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ABSTRACT

[ntroduction: Green tea is a popular beverage in the world. Besides its effect as antioxidant, the mayor
ingredients in green tea epigallocatechin-3-gallat (EGCG) and epigallocatechin (EGC), have effects as
immunomodulator. Objective: The aim of this study was to examine the role of EGCG and EGC towards
weight loss, leucocytes proliferation and histological features of colon in colitis mice induced by DSS.
Methods and Material: Eight groups (n=5) of Swiss Webster males were treated with aquadest; 2.5 % DSS in
drinking water; 0.3 mg EGCG; 0,6 mg EGCG; 1,2 mg EGCG; 0.02 mg EGC; 0.04 mg EGC; and 0.08 mg
EGC. After 14 days treatment, groups which were treated by EGCG or EGC were induced by 2.5 % DSS for 7
days. Weight loss was observed and all mice were humanly sacrificed on the 22" day, lymphocytes were
obtained from spleen, cultured, and the proliferation of, lymphocytes was measured using MTT assay method.
Colons were removed and subjected to histological analysis. Results: Results showed weight loss was
significantly observed in EGCG treated mice. 1,2 mg EGCG could also increase significantly T lymphocytes.
Besides, EGC showed insignificant result in increased both non-T leucocytes and T lymphocytes proliferation.
Colon histology was significantly improved in EGCG dose 0.6 mg treated mice.Conclusion: EGCG could
improve the weight loss and colon histological feature sand increase non-T leucocytes and T lymphocytes in
DSS induced-colitis mice.

Keywords: Ulcerative colitis, EGCG, EGC, leucocytes and lymphocytes proliferation, Dextran Sulfate Sodium
(DSS)
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ABSTRAK

Pendahuluan: Teh hijau merupakan minuman yang terkenal di dunia. Selain efeknya
sebagai antioksidan, kandungan terbanyak dalam teh hijau adalah epigallocatechin-3-galat
(EGCG) dan epigallocatechin (EGC), yang mempunyai efek sebagai immunomodulator.
Tujuan: Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui efek EGCG dan EGC terhadap
berat badan, proliferasi sel leukosit dan perubahan histopatologis dari jaringan kolon mencit
yang diinduksi kolitis dengan Dextran Sulphate Sodium (DSS). Metode: 8 kelompok (n=5)
tikus jantan Swiss Webster diberikan aquades; 2,5% DSS dalam air minum; 0,3 mg EGCG;
0,6 mg EGCG; 1,2 mg EGCG; 0,02 mg EGC, 0,04 mg EGC, 0,08 mg EGC. Sesudah 14 hari
perlakuan, kelompok yang diberi perlakuan EGCG dan EGC diinduksi dengan 2,5% DSS
selama 7 hari. Berat badan diukur dan seluruh mencit dikorbankan pada hari ke 22, leukosit
non-T dan limfosit T diperoleh dari limpa dan dilakukan pengukuran proliferasi sel leukosit
non-T dan limfosit T dengan metode MTT assay. Jaringan kolon diamati gambaran
histopatologi. Hasil: Didapatkan pengurangan derajat penurunan berat badan yang signifikan
pada hewan coba yang diinduksi kolitis pada pemberian EGCG. EGCG juga dapat
meningkatkan proliferasi leukosit non-T dan limfosit T. 1,2 mg EGCG dapat meningkatkan
proliferasi limfosit T secara signifikan. EGC memberikan hasil yang tidak signifikan dalam
proliferasi leukosit non-T dan limfosit T. Perbaikan histologi kolon yang signifikan pada
pemberian 0,6 mg EGCG dan 0,04 mg EGC. Simpulan: EGCG dapat meningkatkan berat
badan, memperbaiki gambaran histologi kolon dan meningkatkan proliferasi leukosit non-T
dan limfosit T pada mencit yang diinduksi kolitis dengan DSS.

