ditransport ke
liver melalui sirkulasi portal dimana mengalami fistpost metabolisme. Selanjutnya
didistribusikan keseluruh tubuh dalam plasma diberbagai organ target yang
membutuhkan efek dari catechins green tea. Puncak level didalam plasma terjadi
0,7-7 jam setelah konsumsi. EGC dalam bentuk glucuronide dapat didistribusikan
dan disabsorsi di liver melalui aktivitas uridine disphosphate glucuronosyl transferase.
Menghasilkan produk terkonjugasi EGC-glucuronide yang dapat diekskresikan
pada lumen intestinal melalui empedu. Konjugasi ini dapat berupa hydrolysed oleh
aktivitas enzym (-glucuronidase dalam intestinal. Pada beberapa organisme proses
ini berlangsung dalam waktu yang cukup lama (Lourdes et al., 2008).

Catechins green tea dapat mempengaruhi metabolisme fase II seperti
antioksidan protein inhibitor pada multidrug resistensi protein I dan 2 pada manusia
dan mempengaruhi interaksi monosit dan sel endotel (Van Zanden et al, 2007).
Farmakokinetik ekstrak catechins green tea dimetabolisme dalam plasma dan urin
setelah masuk kedalam tubuh secara oral. catechins green tea diabsorsi dari intestinal
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selanjutnya berkonjugasi dalam tubuh organisme pada periode waktu yang lama dan
masuk kedalam siklus enterohepatik. Metabolisme catechins green tea ini sangat
menarik sebab jika terjadi metabolisme konjugasi catechins green tea akan dapat
mengaktivasi berbagai molekul yang tentunya mempengaruhi potensial efek dari
catechins green tea (Lourdes et al., 2008).

1.3.4.3 Ekskresi

Proses selanjutnya adalah Ekskresi. Setelah diabsorbsi dan didistribusikan
dalam organ target, hasil sisa metabolisme catechins green tea akan diekskresikan
melalui urin. Ekskresi catechins green tea melalui urin secara langsung mempengaruhi
kulitas komponen yang diabsorbsi (Shargel et al, 1999).

Pada penelitian yang dilakukan oleh Lourdes et al., (2008) menunjukkan bahwa
jumlah akumulasi ekskresi masing-masing sampel memiliki periode bermacam-
macam. Misalnya periode 0-2 jam dengan rata-rata waktu ekskresi 1 jam. Periode
2-6 jam dengan rata-rata ekskresi 4 jam. Periode 6-8 jam rata-rata ekskresi 7 jam.
EC konjugasi mempunyai waktu ekskresi lama merupakan salah satu komponen
sulphates, sedangkan (-) epicatechin sulphate dimetabolesme dengan waktu ekskresi
maksimun paling lama.

Akumulasi dalam urin diekskresi selama 24 jam setelah dicerna dalam bentuk
ekstrak 1,12 dan 0,58% untuk EC dan EGC (Swezey et al, 2003).

1.3.5 Isolasi Catechins Green Tea GMB-4

Ekstrak catechins green tea dengan kemurnian 80% dilakukan di Laboratorium
Kimia Organik, program studi Kimia, Fakultas MIPA, Institut Teknologi Bandung
dan laboratorium pengolahan teh hijau di Pusat Penelitian Teh dan Kina, Gambung,
Ciwidey, Bandung.

1.3.5.1 Prosedur Ekstraksi Catechine Green Tea

Prosedur ekstraksi Catechine green tea sebagai berikut (Mariam, 2011):
a. Persiapan alat

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah kolom kromatografi biasa,
kolom kromatogafi cair vakum (KCV), kolom kromatografi radial, peralatan
gelas seperti corong pisah, gelas kimia, gelas ukur, labu takar, pipet tetes, botol-
botol vial, corong buchner dan chamber KLT. Alat rotary evaporator Buchi B-480,
alat destilasi, pengaduk magnetik berpemanas Heater Thermolyne Cimarec,
melting point Fisher-Johns, melting point Stuart, dan neraca analitis Ohaus
Explorer.

Instrumen yang digunakan untuk karakterisasi adalah spektrofotometer
FTIR Perkin Elmer Spectrum ONE yang terdapat di Laboratorium Kimia Analitik,
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spektrofotometer IR Buck Scientific 500 yang terdapat di Laboratorium Kimia
Organik, Kromatografi cair kinerja tinggi Waters 2487 dengan kolom silika C-18
dan detektor UV, dan spektrometer NMR JEOL ECP 400 yang beroperasi pada
frekuensi 500 MHz yang terdapat di LIPI Serpong.

Bahan Kimia

Bahan-bahan kimia yang diperlukan untuk isolasi senyawa meliputi pelarut-
pelarut organik teknis dan pro analisis (n-heksan, etanol, metanol, iso propanol,
etil asetat, asetonitril, asam asetat glasial), silika gel, silika gel C18, poliamida
dan reagen penampak noda, untuk kromatografilapis tipis. Sebelum digunakan,
semua pelarut organik teknis dimurnikan terlebih dahulu dengan cara destilasi
biasa. Selain itu juga digunakan aqua dm sebagai pelarut dan larutan NaOH
0,38% digunakan untuk regenerasi kolom poliamida CC6. Sebagai zat pengering
digunakan natrium sulfat anhidrat.

Pada penelitian ini digunakan silika gel yaitu pelat aluminium berlapis
silika gel Merck 60 GF,, dengan ketebalan 0,25 mm untuk kromatografi lapis
tipis (KLT), dan silica gel Merck 60 PF ., untuk kromatografi radial. Digunakan
juga poliamida CC6 dan Silica gel C18, untuk kolom kromatografi fasa terbalik.
Reagen penampak noda untuk kromatografi lapis tipis adalah larutan serium
sulfat (Ce(SO,).2 H,0) 1,5% dalam H,SO, 2M.

Bahan-bahan yang digunakan untuk karakterisasi senyawa adalah aqua
bidestilata (HPLC grade), asetonitril (HPLC grade), metanol (p.a.) dan asam
asetat glasial untuk kromatografi. Untuk pengukuran spektrum IR bahan yang
digunakan adalah KBr, sedangkan untuk pengukuran spektrum 'H-NMR dan
*C-NMR digunakan pelarut aseton-d,.

Persiapan Sampel
Secara umum persiapan sampel ini dilakukan dalam dua metode yaitu metode
oven dan metode CTC.

Daun teh hijau
basah (5,2 Kg)

v

Proses steaming

CTC (crushing, tearing and curling)
penghancuran, penyobekan, dan
penggulungan

v
Hasil CTC
(3,1kg)

GAMBAR 1.2
Diagram kerja penyiapan sampel metode CT
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d. Ekstraksi dan Isolasi senyawa

1

Metode oven

Ekstraksi dilakukan dengan cara maserasi menggunakan etanol teknis.
Serbuk daun teh camellia sinensis varietas assamica sebanyak 1,017 kg
direndam dengan 2 liter etanol teknis selama 24 jam. Kemudian disaring
secara vakum. Filtrat yang dihasilkan kemudian diuapkan menggunakan
evaporator hingga dihasilkan 68,3569 gram (A) ekstrak etanol kering.
Selanjutnya tahap isolasi yaitu fraksinasi. Fraksinasi merupakan bentuk
pembagian senyawa berdasarkan kepolaran dari ekstrak kasar menjadi
fraksi-fraksi yang lebih sederhana sehingga memudahkan dalam
mengisolasi senyawa target.

Serbuk daun

teh 1 Kg

A 4

Maserasi dengan etanol

Ekstrak kasar
(68,3569 gram)

larutan dalam aqua dm
partisi dengan n-heksan

v

Fasa air

v

Fasa n-heksan

- Partisi dengan etil asetat

A 4 +
Fasa air Fasa etil asetat Endapan hitam
5,679 gram 9,675 gram
Kromatrografi reverse phase dengan poliamide
v v
Fraksi ai Fraksi 10% Fraksi etanol
raksi air .
etanol/air (ekstrak etanol)
1,2549 gram 2,2966 gram
Kromatrografi reverse phase
dengan poliamide
A 4 h 4 h 4
Fraksi air Fraksi 10% Fraksi 55% etanol/air
etanol/air
0,0723 gram
GAMBAR 1.3

Diagram kerja metode oven
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Fraksinasi I dilakukan dengan cara ekstraksi cair-cair antara fasai
n-heksana dengan fasa air. Ekstrak etanol kering (68,3569 gram) dilarutkan
dalam 500 mL aqua dm 50°C kemudian diekstraksi dengan n-heksana
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2)

sebanyak 3 kali @ 300 mL. Proses ini dilakukan untuk mengekstrak
senyawa nonpolar. Selanjutnya dilakukan ekstraksi cair-cair antara fasa
air dari hasil ekstraksi pertama dengan etil asetat sebanyak 3 kali @ 500
ml Dari tahap ini diperoleh ekstrak etil asetat kering (B) sebanyak 5,679
gram dan endapan hitam sebanyak 9,675 gr.

Fraksinasi Il dilakukan dengan menggunakan kromatografi reverse
phase dengan poliamida menggunakan ekstrak etil asetat kering sebanyak
3,0048 gram. Setelah itu cuci kolom dengan aqua dm sebanyak 4 kali
volume kolom. Fraksi air ditampung. Kemudian elusi dengan 10 % etanol/
air sebanyak 8 kali volume kolom.

Metode CTC

Pada tahap penyiapan sampel, hasil CTC diperoleh sebanyak 3,1 kg yang
direndam dalam 10 liter etanol teknis. Hasil tersebut dilakukan maserasi
selama 24 jam. Setelah itu hasil tersebut disaring secara vakum. Filtrat yang
dihasilkan kemudian diuapkan menggunakan evaporator hingga dihasilkan
295 (E) gram ekstrak etanol kering. Selanjutnya tahap isolasi yaitu
pemurnian. Pada tahap pemurnian adalah tahap untuk menghilangkan
pengotor atau senyawa-senyawa lain dari senyawa target hingga diperoleh
senyawa murni.

Fraksinasi I dilakukan dengan cara ekstraksi cair-cair antara fasa
n-heksana dengan fasa air. Ekstrak etanol kering (295 gram) dibagi dua
bagian yaitu ekstak etanol kering I sebanyak 190 gram dan ekstrak etanol
kering Il sebanyak 105 gram. Ekstrak etanol kering I dilarutkan dalam 100
mL aqua dm 50°C kemudian diekstraksi dengan n-heksana sebanyak 3 kali
@ 200 mL. Proses ini dilakukan untuk mengekstrak senyawa nonpolar.
Kemudian fasa air I ditampung. Kemudian pada ekstrak etanol kering I1
dilarutkan dalam 100 mL aqua dm 50°C kemudian diekstraksi dengan
n-heksana sebanyak 3 kali @ 200 mL. hasil tersebut ditampung sebagai
fasa air IL

Fraksinasi Il dilakukan dengan menggunakan kromatografi reverse
phase dengan poliamida. Hasil fasa air [ dari hasil ekstraksi tersebut dibagi
dua bagian dan dimasukkan dalam kolom poliamida. Kolom tersebut dielusi
dengan aqua dm sebanyak 4 kali volume kolom. Fraksi air ditampung.
Kemudian elusi dengan 10 % etanol/air sebanyak 8 kali volume kolom.
Dan yang terakhir elusi dengan etanol sebanyak 9 kali volume kolom. Hasil
elusi tersebut ditampung dalam beberapa fraksi kemudian diuapkan dan
dimonitor dengan kromatografi lapis tipis (KLT) kloroform:metanol 9:1.
Hasil fasa air I diperoleh ekstrak etanol kering sebanyak 14,9009 gram.
Selanjutnya fasa air I dari hasil ekstraksi dilakukan dengan cara yang sama
dengan fasa air I dan diperoleh ekstrak etanol kering sebanyak 11,7771
gram.
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Daun teh basah hasil
CTC (3,1 Kg)

Maserasi dengan etanol
A 4

Ekstrak kasar
(295 gram)

- larutan dalam aqua dm
- partisi dengan n-heksan

v

v

Fasa n-heksan

Fasa air

Kromatrografi reverse phase dengan poliamide

v 3 v
Fraksi air Fasa 10% Fasa etanol
etanol/air (ekstrak atanol)
9,7821 gram 26,678 gram F Kromatrografi reverse phase

dengan poliamide
2 L 2 v

Fraksi air Fraksi 10% Fraksi 55% etanol/air

etanol/air (ekstrak 55% etanol/air)
2,0164 gram 15,7659 gram G
Kromatrografi reverse phase dengan poliamide |
v v

Fraksi metanol 1
(ekstrak metanol 1)
9,3 gram H

Fraksi metanol 2
(ekstrak metanol 2),
1,5529 gram I

GAMBAR 1.4
Diagram kerja metode CTC

3)

Kromatogram di atas dielusi dengan kloroform: metanol = 9:1 (),
menunjukkan bahwa pada fraksi metanol kering II terdapat dua noda
senyawa yang memiliki perbedaan Rf yang cukup signifikan sehingga
diasumsikan kedua noda tersebut dapat dipisahkan dengan eluen tersebut.
Sebanyak 202 mg fraksi metanol kering II dipisahkan menggunakan
kromatografi radial dengan eluen kloroform: metanol 15%. Pemisahan
tersebut menghasilkan 3 fraksi yang kemudian diuji dengan KLT untuk
melihat hasil pemisahannya.

Modifikasi isolasi katekin dan pemisahan polifenol.

Untuk mendapatkan hasil isolasi yang optimal, dilakukan modifikasi
pada tahap isolasi katekin dari the hijau, yaitu dengan menyeduh teh
menggunakan air panas (80°C) dan diaduk selama 30 menit. Selanjutnya
hasil seduhan didinginkan dan kemudian diekstraksi dengan pelarut
etil asetat, untuk memisahkan katekin dari karbohidrat terlarut dalam
air. Ekstrak tersebut dievaporasi kemudian ditimbang dan selanjutnya
dilakukan pemisahan komponen-komponen polifenolnya dengan cara
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kolom khromatografi fasa terbalik poliamida CC6, dilanjutkan dengan
kolom khromatografi fasa terbalik dalam Silica C18, Gambar 21.

Serbuk teh hijau
(25 gram)

Maserasi dalam air
70-80°C (3 x 500 mL)

Ekstrak teh dalam air

Ekstrak dalam etil asetat
(3 x 200 mL)

Ekstrak katekin dalam etil
asetat

Evaporasi dengan rotavap
(50-60°C)

Serbuk katekin kasar
(3,0-4,7 g)

GAMBAR 1.5
Diagram alir isolasi katekin dari teh hijau (metode 3)

1.3.6 Keunggulan Catechins Green Tea sebagai Antidiabetik
1.3.6.1 Diabetes Melitus dan Komplikasinya

Tanda spesifik penyakit diabetes melitus adalah keadaan hiperglikemia /
peningkatan kadar glukosa. Effek peningkatan kadar glukosa yang tinggi menimbulkan
komplikasi - komplikasi.

Komplikasi - komplikasi Diabetes Melitus dibagi menjadi dua kategori:

1. Komplikasi akut yang merupakan akibat dari perubahan yang relatif akut dan
kadar glukosa plasma. Ketoasidosis merupakan komplikasi metabolik akut yang
paling serius adalah ketaosidosis diabetik. Defisiensi insulin menyebabkan
hiperglikemi dengan berkurangnya penggunaan glukosa oleh jaringan tepi dan
bertambahnya glukoneogenesis oleh hati. Defisiensi insulin juga menyebabkan
bertambahnya kadar glukagon. Perubahan rasio ini menimbulkan peningkatan
lipolisis di jaringan lemak dan katogenesis di hati. Lipolisis terjadi karena
defisiensi insulin merangsang kegiatan lipase di jaringan lemak dengan akibat
bertambahnya pasokan asam lemak bebas ke hati.

Di dalam mitokondria hati, enzim karnitil asil transferase I terangsang
untuk mengubah asam lemak bebas ini menjadi benda keton. Proses ketosis
ini menghasilkan asam lemak bebas hidroksibutirat dan asam asetoasetat yang
menyebabkan asidosis (Supraptondo, 1997).
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Defisiensi insulin juga menyebabkan berkurangnya penggunaan glukosa
oleh jaringan tepi dan bertambahnya glukoneogenisis di hati, keduanya
menyebabkan hiperglikemia. Karena sifat glukosa yang tidak dapat dengan
mudah berdifusi melewati pori-pori membran sel, maka keadaan hiperglikemia
ini menyebabkan peningkatan tekanan osmotik cairan ekstraselular dan
menyebabkan timbulnya perpindahan air secara osmotik keluar dari sel.

Selain itu, hipergilkemia menyebabkan keluarnya glukosa ke dalam urin
yang akan menimbulkan keadaan diuresis osmotik. Efek keseluruhan adalah
kehilangan cairan yang sangat besar dalam urin, sehingga menyebabkan
dehidrasi cairan ekstraselular, yang selanjutnya menimbulkan dehidrasi
kompensatorik cairan intraselular (Guyton, 1997). Efek lain yang jauh lebih
penting dalam menyebabkan asidosis adalah berkurangnya konsentrasi natrium
yang disebabkan oleh hal berikut.

Asam keto mempunyai nilai ambang yang rendah untuk diekskresikan oleh
ginjal, oleh karena itu, bila pada diabetes konsentrasi asam keto meningkat,
maka setiap hari dalam urin dapat diekskresikan 100 - 200 gram asam keto.
Oleh karena asam keto ini merupakan asam kuat, yang pH-nya sebesar 4,0
atau kurang, maka asam keto dalam jumlah kecil dapat diekskresikan dalam
bentuk asam, ternyata, asam keto diekskresikan dalam ikatan dengan natrium
yang dilepaskan dari cairan ekstraselular. Akibatnya, konsentrasi natrium
dalam cairan ekstraselular biasanya berkurang dan riatrium digantikan oleh
bertambahnya jumlah ion hidrogen, jadi semakin memperberat asidosis
(Guyton, 1997).

. Komplikasi khronik yang berupa komplikasi vaskular jangka panjang

Komplikasi khronik diabetes melitus dapat dibagi menjadi komplikasi non
vaskular yang terdiri dari gastroparesis, disfungsi seksual, dan perubahan
kulit, dan komplikasi vaskular yapg terdiri dari komplikasi mikrovaskuler
(mikroangiopati). Komplikasi mikrovaskuler pada diabetes melitus terdiri
atas retinopati, dan nefropati. Sedangkan Komplikasi makrovaskuler meliputi
penyakit arteri koroner, kelainan pembuluh darah perifer, dan kelainan
pembuluh darah serebral (Powers, 2001). Komplikasi mikrovaskuler
Glikosilasi non enzimatis. Jika kita amati struktur glukosa, tampak bahwa
pada atom C pertama (C1) glukosa terdapat gugus aldehid. Gugus ini memiliki
sifat reaktif, sehingga glukosa mudah membentuk produk kovalen melalui
proses non-enzimatik, produk proses ini bermacam-macam, misalnya Hb
terglikasi yang terbentuk melalui adisi nukleofilik glukosa dengan grup amino
molekul protein mungkin juga pada DNA. Reaksi lambat dan tergantung waktu
paruh dan protein tersebut. Produk ini mempunyai peranan penting dalam
terbentuknya advanced glycosilation end-product (AGE). Reaksi yang serupa
juga dapat terjadi pada protein dengan waktu paruh yang panjang seperti
LDL, dan albumin. Produk AGE yang terbentuk akan terakumulasi terutama
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pada protein yang mempunyai waktu paruh yang panjang (King, 1994). Dalam
ruang ekstraselular, LDL yang terglikosilasi dapat mengadakan cross linked
dengan kolagen atau bahan-bahan penyusun membran basal (laminin, heparan,
fibronektin dan lain- lain) (Soeatmadji, 1997).

Di samping itu, LDL terglikosilasi dapat merubah ikatan LDL dengan
reseptornya. Produk AGEs yang dikeluarkan ke sirkulasi dapat merubah fungsi
vaskular dengan berikatan dengan makrofag dan selanjutnya akan mendatangkan
beberapa respon imun seperti peningkatan TNFI IL-1 dan sitokin-sitokin yang lain.
TNF dan IL-1 mempunyai reseptor pada endotel sehingga menyebabkan peningkatan
permeabilitas (King, 1994).

1.4 Stres Oksidasi
1.4.1 Definisi Stres Oksidasi

Stres oksidasi adalah suatu kondisiterjadinya produksi radikal bebas yang
berlebih sehingga bersifat reaktif dan dapat bereaksi dengan molekul lain dan
membentuk radikal baru ( Suhartono., et al,, 2007).

Stres oksidatif didefinisikan sebagai suatu ketidakseimbangan terus-menerus
antara antioksidan dan pro-oksidan yang mengakibatkan kerusakan sel ireversibel
(Sukandar, 2006).

Stres oksidatif dapat dipandang sebagai gangguan keseimbangan antara
produksi oksidan dan antioksidan defense atau destruksi reactive oxygen species
(ROS); seperti anion superoksida (.02-), radikal hidroksil (.OH), hidrogen peroksida
(H202), radikal nitrit oksida (.NO) dan periksonitrit (ONOO-). Ketidakseimbangan
preoksidan ini dapat menyebabkan oksidasi makromolekul; meliputi lipid,
karbohidrat, asam amino, protein dan DNA, diikuti dengan kerusakan selular dan
jaringan (Sukandar., 2006).

Produksi radikal bebas dipercaya menginduksi disfungsi endotel dan
merupakan tahap awal dari aterogenesis. Stres oksidasi berawal dari adanya oksidasi
LDL yang dihubungkan karena adanya peningkatan jumlah makrofag pada sel otot
polos. Adanya hiperkolesterolemi juga menstimulus produksi superoxide anion
radcals(02-) dari otot polos pembuluh darah sehingga dapat meningkatkan oxidasi
LDL. Peningkatan produksi ROS akan menyebabkan ketidak keseimbangan produksi
NO, vasokonstriksi, agregasi platelet dan adesi neutrofil pada endotelium (Tousoulis,
etall., 2007).
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1.4.2 Etiologi Stres Oksidasi

Stres oxidatif yang disebabkan karena produksi H202 akan meningkatkan
phosphorylation tyrosin kinase dimana menunjukkan kaitan yang kuat antara sel
netrofil pada endotelium dan permeabilitas pembuluh darah. Mekanisme dimana
stres oksidatif oleh H202 menyebabkan aterogenesis adalah melalui produksi
transkripsi faktor k3 (NFkf) dan aktivator protein 1 (AP-1), dimana berpartisipasi
dalam ekspresi molekul adesi seperti vascular celluler adhesin molecules (VCAM-
1), intracelluler adhesin molecules (ICAM-1), E-selestin dan sitokin yang lain
(Akerman,2009).

Pada kondisi stres oksidasi sel mengalami penurunan kadar oxigen atau disebut
sebagai kondisi peningkatan reactive oxygen species (ROS). Dimana molekul oksigen
akan mengalami reaksi akhir seperti pembentukan superoxide anion (02), hydrogen
peroxide (H202) dan peroxynitrite (OONO-), hypochlorus acid (HOCL), hydroxyl
radical (OH-), aldhehydes reactif, lipid peroxide dan oksidasi nitrogen merupakan
oksidan pada vaskuler. Vaskuler endotel dapat mengalami peningkatan stres oksidasi
melalui beberpa mekanisme dan berimplikasi pada komplikasi ptologik vaskuler
seperti penyakit diabetes melitus. Mekanisme yang mendasari adalah relaksasi
vaskuler dan lamanya status hiperglikemia( Cheng, 2007).

ROS meningkatkan sensitivitas kontraktil elemen CaZ2+ dan mengaktivasi
mobilisasi cystisolic Ca 2+ dalam sel otot polos. ROS akan memodifikasi fungsi
endotel secara langsung melalui aktivasi beberapa faktor transkripsi dengan adanya
upregulasi molekul adesi pda platelet dan menurunkan keseimbangan produksi
NO. Mekanisme secara tidak langsung melalui penurunan laju glycosi dan produksi
AGEs atau melalui peningkatan osidasi LDL. O2- diyakini dapat secara langsung
menyebabkan kontraksi sel otot polos dan juga sebagai scanvenger NO ( Asunta,
2009).

Pada kondisi diabetes melitus dapat menyebabkan peningkatan ROS akibat
adanya peningkatan glukosa dalam darah. Overekspresi superoxide anion secara
langsung mempengaruhi interaksi antara NO dengan oxygen derived radical yang
secara mekanisme patologik merupaka faktor resiko aterosklerosis termasuk
hipertensi, hiperkolesterolemia dan diabetes melitus (Ulvi Bayraktutan, 2009)

Produksi ROS dapat menyebabkan penurunan produksi NO melalui penurunan
produksi eNOS dan kofaktor BH4 (Hodnett and Hester, 2007). Ros dapat meningkatkan
arginin yang berfungsi dalam metabolisme urea dan ornithine ( Berkowitz, et all,,
2003).
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1.5 Disfungsi Endotel
1.5.1 Definisi Disfungsi Endotel

Disfungsi endotel adalah suatu kondisi dimana pada sel endotel dalam fisiologis
memburuk sehingga dapat menyebabkan terganggu fungsinya. Disfungsi endotel juga
diartikan sebagai ketidakseimbangan antara faktor-faktor relaksasi dan kontriksi
endotel, antara mediator proagulan dan koagulan atau antara zat-zat yang memicu
dan menghambat pertumbuhan ( Raffaele, et al, 2007).

Pada kondisi disfungsi endotel dapat terjadi peningkatan produksi mediator
endotelial sehingga dapat mempunyai efek pada fungsi endotel vaskuler (Mather, et
al., 2004).

1.5.2 Etiologi Disfungsi Endotel

Disfungsi endotel dapat disebabkan oleh berbagai mekanisme diantaranya
adalah karena stres oksidasi (Raffaele, et al,, 2007).

1.6  Mekanisme Stres Oksidasi pada Diabetes Melitus

Pada diabetes melitus, pertahanan antioksidan, dan sistem perbaikan seluler
akan terangsang sebagai respon tantangan oksidatif. Sumber stress oksidatif yang
terjadi berasal dari peningkatan produksi radikal bebas akibat autooksidasi glukosa,
penurunan konsentrasi antioksidan berat molekul rendah di jaringan, dan gangguan
aktivitas pertahanan antioksidan enzimatik (Kowluru RA., 2001). Kebermaknaan
stress oksidatif pada patologi penyakit sering tidak tentu (Halliwel B.,et 11,1999).
Dengan demikian stress oksidatif dan gangguan pertahanan antioksidan merupakan
keistimewaan diabetes melitus yang terjadi sejak awal penyakit. Disamping itu,
juga memiliki kontribusi pada perburukan dan perkembangan kejadian komplikasi
(Nuttal SL.,et al., 1999).

Beberapa studi mengungkapkan reduksi status antioksidan dalam sampel
plasma dan serum dibanding kontrol berdasarkan usia. Fenomena ini dapat terjadi
sejak anak-anak serta berjalan secara progresif dan semakin memburuk sesuai
perjalanan waktu dan berkembangnya komplikasi (Nuttal SL.,et al., 1999).

Pada diabetes anak ditemukan penurunan glutathion eritrosit, glutathion
total, a-tokoferol plasma, dan (3-karoten plasma secara bermakna. Reduksi
berbagai antioksidan ini terkait dengan pembentukan senyawa penanda adanya
stress oksidatif, misalnya: peningkatan lipid hidroperoksida, diena terkonjugasi,
dan protein karbonil secara bermakna (Haffner SM., 1999). Pada diabetesi usia 50-
60 ditemukan peningkatan peroksidasi lipid sejak onset diabetes (Nuttal SL.,et al.,
1999).
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1.6.1 Pertahanan Antioksidan

Berbagai studi secara konsisten menunjukkan defisiensi status pertahanan
antioksidan total pada pasien diabetes. Status pertahanan tersebut meliputi
glutathion, vitamin C, antioksidan enzim superoksida dismutase (SOD), dan katalase
(Nuttal SL.et al., 1999).

Beberapa peneliti mengungkapkan adanya penurunan vitamin E pada penderita
diabetes (Barbagallo M., et al, 1999). Selain vitamin E, glutation juga ditemukan
menurun pada penderita diabetes. Glutathion dalam bentuk tereduksi (GSH) terdapat
dalam plasma manusia; intraseluler; dengan kemampuan sebagai antioksidan untuk
menghambat radikal bebas dengan fungsi secara umum sebagai buffer redoks,
(Kowluru RA,2001) dan kofaktor enzim GPX. Bukti terbaru mengungkapkan bahwa
GSH berperan penting pada diabetes melitus (Barbagallo M., et al, 1999). Perubahan
terhadap ratio GSH tereduksi/teroksidasi (GSH/GSSG) mempengaruhi respon sel
beta terhadap glukosa dan perbaikan aksi insulin, (Barbagallo M,, et al, 1999), serta
menurunkan aktivitas enzim GPX.

Nuttal SL..et al.,, 1999 menemukan penurunan status antioksidan total secara
bermakna pada pasien diabetes lanjut usia. Meskipun demikian, pada kelompok
tersebut tidak didapatkan perbedaan konsentrasi vitamin E serum secara bermakna.

1.6.2 Kerusakan Oksidatif

Hiperglikemia menjadi “hallmark” pada penyakit kronik serta kematian sel
(Nuttal SL.,et al., 1999). Pada diabetes dengan komplikasi, studi oleh Armstrong
menunjukkan adanya korelasi antara peningkatan lipid hidroperoksida serum
dengan prevalensi retinopati pada pasien diabetes (Ueno Y.,,2002). Penanda lain,
yaitu isoporostan F2 juga ditemukan meningkat pada kedua tipe diabetes melitus
(Beckman JA. et al,2001).

Kerusakan oksidatif pada DNA yang berkorelasi dengan peroksidasi asam lemak
membran dan status antioksidan yang rendah juga ditemukan pada diabetes melitus
(Ueno Y.,,2002). Fenomena ini bahkan sudah ditemukan sejak pra diabetes, yakni
ketika resistensi insulin muncul, (Facchini FS., et al, 2000). atau saat toleransi glukosa
terganggu (Nuttal SL.et al., 1999). Semakin tinggi derajat resistensi insulin pada
individu sehat maka semakin besar peroksidasi lipid pada plasmanya (Facchini FS.,
etal, 2000).

1.6.3 Glikasi Non Enzimatik pada Protein

Pada keadaan hiperglikemia, produksi berbagai gula pereduksi antara lain glukosa,
glukosa-6-fosfat, dan fruktosa, akan meningkat melalui proses glikolisis dan jalur
poliol. Glukosa sebagai gula pereduksi dapat menjadi agen yang bersifat toksik. Sifat
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toksik tersebut disebabkan oleh kemampuan kimiawi gugus karbonil aldehid yang
dimilikinya (Rahbani-Nobar ME., 1999). Meskipun sebagian besar keberadaan gula
pereduksi dalam larutan sebagai struktur cincin non-aldehid, glukosa dalam bentuk
rantai lurusnya merupakan aldehid (Rahbani-Nobar ME.,1999). Aldehid merupakan
senyawa yang mampu berikatan secara kovalen sehingga terjadi modifikasi protein.
Modifikasi tersebut dapat dibangkitkan dalam tubuh melalui berbagai mekanisme
enzimatik dan non-enzimatik (Anderson MM.,et al,, 1999).

Selain glukosa, semua jenis gula pereduksi juga mampu menyelenggarakan
reaksi glikasi pada bermacam protein. Selain protein, target kerusakan lain adalah
lipid-amino seperti fosfatidiletanolamin, dan DNA (Rahbani-Nobar ME., 1999).

Reaksi pengikatan aldehid pada protein dikenal sebagai reaksi glikasi. Reaksi
ini memiliki kemaknaan patologis yang besar. Berbagai contoh reaksi glikasi protein
antara lain hemoglobin glikosilat, albumin, dan kristal lensa mata. Reaksi secara non-
enzimatik glukosa darah dengan protein di dalam tubuh akan berlanjut sebagai reaksi
browning dan oksidasi. Reaksi tersebut selanjutnya dapat menyebabkan akumulasi
modifikasi kimia protein jaringan (Haffner SM,1999). Pada binatang diabetes, proses
glikasi dapat teramati secara luas pada berbagai organ dan jaringan termasuk ginjal,
hati, otak, paru, juga saraf (Oldfield MD.,et al 2001)- Secara keseluruhan perubahan
kimia ini dikenal sebagai reaksi Maillard (Beckman JA.,et al,2001).

Reaksi Maillard dapat terjadi pada kondisi penuaan fisiologis in vivo sebaik
kondisi in vitro serta meningkat pada keadaan hiperglikemia, (Ueno Y.,2002).
Disamping itu, juga berkaitan dengan komplikasi kronik diabetes melitus (Ueno
Y.,2002). Reaksi ini secara umum terdiri atas empat tahap, yaitu:

1. Kondensasi non-enzimatik gula pereduksi, aldehid atau ketosa dengan gugus
amino bebas dari protein atau asam nukleat membentuk glikosilamin. Reaksi
ini dikenal sebagai fase 1 serta secara alamiah bersifat reversibel dan terjadi
dalam beberapa jam (kurang dari 24 jam) (Soesilowati S., 2003).

2. Pada fase 2 akan terjadi penataan ulang glikosilamin menjadi produk Amadori.
Reaksi ini terjadi akibat kadar glukosa yang masih tinggi dalam waktu lebih
dari 24 jam (Soesilowati S.,2002). Produk Amadori tersebut bersifat toksik bagi
jaringan namun masih reversibel (Simanjuntak D, 1998). Kadar produk Amadori
pada sejumlah protein meningkat sebanding dengan derajat hiperglikemia pada
diabetes melitus (Niwa T, et al,,1997).

3. Penataan ulang dan dehidrasi berganda produk Amadori menjadi amino
atau senyawa karbonil reaktifitas tinggi seperti 3-deoxyglucosane (Niwa T, et
al,1997).

4. Reaksi antara senyawa karbonil dengan gugus amino lain dilanjutkan proses
penataan ulang membentuk beragam advance glycosylation ends products (AGE-
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products/AGEs) sebagai petunjuk cross linking dan browning pada protein
(Niwa T, et al.,1997).

AGEs merupakan salah satu produk sebagai penanda modifikasi protein sebagai
akibat reaksi gula pereduksi terhadap asam amino (Carr A,1999). Akumulasi AGEs
di berbagai jaringan merupakan sumber utama radikal bebas sehingga mampu
berperan dalam peningkatan stress oksidatif, (Beckett AH,2003), serta terkait
dengan patogenesis komplikasi diabetes mirip pada penuaan yang normatif. Pada
diabetes, akumulasi AGEs secara umum mempercepat terjadinya aterosklerosis,
nefropati, neuropati, retinopati, serta katarak. (Beckett AH,2003). Pengikatan AGEs
terhadap reseptor makrofag spesifik (RAGE) mengakibatkan sintesis sitokin dan
faktor pertumbuhan serta peningkatan stress oksidatif (Shoda H., et al, 1997).

CIOOH
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NH L
| N
(CH) Al JNp
Gt 0 HN—N HOH,C” "N” CHO
—NH—CH—C — Lt e
ysine Lysine
CML:R=H Pentosidine Pyrraline
CEL:R=CH,
Lysine [¢) R
&r Low
) b
—Lysige— | —Lysine— —— Arginine—
—— Lysine— Imidazollim Salts Imidazolones and
Crosslines GOLD:R=H dehydroimidazolones
MOLD : R = CG, MGO — R=CH,
3-DG — R=CH,H,0,
GAMBAR 1.6

Struktur kimiawi berbagai AGEs (CML: N-(carboxymethyl) lysine; CEL: N-(carboxyethyl)lysine;
GOLD: Glyoxal-lysine dimer; MOLD: methylglyoxal-lysine dimer; MGO: methylglyoxal; 3-DG
(3-deoxyglucosone). Baynes JW,1999

Terapi pada jalur ini dapat diupayakan melalui penekanan pembentukan AGEs,

menghalangi interaksi AGEs-RAGE, dan/atau pengurangan peningkatan stress
oksidatif seluler yang diperantarai AGEs-RAGE (Miyata T,1996).
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1.6.4 Jalur Poliol-Sorbitol (Aldosa Reduktase)

Pada normoglikemia, sebagian besar glukosa seluler mengalami foforilsasi
menjadi glukosa-6-fosfat oleh enzim heksokinase (Rahbani-Nobar, 1999). Bagian
kecil dari glukosa yang tidak mengalami fosforilasi memasuki jalur poliol, yakni jalur
alternatif metabolisme glukosa (Rahbani-Nobar, 1999). Melalui jalur ini, glukosa
dalam sel dapat diubah menjadi sorbitol dengan bantuan enzim aldose reduktase
(AR). Enzim aldose reduktase dapat ditemukan pada sejumlah jaringan mamalia
termasuk lensa dan retina. Enzim tersebut mengkonversi glukosa menjadi polialkohol
sorbitol melalui reduksi gugus aldehid glukosa (Rahbani-Nobar, 1999).

Dalam keadaan normal, konsentrasi sorbitol di dalam sel, rendah. Akan tetapi,
apabila terjadi keadaan hiperglikemia, konsentrasi sorbitol meningkat. Sorbitol,
dengan bantuan enzim sorbitol dehidrogenase (SDH) akan diubah menjadi fruktosa.
Degradasi sorbitol ini berjalan lambat sehingga sorbitol menumpuk dalam sel,
sehingga dapat menyebabkan peningkatan tekanan osmotik dan selanjutnya dapat
merusak sel (Nishimura CY.,1998).

heksokinase

Glukosa —> Glukosa-6-fosfat m CO,

NADP* NADPH
aldose reduktase sorbitol dehidrogenase
m; sorbitol s fruktosa
NADPH NADP* NAD* NADH

GAMBAR 1.7
Jalur metabolisme utama dan alternatif glukosa (Ueno Y, 2002)

Masuknya substrat (substrat flux) melalui jalur poliol, selain dapat meningkatkan
kadar sorbitol dan fruktosa intraseluler, juga menurunkan rasio NADPH terhadap
NADP*. Disamping itu, rasio NADH terhadap NAD* sitosolik juga menurun.
Berkurangnya NADPH di dalam sel akibat meningkatnya AR, dapat menghambat
aktivitas enzim lain yang membutuhkan NADPH (Nishimura CY., 1998).

1.6.5 Autooksidasi Glukosa

Proses autooksidasi glukosa dikatalisis oleh senyawa logam dalam jumlah
kecil seperti besi dan seng. Hasil katalisis tersebut adalah senyawa oksigen reaktif
(Soesilowati S., 2003). Autooksidasi glukosa terjadi pada fase I proses glikasi non
enzimatik pada protein yang secara alamiah masih bersifat reversibel (Soesilowati
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S.,2003). Fase ini merupakan sumber hidrogen peroksida yang mampu menghambat
Cu/ZnSOD. Selain hidrogen peroksida, radikal superoksida juga dihasilkan oleh
proses autooksidasi glukosa tersebut serta terkait dengan pembentukan protein
glikasi dalam plasma pasien diabetes (Droge W., 2002). Akibat yang ditimbulkan
berupa peningkatan aktivitas radikal superoksida serta kerusakan enzim superoksida
dismutase.

1.7 Mekanisme Disfungsi Endotel pada Stres Oksidasi
Hiperglikemia

1.7.1 Respon Sel Endotel Akibat Hiperglikemia

Hiperglikemia merupakan suatu kondisi dimana terjadi peningkatan kadar
glukosa dalam darah. Hal ini bisa disebabkan oleh ketidakseimbangan metabolisme
glukosa (Sweeney., 2002).

Hiperglikemia dapat mereduksi stres oksidatif, meningkatkan radikal bebas
dan peningkatan sitokin proinflamasi, meningatkan aktivitas Akt dan meningkatkan
apoptosis dalam kultur endotel ( Fiordaliso, et al., 2004). Adanya kondisi hiperglikemi
juga dapat meningkatkan produksi Reactive Oxigen Species (ROS) melalui jalur
fosforilasi IRS-1 dimana akan mempengaruhi kemampuan peingkatan aktivitas P13
kinase. Insulin meningkatkan produksi NO di sel endotel melalui jalur IRS-1 dan
PI3-kinase yang menyebabkan fosforilasi dari eNOS melalui Akt yang tergantung
kalsium (Montagnani, et al., 2002; Yu, et al., 2002)

Aktivasi insulin secara dependent akan mengaktivasi sistem sinyaling PI3
Kinase yang berperan penting dalam efek kardioproteksi (Malmberg, et al., 2005).
Kondisi disfungsi endotel oleh karena paparan gkulosa tinggi dapat mengakibatkan
ketidakseimbangan vasodilator dengan penurunan produksi NO dan meningkatkan
ROS (Assunta, et al., 2009)

Pemberin glikosa tinggi dapat mempengaruhi kematian sel endotel pada model
kurtur endotel. Dilaporkan oleh Hinonori, 2005 bahwa sel endotel yang diberika
perlakuan dengan D-glukosa akan menunjukkan adanya apoptosis pada sel endotel.
Disfungsi endotel disebabkan oleh berkurangnya beberapa susbtansi pada sel
endotel diantaranya PGI2, NO, dan CNP. Hipotesa ini memegang peranan penting
dalam perkembangan penyakit vaskuler karena diabetes.

Pemberian D-glukosa pada sel endotel mempengaruhi kematian sel endotel
melalui induksi apoptosis. Apoptosis dapat terjadi melalui peningkatan secara
signifikan bax yang merupakan faktor proapoptotik dengan pemberian perlakuak
D-glukosa tinggi. Dengan meningkatnya rasio bax menjadi bcl-2 yang dipengaruhi
oleh D-glukosa akan meningkatkan percepatan kemtian sel retina dlam kondisi
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hiperglikemia pada invivo. Hiperglikemia dapat meningkatkan ekspresi bax dimulai
dengan tahap preimplantasi blastosit pada tikus. Defisiensi bax pada blastosit tikus
dapat memproteksi/ melindungi apoptosis karena pengaruh glukosa. Pada hasil
penelitian yang dilakukan oleh Hinonari, 2005 dapat diketahui bahwa bax bisa
menjadi kunci terjadiya apoptosis karena pengaruh hiperglikemia.

Respon pertahanan sel endotel pada kondisi hiperglikemia melibatkan peran
hepatosit growth factor (HGF) sebagai anti apoptotik pada sel endotel. Produksi HGF
pada vaskuler dipengaruhi secara down reguasi oleh adanya glukosa tinggi melalui
aktivitas transformasi growth factor —f. HGF secara signifikan meningkatkan bcl2
tanpa mempengaruhi protein bax dalam kondisi glukosa tinggi. Peningkatan bcl-2
akan mengaktivasi caspase 3 dan 9. HGF memunyai peran sebagai anti apoptotik
melalui induksi bcl-2 tidak hanya pad kondisi hiperglikemia saja tetapi juga adanya
stimulasi lain yang mengaktifkan jalur mitokondria. HGF dapat menurun oleh karena
ktivasi caspase 3 yang dpengaruhi oleh TNFa melalui jalut P13 Kinase, dimana juga
dipengaruhi oleh aktivasi Akt ( Bouloumie et al., 1999).

Peran HGF sebagai anti apoptotik seperti VEGF dan fibroblas growth factor
yang mempunyai peran yang sama. Sebagai penghambat apoptosis ekspresi VEGF
dan reseptornya dapat menurunkan myocardium pada tikus dengan diabetes
melitus seperti halnya HGF. Bagaimanapun mekanisme HGF petensial mempunyai
kemampuan secara langsung berhubungan dengan bcl-2 dan c-met(reseptor spesifik
HGF) melalui protein bag-1. Protein bag-1 dilaporkan berinteraksi dengan protein
bcl-2 dan bekerjasama dengan bcl-2 dalam menekan apoptosis. Protein bcl-2
mempunyai peran sangat penting dalam mencegah kematian sel melalui ikatan bcl-
2, protein raf-1 kinase dan c-met (Hironari.et al, 2005).

Kerjasama antara protein bcl-2 berperan dalam mencegah kematian sel melalui
peran HGF. Diyakini bahwa bcl-2 sebagai anti apoptotik melalui 2 mekanisme
yaitu pro caspa se 8 dan pro caspase 9 dan menghambat perubahan apoptosis
mitokondrial termasuk memunculkan cytochrome C dan menurunkan apoptosis
melalui jalur mitokodria. Dilaporkan bahwa HGF dapat memproteksi kematian
sel melalui fosforilasi PI3 Kinase 1 dan peningkatan bcl-xl serat adanya translokasi
bax dapat merugalasi perubahan BH3. PI3 kinase dapat menyebabkan apoptosis
melalui penghambatan bax BH3 epitop. Kematian sel endotel karena apoptosis dapat
terjadi karena hiperglikemia dan faktor-faktor lain yang mempunyai kemampuan
manghambat anti apoptotik (Nakagami., et al, 2001).