Kata kunci: Ulcerative colitis, EGCG, EGC, Berat badan, Proliferasi leukosit, Histopatologis,
DSS

ABSTRACT

Introduction: Green tea is a popular beverage in the world. Beside its effect as
antioxidant, the mayor ingredients in green tea epigallocatechin-3-gallat (EGCG) and
epigallocatechin (EGC), have effects as immunomodulator. Objective: The aim of this study
was to examine the role of EGCG and EGC towards weight loss, leucocytes proliferation and
histological features of colon in colitis mice induced by DSS. Methods and Material: Eight
groups (n=5) of Swiss Webster males were treated with aquadest; 2,5 % DSS in drinking
water; 0,3 mg EGCG; 0,6 mg EGCG; 1,2 mg EGCG; 0,02 mg EGC; 0,04 mg EGC; and 0,08
mg EGC. After 14 days treatment, groups which treated by EGCG or EGC were induced by
2,5 % DSS for 7 days. Weight loss was observed and all mice were humanly sacrificed on the
22" day, non-T leucocytes and T lymphocytes were obtained from spleen, cultured, and the
proliferation of lypmhocytes was measured using MTT assay method. Colon were removed
and subjected to histological analysis. Results: Results showed weight loss was significantly
observed in EGCG treated mice and also was increased non-T leucocytes and T lymphocytes
proliferation significantly. 1,2 mg EGCG could increase significantly T lymphocytes
proliferation. Beside, EGC insignificant result in increased both non-T leucocytes and T
lymphocytes proliferation Colon histology was significantly improved in EGCG dose 0,6 mg
treated mice. Conclusions: EGCG could improve the weight loss, increase non-T leucocytes
and T lymphocytes proliferation and colon histological feature in DSS induced-colitis mice.

Keyword: Ulcerative colitis, EGCG, EGC, Weight loss, Leucocytes proliferation,
Histopatology, DSS



PENDAHULUAN

Lingkungan hidup manusia mengandung berbagai bahan yang setiap saat
dapat masuk ke dalam tubuh dan menimbulkan kerusakan jaringan atau penyakit.
Tubuh memiliki suatu sistem pertahanan tubuh yang pada keadaan normal dapat
mengatasi paparan benda-benda asing, baik melalui respons spesifik maupun non-
spesifik. Akan tetapi, fungsi sistem imun dapat terganggu sehingga menimbulkan
ketidakseimbangan yang dapat bermanifestasi menjadi infeksi berulang, predisposisi
terhadap keganasan dan autoimunitas.' Salah satu contoh penyakit dengan gangguan
sistem imun adalah Inflammatory Bowel Disease (IBD).

Ulcerative colitis (UC) adalah penyakit inflamasi kronis yang menyebabkan
inflamasi pada mukosa kolorektum dengan gambaran patologis yang khas berupa
distorsi arsitekstural yang tersebar luas (cryptitis, crypt abscess, dan crypt atrophy
yang dapat berkembang menjadi karsinoma), infiltrasi sel secara difus pada lamina
propria yang berat, dan plasmasitosis basal yang ditemukan pada biopsi. Penyakit ini
menyerang rektum dan kolon dengan tingkat penyebaran yang bervariasi dengan lesi
yang berkesinambungan. UC ditandai dengan fase kambuh dan remiten. Penyakit ini
muncul dari interaksi antara faktor genetik dan lingkungan, tetapi etiologi yang pasti
belum diketahui. Meskipun insiden dan prevalensi UC di negara Asia masih rendah
bila dibandingkan dengan negara-negara barat, namun terjadi peningkatan pada
beberapa tahun terakhir.?

Pada UC peradangan dimulai akibat dari aktivasi sel limfosit T yang diikuti
oleh aktivasi mediator-mediator inflamasi lainnya.® Peradangan yang terjadi
umumnya diatasi dengan obat-obatan anti-colitis seperti sulfasalazine, olsalazine, dan
mesalazine, yang banyak digunakan dalam terapi UC pada manusia dan memiliki
beberapa fungsi immunomodulator.*®> Namun demikian, obat-obat tersebut dapat juga
menambah beratnya penyakit, menyebabkan abnormalitas sperma, alergi sulfa,
gangguan fungsi hati, agranulositosis, pankreatitis, dan efek samping lain.

Sebagai alternatif pengobatan dicari tanaman obat yang lebih aman, lebih
murah dan mudah didapat. Sejumlah tanaman obat ada yang dapat berefek sebagai
immunomodulator, seperti teh hijau yang dapat menimbulkan anemia bila dikonsumsi
berlebih.®’ (Matsunaga et al., 2001; Imadatainstipen, 2007).

Malnutrisi sering terjadi pada penderita IBD dan mekanisme terjadinya

malnutrisi melibatkan penurunan intake makanan, malabsorbsi, peningkatan



kehilangan nutrisi, peningkatan kebutuhan energi, dan interaksi antara obat dengan
nutrien. Lebih dari 65% pasien pediatri dengan UC mengalami penurunan berat
badan. Gangguan pertumbuhan juga terjadi selama diagnosis dan follow-up pada 15-
40% anak-anak yang menderita IBD.?