1.7.2 Penanda Disfungsi Endotel Akibat Hiperglikemia

Sel endotel yang mengalami kerusakan akibat paparan glukosa tinggi dapat
mengalami perubahan yang nantinya dapat digunakan sebagai marker atau pertanda
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adanya disfungsi endotel akibat hiperglikemia diantaranya adalah (Asunnta, et al.,
2009):

1. Perubahan struktur barier endotel dan perubahan matrik dengan ditemukan
adanya: peningkatan basal membran. Reduksi glycocalyc

2. Mikroalbuminemia

3. Perubahan respon vasodilator ditunjukkan dengan: penurunan produksi Nitric
Oxide (NO), peningkatan sintesis endotel ditandai dengan peningkatan produksi
vascular endithelial growth factor (VEGF)

4. Peningkatan respon inflamatori ditunjukkan dengan peningkatan ekspresi
molekul adesin dan adesi leukosit seperti VCAM, ICAM. dan E-selectin,
peningkatan produksi dan respon mediator sirkulasi termasuk potein C-reactive.

5. Perubahan hemostasis ditunjukkan dengan adanya peningkatan kadar faktor
von willebran dalam plasma, peningkatan plasminogen aktivator inhibitor-1.

1.7.3 Mekanisme Reistensi Insulin

Efek nyata dari metabolisme glukosa dan lipid adalah peningkatan insulin. Insulin
mempunyai peran secara fisiologi pada pembuluh darah, termasuk mereabsorbsi
sodium dalam renal, menstimulasi aktivitas sympatetic dan menstimulus produksi
ET-1 dan NO untuk menjaga keseimbangan fungsi endotel (Muniyappa, et al, 2007).

Secara fisiologis insulin mempunyai peran dalam endotel sebagai mediator pada
ikatan antara insulin dan reseptornya pada sel endotel. Stimulasi insulin pada sel
endotel merupakan awal dari aktivasi eNOS dan produksi NO melalui peningkatan
vasodilatasi, peningkatan aliran darah dan transport nutrisi. Penggunaan insulin
secara efisien dapat meminimalkan uptake glukosa pada jaringa target. Produksi
NO melalui respon insulin dihasilkan dari aktivasi reseptor insulin tyroxin kinase
(IR), fosforilasi dari reseptor insulin substrate-1 (IRS-1), aktivasi jalur sinyaling
phospotidilinositol (PI3) Kinase pada fosforilasi dan aktivitas Akt. Akt kemudian
secara langsung memfosforilasi eNOS pasa ser menghasilkan peningkatan aktivitas
eNOS dan produksi NO (Montagnani, et al., 2001).

Resistensi insulin ditandai dengan penurunan sensitivitas uptake glukosa
yang dimediasi oleh insulin. Kerja utama insulin di otot dan jaringan adipose adalah
translokasi transporter glukosa (GLUT4) pada permukaan sel yang menyebabkan
uptake glukosa di jaringan perifer. Sebelum insulin berinteraksi dengan reseptor
pada membran plasma, insulin dan glukosa harus dibawa terlebih dahulu ke sel otot
pada jumlah yang normal dan waktu yang tertentu. Hal ini membutuhkan jalur sinyal
yang tergantung PI3-kinase (Montagnani, et al., 2002).

Pada kerja metabolik, insulin mempunyai dua mekanisme kerja yang terpisah
pada vaskulatur arterial untuk meningkatkan pengiriman insulin dan glukosa di
otot skeletal. Insulin untuk melebarkan pembuluh darah yang resisten sehingga
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meningkatkan aliran darah total otot skeletal. Hal ini menunjukkan bahwa
peningkatan sekumpulan aliran darah seiring dengan peningkatan uptake glukosa
yang dimediasi insulin. Meskipun beberapa studi mengkonfirmasi kerja insulin di
vaskuler (Cardillo, et al., 2004), namun beberapa studi tidak dapat membuktikan
perubahan total aliran darah oleh insulin. Selanjutnya perubahan uptake glukosa
yang dimediasi oleh insulin sering didahului oleh perubahan pada aliran darah di
kaki, dan beberapa studi membuktikan selama hiperinsulinemia dan manipulasi
aliran darah total di otot dengan beberapa vasodilator berbeda menunjukkan
bahwa aliran darah total di otot dapat meningkat tanpa adanya perubahan pada
uptake glukosa yang dimediasi oleh insulin. Dengan demikian dalam menstimulasi
uptake glukosa, kemampuan insulin dalam meningkatkan aliran darah total masih
meragukan (Montagnani, et al., 2001).
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GAMBAR 1.8

Mekanisme insulin memediasi produksi nitric oxide dan endotelin 1. Mekanisme insulin dalam
memediasi produksi nitric oxide (NO) dan endotelin 1 (ET-1) yang menyebabkan vasodilatasi
dan vasokonstriksi. Angiotensin Il (Angll), tumor necrosis factor a (TNF- a), dan free fatty acids
(FFA) menghambat jalur Pi3-kinase (PI3-K) dan merangsang jalur MAPK. IRS-1, insulin receptor
substrate 1; PDK-1, phophoinositide-dependent kinase 1; Akt, protein kinase B; eNOS, endotelial
nitric oxide synthase. Physiology,2007
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Kerja vasodilatasi insulin memerlukan jalur sinyal PI3-kinase. Insulin
menginduksi stimulasi Akt yang secara langsung meningkatkan aktivitas endotelial
NO synthase (eNOS), yang menyebabkan peningkatan produksi NO (Potenza, et
al, 2005; Kim, et al, 2006). Disamping kerjanya sebagai vasodilator, insulin juga
mempunyai efek vasokonstriktor. Efek vasokonstriktor ini terutama dimediasi oleh
peptide vasokonstriktor endotelin-1 (ET-1) (Kim JA, 2006). ET-1 diproduksi oleh
endotel vaskuler melalui stimulasi jalur sinyal intraseluler MAP-kinase dan ERK1/2
(Eringa, et al, 2004). Dalam hal ini jalur PI3-kinase tidak termasuk. (gambar 2.5).
Dengan demikian insulin mempunyai dua efek yang berlawanan sebagai vasodilator
dan vasokonstriktor yang efek selanjutnya tergantung dari keseimbangan keduanya.
Dalam keadaan normal akan menyebabkan keadaan netral atau vasodilator.

1.7.3.1 Mekanisme Asam Lemak Bebas

Obesitas berhubungan dengan disfungsi endotel dapat disebabkan karena
terdapat efek yang mempengaruhi keseimbangan ini. Pertama, obesitas berhubungan
dengan peningkatan produksi ROS (Cecilia et al, 2004; Kim, et al, 2006). ROS
membatasi bioavailabilitas NO melalui penurunan produksi NO dan secara
langsung menyebabkan inaktivasi NO melalui superoxide (02°). Kedua, ekspresi dan
aktivitas eNOS di otot dan ginjal sangat minimal pada obesitas, sehingga membatasi
produksi NO (Caballero dan Enrique, 2003; Kim, et al, 2006). Pada akhirnya jalur
transduksi sinyal insulin intraseluler mengalami kegagalan. Peningkatan asam lemak
menginduksi fosforilasi IRS-1 melalui reseptor insulin dan menyebabkan kegagalan
aktivasi PI3-kinase (Kim, et al, 2006). Sebagai konsekuensi adanya defek seluler ini,
vasodilatasi oleh endotel termasuk dilatasi oleh insulin juga mengalami gangguan
pada obesitas. Sebaliknya jalur sinyal insulin yang memediasi vasokonstriksi terlihat
intake atau hanya sebagian yang mengalami kegagalan pada obesitas (Cardillo, et al,
2007).

Insulin menginduksi vasokonstriksi ditunjukkan pada otot skeletal arteriol
tikus obes. Dengan demikian terdapat ketidakseimbangan produksi NO dan ET-1
pada obesitas yang menyebabkan vasoresktifitas bergeser dari vasodilatasi ke
vasokonstriksi. Disfungsi endotel ini berkontribusi terhadap obesitas yang berkaitan
dengan resistensi insulin (Gao, et al, 2003).

Pada obesitas dan diabetes ditemukan terjadi abnormalitas metabolik termasuk
peningkatan kadar sitokin di sirkulasi seperti TNF-a dan beberapa metabolit seperti
FFA, diacylglycerol, dan fatty acyl-coenzyme A. Resistensi beberapa jaringan target
terhadap efek insulin menunjukkan terdapat gangguan respon seluler terhadap
insulin yang dimediasi oleh penurunan sinyal insulin. FFA meningkatkan fosforilasi
serin dari IRS-1 pada kultur miosit skeletal, menurunkan fosforilasi tirosin IRS-1
dan penurunan aktivasi PI3-kinase (Yu, et al, 2002). Hal serupa juga ditunjukkan
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pada sel endotel yang terpapar TNF-a terdapat kegagalan insulin yang tergantung
produksi NO dengan penurunan fosforilasi tirosin IRS-1 dan peningkatan fosforilasi
serin IRS-1 (Kim, et al, 2002). Hal ini menunjukkan bahwa FFA menganggu insulin
yang tergantung fosforilasi tirosin IRS-1 yang selanjutnya menurunkan produksi NO.

FFA dan TNF-a juga ditunjukkan dapat mengaktifkan IKK-f di adiposit dan
hepatosit, yang dapat meningkatkan fosforilasi serin IRS-1 yang diikuti penurunan
insulin yang tergantung fosforilasi tirosin IRS-1, aktivasi PI3-kinase dan akhirnya
transport glukosa (Yu, et al, 2002; Gao, et al.,, 2003). IKK-f3 merupakan serin kinase
yang mengontrol aktivasi NF-KB, suatu faktor transkripsi yang berhubungan dengan
inflamasi. Data terakhir menunjukkan bahwa IRS-1 secara langsung mengalami
fosforilasi oleh IkB-[3 pada residu serin dan bahwa IRS-1 mewakili kelompok substrat
IkB- (Gao, et al,, 2003). Hal ini menunjukkan bahwa mekanisme oleh jalur inflamasi
berkontribusi terhadap kegagalan sinyal insulin.

1.7.3.2 Mekanisme Hiperinsulinemia

Resistensi insulin dapat terjadi karena adanya gangguan dalam metabolisme
insulin sehingga dapat menyebabkan kondisi hiperinsulinemia. Hiperinsulin dapat
menyebabkan terganggunya jalur MAP kinase, dimana jalur ini mempunyai peran
penting pada resistensi insulin. Hiperinsulin dapat menstimulasi peningkatan
sekresi ET-1 dan peningkatan aktivasi ET-1 melalui vasokonstriksi sehingga dapat
meneyebabkan keabnormalan fungsi vaskuler (Naruse, et al., 2006)

Peningkatan kadar insulin menstimulasi peningkatan ekspresi VCAM-1 dan
E-selectin pada endotel melalui jalur MAPK. Pada kondisi ini dapat berdampak pada
fungsi endotel dengan manifestasi hiperselluler, eningkatan sintesis dan akumulasi
dari matrik ekstraselluler sehingga dapat memengaruhi struktur pembuluh darah
(Asunnta, et al., 2009).
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BAB 2

Eksplorasi Aktivitas Antioksidan Catechins
Green Tea GMB-4 Sebagai Therapi Penyakit
Diabetes Melitus

2.1 Abstrak

Catechins Green tea merupakan salah satu minuman yang banyak dikonsumsi
untuk kesehatan, karena didalam green tea terdapat kandungan polyphenol dan
flavonol dimana berperan sebagai antioksidan dengan cara yaitu berfungsi dalam
menghambat ROS, mengikat ion metal pada reaksi redok, menghambat reduksi
transktipsi faktor, menghambat enzim prooksidan dan mempengaruhi produksi
enzim antioksidanserta sebagai pendonor elektron hidrogen. Dengan demikian
catechins green tea sebagai antioksidan dapat mengurangi terbentukya ROS dan
mencegah terjadinya disfungsi endotel melalui mekanisme: penghambatan oksidasi
NADPH, penigkatan produksi prostasiklin, penghambatan ACE dan juga catechins
berperan sebagai antiinflamasi yang bekerja dalam menghambat sitokin proinflamasi
seperti TNFa, menghambat adesi molekul seperti VCAM, ICAM, P-selectin dan
berperan juga dalam penghambat peningkatan ADMA yang merupakan salah satu
marker disfungsi endotel.

Sehingga catechin green tea diyakini dapat menghambat stres oksidasi, dan
antiinflamasi pada sel endotel sehingga dapat digunakan sebagai alternatif dalam
perbaikan disfungsi endotel dan mencegah terjadinya komplikasi penyakit pada
diabetes melitus.
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2.2 Latar Belakang

Diabetes merupakan masalah kesehatan global. International Diabetes
Federation memprediksikan individu dengan diabetes melitus akan meningkat.
Pada tahun 2007 tercatat 240 millyar penderita diabetes melitus tipe II, jumlah ini
diperkirakan akan meningkat menjadi 380 millyar pada tahun 2025 pada negara-
negara dengan pendapatan rendah dan menengah (Juliana et al, 2009). Dari seluruh
penderita diabetes melitus di dunia, lebih dari 60 % berasal dari Asia. Prevalensi
diabetes melitus pada penduduk Asia mengalami peningkatan dengan cepat pada
dekade terakhir mencapai lebih dari 110 milyar individu pada tahun 2007 (Wild et
al., 2004).

Hiperglikemia terjadi karena terganggunya metabolisme glukosa pada tingkat
selluler. Hiperglikemia mempunyai kontribusi besar dan merupakan kunci pathway
metabolik yang dapat menyebabkan kerusakan jaringan secara luas. Hal ini terjadi
karena adanya reaksi nonenzimatik akibat kelebihan glukosa dan beberapa protein
seperti hemoglobin dan albumin yang menghasilkan advanced glycosylated end
product (AGE). Produksi AGE dapat menyebabkan terganggunya integritas sel dengan
adanya modifikasi fungsi protein atau karena adanya pengaruh produk reactive
oxygen species (ROS) yang merupakan senyawa oksigen reaktif (Thornally, 2002).

Pembentukan senyawa oksigen reaktif tersebut dapat meningkatkan modifikasi
lipid, DNA, dan protein pada berbagai jaringan (Ueno et al.,, 2002). Modifikasi
molekuler pada berbagai jaringan tersebut mengakibatkan ketidakseimbangan
antara antioksidan protektif (pertahanan antioksidan) dan prooksidan sehingga
dapat meningkatkan produksi radikal bebas. Hal itu merupakan awal kerusakan
oksidatif yang dikenal sebagai stress oksidasi (Casper et al., 2005).

Stres oksidasi dapat menghambat fungsi endotel karena menyebabkan
ketidakseimbangan produksi NO (Kadirvelu, 2002). Disfungsi endotel merupakan
kondisi dimana adanya ketidakseimbangan antara vasokonstriksi dan vasodilatasi
pada sel endotel. Disfungsi endotel dapat disebabkan oleh berbagai kondisi
diantaranya adalah kondisi resistensi insulin, hipertensi, obesitas, inflamasi,
dislipidemia dan hiperglikemia (Inge et al., 2010).

Disfungsi endotel pada hiperglikemia, dapat mengaktivasi transkrisi faktor
NFk{ sehingga menginduksi ekspresi adesi molekul, peningkatan kemokin,
dan pengeluaran sitokin lainya. Peningkatan ROS pada disfungsi endotel dapat
menyebabkan ketidakseimbangan produksi NO sehingga memicu perkembangan
aterosklerosis (Jean et al., 2004).

Pada disfungsi endotel dapat menyebabkan terganggunya fungsi endotel sebagai
pengatur keseimbangan hemostasis, sebagai mediator pertumbuhan sel otot polos
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pembuluh darah dan proses inflamasi. Terganggunya keseimbangan homeostasis
pembuluh darah dapat dilihat dengan adanya peningkatan tissue plasminogen
activator (t-PA), peningkatan Plasminogen Avtivator Inhibitor-1 (PAI1). Selain itu juga
akan terjadi peningkatan mediator pertumbuhan smoth muscle cells (SMC) seperti
VEGE, IGF1 dan bFGF. Bila terjadi respon inflamasi pada endotel maka akan terjadi
peningkatan molekul adesi seperti ICAM, VCAM, E-Selectin serta terjadi penurunan
produksi NO dan prostacyclin sebagai antagonis dari Angiotensin Il (Alain, et al,
2009).

Untuk itulah perlu adanya suatu perlakuan pada disfungsi endotel sebelum
terjadi kerusakan lebih lanjut. Beberapa tindakan penangan terjadinya disfungsi
endotel adalah pemberian suplemen L- arginin, terapi fibrate, pemberian folate,
pengobatan dengan statins, penghambatan AGE, penghambatan PKC, penghambatan
ACE dan antioksidan. ( ]. Callaes et al., 2001).

Penggunaan antioksidan saat ini merupakan alternatif dalam pencegahan dan
perlakuan pada disfungsi endotel. Penelitian yang telah dilakukan oleh Keancy,
1994 bahwa antioksidan dalam vitamin C dan E dapat menurunkan P-selectin pada
pasien hiperkolesterol. Ini diyakini bahwa antioksidan bisa sebagai penanganan
kondisi disfungsi endotel (Anderson, et al, 2000). Sehingga penggunaan antioksidan
sepertinya mulai dikembangkan pada disfungsi endotel.

Catechins Green tea mempunyai kandungann polyphenol dan flavonol dimana
berperan dalam mengabsorbsi ion metal, menjaga keseimbngan metabolisme
karbohidrat pada diabetes melitus diantaranya adalah menghambat aktivasi enzim o
glucosidase, menghambat absorbsi glukosa pada intestinal, melindungi sel 8 pankreas,
meningkatkan sekresi insulin, mengaktivasi AMPK, sebagai antioksidan yang bekerja
menghambat stres oksidasi, sebagai antiinflamasi pada endotel dan proliferasi pada
pertumbuhan sel endotel (Kati Hanhinhineva, et al, 2010). Diharapkan dengan
pemberian catechins green tea dapat memperbaiki kerusakan endotel sehingga dapat
mencegah terjadinya komplikasi lanjut seperti penyakit cardiovaskuler.

Pada penelitian yang dilakukan dengan hewan coba diketahui bahwa Catechin
green tea menghambat proses penyakit degeneratif, mempunyai aktivitas sebagai
antiproliferasi pada sel hepatoma dan juga mempunyai aktivitas hipolipidemik pada
hepar tikus yang dibuat hepatoma (Vanessa et al., 2004).

Pada studi yang dilakukan oleh Tsuneki, 2004 perlakuan pada hewan coba
menunjukkan bahwa polyphenols dalam catechin green tea mempunyai efek sebagai
antioksidan menurunkan tekanan darah, memproteksi perkembangan penyakit
koroner dengan mengontrol kadar gula darah dan berat badan.

Pada bab ini akan kami jelaskan secara detail bagaimana mekanisme Catechin
green tea sebagai antioksidan dan antiinflamasi pada disfungsi endotel.
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2.3 Tinjauan Pustaka

2.3.1 Catechins Green Tea Sebagai Antioksidan

Catechins green tea mempunyai kandungan senyawa aktif polyphenol bekerja
sebagai antioksidan non enzimatik melalui 4 cara yaitu penangkap radikal bebas,
pengkelat logam transisi ( chelation ion logam ), inhibitor enzim oksidatif dan
kofaktor enzim antioksidan ( Tachibana, H, 2011).

Reactive oxygen species (ROS), merupakan senyawa yang sangat reaktif sehingga
mudah berubah menjadi radikal bebas. Senyawa ROS yang berpotensi enjadi radikal
bebas diantaranya adalah oksigen singlet (02), hydrogen peroksida (H202) dan ion
hipoklorit (HOCL). Sedangkan senyawa ROS yang termasuk radikal bebas meliputi
radikal hidroksil (OH-), radikal peroksil (ROO-)alkoksil (RO-)dan radikal superoksida
(02-).

Catechins green tea mengandung vitamin C dan E yang merupakan antioksidan
nonenzimatik yang kuat, karena antioksidan ini bersifat hidrofilik yang merupakan
agen pereduksi (Tachibana., 2011). Kandungan vitamin C dalam Catechins mampu
menghambat pembentukan radikal superoksida (02-), radikal hidroksil (OH-), radikal
peroksil (ROO_) oksigen singlet dan hidrogen peroksida (H202). Sebagai reduktor,
catechins akan mendonorkan satu elektronnya atau atom hidrogen (Michalak, 2006).

Dalam peranannya sebagai antioksidan catechins yang mengandung polyphenol
mampu mengikat ion logam (Fe dan Cu) yang berpotensi menjadi radikal bebas
baru bila terdapat bersama-sama dengan hidrogen perokdisa (H202) (Michalak,
2006). Kemampuannya sebagai chelating agent ini mampu menghambat terjdinya
reaksi Fenton yang dapat menyebabkan terbentuknya radikal hidroksil (OH-) dari
H202 yang menembus membran sel dan kemungkinan bereaksi dengan Fe atau Cu.
Sehingga dengan penghambatan reaksi Fenton ini akan dapat mencegah produksi
ROS (Michalak, 2006).

Pada penelitian yang dilakukan oleh Lavid., et al 2001 komponen polyphenol
mempunyai kemampuan mengikat logam seperti Mn, Cr, Pb dan Hg diikat secara
langsung oleh polyphenol (Michalak, 2006).

Catechins green tea mempunyai karakteristik struktur dihydroxyl atau trihydroxyl
pada cincin B dan m-5,7-dihydroxyl pada cincin A. Pada cincin B inilah merupakan
lokasi yang prinsip pada reaksi antioksidan dan aktivitas antioksidan catechins green
tea (Tachibana., 2011). Dengan peranannya sebagai chelation ion logam dan donor
electron hydrogen maka produksi ROS akan dapat ditekan sehingga akan mencegah
terjadinya disfungsi endotel.

Sebagai antioksidan catechins green tea berfungsi dalam menghambat ROS,
mengikat ion metal pada reaksi redok, menghambat reduksi transktipsi faktor,
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menghambat enzim prooksidan dan mempengruhi produksi enzim antioksidan (
Pon Veleyutham et al., 2009)

Keterlibatan catechins sebagai antioksidan ini dibuktikan pada penelitian yang
dilakukan oleh Lorenz et al, 2004 yang meneliti tentang peran EGCG dan vasorelaksasi
endotel pada cincin aorta tikus. Diketahui bahwa EGCG dapat mengaktivasi endotelial
NO synthase (eNOS).

Protein yang ada pada EGCG dapat mengkatalisis produksi NO dari L-arginin.
Perlakuan pada sel endotel dengan diberikan 100uM EGCG dapat mengaktivasi
protein kinase B (Akt) dan cAMP protein kinase A, dimana dapat menghambat
peningkatan aktivitas eNOS (Lorenz et al, 2004)

Catechins green tea sebagai antioksidan diyakini dapat mengaktivasi peningkatan
aktivitas endothelial nitric oxide synthase (eNOS) melalui pospotidylinositol-3-kinase,
cAMP dependent protein kinase, jalur AKt dan reaksi endothelial vasorelaxation
(Weon Kim et al, 2006). Pada penelitian yang dilakukan oleh Lorenz et al.,2007
Catechins green tea sebagai antioksidan melalui mekanisme peningkatan aktivitas
eNOS dapat ditunjukkan pada kultur sel endotel yang dipapar dengan 100uM
EGCG dapat mengaktivasi protein kinase B (protein Akt) dan cAMP protein kinase
A, peningktan PI3K sehingga meningkatkan produksi eNOS (Alvarez et al., 2009).
Beberapa mekanisme catechins green tea sebagai antioksidn diantaranya adalah:

2.3.2 Mekanisme Penghambatan Oksidasi NADPH

Catechins selain dapat mengaktivasi eNOS, juga berperan dalam penghambatan
oksidasi NADPH. Oksidasi NADPH dapat terjadi pada proses proinflamasi, proliferasi
dan proses apoptosis sel, dimana akan menghasilkan produksi radikal bebas
superoxide (0,). Pada proses ini catechins dapat berperan membantu regulasi
aktivitas oksidasi NADPH, mereduksi produksi O, dan memproteksi NO dari
perubahan peroxynitride (Scewe et al, 2008).

Pada kondisi disfungsi endotel karena hiperglikemia terjadi peningkatan
aktivasi PKC (protein kinase C), oksidasi glukosa, perubahan formasi AGEs (advenced
glycation end products) dan aktivasi jalur poliol maka akan berdampak pada fungsi
vaskuler yaitu terjadi peningkatan produksi enzym superoxide seperti nicotinamide
adenine dinicleotide phosphate (NADPH) oxidasse, produksi superoxide (0,) dan
melepaskan endothelial nitric oxide synthase (NOS I1I). PKC memperantarai produksi
superoxide sehingga menghambat produksi nitric oxide (NO) ( Hadi et al,, 2007).

Dengan pemberian catechin green tea dapat memperbaiki keseimbangan NO
karena dapat mereduksi produksi O, pada sel endotel. Hal ini dapat dibuktikan
pada penelitian yang dilakukan oleh Steffen et al, 2008 pada eksperimen dengan
sel HUVEC yang diberikan perlakukan dengan mono-0-methyl flavanols seperti 3'-0-
methyl -EC. Pada penelitian ini catechins dapat mereduksi keduanya yaitu oksidasi
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NADPH dan melepaskan sebsequen O,-. Struktur gabungan antara mono-0-methyl
flavanols dan apocynin diketahui dapat menghambat oksidasi NADPH (Steffen et al.,
2000).

Pada gambar 4 akan dijelaskan peran catechins sebagai antioksidan:
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GAMBAR 2.1

Mekanisme signaling receptor AT-1 pada disfungsi endotel (S.Higuch, 2007) Angiotensin I
meningkatkan produksi ROS melalui oksidasi NADPH dan pelepasan eNOS dimana menyebabkan
terjadinya disfungsi endotel. Reaksi NO dengan anion supeoxide menghasilkan peroxynitrite
(ONOO). Peroxynitrite mempengaruhi terjadinya disfungsi endotel melalui produksi 3NT atau
PARP. Sebagai jalur alternatif stimulasi reseptor AT1 memproduksi NO pada endotel melalui
fosforilasi eNOS untuk memproteksi fungsi endotel. Sebagai tambahan Ang Il mempengaruhi
ICAM-1 dan VCAM-1 melalui aktivasi NFk{3 pada sel endotelium, dan jalur ini melibatkan aktivasi
ROS dan p38MAPK.

Pada gambar diatas terdapat modifikasi: bahwa catechins green tea dalam
menghambat oksidasi NADPH sehingga pembentukan ROS akan terhenti dan proses
terjadinya disfungsi endotel akan berhenti.
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2.3.3 Mekanisme Produksi Prostacyclin (PGI,)

Disfungsi endotel dapat menyebabkan terjadi penurunan produksi NO dan
PGI, karena peningkatan ROS. Akibatnya akan terganggu vasoaktif endotel yaitu
terganggunya relaksasi pembuluh darah, peningkatan aktivasi platelet, resiko
terjadinya trombosis, dan terganggunya remodeling smooth muscle cells(SMC) (
Nakayama, 2006)

Catechins green tea sebagai antioksidan dapat berperan dalam meningkatkan
produksi prostacyclin (PGI,) pada sel endotel. Sebagaimana kita ketahui bahwa
prostacyclin berperan sebagai antagonis utama dari kerja ANG-II dalam merangsang
pertumbuhan sel otot polos pembuluh darah (Mizugaki et al, 2000).

Hal ini dibuktikan pada penelitian yang dilakukan oleh Mizugaki et al, 2000
bahwa prostacyclin dapat diproduksi pada kultur sel endotel yang diberikan perlakuan
dengan EGCG 25-200uM. PGI, adalah vasodilator paling kuat yang dapat meningkat
konsentrasinya pada sel endotel yang diberi perlakuan dengan EGCG. Respon ini juga
bisa terjadi serupa pada pemberian catechin lainya seperti EC, catechin dan EGC.
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Mekanisme produksi prostacyclin setelah pemberian treatmen catechins green tea. Pada
pemberian treatment dengan catechin green tea diharapkan dapat meningkatkan produksi
prostacyclin, dimana dengan meningkatnya kadar prostacyclin paa endotel akan terjadi
vasodilatasi dan prostacyclin dapat menghambat aktivasi platelet dan proliferasi. (modifikasi
gambar dari Humbert M, et al., 2004)
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2.3.4 Mekanisme Penghambatan Angiotensin-Coverting Enzyme (ACE)

Pada sel endotel angiotensin Il berfungsi sebagai prooksidan, proinflamatori dan
promitogenik. Angiotensin Coverting Enzyme (ACE) merupakan enzim yang berfungsi
merubah angiotensin I menjadi Angiotensin II, ACE mereduksi kadar angiotensin
dalam sirkulasi dimana berfungsi menghambat atau memblokade angiotensin
receptor blocker (ARBs) sebagai reseptor dari angiotensin II. Efek ACE dan ARBs
dapat menurunkan tekanan darah dan menurunkan sirkulasi marker inflamasi.
Keduanya baik ACE maupun ARBs menghambat reduksi persilangan antara sinyal
reseptor Angiotensin Il dan sinyal insulin reseptor pada tingkat IRS-1 dan PI3K (
Assunta et al., 2009).

Mekanisme antioksidan dari catechins green tea adalah menghambat angiotensin
coverting enzyme (ACE). Pada endotel ACE berfungsi dalam mengatur konsentrasi
lokal dari bradykinin, dimana ACE memecah bradykinin menjadi peptida yang inaktif.
Kadar ACE yang tinggi akan menghambat aktivitas NO. ACE juga mempunyai peran
yang sangat penting dalam meregulasi tekanan darah, menjaga kestabilan angiotensin
akibat aktivitas vasokontriksi, dan menginaktivasi secara kuat vasodilatasi bardikinin
(Rosalind et al., 2009).

Pada penelitian yang dilakukan oleh Actis-Goretta et al., 2006, green tea secara
signifikan menghambat aktivitas purifikasi dan ikatan membran ACE pada pengamatan
perubahan hippuryl-L-histidyl-L-leucine menjadi asam hippuric. Diketahui green tea
dalam bentuk polyphenol EGC merupakan salah satu menghambat yang sangat bagus
pada konsentrasi 50% (1C50) dalam batas micromolar. Hal ini dapat diyakini bahwa
kelompok hydroxyl yang merupakan ikatan hidrogen ACE dan massa molekul tinggi
(dimer dan hexamer) sangat penting dalam aktivitas penghambatan. Mekanisme ini
memberikan kontribusi dalam peningkatan kesehatan vaskuler melalui peningkatan
vasodilatasi dan penurunan tekanan darah (Warden et al., 2001).

Mekanisme lain dari catechins green tea sebagai antioksidan adalah catechins
mempunyai kemampuan dalam scavenging radikal dari respon stres oksidasi dan
respon proinflamasi yang dihubungkan dengan aterogenik dan penurunan fungsi
vaskuler. Dalam hal ini catechin berperan memproteksi oksidasi LDL ( penigkatan
oksidasi LDL dalam pembentukan plak aterosklerosis), catechins juga membantu
mencegah disfungsi vaskuler dengan kemampuannya dalam mengikat metal atau
mencegah penurunan produksi NO oleh karena adanya radikal bebas. Dalam
penelitian yang dilakukan oleh Nanjo et al, 2001 bahwa EGCG merupakan catechin
yang efektif menghambat radikal bebas seperti superoxide, hydroxyl, dan 1,1-diphenyl-
2-picrylhydryl (DPPH).
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2.3.5 Mekanisme Reduksi Asymmetric Dimethylarginine (ADMA)

ADMA merupakan faktor penting dalam terjdinya disfungsi endotel. Pada kondisi
hiperglikemia terjadi peningkatan kadar ADMA. ADMA merupakan antagonis NOS
yang berperan dalam menurunkan produksi NO melalui penghambatan terhadap
eNOS sebagai enzim yang merubah L-arginin menjadi NO. Akibat peningkatan ADMA
maka kadar NO akan menurun sehingga terjadinya disfungsi endotel. (Mark et al,
2007)
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GAMBAR 2.3

Mekanisme melalui hiperglikemia dapat menurunkan bioavailability NO pada endotel ( Mark
etal., 2007). Melalui peningkatan produksi anion superoxide akibat oksidasi NADPH. Oksidasi
NADPH dapat meningkatkan aktivasi PKC. Sehingga menurunkan sintesis eNOS sehingga
produksi NO menurun. Sintesis eNOS juga dihambat oleh peningkatan produksi ADMA. Selain
itu aktivasi PKC juga meningkatkan aktivitas COX-2 sehingga menyebabkan vasokonstriksi
pada endotel. Modifikasi dari gambar: diharapkan dengan pemberian catechins green tea dapat
penghambat produksi ADMA dapat memutus rantai penurunan produksi NO.

Mekanisme catechins dapat juga melalui penghambatan dari reduksi ADMA
(asymmetric dimethylarginine). ADMA merupakan salah satu marker dari disfungsi
endotel yang dapat menyebabkan terjadinya penyakit arteri koroner. Peningkatan
kadar ADMA dalam sel endotel akan menghambat produksi eNOS yang merupakan
enzim yangberperan pada transformasi asam amino L-arginin menjadi sitrulin melalui
jalur L-arginine-nitric oxide. Dimana peningkatan kadar ADMA dapat menurunkan
produksi NO pada sel endotel. Pemberian catechins dalam hal ini adalah EGCG
diyakini dapat menghambat peningkatan kadar ADMA dan meningkatkan produksi
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NO (Jiang et al, 2004). Mekanisme penghambatan ADMA ini dapat melindungi fungsi
endotel yang diobservasi pada aorta tikus (Jang W] et al, 2006) Mekanisme lain
menyebutkan bahwa EGCG dapat mereduksi sitokin proinflamasi seperti TNFa dan
menghambat peroksidasi lemak melalui aktivitas dimethylaminohydrolase (Jang W]
etal., 2006).

2.3.6 Catechins Green Tea sebagai Antiinflamasi

Sel endotel secara normal mempunyai fungsi homeostasis pada pembuluh
darah. Sel endotel menjaga regulasi vasodilatasi dan vasokonstriksi pembuluh
darah, pertumbuhan dan perubahan VSMC, keseimbangan proinflamatori dan
antiinfalamtori. Adanya kondisi hiperglkemia dan resistensi insulin pada diabetes tipe
II dapat menyebabkan kondisi inflamasi pada sel endotel (Jian, et al., 2009). Kondisi
inflamasi ini dapat meningkatkan sejumlah mediator proinflamasi seperti sitokin
TNF o,C-reactive protein, interleukin-6, dan plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-
1) (Jin et al, 2009). Selain peningkatan sitokin proinflamsi, pada kondisi disfungsi
endotel akibat hiperglikemia melalui jalur AGEs akan meningkatkan meningkatan
produksi ROS. Peningkatan produksi ROS ini akan menstimulasi oksidasi NADPH.
Oksidasi NADPH akan mengaktivasi transcription nuclear factor -kf3 (NFkf3) sehingga
akan mengaktivasi peningkatan adesi molekul seperti ICAM-1 dan VCAM-1, P-selectin,
dan trombomodulin (Mark et al., 2007).

Catechins green tea berperan sebagai antiinflamasi diantaranya adalah EGCG,
dimana mekanismenya dalam mengahambat exocytosis endotel dan mengahambat
ekspresi P-selectin pada kultur sel. P-selectin merupakan sitokin yang teraktivasi
pada kondisi inflamasi pada endotel. Peningkatan P-selectin yang tidak terkontrol
karena proses inflamasi ini dapat berakibat terjadinya disfungsi endotel. Pada
penelitian yang dilakukan oleh Yamakuchi et al., 2008 menjelaskan bahwa pada
HUVEC yang dipapar dengan EGCG 0-10 pM dan stimulasi pada trombin akan
terjadi penghambatan pelepasan faktor von Willebrand dan juga terjadi blokade
translokasi P-selectin. EGCG dapat menghambat exocytosis endotel yang dikonfirmasi
dari pengukuran leukosit. EGCG mempunyai efek dalam meningkatkan produksi NO
dan menghampat reduksi PI3K dan penghambatan pada L-name. Pada penelitian
lain yang dikemukakan oleh Ludwig et al., 2001, bahwa EGCG mempunyai fungsi
sebagai anti inflamasi yang dapat menghambat produksi VCAM pada kultur HUVEC.
Penelitian serupa yang dilakukan oleh Koga dan Meydani, 2001 bahwa catechins
secara signifikan dapat menghambat adesi molekul pada proses inflamasi dilaporkan
juga bahwa catechins dapat dapat menghambat ekspresi ICAM,VCAM dan E-selectin
pada proses inflamasi endotel (Pon et al, 2008).

Catechins green tea sebagai antiinflamasi dapat melalui beberapa mekanisme
diantaranya adalah:
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2.3.7 Mekanisme Penghambatan Jalur Arachidonic

Pada Gambar 10 menjelaskan tentang metabolisme cyclooxygenase (COX). Cox
merupakan enzim yang berperan sebagai katalase Acachidonic acid (AA) menjadi
prostaglandins (PGs). Cox mempunyai 2 isoform mayor yaitu Cox-1 dan Cox-2. Cox-1
mengkatalase perubahan Acachidonic acid (AA) menjadi prostaglandin yang berperan
dalam vasokonstriksi endotel, menstimulasi thromboxan A2 (TXA2) yang membantu
agregrasi platelet. Sedangkan Cox-2 berperan dalam menghasilkan prostaglandin
(PGI-2) sebagai vasodilator, antiagregasi dan mempunyai efek antiproliferasi
(Carmela, et al., 2007).
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Mekanisme metabolisme cox

Cox-2 akan meningkat pada kondis inflamasi, yang distimulasi oleh makrofag,
sitokin proinflamasi dan growth factor, sehingga akan menstimulasi produksi
prostaglandin. Kondisi dari isoform Cox (Cox-1dan Cox-2) dibawah normal akan
memproduksi prostaglandin vasodilatasi seperti PCI, secara dominan dapat
menurunkan keseimbangan NO dan meningkatkan stres oksidasi (dalam particular
ONOO-), sintesis dari prostacyclin akan menjadi tidak aktif dan terjadi prostaglandin
vasokonstriksi (Carmela et al., 2007).

Catechins green tea dengan kandungan polyphenol pada jalur ini berfungsi
menghambat enzim yang mengkatalase Acachidonic acid (AA), seperti phospholipase
A2 (PLA2), cyclooxygenase (COX) dan lipoxygenase (LOX). Dengan penghambatan
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reduksi Acachidonic acid (AA) menjadi prostaglandins maka catechins dapat
berfungsi menekan reaksi inflamasi seperti peningkatan sitokin proinflamsi, molekul
adesi dan infiltrasi leukosit (Mackenzie et al., 2004).

Green tea polyphenols dalam bentuk pro-delphinidin B-4 3’-0-gallate dan pro-
delphinidin B2 3,3’ di-O-gallate diketahui dapat menghambat ekspresi mRNA dan
COX-2 yang dapat menghasilkan PGE2 mada kultur sel makrofag RWA264 yang
diaktivasi dengan induksi LPS (lypopolisaccharide). Aktivitas penghambatan ini akan
menekan jalur NFkf3 dan jalur MAPK sehingga dapat menghambat proses inflamsi
pada sel endotel (Hou et al, 2007).

2.3.8 Meningkatkan Sistesis Nitric Oxide (NO)

NO pada sel endotel berperan dalam mengontrol tonus vasomotor dan
homeostasis pembuluh darah. NO merupakan mediator seluler pada proses
fisiologi dan pada kondisi patologi. NO sintesis dari asam amino L-arginine menjadi
L-citrulline oleh enzim NO-synthase (NOS) termasuk isoform endothelial nitric oxide
synthase (eNOS), neuronal nitric oxide synthase (nNOS), inducible nitric oxide synthase
(iNOS) (Brian, et all., 2005).

Pada kondisi inflamasi produksi NO kususnya iNOS yang diekspresikan.
Sedangkan eNOS dan nNOS disintesis pada kondisi fungsi tubuh normal atau sebagai
homeostais. NO seperti iNOS meningkat secara signifikan seiring dengan peningkatan
mediator inflamasi yang distimulasi oleh respon makrofag seperti lipopolisakarida
bakteri, interferon -y dan kemampuan sel pembunuh ( Michel,2011).

Catechins green tea dibuktikan dapat menghambat pelepasan NO dengan
menekan ekspresi dan aktivitas enzim NOS. Hal ini dibuktikan pada penelitian
dengan menggunakan kultur sel makrofag mononuclear RAW 264.7 yang diambil
dari darah perifer manusia dan diaktivasi dengan stimulasi LPS/PMA (Lyu et al.,
2005).

Penelitian serupa dilakukan oleh Paquay et al., 2000 dengan menggunakan
EGCG dan catechins lainnya diketahui dapat menghambat induksi mRNA dan aktivitas
iNOS pada sel line setelah dipapar dengan LPS atau IFN-y. Penghambatan transkripsi
iNOS dapat dilihat pada ikatan NFk{3 sebagai promoter terhadap dengan demikian
akan menginaktivasi gene iNOS (Carmela et al, 2007).

Catechins juga bekerja pada jalur PI3K dengan cara menginduksi eNOS untuk
memproduksi NO dimana akan mengaktivasi guanylate cyclase untuk memproduksi
cyclic guanosine monophosphate dan menyebabkan vasorelaksasi endotel dengan
mengaktivasi jalur sinyal PI3K, protein kinase A dan Akt-dependent (Lorenz et
al.,2004).
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2.3.9 Menurunkan Aktivitas Sitokin

Sitokin merupakan mediator mayor pada sistem imun yang terstimulasi
akibat respon inflamasi. Sitokin ada 2 macam yaitu sitokin proinflamasi dan sitokin
antiinflamasi. Sitokin proinflamasi diantaranya adalah IL-1, IL-2, TNFaq, IL-6, IL-8,
dan IFN—y. Sedangkan sitokin antiinflamasi termasuk IL-4 dab TGFf (Calixto et al,
2004).

Pada kondisi inflamasi seperti adanya hiperglikemia dapat mengkativasi
transkripsi faktor untuk menstimulasi produksi sitokin proinflamasi. Bila produksi
sitokin ini tidak dikendalikan maka akan menyebabkan kondisi disfungsi endotel.
Kondisi Inflamasi akan meningkatkan produksi protein C-reative (CRP), interleukin-6
dan plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1) yang akan menyebabkan peningkatan
stres oksidasi sehingga terjadi disfungsi endotel (Jian et al., 2009).

Komponen phenolic termasuk catechins dapat menurunkan sitokin proinflamasi
seperti IL-1f3, TNFa, IL-6, IL-8,MCP-1 pada sel makrofag tikus yang diinduksi LPS
(Comalada et al., 2006). Sedangkan pada penelitian yang dilakukan oleh Crouvezier
etal, 2001 menyebutkan bahwa catechins menghambat aktivasi IL-1(3, TNFa dengan
meningkatkan pelepasan IL-10 sebagai sitokin antiinflamasi.

2.3.10 Menghambat Jalur NFkp

NFkB merupakan faktor transkripsi yang berperan dalam proses inflamasi.
NFkf memegang peranan penting dalam respon imun, inflamasi, stres, proliferasi dan
apoptosis sel. NFk mengkoordinir induksi gen yang mengkode sitokin proinflamasi
( IL-1, IL-2, IL-6, dan TNFa), kemokin ( IL-8, MIP-1a, dan MCP-1), molekul adesi (
ICAM, VCAM dan E-Selectin), protein fase akut, reseptor imun, growth factor, dan
inducible enzymes seperti vascular endothelial growth factor (VEGF), Cox-2, matric
metalloproteinases (MMPs), iNOS, dan semua molekul yang mempunyai peran dalam
proses angiogenesis, proliferasi sel, adesi, migrasi, da invasi (Ichikawa et al., 2004).
NFkB mempuyai 5 famili diantaranya adalah p65 (Rel A), Rel B, c-Rel, p50/105
(NFkf1) dan p52/p100 (NFkB2) merupakan anggota famili Rel yang berikatan
dengan protein DNA dan dapat mengenali urutan sequensing DNA (Hayden et al.,
2004).

Penghambatan terhadap NFkf secara menyeluruh merupakan strategi dalam
penanganan pada kerusakan endotel akibat inflamasi dan ini merupakan jalur yang
penting sebagai target penanganan pada inflamasi ( Karin et al., 2004).

NFkp tidak aktif terletak di dalam sitosol dihambat oleh protein IkBa. Melalui
reseptor membran, berbagai sinyal ekstraseluler dapat mengaktifkan enzim
kinase 1kf (IKK). IKK, difosforilasi oleh protein [kBa menghasilkan ubiquitination
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memisahkan IkBa dari NFkf dan terjadi degradasi [kBa oleh protease. Dengan
demikian maka NFk akan menjadi aktif kemudian translokasi ke dalm inti dan
mengikuti urutan spesifik dari DNA yang disebut respon elemen (RE). Komplek DNA /
NFk{ kemudian merekrut protein lain seperti coactivation dan RNA polimerase yang
mentranskripsikan DNA menjadi mRNA. Selanjutnya akan ditranslasi menjadi protein
yang menghasilkan perubahn fungsi sel, Gambar 8 (Gilmore, 2006; Brasier,2006 dan
Perkins 2007).

Penanganan terhadap inflamasi melalui penghambatan NFkf dilakukan dengan
menggunakan komponen polyphenols termasuk catechins green tea. Komponen
catechins bekerja dalam memodulasi aktivasi NFk[3 dan secara bertahap mengaktivasi
beberapa proses (Rahman et al., 2004). Komponen dari catechins yaitu EGCG
diyakini dapat menghambat efek NFk3 dengan cara menetralkan aktivasi IKK dan
mendegradasi [kBa (Wheeler et al., 2004.) IKK merupakan kunci yang mengontrol
aktivasi NFkf sehingga menjadi target dalam modulasi NFk pada respon seluler
(Yang et al, 2001).
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GAMBAR 2.5

Mekanisme Aktivasi NFkB. NFkp tidak aktif terletak di dalam sitosol dihambat oleh protein IkBa.
Melalui reseptor membran, berbagai sinyal ekstraseluler dapat mengaktifkan enzim kinase 1k
(IKK). IKK, di fosforilasi oleh protein IkBa menghasilkan ubiquitination memisahkan IkBa dari
NFkp dan terjadi degradasi IkBa oleh protease. Dengan demikian maka NFk akan menjadi aktif
kemudian translokasi ke dalm inti dan mengikuti urutan spesifik dari DNA yang disebut respon
elemen (RE). Komplek DNA / NFkB kemudian merekrut protein lain seperti coactivation dan RNA
polimerase yang mentranskripsikan DNA menjadi mRNA. Selanjutnya akan ditranslasi menjadi
protein yang menghasilkan perubahn fungsi sel (Gilmore, 2006; Brasier,2006 dan Perkins 2007).
Modifikasi dari gambar: diharapkan dengan pemberian Catechins dapat menghambat IKK
sehingga NFkp tidak menjadi aktif dan dapat menghambat prosen inflamasi.
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Pada disfungsi endotel yang dipicu karena adanya inflamasi, NFk(3 berperan
sebagai transkripsi gen pada protein membentuk sitokin proinflamasi. Peningkatan
sitokin proinflamasi secara terus menerus akan menyebabkan kerusakan endotel
dan memicu terjadinya penyakit kelainan vaskuler seperti penyakit kardiovaskuler
(Raffaele et al., 2007).

Penelitian lain yang dilakukan oleh Terra et al., 2007 dengan menggunakan
komponen polyphenols yang di berikan pada kultur sel makrofag dapat menghambat
ekspresi iINOS mRNA dan mereduksi NFkf (p65) serta menghambat produksi [kBa
mRNA. Sedangkan penelitian dengan menggunakan epicatechin dan catachin
diketahui daat menurunkan aktivitas NFkf3 dengan jalan menghambat phosphorylation
IKK{ dan mendegradasi IkBa, sebagai konsekuensinya terjadi ikatan NFk dan DNA
sehingga tidak terbentuk protein seperti sitokin proinflamsi (De Stefano et al, 2007).

2.3.11 Melalui Jalur MAPK

Insulin dapat bekerja seteleh berikatan dengan reseptor insulin (IRS) dan
dapat mempengaruhi endotel melalui 2 mekanisme yang pertama melalui sinyal
yang merangsang PI3K mengakibatkan vasodilatasi endotel dan uptake glukosa,
yang kedua melalui jalur sinyal mitogen-activated protein kinase (MAPK) yang
mengakibatkan vasokonstriksi dan proliferasi sel endotel (Ahmed et al., 2008).

Disfungsi endotel melalui mekanisme resistensi insulin terjadi akibat kerusakan
pada jalur PI3K sedangkan jalur MAPK tidak terpengaruh. Ini memberikan implikasi
penting karena resistensi insulin menyebabkan ketidakseimbangan antara efek
insulin melalui jalur PI3K dan MAPK. Hal ini mengakibatkan peningkatan ET-1,
aktivasi pompa kation dan peningkatan ekspresi VCAM-1 dan molekul adesi lainnya
melalui jalur MAPK. Penurunan sinyal melalui jalur PI3K menyebabkan penurunan
produksi NO dan peningkatan ET-1 yang merupakan tanda dari disfungsi endotel (
Muniyappa et al.,, 2007).

Penghambatan pada jalur MAPK akan menyebakan keseimbangan aktivitas
insulin pada kedua jalur baik PI3K dan MAPK sehingga akan memperbaiki kondisi
disfungsi endotel (Soobrattee et al. 2005).
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BAB 3

Potensi Ekstrak Catechins Green Tea GMB-4

Terhadap Penurunan Kadar Glukosa Darah
(Studi Invivo pada Tikus Strain Wistar dengan DM Type-1I)

3.1 Abstrak

Diabetes melitus adalahmerupakan kumpulan gejala yang timbul pada seseorang
akibat peningkatan kadar glukosa darah yang disebabkan oleh kekurangan insulin
baik absolut maupun relative. Kandungan Catechins Green Tea GMB-4 dipercaya
mampu mencegah stres oksidasi akibat radikal bebas yang menyebabkan kerusakan
sel beta pankreas. Penelitian ini bertujuan untuk membuktikan Potensi Ekstrak
Catechins Green Tea GMB-4 terhadap Penurunan Kadar Gula darah, Studi invivo pada
tikus strain wistar dengan Diabetes Melitus Tipe-2.

penelitian ini menggunakan desain Tru Experimental Design dengan sampel
tikus strain wistar jantan 15 ekor yang dibagi menjadi 5 kelompok, yaitu kontrol
Negatif, Kontrol Positif, kelompok perlakuan 1 dengan dosis 20mg/KgBB, kelompok
perlakuan 2 dengan dosis 40mg/KgBB, kelompok perlakuan 3 dengan dosis 60mg/
KgBB. Pemeriksaan glukosa darah menggunakan Metode Cobas Mira,selanjutnya
dianalisa dengan One-Way ANOVA. Penelitian ini dilakukan di laboratorium Fisiologi
Universitas Brawijaya Malang pada tanggal 28 Agustus 2013 sampai 27 November
2013.

Hasil analisa dengan menggunakan uji Parametrik One-Way ANOVA, pada a 0,05
dengan hasil sig 0,002. Dengan hasil penelitian K.Neg 116,33, K.Post 153,00, K.P.20mg
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118,66, K.P.40mg 184,66, K.P.60mg 193,66. Dari ketiga perlakuan yang paling efektif
dalam menurunkan kadar gula darah pada tikus Diabetes Melitus dengan dosis
60mg/KgBB, Post Hoc Test didapatkan sig 0,007 dengan rata-rata -77,33.

Ekstrak Catechins Green Tea GMB-4 dengan dosis tepat mampu mencegah stres
oksidasi dan melindungi sel beta pankreas, sehingga produksi insulin tetap stabil dan
gula darah normal.

3.2 LatarBelakang

Meningkatnya prevalensi diabetes melitus akhir-akhir ini banyak disoroti di
negara yang bersangkutan. Peningkatan pendapatan perkapita dan gaya hidup yang
salah terutama di kota-kota besar, menyebabkan peningkatan prevalensi diabetes
melitus di jaman sekarang ini. Diabetes melitus merupakan masalah kesehatan yang
harus di perhatikan karena penyakit degeneratif ini berpengaruh pada produktifitas
dan dapat menurunkan sumber daya manusia (Suyono, 2007).

Powers (2005) dalam Sihombing (2008) mengatakan bahwa komplikasi
penyakit tersebut akan mempengaruhi kualitas hidup termasuk morbiditas
dan mortalitas. Apabila dibiarkan hiperglikemia jangka panjang pada diabetes
menyebabkan beberapa gangguan pada organ diantaranya mata, ginjal, jantung dan
pembuluh darah.

Diabetes melitus menjadi salah satu ancaman utama bagi kesehatan manusia
pada abad ke-21. Berdasarkan pola pertambahan penduduk saat ini di perkirakan
jumlah penderita diabetes melitus di dunia tahun 2010 sebanyak 306 juta jiwa, di
negara-negara ASEAN 19,4 juta pada tahun 2010, dan di Indonesia pada tahun 2000
berjumlah 8,4 juta jiwa dan di perkirakan pada tahun 2030 dapat mencapai 21,3 juta
jiwa ( Depkes, 2009 ).

Prevalensi diabetes melitus di dunia diperkirakan sebesar 0,19% pada orang
usia < 20 tahun dan 8,6 pada orang usia > 20 tahun pada tahun 2000. Prevalensi
diabetes melitus sebesar 20,1% Orang usia > 65 tahun. Di tahun 2004 sekitar 3,4
juta orang meninggal akibat tingginya kadar gula darah pada orang yang menderita
diabetes melitus dan lebih dari 80% kematian tersebut terjadi di negara-negara
dengan pendapatan menengah ke bawah (WHO, 2011).

Hasil penelitian epidemiologi yang dilaksanakan di Indonesia angka kejadian
diabetes melitus antara 1,4 sampai 1,6 kecuali di dua tempat yaitu di Pekajangan,
suatu desa dekat dengan Semarang, sebesar 2,3% dan Manado sebesar 6% (Suyono,
2009). Sedangkan hasil Riset Kesehatan Dasar (Riskesdas) tahun 2007, penyebab
kematian akibat diabetes melitus pada kelompok usia 45-54 tahun di daerah
perkotaan menduduki ranking ke-2 yaitu 14,7%. Dan daerah pedesaan, Diabetes
Melitus menduduki ranking ke-6 yaitu 5,8% ( Depkes, 2009).
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Kelenjar endokrin pankreas tersusun atas pulau Langerhans yang merupakan
cluster yang tersebar di sepanjang kelenjar eksokrin pankreas. Pulau Langerhans
memiliki 4 sel yaitu sel alfa, sel beta, sel delta, dan sel PP (Polipeptida pankreas)
(Seungbum et al, 2007).

Faktor penyebab diabetes type-2 adalah kelebihan lemak, faktor genetik, status
gizi lebih (Obesitas) dan aktivitas fisik yang kurang. Diet rendah serat dan tinggi
indeks glikemik berhubungan dengan peningkatan resiko diabetes melitus dan diet
tinggi lemak akan mempengaruhi resistensi insulin dan resiko diabetes melitus (Hu
EBetal, 2001).

Kerusakan sel beta pankreas menyebabkan tubuh tidak bisa menghasilkan
insulin sehingga menyebabkan kadar glukosa darah meningkat (terjadi keadaan
hiperglikemia). Kondisi hiperglikemi dapat menghasilkan pembentukan spesies
oksigen reaktif (ROS=Rective Oxygen Species). ROS yang berlebihan akan menyebabkan
kerusakan sel beta pankreas (Robertson et al, 2003). Insulin yang di keluarkan oleh
sel beta pankreas akan mentranspor glukosa untuk masuk kedalam sel, kemudian di
dalam terjadi proses metabolisme menjadi tenaga. Apabila insulin tidak aktif maka
glukosa dalam pembuluh darah akan terus meningkat sehingga kadar glukosnya
tinggi yang di sebut hiperglikemi (Waspadji, 2002).

Salah satu bahan alam yang berpotensi sebagai antioksidan dan antiinflamasi
adalah EGCG yang diisolasi dari tanaman teh (Camellia Sinensis). Lembaga Penelitian
Teh dan Kina Gambung telah mengembangkan klon tanaman teh yaitu klon GMB-
4 dengan kadar Catechins lebih tinggi daripada tanaman teh lainnya. Sumber
antioksidan yang terdapat pada teh hijau yang paling utama adalah polipenol (katekin
dan asam gallat) yang kandungannya lebih besar jika dibandingkan dengan teh hitam
atau Oolong (Cabrera et al, 2007).

Catechins adalah senyawa dominan dari polifenol yang terdiri dari epicatechin,
epigallocatechin, epicatechin-3-gallate dan epigallocatechin-3-gallate. EGCG
merupakan komponen utama Catechins (59%) merupakan antioksidan kuat dengan
kekuatan hingga 4-5 kali lebih tinggi dibandingkan vitamin E dan C.

Catechins merupakan salah satu jenis flavonoid yang banyak di temukan pada
daun teh dan merupakan antioxidant kuat. Catechins banyak di temukan pada teh
hijau Camellia Sinensis klon GMB-4 karena proses pembuatannya pada saat daun
masih segar langsung di seduh tidak melewati tahap pengeringan sehingga kadar
Catechins yang dihasilkan banyak (Joe, 2004).

Kandungan polyphenol dan flavonol pada Catechins Green Tea berperan dalam
menjaga ion metal, menjaga keseimbangan karbohidrat pada diabetes melitus
diantaranya menghambat aktivasi enzim a glukosidase, menghambat absorbsi
glukosa pada intestinal, melindungi sel g pankreas, meningkatkan sekresi insulin,
mengaktivasi AMPK, sebagai antioksidan yang menghambat stres oksidasi, sebagai
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anti inflamasi pada endotel dan proliferasi pertumbuhan sel endotel (Hanhinhineva
etal,2010).

Catechins merupakan antioksidan kuat diharapkan mengurangi aterosklerosis.
Di dukung penelitian Nagao 2005 yang menyatakan bahwa sifat antioksidan Catechins
dapat menghambat LDL. Catechins juga dapat menurunkan kadar serum darah, faktor
proinflamasi, kolesterol dan juga LDL dengan menghambat oksidasi (Lucas et al,
2007).

Melihat tingginya angka terjadinya penyakit diabetes melitus peneliti tertarik
untuk membuat penelitian dengan judul “Potensi ekstrak Catechins Green Tea (CGT)
GMB-4 terhadap penurunan kadar gula dalam darah “ Dengan melakukan studi invivo
pada tikus strain wistar dengan diabetes melitus type II, di Laboratorium Fisiologi
Universitas Brawijaya Malang.

3.3 Tujuan dan Manfaat Penelitian

3.3.1 TujuanUmum

Mengetahui Potensi Ekstrak Catechins Green Tea (Camellia Sinensis) GMB-4
terhadap penurunan kadar gula dalam darah “ Dengan melakukan studi invivo pada
tikus strain wistar dengan diabetes melitus type II.

3.3.2 Tujuan Khusus

a. Mengidentifikasi Kadar gula darah pada tikus strain wistar non Diabetes Melitus
Type Il

b. Mengidentifikasi Kadar gula darah pada tikus strain wistar yang dibuat Diabetes
Melitus Type Il yang tidak di berikan perlakuan dengan Catechins Green Tea
GMB-4.

c. Mengidentifikasi Kadar gula darah pada tikus strain wistar yang dibuat Diabetes
Melitus Type Il yang di berikan perlakuan dengan Catechins Green Tea GMB-4
20 mg/Kg BB/hari.

d. Mengidentifikasi Kadar gula darah pada tikus strain wistar yang dibuat Diabetes
Melitus Type Il yang di berikan perlakuan dengan Catechins Green Tea GMB-4
40 mg/Kg BB/hari.

e. Mengidentifikasi Kadar gula darah pada tikus strain wistar yang dibuat Diabetes
Melitus Type Il yang di berikan perlakuan dengan Catechins Green Tea GMB-4
60 mg/Kg BB/hari.

f. Menganalisa penurunan kadar gula darah pada tikus strain wistar yang dibuat
Diabetes Melitus Type IL.
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3.3.3 Manfaat Penelitian

1. Manfaat akademis
Menambah wawasan ilmu pengetahuan mengenai potensi Catechins Green Tea
GMB-4 terhadap penurunan kadar gula dalam darah.

2. Manfaat klinis
Memberikan peluang strategi kepada peneliti selanjautnya untuk merancang
penelitian lebih lanjut mengenai pemberian Catechine Green Tea GMB-4 dalam
upaya pencegahan terjadinya komplikasi diabetes melitus.

3.4 Metode Penelitian

Sebelum melakukan proses perlakuan hewan peneliti memilih Tikus wistar yang
digunakan berdasarkan kriteria populasi sebanyak 15 ekor. Kemudian diadaptasikan
pada kandang tempat pemeliharaannya selama 7 hari. Selama 40 hari selanjutnya
diberikan diet chow standart pada kelompok kontrol negatif, sedangkan pada
kelompok kontrol positif diberikan diet hiperkolesterol.

Pemberian diet hiperkolesterol (aterogenik) Pakan standart yang terdiri dari
pakan ayam/ PARS 30 gram, air 20 cc, tepung terigu 30 gram®. Diet aterogenik
yang terdiri dari pakan standart ( PARS 30 gram dan tepung terigu 30 gram ) yang
ditambahkan kuning telur bebek (2 gram ), asam kolat (0,06 gram ), minyak babi
3,22 gram (3,75 cc ), minyak kambing 4 gram (4 cc), minyak kelapa 0,4 gram (0,4
cc ), air ( 25cc )b Kemudian diinjeksi secara intraperitonial dengan Streptozotocin
(STZ) low dose 30 mg/kg BB dibagi 3 hari (10 mg/kgBB/hari)’.

Setelah 3 hari dilakukan pemeriksaan gula darah. Bila gula darah mencapai
>200 mg/dl sudah dikatagorikan hiperglikemia. Selain itu juga dilakukan
pemeriksaan kadar kolesterol untuk mengetahui kadar kolesterol apabila > 200
mg/dl dikategorikan hiperkolesterol. Kadar gula darah tikus mencapai 200 mg/dl
berarti sudah dikatakan diabetes®.

Kelompok dibagi menjadi 5 yang terdiri dari: Kelompok 1: Kontrol negatif
tikus non diabet tanpa perlakuan, Kelompok 2: Tikus diabet yang tidak diberikan
perlakuan dengan Catechin Green Tea GMB-4, Kelompok 3 : Tikus diabet dengan
perlakuan Catechin Green Tea GMB-4 20 mg/KgBB/hari, Kelompok 4: Tikus diabet
dengan perlakuan Catechin Green Tea GMB-4 40 mg/KgBB /hari, Kelompok 5: Tikus
diabet dengan perlakuan Catechin Green Tea GMB-4 60 mg/KgBB/hari, Perlakuan
diberikan selama 6 minggu, setiap 2 minggu sekali dilakukan pemeriksaan gula darah
8-12 jam setelah makan®.
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3.5 Hasil dan Pembahasan

Pemeriksaan kadar gula darah total serum dari tikus putih jantan Strain Wistar
dilakukan pada akhir penelitian. Pemeriksaan kadar gula darah menggunakan
menggunakan mesin COBAS MIRA.

TABEL 3.1
Rata-rata kadar gula darah puasa pada tikus percobaan
Telloimms i ] Nilai Rata-rata'l da_\n Standar
Deviasi
K.Neg 3 116,33 + 11,44
K.Post 3 153,00 + 30,59
K.P1 (20 mg) 3 118,66 + 10,53
K.P2 (40 mg) 3 184,66 £ 6,86
K.P3 (60 mg) 3 193,66 + 13,20
LEMBAR OBSERVASIGULA
DARAH
= 300,00
=
/ 200,00
=
{5 100,00
= 0,00
o=
= K.Neg K.Pos P1 p2 P3
Kelompok Perlakuan
GRAFIK 3.1

Kadar Gula Darah Pada Tikus Percobaan

Dari hasil lavene test tersebut yaitu 0,067 dengan memakai o = 0,05, berarti
terima Ho. Jika terima Ho berarti data dikatan homogen dan dilanjutkan ke uji One
Way Anova dengan hasil 0,002 dengan o = 0,05 berarti tolak Ho dengan kesimpulan
Ekstrak Catechins Green Tea GMB-4 berpotensi terhadap Penurunan Kadar Gula
Darah Pada Tikus Putih Jantan Strain Wistar Diabetes Melitus, Ditandai minimal
ada 1 kelompok yang berbeda.

Dari hasil penelitian yang dilakukan peneliti menunjukkan bahwa pada
kelompok kontrol dan kelompok perlakuan Pemberian Ekstrak Catechins Green Tea
GMB-4 terhadap Penurunan kadar Gula Darah Puasa Pada Tikus Putih Jantan Strain
Wistar Diabetes Melitus terdapat perbedaan yang signifikan. Dimana dapat dilihat
dari hasil Uji One - Way ANOVA dengan nilai signifikansi 0,002, dan dikatakan nilai
signifikansi ( a < 0,05 ) maka Ho di tolak. Sehingga Ada Potensi Pemberian Ekstrak
Catechins Green Tea GMB-4 terhadap Penurunan Kadar Gula Darah Puasa Pada Tikus
Putih Jantan Strain Wistar Diabetes Melitus.
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Salah satu bahan alam yang berpotensi sebagai antioksidan dan antiinflamasi
adalah Catechins Green Tea GMB-4 yang diisolasi dari tanaman teh (Camellia Sinensis).
Lembaga Penelitian Teh dan Kina Gambung telah mengembangkan klon tanaman
teh yaitu klon GMB-4 dengan kadar Catechins lebih tinggi daripada tanaman teh
lainnya. Sumber antioksidan yang terdapat pada teh hijau yang paling utama adalah
polipenol (katekin dan asam gallat) yang kandungannya lebih besar jika dibandingkan
dengan teh hitam atau Oolong'?. Catechins merupakan antioksidan kuat diharapkan
mengurangi aterosklerosis. Di dukung penelitian Nagao 2005 yang menyatakan
bahwa sifat antioksidan Catechins dapat menghambat LDL. Catechins juga dapat
menurunkan kadar serum darah, faktor proinflamasi, kolesterol dan juga LDL dengan
menghambat oksidasi.

Mekanisme Kkerja flavanoid termasuk catechins adalah menghambat
pembentukan peroksidasi lipid pada tahap inisiasi dengan berperan sebagai
scavenger (peredam) terhadap radikal bebas oksigen reaktif (02 ®) maupun radikal
hidroksil (OH °). Cara kerjanya dengan memberikan donor atom H kepada radikal
peroksil membentuk radikal flavanoid dan akan bereaksi dengan oksigen reaktif
(superoksida) sehingga menjadi netral. Dengan reaksi tersebut, reaksi berantai
peroksidasi lipid dapat dihentikan.

Berdasarkan hasil penelitian dan teori diatas dapat disimpulkan bahwa
Ekstrak Catechins Green Tea GMB-4 dapat digunakan sebagai obat alternative (non
farmakologi) untuk menurunkan kadar gula darah. Akan tetapi dosis yang digunakan
harus tepat, dan dosis pemberian Ekstrak Catechins Green Tea GMB-4 dari uji Post
Hoc Test yang paling berpotensi yaitu dosis 60 mg/KgBB / tikus / hari karena
nununjukkan perbedaan yang signifikan dengan sig 0.007 dan dosis 40 mg/KgBB/
Tikus/Hari juga berpotensi menurunkan kadar gula darah karena menunjukkan
perbedaan yang signifikan dengan sig 0.015.

Ekstrak Catechins Green Tea GMB-4 dengan dosis 20 mg/KgBB kurang berpotensi
menurunkan kadar gula dalam darah karena tidak menunjukkan perbedaan yang
signifikan dengan nilai sig 1.000, dalam dosis tepat kandungan polyphenol dan
flavonol menjaga ion metal, menjaga keseimbangan karbohidrat pada diabetes
melitus diantaranya menghambat aktivasi enzim a glukosidase, menghambat
absorbsi glukosa pada intestinal, melindungi sel g pankreas, meningkatkan sekresi
insulin, mengaktivasi AMPK, sebagai antioksidan yang menghambat stres oksidasi,
sebagai anti inflamasi pada endotel dan proliferasi pertumbuhan sel endotel.

Perlu diwaspadai Ekstrak Catechins Green Tea GMB-4 terdapat kandungan kafein
yang berlebihan dalam dosis tinggi dan akan menjadi pro-oksidan yang akan merusak
DNA.

Penelitian sebelumnya menyebutkan ekstrak EGCG dari teh hijau bersifat
sitotoksik. EGCG (Epigallocatechin-gallate) dalam Teh Hijau justru bersifat sebagai

Bab 3 : Potensi Ekstrak Catechins Green Tea GMB-4 Terhadap Penurunan Kadar Glukosa Darah 65

<

<

‘ ‘ Monograf.indd 65 @ 09/11/2016 09.47.02 ‘ ‘



pro-oksidan dan bukan sebagai antioksidan pada sel beta pankreas in vivo, Mengingat
hal tersebut konsumsi teh hijau secara berlebihan dapat berbahaya bagi kesehatan.
Perlakuan 2 dengan dosis 40 mg/Kg/BB dan perlakuan 3 dengan dosis 60 mg/Kg/
BB, sama-sama berpotensi dalam menurunkan kadar gula darah pada tikus yang
dibuat Diabetes Melitus Type 2, tetapi yang memiliki potensi paling tinggi dalam
menurunkan gula darah pada dosis 60 mg//Kg/BB, karena menunjukkan penurunan
yang signifikan, hal ini disebabkan tubuh merespon Ekstrak Catechins Green Tea
GMB-4 sebagai anti oksidan bekerja dengan baik.
3.7 Kesimpulan dan Saran
Dari hasil penelitian menunjukkan bahwa Ekstrak Catechins Green Tea GMB-4
Berpotensi menurunkan kadar gula darah pada tikus strain wistar yang dibuat
Diabetes Melitus Type-II, Hasil uji statistik One - Way ANOVA didapatkan hasil nilai
signifikansi 0,002, dimana ( o < 0,05 ) sehingga hasil < a Ho di tolak. Dosis yang
paling berpotensi menurunkan kadar gula darah, pada perlakuan 3 dengan dosis
60 mg/Kg/BB,dari Uji Post Hoc Test didapatkan perbedaan yang signifikan dengan
sig 0,007 dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif, hasil uji Tukey rata-rata
gula darah 193,66 mg/dL

Saran bagi peneliti selanjutnya, Hasil penelitian ini dapat digunakan sebagai
referensi bagi peneliti yang berminat ingin meneliti tentang pengaruh pemberian
Ekstrak Catechins Green Tea GMB-4 terhadap penurunan kadar gula darah maupun
variabel lain dan bisa dikembangkan tidak pada tikus tetapi bisa pada manusia untuk
menemukan dosis yang tepat untuk manusia.
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BAB 4

Identifikasi Peningkatan Kadar Insulin pada

Tikus Strain Wistar dengan Diabetes Melitus

Type 2 yang Terjadi Resistensi Insulin Setelah
Pemberian Catechins Green Tea (CGT) GMB-4

4,1 Abstrak

Penelitian ini bertujuan mengidentifikasi peningkatan kadar insulin pada tikus
strain wistar. Desain penelitian ini menggunakan Tru-Eksperimantal Design dengan
sampel tikus strain wistar jantan 15 ekor yang dibagi menjadi 5 kelompok, dengan
pembagian K.Neg, K.Post, K.P.1 (20mg/KgBB), K.P.2 (40mg/KgBB), K.P.3 (60mg/
KgBB). Pengumpulan data dengan menggunakan Metode Ellisa Kit dengan reagen
INS, selanjutnya dianalisa menggunakan uji parametrik One-Way ANOVA.

Penelitian ini dilakuakan pada tanggal 28 Agustus 2013 sampai 28 November
2013. Hasil analisa dengan menggunakan uji Parametrik One-Way ANOVA, pada o
0,05 dengan hasil sig 0,000. Dengan hasil penelitian K.Neg 7,36 mU/L, K.Post 5,33
mU/L, K.P.20mg 7,70 mU/L, K.P.40mg 12,0 mU/L, K.P.60mg 13,40 mU/L. Dari ketiga
perlakuan yang paling efektif dalam peningkatan kadar insulin pada tikus Diabetes
Melitus dengan dosis 60mg/KgBB dengan uji Post Hoct Test nilai signifikan sebesar
0,001. Ekstrak Catechins Green Tea GMB-4 dengan dosis tepat memiliki kandungan
EGCG (Epigallocatechins gallate) dapat berfungsi sebagai antioksidan yang kuat
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sehingga mampu mencegah strees oksidasi dan melindungi sel 3 pankreas sehingga
produksi insulin tetap stabil dan tidak terjadi resistensi insulin.

Kata Kunci: Ekstrak Catechins Green Tea GMB-4, Insulin, Diabetes Melitus

4,2 LatarBelakang

Penyakit tidak menular (PTM) menjadi masalah kesehatan masyarakat
yang cukup besar di Indonesia. Salah satunya adalah Diabetes Melitus yang telah
menduduki sepuluh besar penyakit penyebab kematian (Achmadi, 2005). Diabetes
Melitus (DM) merupakan suatu kelompok penyakit metabolik dengan karakteristik
hiperglikemia yang terjadi karena kelainan sekresi insulin, kerja insulin atau kedua-
duanya (Purnamasari, 2009).

Insulin merupakan indulin yang digunakan oleh sel  di pankreas. Insulin
berfungsi untuk meningkatkan penyimpanan karbohidrat, lemak dan protein.
Hormon ini bertanggung jawab untuk proses glikogenesis, yaitu perubahan glukosa
menjadi glikogen dalam hati dan otot, serta menyebabkan lipogenesis, yaitu
pembentukan trigliserida dan lemak. Hormon ini juga menghambat pemecahan lemak
dan meningkatkan penghasilan glukosa dalam hati. Mal fungsi dapat meningkatkan
terjadinya Diabetes Melitus. (Djimanshiro, 2008).

Diabetes Melitus menjadi salah satu ancaman utama bagi kesehatan manusia.
Menurut world healt organization (WHO), pada tahun 2000 bahwa dari statistik
kematian dunia, 57 juta jiwa kematian terjadi setiap tahunnya disebabkan oleh PTM
(Penyakit Tidak Menular) dan diperkirakan bahwa sekitar 3,2 juta jiwa per tahun
penduduk dunia meninggal akibat Diabetes Melitus. Selanjutnya pada tahun 2003,
WHO memperkirakan 194 juta jiwa atau 5,1% dari 3,8 milyar penduduk dunia yang
berusia 20-79 tahun menderita Diabetes Melitus dan pada 2025 akan meningkat
menjadi 333 juta jiwa. WHO memprediksi Indonesia, bahwa ada kenaikan dari 8,4
juta diabetisi pada tahun 2000 akan meningkat sekitar 21,3 juta diabetisi pada tahun
2030. Hal ini akan menjadikan Indonesia menduduki rangking ke 4 (empat) dunia
setelah Amerika Serikat, China dan India dalam prevalensi Diabetes (Diabetes Care,
2004). Dari seluruh penderita Diabetes Melitus di dunia, lebih dari 60 % berasal
dari Asia. Prevalensi Diabetes Melitus pada penduduk Asia mengalami peningkatan
dengan cepat pada dekade terakhir mencapai lebih dari 110 milyar individu pada
tahun 2007 (Wild et al, 2004).

Di Indonesia sendiri diperkirakan bahwa pada tahun 2030 prevalensi Diabetes
Melitus (DM) mencapai 21,3 juta orang (Diabetes Care, 2004). Menurut penelitian
epidemiologi yang dilaksanakan di Indonesia, kekerapan diabetes di Indonesia
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berkisar antara 1,4 sampai 1,6% kecuali di dua tempat yaitu di Pekajangan, suatu
desa dekat Semarang, sebesar 2,3% dan di Manado sebesar 6% (Suyono, 2009).
Hasil Riset kesehatan Dasar (Riskesdas) tahun 2007, diperoleh bahwa proporsi
penyebab kematian akibat Diabetes Melitus pada kelompok usia 45-54 tahun di
daerah perkotaan menduduki ranking ke-2 yaitu 14,7% dan daerah pedesaan,
Diabetes Melitus menduduki ranking ke-6 yaitu 5,8% (Depkes, 2009).

Tingkat kejadian Diabetes Melitus type II lebih banyak dari pada type 1. Pada
tahun 2007 tercatat 240 milyar penderita Diabetes Melitus tipe II, jumlah ini
diperkirakan akan meningkat menjadi 380 milyar pada tahun 2025 pada negara -
negara dengan pendapatan rendah dan menengah (Juliana et al, 2004).

Tingginya jumlah penderita Diabetes Melitus type 2 di Indonesia di akibatkan
perilaku makan orang Indonesia yang terlalu banyak mengkonsumsi karbohidrat.
Hasil penelitian di Amerika menunjukan pada usia dewasa, asupan kalori rata-
rata 3200 kalori. Dari jumlah tersebut, 47 % menghasilkan glukosa bagi tubuh. Di
Indonesia, setiap orang dewasa memiliki asupan kalori 1700-1900 kalori. Akan
tetapi, sumber kalori yang menghasilkan glukosa bagi tubuh mencapai 70%. Hal
itu disebabkan oleh asupan makanan pada orang dewasa di Indonesia lebih banyak
mengandung karbohidrat (Pikiran Rakyat Cyber Media, 2003).

Kelenjar endokrin pankreas tersusun atas pulau Langerhans yang merupakan
cluster yang tersebar di sepanjang kelenjar eksokrin pankreas. Pulau Langerhans
memiliki 4 sel yaitu sel alfa, sel beta, sel delta, dan sel PP (Polipeptida pankreas)
(SEUNGBUM et al., 2007). Faktor penyebab diabetes tipe-2 adalah kelebihan lemak,
faktor genetik, status gizi lebih (Obesitas) dan aktivitas fisik yang kurang. Diet rendah
serat dan tinggi indeks glikemik berhubungan dengan peningkatan resiko Diabetes
Melitus dan diet tinggi lemak akan mempengaruhi resistensi insulin dan resiko
Diabetes Melitus (Hu EB et al, 2001).

Kerusakan sel beta pankreas menyebabkan tubuh tidak bisa menghasilkan
insulin sehingga menyebabkan kadar glukosa darah meningkat (terjadi keadaan
hiperglikemia). Kondisi hiperglikemi dapat menghasilkan pembentukan spesies
oksigen reaktif (ROS=rective oxygen species). ROS yang berlebihan akan menyebabkan
kerusakan sel beta pankreas (ROBERTSON et al, 2003). Insulin yang di keluarkan
oleh sel beta pankreas diibaratkan anak kunci yang akan membuka glukosa untuk
masuk kedalam sel, kemudian di dalam terjadi proses metabolisme menjadi tenaga.
Apabila insulin tidak aktif maka glukosa dalam pembuluh darah akan terus meningkat
sehingga kadar glukosanya tinggi yang di sebut hiperglikemi. Pada keadaan tadi anak
kuncinya yang banyak, sebaliknya meskipun anak kuncinya banyak apabila lubang
kuncinya sedikit (reseptornya) maka glukosa yang masuk ke sel juga sedikit sehingga
akan kekurangan bahan bakar, dan terjadi hiperglikemi (Waspadji, 2002).
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Penurunan kemampuan insulin untuk beraksi pada jaringan target perifer
(terutama otot dan hati) merupakan ciri yang menonjol pada Diabetes Melitus type
Il dan merupakan kombinasi dari kerentanan genetik dan obesitas. (Powers, 2005).
Pada prinsipnya resistensi insulin dapat terjadi di tingkat reseptor insulin atau di
salah satu jalur sinyal pascareseptor. Pada Diabetes Melitus type Il jarang terjadi
defek kualitatif dan kuantitatif pada reseptor insulin. Oleh karena itu, resistensi
insulin diperkirakan terutama berperan dalam pembentukan sinyal pascareseptor
(Clare-Salzler, et al., 2007).

Teh adalah minuman yang dihasilkan dari seduhan daun Camelia sinensis yang
umumnya tumbuh di daerah yang beriklim tropis. Pada umumnya teh sebagai bahan
minuman dikelompokan dalam tiga golongan, yaitu teh yang difermentasikan atau
teh hitam (black tea), teh yang tidak difermentasikan atau teh hijau (green tea), dan
teh yang setengah difermentasikan atau teh oolong (oolong tea) ( Fulder S).

Catechins merupakan salah satu jenis flavonoid yang banyak di temukan pada
daun teh dan merupakan antioxidant kuat. Catechins banyak ditemukan pada teh
hijau Camelia Sinensis klon GMB-4 karena proses pembuatannya pada saat daun
masih segar langsung diseduh dan tidak melewati tahap pengeringan sehingga kadar
Catechins yang di hasilkan banyak (Joe, 2004)

Lembaga Penelitian Teh dan Kina Gambung telah mengembangkan klon tanaman
teh yaitu klon GMB-4 dengan kadar catechins lebih tinggi dari pada tanaman teh
lainnya, dimana teh hijau memiliki kandungan catechins lebih tinggi 10,4 sedangkan
teh merah memiliki kandungan 9,49 dan teh hitam memiliki kandungan catechins
5,91 sementara itu Ratnawati et al., (2009) telah melakukan isolasi dan purifikasi
golongan senyawa catechins dan EGCG pada pucuk daun ketiga camellia sinensis
varitas assamica (p+3) dari klon (GMB 4) yang diperoleh dari Lembaga penelitian
teh dan kina (PPTK) Gambung, Ciwidey Bandung, Jawa Barat, dimana dari 100 gr
teh hijau tersebut terdapat 14-16 % isolat golongan senyawa catechins.

Salah satu bahan alam yang berpotensi sebagai antioksidan dan antiinflamasi
adalah EGCG dimana pemberian EGCG dapat mengurangi lemak dan berat badan,
meningkatkan penggunaan energi, dan metabolisme, menurunkan absorbsi
lemak dan peningkatam oksidasi lemak melalui penghambatan adipogenesis
dan mempengaruhi kerja gen sintesis asam lemak yaitu SREBP-1, sehingga EGCG
dapat meningkatkan insulin karena EGCG digunakan sebagai anti obesitas dimana
mempunyai kemampuan mensupresi adipo/lipogenesis dan pengambilan asam
lemak ke dalam jaringan adiposa, dengan peningkatan sistesis dan oksidasi lemak
oleh hepar, tanpa menyebabkan akumulasi lemak pada hepar (Wolfram S, et al., 2005)

Dalam penelitian ini Catechins Green Tea merupakan keperawatan komplementer
yang masuk dalam dasar keperawatan dan merupakan penatalaksanaan non
farmakologi.
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Berdasarkan uraian diatas maka penulis ingin membuktikan bahwa Catechins
Green Tea GMB-4 dapat meningkatkan kadar insulin darah pada tikus strain wistar
jantan yang diberi diet tinggi lemak.

4.3 Tujuan dan Manfaat Penelitian

43.1 Tujuan Umum

Untuk mengetahui peningkatan kadar insulin pada tikus strain wistar setelah
treatmen dengan Catechins Green Tea GMB-4 di Laboratorium Fisiologi Fakultas
Kedokteran Universitas Brawijaya Malang.

4.3.2 Tujuan Khusus

1. Mengidentifikasi peningkatan kadar insulin pada tikus strain wistar non
Diabetes Melitus type 2 di Laboratorium Fisiologi Fakultas Kedokteran
Universitas Brawijaya Malang.

2. Mengidentifikasi peningkatan kadar insulin pada tikus strain wistar yang dibuat
Diabetes Melitus tipe II yang tidak di berikan perlakuan dengan Catechins
Green Tea GMB-4 di Laboratorium Fisiologi Fakultas Kedokteran Universitas
Brawijaya Malang.

[O) 3. Mengidentifikasi peningkatan kadar insulin pada tikus strain wistar yang dibuat [O)
Diabetes Melitus tipe II setelah di berikan perlakuan dengan Catechins Green
Tea GMB-4 20 mg/kgBB/hari.

4. Mengidentifikasi peningkatan kadar insulin pada tikus strain wistar yang dibuat
Diabetes Melitus tipe II setelah di berikan perlakuan dengan Catechins Green
Tea GMB-4 40 mg/kgBB/hari.

5. Mengidentifikasi peningkatan kadar insulin pada tikus strain wistar yang dibuat
Diabetes Melitus tipe II setelah di berikan perlakuan dengan Catechins Green
Tea GMB-4 60 mg/kgBB/hari.

6. Menganalisa peningkatan kadar insulin pada tikus strain wistar yang dibuat
Diabetes Melitus type 2.

4.3.3 Manfaat Penelitian

1. Manfaat Teoritis
Dapat di gunakan sebagai tambahan informasi bagi masyarakat mengenai
peningkatan kadar insulin pada Diabetes Melitus type 2 setelah diberi
Catechins Green Tea GMB-4. Hasil penelitian ini di harapkan dapat menambah
dan mengembangkan ilmu pendidikan khususnya di bidang kesehatan dan
masyarakat dapat menghindari tindakan-tindakan yang merugikan kesehatan.
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2. Manfaat Praktik
a. Mengetahui mekanisme kadar insulin pada tikus Diabetes Melitus type 2
yang diberi terapi Catechins Green tea GMB - 4.
b. Catechins Green Tea GMB - 4 dapat digunakan dalam pengobatan Diabetes
Melitus type 2 dan untuk meningkatkan insulin.

4.4 Metode Penelitian

Desain penelitian yang digunakan adalah True-Experiment dengan pendekatan
“Control Group Post Test Design”. Populasi dalam penelitian ini adalah Semua Tikus
Strain Wistar yang diberi diet standart selama 1 minggu untuk adaptasi di Lab.
Fisiologi Universitas Brawijaya Malang. Teknik pengambilan sampel yang digunakan
adalah “Random Sampling’, sehingga diperoleh sampel 20 Tikus jantan Strai Wistar
di Lab. Fisiologi Universitas Brawijaya Malang. Variabel independen dalam penelitian
ini adalah Pemberian Ekstrak Catechins Green Tea GMB-4. Variabel dependen adalah
Kadar Insulin. Alat ukur pada penelitian ini adalah dengan menggunakan Metode
ELISA Kit.

Sebelum melakukan proses perlakuan hewan coba peneliti memilih Tikus
wistar yang digunakan berdasarkan kriteria populasi sebanyak 20 ekor. Kemudian
diadaptasikan pada kandang tempat pemeliharaannya selama 7 hari dan diberikan
diet standart. selanjutnya diberikan diet chow standart pada kelompok kontrol
negatif, sedangkan pada kelompok kontrol positif diberikan diet hiperkolesterol
selama 40 hari untuk membuat tikus Diabetes Melitus Type II.

Pakan standart yang terdiri dari pakan ayam/ PARS 100 gram, air 25 cc, tepung
terigu 50 gram* Diet aterogenik yang terdiri dari pakan standart ( PARS 600 gram
dan tepung terigu 30 gram ) yang ditambahkan kuning telur bebek 2 gr, asam kolat
(1,2 gram ), minyak babi 50 cc, minyak kambing 50 cc, air 25 cc®. Kemudian diinjeksi
secara intraperitonial dengan Streptozotocin (STZ) low dose 30 mg/kg BB dibagi 3
hari (10 mg/kgBB/hari).

Kelompok dibagi menjadi 5 yang terdiri dari (Chaiyasut et al.,, 2011).
Kelompok 1 : Kontrol negatif tikus non diabet tanpa perlakuan
Kelompok 2 : Tikus diabet yang tidak diberikan perlakuan dengan catechins green

tea GMB-4
Kelompok 3 : Tikus diabet dengan perlakuan catechins green tea 20 mg/kgBB/hari
Kelompok 4 : Tikus diabet dengan perlakuan catechins green tea 40 mg/kgBB/hari
Kelompok 5 : Tikus diabet dengan perlakuan catechins green tea 60 mg/kgBB /hari.
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4,5 Hasil dan Pembahasan

Pemeriksaan kadar insulin pada tikus putih jantan Strain Wistar dilakukan pada
akhir penelitian. Pemeriksaan insulin menggunakan uji Ellisa Kit.

TABEL 4.1
Rata-rata kadar insulin pada tikus strain wistar
Kelompok Jumlah Sampel Nilai Rata-rata
K.Neg 3 7,36
K.Post 3 5,33
K.P.1 (20 mg) 3 7,70
K.P2 (40 mg) 3 12,00
K.P.3 (60 mg) 3 13,40
Rata-rata Kadar Insulin
15,00
b
© 10,00
=~ £ 5,00
£g8= 77
c g 000
[
2 & T TS &
R A
Kelompok perlakuan
GRAFIK 4.1

Rata-rata kadar insulin Tikus Strain Wistar

Hasil uji statistik yang dilakukan menggunakan One Way Anova dengan jumlah
sampel 15 ekor Tikus Strain Wistar maka diperoleh nilai p value = 0,000 jadi p value
< 0,05 maka Tolak Ho. Artinya ada pengaruh pemberian Catechins Green Tea GMB-4.

Teh hijau mengandung Catechins, merupakan senyawa yang paling dominan
dalam polyfenol. Catechins adalah senyawa yang larut dalam air, tidak berwarna
dan memberikan rasa pahit. Catechins terutama terdiri dari EGCG, EGC, ECG, EC.
Daun teh hijau mengandung polyfenol sampai dengan 30 % berat kering, dimana
Catechins dari teh hijau merupakan 80-90 % flavonoid total, dan EpigalloCatechins
gallat (EGCG) adalah Catechins yang terbanyak 48-55 %, di ikuti Epigallocatechins
(EGC) 9-12 %, epicatehins-3-gallat (ECG) 9-12 %, dan epicatehins (EC) 5-7 %’. Dari
keempat senyawa EGCG merupakan anti oksidan yang paling banyak dan mempunyai
efek anti oksidan terkuat.

Banyak penelitian yang telah dilakukan untuk mengendalikan diabetes melitus,
diantaranya dengan mengembangkan minuman fungsional yang mempunyai khasiat
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antidiabetes, salah satunya yang banyak diteliti adalah khasiat dari daun teh. Minum
teh merupakan kebudayaan timur yang selayaknya terus dipertahankan, karena dari
berbagai hasil penelitian teh terbukti mempunyai aktivitas antioksidan yang cukup
baik. Hal ini disebabkan oleh kandungan polifenol dalam teh hijau yang mampu
menangkal radikal bebas dalam tubuh. Menurut®

Polifenol terutama epigallocatechin gallat (EGCG) dapat melindungi kerusakan
sel beta pankreas dari pengaruh oksidasi. Selain itu penelitian dengan pemberian
teh hijau bahwa pemberian teh hijau dapat menekan peningkatan kadar gula darah.
EGCG pada teh hijau bekerja dengan cara menghambat transporters sodium-glucose
pada mukosa.