Beberapa komponen yang berasal dari tumbuhan yang dapat menghambat
mutagenesis dan proliferasi telah teridentifikasi. Beberapa senyawa potensial yang
telah teridentifikasi sebagai agen kemopreventif terhadap kanker kolon termasuk di
dalamnya isoflavon, curcumin, kalsium, vitamin D dan green tea polyphenols (GTP).
Senyawa-senyawa ini relatif tidak toksik, murah, dapat dikonsumsi secara oral
ataupun sebagai komponen dalam diet sehari-hari, dan berfungsi dalam inhibisi
mutagenesis dan proliferasi sel kanker. Penelitian epidemiologis dan laboratorium
menunjukkan bahwa epigallocatechin gallate (EGCG) yang termasuk dalam Green
Tea Polyphenols (GTP) merupakan agen kemopreventif yang paling poten dalam
menginduksi apoptosis, menekan pembentukan dan pertumbuhan kanker termasuk
kanker kolorektal pada manusia.’ (Shibata et al., 2007).

Pada penelitian sebelumnya, terhadap mencit yang diinduksi kolitis dengan
trinitrobenzenesulfonic acid (TNBS), kelompok mencit yang diberi EGCG
mengalami diare ringan dan tidak terjadi penurunan berat badan. Kadar
Myeloperoksidase (MPQO) pada jaringan juga berkurang secara signifikan
dibandingkan dengan  kelompok yang hanya mendapatkan vehikulum.
Myeloperoxidase (MPQO) adalah suatu enzim peroksidase yang banyak terdapat di
dalam granulosit neutrofil. MPO merupakan protein lisosom yang disimpan di dalam
granula azurophil neutrofil. MPO dapat ditemukan apabila terjadi erupsi oksidatif
neutrofil pada saat reaksi imun berlangsung. Efek positif EGCG ini berhubungan
dengan pengurangan aktivasi nuclear factor-kappaB (NF-kB) dan activator protein-1
(AP-1) secara signifikan, tetapi tidak menurunkan kadar sitokin dalam serum. Hasil
penelitian menunjukan bahwa EGCG bermanfaat dalam pengobatan kolitis melalui
efek-efek imunomodulator yang selektif, yang dapat dimediasi, terutama pada bagian
penghambatan NF-xB dan AP-1.%

Sejumlah penelitian menunjukkan bahwa inflamasi yang ditimbulkan oleh
Dextran Sulphate Sodium (DSS) pada kolon berkurang dengan pemberian
Intercellular Adhesion Molecule-1 (ICAM-1) anti-sense oligonucleotide, Interleukin-

10 (IL-10) rekombinan, inhibisi 5-lipoxygenase atau aktivitas neutrofil, dan netralisasi



Tumor Necrosis Factor-a (TNF-a).™

Berdasarkan hal-hal di atas maka penelitian ini dilakukan untuk mengetahui
apakah EGCG dan EGC teh hijau dapat mempengaruhi berat badan, gambaran
histopatologis kolon dan proliferasi leukosit pada mencit yang diinduksi kolitis
dengan DSS.

METODE PENELITIAN
Penelitian ini menggunakan hewan coba mencit jantan Swiss Webster berusia 7
minggu dengan berat 20 — 25 gram sebanyak 40 ekor yang diperoleh dari Sekolah
Farmasi ITB, Bandung. Bahan uji yang digunakan adalah EGCG dan EGC.
Penelitian ini bersifat prospektif eksperimental komparatif laboratorium sungguhan
dengan menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL).
Data yang diamati adalah perubahan berat badan, peningkatan jumlah sel leukosit,
serta perubahan histopatologis dari jaringan kolon mencit yang diinduksi Kolitis
dengan DSS. Lalu data perubahan berat badan dianalisis secara statistik dengan
menggunakan menggunakan uji Kruskal-Wallis H satu arah dengan o = 0,05 dan
dilanjutkan dengan uji beda rata-rata Mann-Whitney U. Tingkat kemaknaan
berdasarkan nilai p = 0,05. Data Proliferasi sel leukosit dinilai dengan penghitungan
sel leukosit menggunakan metode MTT assay. Selanjutnya, dilakukan pembacaan
dengan alat ELISA (Enzym-linked Immunosorbent Assay) plate reader untuk
mengetahui jumlah sel leukosit. Analisis statistik menggunakan uji ANOVA One-Way
dan uji LSD dengan a = 0,05. Dan data gambaran histopatologis kolon dianalisis
dengan uji Analisis Varian (ANOVA) satu arah dengan o = 0,05 dan dilanjutkan uji
beda rata-rata Tukey HSD. Tingkat kemaknaan berdasarkan nilai p < 0,05.