Pemberian EGCG dapat mengurangi lemak dan berat badan, meningkatkan
penggunaan energi dan metabolisme, menurunkan absorbsilemak dan peningkatan
oksidasi lemak, meningkatkan kerja insulin, menurunkan akumulasi trigleserida
melalui penghambatan adipogenesis dan mempengaruhi kerja gen sintesis asam
lemak yaitu SREB-1, sehingga EGCG dapat digunakan sebagai terapi pencegahan
obesitas dan resistensi insulin.

Berdasarkan hasil penelitian dan teori di atas dapat disimpulkan bahwa
Catechins Green Tea GMB 4 dapat digunakan sebagai obat alternativ ( non farmakologi
) untuk meningkatkan kadar insulin. Akan tetapi dosis yang digunakan harus tepat,
dan dosis yang digunakan dalam pemberian Catechins Green Tea GMB 4 Untuk
dosis pemberian 40 mg/kgBB/hari kurang efektif yang paling efektif yaitu dosis
60 mg/kgBB/hari karena catechins bersifat antioksidan, antibakteri, antiradiasi,
memperkuat pembuluh darah sehingga catechins sebagai radikal bebas yang mampu
melindungi sel f pankreas dan meningkatkan sekresi insulin.

4.6 Kesimpulandan Saran

Dari hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa Catechins Green Tea GMB 4 dapat
meningkatkan kadar insulin pada tikus strain wistar dengan diabetes melitus type
2. Untuk dosis yang paling efektif untuk meningkatkan kadar insulin adalah dosis
60 mg/kgBB/hari dengan nilai rata-rata sebesar 13,3 mU/L karena jumlah yang
diberikan lebih tinggi dibandingkan dosis sebelumnya. Dan ekstrak daun teh hijau
mengandung polifenol yang dikenal sebagai catechins terutama EGCG yang dapat
berfungsi sebagai antioksidan di dalam tubuh. Antioksidan ini dapat melindungi
sel B pankreas dari pengaruh radikal bebas sehinga pankreas dapat menghasilkan
insulin.

Saran bagi peneliti selanjutnya mampu meminimalisir keterbatasan-
keterbatasan dalam penelitian antara lain dalam proses pengerjaannya karena
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harus sepenuhnya dikerjakan oleh peneliti sendiri. mempengaruhi dalam penelitian.
Peneliti harus mengevaluasi untuk mencegah bias hasil penelitian yang dilakukan.
sehingga dalam meminimalisir keterbatasan yang ada peneliti bisa mendapatkan
hasil penelitian yang sempurna.
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BAB 5

Efek Pemberian Catechins Green Tea GMB-4

Terhadap Perbaikan Sel Beta Pankreas pada

Tikus Strain Wistar dengan Diabetes Melitus
Type 2

5.1 Abstrak

Peningkatan kadar glukosa darah dapat terjadi pada penderita diabetes
melitus yang disebabkan oleh kekurangan insulin baik absolut maupun relative.
Catechins Green Tea GMB-4 mampu mencegah stres oksidasi akibat radikal bebas
yang menyebabkan kerusakan sel beta pankreas. Penelitian ini bertujuan untuk
membuktikan Efek Pemberian Ekstrak Catechins Green Tea GMB-4 Terhadap Perbaikan
Sel Beta Pankreas Pada Tikus Putih Strain Wistar Dengan Diabetes Melitus Tipe-2.

Penelitian ini kurang lebih dilakukan selama 92 hari mulai 28 Agustus sampai 27
November 2013 Desain yang digunakan dalam penelitian ini adalah Tru Experimental
Design dengan sampel 15 ekor tikus strain wistar jantan yang dibagi menjadi 5
kelompok, dengan pembagian K.Neg, K.Post, K.P.1(20mg/KgBB), K.P.2 (40mg/KgBB),
K.P.3(60mg/KgBB). Pengumpulan data dengan menggunakan Metode Hematomycin
eosis selanjutnya dianalisa menggunakan uji parametrik One-Way ANOVA.

Hasil analisa dengan menggunakan uji Parametrik One-Way ANOVA, pada a 0,05
dengan hasil sig 0,000. Dengan hasil penelitian K.Neg 1,67, K.Post 12,67, K.P.20mg
11,67, K.P.40mg 3,33, K.P.60mg 2,33. Dari ketiga perlakuan yang paling efektif dalam
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menurunkan kadar gula darah pada tikus Diabetes Melitus dengan dosis 60mg/KgBB,
Post Hoc Test didapatkan sig 0,968 dengan rata-rata -,667.

Ekstrak Catechins Green Tea GMB-4 dengan dosis tepat mampu mencegah stres
oksidasi dan melindungi serta mampu memperbaiki sel beta pankreas, sehingga
produksi insulin tetap stabil dan gula darah normal.

Kata Kunci: Ekstrak Catechins Green Tea GMB-4, Sel Beta Pankreas, Diabetes Melitus

5.2 Latar Belakang

Meningkatnya prevalensi diabetes melitus akhir-akhir ini banyak disoroti di
negara yang bersangkutan. Peningkatan pendapatan perkapita dan Gaya hidup yang
salah terutama di kota-kota besar, menyebabkan peningkatan prevalensi diabetes
melitus di jaman sekarang ini. Diabetes melitus merupakan masalah kesehatan yang
harus di perhatikan karena penyakit degeneratif ini berpengaruh pada produktifitas
dan dapat menurunkan sumber daya manusia (Suyono, 2007).

Prevalensi Diabetes Melitus di dunia diperkirakan sebesar 0,19% pada orang
usia < 20 tahun dan 8,6 pada orang usia > 20 tahun pada tahun 2000. Prevalensi
diabetes melitus sebesar 20,1% Orang usia > 65 tahun. Di tahun 2004 sekitar 3,4
juta orang meninggal akibat tingginya kadar gula darah pada orang yang menderita
Diabetes Melitus dan lebih dari 80% kematian tersebut terjadi di negara-negara
dengan pendapatan menengah ke bawah (WHO, 2011).

Faktor penyebab diabetes type-2 adalah kelebihan lemak, faktor genetik, status
gizi lebih (Obesitas) dan aktivitas fisik yang kurang. Diet rendah serat dan tinggi
indeks glikemik berhubungan dengan peningkatan resiko Diabetes Melitus dan diet
tinggi lemak akan mempengaruhi resistensi insulin dan resiko Diabetes Melitus (Hu
EBetal, 2001).

Kerusakan sel beta pankreas menyebabkan tubuh tidak bisa menghasilkan
insulin sehingga menyebabkan kadar glukosa darah meningkat (terjadi keadaan
hiperglikemia). Kondisi hiperglikemi dapat menghasilkan pembentukan spesies
oksigen reaktif (ROS=Rective Oxygen Species). ROS yang berlebihan akan
menyebabkan kerusakan sel beta pankreas. Apabila insulin tidak aktif maka glukosa
dalam pembuluh darah akan terus meningkat sehingga kadar glukosnya tinggi yang
di sebut hiperglikemi (Waspadji, 2002).

Kandungan polyphenol dan flavonol pada Catechins Green Tea berperan dalam
menjaga ion metal, menjaga keseimbangan karbohidrat pada diabetes melitus
diantaranya menghambat aktivasi enzim a glukosidase, menghambat absorbsi
glukosa pada intestinal, melindungi sel g pankreas, meningkatkan sekresi insulin,
mengaktivasi AMPK, sebagai antioksidan yang menghambat stres oksidasi, sebagai
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anti inflamasi pada endotel dan proliferasi pertumbuhan sel endotel (Hanhinhineva
etal,2010).

Melihat tingginya angka terjadinya penyakit diabetes melitus peneliti tertarik
untuk membuat penelitian dengan judul “Efek Penberian ekstrak Catechins Green Tea
(CGT) GMB-4 terhadap perbaikan sel beta pankreas pada tikus strain wistar dengan
Diabetes Melitus type II, di Laboratorium Fisiologi Universitas Brawijaya Malang.

5.3 Tujuan dan Manfaat Penelitian

5.3.1 Tujuan Umum

Untuk mengetahui perbaikan sel beta pankreas pada tikus strain wistar setelah
treatmen dengan Catechins Green Tea GMB-4 di Laboratorium Fisiologi Fakultas
Kedokteran Universitas Brawijaya Malang.

5.3.2 Tujuan Khusus

1. Mengidentifikasi perbaikan sel beta pankreas pada tikus strain wistar non
Diabetes Melitus type 2 di Laboratorium Fisiologi Fakultas Kedokteran
Universitas Brawijaya Malang.

2. Mengidentifikasi perbaikan sel beta pankreas pada tikus strain wistar yang
dibuat Diabetes Melitus tipe Il yang tidak di berikan perlakuan dengan Catechins
Green Tea GMB-4 di Laboratorium Fisiologi Fakultas Kedokteran Universitas
Brawijaya Malang.

3. Mengidentifikasi perbaikan sel beta pankreas pada tikus strain wistar yang
dibuat Diabetes Melitus tipe II setelah di berikan perlakuan dengan Catechins
Green Tea GMB-4 20 mg/kgBB /hari.

4. Mengidentifikasi perbaikan sel beta pankreas n pada tikus strain wistar yang
dibuat Diabetes Melitus tipe II setelah di berikan perlakuan dengan Catechins
Green Tea GMB-4 40 mg/kgBB/hari.

5. Mengidentifikasi perbaikan sel beta pankreas pada tikus strain wistar yang
dibuat Diabetes Melitus tipe II setelah di berikan perlakuan dengan Catechins
Green Tea GMB-4 60 mg/kgBB /hari.

6. Menganalisa perbaikan sel beta pankreas pada tikus strain wistar yang dibuat
Diabetes Melitus type 2.

5.3.3 Manfaat Penelitian

1. Manfaat Teoritis
Dapat di gunakan sebagai tambahan informasi bagi masyarakat mengenai
perbaikan sel beta pankreas pada Diabetes Melitus type 2 setelah diberi
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Catechins Green Tea GMB-4. Hasil penelitian ini di harapkan dapat menambah
dan mengembangkan ilmu pendidikan khususnya di bidang kesehatan dan
masyarakat dapat menghindari tindakan-tindakan yang merugikan kesehatan.
2. Manfaat Praktik

Mengetahui mekanisme perbaikan sel beta pankreas pada tikus Diabetes
Melitus type 2 yang diberi terapi Catechins Green tea GMB - 4. Catechins Green
Tea GMB - 4 dapat digunakan dalam pengobatan Diabetes Melitus type 2 dan
untuk perbaikan sel beta pankreas.

5.4 Metode Penelitian

Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah dengan menggunakan
metode true experimen design, yang bertujuan untuk mengetahui pengaruh perlakuan
kepada suatu gejala pada satu kelompok kontrol dengan beberapa kelompok
perlakuan. Penelitian menggunakan tikus putih jantan strain wistar yang berumur
+12 minggu dengan berat badan 150-200 gram.

Pada kelompok kontrol negative diberikan diet standar (pars 100 gram, 25cc
air, dan tepung terigu 50 gram) dan pada kelompok kontrol positif, perlakuan 1,
perlakuan 2, perlakuan 3, diberikan diet hiperkolesterol (pars 600 gr, asam kolat1,2
gr, 2 kuning telur bebek, 30 gr tepung terigu, 25cc air, 50cc minyak babi dan minyak
kambing), selama 40 hari dan injeksi streptozotocin (STZ) low dose.

Pada kelompok perlakuan 1, perlakuan 2 dan perlakuan 3, diberikan terapi
CTH (P1 20mg/KgBB, P2 40mg/KgBB, P3 60mg/KgBB) selama 6 minggu melalui
sonde. Darah tikus diambil pada daerah jantung dan sel beta pankreas pada akhir
saat pembedahan.

5.5 Hasil dan Pembahasan

5.5.1 Gambaran Umum Penelitian

Proses penelitian yang telah dilakukan di Laboratorium Fisiologi Universitas
Brawijaya Malang, dalam penelitian ini menggunakan sampel perlakuan pada 15
ekor tikus putih Strain Wistar jenis kelamin jantan. Dibagi menjadi 5 kelompok,
yaitu kelompok kontrol negatif, kelompok kontrol positif, kelompok perlakuan 1,
kelompok perlakuan 2, dan kelompok perlakuan 3, dan tiap sampel menempati
kandang sendiri - sendiri.

Untuk mengetahui efek pemberian Ekstrak Catechins Green Tea GMB-4 terhadap
perbaikan sel beta pankreas pada tikus Strain Wistar yang dibuat Diabetes Melitus
Type-2. Penelitian ini dilakukan mulai tanggal 28 Agustus 2013 sampai 27 November
2013, di Laboratorium Fisiologi Universitas Brawijaya Malang.
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GAMBAR5.1

Rata-rata apoptosis sel beta pankreas

5.5.2 Data Khusus Penelitian

Pemeriksaan jumlah apoptosis sel beta pankreas dari tikus putih jantan Strain
Wistar dilakukan pada akhir penelitian.
Dan hasil apoptosis sel beta pankreas tikus percobaan pada masing - masing

perlakuan dapat dilihat pada gambar grafik berikut ini:

TABEL 5.1

Rata-rata jumlah apoptosis sel beta pankreas pada tikus percobaan

Kelompok Jumlah Sampel Nilai Rata-rata
K.Neg 3 1.67
K.Post 3 12.67

K.P.1 (20 mg) 3 11.67
K.P2 (40 mg) 3 3.33
K.P.3 (60 mg) 3 2.33

Dari tabel rata-rata kadar gula darah tikus dapat dijelaskan bahwa pada:

1. Kelompok 1 ( K.Neg ) nilai rata-rata yaitu 1,67
Kelompok 2 ( K.Post ) nilai rata-rata yaitu 12,67
Kelompok 3 ( K.P.20 mg) nilai rata-rata 11,67
Kelompok 4 ( K.P.40 mg) nilai rata-rata 3,33
Kelompok 5 ( K.P.60 mg) nilai rata-rata 2,33

vt W

Dari hasil lavene test tersebut yaitu 0,567 dengan memakai o = 0,05, berarti
terima Ho. Jika terima Ho berarti data dikatan homogen dan dilanjutkan ke uji One
Way Anova dengan hasil 0,000 dengan a = 0,05 berarti tolak Ho dengan kesimpulan
Ekstrak Catechins Green Tea GMB-4 Memiliki efek terhadap Perbaikan sel beta
pankreas Pada Tikus Putih Jantan Strain Wistar Diabetes Melitus, Ditandai minimal
ada 1 kelompok yang berbeda.
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GAMBAR 5.2
Apoptosis sel 3 pankreas dengan metode pemeriksaan HE dengan pembesara 400x A.kontrol
negatif. B Kontrol Positif, C Perlakuan |, D Perlakuan II, E Perlakuan IlI

A. Jumlah apoptosis sel beta pankreas Pada Kelompok Kontrol Negatif tanpa
di beri perlakuan Hiperkolesterol dan Ekstrak Catechins Green Tea GMB-4
Dari hasil penelitian mengenai Efek pemberian Ekstrak Catechins Green Tea
GMB-4 terhadap perbaikan sel beta pankreas Pada Tikus Putih Jantan Strain
Wistar dengan Diabetes Melitus Tipe-II, yang digunakan sebagai kontrol negatif
sebanyak 3 sampel dan didapatkan hasil rata-rata 1,67.

@ B. Jumlah apoptosis sel beta pankreas Pada Kelompok Kontrol Positif dengan @
perlakuan Hiperkolesterol tanpa diberi Ekstrak Catechins Green Tea GMB-4
Dari hasil penelitian mengenai Efek Pemberian Ekstrak Catechins Green Tea
GMB-4 terhadap perbaikan sel beta pankreas Pada Tikus Putih Jantan Strain
Wistar dengan Diabetes Melitus Tipe-II, Dari 3 sampel yang digunakan sebagai
kontrol positif, didapatkan hasil rata-rata apoptosis sel beta 12,67.

C. Jumlah apoptosis sel beta pankreas Pada Kelompok Perlakuan dengan
Dosis Ekstrak Catechins Green Tea GMB-4 20mg/KgBB / tikus / hari
Dari hasil penelitian mengenai Efek Pemberian Ekstrak Catechins Green Tea
GMB-4 terhadap perbaikan sel beta pankreas Pada Tikus Putih Jantan Strain
Wistar dengan Diabetes Melitus Tipe-II yang digunakan sebagai perlakuan 1
sebanyak 3 sampel dan didapatkan hasil rata-rata apoptosis sel beta pankreas
11,67

D. Jumlah apoptosis sel beta pankreas Pada Kelompok Perlakuan dengan
Dosis Ekstrak Catechins Green Tea GMB-4 40 mg/KgBB / tikus / hari
Dari hasil penelitian mengenai Efek Pemberian Ekstrak Catechins Green Tea
GMB-4 terhadap perbaikan sel beta pankreas Pada Tikus Putih Jantan Strain
Wistar dengan Diabetes Melitus Tipe-Il yang digunakan sebagai perlakuan 2
sebanyak 3 sampel dan didapatkan hasil rata-rata apoptosis sel beta pankreas
3,33.
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E. Jumlah apoptosis sel beta Pada Kelompok Perlakuan Dengan Dosis Ekstrak
Catechins Green Tea GMB-4 60 mg/KgBB / tikus / hari
Dari hasil penelitian mengenai Efek Pemberian Ekstrak Catechins Green Tea
GMB-4 terhadap perbaikan sel beta pankreas Pada Tikus Putih Jantan Strain
Wistar dengan Diabetes Melitus Tipe-Il yang digunakan sebagai perlakuan 3
sebanyak 3 sampel dan didapatkan hasil rata-rata apoptosis sel beta pankreas
2,33.

F. Efek Pemberian Ekstrak Catechins Green Tea GMB-4 terhadap perbaikan
sel beta pankreas pada tikus strain wistar dengan Diabetes Melitus tipe-II.
Dari hasil penelitian yang dilakukan peneliti menunjukkan bahwa pada
kelompok kontrol dan kelompok perlakuan Pemberian Ekstrak Catechins Green
Tea GMB-4 terhadap Perbaikan sel beta pankreas Pada Tikus Putih Jantan Strain
Wistar Diabetes Melitus terdapat perbedaan yang signifikan. Dimana dapat
dilihat dari hasil Uji One - Way ANOVA dengan nilai signifikansi 0,000, dan
dikatakan nilai signifikansi ( o« < 0,05 ) maka Ho di tolak. Sehingga Ada Efek
Pemberian Ekstrak Catechins Green Tea GMB-4 terhadap Perbaikan sel beta
pankreas Pada Tikus Putih Jantan Strain Wistar Diabetes Melitus.

Berdasarkan hasil penelitian dan teori diatas dapat disimpulkan bahwa
Ekstrak Catechins Green Tea GMB-4 dapat digunakan sebagai obat alternative
(non farmakologi) untuk menurunkan kadar gula darah. Akan tetapi dosis yang
digunakan harus tepat, dan dosis pemberian Ekstrak Catechins Green Tea GMB-4
dari uji Post Hoc Test yang paling memiliki Efek yaitu dosis 60 mg/KgBB / tikus /
hari karena nununjukkan perbedaan yang signifikan dengan sig 0.698 dan dosis
40 mg/KgBB/Tikus/Hari juga cukup memiliki efek memperbaiki sel beta pankreas
karena menunjukkan perbedaan yang signifikan dengan sig 0.556. Ekstrak Catechins
Green Tea GMB-4 dengan dosis 20 mg/KgBB kurang memiliki efek memperbaiki
sel beta pankreas karena tidak menunjukkan perbedaan yang signifikan dengan
nilai sig 0.000, dalam dosis tepat kandungan polyphenol dan flavonol menjaga ion
metal, menjaga keseimbangan karbohidrat pada diabetes melitus diantaranya
menghambat aktivasi enzim a glukosidase, menghambat absorbsi glukosa pada
intestinal, melindungi sel g pankreas, meningkatkan sekresi insulin, mengaktivasi
AMPK, sebagai antioksidan yang menghambat stres oksidasi, sebagai anti inflamasi
pada endotel dan proliferasi pertumbuhan sel endotel (Hanhinhineva et al, 2010).

Flavonoid juga dapat menstimulasi pengambilan glukosa pada jaringan perifer,
mengatur aktivitas dan ekspresi enzim yang terlibat dalam jalur metabolisme
karbohidrat serta dapat bertindak menyerupai insulin (insulinomimetic) dengan
cara mepengaruhi mekanisme insulin signaling. Flavonoid dapat berperan dalam
perbaikan kerusakan jaringan pankreas yang diakibatkan oleh alkilasi DNA akibat
induksi STZ sebagai akibatnya dapat meningkatkan sekresi insulin dalam darah dan
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kadar glukosa darah dapat diturunkan. Penangkapan radikal bebas oleh senyawa
yang terkandung pada catechins green tea menyababkan berkurangnya kerusakan
pada jaringan pankreas, sehingga infiltrasi sel mononuklear ke dalam jaringan
pankreas pada proses fagositosis sel beta yang rusak juga berkurang. Keadaa ini
menyebabkan menurunnya proses inflamasi sehingga produksi TNF-a pun menurun
dan terjadi perbaikan sel beta pankreas penghasil insulin. Penurunan ekspresi TNF-a
dapat mempengaruhi panurunan derajat insulitis sehingga dapat tejadi perbaikan
kerusakan jaringan pankreas (Ghosh et.al,2009).

5.6 Kesimpulan dan Saran
5.6.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian diatas dapat dirumuskan kesimpulan sebagai
berikut:

1. Pada kelompok kontrol negatif, didapatkan dengan hasil uji Tukey rata-rata
jumlah apoptosis sel 1.67.

2. Pada kelompok kontrol positif, didapatkan dengan hasil uji Tukey rata-rata
jumlah apoptosis sel 12.67.

3. Pada kelompok perlakuan I, yaitu diberi Ekstrak Catechins Green Tea GMB-4
dengan dosis 20 mg/KgBB/Tikus/Hari, didapatkan dengan hasil uji Tukey rata-

@ rata jumlah apoptosis sel 11.67. @

4. Pada kelompok perlakuan II, yaitu diberi Ektrak Catechins Green Ttea GMB-4
dengan dosis 40 mg/KgBB/Tikus/Hari, didapatkan dengan hasil uji Tukey rata-
rata jumlah apoptosis sel 3.33.

5. Pada kelompok perlakuan III, yaitu diberi Ekstrak Catechins Green Tea GMB-4
dengan dosis 60 mg/KgBB/Tikus/Hari, didapatkan dengan hasil uji Tukey rata-
rata jumlah apoptosis sel 2.33.

6. Dari hasil penelitian menunjukkan bahwa Ekstrak Catechins Green Tea GMB-4
Dapat menurunkan dan mamperbaiki jumlah apoptosis dan memperbaiki sel
beta pankreas pada tikus strain wistar yang dibuat Diabetes Melitus Type-II,
Hasil uji statistik One - Way ANOVA didapatkan hasil nilai signifikansi 0.000,
dimana (o < 0.05 ) sehingga hasil < a Ho di tolak. Dosis yang paling berpotensi
memperbaiki sel beta pankreas, pada perlakuan 3 dengan dosis 60 mg/Kg/
BB,dari Uji Post Hoc Test didapatkan perbedaan yang signifikan dengan sig
0.968 dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif, hasil uji Tukey rata-rata
jumlah apoptosis sel beta pankreas 2.33.
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5.6.2 Saran

1. Bagi Institusi Pendidikan
Institusi pendidikan dapat menggunakan hasil penelitian ini sebagai masukan
pembelajaran dalam penatalaksanaan perbaikan sel beta pankreas pada pasien
Diabetes Melitus.

2. Bagi Masyarakat
Masyarakat bisa mengkonsumsi teh hijau sebagai minuman sehat tinggi
antioksidan.

2. Bagi Tenaga Kesehatan
Tenaga kesehatan diharapkan hasil penelitian ini dapat digunakan sebagai
masukan dalam penatalaksanaan pemberian terapi Non Farmakologi, Ekstrak
Catechins Green Tea GMB-4 sebagai perbaikan sel beta pankreas.

3. Peneliti Selanjutnya
Hasil penelitian ini dapat digunakan sebagai referensi bagi peneliti yang
berminat ingin meneliti tentang pengaruh pemberian Ekstrak Catechins Green
Tea GMB-4 terhadap variabel lain, salah satunya yang belum diteliti terhadap
perlemakan hepar dan bisa dikembangkan tidak pada tikus tetapi bisa pada
manusia untuk menemukan dosis yang tepat untuk manusia.
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BAB 6

Catechins Green Tea GMB-4 Sebagai Antioksidan
Melalui Mekanisme Penurunan Kadar MDA
dan Peningkatan Kadar SOD pada Tikus Strain
Wistar dengan Diabetes Melitus Type 2
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6.1 Abstrak

Kandungan Catechins Green Tea GMB-4 kaya akan polyphenol dan flavonol
dimana mampu menghambat peningkatan malondialdehid (MDA) akibat radikal
bebas yang menyebabkan kerusakan oksidatif pada penderita Diabetes Melitus tipe
2. Penelitian ini bertujuan untuk membuktikan Efektivitas Pemberian Cathechins
Green Tea GMB-4 Sebagai Antioksidan Terhadap Penurunan MDA Pada Tikus Putih
Jantan StrainWistar dengan Diabetes Melitus tipe 2.

Penelitian ini dilakukan selama 92 hari mulai 28 Agustus 2013 sampai 27
November 2013, dengan menggunakan desain True Experimental Design dengan
sampel tikus strain wistar jantan 15 ekor yang dibagi menjadi 5 kelompok, dengan
pembagian K.Neg, K.Post, K.P.1(20mg/KgBB), K.P.2 (40mg/KgBB), K.P.3(60mg/
KgBB). Pengumpulan data dengan menggunakan Metode asam tiobarbiturat
(TBA),selanjutnya dianalisa menggunakan uji parametrik One-Way ANOVA.

Hasil analisa dengan menggunakan uji Parametrik One-Way ANOVA, pada o
0,05 dengan hasil sig 0,000. Dengan hasil penelitian K.Neg 60, K.Post 74, K.P.20mg
57,17, K.P.40mg 65,5 K.P.60mg 85,67. Dari ketiga perlakuan yang paling efektif dalam
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menurunkan kadar malondialdehid (MDA) pada tikus Diabetes Melitus dengan dosis
60mg/KgBB, Post Hoc Test didapatkan sig 0,001 dengan rata-rata -25,67.

Ekstrak Catechins Green Tea GMB-4 mampu menghambat peningkatan
malondialdehid dan melindungi sel dari radikal bebas, sehingga mempu mencegah
kerusakan oksidatif.

Kata Kunci: Ekstrak Catechins Green Tea GMB-4, malondialdehid,radikal bebas,
Diabetes Melitus

6.2 LatarBelakang

American Diabetes Association (ADA,2005) menyatakan diabetes melitus atau
(DM) adalah suatu penyakit metabolik dengan karakteristik hiperglikemia, yang
terjadi karena kelainan sekresi insulin, kerja insulin atau kedua-duanya. Diabetes
melitus tipe 2 merupakan sekelompok kelainan yang di tandai dengan resisitensi
insulin, sekresi insulin terganggu, dan peningkatan produksi glukosa (Soegondo,
2007).

WHO memprediksi kenaikan jumlah penyandang DM di Indonesia dari 8,4 juta
pada tahun 2000 menjadi sekitar 21,3 juta pada tahun 2030. International Diabetes
Federation (IDF) memprediksi kenaikan jumlah penyandang DM dari 7,0 juta pada
tahun 2009 menjadi 12,0 juta pada tahun 2030. Meskipun terdapat perbedaan angka
prevalensi, laporan keduanya menunjukkan adanya peningkatan jumlah penyandang
DM sebanyak 2-3 kali lipat pada tahun 2030 (PERKENI, 2011).

Prevalensi DM di Indonesia untuk usia diatas 15 tahun sebesar 5,7%. Prevalensi
terkecil terdapat di Propinsi Papua sebesar 1,7%, dan terbesar di Propinsi Maluku
Utara dan Kalimantan Barat yang mencapai 11,1%. Sedangkan prevalensi toleransi
glukosa terganggu (TGT), berkisar antara 4,0% di Propinsi Jambi sampai 21,8% di
Propinsi Papua Barat. Datadata tersebut menunjukkan bahwa jumlah penyandang
diabetes di Indonesia sangat besar (Depkes, 2007). Prevalensi DM tipe 2 lebih dari
90% dari semua kasus diabetes. Di Kota Kediri angka kejadian Diabetes Melitus
pada tahun 2011 mencapai 10.312 jiwa dan mengalami peningkatan di tahun 2012
menjadi 14.337 jiwa. Diabetes Melitus menduduki tingkat ke 5 dari 10 penyakit
terbanyak Puskesmas di Kota Kediri (Dinkes Kota Kediri 2014).

Pada penderita DM tipe 2 mempunyai pola familial yang kuat. DM tipe 2 ditandai
dengan kelainan dalam sekresi insulin maupun dalam kerja insulin. Pada penderita
DM tipe 2 terdapat kelainan dalam pangikatan insulin dengan reseptor. Ini dapat
disebabkan oleh berkurangnya jumlah tempat reseptor yang responsive insulin pada
membrane sel, yang mengakibatkan hiperglikemia ( DepKes, 2008).
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Berbagai komplikasi dapat diakibatkan oleh rendahnya kontrol diabetes.
Komplikasi tersebut antara lain berupa penyakit vaskular sistemik (percepatan
aterosklerosis), penyakit jantung, penyakit mikrovaskular pada mata sebagai
penyebab kebutaan dan degenerasi retina (retinopati diabetik), katarak, kerusakan
ginjal sebagai penyebab gagal ginjal serta kerusakan saraf tepi (neuropati diabetik)
(Halliwel, 2007). Fenomena ini dapat disebabkan oleh kemampuan hiperglikemia
secara in vivo dalam modifikasi oksidatif berbagai substrat. Selain itu, hiperglikemia
juga terlibat dalam proses pembentukan radikal bebas (Droge, 2002).

Hiperglikemia menyebabkan autooksidasi glukosa, glikasi protein, dan aktivasi
jalur metabolisme poliol yang selanjutnya mempercepat pembentukan senyawa
oksigen reaktif. Pembentukan senyawa oksigen reaktif tersebut dapat meningkatkan
modifikasi lipid, DNA, dan protein pada berbagai jaringan (Ueno, 2002). Modifikasi
molekuler pada berbagai jaringan tersebut mengakibatkan ketidakseimbangan
antara antioksidan protektif (pertahanan antioksidan) dan peningkatan produksi
radikal bebas. Jika radikal bebas menyerang lipid pada LDL maka akan menginduksi
terjadinya peroksidasi lipid. Ahirnya dari reaksi ini adalah terputusnya rantai asam
lemak menjadi senyawa yang bersifat tosik terhadap sel,seperti malondialdehid
(MDA),9-hidrosil-nonenal, serta berbagai hidrokarbon seperti etana dan pentana
(Sukmawati,2005).

Hiperglikemia dapat menyebabkan produksi reactive oxygen species (ROS) atau
radikal bebas yang berlebih dan akan memicu terjadinya stress oksidatif, yaitu suatu
keadaan dimana jumlah radikal bebas yang diproduksi melebihi kapasitas tubuh
untuk menangkalnya (Wiryana, 2008). Dengan adanya paparan strees oksidatif,
enzim superoksidasi dismutase (SOD) sabagai antioksidan endigen akan meningkat
aktivitasnya untuk meredam stress oksidatif tersebut, yaitu dengan merubah
anion superokside menjadi hydrogen peroksida (H202) dan oksigen (02) sehingga
dapat melindungi sel-sel 8 pancreas. Peningkatan aktivitas SOD dilaporkan dapat
memperlemah tekanan vaskuler pada diabetes, sehingga dapat menyebabkan kadar
gula darah semakin tidak terkendali. Cuprum dan zink merupakan faktor dari SOD.
Agar aktivitas SOD dapat berjalan, caprum dan zink harus disertai dalam jumlah yang
cukup. Hal ini akan mengakibatkan tubuh mengkompensasi untuk memproduksi
cuprum dan zink, misalnya dari pankreas untuk memproteksi stress oksidatif (Pande,
dkk, 2010).

Hal dapat menimbulkan banyak kerusakan,antara lain terjadinya kerusakan
protein termasuk oksidasi protein akan mengakibatkan kerusakan jaringan tempat
protein itu berada, sebagai contoh kerusakan protein pada lensa mata mengakibatkan
terjadinya katarak. Terutama komponen penyusun membran berupa asam lemak tak
jenuh yang merupakan bagian dari fosfolipid dan mungkin juga protein. Serangan
radikal hidroksil pada asam lemak tak jenuh dimulai dengan interaksi oksigen pada
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rangkaian karbon pada posisi tak jenuh sehingga terbentuk lipid hidroperoksida,
yang selanjutnya merusak bagian sel dimana hidroperoksida ini berada (Priyanto
2007).

Penggunaa antioksidan saat ini merupaka alternatif dalam pencegahan dan
perlakuan pada disfungsi endotel. Seperti penelitian yang dilakukan oleh keancy, 1994
bahwa antioksidan dalam vitamin C dan E dapat menurunkan P-selectin pada pasien
hiperkolesterol. Ini diyakini bahwa antioksidan bisa sebagai penanganan kondisi
disfungsi endotel.(Andreson, 2000). Sehingga penggunaan antioksidan sepertinya
mulai dikembangkan pada disfungsi endotel.

Catechins Green Tea mempunyai kandungan polyphenol dan flavonol dimana
berperan dalam mengabsorbsi ion metal, menjaga keseimbangan metabolisme
kabohidrat pada diabetes melitus diantaranya adalah menghambat aktivasi enzim
a glucosidase, menghambat absorbsi pada intestinal, melindungi sel § pankreas,
meningkatkan sekresi insulin mengaktivasi AMPK, sebagai antioksidan yang bekerja
menghambat stres oksidasi, sebagai antiinflamasi pada endotel dan poliferasi pada
pertumbuhan sel endotel (Kati, 2010). Diharapkan dengan pemberian catechins
green tea dapat memperbaiki kerusakan endotel sehingga dapat mencegah terjadinya
komplikasi lanjut seperti penyakit kardiaovaskular.

Pada penelitian yang dilakukan dengan hewan coba diketahui bahwa catechins
green tea menghambat proses penyakit degeneratif, mempunyai aktivitas sebagai
antipoliferasi pada sel hepatoma dan juga mempunyai aktivitas hipolipidemik pada
hepar tikus yang dibuat hepatoma (Vanessa, 2004).

Berdasarkan penelitian yang dilakukan pada hewan coba menunjukkan
bahwa polifenols dalam catechins green tea mempunya efek sebagai antioksidan
menurunkan tekanan darah, mencega terjadinya stress oksidatf dan juga dapat
memperbaiki kerusakan endotel. Maka peneliti ingin melakukan penelitian dengan
judul "Efektivitas Pemberian Catechins Green Tea GMB-4 Sebagai Antioksidan
Terhadap Penurunan Kadar MDA dan Peningkatan kadar SOD pada Tikus Strain
Wistar dengan diabetes melitus tipe 1.

6.3 Tujuan dan Manfaat Penelitian

1. Tujuan Umum
Mengetahui pengaruh pemberian catechins green tea terhadap peningkatan
kadar MDA dan peningkatan kadar SOD pada tikus putih jantan Strain Wistar
dengan Diabetes Melitus tipe 2.
2. Tujuan Khusus
a. Mengidentifikasi kadar MDA pada tikus putih jantan Strain Wistar dengan
Diabetes Melitus tipe 2 yang diberi perlakuan dengan catechins green tea
dosis I yaitu 20 mg/kg BB.
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b. Mengidentifikasi kadar MDA dan peningkatan kadar SOD pada tikus putih
jantan Strain Wistar dengan Diabetes Melitus tipe 2 yang diberi perlakuan
dengan catechins green tea dosis 11 yaitu 40 ml/kg BB.

c. Mengidentifikasi kadar MDA dan peningkatan kadar SOD pada tikus putih
jantan Strain Wistar dengan Diabetes Melitus tipe 2 yang diberi perlakuan
dengan catechins green tea dosis 111 yaitu 60 ml/kg BB.

d. Mengidentifikasi kadar penurunan MDA dan peningkatan kadar SOD pada
tikus putih jantan Strain Wistar dengan Diabetes Melitus tipe 2 tanpa
perlakuan dengan catechins green tea.

e. Menganalisa kadar MDA dan peningkatan kadar SOD pada tikus putih
jantan Strain Wistar non Diabetes Melitus tipe 2.

f.  Menganalisa penurunan kadar MDA dan peningkatan kadar SOD darah
pada tikus strain wistar yang dibuat Diabetes Melitus Type II
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6.4 Metode Penelitian

Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah dengan menggunakan
metode true experimental design, yang bertujuan untuk mengetahui pengaruh
perlakuan kepada suatu gejala pada satu kelompok kontrol dengan beberapa
kelompok perlakuan. Peneltian ini menggunakan tikus putih jantan Strain Wistar
yang berumur +12 minggu dengan berat badan 150-200 gram.

Pada kelompok control negative di berikan diet standar (pars 100 grair 25cc
dan tepung terigu 50 gr) dan pada kelompok kontrol positif, pelakuan 1, perlakuan 2
dan perlakuan 3, berikan diet hiperkolesterol (pars 600 gr, asam kolat 1,2 gr, 2 kuning
telur bebek, 30 gr tepung terigu, 25 cc air, 50cc minyak babi dan minyak kambing,)
selama 40 hari dan injeksi streptozotocin (STZ) low dose.

Pada kelompok perlakuan 1, perlakuan 2 dan perlakuan 3 di berikan terapi
catechins green tea GMB-4 (P1 20mg/KgBB, P2 40 mg/KgBB, P3 60 mg/KgBB)
selama

6.5 Hasil dan Pembahasan

a. Mengidentifikasi Kadar Superoksidasi Dismutase pada Tikus Jantan Strain
Wistar non Diabetes Melitus Tipe 2
Dari hasil penelitian mengenai kadar superoksidasi dismutase (SOD) pada
tikus jantan strain wistar dengan non diabetes melitus tipe 2 didapat 3 sampel
hasilnya Kelompok control negative, tikus (1) sebesar 4,83 ng/mL, tikus (2)
sebesar 5,33 ng/mlL, tikus (3) sebesar 6,44 ng/mL.
Dalam Penelitian ini menggunakan analisa data dengan uji Oneway-ANOVA,
dan dari hasil lavene’s test didapatkan signifikan 0,139 dengan memakai a
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= 0,05, berarti terima Ho. Jika terima Ho berarti data dikatan homogen dan
dilanjutkan ke uji One Way Anova dengan hasil pengujian Hipotesis dilakukan
pembacaan hasil dari Output ANOVA. Berdasar hasil yang diperoleh didapatkan
nilai F hitung = 14,40 dengan probabilitas 0,000. Oleh karena probabilitas < a (
0,000 < 0,05) maka Ho ditolak, atau berarti Ada Pengaruh Pemberian Catechins
Green Tea Terhadap Penurunan Kadar Malondialdehid (MDA) Pada Tikus Putih
Strain Wistar Diabetes Melitus tipe II.

Dari 3 sampel yang digunakan sebagai kontrol positif, didapatkan hasil
kadar malondialdehide (MDA) sebesar 70 ng/ml untuk kelompok kontrol positif
1, untuk kontrol positif 2 sebesar 74 ng/ml, dan untuk kontrol positif 3 sebesar
78 ng/ml dengan rerata sebesar 74 ng/ml.

Pakan yang diberikan pada tikus percobaan terdiri dari diet standart yang
terdiri dari PARS 100 gram, air 25 cc, tepung terigu 50 gram (Muwarni, 2006).
Antioksidan adalah senyawa yang dapat me lindungi sistem biologis di dalam
tubuh. Aktivitas antioksidan di dalam tubuh merupakan suatu kesatuan sistem
yang saling terkait dan saling mempengaruhi, contohnya Superoxide dismutase,
katalase dan gluta -tion peroxydase. Kekurangan salah satu komponen ini dapat
menyebabkan terjadinya penurunan status antioksidan secara menyeluruh dan
mengakibatkan perlindungan terhadap serangan ROS menjadi lemah (Halliwell,
1991, Didalam Lilik M, 2008).

Adanya proses autooksidasi pada pada hiperglikemi dan reaksi glikasi

@ dapat memicu pembentukan radikal bebas khususnya radikal superoksida @
(0%7), dan hidrogen peroksil (H*0%) yang dapat membentuk radikal hidroksil
(OH™), radikal bebas dapat merusak membrane sel, menjadi lipid peroksil atau
MDA (Yasa et al, 2007).

Dari hasil penelitian menunjukkan kadar superoksidasi dismutase normal,
Karena tikus tidak diberi pakan hiperkolesterol sehingga tikus dalam keadaan
sehat, pada saat tikus tidak sehat atau terjadi diabetes melitus akan mengalami
hiperglikemi, hiperkolesterol, asam urat disitulah penyebab terjadi penurunan
kadar superoksidasi dismutase karena disebabkan radikal bebas yang tinggi dan
antioksidan menurun.

b. Mengidentifikasi Kadar Superoksidasi Dismutase pada Tikus Jantan Strain
Wistar yang Dibuat DM Tipe 2 yang Tidak Diberikan Perlakuan dengan
Catechins Green Tea GMB-4
Dari hasil penelitian mengenai kadar superoksidasi dismutase (SOD) pada tikus
jantan strain wistar dengan diabetes melitus tipe 2 tanpa perlakuan dengan
catechins green tea GMB-4. didapat 3 sampel hasilnya Kelompok control positif,
tikus (1) sebesar 3.83 ng/mlL, tikus (2) sebesar 5.11 ng/mlL, tikus (3) sebesar
6.11 ng/mL.
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Diet hiperkolesterol yang diberikan terdiri dari pakan standart (PARS
600 gram dan tepung terigu 30 gram) yang ditambah telur kuning bebek 2 gr,
asam kolat (1,2 gram), minyak babi 50 cc, minyak kambing 50 cc, dan air 25
cc (Mu’anisa, 2003). Pemberian pakan hiperkolesterol selama 40 hari dapat
meningkatkan kadar kolesterol darah dan mengalami penurunan reseptor
glukosa darah mengalami penurunan reseptor glukosa pada kelenjar pancreas,
sehingga mengalami kerusakan padasel 3 pankreas dan reseptor insulin di
jaringan perifer ( Soegondho 2000, dalam Hastuti, 2008).

Dari 3 sampel yang digunakan sebagai kontrol negatif, didapatkan hasil
kadar malondialdehide sebesar 56.5 ng/ml untuk kontrol negatif 1, untuk
kontrol negatif 2 sebesar 62 ng/ml, dan untuk kontrol negatif 3 sebesar 61.5
ng/ml dengan rerata sebesar 60 ng/ml.

Diet standart yang terdiri dari PARS 100 gram, air 25 cc, tepung terigu 50
gram (Muwarni,2006). Diet tinggi lemak maaupun diet tinggi karbohidrat akan
meningkatkan kadar trigliserida hanya saja diet tinggi lemak akan menunjukkan
peningkatan yang lebih cepat di bandingkan diet tinggi karbohidrat (Srivastava
etal 2000).

Berdasarkan fakta dan teori diatas asupan makanan yang diberikan
tidak menunjukkan tingginya kadar malondialdedhideMDA kemungkinan
hal ini disebabkan pada diet standart jumlah kadar kolesterol tidak terlalu
banyak dan juga tikus pada kelompok kontrol negative tidak di injeksi STZ

@ yang dapat merangsang kerusakan pada sel beta sehingga tikus dalam keadaan @
hiperglikemi yang merasang pembentukan radikal bebas untuk memicu
terjadinya penbentukan senyawa lipid peroksi atau MDA.

Radikal superoksida yang dihasilkan dalam ekskresi kolesterol akan
meningkatkan jumlah radikal bebas di dalam tubuh sehingga tingkat oksidasi
di dalam tubuh dapat meningkat. Meningkatnya oksidasi di dalam tubuh
juga dipengaruhi oleh menurunnya aktivitas enzim antioksidan SOD dan
meningkatkan MDA di dalam tubuh yang disebabkan oleh diet kaya kolesterol
(Fki et al. 2005). Keterkaitan antara kondisi hiperkolesterolemia dengan
tingkat oksidasi biomolekul dalam tubuh yang menandakan meningkatnya
jumlah radikal bebas pun didukung oleh beberapa penelitian diantaranya
Alviani (2007) yang menyatakan pemberian pakan kolesterol 1.25% dapat
meningkatkan konsentrasi lipid peroksida tikus hingga lima kali dari konsentrasi
lipid peroksida tikus normal.

Minyak babi dan minyak kambing mempunyai kandungan kolesterol yang
lebih tinggi dibanding dengan minyak hewani lainnya dan minyak nabati, asam
kolat diberikan untuk meningkatkan kadar kolesterol dan terbentuknya sel
busa (Srivastava et al. 2003). tinggi nya kadar lemak pada diet hiperkolesterol
disebabkan penambahan lemak babi, lemak kambing, dan asam kolat.
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Salah satu faktor utama penyebab diabetes melitus adalah gemarnya
seseorang dalam mengonsumsi makan makanan yang tinggi lemak, makan
makan tinggi lemak dapat memicu kenaikan berat badan dan beresiko
meningkatkan kadar kolesterol ketika seseorang mengalami hiperkolesterol
tubuh akan terjadi stress oksidatif dan pankreas rusak yang pada akhirnya
akan mengakibatkan resistensi insulin sehingga resiko terkena diabetes melitus
(Laakso, 2001).

Hasil penelitian menunjukkan pemberian diit hiperkolesterol berhasil dan
kadar SOD menurun. karena pemberian hiperkolesterol dapat menyebabkan
produksi ROS (reactive Oxygen Spescies) atau radikal bebas yang berlebih disini
memicu terjadinya stress oksidatif dalam keadaan ini antioksidan melemah
sehingga superoksidasi dismutase akan menurun.

c. Mengidentifikasi Peningkatan Kadar Superoksidasi Dismutase pada Tikus
Jantan Strain Wistar yang Dibuat DM Tipe II yang Diberikan Perlakuan
dengan Catechins Green Tea GMB-4 20 mg/kg BB
Dari hasil penelitian mengenai pengaruh pemberian catechins green tea GMB-
4 sebagai antioksidan dalam meningkatkan kadar superoksidasi dismutase
(SOD) pada tikus jantan strain wistar dengan diabetes melitus tipe 2, dengan
perlakuan Ekstrak Catechins Green Tea GMB-4 dengan dosis 20 mg/tikus/
hari. didapatkan 3 sampel, dan dari 3 sampel didapatkan hasilnya kadar SOD,

@ kelompok perlakuan 1. tikus (1) sebesar 6,22 ng/mlL, tikus (2) sebesar 7,77 @
ng/mlL, tikus (3) sebesar 8,11 ng/mL.

Dari hasil penelitian, yang digunakan sebagai perlakuan 1 sebanyak 3
sampel, didapatkan hasil kadar malondialdehide (MDA) sebesar 59 ng/ml
sebagai kelompok perlakuan 1.1, untuk kelompok perlakuan 1.2 sebesar 56.5
ng/ml, dan untuk perlakuan 1.3 sebesar 56.5 ng/ml dengan rerata sebesar
57,33 ng/ml.

Daun teh hijau mengandung gugus flavanoid dari polifenol. Salah satu
senyawa aktif teh hijau adalah catechin. Senyawa ini bersifat sebagai antioksidan.
Fungsi antioksidan adalah sebagai peredam yang dapat menetralisir radikal
bebas yang masuk tubuh serta menghentikan reaksi berantai peroksidasi dari
lipid. Selain itu teh hijau juga dapat berfungsi sebagai antiinflamasi (Wolform,
2007). EGCG menghambat aktifitas asetil KoA karboksilase dalam siklus
biosintesa asam lemak, sehingga dapat menurunkan akumulasi triasilgliserol
(trigliserida) pada jaringan lemak (Murase, 2000).

Dari penelitian menunjukkan nilai peningkatan kadar SOD tetapi masih
belum signifikan, hal ini disebabkan terjadinya stress oksidasi, tidak seimbangan
nya radikal bebas dengan antioksidan dengan pemberian dosis 20 mg/kg BB
belum efektif meningkatkan kadar superoksidasi dismutase.
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Berdasarkan hasil dan teori diatas dapat disimpulkan bahwa pemberian
Ekstrak Catechins Green Tea GMB-4 dengan dosis 20 mg/KgBB/ tikus / hari, tidak
menunjukkan perbedaan yang signifikan dengan nilai sig 0.961,. Dosis tersebut
tidak berpotensi menurunkan kadar malondialdehide (MDA). Pada perlakuan ini
belum menunjukan keberhasilan menurunkan kadar malondialdehide (MDA).
Kemungkinan disebabkan jumlah dosis yang diberikan belum sesuai ataupun
tidak sebanding dengan keadaan stress oksidasi yang terjadi akibat konsumsi
makanan tinggi lemak maupun kerusakan sel yang terjadi akibat radikal bebas
oleh paparan Streptozocin (STZ).

. Mengidentifikasi Peningkatan Kadar Superoksidasi Dismutase pada Tikus

Jantan Strain Wistar yang Dibuat DM tipe Il yang Diberikan Perlakuan
dengan Catechins Green Tea GMB-4 40 mg/kg BB

Dari hasil penelitian mengenai pengaruh pemberian catechins green tea GMB-
4 sebagai antioksidan dalam meningkatkan kadar superoksidasi dismutase
(SOD) pada tikus jantan strain wistar dengan diabetes melitus tipe 2, dengan
perlakuan Ekstrak Catechins Green Tea GMB-4 dengan dosis 40 mg/tikus/hari.
didapatkan tiga sampel kelompok 2. dan dari 3 sampel didapatkan hasilnya
kadar SOD. hasilnya perlakuan 2, tikus (1) sebesar 5,55 ng/mL, tikus (2) sebesar
6,55 ng/mL, tikus (3) sebesar 6,94 ng/mL.

Dari hasil penelitian yang digunakan sebagai perlakuan 2 sebanyak 3
sampel dan didapatkan hasil kadar malondialdehide (MDA) sebesar 76 ng/ml
sebagai kelompok perlakuan 2.1, untuk kelompok perlakuan 2.2 sebesar 56.5
ng/ml, dan untuk perlakuan 2.3 sebesar 64 ng/ml dengan nilai rerata sebeasar
65,33 ng/ml.

Mekanisme kerja flavanoid termasuk catechin adalah menghambat
pembentukan peroksidasi lipid pada tahap inisiasi dengan berperan sebagai
scavengers (peredam) terhadap radikal bebas oksigen reaktif (02 0-) maupun
radikal hidroksil (OH 0). Cara kerjanya dengan memberikan donor atom H
kepada radikal peroksil membentuk radikal flavanoid dan akan bereaksi dengan
oksigen reaktif (superoksida) sehingga menjadi netral. Dengan reaksi tersebut,
reaksi berantai peroksidasi lipid dapat dihentikan (Nagao T, 2005).

Epigallocatechin gallate adalah flavonoid teh hijau (Camellia sinensis) yang
banyak diketahui sebagai antioksidan. Epigallocatechin gallate mempengaruhi
enzim-enzim tertentu, di antaranya menghambat sintesis reversible fatty acid,
meningkatkan tyrosine phosphorylation dari reseptor insulin dan mengaktivasi
ornithine decarboxylase. Mekanisme enzim tersebut penting dalam reaksi kimia
yang berlangsung dalam tubuh yang berhubungan dengan timbulnya penyakit
dan kesehatan, selain itu EGCG diduga berpengaruh pada proses oksidasi lemak
sehingga efektif untuk menurunkan berat badan (Hoffman, 2007).
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Dari hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa pemberian Ekstrak Catechins
Green Tea GMB-4 dengan dosis 40 mg/KgBB/ tikus / hari, menunjukkan nilai
yang belum signifikan. hal ini disebabkan karena pemberian dosis Catechins
Green Tea GMB-4 yang kurang efektif, catechins memiliki kandungan polifenol
yang tinggi yang memiliki peran antioksidan, antioksidan akan menekan radikal
bebas sehingga kadar superoksidasi dismutase akan meningkat.

Dari hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa pemberian Ekstrak Catechins
Green Tea GMB-4 dengan dosis 40 mg/KgBB/ tikus / hari, dibandingkan dengan
kelompok kontrol negatif menunjukkan perbedaan yang signifikan dengan
sig 0.71 menunjukkan keberhasilan dalam menurunkan kadar gula darah,
dibandingkan dosis 20 mg/KgBB yang belum menunjukkan perubahan dari
terapi yang diberikan dosis 40 mg/KgBB ini sudah menunjukkan keberhasilan
akan tetapi Tingkat keberhasilan pemberian terapi apabila dibandingkan
dengan dosis 60 mg/KgBB masih lebih cepat dengan dosis 60 mg/KgBB jumlah
dosis yang diberikan diduga berpengaruh terhadap tingkat keberhasilan terapi.
Catechins Green Tea GMB_4 bersifat antioksidan yang dapat menjaga pankreas
dariradikal bebas, ketika radikal bebas masuk ke dalam tubuh antioksidan yang
akan mengikat radikal bebas sehingga tidak sampai terjadi stres oksidasi.

d. Mengidentifikasi Peningkatan Kadar Superoksidasi Dismutase pada Tikus
Jantan Strain Wistar yang Dibuat DM tipe II yang Diberikan Perlakuan
[O) dengan Catechins Green Tea GMB-4 60 mg/kg BB [O)
Dari hasil penelitian mengenai pengaruh pemberian catechins green tea GMB-
4 sebagai antioksidan dalam meningkatkan kadar superoksidasi dismutase
(SOD) pada tikus jantan strain wistar dengan diabetes melitus tipe 2, dengan
perlakuan Ekstrak Catechins Green Tea GMB-4 dengan dosis 60 mg/tikus/hari.
didapatkan tiga sampel kelompok 3, dan dari 3 sampel didapatkan hasilnya
kadar SOD. dan hasilnya kelompok perlakuan 3, tikus (1) sebesar 8,77 ng/M],
tikus (2) sebesar 9,72 ng/Ml|, tikus (3) sebesar 7,11 ng/ML.
Dari hasil penelitian mengenai Efektivitas Pemberian Cathechins Green
Tea GMB-4 Terhadap Penurunan Malondialdehid (MDA) Pada Tikus Putih
Jantan Strain Wistar dengan Diabetes Melitus Tipe II, yang digunakan sebagai
perlakuan 3 sebanyak 3 sampel dan didapatkan hasil kadar malondialdehide
(MDA) sebesar 89 ng/ml sebagai kelompok perlakuan 3.1, untuk kelompok
perlakuan 3.2 sebesar 81.5 ng/ml, dan untuk perlakuan 3.3 sebesar 86.5 ng/
ml dengan nilai rerata sebesar 85,33 ng/ml.
Teh hijau merupakan tumbuhan obat yang mempunyai efek farmakologis
antara lain dapat menurunkan berat badan, menurunkan kolesterol, trigliserida,
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serta glukosa, dapat mencegah karies pada gigi, antimutagenik, antioksidan,
antibakteri. (Murase, 2000).

Catechins merupakan salah satu jenis flavonoid yang banyak ditemukan
pada daun teh dan merupakan antioksidan kuat, catechins sulit ditemukan pada
teh hitam, karena proses pembuatan teh hitam yang dikeringkan, menghasilkan
enzim yang bereaksi dengan catechins, hal ini tidak terjadi pada teh hijau,
karena teh hijau diseduh saat daun masih segar, jumlah catechins paling banyak
terdapat pada teh hijau (Joe, 2004).

Polyphenol mempunyai efek sebagai antioksidan melalui mekanisme
menghambat pembentukan peroksidasi lipid pada tahap inisiasi dengan
berperan sebagai scavengers (peredam) terhadap ROS (reactive oxigen species)
seperti 02-, radikal hidroksil (OH®). Cara kerjanya dengan memberikan donor
atom H kepada radikal peroksil membentuk radikal flavanoid dan akan bereaksi
dengan oksigen reaktif (superoksida) sehingga menjadi netral. Dengan adanya
reaksi tersebut, reaksi berantai peroksidasi lipid dapat dihentikan (Wahyu,
2010).

Polypenol yang terkandung dalam teh hijau sebagai antioksidan membantu
kerja enzim superoksidasi dismutase (SOD), yang dapat menyingkirkan radikal
bebas, sehingga akan dapat menyebabkan penurunan LDL, mencegah tekanan
darah tinggi, dan mengurangi resiko kanker, teh hijau mengandung antioksidan
6X lebih potensial dibanding teh hitam, (Syah, 2006).

Dari hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa pemberian Ekstrak Catechins
Green Tea GMB-4 dengan dosis 60 mg/KgBB/ tikus / hari, menunjukkan nilai
yang signifikan. menunjukkan keberhasilan dan yang paling efektif hal ini
dikarenakan catechins green tea GMB-4 memiliki kandungan polifenol yang
tinggi yang memiliki peran antioksidan, semakin tinggi konsentrasi catechins
yang diberikan, maka akan memiliki kandungan polifenol yang tinggi juga
sehingga pada kelompok P3 yang di berikan catechins green tea GMB-4 dengan
dosis 60 mg/kg BB menilai kadar SOD yang tinggi dan nilai signifikan dari post
hock test di dapatkan hasil signifikan 0,02 deangan perbandingan a < 0,05.

Berdasarkan dari hasil dan teori diatas dapat disimpulkan bahwa pemberian
Ekstrak Catechins Green Tea GMB-4 dengan dosis 60 mg/KgBB/ tikus / hari,
lebih berpotensi menurunkan malondialdehyde (MDA) dengan sig 0.001. Pada
perlakuan ini jumlah dosis yang diberikan paling tinggi daripada kelompok
perlakuan lain ternyata menunjukkan pengaruh yang sangat bagus, kandungan
catechins sebagai antioksidan akan bekerja lebih cepat dengan dosis yang
tepat dan mampu menurunkan kadar malondialdehyde (MDA), menurunkan
simpanan lemak dan mencegah terjadinya stress oksidasi.
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e. Menganalisis Efek Pemberian Catechins Green Tea GMB-4 sebagai
Antioksidan dalam Meningkatkan Kadar Superoksidasi Dismutase (SOD)
pada Tikus Jantan Strain Wistas dengan Diabetes Melitus Tipe II
Dari hasil penelitian yang dilakukan penelitian yang menunjukkan bahwa pada
kelompok kontrol dan kelompok perlakuan pemberian ekstrak catechins green
tea GMB-4 terhadap peningkatan kadar superoksidasi dismutase pada tikus
jantan strain wistar dengan diabetes melitus tipe 2 terdapat perbedaan yang
signifikan. Dimana dapat dilihat dari uji One Way Anova dengan nilai signifikan
0.016, dan dikatan nilai signifikasi (a<0,05) maka HO ditolak. Sehingga ada
efek pemberian Ekstrak Catechins Green Tea GMB-4 sebagai antioksidan dalam
meningkatkan kadar superoksidasi dismutase pada tikus jantan strai wistar
dengan diabetes melitus tipe 2.

Berdasarkan uji Post Hock Test dapat diketahui bahwa dari nilai output
yang memiliki tanda (*) mengindikasi ada perbedaan. Perbandingan K_Neg
dengan K_Pos sama dengan nilai rata-rata 0.33 dengan nilai signifikan 0.99.
perbandingan antara K_Neg dengan K_P1 sama dengan nilai rata-rata -2.00
dengan nilai signifikan 0.22. perbandingan antara K_Neg dengan K_P2 sama
dengan nilai rata-rata -0.66 dengan nilai signifikan 0.93. perbandingan antara
K_Neg dengan K_P3 berbeda dengan nilai rata-rata -3.00 dengan nilai signifikan
0.39. perbandingan antara K-Pos dengan K_P1 sama dengan nilai rata-rata -2.33
dengan nilai signifikan 0.12. perbandingan antara K-Pos dengan K_P2 sama

@ dengan nilai rata-rata -1.00 dengan nilai signifikan 0.77. perbandingan antara @
K-Pos dengan K_P3 berbeda dengan nilai rata-rata -3.33 dengan nilai signifikan
0.02. perbandingan antara K_P1 dengan K_P2 sama dengan nilai rata-rata 1.33
dengan nilai signifikan 0.56. perbandingan antara K_P1 dengan K_P3 sama
dengan nilai rata-rata -1.00 dengan nilai signifikan 0.77. perbandingan antara
K_P2 denagan K_P3 sama dengan nilai rata-rata -2.33 dengan nilai signifikan
0.12.

Pada diabetes tipe 2 terdapat dua masalah utama yang berhubungan dengan
insulin, yaitu resistensi insulin dan gangguan sekresi insulin. Sebagai akibat
terkaitnya insulin dengan reseptor tersebut, terjadi suatu rangkaian reaksi
dalam metabolism glukosa didalam sel. Resistensi insulin pada diabetes melitus
tipe 2 disertai dengan penurunan reaksi intrasel ini. Dengan demikian insulin
menjadi tidak efektif untuk menstimulasi pengambilan glukosa oleh jaringan.
Untuk mengatasi resistensi insulin dan mencegah terbentuknya glukosa dalam
darah, harus terdapat peningkatan jumlah insulin yang disekresikan (Setyawan,
2007).

Catechins green tea mempunyai peran sebagai antioksidan melalui
scavenging reative oxygen (ROS) dan nitrogen species serta sebagai chelating
(peningkat) ion metal pada reaksi redok. Peran Catechins Green Tea sebagai
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antioksidan dapat digunakan dalam menangani sebagai kerusakan tubuh yang
disebabkan oleh adanya radikal bebas beberapa mekanisme Catechins Green
Tea sebagai antioksidan akan dijelaskan sebagai berikut. Catechins selain dapat
mengaktivasi eNOS, juga berperan dalam penghambatan oksidasi NADPH.
Oksidasi NADPH dapat terjadi pada proses proinflamasi, proliferasi dan proses
apoptosis sel, dimana akan menghasilkan produksi radikal bebas superoxide
(0,). Pada proses ini catechins dapat berperan membantu regulasi aktivitas
oksidasi NADPH, mereduksi produksi O,"dan memproteksi NO dari perubahan
peroxynitride (Scewe, 2008).

Polifenol adalah antioksidan yang sangat kuat, salah satu fungsinya dapat
mengatasi radikal bebas yang merupakan molekul sangat tinggi stabil berada di
dalam tubuh. Menurut Maeta dkk. (2007). polifenol terutama epigallocatechin
gallat (EGCG) dapat melindungi kerusakan sel beta pancreas dari pengaruh
oksidan. EGCG secara luas telah diketahui sebagai antioksidan, sebagai contoh
EGCG mampu menangkal superoxideanion radicals, hydrogen peroxide, hydroxyl
radicals, peroxyl radicals, single oxygen, dan peroxynitrile. Hasil penelitian ini
menunjukkan bahwa kandungan total katekin pada produk teh herbal adalah
berkisar antara 2,33-3,91% dengan kandungan total katekin tertinggi diberikan
oleh teh hijau klon gambung 9 dan teh hijau dari daun murbei varietas kanva
(Brannon, 2007).

Perlu diwaspadai Ekstrak Catechins Green Tea GMB 4 terdapat kandungan
kafein yang berlebih dalam dosis tinggi dan akan menjadi pro-oksidan yang
akan merusak DNA (Chacko et al, 2010). Penelitian sebelumnya menyebutkan
Ektrak EGCG dari teh bersifat sitotoksik. EGCG (Epigallocatechin-gallate)
dalam teh justru bersifat sebagai pro-oksidan dan bukan sebagai antioksidan
pada sel B pancreas in vivo, mengingat hal tersebut mengkonsumsi teh hijau
secara berlebihan dapat berbahaya bagi kesehatan (Chacko et al, 2010). Dosis
yang tepat pada penelitian ini pada perlakuan 3 dengan dosis 60 mg/kg BB,
berpotensi meningkatkan kadar superoksidasi dismutase pada tikus yang dibuat
Diabetes Melitus Tipe 2.

6.6 Kesimpulan dan Saran

Berdasarkan pada penelitian di atas dapat dirumuskan kesimpulan sebagai

berikut:

Pada kelompok kontrol negative, yaitu pada tikus non diabetes melitus

didapatkan hasil kadar superoksidasi dismutase, tikus 1 sebesar 4.83 ng/mL, pada
tikus 2 sebesar 5.33 ng/mL, pada tikus 3 sebesar 6.44 ng/mL. Pada kelompok control
positif, yaitu diinjeksi Streptozocin dan tidak diberi Ekstrak Catechins Green Tea GMB-
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4 di dapatkan hasil kadar superoksidasi dismutase sebesar 2.83 ng/mL untuk tikus
(1). Untuk tikus (2) sebesar 3.83 ng/mL, untuk tikus (3) sebesar 5.11 ng/mL. Pada
kelompok perlakuan 1, yaitu diberi Ekstrak Catechins Green Tea GMB-4 dengan dosis
20 mg/kg BB/tikus/hari di dapatkan hasil kadar superoksidasi dismutase sebesar
6,22 ng/mL untuk perlakuan 1 (1). Untuk perlakuan 1 (2) sebesar 7.77 ng/mL, untuk
perlakuan 1 (3) sebesar 4.27 ng/mL. Pada kelompok perlakuan 2, yaitu diberi Ekstrak
Catechins Green Tea GMB-4 dengan dosis 40 mg/kg BB/tikus/hari di dapatkan hasil
kadar superoksidasi dismutase sebesar 5.55 ng/mL untuk perlakuan 2 (1). Untuk
perlakuan 2 (2) sebesar 6.55 ng/mL, untuk perlakuan 2 (3) sebesar 6.94 ng/mL. Pada
kelompok perlakuan 3, yaitu diberi Ekstrak Catechins Green Tea GMB-4 dengan dosis
60 mg/kg BB/tikus/hari di dapatkan hasil kadar superoksidasi dismutase sebesar
8.77 ng/mL untuk perlakuan 3 (1). Untuk perlakuan 3 (2) sebesar 9.72 ng/mL, untuk
perlakuan 3 (3) sebesar 6.72 ng/mL.

Dari hasil penelitian menunjukkan bahwa efek pemberian Ekstrak Catechins
Green Tea GMB-4 sebagai antioksidan dalam meningkatkan kadar superoksidasi
dismutase pada tikus jantan strain wistar dengan diabetes melitus tipe 2, Hasil uji
statistik One — Way ANOVA didapatkan hasil nilai signifikansi 0,016, dimana ( « <
0,05 ) sehingga hasil HO di tolak ( ada pengaruh). pada perlakuan 3 dengan dosis 60
mg/Kg/BB,dari Uji Post Hoc Tes didapatkan perbedaan yang signifikan dengan sig
0,02 dibandingkan dengan kelompok kontrol positif.

Pada kelompok perlakuan I, yaitu diberi Ekstrak Catechins Green Tea GMB-4
dengan dosis 20 mg/KgBB/Tikus/Hari, didapatkan hasil kadar malondialdehide
(MDA) dengan rerata sebesar 57,33 ng/ml. Pada kelompok perlakuan II, yaitu
diberi Ektrak Catechins Green Ttea GMB-4 dengan dosis 40 mg/KgBB/Tikus/Hari,
didapatkan hasil kadar malondialdehide (MDA) dengan nilai rerata sebeasar 65,33
ng/ml. Pada kelompok perlakuan IlI, yaitu diberi Ekstrak Catechins Green Tea GMB-
4 dengan dosis 60 mg/KgBB/Tikus/Hari, didapatkan hasil kadar malondialdehide
(MDA) dengan nilai rerata sebesar 85,33 ng/ml. Pada kelompok kontrol positif,
didapatkan hasil kadar malondialdehide (MDA) dengan rerata sebesar 74 ng/ml.
Pada kelompok kontrol negatif, hasil kadar rata-rata malondialdehide 60 ng/ml.

Dari hasil penelitian menunjukkan bahwa Ekstrak Catechins Green Tea GMB-4
mempunyai efek menurunkan kadar malondialdehide pada tikus strain wistar yang
dibuat Diabetes Melitus Type-II, Hasil uji statistik One - Way ANOVA didapatkan
hasil nilai signifikansi sehingga hasil < a Ho di tolak. Dosis yang paling berpotensi
menurunkan kadar malondialdehide, pada perlakuan 3 dengan dosis 60 mg/Kg/
BB,dari Uji Post Hoc Test didapatkan perbedaan yang signifikan dibandingkan dengan
kelompok kontrol negatif.
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BAB 7

Efek Catechins Green Tea GMB-4 Terhadap
Kadar Kolesterol Total, Kadar HDL dan LDL

pada Tikus Strain Wistar dengan Diabetes
Melitus Tipe II

7.1  Abstrak

Ekstrak teh hijau terdapat 2 bahan aktif catechins dan flavanol yang berperan
menjaga kadar normal lemak dengan membuang kolesterol total LDL dari dalam
darah. Diabetes Melitus Type-II merupakan kelainan pokok yang di tandai dengan
resistensi insulin. Yang berdampak pada peningkatan sintesis trigleserida dan VLDL.
Tujuan penelitian untuk mengetahui dampak CGT pada kolesterol total, HDL dan
LDL dengan Diabetes Melitus Tipe II.

Penelitian ini menggunakan desain penelitiantrue experimental design dengan
sampel 20 ekor tikus strain wistar jantan yang di bagi menjadi 5 kelompok, dengan
pembagian K.neg, K.pos, K.P.1(20mg/kgBB), K.P.2(40mg/kgBB), K.P.3(60mg/kgBB).
Pengumpulan data dengan menggunakan metode cobas mira, selanjutnya dianalisa
menggunakan uji non parametrik One-Way ANOVA dengan nilai kemaknaan o 0,05.

Hasil penelitian K.neg (5,93), K.pos (28,3), K.P.1(20mg/kgBB 16,03),
K.P.2(40mg/kgBB 28,23), K.P.3(60mg/kgBB 11,1). Hasil uji statistik One Way Anova
di dapatkan hasil nilai signifikan 0,000, dimana (a< 0,05) sehingga hasil < a Ho di
tolak. Dosis yang berpotensi menurunkan kadar kolesterol pada perlakuan 2 dengan
dosis 40 mg/Kg/BB dari Uji Post Hoc Tes di dapatkan Perbedaan yang signifikan
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dengan sig 0,000 di bandingkan dengan kelompok kontrol negatif, hasil uji Tukey
mean kolesterol total -21 Mg/dl.

Dosis yang sangat berdampak pada penelitian ini adalah kelompok perlakuan
dengan dosis 40mg/kgBB. Karena dosis CGT bila di berikan terlalu banyak
bisa menyebabkan toksisitas pada hewan coba. Kandungan ECG GMB-4 mampu
meningkatkan kinerja liver sehingga dapat menurunkan kolesterol total dan
menghambat LDL pada liver.

Kata Kunci: Catschins Green Tea GMB-4, Kolesterol Total, HDL,LDL Diabetes Melitus
Tipe I1

7.2 Latar Belakang

Penyebab kematian di Indonesia saat ini telah bergeser dari penyakit infeksi
ke penyakit degeneratif antara lain penyakit sistem sirkulasi diantaranya, diabetes
melitus. Diabetes melitus (DM) merupakan gejala yang timbul pada seseorang yang
disebabkan karena adanya peningkatan kadar gula darah (glukosa) akibat kekurangan
insulin.(Winasis, 2009).Pada diabetes kadar kolesterol plasma biasanya meningkat,
dan inimemegang peranan dalam mempercepat terjadinya penyakit atherosklerosis
vaskuler yang merupakan komplikasi utama jangka panjang diabetes pada manusia.
Pada diabetes berat sintesis kolesterol menurun, meningkatkan defisiensi protein
yang melemahkan badan sehingga dapat mengakibatkan kematian (Ganong, 1983).
Penderita diabetes melitus sering kali di sertai peningkatan low density lipoprotein
(LDL) dan homosistein (Hcy).(Wijekoon EB2006). Ciri displedemia pada DM tipe
II adalah penurunan kadar kolesterol High density lipoprotein (HDL, peningkatan
jumlah paritikel “small dense” LDL dan peningkatan trigleserid plasma. (Nieman
km,2006).

Pada diabetes tipe 2 kelainan pokok terjadi pada resistensi insulin perifer.
Manifestasi dislipidemianya adalah meningkatnya kilomikron,VLDL, trigleresida,
LDL dan menurunnya HDL Kolesterol. Makin resistensi insulin makin meningkat
sintesis trigleresida dan VLDL di hati. Enzim yang berperan yaitu lypoprotein
lipase,hepatik trigleresida lipase, lipoprotein tranfer protein dan lechithin cholesterol
acyl transferase (LCAT). (Djokomoeljsnto, 2000). Gangguan metabolisme lipoprotein
yang kaya trigleresida dan hiperkoleterolemia. Lipoprotein kaya trigleresida berasal
dari dua sumber yaitu usus dan hepar. Usus mensekresi kilomikron sesudah
mencerna makanan kaya lemak. Dalam sirkulasi, trigleresida dari kilomikron di
hidrolisa oleh lipoprotein lipase, yang memecah lipoprotein ini menjadi kilomikro
rendah. Kilomikron akan menuju ke hepar. Hepar akan mensekresi VLDL yang
kemudian mengalami lipolisis oleh lipoprotein lipase menjadi VLDL yang kemudian
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mengalami lipolisis oleh lipoprotein lipase menjadi VLDL. VLDL sebagian menuju
hepar dan sebagian lagi di konversi menjadi LDL dan VLDL dibersihkan dari sirkulasi
oleh reseptor LDL. Pada diabetes melitus terjadi dua abnormalitas metabolisme
trigleresida yaitu over produksi VLDL dan lipolisis yang tidak efektif oleh lipoprotein
lipase. Menyebabkan hipertrigleresida.

Terjadinya hiperkolesterolemia karena over produksi VLDL yang dapat
meningkatkan produksi IDL dan LDLdan berkurangnya aktivitas reseptor LDL,
over produksi VLDL dapat karena obesitas dan NIDDM. Berkurangnya reseptor LDL
adalah konsentrasi dari penurunan aktivitas insulin menjadi defisiensi insulin atau
resistensi insulin. (foster DW & wilson JD, 1992)

Diabetes melitus sebagai suatu penyakit kronis yang mulai menonjol sebagai
penyebab morbiditas dan mortalitas di negara-negara sedang berkembang termasuk
di negara Indonesia (Winasis, 2009). Diabetes melitus (DM) merupakan penyakit
Global endemik (Shaw, Sicre, Zimmet, 2010). Saat ini diperkirakan 171 juta pasien
menderita DM seluruh dunia dan diperkirakan tahun 2030 akan menjadi dua kali
lipatnya (Wild et al, 2004). Penderita Diabetes Melitus (DM) di Indonesia secara
epidemiologi diperkirakan pada tahun 2030 prevalensi mencapai 21,3 juta orang
atau merupakan negara urutan keempat dengan jumlah perkiraan penderita DM
didunia (Wild et.al, 2004). Sedangkan hasil Riset kesehatan Dasar (Riskesdas) tahun
2007, diperoleh bahwa proporsi penyebab kematian akibat DMpada kelompok usia
45-54 tahun di daerah perkotaan menduduki ranking ke-2 yaitu 14,7%. Daerah
pedesaan,DMmenduduki ranking ke-6 yaitu 5,8%. Banyak permasalahan kesehatan
yang muncul karena jumlah penderita DM dari tahun ke tahun terus meningkat
kejadian DM juga mengakibatkan terjadinya hiperkolestrolemia. Prevalensi
hiperkolestrolemia meningkat dari 13,6% menjadi 16,5% pada laki-laki dan dari
16% menjadi 17% pada perempuan (Jamal,2004).

Hiperkolesterolemia merupakan peningkatan kadar kolesterol dalam darah
(Schlesinger 2011). Keadaan hiperkolesterolemia terjadi jika kadar kolesterol
total dalam darah melebihi normal. (Jung 2006) mengatakan bahwa peningkatan
kadar LDL dan penurunan kadar HDL dikarenakan adanya kolesterol berlebih,
yang menyebabkan penumpukan kolesterol dalam tubuh. Selanjutnya penumpukan
kolesterol diikuti dengan aktivitas radikal bebas menyebabkan adanya kerusakan
oksidatif pada beberapa jaringan. Kadar kolesterol yang tinggi dalam darah
menyebabkan VLDL membentuk LDL, akibatnya LDL dalam darah meningkat. Kadar
LDLyang terus meningkat membuat HDL tertekan dan tidak bisa membuang kelebihan
kolesterol yang ada dalam darah, sehingga keadaan HDL menurun. Keadaan tersebut
seuai dengan pernyataan Sargowo (2001) bahwa, hiperkolesterol mengakibatkan
adanya gangguan metabolisme lipoprotein, yang meliputi peningkatan kadar LDL
serta penurunan kadar HDL.
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Menambahkan bahwa banyak orang memilihpengobatanmedis yang
mengandungbahan-bahankimia (bahansintesis), harganya pun mahal, dan
mempunyai efek samping yang merugikan kesehatan. Mengetahui hal tersebut,
banyak ilmuwan yang menggunakan bahan alami sebagai bahan pengobatan
alternatif. (Povey 1994) menyatakan bahwa antioksidan dapat berperan dalam
penurunan kadar kolesterol. Antioksidan membantu memecah terjadinya proses
oksidasi lemak yang apabila terjadi oksidasi lemak, maka kolesterol menjadi mudah
melewati dinding arteri dan menyumbatnya. (Pambudi (2003).

Di Kota Kediri angka kejadian Diabetes Melitus pada tahun 2011 mencapai
10.312 jiwa dan mengalami peningkatan di tahun 2012 menjadi 14.337 jiwa. Diabetes
Melitus menduduki tingkat ke 5 dari 10 penyakit terbanyak Puskesmas di Kota Kediri.
(Dinkes Kota Kediri 2014).

Berdasarkan penelitian pada hewan coba memperlihatkan bahwa antioksidan
dapat menghambat terjadinya hiperkolesterol.(Musthafa,2000). Oleh karena
itu penelitian mengenai bahan yang mengandung antioksidan serta mencegah
hiperkolesterol perlu dilakukan. Salah satu bahan alam yang mengandung antioksidan
yaitu catechin Green Tea. CatechinsGreen tea mempunyai kandungann polyphenol dan
flavonol dimana berperan dalam mengabsorbsi ion metal, menjaga keseimbngan
metabolisme karbohidrat pada diabetes melitus (Kati hanhinneva.et al,2010)

Di dalam catechins green tea mempunyai kandungan polyphenol. Salah satu
tanaman yang mengandung polyphenolyaitu teh hijau. Dalam teh hijau terkandung
30-40 persen polyphenol, lebih besar dari jenis teh biasa yang hanya 3-10 persen.
Ekstrak teh hijau terdapat dua bahan aktif catechins dan theaflavin yang berperan
membantu menjaga kadar normal lemak dalam darah, yang dikenal dengan sebutan
kolesterol. Kerja dari ekstrak teh hijau Kandungan catechins pada teh hijau adalah 30-
42% dari ekstrak padat teh hijau, konsentrasinya tergantung pada cara pengolahan
daun teh, letak geografis, cara pengambilan ekstrak, dan jenis daun teh (Cabrera et.al,
2006). Catechins green tea juga mempunayi kualitas dari teh-teh lainnya.Catechins
merupakan antioksidan kuat diharapkan mengurangi aterosklerosis. Di dukung
penelitian Nagao 2005 yang menyatakan bahwa sifat antioksidan Catechins dapat
menghambat LDL. Catechins juga dapat menurunkan kadar serum darah, faktor
proinflamasi, kolesterol dan juga LDL dengan menghambat oksidasi (Lucas et al,
2007).

Mengurangi penyerapan kolesterol dari makanan yang terjadi di saluran
pencernaan dan meningkatkan kinerja liver untuk membuang kolesterol LDL dari
dalam darah.Dari kedua mekanisme tadi, maka akan membantu menurunkan
kolesterol LDL (kolesterol jahat) dan sebagai antioksidan yang akan memberikan
perlindungan terhadap radikal bebas. Dengan adanya radikal bebas, LDL (kolesterol
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jahat) akan terkondisi, di mana akan terdeposit di dinding pembuluh darah, yang
merupakan awal terjadinya etherosclerosis (Wulandari, 2009).

Melihat tingginya angka terjadinya penyakit diabetes melitus peneliti tertarik
untuk membuat penelitian dengan judul “Dampak pemberian ekstrak Catechins
Green Tea (CGT) GMB-4 terhadap Kolesterol total HDL dan LDL* Dengan melakukan
studi invivo pada tikus strain wistar dengan Diabetes Melitus type I, di Laboratorium
Fisiologi Universitas Brawijaya Malang.

7.3 Tujuan dan Manfaat Penelitian

1. Tujuan Umum

Mengetahui Dampak Pemberian Catechin Green Tea GMB-4 Terhadap Kadar

kolesterol total, HDL & LDL pada tikus putih jantan Strain Wistar dengan

diabetes melitus tipe 2

2. Tujuan Khusus

a. Mengidentifikasi Kadar kolesterol total, HDL & LDL pada tikus putih jantan
Strain Wistar dengan diabetes melitus tipe 2 yang diberi perlakuan dengan
catechins green tea dosis I yaitu 20 ml/kg BB diberikan 1 x sehari

b. Mengidentifikasi Kadar kolesterol total, HDL & LDL pada tikus putih jantan
Strain Wistar dengan diabetes melitus tipe 2 yang diberi perlakuan dengan
catechins green tea dosis Il yaitu 40 ml/kg BB diberikan 1 x sehari

c¢. Mengidentifikasi Kadar kolesterol total, HDL & LDL pada tikus putih jantan
Strain Wistar dengan diabetes melitus tipe 2 yang diberi perlakuan dengan
catechins green tea dosis Il yaitu 60 ml/kg BB diberikan 1 x sehari

d. Mengidentifikasi Kadar kolesterol total, HDL & LDL pada tikus putih jantan
Strain Wistar dengan diabetes melitus tipe 2 tanpa perlakuan dengan
catechins greentea.

e. Menganalisa apakah ada pengaruh catechins green tea terhadap Kadar
kolesterol total, HDL & LDL pada tikus putih jantan Strain Wistar non diabet
tipe 1L

7.4 Metode Penelitian

Rancangan penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah dengan
menggunakan metode true eksperimen design, yang bertujuan untuk mengetahui
pengaruh perlakuan kepada suatu gejala pada suatu kelompok kontrol dengan
beberapa kelompok perlakuan(Nursalam, 2008).

Dalam rancangan ini memungkinkan peneliti mengukur pengaruh perlakuan
(intervensi) pada kelompok eksperimen dengan cara membandingkan kelompok
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eksperimen dengan kelompok kontrol (kelompok kontrol positif dan kelompok
kontrol negatif) (Nursalam, 2008).

Pada penelitian ini sampel penelitian yang diperlukan untuk masing-masing

kelompok adalah 4 sampel penelitian sehingga total besar subyek penelitian
sebanyak 20 sampel penelitian.

iy
2)
3)
4)
5)

Kelompok eksperimen (perlakuan) 1 sebanyak 4 Tikus

Kelompok eksperimen (perlakuan) 2 sebanyak 4 Tikus

Kelompok eksperimen (perlakuan) 3 sebanyak 4 Tikus

Kelompok kontrol positif sebanyak 4 Tikus

Kelompok kontrol negatif sebanyak 4 Tikus

Sampel pada penelitian ini diambil sebanyak 20 ekor Tikus jantan Strain Wistar

yang diperoleh dari Universitas Brawijaya Malang, yang dibuat Diabetes melitus Type
I1 di Laboratorium fisiologi (FAAL) Universitas Brawijaya Malang.

Teknik pengambilan sampel yang digunakan adalah random sampling/

pengambilan secara acak yaitu merupakan teknik pengambilan sampel yang

memberikan kesempatan yang sama kepada populasi untuk dijadikan sampel.

a.

112

Cara Perlakuan Tikus

Sebelum melakukan proses perlakuan hewan coba peneliti harus mengajukan

surat ijin penelitian, Peneliti memilih Tikus wistar yang digunakan berdasarkan

kriteria populasi sebanyak 15 ekor.Kemudian diadaptasikan pada kandang

tempat pemeliharaannya selama 7 hari. Satu kandang untuk satu tikus dan

diberi sekam, Setiap satu minggu sekali kandang dibersihkan. Selama 40

hari selanjutnya diberikan diet chow standartpada kelompok kontrol negatif,

sedangkan pada kelompok kontrol positif diberikan diet hiperkolesterol (60%

fat, Harlan Teklad) untuk membuat tikus Diabetes MelitusType II. Kemudian

diinjeksi secara intraperitonial dengan Streptozotocin (STZ) low dose 30 mg/kg

BB dibagi 3 hari (10 mg/kgBB/hari), (Uemura et al, 2001,Nakamura et al, 2006).

Setelah 3 hari dilakukan pemeriksaan gula darah. Bila gula darah mencapai

>200 mg/dl sudah dikatagorikan hiperglikemia. Selain itu juga dilakukan

pemeriksaan kadar kolesterol untuk mengetahui kadar kolesterol apabila >

200 mg/dl dikategorikan hiperkolesterol yang sebelumnya diberikan STZ low

dose dengan diit tinggi lemak.

Kelompok dibagi menjadi 5 yang terdiri dari:

Kelompok 1 : Kontrol negatif tikus non diabet tanpa perlakuan,

Kelompok 2 : Tikus diabet yang tidak diberikan perlakuan dengan Catechin
Green Tea GMB-4,

Kelompok 3 : Tikus diabet dengan perlakuan Catechin Green Tea GMB-4 20
mg/KgBB/hari,

Kelompok 4 : Tikus diabet dengan perlakuan Catechin Green TeaGMB-4 40
mg/KgBB/hari,
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Kelompok 5 : Tikus diabet dengan perlakuan Catechin Green Tea GMB-460

mg/KgBB/hari, Perlakuan diberikan selama 6 minggu, setiap
2 minggu sekali dilakukan pemeriksaan gula darah 8-12 jam
setelah makan (Chaiyasut et al, 2011)".

b. Pemberian diet hiperkolesterol (aterogenik)
Pakan standart yang terdiri dari pakan ayam/ PARS 30 gram, air 20 cc, tepung
terigu 30 gram (Muwarni,2006)8.

Diet aterogenik yang terdiri dari pakan standart ( PARS 30 gram dan tepung

terigu 30 gram ) yang ditambahkan kuning telur bebek (2 gram ), asam kolat
(0,06 gram ), minyak babi 3,22 gram (3,75 cc ), minyak kambing 4gram (4 cc),
minyak kelapa 0,4 gram (0,4 cc ), air ( 25cc ) (Mu'nisa.A,2003

b. Metode Pembuatan larutan STZ

1.

2.
3.
4.

Melarutkan STZ 30 mg/Kg BBdengan normal salin 20ml

Mengecek pH larutan (ph harapannya antara 3,5-4)

Apabila pH belum sampai angka tersebut ditambahkan asam sitrat 0,01 ml
Larutan STZ siap disuntikkan ke tikus

Prosedur Pemberian

1.

[O) 2.

3.

Tikus dipuasakan 6 jam sebelum pemberian STZ

Persiapkan alat dan bahan: spuit 1 ml, alkohol, kapas, STZ, handscon
Suntikkan 0,1 ml STZ secara intra peritoneal (dilakukan pada hari ke 0 dan
hari ke 2

Setelah pemberian injeksi STZ 3 harikemudian dilakukan pengambilan
darah vena dan kadar gula darah plasma. Pemeriksaan glukosa darah
menggunakan Glukometer. Kadar gula darah tikus mencapai 200 mg/dl
berarti sudah dikatakan diabetes (Zhang et al, 2008)"°.

c. Proses Pembedahan pada Hewan Percobaan

1. Sebelum dilakukan pembedahan tikus dipuasakan 6-8 jam

2. Tikus di injeksi dengan Ketamin dengan menggunakan spuit 5cc

3. Tunggu beberapa menit sampai tikus sudah mulai tidak sadar tetapi
pastikan jantung masih berdenyut

4. Tikus diletakkan di papan untuk mempermudah proses pembedahan

5. Bukabagian dada tikus untuk mengetahui organ bagian dalam tikus. Ambil
darah melalui jantung dengan menggunakan spuit 5 cc

6. Darah ditampung menggunakan tabung valcon 15 ml

7. Darah disentrifugasi dengan kecepatan 3500 rpm selama 10 menit

8. Serum dimasukkan ke dalam tabung ependopt dengan menggunakan
micropipet, siap untuk diperiksa kadar gula.
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7.5
7.5.1

a.

114

Hasil dan Pembahasan

Hasil Penelitian

Gambaran Umum Penelitian

Proses penelitian yang telah dilakukan di Laboratorium Fisiologi Universitas
Brawijaya Malang, dalam penelitian ini menggunakan sampel perlakuan
pada 15 ekor tikus putih Strain Wistar jenis kelamin jantan. Dibagi menjadi 5
kelompok, yaitu kelompok kontrol negatif, kelompok kontrol positif, kelompok
perlakuan 1, kelompok perlakuan 2, dan kelompok perlakuan 3, dan tiap sampel
menempati kandang sendiri - sendiri.

Untuk mengetahui dampak pemberian Ekstrak Catechins Green TeaGMB-4
terhadap kadar kolesterol total HDL,LDL dalam darah pada tikus Strain Wistar
yang dibuat Diabetes Melitus Type-2. Penelitian ini dilakukan mulai tanggal 28
Agustus 2013 sampai 27 November 2013, di Laboratorium Fisiologi Universitas
Brawijaya Malang.

Data Khusus Penelitian
Pemeriksaan kadar kolesterol total serum dari tikus putih jantan Strain Wistar
dilakukan pada akhir penelitian.