Hewan coba dibagi dalam 8 kelompok secara acak, masing-masing dengan perlakuan
sebagai berikut: (1) Kelompok negatif diberi akuades 0,3 ml, (2) Kelompok DSS,
diinduksi kolitis dengan 25 ml DSS 2,5%, (3) Kelompok I, diberi 0,30 mg EGCG dan
diinduksi kolitis, (4) Kelompok I, diberi 0,60 mg EGCG dan diinduksi kolitis, (5)
Kelompok 11, diberi 1,20 mg EGCG dan diinduksi kolitis, (6) Kelompok IV, diberi
0,02 mg EGC dan diinduksi kolitis, (7) Kelompok V, diberi 0,04 mg EGC dan
diinduksi kolitis, (8) Kelompok VI, diberi 0,08 mg EGC dan diinduksi kolitis.

Pemberian EGCG dan EGC dilakukan dengan cara sonde lambung selama 21 hari.



Pada hari ke-15 mencit diinduksi kolitis dengan pemberian DSS 2,5% melalui air

minum sampai hari ke-21, kemudian mencit dikorbankan.

Berat badan mencit ditimbang setiap pagi sebelum pemberian makanan dan perlakuan
pada mencit, derajat penurunan berat badan dinilai menurut modifikasi Gommeuaux
et al., 2007 sebagai berikut: Penurunan berat badan < 1% = 0; Penurunan berat badan
1-4,99% = 1; Penurunan berat badan 5 - 9,99% = 2; Penurunan berat badan 10 —
14,99% = 3; Penurunan berat badan 15 — 19,99% = 4; Penurunan berat badan 20 —
24,99% = 5; Penurunan berat badan > 25% = 6. Data dianalisis secara statistik
dengan uji Kruskal Wallis satu arah dengan 0=0,05 dan dilanjutkan uji Mann-
Whitney U. Tingkat kemaknaan berdasarkan nilai p <0,05. Proliferasi sel leukosit
melalui pengukuran proliferasi sel leukosit non-T dan limfosit T dari limpa dengan
metode MTT assay menggunakan ELISA plate reader. Data dianalisis menggunakan
uji One-way ANOVA, dilanjutkan dengan LSD dengan a= 0,05. Gambaran
histopatologis jaringan kolon dengan membuat sayatan pada kolon kemudian
diwarnai dengan pewarnaan Hematoxylin Eosin. Hasil preparat histopatologis epitel
kolon dinilai menurut kriteria sebagai berikut: Normal = 0; Hiperproliferasi kripta
ireguler, hilangnya sel goblet = 1; Hilangnya kripta ringan-sedang (10-50%) = 2;
Hilangnya kripta berat (50-90%) = 3; Hilangnya kripta keseluruhan, epitel permukaan
intak = 4; Adanya ulserasi kecil-sedang (lebar<10 kripta) = 5; Adanya ulserasi luas
(lebar = 10 kripta) = 6.2 Data dianalisis menggunakan uji One-way ANOVA,
dilanjutkan dengan Tukey HSD dengan o= 0,05.

HASIL PENELITIAN
e Penurunan berat badan

Pada penelitian ini, Epigalokatekin Galat (EGCG) diberikan dengan dosis 0,3 mg, 0,6
mg, 1,2 mg setiap hari selama 21 hari pada mencit galur Swiss Webster berumur 7
minggu, dengan berat badan rata-rata 25 gram. Efek dari EGCG dinilai dengan
mengamati analisis perubahan penurunan berat badan hewan coba yang diinduksi

colitis dengan DSS.
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Gambar 1 Diagram Rata-rata Berat Badan Mencit Selama Perlakuan dengan
EGCG

Setelah data terkumpul, untuk melihat ada tidaknya perbedaan penurunan
berat badan mencit secara deskriptif maka dibuat diagram dari data tersebut. Dari
gambar 2 dapat dilihat adanya perbedaan scoring berat badan pada kelompok
perlakuan, yang mana kelompok EGCG 0,3 mg mengalami penurunan berat badan
yang paling ringan dibandingkan dengan kelompok lainnya. Kelompok kontrol DSS
mengalami penurunan berat badan yang paling besar, sedangkan penurunan berat
badan mencit kelompok kontrol negatif, EGCG 0,6 mg, dan EGCG 1,2 mg berada di
bawah kelompok kontrol DSS dan di atas kelompok EGCG 0,3 mg.
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Gambar 2 Diagram Scoring Penurunan Berat Badan setelah Perlakuan dengan
EGCG