Dan hasil kadar kolesterol total tikus percobaan pada masing - masing
perlakuan dapat dilihat pada gambar grafik berikut ini:

Kelompok Jumlah Sampel Mean + STD
K.Neg 3 1.73 £13.31
K.Pos 3 1.85+11.01
K.P (20mg/kgBB) 3 1.87 +11.35
K.P (40mg/kgBB) 3 1.84 + 8.50
K.P (60mg/kgBB) 3 1.85 + 17.89

Dari tabel rata-rata berat badan tikus percobaan diatas dapat dijelaskan bahwa:

a. Kelompok 1 (K.Neg) nilai rerata yaitu 1.73+13.31 dengan batas bawah
140.58 dan batas atas 206.74.

b. Kelompok 2 (K.Post) nilai rerata yaitu 1.85+11.01 dengan batas bawah
157.97 dengan batas atas 212.69.

c¢. Kelompok 2 (K.P.20 mg) nilai rerata yaitu 1.87+11.35 dengan batas bawah
158.78 dengan batas atas 215.21.

d. Kelompok 2 (K.P.40) nilai rerata yaitu 1.84+8.50 dengan batas bawah
163.53 dengan batas atas 205.79.

e. Kelompok 2 (K.P.60) nilai rerata yaitu 1.85+17.89 dengan batas bawah
140.87 dengan batas atas 229.79.
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Keterangan:

1. Kelompok 1 (K.Neg) = Diet Standart

2. Kelompok 2 ( K.Post ) = Diet Hiperkolesterol

3. Kelompok 3 ( K.P.20 mg) = Diet Hiperkolesterol+STZ+CGT 20 mg
4. Kelompok 4 ( K.P.40 mg) = Diet Hiperkolesterol+STZ+CGT 40 mg
5. Kelompok 5 ( K.P.60 mg) = Diet Hiperkolesterol+STZ+CGT 60 mg

Dari hasil lavene test tersebut yaitu 0,067 dengan memakai o = 0,05, berarti
terima Ho. Jika terima Ho berarti data dikatan homogen dan dilanjutkan ke uji One
Way Anovadengan hasil 0,002 dengan a = 0,05 berarti tolak Ho dengan kesimpulan
Ekstrak Catechins Green Tea GMB-4berdampakterhadap Penurunan kadar kolesterol
total Darah Pada Tikus Putih Jantan Strain Wistar Diabetes Melitus, Ditandai minimal
ada 1 kelompok yang berbeda.

7.5.2 Pembahasan

a. Kadar Kolesterol Total Pada Kelompok Kontrol Negatif tanpa di beri
perlakuan Hiperkolesterol dan Ekstrak Catechins Green Tea GMB-4
Dari 3 sampel yang digunakan sebagai kontrol negatif, didapatkan hasil kadar
Kolesterol total dengan rerata 39,33 mg/dl. Hasil kadar HDL sebesar rerata 20
mg/dl. Hasil kadar LDL sebesar dengan rerata 5,93 mg/dl.

@ Berdasarkan fakta dan teori diatas asupan makanan yang diberikan tidak @
menunjukkan tingginya kadar Kolesterol Total, HDL dan LDL kemungkinan hal
ini disebabkan pada diet standart jumlah kadar kolesterol tidak terlalu banyak.

Diet standart yang terdiri dari pakan ayam/ PARS 30 gram, air 20 cc,
tepung terigu 30 gram (Muwarni,2006)%.Diet standar akan meningkatkan
HDL maupun LDL, Diet tinggi lemak maupun tinggi karbohidrat sama-sama
meningkatkan kadar trigliserida darah hewan coba, hanya saja pada diet tinggi
lemak menunjukkan peningkatan yang lebih cepat dibanding pada diet tinggi
karbohidrat (Srivastava et al 2000).

Diet standar akan meningkatkan HDL maupun LDL, Diet tinggi lemak
maupun tinggi karbohidrat sama-sama meningkatkan kadar trigliserida darah
hewan coba, hanya saja pada diet tinggi lemak menunjukkan peningkatan yang
lebih cepat dibanding pada diet tinggi karbohidrat.

b. Kadar Kolesterol Total Pada Kelompok Positifdengan di beri perlakuan
Hiperkolesterol tanpaEkstrak Catechins Green Tea GMB-4
Dari 3 sampel yang digunakan sebagai kontrol positif, didapatkan hasil kadar
Kolesterol Total dengan rerata sebesar 66,67 mg/dl. Hasilkadar HDL dengan
rerata sebesar 21,17 mg/dl. Hasilkadar LDL dengan rerata sebesar 28,3 mg/dl.
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Pemberian diet aterogenik untuk membuat tikus diabetes tipe II. Diet
aterogenik yang terdiri dari pakan standart ( PARS 30 gram dan tepung terigu 30
gram ) yang ditambahkan kuning telur bebek (2 gram ), asam kolat (0,06 gram ),
minyak babi 3,22 gram (3,75 cc ), minyak kambing 4gram (4 cc), minyak kelapa
0,4 gram (0,4 cc), air ( 25cc) (Mu'nisa.A,2003). Kemudian diinjeksi Streptozocin
(STZ) low dose 30 mg/kgBB, pada daerah intraperitonial (Nakamura et al., 2006).
Berdasarkan fakta dan teori diatas pemberian diet aterogenik menyebabkan
peningkatan kadar kolesterol total LDL serta pembentukan triglerisida
sehingga dapat menyebabkan kondisi hiperkolesterol. Injeksi Streptozocin
(STZ) diduga juga sebagai faktor terjadinya kerusakan pada sel beta Langerhans
pankreas yang dapat mengakibatkan hiperglikemi.Hipergikemi dapat memicu
pembentukan lipid peroksida yang berlebih.Pemberian diet hiperkolesterol
(60% fat, Harlan Teklad) untuk membuat tikus diabetes tipe II. Kemudian
diinjeksi secara intraperitonial dengan Streptozocin (STZ) low dose 30 mg/
kgBB (Uemura et al, 2001,Nakamura et al., 2006).

Hasil penelitian menunjukkan perlakuan diet hiperkolesterol berhasil
dengan hasil uji tukey rata-rata 153,00 mg/dl, karena pemberian diet
hiperkolesterol menyebabkan meningkatnya radikal bebas dan mengakibatkan
stres oksidasi yang akhirnya sel beta pankreas sebagai tempat produksi insulin
mengalami kerusakan dan akhirnya terjadi peningkatan kadar Kolesterol Total.

@ c. Kelompok perlakuan 1, setelah menjadi DM tipe 2 diberikan terapi Ekstrak @
Catechins Green Tea GMB-4 20 mg/Kg/BB / hari/ tikus.
Dari 3 sampel yang digunakan sebagai perlakuan 1, didapatkan hasil kadar
Kolesterol Total rerata sebesar 34,67 mg/dl. Hasil kadar HDL dengan rerata
sebesar 21,3 mg/dl. Hasil kadar LDL dengan rerata sebesar 16,03 mg/dl.
Kandungan polyphenol pada teh hijau berperan penting terhadap
menurunkan kadar kolesterol tampilan komponen plyphenol pada green tea
beserta konsentrasinya. Kandungan itu akan membantu menyerap kadar LDL
dan mengembalikan ke liver dan di netralisir lagi oleh lemak HDL. (Hara,2001).
Teh hijau mengandung bahan alami yang berasal dari ekstrak teh.
Sedangkan teh mengandung banyak zat berguna dalam pengobatan dan dapat
di manfaatkan. Terdapat 2 zat bahan aktif yaitu catechin dan theaflavin yang
berperan membantu menjaga kadar normal lemak di antaranya, megurangi
penyerapan kolesterol yang terjadi dalam saluran pencernaan kemudian
membuang kolesterol LDL dari dalam darah kembali ke liver.

d. Kelompok perlakuan 2, setelah menjadi DM tipe 2 diberikan terapi Ekstrak
Catechins Green Tea GMB-4 40 mg/Kg/BB / hari/ tikus.
Dari 3 sampel yang digunakan sebagai perlakuan 2, didapatkan hasil Kolesterol
Total dengan rerata sebesar 60,33 mg/dl. Hasil HDL dengan rerata sebesar
23,43 mg/dl. Hasil LDL dengan rerata sebesar 22,7 mg/dl.
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Kandungan polyphenol pada teh hijau berperan penting terhadap
menurunkan kadar kolesterol tampilan komponen plyphenol pada green tea
beserta konsentrasinya. Kandungan itu akan membantu menyerap kadar LDL
dan mengembalikan ke liver dan di netralisir lagi oleh lemak HDL.(Hara, 2001).

Dari hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa pemberian Ekstrak
Catechins Green Tea GMB-4 dengan dosis 40 mg/KgBB/ tikus / hari, hasil
uji Tukey rata-rata kolesterol 60,33 mg/dl dibandingkan dengan kelompok
kontrol negatif menunjukkan perbedaan yang signifikan dengan sig 0.015
menunjukkan keberhasilan dalam menurunkan kadar kolesterol, karena
Catechins Green TeaGMB_4 bersifat anti oksidan. Maka akan membantu
menurunkan kolesterol LDL (kolesterol jahat) dan sebagai antioksidan yang
akan memberikan perlindungan terhadap radikal bebas. Dengan adanya
radikal bebas, LDL (kolesterol jahat) akan terkondisi, di mana akan terdeposit
di dinding pembuluh darah, yang merupakan awal terjadinya etherosclerosis.
Dan berdampak membantu menurunkan kadar kolesterol yang ada pada dalam
darah. Dan dampaknya efektif pada saat dilakukan penelitian pada dosis ini
yaitu 40 mg/kgBB radikal bebas. Pada hasil penelitian ini dampak per 1 mg
CGT menurunkan 1,51 mg/dl.

. Kelompok perlakuan 3, setelah menjadi DM tipe 2 diberikan terapi Ekstrak

Catechins Green Tea GMB-4 60 mg/Kg/BB / hari/ tikus.

Dari 3 sampel yang digunakan sebagai perlakuan, didapatkan hasil kadar
Kolesterol Total dengan rerata 38,67. Hasil HDL dengan rerata sebesar 22,7
mg/dl. Hasil LDL dengan rerata sebesar 11,7 mg/dl.

Mekanisme lain dari catechins green tea sebagai antioksidan adalah catechins
mempunyai kemampuan dalam scavenging radikal dari respon stres oksidasi
dan respon proinflamasi yang dihubungkan dengan aterogenik dan penurunan
fungsi vaskuler. Dalam hal ini catechin berperan memproteksi oksidasi LDL (
penigkatan oksidasi LDL dalam pembentukan plak aterosklerosis).

Catechins merupakan salah satu jenis flavonoid yang banyak di temukan
pada daun teh dan merupakan antioxidant kuat. Catechins banyak di temukan
pada teh hijau Camellia Sinensis klon GMB-4 karena proses pembuatannya pada
saat daun masih segar langsung di seduh tidak melewati tahap pengeringan
sehingga kadar Catechins yang dihasilkan banyak (Joe, 2004).

Catechins merupakan antioksidan kuat diharapkan mengurangi
aterosklerosis. Di dukung penelitian Nagao 2005 yang menyatakan bahwa
sifat antioksidan Catechins dapat menghambat LDL. Catechins juga dapat
menurunkan kadar serum darah, faktor proinflamasi, kolesterol dan juga LDL
dengan menghambat oksidasi (Lucas et al, 2007).

Perlu diwaspadai Ekstrak Catechins Green Tea GMB-4 terdapat
kandungankafein yang berlebihan dalam dosis tinggi dan akanmenjadi

Bab 7 : Efek Catechins Green Tea GMB-4 Terhadap Kadar Kolesterol Total, Kadar HDL dan LDL .... 117

<

<

‘ ‘ Monograf.indd 117

@ 09/11/2016 09.47.04 ‘ ‘



pro-oksidan yang akan merusak DNA (Chacko et al, 2010).Penelitian
sebelumnya menyebutkan ekstrakEGCG dari teh hijaubersifat sitotoksik.
EGCG(Epigallocatechin-gallate) dalam Teh Hijau justru bersifat sebagaipro-
oksidan dan bukan sebagai antioksidan pada sel beta pankreasin vivo,Mengingat
hal tersebut konsumsi teh hijau secara berlebihan dapat berbahaya bagi
kesehatan (Chacko et al.,, 2010). Perlakuan 2 dengan dosis 40 mg/Kg/BB dan
perlakuan berpotensi dalam menurunkan kadar kolestrol pada tikus yang dibuat
Diabetes Melitus Type 2.

7.6  Kesimpulan dan Saran

7.6.1

Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian diatas dapat dirumuskan kesimpulan sebagai

berikut:

1.

118

Pada kelompok kontrol negatif, didapatkan hasil rata-rata kadar Kolesterol Total
sebesar 39,33 mg/dl. Kadar HDL di dapatkan rata-rata sebesar 20 mg/dl. Dan
pada Kadar LDL didapatkan rata-rata sebesar 5,93 mg/dl.

. Pada kelompok kontrol positif, didapatkan hasil rata-rata kadar Kolesterol Total

sebesar 66,7 mg/dl. Kadar HDL didapatkan rata-rata 21,17 mg/dl. Dan pada
Kadar LDL didapatkan rata-rata sebesar 28,3 mg/dl.

. Pada kelompok perlakuan I, yaitu diberi Ektrak Catechins Green Ttea GMB-

4 dengan dosis 20 mg/KgBB/Tikus/Hari, didapatkan hasilrata-rata kadar
Kolesterol sebesar 34,7 mg/dl. Hasil Kadar HDL didapatkan rata-rata sebesar
21,3 mg/dl. Dan pada hasil Kadar LDL didapatkan rata-rata sebesar 16,03 mg/
dl..

Pada kelompok perlakuan II, yaitu diberi Ekstrak Catechins Green TeaGMB-4
dengan dosis 40 mg/KgBB/Tikus/Hari, didapatkan hasil rata-rata kadar
Kolesterol Total sebesar 60,33 mg/dl. Hasil Kadar HDL didapatkan rata-rata
sebesar 23,43 mg/dl. Dan pada hasil kadar LDL didapatkan rata-rata sebesar
28,23 mg/dl

Pada kelompok perlakuan 111, yaitu diberi Ekstrak Catechins Green TeaGMB-4
dengan dosis 60 mg/KgBB/Tikus/Hari, didapatkan hasil rata-rata kadar
Kolesterol Total sebesar 38,67 mg/dl. Hasil Kadar HDL didapatkan rata-rata
sebesar 22,7 mg/dl. Dan hasil rata-rata Kadar LDL didapatkan sebesar 11,1
mg/dL

Dari hasil penelitian menunjukkan bahwa Ekstrak Catechins Green Tea GMB-
4 Berdampak dapat menurunkan Kadar Kolesterol Total pada tikus strain
wistar yang dibuat Diabetes Melitus Tipe-II, Hasil uji statistikOne - Way ANOVA
didapatkan hasil nilai signifikansi 0,000, dimana ( o < 0,05 ) sehingga hasil < a
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Ho di tolak. Dosis yang paling berpotensi menurunkan kadar Kolesterol Total
pada perlakuan 2 dengan dosis 40 mg/Kg/BB,dari Uji Post Hoc Tes didapatkan
perbedaan yang signifikan dengan sig 0,000 dibandingkan dengan kelompok
kontrol negatif, hasil uji Tukey rata-rata kolesterol Total -21 mg/dl.

7.6.2 Saran

1. Bagi Peneliti Selanjutnya
Hasil penelitian ini dapat digunakan sebagai referensi bagi peneliti yang
berminat ingin meneliti tentang dampak pemberian Ekstrak Catechins Green
Tea GMB-4 terhadap kadarkolesterol total, HDL, dan LDL maupun variabel
lainnya dan bisa dikembangkan tidak pada tikus tetapi bisa pada manusia untuk
menemukan dosis yang tepat untuk manusia.

2. Bagi Institusi Pendidikan
Institusi pendidikan diharapkan dapat menggunakan hasil penelitian ini sebagai
masukan pembelajaran dalam penatalaksanaan penurunan kadarKolesterol
Total, HDL dan LDL pada pasien Diabetes Melitus.
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BAB 8

Efek Isolat Catechins dari Green Tea GMB-4
Terhadap Kadar NADPH dan Nitric Oxide pada
Sel Endotel yang Dipapar Glukosa Tinggi

8.1 Abstrak

Disfungsi endotel merupakan kerusakan lapisan sel endotel yang disebabkan
oleh berbagai kondisi diantaranya adalah resistensi insulin, dan hiperglikemia.
Disfungsi endotel dapat terjadi karena adanya pembentukan senyawa oksigen
reaktif (ROS) sehingga dapat meningkatkan produksi radikal bebas, yang merupakan
awal terjadinya stres oksidatif yang berdampak pada komplikasi diabetes melitus.
Penanganan kondisi disfungsi endotel sebelum terjadi kerusakan lebih lanjut
sangatlah penting. Penanganan disfungsi endotel dengan menggunakan antioksidan
Catechins Green tea GMB-4 GMB-4 yang diekstraksi dari Pusat Penelitian teh dan
Kina (PPTK) Gambung Jawa Barat mempunyai kandungan polyphenol dan flavonol
tinggi hingga 25-35% dan mempunyai efek sebagai antioksidan dengan kandungan
cathechins berkisar antara 7,02-11,60% dimana berperan menghambat stres oksidasi
pada endotel. Diharapkan dengan pemberian Catechins Green tea GMB-4 GMB-4
dapat memperbaiki kerusakan endotel melalui penghambatan oksidasi NADPH dan
peningkatan produksi NO sehingga dapat mencegah terjadinya komplikasi lanjut
pada pasien dengan diabetes melitus.
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Pada Penelitian ini denggunakan desain true eksperimen dengan pendekatan
post test only control group design. Subyek penelitian ini adalah kultur sel endotel
yang berasal dari Human Umbilical Vein Endothelial Cell (HUVEC) yang dipapar
glukosa 30 mM dan diberi perlakuan dengan Catechins Green tea GMB-4 GMB-4
dengan 3 dosis yaitu 0,03 mg/ml;0,3 mg/ml dan 3 ng/ml. Setelah pemberian selama
12 jam selanjutnya dilakuakn analisa kadar NADPH dan Nitric Oxide (NO) dengan
metode Colorimeter menggunakan NADPH Assay kit ab65349 dan Nitric Oxide Assay
kit KGEOO1.

Dari hasil penelitian didapatkan ada penurunan kadar NADPH pada kultur
HUVEC setelah perlakuan Catechins Green tea GMB-4 GMB-4 pada dosis 0,3 mg/ml,
dan terjadi peningkatan kadar Nitric oxide pada perlakuan dosis 0,03 mg/ml dan
dosis 0,3 mg/ml. Dari hasil uji statistic one way Anova didapatkan nilai signifikan
0,000 untuk kadar NO dan NADPH. Sehingga dapat di simpulkan pemberian Catechins
Green tea GMB-4 GMB-4 pada dosis 0,3 mg/ml dapat menurunkan oksidasi NADPH
dan meningkatkan produksi NO secara signifikan.

Pemberian Catechins Green tea GMB-4 GMB-4 dapat mengaktivasi eNOS dan
berperan dalam penghambatan oksidasi NADPH melalui pospotidylinositol-3 kinase,
cAMP dependent protein kinase dan jalur Akt. Catechins juga mengkatalisis produksi
NO dari L-arginin dan menghambat ROS dengan jalan mengikat ion metal pada
reaksi redok, menghambat transkripsi faktor, menghambat enzim prooksidan dan
meningkatkan enzim antioksidan.

Kata kunci: Catechins Green tea GMB-4, antioksidan, NO, NADPH

8.2 LatarBelakang

Diabetes merupakan masalah kesehatan global. International Diabetes
Federation memprediksikan individu dengan diabetes melitus akan meningkat.
Pada tahun 2007 tercatat 240 millyar penderita diabetes melitus tipe II, jumlah ini
diperkirakan akan meningkat menjadi 380 millyar pada tahun 2025 pada negara-
negara dengan pendapatan rendah dan menengah (Juliana et al,, 2009). Dari seluruh
penderita diabetes melitus di dunia, lebih dari 60 % berasal dari Asia. Prevalensi
diabetes melitus pada penduduk Asia mengalami peningkatan dengan cepat pada
dekade terakhir mencapai lebih dari 110 milyar individu pada tahun 2007 (Ark et
al, 2012).

Hiperglikemia terjadi karena terganggunya metabolisme glukosa pada tingkat
selluler. Hiperglikemia mempunyai kontribusi besar dan merupakan kunci pathway
metabolik yang dapat menyebabkan kerusakan jaringan secara luas. Hal ini terjadi
karena adanya reaksi nonenzimatik akibat kelebihan glukosa dan beberapa protein
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seperti hemoglobin dan albumin yang menghasilkan advanced glycosylated end
product (AGE).

Pembentukan senyawa oksigen reaktif tersebut dapat meningkatkan modifikasi
lipid, DNA, dan protein pada berbagai jaringan (Ueno et al.,, 2002). Modifikasi
molekuler pada berbagai jaringan tersebut mengakibatkan ketidakseimbangan
antara antioksidan protektif (pertahanan antioksidan) dan prooksidan sehingga
dapat meningkatkan produksi radikal bebas. Hal itu merupakan awal kerusakan
oksidatif yang dikenal sebagai stress oksidasi (Casper et al., 2005).

Stres oksidasi dapat menghambat fungsi endotel karena menyebabkan
ketidakseimbangan produksi NO (Assunta et al., 2009).

Disfungsi endotel merupakan kondisi dimana adanya ketidakseimbangan antara
vasokonstriksi dan vasodilatasi pada endotel pembuluh darah. Disfungsi endotel
dapat disebabkan oleh berbagai kondisi diantaranya adalah kondisi resistensi insulin,
hipertensi, obesitas, inflamasi, dislipidemia dan hiperglikemia (Inge et al., 2010).

Disfungsi endotel pada hiperglikemia, dapat mengaktivasi transkrisi faktor
NFkB sehingga menginduksi ekspresi adesi molekul, peningkatan kemokin,
dan pengeluaran sitokin lainya. Peningkatan ROS pada disfungsi endotel dapat
menyebabkan ketidakseimbangan produksi NO sehingga memicu perkembangan
aterosklerosis (Jean et al., 2004).

Penggunaan antioksidan saat ini merupakan alternatif dalam pencegahan dan
penanganan pada disfungsi endotel. Seperti penelitian yang telah dilakukan oleh
Keancy, 1994.

Catechins Green tea GMB-4 mempunyai kandungann polyphenol dan flavonol
dimana berperan dalam mengabsorbsi ion metal, menjaga keseimbangan
metabolisme karbohidrat pada diabetes melitus diantaranya adalah menghambat
aktivasi enzim o glucosidase, menghambat absorbsi glukosa pada intestinal,
melindungi sel f pankreas, meningkatkan sekresi insulin, mengaktivasi AMPK,
sebagai antioksidan yang bekerja menghambat stres oksidasi, sebagai antiinflamasi
pada endotel dan proliferasi pada pertumbuhan sel endotel (Kati Hanhinhineva, et al.,
2010). Diharapkan dengan pemberian Catechins Green tea GMB-4 dapat memperbaiki
kerusakan endotel sehingga dapat mencegah terjadinya komplikasi lanjut pada
penyakit disbetes militus seperti terjadinya penyakit cardiovaskuler.

Pada studi yang dilakukan oleh Tsuneki, 2004 perlakuan pada hewan coba
menunjukkan bahwa polyphenols dalam catechin green tea mempunyai efek sebagai
antioksidan menurunkan tekanan darah, memproteksi perkembangan penyakit
koroner dengan mengontrol kadar gula darah dan berat badan.

Pada penelitian ini, peneliti akan menganalisa secara jelaskan dan detail
bagaimana mekanisme Catechin green tea sebagai antioksidan dapat menghambat
oksidasi NADPH dan meningkatkan produksi Nitric Oxide pada disfungsi endotel
dengan hiperglikemia.

Bab 8 : Efek Isolat Catechins dari Green Tea GMB-4 Terhadap Kadar NADPH dan Nitric Oxide ... 125

<

<

‘ ‘ Monograf.indd 125 @ 09/11/2016 09.47.04 ‘ ‘



8.3 Tujuan dan Manfaat Penelitian

8.3.1 Tujuan Penelitian

a. Mengetahui mekanisme Catechins Green tea GMB-4 sebagai antioksidan pada
disfungsi endotel melalui mekanisme penghambatan oksidasi NADPH pada
kultur HUVEC

b. Mengetahui mekanisme Catechins Green tea GMB-4 sebagai antioksidan pada
disfungsi endotel melalui mekanisme peningkatan produksi Nitric Oxide pada
kultur HUVEC

c. Membuktikan pemberian perlakuan Catechins Green tea GMB-4 GMB-4 dapat
menghambat NADPH dan meningkatkan produksi NO pada kultur HUVEC yang
dipapar glukosa

8.3.2 Manfaat

a. Dengan mengetahui mekanisme Catechins Green tea GMB-4 sebagai antioksidan
sehingga dapat digunakan sebagai salah satu alternatif penanganan disfungsi
endotel tidak hanya pada kasus hiperglikemia tetapi disfungsi endotel oleh
berbagai penyebab.

b. Dengan mengetahui mekanisme Catechins Green tea GMB-4 sebagai antioksidan,
pada disfungsi endotel maka dapat ditemukan metode yang tepat untuk
penanganan disfungsi endotel sehingga dapat mencegah berbagai komplikasi
pada diabetes melitus.

8.4 Metode Penelitian

Desain penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah eksperimental
murni (true eksperiment) secara invitro dengan kultur HUVEC dengan post test only
control group design. Tempat penelitian dilakukan di laboratorium biomedik dan
laboratorium farmakologi Universitas Brawijaya Malang pada bulan April 2012 s/d
Juni 2013.

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah pemberian catechin green tea GMB-4
pada kultur HUVEC yang dipapar glukosa tinggi. Variabel tergantung dalam penelitian
ini adalah pemberian catechin green tea GMB-4 sebagai antioksidan dilihat dari
mekanisme penghambatan NADPH dan peningkatan produkasi NO. Pada penelitian
ini menggunakan subyek penelitian:Sel huvec dari kultur umbilical cord

Cara pengambilan subyek penelitian dengan non probability sampling dengan
teknik consecutive sampling, yaitu subyek penelitian yang memenuhi kriteria
penelitian dimasukkan dalam penelitian sehingga jumlah subyek penelitian yang
diperlukan terpenuhi. Pada penelitian ini subyek penelitian yang diperlukan untuk
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masing-masing kelompok adalah 5 subyek penelitian sehingga total besar subyek
penelitian sebanyak 20 subyek penelitian.

a. Alat dan Bahan
Kultur endotel diambil dari umbilical cord manusia dari RSUD Gambiran Kediri,
kemudian dikultur dalam 4-8 passages pada flasks yang telah diberi gelatin
coated. Menggunakan suplemen M199 dengan 15 % foetal bovime serum
(FBS invitro), 0,1 mg/dl heprin. Setelah sel konvluen diberikan induksi 30 mM
glukosa untuk membuat kondisi disfungsi endotel. Sebagai perlakuan dipapar
dengan catechin green tea tiga dosis yaitu dosis 1:0,03 mg/ml, dosis II: 0,3 mg/
ml dan dosis III: 3 mg/ml. Pada kelompok kontrol negatif huvec tidak dipapar
glukosa dan pada kontrol positif huvec dipapas glukosa tinggi tapi tidak di papar
catechin green tea.

b. Analisa Nitric Oxide
Kultur Huvec dalam 5 well dishes (90 % konvluen) diberikan serum free medium
selama 4 jam. Setelah diberikan treatment dengan catechin green tea 0,03 mg/
ml; 0,3 mg/ml dan 3 mg/ml, NO dideteksi dengan Colorimeter menggunakan
Nitric Oxide Assay Kit KGEOO1.

c. Deteksi NADPH
Sel dalam medium M199 berisi 1% FBS selama 12 jam, setelah diberikan
treatment dengan Catechins Green tea GMB-4, dideteksi adanya penurunan
oksidasi NADPH dengan menggunakan Colorimeter dengan NADPH Assay Kit
ab65349.

d. Analisa data
Untuk menganalisa perbedaan masing-masing perlakuan dilakukan dengan
menggunakan uji statistik One Way Anova. Masing-masing sampel perlakuan
dibandingkan dengan kontrol. Dengan menggunakan tingkat signifikansi 0,000

8.5 Hasil dan Pembahasan

Komplikasi kronis diabetes melitus dapat mengakibatkan kerusakan pembuluh
darah terutama pada sel endotel pembuluh darah. Kerusakan sel endotel tersebut
diakibatkan karena kondisi hiperglikemia yang berdampak pada peningkatan
produksi ROS. Kerusakan endotel ini disebut juga disebut dengan disfungsi endotel.
Pada Jalur Poliol dijelaskan bahwa peningkatan kadar glukosa dalam darah akan
dirubah menjadi sorbitol dengan bantuan enzim aldose reduktase (AR). Pemecahan
glukosa menjadi sorbitol berakibat terjadinya penurunan rasio NADPH menjadi
NADP*. Berkurangnya NADH didalam sel dapat menghambat aktivitas enzim lain
yang membutuhkan NADPH (Nishimura, 2008). Pada kondisi glukosa normal
konsentrasi sorbitol didalam sel rendah, tetapi pada kondisi hiperglikemia maka
pemecahan glukosa melalui jalur poliol ini akan meningkat. Sehingga akan semakin
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banyak glukosa yang direduksi menjadi sorbitol, dan konsentrasi sorbitol akan
meningkat (Thornalley, 2007).

Pada kondisi hiperglikemia terjadi oksidasi NADPH yag akan berakibat
terjadinya apoptosis sel, dimana proses ini akan menghasilkan produksi radikal
bebas superoxide (0,). Peningkatan produksi Reactive Oxigen Species (ROS) yang
merupakan senyawa turunan 02 dan bersifat tidak stabil. Produksi ROS ini dapat
terjadi pada waktu pembentukan advance glycosylation ends products (AGEs).
Akumulasi AGEs pada jaringan merupakan sumber utama radikal bebas sehingga
berperan dapam peningkatan stres oksidasi, serta terkait pada komplikasi dibetes
melitus (Beckett, 2003).

Dari hasil penelitian menunjukkan bahwa sel endotel yang terpapar glukosa
tinggi akan mengalami kerusakan atau apoptosis. Hal ini menunjukkan bahwa
hiperglikemia akan meningkatkan radikal bebas yang berdampak pada kerusakan
endotel. Kondisi rusaknya endotel inilah yang disebut dengan disfungsi endotel.

Pemberian Catechins green tea sebagai antioksidan bekerja sebagai scavenging
free radical yang dapat mengaktivasi eNOS, dan berperan dalam penghambatan
oksidasi NADPH. Oksidasi NADPH dapat terjadi pada proses proinflamasi, proliferasi
dan proses apoptosis sel, dimana akan menghasilkan produksi radikal bebas
superoxide (0,). Pada proses ini catechins dapat berperan membantu regulasi
aktivitas oksidasi NADPH, mereduksi produksi O,”dan memproteksi NO dari
perubahan peroxynitride (Scewe et al, 2008).

Teori diatas dibuktikan dalam penelitian ini bahwa setelah pemberian
Catechin green tea GMB-4 terjadi penurunan konsentrasi NADPH yang berarti
terjadi penghambatan oksidasi NADPH melalui mekanisme mengikat ion logam
yang terlibt dalam pembentukan spesies yang reaktif serta menghancurkan molekul
yang rusak akibat stres oksidasi. Pada proses ini catechins dapat berperan membantu
regulasi aktivitas oksidasi NADPH, mereduksi produksi O,"dan memproteksi NO dari
perubahan peroxynitride (Scewe et al., 2008).

Pada hiperglikemia selain terjadi peningkatan oksidasi NADPH juga terjadi
penurunan produksi NO. Penurunan produksi No karena menurunnya ketersediaan
NO akibat kondisi stres oksidasi yang berkepanjangan akan berdampak pada
terganggunya insulin reseptor. Penurunan aktivasi reseptor insulin ini akan
menurunkan aktivasi PI3K, Akt dan penurunan produksi eNOS yang merupakan
enzim yang berperan dalam produksi NO. Dengan penurunan produksi NO sebagai
varodilatasi dan peningkatan MAPK serta endotelin yang merupakan vasokonstriksi
maka akan terjadi ketidakseimbangan vasodilatasi dan vasokonstriksi sehingga
terjadi kondisi disfungsi endotel (Naruse et al., 2006).

NO pada sel endotel berperan dalam mengontrol tonus vasomotor dan
homeostasis pembuluh darah. NO merupakan mediator seluler pada proses
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fisiologi dan pada kondisi patologi. NO sintesis dari asam amino L-arginine menjadi
L-citrulline oleh enzim NO-synthase (NOS) termasuk isoform endothelial nitric oxide
synthase (eNOS), neuronal nitric oxide synthase (nNOS), inducible nitric oxide synthase
(iNOS) (Brian, et all., 2005). Pada kondisi inflamasi karena hiperglikemia, produksi
NO kususnya iNOS yang diekspresikan. Sedangkan eNOS dan nNOS disintesis pada
kondisi fungsi tubuh normal atau sebagai homeostais. NO seperti iNOS meningkat
secara signifikan seiring dengan peningkatan mediator inflamasi yang distimulasi
oleh respon makrofag seperti lipopolisakarida bakteri, interferon -y dan kemampuan
sel pembunuh ( Michel,2011).

Pernyataan diatas ditunjang data pada kelompok kontrol positif yang diberikan
glukosa tinggi 30 mM terjadi penurunan produksi NO dibanding dengan kelompok
kontrol negatif. Hal ini menunjukkna kondisi hiperglikemia mempengaruhi
ketersediaan NO pada sel yang berakibat tergangguanya vasodilatasi dan terjadi
disfungsi endotel.

Pemberian antioksidan catechins green tea GMB-4 dibuktikan dapat menghambat
pelepasan NO dengan menekan ekspresi dan aktivitas enzim NOS. Hal ini dibuktikan
pada penelitian ini terjadi peningkatan konsentrasi Nitric Oxide setelah pemberian
perlakuan pada kultur Huvec dengan Catechins Green tea GMB-4.

Penelitian serupa dilakukan oleh Paquay et al., 2000 dengan menggunakan
EGCG dan catechins lainnya diketahui dapat menghambat induksi mRNA dan aktivitas
iNOS pada sel line setelah dipapar dengan LPS atau IFN-y. Penghambatan transkripsi
iNOS dapat dilihat pada ikatan NFkf sebagai promoter terhadap dengan demikian
akan menginaktivasi gene iNOS (Carmela et al, 2007).

Catechins di duga juga bekerja pada jalur PI3K dengan cara menginduksi
eNOS untuk memproduksi NO dimana akan mengaktivasi guanylate cyclase untuk
memproduksi cyclic guanosine monophosphate dan menyebabkan vasorelaksasi
endotel dengan mengaktivasi jalur sinyal PI3K, protein kinase A dan Akt-dependent
(Lorenz et al.,2004

8.6 Kesimpulan dan Saran

Dari hasil penlitian didapatkan bahwa pemberian Catchins green tea GMB-
4 dapat menghambat oksidasi NADPH secara signifikan (p<0,005) pada dosis 0,3
Mg/ml pada kultur HUVEC yang dipapar glukosa 30 Mm dan dapat meningkatkan
produksi Nitric Oxide secara signifikan (p<0,005) pada dosis 0,3 Mg/ml pada kultur
HUVEC yang dipapar glukosa 30 Mm. Sehingga dapat disimpulkan bahwa pemberian
Catchins green tea GMB-4 dapat menghambat oksidasi NADPH dan meningkatkan
kadar Nitric Oxidepada disfungsi endotel.

Bab 8 : Efek Isolat Catechins dari Green Tea GMB-4 Terhadap Kadar NADPH dan Nitric Oxide ... 129

<

<

‘ ‘ Monograf.indd 129 @ 09/11/2016 09.47.05 ‘ ‘



8.7 Daftar Pustaka

Assunta Maria Potenza, Sara Gagliardi, Carmela Nacci, Maria Rosaria Carratu and Monica
Montagnani. Endothelial Dysfunction in Diabetes: From Mechanisms to Therapeutic
Target. Current Medical Chemistry, 2009; 16: 94-112

Ark].van, Moser ], Lexis C.P.H, Bekkema F, Pop [, Horst C.V, Zeebregts C.], Goor H.V, Wolffenbutted
B.H.R, Hillebrands. Type 2 diabetes mellitus is asociated with an inbalance in circulating
endothelial and smooth muscle prognitor cell numbers. Diabetalogia 2012;55:2501-2512

Carmela S, Rosaria V, Beatrice S, Roberta D. B, Carmela F, Roberta M. 2007. Polypenols,
intracellular signalling and inflamation. Ann Ist Super Sanita Vol43 No.4. "394-405".

Carmen C, Reys A, Rafael G. 2006. Benefical effect of green tea. ] American College of nutrition
25(2).779-99".

Casper G. Schalkwijk and Coen D.A. Stehouwer. 2005. Vascular Complication in diabetes
mellitus: the role of endothelial dysfuction. Clinical Science 109.”143-159".

Inge A. M. van den Oever, Hennie G. Raterman, Mike T. Nurmohamed, and Suat Simsek. 2010.
Endothelial Dysfunction, Inflammation, and Apoptosis in Diabetes Mellitus, Mediators of
Inflammation. Article ID 792393, 15

Irukamaya-T. Miyauchi, T. Sakai, S. Kasuya Y. Goto, K. Yamaguchi, I. 2004. Activation of
Peroxisome Proinflamator-activated Receptor-alpha Decreases Endothelin -1- induced
p38 Mitogen-activated Protein Kinase Activation in Cardiomyocytes. J. Cardiovasc.
Pharmacol, 44.“ S358 - S361".

Jian Xu, Ming-Hui Z. 2009. Molecular Insights and Therapeutic Target for Diabetic Endothelial
Dysfuction. Circulation, 120(13), “ 1266-1286".

Juliana C.N.C, Vasanti M, Weiping ], Takashi K, Chittaranjan S Y, Kun-Ho Y, Frank B. 2009.
Diabetes in Asia, Epidemiology, Risk factor, and Pathophysiology. American Medical
Association, JAMA Vol 301, No.20: 2129-2140

Kowluru RA, Tang ], Kern TS. 2001. Abnormalities of retinal metabolism in diabetes and
experiment galactosemia. Diabetes, 50. “1938-1942".

Lorenz M, Wassler S, Follmann E, Michaelis W, Dusterhoft T, Baumann G, Stangl K, Stangl
V.2004. A constituent of green tea, epigallocatechin-3-gallate, activates endothelial nitric
oxide synthase by a phosphatiylinositol-3-OH-kinase-cAMP- dependent protein kinase,
and Akt-dependent pathway and leads ti endothelial- dependent vasorelaxation. J Biol
Chem, 279. “

Michael E.W, Naomi M.H, Eland A, Monika H, David EK, James G.E, Elliott, John EK, Joseph
A.V.2007. Acute EGCG suplementation reverses endothelial dysfunction in patients with
coronary artery disease. J.The American College of Nutrition, 26(2). “95-102".

Nishimura Yabe Chihiro, Masato Katsuyama, Kuniharu Matsuno. Physiologycal role of NOX/
NADPH oxidase the superoxide-generating enzyme. ]J.Clin. Biochem. Nutr,, 2012:50(1);9-
22.

Schewe T, Steffen Y & Sies H. 2007. How do diatery flavonols improve vascular function? A
psition paper. Arch Biochem Biophys 476,"102-106".

130 Monograf : Catechins Green Tea GMB-4 Sebagai Antidiabetik

»

‘ ‘ Monograf.indd 130 @ 09/11/2016 09.47.05 ‘ ‘



Ueno, Y, Kizaki M, Nakagiri R, Kamiya T, Sumi H, Osawa T, 2002. Dietary gluthatione protects
rats from diabetic nephropathy and neuropathy. J. Nutr; 132.“897-900".

Yuly Peristiowati, Retty Ratnawati, Indasah., 2013. Efek Isolat Catechins Dari Green Tea Gmb-4
Terhadap Kadar Nadph Dan Nitric Oxide Pada Sel Endotel Yang Dipapar Glukosa Tinggi

Bab 8 : Efek Isolat Catechins dari Green Tea GMB-4 Terhadap Kadar NADPH dan Nitric Oxide ... 131

<
<

‘ ‘ Monograf.indd 131 @ 09/11/2016 09.47.05 ‘ ‘



132 Monograf : Catechins Green Tea GMB-4 Sebagai Antidiabetik

»

‘ ‘ Monograf.indd 132 @ 09/11/2016 09.47.05 ‘



BAB 9

Efek Isolat Catechins dari Green Tea GMB-4
Terhadap Mobilisasi Endothelial Progenitor Cells
(EPC) Melalui Aktivasi Stromal Cells Derived
Factor-1 (SDF1-a) dan CXCR4 pada Tikus
Diabetes Melitus Tipe I

9.1 Abstrak

Diabetes melitus merupakan penyakit metabolik yang ditandai dengan
hiperglikemia yang dapat mempercepat terbentuknya senyawa oksigen reaktif.
Pembentukan senyawa oksigen reaktif dapat meningkatan produksi Reactive
Oxigen Species (ROS) yang merupakan awal terjadinya stres oksidasi. Stres oksidasi
akan memicu perbaikan endotel melalui peningkatan mobilisasi EPC yang di
pengaruhi oleh Stromal cell-derived factor-1 (SDF-1a) dan reseptornya CXCR4,
eNOS dan NO. Keadaan diabetes melitus menyebabkan ekspresi SDF-1a menurun
sehingga mempengaruhi penurunan mobilisasi EPC penurunan perbaikan vaskuler
sehingga terjadi komplikasi seperti aterosklerosis, retinopati diabetes, dan penyakit
kardiovaskuler lainnya. Penanganan disfungsi endotel dengan antioksidan Catechins
Green tea berperan menghambat stres oksidasi pada endotel. Catechins Green tea
merupakan free radical scavenger yang mempunyai kemampuan dalam mengaktivasi
endothelial nitric oxide synthase (eNOS), mengaktivasi kemokin Stromal cell-derived
factor-1 (SDF-1a /CXCR4) yang beperan dalam meningkatkan kemotaksis EPC.
Pada penelitian ini bertujuan membuktikan pemberian catechins green tea dapat
meningkatkan mobilisasi EPC melalui aktivasi SDF-1a dan Nitric Oxide.
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Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Fisiologi dan Biomdik Universitas
Brawijaya Malang, menggunakan 25 tikus strain wistar yang diberikan diet tinggi
lemak selama 45 hari, dan diamati kadar SDF-1 a, NO dan mobilisasi EPC. Diet tinggi
lemak yang diberikan terdiri dari campuran PARS 66.6%, tepung terigu 33.4%,
kolesterol 1.9%, asam kolat 0,1% dan minyak babi 9,4 %. Total energi per gram pakan
yang diberikan sebesar 4,03 kalori sedangkan jumlah kalori tikus dengan diet normal
sebesar 3,43 kalori tiap gram pakan maka terjadi positif energy balance, selanjutnya
di berikan ijeksi STZ low dose 30 mg/kgBB. Kondisi ini yang akan menyebabkan
terjadinya resistensi insulin yang ditunjukkan dengan peningkatan kadar glukosa
darah lebih dari 250 mg/dl dan terjadi peningkatan kadar insulin. Setelah dipastikan
terjadi resistensi insulin di lakukan pemberian CGT-GBM-4 secara oral dengan
menggunakan sonde dengan dosis 20 mg/kg BB, 40 mg/kg BB dan 60 mg/kg BB
selama 6 minggu. Tahap selanjutnya pemeriksaan kadar NO dengan meggunakan
metode colory meter, pemeriksaan kadar SDF-1a dengan Elisa Kit dan mobilisasi
EPC dengan metode Flowcytometry. Selanjutnya data akan dilakukan analisa dengan
uji statistik one way anova.

Dari hasil penelitian didapatkan pemberian Catechins green tea GMB-4
dapat meningkatkan kadar SDF-1a dengan nilai p-value 0,014, Sehingga dapat di
simpulkan bahwa CGT-GBM-4 dapat digunakan untuk perbaikan vaskuler pada
kondisi hiperglikemia diabetes melitus melalui aktivasi SDF-1a dan meningkatkan
mobilisasi EPC.

Kata Kunci: Diabetes Melitus, Disfungsi Endotel, SDF-1a, CXCR4, Catechins green tea

9.2 LatarBelakang

Diabetes melitus merupakan kelompok sindrom metabolik yang di tandai
dengan adanya hiperglikemia sebagai efek dari metabolisme karbohidrat lemak dan
protein. Dalam jangka waktu yang lama kondisi hiperglikemia dapat menyebabkan
kerusakan jaringan, disebabkan akumulasi glukosa dalam sel sehingga dapat
menimbulkan komplikasi pada diabetes melitus seperti penyakit jantung kroner,
retinopati, nepropati dan neuropati (Cariello et al, 2006; Hamfiner et al.,, 2000; Khan
etal, 2003).

Pada tahun 2007 International Diabetes Federation melaporkan adanya
peningkatan secara drastis prevalensi diabetes melitus di seluruh dunia. Diperkirakan
pada tahun 2025 prevalendi diabetes melitus di dunia akan mengalami peningkatan
dari 246 milyar menjadi 380 milyar orang (Chaiyasut et al, 2011).

Penyebab diabetes melitus secara patofisiologi dihubungkan dengan produksi
radikal bebas yang dapat mengganggu metabolism protein, DNA dan lemak pada
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kehidupan organism sehingga meningkatkan reaksi oksidasi yang berdampak secara
molekuler pada kerusakan jaringan dalam tubuh. Toksik seluler berasal dari over
produksi radikal bebas yang disebut juga kondisi stress oksidasi. Selanjutnya over
produksi radikal bebas akan menyebabkan kerusakan sel, degenerasi selluler dan
komplikasi lainhya. Dilaporkan dalam studi invivo dan invitro kondisi hiperglikemia
dapat menyebabkan peningkatan radikal bebas dalam sel sehingga berdampak pada
kerusalan selluler (Chaiyasut et al, 2011).

Hiperglikemia terjadi karena terganggunya metabolisme glukosa pada tingkat
selluler. Hiperglikemia mempunyai kontribusi besar dan merupakan kunci pathway
metabolik yang dapat menyebabkan kerusakan jaringan secara luas. Hal ini terjadi
karena adanya reaksi nonenzimatik akibat kelebihan glukosa dan beberapa protein
seperti hemoglobin dan albumin yang menghasilkan advanced glycosylated end
product (AGE). Produksi AGE dapat menyebabkan terganggunya integritas sel dengan
adanya modifikasi fungsi protein atau karena adanya pengaruh produk reactive
oxygen species (ROS) yang merupakan senyawa oksigen reaktif (Thornally, 2002).

Pembentukan senyawa oksigen reaktif tersebut dapat meningkatkan modifikasi
lipid, DNA, dan protein pada berbagai jaringan (Ueno et al., 2002). Modifikasi
molekuler pada berbagai jaringan tersebut mengakibatkan ketidakseimbangan
antara antioksidan protektif (pertahanan antioksidan) dan prooksidan sehingga
dapat meningkatkan produksi radikal bebas. Hal itu merupakan awal kerusakan
oksidatif yang dikenal sebagai stress oksidasi (Casper et al., 2005).

Stres oksidasi dapat menghambat fungsi endotel karena menyebabkan
ketidakseimbangan produksi NO (Kadirvelu, 2002). Disfungsi endotel merupakan
kondisi dimana adanya ketidakseimbangan antara vasokonstriksi dan vasodilatasi
pada endotel pembuluh darah. Disfungsi endotel dapat disebabkan oleh berbagai
kondisi diantaranya adalah kondisi resistensi insulin, hipertensi, obesitas, inflamasi,
dislipidemia dan hiperglikemia (Inge et al., 2010).

Disfungsi endotel pada hiperglikemia, dapat mengaktivasi transkrisi faktor
NFkp sehingga menginduksi ekspresi adesi molekul, peningkatan kemokin,
dan pengeluaran sitokin lainya. Peningkatan ROS pada disfungsi endotel dapat
menyebabkan ketidakseimbangan produksi NO sehingga memicu perkembangan
aterosklerosis (Jean et al., 2004).

Untuk itulah perlu adanya suatu penanganan pada disfungsi endotel sebelum
terjadi kerusakan lebih lanjut. Beberapa tindakan penangan terjadinya disfungsi
endotel yang sudah pernah dilakukan adalah pemberian suplemen L- arginin,
terapi fibrate, pemberian folate, pengobatan dengan statins, penghambatan AGE,
penghambatan PKC, penghambatan ACE dan antioksidan. ( ]. Callaes et al., 2001).

EPC merupakan sel-sel yang memiliki kemampuan untuk membelah dan
berdiferensiasi menjadi sel-sel endotel. EPC merupakan bagian dari sel induk yang
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bersifat lebih matang dan unipoten. Secara klinis, EPC dapat memperbaiki kondisi-
kondisi penyakit yang diawali dengan kerusakan sel-sel endotel, baik secara anatomis/
struktural maupun fungsional, melalui mekanisme neovaskularisasi (Carmen, et al,
2012). Pada pasien dengan diabetes melitus tipe [ dan Il dapat mengalami penurunan
jumlah EPC (Tepper et al., 2002). Diketahui EPC yang dilihat dari pasien dengan
diabetes melitus mengalami kerusakan secara fungsinya dalam melakukan adesi,
proliferasi dan tubulisasi. Tidak terkontrolnya peningkatan kadar glukosa dalam
plasma menyebabkan peningkatan kadar glikasi hemoglobin dan peningkatan kadar
glukosa plasma secara bebas yang berkorelasi terhadap penurunan jumlah EPC (
Tepper et al., 2002).

Penggunaan antioksidan saat ini merupakan alternatif dalam pencegahan dan
penanganan pada disfungsi endotel. Dari berbagai literature disebutkan bahwa
penggunaan antioxidant dapat menurunkan dan menghambat stress oksidasi pada
kondisi hiperglikemia. Seperti penelitian yang telah dilakukan oleh Keancy, 1994
bahwa antioksidan dalam vitamin C dan E dapat menurunkan P-selectin pada
pasien hiperkolesterol. Ini diyakini bahwa antioksidan bisa sebagai penanganan
kondisi disfungsi endotel (Anderson, et al, 2000). Sehingga penggunaan antioksidan
sepertinya mulai dikembangkan pada disfungsi endotel. Pada penelitian yang
dilakukan oleh Chaiyasut et al, 2011 menggunakan komponen phenolic fermentasi
dalam menghambat terjadinya stress oksidasi pada tikus diabetik.

Teh merupakan jenis minuman yang paling banyak dikonsumsi manusia setelah
air dan diperkirakan manusia mengkonsumsi teh tak kurang dari 120 ml setiap
harinya (Yang & Landau., 2000; McKay & Blumber., 2002). Konsumsi the di Indonesia
masih sangat rendah yakni 0,2 kg/kapita/tahun. Diduga hal ini karena masyarakat
Indonesia belum banyak mengetahui tentang khasiat the bagi kesehatan. Walaupun
minum the sudah menjadi semacam budaya setidaknya dikalangan masyarakat
Jawa/Sunda, namun teh belum menjadi primadona untuk masyarakat Indonesia
(Sibuea., 2003). Di Negara Cina minum the telah dikenal lebih dari 4000 tahun.
Tradisi pengobatan Cina telah merekomendasikan minum the hijau sebagi minuman
untuk mencegah dan mengobati berbagai penyakit (Brannon, 2007). Komponen
bioktif utama dalam teh adalah polifenol khususnya catechins yang berperan sebagai
antioksidan. Senyawa polifenol berperan sebagai penangkap radikal bebas hidroksil
(OH) sehingg tidak mengoksidasi lemak, protein, dan DNA dalam sel. Kemampuan
polifenol khususnya catechins menangkap radikal bebas 100 kali lebih efektif
dibanding vitamin C dan 25 kali lebih efektif disbanding vitamin E (Sibuea, 2003).
Catechins banyak terdapat pada teh hijau yaitu the yang diproses tanpa oksidasi
enzimatis. Catechins akan berubah menjadi theaflavin dan thearubigin pada saat
proses reaksi oksidasi enzimatis. Oleh karena itu diyakini catechins green tea lebih
berkasiat disbanding dengan teh Oolong (teh semi reaksi oksidasi enzimatis) dan the
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hitam (the yang diproses dengan reaksi oksidasi enzimatis secara penuh) ( Yudana
& Luize, 2006; Sibuea, 2003).

Catechins Green tea mempunyai kandungan polyphenol dan flavonol dimana
berperan dalam mengabsorbsi ion metal, menjaga keseimbangan metabolisme
karbohidrat pada diabetes melitus diantaranya adalah menghambat aktivasi enzim
a glucosidase, menghambat absorbsi glukosa pada intestinal, melindungi sel 3
pankreas, meningkatkan sekresi insulin, mengaktivasi AMPK, sebagai antioksidan
yang bekerja menghambat stres oksidasi, sebagai antiinflamasi pada endotel dan
proliferasi pada pertumbuhan sel endotel (Kati Hanhinhineva, et al, 2010).

Dari hasil penelitian yang dilakukan oleh Pusat Penelitian Teh dan Kina
(PPTK) Gambung Jawa Barat teh selain mengandung polifenol hingga 25-35% juga
mengandung metilxantin, asam amino, peptides, karbohidrat, vitamin (C,E, dan
K), karotenoid, mineral seperti kalium, magnesium, mangan, fluor, zinc, selenium,
copper, iron, calsium dan alkaloid lain. Kandungan polifenol teh yang berasal dari
Indonesia mempunyai komponen aktif untuk kesehatan + 1,34 kali lebih tinggi
dibanding negara lain. Catechins merupakan senyawa polifenol utama pada teh
sebesar 90% dari total kandungan polifenol. Rata-rata kandungan catechins pada
teh Indonesia khususnya klon Gambung 4 dan 9 berkisar antara 7,02-11,60% b.k,
sedangkan pada negara-negara lain hanya berkisar 5,06-7,4% b.k. (PTPN VIII, PPTK
Gambung dan ATI, 2007). Pada penelitian ini catechins green tea yang digunakan
berasal dari klon Gambung-4 PPTK Gambung Jawa Barat yang di ekstraksi oleh
IPB yang telah dilakukan penelitian oleh Mariam, 2011 dengan hasil kandungan
katekinnya (komponen utama campuran EGCG dan ECG = 54,4: 17,6) dari teh hijau
adalah sekitar 2,68% dari 25 gram berat kering teh hijau atau 10,76%.

Diharapkan dengan pemberian catechins green tea GMB-4 dapat memperbaiki
kerusakan endotel sehingga dapat mencegah terjadinya komplikasi lanjut pada
penyakit disbetes militus seperti terjadinya penyakit cardiovaskuler. Pada penelitian
yang dilakukan dengan hewan coba diketahui bahwa Catechin green tea menghambat
proses penyakit degeneratif, mempunyai aktivitas sebagai antiproliferasi pada sel
hepatoma dan juga mempunyai aktivitas hipolipidemik pada hepar tikus yang dibuat
hepatoma (Vanessa et al., 2004).

Pada studi yang dilakukan oleh Tsuneki, 2004 perlakuan pada hewan coba
menunjukkan bahwa polyphenols dalam catechin green tea mempunyai efek sebagai
antioksidan menurunkan tekanan darah, memproteksi perkembangan penyakit
koroner dengan mengontrol kadar gula darah dan berat badan.

Pada penelitian ini, peneliti akan menganalisa secara jelaskan dan detail
bagaimana mekanisme Catechin green tea GMB-4 sebagai antioksidan dan modulasi
mobilisasi EPC pada disfungsi endotel dengan hiperglikemia.
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9.3 Tujuan dan Manfaat Penelitian

9.3.1 Tujuan Penelitian

1. Membuktikan bahwa Pemberian catechins green tea GMB-4 sebagai antioxidan
dapat meningkatan kadar SDF-1 pada tikus strain winstar dengan diabetes
melitus Tipe 2.

2. Membuktikan bahwa Pemberian catechins green tea GMB-4 sebagai antioxidan
dapat meningkatan kadar CXCR-4 pada tikus strain winstar dengan diabetes
melitus Tipe 2.

9.3.2 Manfaat Penelitian

1. Manfaat akademis
Menambah wawasan ilmu pengetahuan mengenai pengaruh catechine green
tea GMB-4 dalam meningkatkan mobilisasi EPC melalui peningkatan SDF-1a,
CXCR-4 dan Nitric Oxide.

2. Manfaat Klinis
Diharapkan pemberian catechine green tea dapat digunakan sebagai alternative
pencegahan dan penanganan pada pasien dengan disfungsi endotel khususnya
pada kasus diabetes melitus dalam upaya pencegahan terjadinya komplikasi
diabetes melitus.

9.4 Metode Penelitian

Rancangan penelitian merupakan penelitian true eksperimental dengan
pendekatan post test only control group design.

Secara invivo dengan menggunakan hewan coba pada tikus Strain Wistar yang
di bagi menjadi 5 kelompok. Kelompok pertama adalah kontrol negatif tikus non
diabet tanpa perlakuan, Kelompok 2 merupakan kontrol positif dimana Tikus dibuat
diabet dengan diinjeksi Streptozotocin (STZ). Kelompok 3 merupakan Tikus diabet
dengan perlakuan catechin green tea GMB-4 20 mg/kg, Kelompok 4 merupakan Tikus
diabet dengan perlakuan catechin green tea GMB-4 40 mg/kgBB dan Kelompok 5
merupakan Tikus diabet dengan perlakuan catechin green tea GMB-4 60 mg/kgBB.

9.4.1 Bahan dan Alat Penelitian

a. Bahan Pembuatan Tikus DM tipe 2
Bahan untuk pembuatan Tikus DM tipe Il meliputi Streptozotocin (STZ) low
dose 30 mg/kg BB, spuit disposible 3 cc, normal salin dan alkohol 70%.
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Bahan Pemberian Diit Hiperkolesterol

Bahan untuk pembuatan diet hiperkolesterol meliputi pakan standart yang
terdiri dari pakan ayam/ PARS 30 gram, air 20 cc, tepung terigu 30 gram
(Muwarni,2006). Diet aterogenik yang terdiri dari pakan standart ( PARS 30
gram dan tepung terigu 30 gram ) yang ditambahkan kuning telur bebek (2
gram ), asam kolat (0,06 gram ), minyak babi 3,22 gram (3,75 cc ), minyak
kambing 4 gram (4 cc), minyak kelapa 0,4 gram (0,4 cc), air ( 25cc) (Mu'nisa.A,
2003).

Bahan Pemeriksaan SDF1-«a

Bahan pemeriksaan SDF-1a meliputi Rat SDF-1a ELISA Kit (Bioassay Technology
Lab, USA), Elisa Reader, mikropipet, vortec, tube dan Rb SDF-1a antibody
(BIOSS, USA), preparat aorta, parafin blok.

Bahan Pemeriksaan CXCR4

Bahan pemeriksaan CXCR4 meliputi preparat aorta dengan parafin blok, Rb
CXCR4 antibody (BIOSS,USA).

Bahan Pemeriksaan CD 34

Bahan pemeriksaan CD 34 meliputi antibody CD 34 (Biolegend, USA), FITC
anti-human CD4 (Biolegend, USA), PBS.

Bahan Pemeriksaan CD133

Bahan pemeriksaan CD133 meliputi antibody CD133 ( biolegend,USA), anti CD
133 PERCP (Biosence), PBS.

9.4.2 Prosedur Penelitian

a.

Bab 9:

Prosedur Pembuatan Tikus Diabetes Melitus Tipe II

Tikus wistar dipilih berdasarkan kriteria inklusi sebanyak 25 ekor umur 2 bulan
dengan berat badan 150-200 gr. Kemudian dikondisikan pada kandang tempat
pemeliharaannya selama 2 minggu dengan diberikan diet chow standart pada
kelompok kontrol negatif, sedangkan pada kelompok kontrol positif diberikan
pakan kaya lemak dengan komposisi pakan (80%), lemak babi (15%) dan
kuning telur bebek (5%) (Syamsul et al, 2011). Jumlah konsumsi makanan
setiap harinya maksimum sebanyak 25 gr/tikus/hari. Hewan uji DM tipe
2 dapat dilihat dengan parameter uji kadar glukosa darah preprandial dan
postprandial. Pemberian diit tinggi lemak selama 45 hari. Kemudian diinjeksi
secara intraperitonial dengan Streptozotocin (STZ) low dose 30 mg/kg BB
intraperitonial (Zhang et al 2008; LAB Fisiologi FKUB). Setelah 3 hari pasca
induksi STZ dilakukan pemeriksaan gula darah setelah dipuasakan selama 6
jam. Bila kadar gula darah mencapai >250 mg/dl menggunakan Blood glucose
Test Meter, sudah dikatagorikan hiperglikemia. Selain dilakukan pemeriksaan
gula darah juga dilakukan pemeriksaan kadar insulin untuk menentukan telah

Efek Isolat Catechins dari Green Tea GMB-4 Terhadap Mobilisasi Endothelial Progenitor Cells (EPC) .... 139

‘ ‘ Monograf.indd 139

@ 09/11/2016 09.47.05 ‘ ‘



terjadi resistensi insulin dengan pemberian STZ low dose dengan diit tinggi
lemak.

b. Pemberian diet hiperkolesterol (aterogenik)
1. Pakan standart yang terdiri dari pakan ayam/ PARS 30 gram, air 20 cc,
tepung terigu 30 gram (Muwarni,2006).
2. Dietaterogenik yang terdiri dari pakan standart ( PARS 30 gram dan tepung
terigu 30 gram ) yang ditambahkan kuning telur bebek (2 gram ), asam
kolat (0,06 gram), minyak babi 3,22 gram (3,75 cc ), minyak kambing 4
gram (4 cc), minyak kelapa 0,4 gram (0,4 cc ), air ( 25cc ) (Mu'nisa.A, 2003).

c. Prosedur Ekstrak Catechine green tea
Ekstrak catechins green tea dengan kemurnian 80% dilakukan di Laboratorium
Kimia Organik, program studi Kimia, Fakultas MIPA, Institut Teknologi Bandung
dan laboratorium pengolahan teh hijau di Pusat Penelitian Teh dan Kina,
Gambung, Ciwidey, Bandung

d. Perlakuan pemberian Catechine green tea
Sebelum diberikan perlakuan tikus diadaptasikan dulu selama 2 minggu
dikankang dengan diit normal. Setelah pemberian diit hiperkolesterol selama
5 minggu baru dilakukan pemberian Catechins green tea GMB-4.

[O) Catechins green tea GMB-4 diberikan secara sonde pada tikus sesuai dosis [O)
dengan maksimal pemberian 10 cc/ hari. Sebelum memegang tikus, sonde
harus sudah diisi dengan dosis serta gelembung udara tidak boleh muncul
karena akan membuat tikus kesakitan dan berontak. Sonde dilengkapi dengan
jarum yang ujungnya bulat untuk mengurangi kemungkinan dari injeksi trakea
(Di Carlo and Oehme, 1992).

Pada waktu memberikan dosis, kulit punggung dan leher tikus harus
dipegang. Posisi antara kepala, leher dan punggung tikus berada pada garis yang
lurus. Alternatif lainnya adalah bahu tikus dapat dipegang dengan menggunakan
telunjuk dan jempol di kedua sisi kepala. Tujuannya untuk memegang dengan
erat saat pemberian dosis sehingga dapat mengontrol gerakan tikus. Tikus
dapat ditempatkan di meja atau diletakkan di dada untuk dapat mengendalikan
hewan coba.

Apabila tikus sudah siap maka sonde dapat dimasukkan ke mulut dan
turun sampai ke esofagus. Jika tikus tidak berontak maka sonde tidak dipegang
terlalu erat sehingga akan mengurangi esofagus robek. Apabila tikus tetap tetap
berontak, maka sonde harus dicabut untuk membiarkan tikus tenang, kemudian
dapat diulangi. Pemberian dosis dapat dilakukan secara perlahan. Terlalu cepat
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dapat menyebabkan cairan dimuntahkan (vomit) ke esofagus sehingga hasil
tidak akurat. Sonde dapat ditarik dari mulut setelah selesai memberikan dosis
dan hewan diamati tanda-tanda stres atau kesulitan pernafasan (Di Carlo and
Oehme, 1992).

Volume dosis yang diberikan pada hewan coba jangan terlalu banyak
karena dapat mengakibatkan efek yang kurang baik bagi hewan. Larutan tes
untuk hewan coba adalah 0,005 - 0,01 ml/g BB sedangkan volume maksimum
adalah 0,02 ml/g BB. Kerugian dari metode pemberian dosis secara oral adalah
interaksi langsung antara tikus dengan tangan manusia (handling) yang dapat
meningkatkan plasma corticosterone sehingga akan mempengaruhi hasil akhir
dan menyebabkan kematian karena kebocoran esofagus atau radang paru-paru
(Di Carlo and Oehme, 1992).

Setelah 6 minggu pemberian Catechins green tea GMB-4 tikus dikalukan
pembedahan dengan cara tikus diberikan anastesi lokal dengan eter selanjutnya
dilakuakan pembedahan daerah perut sampai diafragma. Selanjutnya diambil
darah dari jantung dengan menggunakan spuit sebayak 5 ml untuk diakukan
pemeriksaan lanjut. Setelah diambil darah, tikus yang telah mati dikubur
(dipendam) di tempat yang telah disediakan di laboratorium Fisiologi
Universitas Brawijaya.

. Prosedur Pemeriksaan Kadar Glukosa Darah

Untuk pengukuran kadar gula darah menggunakan Blood glucose Test Meter
dengan menggunakan darah tepi untuk pemeriksaan maintenance (Chen etal.,
2008). Sedangkan untuk pemeriksaan pada akhir perlakuan dengan metode
cobas Miras.

. Prosedur Pemeriksaan Kadar Insulin

Untuk pemeriksaan kadar insulin serum tikus wistar digunakan standart rat
insulin solution 5mg/ml atau 500pl. Darah yang diambil dari jantung sebanyak
5 ml selanjutnya diputar menggunakan sentifugase dengan kecepatan 3000 rpm
selama 7 menit untuk mengambil serumnya. Serum yang diambil disimpan pada
suhu -20°C selama siap untuk diukur. Pengukuran menggunakan Rat Insulin
ELISA Kit (Wang et al, 2007). Pada penelitian ini menggunakan Rat Insulin
ELISA Kit (INS). Dengan protocol terlampir.

. Prosedur Pengukuran SDF1-a dengan ELISA pada hewan coba

Deteksi adanya aktivasi SDF1-a dan CXCR4 dilihat pada aorta tikus dengan
pemeriksaan Imunohistokimia dengan mengguakan Antibody SDF1-a dan
CXCR4 (Hamed et al.,, 2010). Pemeriksaan Immunohistokimia sebagai berikut:
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a)

b)

Pembuatan blok parafin

Jaringan yang diambil pada saat operasi difiksasi dengan bufer formalin
4%. Untuk pemeriksaan analisa histopatologik jaringan tumor ovarium
dilakukan pengamatan makroskopik untuk menentukan ukuran tumor,
dilanjutkan dengan prosesing jaringan untuk pembuatan preparat.
Pembuatan sediaan parafin blok dilakukan sebagai berikut: Jaringan
dilakukan dehidrasi menggunakan alkohol bertingkat (30%, 50%, 70%,
80%, 96% dan absolut) masing-masing 60 menit. Dilakukan Clearing
menggunakan xilol 2 kali masing-masing 60 menit. Kemudian dilakukan
infiltrasi dengan parafin lunak selama 60 menit pada suhu 48°C. Kemudian
dilakukan block dalam parafin keras pada cetakan dan didiamkan selama
sehari. Keesokan harinya ditempelkan pada holder dan dilakukan
pemotongan setebal 4-6um dengan rotary microtome. Kemuldian
dilekatkan pada objek glas ber polylisin (PDL). Dari tiap blok paraffin
yang dipotong, satu sediaan diwarnai dengan hematoksilin eosin untuk
pemeriksaan histopatologi, sementara satu sediaan lainnya digunakan
untuk pewarnaan immunohistokimia. Preparat kemudian diperiksa di
bawah mikroskop dengan lapangan besar (400x) untuk menentukan jenis
dan tipe kanker serta penentuan grading/derajat diffrensiasi histopatologi.
Pembuatan Imunohistokimia.

Metode Immunohistokimia dilakukan dengan menggunakan metode
streptavidin-biotin-peroksidase yang dilabel dengan streptavidin biotin
(Pierce, Carpinteria, USA). Sebelum proses pewarnaan, setiap sediaan
preparat didefaraffinisasi dengan xylene selama 15 menit dan direhidrasi
dengan alkohol 100% dan alkohol yang konsentrasinya diencerkan
menjadi 90%, 80%, 70% dan 60% selama masing masing 10 menit.
Sediaan kemudian dicuci dengan dH,0 sebanyak 2 kali selama 5 menit
dan diinkubasi dengan larutan PBS selama 5 menit.

Selanjutnya, sediaan preparat diletakkan ke dalam glass box yang
berisi citrate buffer kemudian dimasukkan kedalam autoclave selama 15
menit untuk dioptimalkan antigenicity-nya. Sediaan didinginkan pada suhu
ruangan selama 1 jam, dan setelah dikeringkan sebentar, jaringan diberi
batas dengan menggunakan pap pen. Sediaan dicuci dengan dH,0 selama
5 menit dan PBS selama 5 menit sebelum diinkubasi dengan hydrogen
peroksidase 0.3% selama 15 menit.

Setelah endogenous peroksidasenya diblok, sediaan diinkubasi dengan
blocking solution selama 30 menit untuk memblok avidin yang terdapat
pada jaringan. Kemudian, sediaan diinkubasi overnight pada suhu -4°C
dengan primer antibodi (anti SDF-1a Bioss bs-0783R dan CXCR4 Bioss bs-
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1011R) yang diencerkan 1:100. Sediaan dicuci lagi sebanyak 3 kali dengan

dH, 0 sebelum diinkubasi dengan secondary antibody dan streptavidin-HRP

masing masing selama 30 menit. Untuk pewarnaan digunakan 3,3 diamino

benzidine tetrahydrocloride kurang lebih 10 menit sampai didapatkan

reaksi pewarnaan yang dapat dideteksi dengan pemeriksaan mikroskopis.

Setelah itu diwarnai lagi dengan hematoksilin untuk memperjelas inti sel

selama 30 detik dan dicuci dengan air mengalir selama 5 menit.
Terakhir, sediaan diberi malinol sebelum ditutup dengan deg

glass. Hasil dari pemeriksaan immunohistokimia akan dikelompokkan

berdasarkan jumlah sel yang terwarna dari pewarnaan, yaitu dikatakan

positif bila terdapat imunostaining inti dan lebih dari 5% sel tumor

positif perwarnaan. Evaluasi immunohistokimia ini akan dilakukan secara

individual oleh konsulen Patologi dan peneliti untuk mendapatkan hasil

yang akurat.

Interpretasi hasil Imunohistokimia.

Metode Perhitungan terhadap hasil pewarnaan imunohistokimia:

1. Penelitian ini menggunakan jaringan Aorta tikus wistar dengan DM
Tipe Il

2. Dengan nilai konfiden interfal 90% dan kekuatan uji 80% maka
didapatkan, bahwa masing-masig kelompok harus terdiri dari 5
sampel

3. Terdapat 25 slide (jumalh slide), yang terdiri dari 5 slide x 5 kelompok
Pemeriksaan

4. Setiap sample jaringan dibuat sediaan irisan dengan ketebalan 4um,
kemudian dideteksi:
a. Pemeriksaan Hematoxilen-Eosin
b. Pemeriksaan Imunohistokimia SDF-1a dan CXCR4

5. Untukkeperluan perhitungan, slide yang sudah berkode ditutup nomer
kodenya dan diberi nomer baru seca acak. Sehingga pemeriksa tidak
mengetahui slide yang diperiksa merupakan sample kelompok apa
(Blind)

6. Pemeriksa terdiri dari 2 orang, masing-masing adalah:

7. Pemeriksaan dan perhitungan sample dilakukan secara terpisah
antara kedua pemeriksa.

8. Pemeriksaan dan perhitungan jumlah sel endotel yang mengekspresikan
SDF-1a dan CXCR4 diamati dengan warna coklat pada sitoplasma
- dilakukan menurut Soini et al, (1998) dan Pizem and Cor (2003)
yang dimodifikasi, masing-masing slide pada bidang pandang dengan
perbesaran 1000x dan sebanyak 20 lapang pandang.
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9. Hasil setiap perhitungan ditulis pada lembar kerja dan diambil nilai
rata-rata per lapang pandang

10. Dilakuakan pemulasan Hematoxilen-Eosin yang digunakan sebagai
pembanding structural.

11. Analisis statistik bila semua hasil sudah dikembalikan ke kode
sebenarnya.

12. Dalam rangka menjamin representasi dan mengurangi kesalahan
hasil, diperlukan pengamatan pada kurang lebih sejumlah 20 lapang
pandang dengan perbesaran 1000x yang masing-masing berisi leboh
kurang 1500 sel (Soini et al, 1998; Pizem and Cor, 2003).

9.5

9.5.1

a.

144

Hasil dan Pembahasan

Hasil Penelitian

Pengaruh pemberian catechins green tea GMB-4 terhadap peningkatan
Kadar SDF-1 o pada tikus strain winstar dengan diabetes melitus tipe 2
dengan Pemeriksaan ELISA

Berdasarkan uji Kolmogorov-Smirnov diketahui bahwa data kadar SDF-1a
dengan pemeriksaan Assay ELISA Kit secaa signifikan terbukti berdistribusi
normal ( P=0,745). Berdasarkan uji anova satu arah diketahui bahwa pemberian
catechins green tea GMB-4 secara signifikan dapat berpengaruh terhadap kadar
SDF-1a pada plasma dengan pemeriksaan Assay Elisa Kit (p=0,05). Adapun
hasil uji lanjut analisis ini dengan Post Hoc Tests ditampilkan pada tabel dan
gambar berikut:

Tabel 9.1
Kadar SDF-1a plasma pada tikus strain winstar dengan diabetes melitus tipe 2 yang di
berikan perlakuan catechins green tea GMB-4

No Perlakuan Mean (ng/ml) + Standart Deviasi
1 Kontrol Negatif (N) 3,37150+0,056883

2 Kontrol Positif (DM) 2,83150+0,132324

3. DM+C1 3,03000+0,338102

4 DM+C2 3,30900+0,244999

5. DM+C3 3,30175+0,392044

Catatan: Notasi yang berbeda menunjukkan perbedaan pengaruh yang signifikan
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Gambar 9.1

Diagram batang rata-rata kadar SDF1a serum. Analisis kadar serum SDF 1-a tidak terdapat
perbedaan bermakna antar klompok perlakuan (p>0.05). Keterangan: C (control), DM,
DM+C1 (CGT 20 mg/kg BB), DM+C2 (CGT 40 mg/kg BB), DM+C3 (CGT 60 mg/kg BB).

Berdasarkan hasil uji statistik perlakuan CGT GMB-4 pada semua dosis
tidak menunjukkan perbedaan bermakna dalam meningkatkan kadar SDF1a
serum dibandingkan kelompok tikus diabetes melitus tipe 2. Namun kadar
SDF-1 di serum DM menurun dibandingkan kelompok non DM, meskipun
peneurunannya tidak bermakna.

. Pengaruh perlakuan catechins green tea GMB-4 terhadap Ekspresi SDF-1a

pada aotra tikus strain winstar dengan diabetes melitus tipe 2
Berdasarkan uji Kolmogorov-Smirnov diketahui bahwa data Ekspresi SDF-1a
dengan pemeriksaan Imunohistokimia pada aorta secara signifikan terbukti
berdidtribusi normal (P= 0,409). Berdasarkan uji anova satu arah diketahui
bahwa pemberian catechins green tea GMB-4 secara signifikan dapat
berpengaruh terhadap ekspresi SDF-1a pada aorta dengan pemeriksaan
Imunohistokimia (p=0,000). Adapun hasil uji lanjut analisis ini dengan Post
Hoc Tests ditampilkan pada tabel dan gambar berikut:
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Tabel 9.2
Ekspresi SDF-1a pada aorta tikus strain winstar dengan diabetes melitus tipe 2 yang di
berikan perlakuan catechins green tea GMB-4

No Perlakuan Mean (ng/ml) + Standart Deviasi
1. Kontrol Negatif (N) 9,2500+1,5000 *

2. Kontrol Positif (DM) 4,5000+1,129099°

3. DM+C1 13,2500+0,50000 ¢

4. DM+C2 15,7500+2,06155¢

5. DM+C3 21,2500+1,2583¢

Catatan: Notasi yang berbeda menunjukkan perbedaan pengaruh yang signifikan
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1000+
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CGT-GMB4

Gambar 9.2

Diagram batang rerata ekspresi SDF-1a. Perlakuan CGT GMB-4 pada semua dosis 20, 40
dan 60 mg/kgBB secara bermakna meningkatkan ekspresi SDF-1a diaorta dibanding
kelompok kontrol DM Keterangan: C (control), DM, DM+C1 (CGT 20 mg/kg BB), DM+C2
(CGT 40 mg/kg BB), DM+C3 (CGT 60 mg/kg BB).

Berdasarkan hasil uji statistik perlakuan CGT GMB-4 pada semua dosis
20, 40 dan 60 mg/kgBB efektif meningkatkan ekspresi SDF-1a di aorta
dibandingkan kelompok tikus diabetes melitus dengan nilai signifikan 0.000
p<0,05.

c. Pengaruh perlakuan catechins green tea GMB-4 terhadap Ekspresi CXCR-4
pada aotra tikus strain winstar dengan diabetes melitus tipe 2
Berdasarkan uji Kolmogorov-Smirnov diketahui bahwa data Ekspresi
CXCR4 dengan pemeriksaan Imunohistokimia pada aorta secara signifikan
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terbukti berdidtribusi normal ( P= 0,242). Berdasarkan uji anova satu arah
diketahui bahwa pemberian catechins green tea GMB-4 secara signifikan
dapat berpengaruh terhadap ekspresi CXCR4 pada aorta dengan pemeriksaan
Imunohistokimia (p=0,00). Adapun hasil uji lanjut analisis ini dengan Post Hoc
Tests ditampilkan pada tabel dan gambar berikut:

Tabel 9.3
Ekspresi CXCR4 pada Aorta tikus strain winstar dengan diabetes melitus tipe 2 yang di
berikan perlakuan catechins green tea GMB-4

No Perlakuan Mean * Standart Deviasi
1. Kontrol Negatif (N) 4.2500+0.95743*

2 Kontrol Positif (DM) 3.2500+1.25831°"

3. DM+C1 15.2500+2.06155¢

4 DM+C2 15.2500+1.70783 ¢

5. DM+C3 19,2500+1.5000¢

Catatan: (*) menunjukkan perbedaan pengaruh yang signifikan
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Gambar 9.3

Ekspresi CXCR-4 pada aotra tikus strain wistar pada masing-masing kelompok perlakuan.
Perlakuan CGT GMB-4 pada semua dosis 20,40 dan 60 mg/kgBB secara bermakna
meningkatkan ekspresi CXCR4 di aorta dibanding kelompok kontrol DM Keterangan: C
(control), DM, DM+C1 (CGT 20 mg/kg BB), DM+C2 (CGT 40 mg/kg BB), DM+C3 (CGT 60
mg/kg BB).
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Berdasarkan hasil uji statistik perlakuan CGT GMB-4 pada semua dosis 20, 40
dan 60 mg/kgBB efektif meningkatkan ekspresi CXCR4 di aorta dibandingkan
kelompok tikus diabetes melitus dengan nilai signifikan 0.000 p<0,05.

Hasil Pemeriksaan Imunohistokimia Ekspresi SDF1-a dan CXCR-4 pada aotra
tikus strain winstar dengan diabetes melitus Tipe 2

@ ¥

GAMBAR9.4

Ekspresi SDF-1 (deret kiri) dan CXCR4 (deret kanan) pada Aorta strain winstar dengan diabetes
melitus Tipe 2 yang di beri perlakuan catechins green tea GMB-4 dengan pemeriksaan
Imunohistokimia.

Keterangan: A,B Kontrol Negatif (N); C dan D Kontrol Positif (DM); E dan F Perlakuan | (DM +
CGT-GMB-4 20mg/kgBB); G dan H perlakuan Il (DM + CGT-GMB-4 40mg/kgBB); | dan J Perlakuan
Il (DM + CGT-GMB-4 60mg/kgBB)

9.5.2 Pembahasan

a. Pemberian catechins green tea GMB-4 sebagai antioxidan dapat
meningkatan kadar SDF-1 pada tikus strain winstar dengan diabetes
melitus tipe 2
Berdasarkan uji anova satu arah diketahui bahwa pemberian catechins green
tea GMB-4 secara signifikan dapat berpengaruh terhadap kadar SDF-1a pada
plasma dengan pemeriksaan Assay Elisa Kit (p=0,05). Berdasarkan hasil analisis
Post hoc test diketahui bahwa CGT-GMB-4 secara signifikan dapat meningkatkan
Kadar SDF-1a plasma. Pemberian CGT-GMB-4 pada dosis 20 mg/kg BB tidak
signifikan meningkatkan kadar SDF-1a plasma dibanding kontrol. Sedangkan
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pemberian CGT-GMB-4 pada dosis 40 dan 60 mg/kg BB secara signifikan
meningkatkan kadar SDF-1a plasma dibanding kontrol.

SDF-1a merupakan kemokin yang berperan dalam mobilisasi EPC dari
bone marrow. Salah satu reseptor yang berperan dalam mobilisasi EPC adalah
CXCR-4 atau reseptor SDF-1 a (Fang et al., 2010). Mobilisasi EPC dari bone
marrow terjadi karena meningkatnya kadar SDF-1, repeptor CXCR-4, PIGF, VEGF
serta peningkatan kadar MMP-9 dalam serum (Heissig et al., 2002). Kondisi
iskemia diyakini mempengaruhi peningkatan kadar SDF1, yang akan memicu
mobilisasi dan sirkulasi progenitor sel dari bone marrow melalui mekanisme
peningkatan aktivasi MMP-9 (Shintani et al., 2002). Kemokin SDF-1a dapat
meningkatkan migrasi sel progenitor dari bone marrow (Wright et al., 2002).
Kadar SDF-1a yang meningkat dapat menyebabkan gradien konsentrasi
sehingga mempertahankan progenitor sel (Sweeney et al, 2002).

Penggunaan antioksidan catechine green tea dapat menghambat respon
pembentukan ROS dilihat dengan penurunan kadar superoxide dismutase
(SOD), mengurangi stres oksidasi pada kondisi diabetes melitus serta dapat
meningkatkan ekspresi SDF-1a pada sirkulasi. SDF-1a yang berikatan
dengan reseptor CXCR4 pada permukaan sel menyebabkan sinyal yang dapat
meningkatkan mobilisasi EPC dari bone marrow dan mempengaruhi homing EPC
pada sel yang injuri (Lapidot et al, 2001 dan Wright at al, 2002). Penggunaan
antioksidan catechine green tea dapat menghambat respon pembentukan ROS
dilihat dengan penurunan kadar superoxide dismutase (SOD), mengurangi stres
oksidasi pada kondisi diabetes melitus serta dapat meningkatkan ekspresi SDF-
la pada sirkulasi. Ikatan antara SDF-1a dan CXCR4 menghasilkan peningkatan
interaksi kadar Ca%+ pada sitoplasmik dan fosforilasi P13 kinase serta protein
kinase lainnya seperti Akt, MEK/ERK dan Janus Kinase (JAK)-2 (Walter et al.,
2005). Aktivasi protein kinase Akt menyebabkan upregulasi aktivitas eNOS
sehingga meningkatkan ekspresi eNOS dan fosforilasi dimana eNOS merupakan
enzim yang mengkatalisa prosuksi Nitric Oxide (NO). NO merupakan molekul
sinyal untuk proteksi vaskuler dan perbaikan vaskuler (Kuhlmann et al., 2005).

Pada penelitian ini dengan menggunakan hewan coba tikus strain winstar
dengan diabetes melitus Tipe 2 yang di berikan catechins GMB-4 dapat
meningkatkan kadar SDF-1a pada pemeriksaan serum, selain itu peningkatan
aktivasi SDF-1a juga dapat dilihat dari pemeriksaan aorta tikus. Catechins green
Tea GMB-4 pada dosis 40 dan 60 mg/kg BB dapat meningkatkan kadar SDF-1a
pada plasma dan ekspresi SDF-1a pada aorta tikus DM, dimana pada dosis ini
flavanoid yang terdapat dalam catechins green tea GMB-4 dapat menghambat
pembentukan peroksidasi lipid pada tahap inisiasi dengan berperan sebagai
scavenger (peredam) terhadap radikal bebas oksigen reaktif (02 %) maupun
radikal hidroksil (OH?). Cara kerjanya dengan memberikan donor atom H
kepada radikal peroksil membentuk radikal flavanoid dan akan bereaksi dengan
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oksigen reaktif (superoksida) sehingga menjadi netral. Dengan reaksi tersebut,
reaksi berantai (Nagao.et al,2005).

Kemampuan Catechins Green Tea sebagai scavenging radikal bebas
dihubungkan dengan adanya reduksi satu electron potensial (£°) dimana reaktif
sebagai antioksidan yang mendonorkan satu atom hidrogen supaya terjadi
kondisi yang normal. Berkurangnaya E° mengindikasikan adanya kekurangan
energiyang diperlukan hydrogen atau donor elektron dan merupakan salah satu
faktor yang menentukan aktivitas antioksidan. Catechins Green Tea mempunyai
elektron potensial (E°) seperti halnya a-tocopherol (vitamin E), tetapi lebih
tinggi dibanding dengan ascorbate (vitamin C) (Javanavic et al, 1997).

Pemberian CGT-GMB4 melalui mekanisme peningkatan ekspresi SDF-1a
dapat menstimulasi mobilisasi EPC dan EPC homing untuk proses perbaikan
vaskuler. Stimulasi jalur sinyal PI3 Kinase/Akt akan mengaktivasi reseptor
CXCR4. Selanjutnya kemokin SDF-1a berikatan dengan G-protein reseptor
membran CXCR4 menyebaban upregulasi dan mengaktifasi MMP-9 dan
eNOS. eNOS merupakan katalisis yang mensintesis NO, dimana NO potensial
menyebabkan migrasi EPC. MMP-9 mendegradasi matrik ektraselluler sehingga
menyebabkan migrasi sel EPC dari bone marrow. Aktivasi Akt juga menghambat
terjadinya apoptosis.

b. Pemberian catechins green tea GMB-4 sebagai antioxidan dapat
@ meningkatan ekspresi CXCR-4 pada tikus strain winstar dengan diabetes @

melitus tipe 2
Berdasarkan uji anova satu arah diketahui bahwa pemberian catechins green
tea GMB-4 secara signifikan dapat berpengaruh terhadap ekspresi CXCR4
pada aorta dengan pemeriksaan Imunohistokimia dengan signifikan (p=0,00).
Setelah dilakukan uji lanjut post hoc test diketahui bahwa CGT-GMB-4 secara
signifikan dapat meningkatkan ekspresi CXCR4 pada aorta pada dosis 20,40,60
mg/kg BB aorta dibanding kontrol.

Kemokin dan reseptor SDF-1a berperan juga dalam migrasi EPC dan
diferensiasi. CXCR4 adalah reseptor kemokin SDF-1a berperan penting
dalam remodeling vaskuler (Schober A, 2008). SDF-1a adalah kemokin yang
bertanggung jawab untuk mobilisasi EPC dan juga beperan dalam perekrutan
EPC dari bone marrow pada kondisi hipoksia melalui reseptor CXCR4 (Spinetti,
etal., 2008). SDF-1a menginduksi migrasi EPC secara invitro (Jujo et al., 2010)
dan ikatan antara reseptor CXC-kemokin (CXCR4) dengan SDF-1a diyakini
meningkatkan mobilisasi EPC. SDF-1a juga meregulasi proliferasi EPC dan
ketahanan hidup dari EPC. SDF-1a dan CXCR4 merupakan kunci regulasi
mobilisasi dan rekruitmen EPC ( Jujo et al., 2010). Overekspresi dari SDF-1
dapat meningkatkan stem sel homing pasca iskemia jaringan (Urbich et al,
2004). EPC diyakini dapat memperbaiki integritas endotel yang monolayer
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Bab 9:

dengan menempati bagian-bagian endotel yang cedera atau disfungsi (Urbich
etal,2004).

Peningkatan rekrutmen EPC ini dipengaruhi oleh kemokin CXCR4 dapat
meningkatkan migrasi EPC dari bone marrow dengan peningkatan ekspresi VEGF
dan TGF-f. Dengan teridentifikasinya kemokin CCL5/CCRS5 diyakini merupakan
molekul target yang mempengaruhi neovaskularisasi pada perbaikan jaringan.
Keadaan yang mempengaruhi ekspresi SDF-1a dapat menyebabkan penurunan
kadar SDF-1q, sehingga dapat menyebabkan penurunan mobilisasi EPC dari
bone marrow (Schober et al., 2003 dan Zernecke at al.,, 2005).

Mekanisme peningkatan ekspresi SDF-1a yang dapat menstimulasi
mobilisasi EPC dan EPC homing untuk proses perbaikan vaskuler. Stimulasi
jalur sinyal PI3 Kinase/Akt akan mengaktivasi reseptor CXCR4. Selanjutnya
kemokin SDF-1a berikatan dengan G-protein reseptor membran CXCR4
menyebaban upregulasi dan mengaktifasi MMP-9 dan eNOS. eNOS merupakan
katalisis yang mensintesis NO, dimana NO potensial menyebabkan migrasi EPC.
MMP-9 mendegradasi matrik ektraselluler sehingga menyebabkan migrasi sel
EPC dari bone marrow. Aktivasi Akt juga menghambat terjadinya apoptosis.
Reaksi ini akan mempromosikan migrasi sel EPC dari bone marrow selanjutkan
akan bermigrasi ke sirkulasi. EPC yang bersirkulasi akan homing pada daerah
yang mengalami iskemia oleh adanya stimulasi dari SDF-1a. EPCs berkontribusi
terhadap proses neovaskularisasi dimana secara langsung akan mempengaruhi
deferensiasi sel endotel dan secara tidak langsung mensuport sinyal protein
dan struktur enzym yang berperan dalam proses angiogenesis (Hong Yu et al,
2008).

Aorta dipilih sebagai organ yang diduga dapat mengekapresikan aktivasi
CXCR4, karena aorta merupakan pembuluh darah besar dalam tubuh dimana
pada kondisi injuri oleh karena peningkatan kadar glukosa dapat terjadi
disfungsi sehingga memicu mobilisasi EPC dari bone merrow untuk mengadakan
perbaikan. Pada penelitian yang dilakukan oleh Schober et al., 2003 pada
hewan coba tikus yang dibuat injuri pada bagian karotisnya, diketahui adanya
penigkatan ekspresi SDF-1a yang diamati setelah 24 jam, peningkatan SDF-
la terjadi selama adanya perubahan formasi dari neointima pada dinding
pembuluh darah. Aktivasi platelet juga dikelurkan bersamaan dengan adanya
SDF-1a setelah injuri vaskuler (Zermecke et al, 2005 dan Massberg et al, 2006).