40 7

Berat Badan (gram)

e
o
N

—&— Kontrol Negatif
—C— Kontrol Positif
-@—EGC1
——EGC2
- EGC3

Waktu (hari)

d-1 d-3 d-5 d-7 d-9 d- d- d- d- d- d- d- d- d- d-
11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39

d- d- d- d- d-
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Sedangkan pada kelompok yang diberi perlakuan EGC, ternyata setelah
dianalisis tidak terdapat penurunan berat badan yang bermakna bila dibandingkan

dengan kelompok kontrol positif.

e Proliferasi Sel Leukosit pada Pemberian EGCG

1. Rata-Rata Sel Leukosit non-T pada Pemberian EGCG

Dari hasil pengukuran proliferasi sel leukosit non-T setelah diberi perlakuan

akuades dan EGCG selama 21 hari, maka rata-rata jumlah sel leukosit non-T pada

setiap kelompok dapat dilihat pada tabel 1.

Tabel 1. Rata-Rata Jumlah Sel Leukosit Non-T pada Setiap Kelompok

Perlakuan EGCG (OD=450 nm)

Lipopolisakarida (ug/ml)

Kelompok
None 0,1 pg/ml 1 pg/ml 10 pg/ml
K(-) 0,463 0,537 0,498 0,459
DSS 0,460 0,588 0,536 0,482
EGCG 1 0,457 0,586 0,516 0,545
EGCG 2 0,442 0,576 0,534 0,517
EGCG 3 0,394 0,506 0,551 0,530
Keterangan:

K(-) : 0,3 ml akuades oral

DSS : 0,3 ml akuades; 25 ml DSS 2,5 % melalui air minum
EGCGL1 : 0,3 mg EGCG oral; 25 ml DSS 2,5% melalui air minum
EGCG2 : 0,6 mg EGCG oral; 25 ml DSS 2,5% melalui air minum
EGCG3 : 1,2 mg EGCG oral; 25 ml DSS 2,5% melalui air minum



Hasil analisis statistik uji LSD terhadap proliferasi sel leukosit non-T dapat

dilihat pada grafik perbandingan rata-rata jumlah sel leukosit non-T (Gambar 4):
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Gambar 4 Perbandingan Rata-Rata Jumlah Sel Leukosit Non-T
Perlakuan EGCG dengan dan Tanpa Pemberian LPS

2. Proliferasi Limfosit T pada Pemberian Epigallocatechin-3-gallat (EGCG)

Dari hasil pengukuran proliferasi limfosit T setelah diberi perlakuan (aquadest
dan EGCG selama 21 hari, maka rata-rata jumlah limfosit T pada setiap kelompok
dapat dilihat pada tabel 2:

Tabel 2 Rata-Rata Jumlah Limfosit T pada Setiap Kelompok Perlakuan EGCG

Anti-CD3 dan Anti-CD28

Kelompok i
None Anti-CD3 & 28
K(-) 0,514 0,507
DSS 0,530 0,561
EGCG 1 0,526 0,577
EGCG 2 0,531 0,585

EGCG 3 0,511 0,640




Hasil analisis statistik uji LSD terhadap proliferasi limfosit T dapat dilihat pada grafik

perbandingan rata-rata jumlah limfosit T (Gambar 5 dan 6):
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Gambar 5 Perbandingan Rata-rata Jumlah Sel Limfosit T Perlakuan EGCG
Tanpa Pemberian Anti-mouse CD3 dan CD28
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Gambar 6 Perbandingan Rata-rata Jumlah Sel Limfosit T Perlakuan EGCG
dengan Pemberian Anti-mouse CD3 dan CD28

e Proliferasi Sel Leukosit pada Pemberian Epigallocatechin (EGC)

1. Rata-Rata Sel Leukosit non-T pada Pemberian EGC



Dari hasil pengukuran proliferasi sel leukosit non-T setelah diberi perlakuan
(aquadest dan EGC) selama 21 hari, maka rata-rata jumlah sel leukosit non-T pada

setiap kelompok dapat dilihat pada tabel 3:

Tabel 3 Rata-Rata Jumlah Sel Leukosit Non-T pada Setiap Kelompok
Perlakuan EGC (OD=450 nm)

Lipopolisakarida (pg/ml)

Kelompok
None 0,1 pg/ml 1 pg/ml 10 pg/ml
K() 0,488 0,532 0,363 0,471
DSS 0,468 0,588 0,536 0,482
EGC1 0,495 0,527 0,406 0,487
EGC2 0,481 0,538 0,475 0,487
EGC3 0,521 0,533 0,522 0,497
Keterangan:

K(-): 0,3 ml aquadest oral

DSS : 0,3 ml aquadest; 25 ml DSS 2,5 % melalui air minum
EGC1 :0,02mg EGC oral; 25 ml DSS 2,5% melalui air minum
EGC2 :0,04 mg EGC oral; 25 ml DSS 2,5% melalui air minum
EGC3 :0,08 mg EGC oral; 25 ml DSS 2,5% melalui air minum

Hasil analisis statistik metode Tukey-HSD terhadap proliferasi sel leukosit
non-T dapat dilihat pada grafik perbandingan rata-rata jumlah sel leukosit non-T

(Gambar 7):
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Gambar 7 Perbandingan Rata-Rata Jumlah Sel Leukosit Non-T Perlakuan EGC

dengan dan Tanpa Pemberian LPS



2. Proliferasi Limfosit T pada Pemberian Epigallocatechin (EGC)

Dari hasil pengukuran proliferasi limfosit T setelah diberi perlakuan (aquadest
dan EGC) selama 21 hari, maka rata-rata jumlah limfosit T pada setiap kelompok
dapat dilihat pada tabel 4:

Tabel 4 Rata-Rata Jumlah Limfosit T pada Setiap Kelompok Perlakuan EGC

Anti-CD3 dan Anti-CD28

Kelompok
None Anti-CD3&28
K(-) 0,514 0,507
DSS 0,530 0,561
EGC1 0,558 0,546
EGC2 0,547 0,553
EGC3 0,528 0,572
Keterangan:

K(-): 0,3 ml aquadest oral

DSS : 0,3 ml aquadest; 25 ml DSS 2,5 % melalui air minum
EGC1 : 0,02 mg EGC oral; 25 ml DSS 2,5% melalui air minum
EGC2 : 0,04 mg EGC oral; 25 ml DSS 2,5% melalui air minum
EGC3 : 0,08 mg EGC oral; 25 ml DSS 2,5% melalui air minum

Hasil analisis statistik uji Tukey-HSD terhadap proliferasi limfosit T dapat
dilihat pada grafik perbandingan rata-rata jumlah limfosit T (Gambar 8):
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Gambar 8 Perbandingan Rata-Rata Jumlah Limfosit T Perlakuan EGC dengan
dan Tanpa Pemberian Anti-mouse CD3

e Analisis Histopatologis
1. Pemberian Epigalokatekin Galat (EGCG)



Pada penelitian ini, Epigalokatekin Galat (EGCG) diberikan dengan dosis 0,30
mg, 0,60 mg, dan 1,20 mg setiap hari selama 21 hari pada mencit galur Swiss Webster
berumur 7 minggu, dengan berat badan rata-rata 20-25 gram. Efek dari EGCG dinilai
dengan mengamati analisis perubahan gambaran histopatologis dari jaringan kolon

hewan coba.

Tabel 5 Gambaran Histopatologis Jaringan Kolon Hewan Coba dengan
Pemberian EGCG

KONTROL EGCG

Negatif ~ DSS Dosis1 Dosis2  Dosis 3
RATA-RATA 0 5.8 2.8 0.4 2
Mencit 1 0 6 3 1 2
Mencit 2 0 5 1 0 3
Mencit 3 0 6 3 0 2
Mencit 4 0 6 4 1 1
Mencit 5 0 6 3 0 2
STDEV 0 0.4472 1.0954 0.5477 0.7071

Berdasarkan analisis statistik dengan metode Tukey HSD dengan a = 0,05,
didapatkan perbedaan yang sangat signifikan (p < 0,01) antara kelompok kontrol
negatif yang hanya diberikan Aquadest dengan kelompok DSS (p = 0,000) yang
hanya diinduksi DSS secara oral, kelompok perlakuan 1 yang diberikan 0,30 mg
EGCG (p = 0,000), dan kelompok perlakuan 3 yang diberikan 1,20 mg EGCG (p =
0,001). Sedangkan antara kelompok kontrol negatif dengan kelompok perlakuan 2
yang diberi 0,60 mg EGCG, tidak ada perbedaan yang signifikan (p = 0,872).