Peningkatan sirkulasi SDF-1a merupakan efek dari perbedaan gradien
konsentrasi SDF-1a dalam darah dan SDF-1a di bone marrow (Schober et al.,
2003). Pada injuri arteri akan terjadi overekspresi SDF-1a yang merupakan
proses penting dalam perbaikan vaskuler. Pada penelitian yang dilakukan oleh
Zermecke et al, 2005 pada mencit ApoE -/- terjadi peningkatan kadar SDF-1a
setelah diberi perlakuan perlukaan ada arteri. Sehingga diyakini SDF-1a secara
tidak langsung mempengaruhi pengambilan EPC melalui reseptor CXCR4.
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9.6 Kesimpulan dan Saran

9.6.1 Kesimpulan

1. Pemberian CGT-GMB-4 pada dosis 40 dan 60 mg/kg BB secara signifikan
meningkatkan kadar SDF-1a plasma dibanding kontro dengan pemeriksaan
ELISA.

2. Pemberian catechins green tea GMB-4 secara signifikan dapat berpengaruh
terhadap ekspresi SDF-1a pada aorta dengan pemeriksaan Imunohistokimia
(p=0,000) pada dosis 20, 40, dan 60 mg/kg BB

3. Pemberian catechins green tea GMB-4 secara signifikan dapat berpengaruh
terhadap ekspresi CXCR4 pada aorta dengan pemeriksaan Imunohistokimia
dengan signifikan (p=0,00) pada dosis 20, 40, dan 60 mg/kg BB

9.6.1 Saran

CGT-GBM-4 dapat digunakan untuk perbaikan vaskuler pada kondisi
hiperglikemia diabetes melitus melalui aktivasi SDF-1a dan CXCR4, dan perlu
dilakukan penelitian lanjut pada tatanan klinik
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BAB 10

Efek Isolat Catechins dari Green Tea GMB-4
Terhadap Mobilisasi Endothelial Progenitor Cells
(EPC) Melalui Peningkatan CD 34 dan CD 133
pada Tikus Diabetes Melitus Tipe II

10.1 Abstrak

Diabetes melitus merupakan penyakit metabolik yang ditandai dengan
hiperglikemia. Hiperglikemia menyebabkan autooksidasi glukosa, glikasi protein,
aktivasi jalur metabolisme poliol yang dapat mempercepat terbentuknya senyawa
oksigen reaktif. Pembentukan senyawa oksigen reaktif dapat meningkatkan
modifikasi lipid, DNA dan protein sehingga dapat meningkatan produksi Reactive
Oxigen Species (ROS) yang merupakan awal terjadinya stres oksidasi. Stres Oksidasi
akan mengaktivasi faktor transkripsi NFkf yang dapat menginduksi peningkatan
ekspresi molekul adesin, peningkatan kemokin dan pengeluaran sitokin.

Pada fase akut diabetes melitus dapat menyebabkan kondisi stres oksidasi
dan inflamasi yang diakibatkan adanya hierglikemia sehingga memicu terjadinya
disfungsi endotel. Pada tahap ini tubuh akan melakukan kompensasi dengan
melakukan perbaikan endotel dengan mengekspresikan beberapa faktor yang
berperan dalam perbaikan endotel melalui peningkatan mobilisasi EPC dari bone
marrow. Faktor yang berperan dalam migrasi, mobilisasi dan EPC homing ke daerah
yang mengalami kerusakan vaskuler adalah Stromal cell-derived factor-1 (SDF-1a /
CXCR4), eNOS dan NO.
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SDF-1a merupakan kemokin yang beperan dalam meningkatkan kemotaksis EPC
pada daerah injuri vaskuler. Aktivasi SDF-1a dapat memediasi EPC homing melalui
peningkatan PI3 Kinase/Akt/eNOS pathway, sehingga EPC dapat berproliferasi dan
membentuk neovaskularisasi. Peningkatan jumlah EPC, migrasi, dan mobilisasi EPC
sehingga dapat memperbaiki jaringan dan vaskuler yang mengalami kerusakan
sehingga dapat mencegah komplikasi vaskuler lebih lanjut. Pada kondisi diabetes
melitus yang kronis ekspresi SDF-1a menurun sehingga mempengaruhi penurunan
mobilisasi EPC dari bone marrow. Kondisi ini akan menurunkan perbaikan vaskuler.
Penurunan perbaikan vaskuler dapat menyebabkan komplikasi diabetes melitus
dengan meninggkatnya faktor-faktor pertumbuhan vaskuler diantaranya VEGE, MMP-
9 yang akan mempengaruhi proses angiogenesis dan terjadi komplikasi diabetes
melitus seperti aterosklerosis, retinopati diabetes, dan penyakit kardiovaskuler
lainnya.

Hasil penelitian menunjukkan CGT-GMB4 signifikan berpengaruh terhadap
peningkatan mobilisasi EPC dilihat dari peningkatan aktivasi CD34 dan CD 133 pada
tikus strains wistar dengan DM tipe II. Berdasarkan uji anova satu arah diketahui
bahwa pemberian catechins green tea GMB-4 secara signifikan dapat berpengaruh
terhadap aktivasi CD133 dan CD 34 dengan pemeriksaan Flowcytometry (p=0,000).
Dilanjutkan uji post hoc test diketahui bahwa CGT-GMB-4 secara signifikan dapat
meningkatkan Aktivasi CD133 dan CD 34 pada dosis 40 dan 60 mg/kg BB dibanding
kontrol.

Penanganan disfungsi endotel dengan menggunakan antioksidan saat ini
merupakan pilihan karena antioksidan diyakini dapat memperbaiki disfungsi endotel.
Catechins Green tea mempunyai kandungann polyphenol dan flavonol mempunyai
efek sebagai antioksidan dimana berperan menghambat stres oksidasi pada endotel.

Kata Kunci: Diabetes Melitus, Disfungsi Endotel, Mobilisasi EPC, CD133, CD34

10.2 Latar Belakang

Disfungsi endotel merupakan kondisi dimana adanya ketidakseimbangan antara
vasokonstriksi dan vasodilatasi pada endotel pembuluh darah. Disfungsi endotel
dapat disebabkan oleh berbagai kondisi diantaranya adalah resistensi insulin, dan
hiperglikemia. Disfungsi endotel dapat terjadi karena adanya pembentukan senyawa
oksigen reaktif (ROS) sehingga dapat meningkatkan produksi radikal bebas, yang
merupakan awal terjadinya stres oksidatif yang berdampak pada komplikasi diabetes
melitus. Untuk itulah perlu adanya suatu penanganan kondisi disfungsi endotel
sebelum terjadi kerusakan lebih lanjut. Penanganan disfungsi endotel dengan
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menggunakan antioksidan saat ini merupakan pilihan karena antioksidan diyakini
dapat memperbaiki disfungsi endotel.

Pada fase akut diabetes melitus dapat menyebabkan kondisi stres oksidasi dan
inflamasi yang diakibatkan adanya hierglikemia sehingga memicu terjadinya disfungsi
endotel. Pada tahap ini tubuh akan melakukan kompensasi dengan melakukan
perbaikan endotel dengan mengekspresikan beberapa faktor yang berperan dalam
perbaikan endotel melalui peningkatan mobilisasi EPC dari bone marrow. Faktor
yang berperan dalam migrasi, mobilisasi dan EPC homing ke daerah yang mengalami
kerusakan vaskuler adalah Stromal cell-derived factor-1 (SDF-1a /CXCR4), eNOS dan
NO. SDF-1a merupakan kemokin yang beperan dalam meningkatkan kemotaksis EPC
pada daerah injuri vaskuler. Aktivasi SDF-1a dapat memediasi EPC homing melalui
peningkatan P13 Kinase/Akt/eNOS pathway, sehingga EPC dapat berproliferasi dan
membentuk neovaskularisasi. Peningkatan jumlah EPC, migrasi, mobilisasi dan
EPC homing dapat memperbaiki jaringan dan vaskuler yang mengalami kerusakan
sehingga dapat mencegah komplikasi vaskuler lebih lanjut. Pada kondisi diabetes
melitus yang kronis ekspresi SDF-1a menurun sehingga mempengaruhi penurunan
mobilisasi EPC dari bone marrow dan EPC homing. Kondisi ini akan menurunkan
perbaikan vaskuler. Penurunan perbaikan vaskuler dapat menyebabkan komplikasi
diabetes melitus dengan meninggkatnya faktor-faktor pertumbuhan vaskuler
diantaranya VEGE MMP-9 yang akan mempengaruhi proses angiogenesis dan terjadi
komplikasi diabetes melitus seperti aterosklerosis, retinopati diabetes, dan penyakit
kardiovaskuler lainnya.

EPC merupakan sel-sel yang memiliki kemampuan untuk membelah dan
berdiferensiasi menjadi sel-sel endotel. EPC merupakan bagian dari sel induk yang
bersifat lebih matang dan unipoten. Secara klinis, EPC dapat memperbaiki kondisi-
kondisi penyakit yang diawali dengan kerusakan sel-sel endotel, baik secara anatomis/
struktural maupun fungsional, melalui mekanisme neovaskularisasi (Carmen, et al.,
2012). Pada pasien dengan diabetes melitus tipe [ dan Il dapat mengalami penurunan
jumlah EPC (Tepper et al., 2002). Diketahui EPC yang dilihat dari pasien dengan
diabetes melitus mengalami kerusakan secara fungsinya dalam melakukan adesi,
proliferasi dan tubulisasi. Tidak terkontrolnya peningkatan kadar glukosa dalam
plasma menyebabkan peningkatan kadar glikasi hemoglobin dan peningkatan kadar
glukosa plasma secara bebas yang berkorelasi terhadap penurunan jumlah EPC (
Tepper et al., 2002)

Pada pasien dengan diabetes melitus tipe [ dan Il dapat mengalami penurunan
jumlah EPC (Tepper et al., 2002). Diketahui EPC yang dilihat dari pasien dengan
diabetes melitus mengalami kerusakan secara fungsinya dalam melakukan adesi,
proliferasi dan tubulisasi. Tidak terkontrolnya peningkatan kadar glukosa dalam
plasma menyebabkan peningkatan kadar glikasi hemoglobin dan peningkatan kadar
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glukosa plasma secara bebas yang berkorelasi terhadap penurunan jumlah EPC (
Tepper et al, 2002)

Pada kondisi diabetes melitus kronik, pasien akan mengalami disfungsi endotel
akibat adanya ketidakseimbangan perbaikan dan kerusakan endotel. Akibatnya akan
terjadi peningkatan produksi ROS yang dapat meningkatkan pelepasan eNOS dan
berakibat terjadi penurunan produksi NO. Kondisi ini akan menyebabkan penurunan
mobilitas EPC dari bone marrow dan penurunan kapasitas adesi, integrasi endotel
serta proliferasi dari sel endotel (Cubbon et al., 2007). Pada kondisi hiperglikemia
yang terus menerus dapat terjadi penurunan ekspresi SDF-1a sebagai kemokin yang
mempengaruhi mobilisasi EPC dari bone marrow. Penurunan ekspresi SDF-1a pada
diabetes melitus disebabkan menurunnya produksi NO sehingga akan berakibat
menurunkan rekrutiment dan homing EPC dari sirkulasi ke daerah injuri vaskuler. EPC
pada pasien diabetes melitus fase kronis mengalami penurununan jika dibandingkan
pasien non diabetes sehingga dapat mengganggu proses neovaskularisasi dan
reendotelisai (Ark et al., 2012). Pada kondisi diabetes melitus fase kronis jumlah
dan mobilisasi EPC akan mengalami penurunan ( Hamed et al,, 2011).

10.3 Tujuan dan Manfaat Penelitian

10.3.1 Tujuan Penelitian

1. Membuktikan bahwa Pemberian catechins green tea GMB-4 sebagai antioxidan
dapat meningkatan kadar NO pada tikus strain winstar dengan diabetes melitus
Tipe I1.

2. Membuktikan bahwa Pemberian catechins green tea GMB-4 sebagai antioxidan
dapat meningkatan Jumlah EPC dilihat dari peningkatan antibodi CD 34 dan CD
133 pada tikus strain winstar dengan diabetes melitus Tipe II.

10.3.2 Manfaat Penelitian

a. Dengan mengidentifikasi factor yang mempengaruhi EPC Homing dapat
digunakan dalam menentukan target terapi pada penanganan disfungsi endotel
dan disfungsi EPC pada kasus Diabetes melitus dan kasus-kasus lain pada
kondisi yang sama.

b. Dengan mengetahui mekanisme Nitric Oxide sebagai factor yang mempengaruhi
EPC homing dan peningkatan jumlah EPC dapat digunakan untuk menentukan
target penanganan disfungsi endotel dan disfungsi EPC secara tepat pada
tatanan klinik.
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10.4 Metode Penelitian

Rancangan penelitian merupakan penelitian true eksperimental dengan
pendekatan post test only control group design. Secara invivo dengan menggunakan
hewan coba pada tikus Strain Wistar yang di bagi menjadi 5 kelompok. Kelompok
pertama adalah kontrol negatif tikus non diabet tanpa perlakuan, Kelompok 2
merupakan kontrol positif dimana Tikus dibuat diabet dengan diinjeksi Streptozotocin
(STZ). Kelompok 3 merupakan Tikus diabet dengan perlakuan catechin green tea
GMB-4 20 mg/kg, Kelompok 4 merupakan Tikus diabet dengan perlakuan catechin
green tea GMB-4 40 mg/kgBB dan Kelompok 5 merupakan Tikus diabet dengan
perlakuan catechin green tea GMB-4 60 mg/kgBB.

10.4.1 Prosedur Pengukuran NO

Pengukuran kadar Nitric Oxide dengan menggunakan colorimetric assay (R&D).
Pengukuran kadar NO menggunakan bahan dari serum. (Widiastuti, 2010):
1. Siapkan spesimen serum yang akan diperiksa
Tambahkan 200pL buffer reaksi (1x) ke well blangko
Tambahkan 50pL buffer reaksi ke lubang-lubang wells untuk standart nol
Tambahkan 50pL Nitrit standart atau sampel ke wells lainnya
Tambahkan 50 buffer reaksi (1x) ke semua wells sampel dan standart
Tambahkan 50puL reagen Griess I ke tiap wells blangko
Tambahkan 50pL reagen Griess II ke tiap wellskecuali wells blangko
Campurkan dengan menggoyang plate dengan perlaha
Inkubasi selama 10 menit pada suhu ruang
9. Tentukan optical density (OD) dari tiap well menggunakan microplate reader
set pada 540 nm

Nk W

®©

10.4.2 Prosedur Identifikasi EPC pada Hewan Coba
Isolasi EPC

Sebanyak 2,5 CC phosfat Buffer Salin (PBS) dicampur dengan 2,5 CC darah
(1:1) pada tabung sentrifuge 15 mL dengan tujuan untuk mempertahankan pH.
Setelah itu dihomogenkan. Campuran sampel darah dan dengan PBS kemudian
dilapiskan secara hati-hati (lewat diding tabung) ke dalam tabung sentrifuge 15 mL
yang telah berisi Lymphocyte Separation Medium (LSM) sebanyak 2,5 cc. Campurkan
disentrofugasi dengan kecepatan 1600 rpm selama 30 menit dengan posisi brake
off. Setelah disentrifuasi akan terbentuk 4 lapisan yaitu berturut-turut eritrosit,
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granulosit (PMN), ficoll hypaque, cincin buffy coat (limfosit dan monosit), plasma,
dan PBS. Lalu mengambil cincin buffy coad dengan hati-hati dan memindahkannya
ke dalam tabung baru. Sel dicuci dengan PBS dan disentrifugasi dengankecepatan
1300 rpm selama 10 menit. Proses pencusian diulang 2-3 kali. Setelah itu membuang
supernatan dan mengambil palletnya yang merupakan PBMC terisolasi ( Laksmi et
al, 2012).

10.4.3 Prosedur Deteksi EPC dengan Flow Cytometry

Preparasi Sampel:
1. Ambil 1 ml darah tampung dalam flacon
2. Inkubasi selama 5 menit pada suhu ruangan
3. Sentrifuse selama 5 menit dengan kecepatan 2000 RPM
4. Ambil supernatannya. Selanjutnya tambakan 50 ml PBS pada pelet, ambil sedikit
sampel untuk dihitung jumlah selnya.
5. Lakukan sentrifuse lagi selama 5 menit dengan kecepatan 2000 RPM
6. Aspirasi supernatannya

Dalam usaha mengidentifikasi EPC homing, peneliti mencoba mencari
marker antigen yang spesifik untuk EPC dengan menggunakan Flowcytometry. EPC
mengekspresikan marker antigen CD34 (Biolegend, USA) dan CD133 (Biolegend,USA).
Cara pemeriksaan EPC sebagai berikut: Membuat Cell Staining Buffer, yang isinya
adalah Fetal Bufine Serum (FBS) 2% dalam PBS dan mencampurkan dengan antibody
CD 34 (1:10)dan CD 133 (1:10). Enceran antibody dimasukkan dalam pipet sebanyak
50 pL, dicampurkan kedalam palate PBMC. Setelah itu diinkubasi selama 20-30 menit
tanpa cahaya dan suhu 4°C. Selanjutnya diinkubasi, dan ditambahkan 300-400 pL
dan dipindahkan ke dalam tube 5 mL dan dibaca pada flowcytometry (Setiawan, et
al, 2013).

Untuk menganalisa perbedaan masing-masing perlakuan dilakukan dengan
menggunakan uji statistik Anova dan Uji Same (path analisis). Masing-masing
sampel perlakuan dibandingkan dengan kontrol dan di pengaruhnya antar variabel.
Dengan menggunakan tingkat signifikansi 0,05. Sebelum dilakukan uji statistik
Anova dilakukan uji homogenitas untuk mengetahui homogenitas data. Bila hasil
uji homogenitas P> 0,05 berarti dapat dilanjutkan uji Anova.
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10.5 Hasil dan Pembahasan
10.5.1 Hasil Penelitian

a. Pengaruh perlakuan catechins green tea GMB-4 terhadap Kadar Nitric

Oxide (NO) pada plasma tikus strain winstar dengan diabetes melitus tipe
2 dengan analisa menggunakan Colorymetry

Berdasarkan uji Kolmogorov-Smirnov diketahui bahwa data kadar NO dengan
pemeriksaan Colorymetry secara signifikan terbukti berdidtribusi normal ( P=
0,745). Berdasarkan uji anova satu arah diketahui bahwa pemberian catechins
green tea GMB-4 secara signifikan dapat berpengaruh terhadap kadar NO pada
plasma dengan pemeriksaan Colorymetry (p=0,000). Adapun hasil uji lanjut
analisis ini dengan Post Hoc Tests ditampilkan pada tabel dan gambar berikut:

Tabel 10.1
Kadar Nitric oxide (NO) plasma pada tikus strain winstar dengan diabetes melitus tipe 2
yang di berikan perlakuan catechins green tea GMB-4

No Perlakuan Mean kadar NO (uML) + Standart Deviasi (SD)
1 Kontrol Negatif (N) 311,9500+47,52420°

2 Kontrol Positif (DM) 556,8250+12,91701°

3. DM+C1 221,7250+48,86753¢

4 DM+C2 344,0500+14,91342°

5. DM+C3 480,5250+56,63099"

Catatan: Notasi yang berbeda menunjukkan perbedaan pengaruh yang signifikan

*

— |
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CGT-GMB4

Mean NO (puML)

Gambar 10.1

Diagram kadar NO (uM). Perlakuan CGT GMB-4 pada dosis 20 dan 40 mg/kgBB secara
bermakna meningkatkan kadar NO dibanding kelompok kontrol DM Keterangan: C (control),
DM, DM+C1 (CGT 20 mg/kg BB), DM+C2 (CGT 40 mg/kg BB), DM+C3 (CGT 60 mg/kg BB).
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Berdasarkan hasil analisis uji statistik one way Anova, perlakuan CGT GMB-4
pada dosis 20 dan 40 mg/kg BB efektif meningkatkan kadar NO pada tikus DM tipe
2 dengan nilai signifikan 0.00 p<0.05. Sedangkan pada dosis 60 mg/kg BB tidak
menunjukkan perbedaan bermakna dibandingkan dengan kelompok kontrol DM.

b. Pengaruh Pemberian catechins green tea GMB-4 terhadap mobilisasi EPC
dilihat dari peningkatan ekspresi CD 34 dan CD 133 pada tikus strain winstar
dengan diabetes melitus tipe 2 dengan menggunakan Flowcytometry
Berdasarkan uji Kolmogorov-Smirnov diketahui bahwa data CD34 dengan
pemeriksaan Flowcytometry secara signifikan terbukti berdistribusi normal (
P=0,577). Berdasarkan uji anova satu arah diketahui bahwa pemberian catechins
green tea GMB-4 secara signifikan dapat berpengaruh terhadap aktivasi CD 34
dengan pemeriksaan flowcytometry (p=0,005). Adapun hasil uji lanjut analisis
ini dengan Post Hoc Tests ditampilkan pada tabel dan gambar berikut:

Tabel 10.2
Ekspresi CD34* pada tikus strain winstar dengan diabetes melitus tipe 2 yang di berikan
perlakuan catechins green tea GMB-4

No Perlakuan Mean (%) + Standart Deviasi
1. Kontrol Negatif (N) 1,4075+0,51874*
2 Kontrol Positif (DM) 0,2900+0,01414°
@ 3. DM+C1 0,8475+0,377775%® @
4 DM+C2 0,9150+0,15674%
5. DM+C3 1,2075+0,421029*

Catatan: Notasi yang berbeda menunjukkan perbedaan pengaruh yang signifikan

DM

=
[ om+c1
[ omec2
|

DM+C3

Mean CD34+ (%)

CGT-GMB4
Gambar 10.2
Diagram batang rerata CD34*. Perlakuan CGT GMB-4 pada dosis 60 mg/kgBB secara
bermakna meningkatkan mobilisasi EPC dengan molekul penanda CD34* dibanding
kelompok kontrol DM Keterangan: C (control), DM, DM+C1 (CGT 20 mg/kg BB), DM+C2
(CGT 40 mg/kg BB), DM+C3 (CGT 60 mg/kg BB).
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Berdasarkan hasil uji statistik perlakuan CGT GMB-4 pada dosis 60 mg/
kgBB efektif meningkatkan mobilisasi EPC dengan molekul penanda CD34*
dibandingkan kelompok tikus diabetes melitus dengan nilai signifikan 0.015
p< 0,05. Sedangkan pada dosis 20 dan 40 mg/kgBB tidak terdapat perbedaan
bermakna dengan kelompok DM.

Berdasarkan uji Kolmogorov-Smirnov diketahui bahwa data CD133 dengan
pemeriksaan Flowcytometry secara signifikan terbukti berdistribusi normal ( P=
0,970). Berdasarkan uji anova satu arah diketahui bahwa pemberian catechins
green tea GMB-4 secara signifikan dapat berpengaruh terhadap aktivasi CD133
dengan pemeriksaan Flowcytometry (p=0,000). Adapun hasil uji lanjut analisis
ini dengan Post Hoc Tests ditampilkan pada tabel dan gambar berikut:

Tabel 10.3
Ekspresi CD133* pada tikus strain winstar dengan diabetes melitus tipe 2 yang di berikan
perlakuan catechins green tea GMB-4

No Perlakuan Mean (%) + Standart Deviasi
1 Kontrol Negatif (N) 0,3400+0,11195*

2 Kontrol Positif (DM) 0,0800+0,04082°

3. DM+C1 0,2275+0,14431%®

4 DM+C2 0,4625+0,14315*

5. DM+C3 0,5300+0,19283%*

Catatan: Notasi yang berbeda menunjukkan perbedaan pengaruh yang signifikan
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Gambar 10.3

Diagram batang rata-rata CD133*. Perlakuan CGT GMB-4 pada dosis 40 dan 60 mg/
kgBB secara bermakna meningkatkan mobilisasi EPC dengan molekul penanda CD133*
dibanding kelompok kontrol DM Keterangan: C (control), DM, DM+C1 (CGT 20 mg/kg BB),
DM+C2 (CGT 40 mg/kg BB), DM+C3 (CGT 60 mg/kg BB).
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Berdasarkan hasil uji statistik perlakuan CGT GMB-4 pada dosis 40 dan
60 mg/kgBB efektif meningkatkan mobilisasi EPC dengan molekul penanda
CD133* dibandingkan kelompok tikus diabetes melitus dengan nilai signifikan
0.002 dan 0.000 p< 0,05. Sedangkan pada dosis 20 mg/kgBB tidak terdapat
perbedaan bermakna dengan kelompok DM.

Berdasarkan hasil analisis di atas diketahui bahwa CGT-GMB-4 secara signifikan
dapat meningkatkan Aktivasi CD133 dengan pemeriksaan flowcytometry. Pemberian
CGT-GMB-4 pada dosis 40 dan 60 mg/kg BB secara signifikan meningkatkan aktivasi
CD34 dibanding kontrol. Sedangkan pemberian CGT-GMB-4 pada dosis 20 mg/kg BB
tidak signifikan meningkatkan aktivasi CD34 dibanding control.

Hasil Pemeriksaan Flowcytometry kadar CD34 dan CD133 pada tikus strain
winstar dengan diabetes melitus tipe 2 yang di beri perlakuan catechins green
tea GMB-4.

Drata 004 Duata. 004

1000
L
w04

10°

D34 PE

(=0 1000

Sample ID: NEG=1

Quad  Events %% Gated % Total

UL a2 0.68 0.07
uR a 0.03 0.00
LL Ba90 BE.85 10.41
LR 40 044 0.05

GAMBAR 10.4

Hasil Pemeriksaan Flowcytometry kadar CD34 dan CD133 pada kontrol negatif. Kontrol Negatif
dengan nilai UL (Upper Leaf) % Total CD 34 (0,07), nilai LR (Lower Right) % total CD 133 (0,05)
dan nilai UR (Upper Right) % Total Doubel Positif (0,00)
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Drata D08 - Data. 008

Sample ID: POS-1

Quad Events % Gated % Total

U 28 0.30 0.15
R 1 .o 0.0
L Ba14 29.65 50.69
LR 4 0.04 o.02

GAMBAR 10.5

Hasil Pemeriksaan Flowcytometry kadar CD34 dan CD133 kontrol positif. Kontrol Positif dengan
nilai UL (Upper Leaf) % Total CD 34 (0,15), nilai LR (Lower Right) % total CD 133 (0,02) dan nilai
UR (Upper Leaf) % Total Doubel Positif (0,01)

Data DO Dats. 009

Sampile ID: P1.1

Cwad Events % Gated % Total

[N a7 060 0.25
uR 1 001 0.00
LL 8350 9918 40.76
LR 19 °.20 0.08

GAMBAR 10.6
Hasil Pemeriksaan Flowcytometry kadar CD34 dan CD133. Perlakuan | dengan nilai UL (Upper

Leaf) % Total CD 34 (0,25), nilai LR (Lower Right) % total CD 133 (0,06) dan nilai UR (Upper Leaf)
% Total Doubel Positif (0,00).
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Sample ID; P2.2
Quad Events 2% Gated % Total
[N [ 052  0.15
1] 1 oo 0.00
LL 6353 9098 28.48
LR 7 007 002
GAMBAR 10.7

Hasil Pemeriksaan Flowcytometry kadar CD34 dan CD133 Perlakuan Il. Perlakuan Il dengan nilai
UL (Upper Leaf) % Total CD 34 (0,15), nilai LR (Lower Right) % total CD 133 (0,02) dan nilai UR
(Upper Leaf) % Total Doubel Positif (0,00)

Drata 016 - Diata.018

Sample ID; P3.4

Quad__Ewents % Gated % Total

uL 156 1.64 0.28
R a3 0.03 0.01
LL 298 97.98 1645
LR aa 0.35 0.08

GAMBAR 10.8

Hasil Pemeriksaan Flowcytometry kadar CD34 dan CD133 Perlakuan lll. Perlakuan lll dengan
nilai UL (Upper Leaf) % Total CD 34 (0,28), nilai LR (Lower Right) % total CD 133 (0,06) dan nilai
UR (Upper Leaf) % Total Doubel Positif (0,01)

Dari hasil pemeriksaan flowcytometry terdeteksi aktivasi CD 34 yang menandai
adanya mobilisasi EPC pada tikus DM tipe II yang di berikan perlakuan dengan
Catechins GMB-4. Dari hasil uji statistik perlakuan dengan Catechins GMB-4 terhadap
aktivasi CD 34 () p= 0,005 dan CD 133 secara signifikan dapat (p=0,000). Dilanjutkan
uji post hoc test diketahui bahwa CGT-GMB-4 secara signifikan dapat meningkatkan
Aktivasi CD133 dan CD 34 pada dosis 40 dan 60 mg/kg BB dibanding kontrol.
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10.5.2 Pembahasan

a. Pemberian catechins green tea GMB-4 sebagai antioxidan dapat

meningkatan kadar NO pada tikus strain winstar dengan diabetes melitus
tipe 2

Berdasarkan uji anova satu arah diketahui bahwa pemberian catechins green
tea GMB-4 secara signifikan dapat berpengaruh terhadap kadar NO pada
plasma dengan pemeriksaan Colorymetry (p=0,000). Setelah di lakukan uji
lanjut dengan post hoc test diketahui bahwa CGT-GMB-4 secara signifikan dapat
meningkatkan kadar NO pada dosis 20 dan 40 mg/kg BB secara signifikan
dibanding control.

Nitric oxide (NO merupakan radikal aktif yang mempunyai sifat tidak stabil,
yang disintesis dalam endotel vaskuler oleh Endothelial nitric oxide synthase
(eNOS) dan bioavailabilitasnya tergantung adanya keseimbangan antara
produksi dan inaktivasinya (Hamed et al., 2010). eNOS sebagai produksi nitric
oxide (NO) berperan penting dalam reendotelisasi terutama pada maturasi
endothelial cells dan neovasculogenesis pada EPCs (Wagiel et al, 2010).
Penelitian dengan menggunakan hewan coba tikus, menunjukkan bahwa pada
kondisi defisiensi nitric oxide synthase (NOS3 */-), setelah pemberian progenitor
cells secara infus intravena pada sel endotel, dapat menstimulasi VEGF dan
memobilisasi EPC. Sehingga menghasilkan neovaskularisasi, ini menjelaskan
bahwa nitric oxide (NO) berperan dalam mobilisasi sirkulasi progenitor cells (
Thum T et al., 2007).

Migrasi EPC meningkat setelah pemberian donor NO pada pasien dengan
diabetes melitus tipe 2 (Hong Li et al., 2012). Pada penelitian yang dilakukan
oleh Gallagher et al, 2007 diketahui mekanisme ketergantungan NO dapat
meningkatkan EPC homing pada proses penyembuhan luka tikus diabetes
melitus yang dilakukan perlakuan dengan pemberian SDF-1a. Penghambatan
oksidasi NADPH juga dapat meningkatkan bioavailability NO sehingga terjadi
proses reendotelisasi dan peningkatan kapasitas EPC pada pasien diabetes
(Sorrentino et al., 2007). Fungsi EPC diregulasi oleh NO. Produksi NO meningkat
dengan adanya peningkatan ekspresi eNOS. Diketahui bahwa ekspresi eNOS
dapat meningkatkan produksi growth hormone (GH) dan insulin-like growth
factor 1 (IGF) sehingga dapat meningkatkan aktivitas sel endotel dan dapat
meningkatkan migrasi EPC secara invitro (Fleissner et al, 2011, Thum et al.,
2003 dan Thum et al, 2007).

Pada penelitian ini menunjukkan peningkatan kadar NO pada serum
tikus DM tipe II setelah pemberian CGT-GMB4, dimana padaa kondisi diabetes
melitus terjadi penurunan produksi NO. Dimana telah banyak di buktikan
bahwa NO yang disintesis oleh eNOS berperan penting sebagai regulator migrasi
sel endotel dan angiogenesis. NO diketahui dapat meregulasi positif jalur
signaling VEGF /VEGFR-2. VEGFR-2 yang teraktivasi kemudian dapat memicu
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kaskade fosforilasi VE-cadherin pada residu tirosin yang dimediasi Src kinase.
Sekuestrasi VE-cadherin pada endosom selanjutnya merusak faktor adesi fokal,
memicu hilangnya kontak antar sel, meningkatkan permeabilitas vaskuler,
dan memicu migrasi sel endotel. Aktivasi VEGFR-2 juga memicu polimerisasi
aktin dan turnover faktor adesi fokal (vinculin,paxillin, dantalin) yang berperan
pada pembentukan stress fiber. Stress fiber ini yang memungkinkan terjadinya
kontraksi sel endotel dan membuat sel endotel mampu melakukan migrasi
(Lamalice et al, 2007; Schmidt et al, 2007).

Pada proses migrasi sel endotel, VEGF juga mengaktifkan jalur signaling
VEGFR-2/PI3K/Akt-PKB/eNOS, kemudian eNOS yang teraktivasi tersebut men-
sintesis NO (Williams et al, 2000; Lamalice et al, 2007). NO kemudian dapat
memodulasi angiogenesis melalui induksi ekspansi permukaan sel endotel
terkait vasodilatasi, yang memungkinkan terjadinya respon endotelium yang
lebih baik terhadap agen angiogenik dan pro-migrasi (Parenti et al, 1998;
Morales-Ruiz et al, 2000; Rousseau et al, 2000; Lamalice et al, 2007). Hambatan
produksi NO diketahui dapat mengganggu peran VEGF/VEGFR2 dalam migrasi
sel endotel (Morales-Ruiz et al, 2000; Lamalice et al, 2007).

Pada penelitian ini NO menurun pada perlakuan kontrol positif disebabkan
tingginya superoksid pada kondisi glukosa tinggi. Hal ini sejalan dengan
penelitian lain yang menunjukkan adanya penurunan NO dan peningkatan
superoksid yang signifikan pada endotel yang dipapar glukosa tinggi selama

@ 24 jam (Ding et al, 2004; Romero et al, 2008). Peningkatan superoksid tersebut @
terutama bersumber dari aktivasi NAD(P)H oksidase (Ding et al, 2004;
Srinivasan et al, 2004). NAD(P)H oksidase merupakan kompleks enzim terikat
membran yang dapat mengkatalisis reduksi satu elektron oksigen menjadi
anion superoksid saat melakukan oksidasi sitosolik NAD(P)H.

Pada penelitian pendahuluan (Pristiowati., et al,2014) telah dilakukan
perlakuan pemberian CGT-GMB4 pada kultur HUVEC yang di papar glukosa,
menunjukan adanya penurunan kadar NADPH dan peningkatan kadar NO secara
signifikan. Hal ini menunjukkan bahwa pemberian Catechin green tea GMB-
4 terjadi penurunan konsentrasi NADPH yang berarti terjadi penghambatan
oksidasi NADPH melalui mekanisme mengikat ion logam yang terlibt dalam
pembentukan spesies yang reaktif serta menghancurkan molekul yang rusak
akibat stres oksidasi. Pada proses ini catechins dapat berperan membantu
regulasi aktivitas oksidasi NADPH, mereduksi produksi O, dan memproteksi
NO dari perubahan peroxynitride (Scewe et al., 2008).

Pemberian antioksidan catechins green tea GMB-4 dibuktikan dapat
menghambat pelepasan NO dengan menekan ekspresi dan aktivitas enzim NOS.
Hal ini dibuktikan pada penelitian ini terjadi peningkatan konsentrasi Nitric
Oxide setelah pemberian perlakuan pada kultur Huvec dengan CGT GMB-4.
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Penelitian serupa dilakukan oleh Paquay et al., 2000 dengan menggunakan
EGCG dan catechins lainnya diketahui dapat menghambat induksi mRNA
dan aktivitas iNOS pada sel line setelah dipapar dengan LPS atau IFN-y.
Penghambatan transkripsi iNOS dapat dilihat pada ikatan NFk{3 sebagai
promoter terhadap dengan demikian akan menginaktivasi gene iNOS (Carmela
etal, 2007).

Catechins di duga juga bekerja pada jalur PI3K dengan cara menginduksi
eNOS untuk memproduksi NO dimana akan mengaktivasi guanylate cyclase
untuk memproduksi cyclic guanosine monophosphate dan menyebabkan
vasorelaksasi endotel dengan mengaktivasi jalur sinyal PI3K, protein kinase A
dan Akt-dependent (Lorenz et al.,2004).

. Pemberian catechins green tea GMB-4 sebagai antioxidan dapat

meningkatan Jumlah EPC dilihat dari peningkatan ekspresi CD 34 dan
CD 133 pada tikus strain winstar dengan diabetes melitus tipe 2

Berdasarkan uji anova satu arah diketahui bahwa pemberian catechins green
tea GMB-4 secara signifikan dapat berpengaruh terhadap aktivasi CD133 dan
CD 34 dengan pemeriksaan Flowcytometry (p=0,000). Dilanjutkan uji post hoc
test diketahui bahwa CGT-GMB-4 secara signifikan dapat meningkatkan Aktivasi
CD133 dan CD 34 pada dosis 40 dan 60 mg/kg BB dibanding kontrol.

Sirkulasi EPC dimulai setelah terbentuknya sel mononuclear darah tepi
yang memiliki antigen permukaan CD34, berasal dari sumsum tulang. Setelah
dari sumsum tulang sel akan masuk kedalam sirkulasi perifer. CD133 mulai
akan menghilang tapi CD34 dan VEGFR-2 masih tetap ada. Perkembangan
selanjutnya menjadi sel endotel, CD34 sudah menghilang, tinggal VEGFR-2 dan
mulai terekspresi VE-cadherin tidak terdeteksi pada permukaan sel endotel
vena umbilikalis manusia (Urbich et al, 2004)

EPC dipercaya dapat memberikan kontribusi secara klinis sebagai target
terapi yang potensial untuk regenerasi vaskuler (Chen et al, 2007). EPC
diketahui berperan dalam perbaikan vaskuler melalui dua cara. Pertama, dengan
berdiferensiasi menjadi sel endotel matur dalam vaskulogenesis. Kedua, melalui
aktivitas parakrin EPC, di mana EPC melepaskan berbagai faktor angiogenik
yang diperlukan untuk aktivasi sel endotel matur dalam angiogenesis (You et
al, 2006; Shantsila et al, 2007). Pada kondisi DM, komplikasi penyakit vaskuler
akibat gangguan angiogenesis serta menurunnya pembentukan kolateral pada
kondisi iskemia diketahui terkait dengan penurunan jumlah maupun fungsi EPC
(Tepperet al, 2002; Loomans et al, 2004; Thum et al, 2005; Fadiniet al, 2006).
Model kultur EPC dengan kondisi glukosa tinggi digunakan untuk simulasi
hiperglikemia klinis dalam evaluasi fungsi EPC in vitro. Konsentrasi glukosa pada
media normal sebesar 4,5-5 mM sebanding dengan kadar glukosa darah 80-89
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mg/dl, dan konsentrasi glukosa pada media sebesar 22 mM dalam penelitian ini
sesuai dengan kadar glukosa darah 400 mg/dL yang dapat terjadi pada pasien
DM tidak terkontrol(Chen et al, 2007; Zhang et al, 2008). Meskipun pemaparan
glukosa selama 24 jam tidak sesuai dengan patologi EPC pada pasien yang telah
menderita DM secara Kkronis, tetapi model in vitro ini dapat diterima dengan
tujuan untuk mempelajari mekanisme disfungsi EPC pada kondisi diabetes
(Shenouda et al, 2011).

Untuk mengamati fungsi EPC pada kondisi glukosa tinggi dalam angio-
genesis, dilakukan evaluasi kemampuan migrasi sel endotel matur setelah pem-
berian supernatan kultur EPC yang sebelumnya telah dipapar glukosa tinggi
selama 24 jam. EPC pada fungsi sel endotel matur, karena EPC melepaskan
berbagai mediator diantaranya NO yang kemudian larut dalam supernatan kultur
EPC.Hal ini dibuk-tikan dengan terukurnya metabolit stabil NO, yaitu nitrit dan
nitrat, pada super-natan EPC (Sun et al, 2003). Pada penelitian ini digunakan
kultur EPC usia 7 hari (late EPC), karena diketahui bahwa late EPC mampu
memproduksi NO lebih banyak dibandingkan early EPC. Hal ini dapat terjadi
karena late EPC mengeks-presikan VEGFR-2 lebih banyak dibandingkanearly
EPC (Hur et al, 2004). Pada penelitian ini dibuktikan bahwa pemaparan glukosa
tinggi selama 24 jam dapat secara bermakna menghambat kemampuan EPC
dalam menginduksi migrasi sel endotel, dan hal ini berhubungan dengan
penurunan NO EPC.

@ Telah banyak dibuktikan bahwa NO yang disintesis oleh eNOS berperan @
penting sebagai regulator migrasi sel endotel dan angiogenesis. NO diketahui
dapat meregulasi positifjalur signaling VEGF /VEGFR-2. VEGFR-2 yang teraktivasi
kemudian dapat memicu kaskade fosforilasi VE-cadherin pada residu tirosin
yang dimediasi Src kinase. Sekuestrasi VE-cadherin pada endosom selanjutnya
merusak faktor adesi fokal, memicu hilangnya kontak antar sel, meningkatkan
permeabilitas vaskuler, dan memicu migrasi sel endotel. Aktivasi VEGFR-2 juga
memicu polimerisasi aktin dan turnover faktor adesi fokal (vinculin,paxillin,
dantalin) yang berperan pada pembentukan stress fiber. Stress fiber ini yang
memungkinkan terjadinya kontraksi sel endotel dan membuat sel endotel
mampu melakukan migrasi (Lamalice et al, 2007; Schmidt et al, 2007).

Hasil akhir dari peran EPC dalam proses neovaskularisasi, secara
makroskopis adalah terbentuknya pembuluh darah kolateral pada jaringan
iskemik. Selain itu, EPC juga berperan dalam proses reendotelialisasi, yaitu
memperbaiki permukaan sel endotel yang rusak (Friedrich et al, 2006).

Secara fisiologi mobilisasi EPC signifikan dapat memperbaiki endotel.
Pada studi yang dilakukan pada aorta anjing, diketahui bahwa terjadi proses
reendotelisasi setelah 3 bulan pada daerah yang dibuat cedera dengan implan
dakron dengan diketahuinya terdapat koloni sel dengan marker CD34 (Paul et
al, 2003)
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Pada penelitian dengan manusia yang dipasang alat ada permukaan
ventrikel, akan tertutupi oleh sel hemopoitik immatur CD133 bersaman dengan
terekspresinya reseptor VEGF-2 (Paichev et al.,, 2000). EPC dapat menyebabkan
reendotelisasi pada endotel yang mengalami cedera (Werner et al., 2003).

Pada penelitian ini terbukti bahwa mobilisasi EPC meningkat dengan
dibuktikan adanya peningkatan kadar CD34 dan CD 133 yang merupakan
penanda dari keberadaan EPC pada saat mobilisasi untuk memulai proses
homing. Peningkatan jumlah EPC dalam sirkulasi sangat penting karena
berkorelasi positif dengan reendotelisasi dan neovaskularisasi yang
berhubungan dengan perbaikan vaskuler. Beberapa penelitian menunjukkan
bahwa adanya faktor pertumbuhan, bahan farmakologis dan latihan fisik dapat
meningkatkan jumlah EPC (Ruel et al, 2005).

Dengan adanya peningkatan kadar CD34 dan CD133 pada sirkulasi dapat
menunjukkan adanya peningkatan mobilisasi EPC sehingga dapat meningkatkan
proses reendotelisasi pada jaringan endotel dan pemperbaiki kerusakan endotel
akibat peningkatan glukosa pada diabetes melitus. "

10.6 Kesimpulan dan Saran

10.6.1 Kesimpulan

1. Pemberian catechins green tea GMB-4 secara signifikan dapat berpengaruh

terhadap kadar NO pada plasma dengan pemeriksaan Colorymetry (p=0,000).
Pada dosis 20 dan 40 mg/kg BB secara signifikan berpengaruh terhadap kadar
NO pada plasma dibanding control.

. Pemberian catechins green tea GMB-4 secara signifikan dapat berpengaruh

terhadap aktivasi CD133 dan CD 34 dengan pemeriksaan Flowcytometry
(p=0,000), pada dosis 40 dan 60 mg/kg BB berpengaruh secara signifikan
terhadap aktivasi CD133 dan CD 34 dibanding kontrol.

10.6.2 Saran

1. Bagi Peneliti Selanjutnya

Hasil penelitian ini dapat digunakan sebagai referensi bagi peneliti yang
berminat ingin meneliti tentang dampak pemberian Ekstrak Catechins Green
Tea GMB-4 terhadap peningkatan kadar Nitric Oxide dan penigkatan mobilisasi
EPC melalui aktivasi CD 133 dan CD 34 bisa dikembangkan pada tatanan klinis

. Bagi Institusi Pendidikan

Institusi pendidikan diharapkan dapat menggunakan hasil penelitian ini sebagai
masukan pembelajaran dalam penatalaksanaan peningkatan kadar Nitric Oxide
dan penigkatan mobilisasi EPC melalui aktivasi CD 133 dan CD 34 pada pasien
diabetes melitus.
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