Pada perbandingan antara kelompok DSS dengan kelompok perlakuan, didapatkan
perbedaan yang sangat signifikan (p < 0,01) pada dosis EGCG 0,30 mg (p = 0,000),
dosis 0,60 mg (p = 0,000), dan dosis 1,20 mg (p = 0,000).

Pada perbandingan antara kelompok perlakuan 1, pada dosis 0,30 mg, dengan
kelompok perlakuan 2, pada dosis 0,60 mg, didapatkan perbedaan yang sangat
signifikan (p = 0,000). Berbeda pada perbandingan kelompok perlakuan 1 dengan
kelompok perlakuan 3, dengan dosis 1,20 mg EGCG, tidak didapatkan perbedaan
yang signifikan (p = 0,346).

Pada perbandingan antara kelompok perlakuan 2, pada dosis 0,60 mg, dengan
kelompok perlakuan 3, pada dosis 1,20 mg, didapatkan perbedaan yang sangat
signifikan (p = 0,009).
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Gambar 9  Perbandingan Rata-Rata Nilai Gambaran Histopatologis Jaringan

Kolon Mencit pada Berbagai Perlakuan Dosis EGCG
Keterangan:
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2. Pemberian Epigalokatekin (EGC)

Pada penelitian ini, Epigalokatekin (EGC) diberikan dengan dosis 0,02 mg, 0,04
mg, dan 0,08 mg setiap hari selama 21 hari pada mencit galur Swiss Webster berumur
7 minggu, dengan berat badan rata-rata 20-25 gram. Efek dari EGC dinilai dengan
mengamati analisis perubahan gambaran histopatologis dari jaringan kolon hewan

coba.

Tabel 6 Gambaran Histopatologis Jaringan Kolon Hewan Coba dengan
Pemberian EGC

KONTROL EGC

Negatif DSS Dosis1 Dosis2 Dosis 3
RATA-RATA 0 5.8 2.8 1 2
M1 0 6 2 1 2
M2 0 5 3 0 3
M3 0 6 4 1 1
M4 0 6 2 1 2
M5 0 6 3 2 2
STDEV 0 0.4472 0.8367 0.7071 0.7071

Berdasarkan analisis statistik dengan metode Tukey HSD dengan o = 0,05,
didapatkan hasil yang hampir mirip dengan pemberian perlakuan EGCG, dimana
terdapat perbedaan yang sangat signifikan (p < 0,01) antara kelompok kontrol negatif
yang hanya diberikan Aquadest dengan kelompok DSS (p = 0,000) yang juga
diberikan Aquadest dan diinduksi DSS secara peroral, kelompok perlakuan 4 yang
diberikan 0,02 mg EGC (p = 0,000), dan kelompok perlakuan 6 yang diberikan 0,08



mg EGC (p = 0,000). Sedangkan antara kelompok kontrol negatif dengan kelompok
perlakuan 5 yang diberi 0,04 mg EGC, tidak ada perbedaan yang signifikan (p =
0,116).

Pada perbandingan antara kelompok DSS dengan kelompok perlakuan, didapatkan
perbedaan yang sangat signifikan (p < 0,01) pada dosis EGC 0,02 mg (p = 0,000),
dosis 0,04 mg (p = 0,000), dan dosis 0,08 mg (p = 0,000).

Pada perbandingan antara kelompok perlakuan 4, pada dosis 0,02 mg, dengan
kelompok perlakuan 5, pada dosis 0,04 mg, didapatkan perbedaan yang sangat
signifikan (p = 0,000). Berbeda pada perbandingan kelompok perlakuan 4 dengan
kelompok perlakuan 6, dengan dosis 0,08 mg EGC, tidak didapatkan perbedaan yang
signifikan (p = 0,279).

Pada perbandingan antara kelompok perlakuan 5, pada dosis 0,04 mg, dengan
kelompok perlakuan 6, pada dosis 0,08 mg, tidak didapatkan perbedaan yang
signifikan (p = 0,116).
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Gambar 10 Perbandingan Rata-Rata Nilai Gambaran Histopatologis Jaringan
Kolon Mencit pada Berbagai Perlakuan Dosis EGC

Keterangan:

K () :kontrol negatif
DSS : perlakuan DSS
P : perlakuan

PEMBAHASAN
Gambar 2 menunjukkan bahwa kelompok perlakuan EGCG 0,3 mg memiliki
derajat penurunan berat badan yang lebih ringan dibandingkan dengan kelompok
kontrol DSS dan kelompok perlakuan EGCG lainnya. Hal ini disebabkan EGCG

dengan dosis tertentu dapat menghambat proses inflamasi yang diperantarai oleh



NF-kB, sehingga kerusakan sel yang terjadi lebih ringan. Sedangkan pada kelompok
kontrol DSS, terjadi penurunan berat badan yang sangat berat. Penurunan berat badan
pada kelompok DSS disebabkan terjadi lesi pada mukosa kolon yang menyebabkan
penurunan intake makanan, malabsorbsi, peningkatan kehilangan nutrisi, peningkatan
kebutuhan energi, dan interaksi antara obat dengan nutrien yang pada akhirnya
menyebabkan penderita mengalami malnutrisi dan penurunan berat badan.® Teh hijau
merupakan varian teh yang paling banyak dikonsumsi karena memiliki konsentrasi
antioksidan kuat polifenol tertinggi dibandingkan dengan varietas teh lainnya.
Kandungan antioksidan teh hijau yang paling utama adalah polifenol katekin yaitu
EGCG, vyaitu 50-80% dari jumlah total katekin di dalam teh.*® Pada penelitian
sebelumnya, diketahui EGCG teh hijau melalui aktivitas antioksidannya menunjukan
aktivitas inhibisi terhadap jalur-jalur sinyal yang berkaitan dalam proses inflamasi,
termasuk NF- B dan AP-1, yang merupakan inducer yang berperan penting sebagai
mediator pro-inflamatory.** Antioksidan berfungsi untuk mencegah kerusakan yang
disebabkan oleh molekulmolekul radikal bebas. Molekul-molekul radikal bebas
bersifat tidak stabil dan sangat reaktif, serta dapat menyebabkan kerusakan sel dengan
reaksi rantai kimia seperti peroksidasi lemak atau perubahan formasi DNA yang dapat
mengawali mutasi yang menyebabkan kanker atau kematian sel. Setiap sel tubuh
manusia mengandung antioksidan yang bertugas untuk mengurangi atau mencegah
terjadinya kerusakan ini. Suatu sel dapat mempertahankan diri dari stres oksidatif
dengan menggunakan antioksidan, yang dikonsumsi sebelum kerusakan struktur
penting terjadi.”

Pada penelitian ini hanya digunakan 2 fraksi sel, yaitu fraksi sel leukosit non-T
dan fraksi limfosit T. Sel leukosit non-T merupakan fraksi yang terdiri dari campuran
populasi sel berupa: makrofag, sel dendritik (Dendritic Cell/DC), dan sel B.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa EGCG dosis 0,3 mg dan 1,2 mg, dapat
memberi pengaruh peningkatan proliferasi sel leukosit non-T mencit yang diinduksi
colitis dengan DSS. Hal itu ditunjukkan dengan adanya perbedaan yang sangat
signifikan antara kontrol negatif dengan kelompok EGCG 1 dan kelompok EGCG 3
pada proliferasi sel leukosit non-T yang diberi mitogen (LPS) 10 pug/ml. Hal ini
berarti EGCG dapat berperan sebagai imunomodulator dengan mempengaruhi
proliferasi sel leukosit non-T yang diberi mitogen jumlah tertentu. Dosis EGCG yang



paling optimal adalah 0,3 mg karena dengan dosis minimal sudah dapat memberikan
efek proliferasi sel leukosit non-T dengan efektivitas yang sama dengan dosis 1,2 mg.

Hasil analisis terhadap jumlah limfosit T dengan pemberian mitogen (anti-mouse
CD3 dan anti-mouse CD28), didapatkan perbedaan yang yang sangat bermakna antara
semua kelompok perlakuan EGCG dengan kontrol negatif. Akan tetapi, hanya dosis
1,2 mg yang memberikan perbedaan sangat signifikan dengan kelompok perlakuan
DSS. Maka, dari hasil di atas, EGCG berperan sebagai imunomodulator dengan
mempengaruhi proliferasi sel limfosit T pada dosis 1,2 mg.

Pada EGC didapatkan hasil yang tidak bermakna pada semua perlakuan. Maka
dari hasil tersebut dapat ditarik kesimpulan, EGC tidak berperan dalam meningkatkan
proliferasi leukosit non-T maupun limfosit T pada mencit yang diinduksi colitis
dengan DSS. Hal ini mungkin dikarenakan dosis EGC yang dipakai terlalu rendah
sehingga tidak memberikan hasil yang optimal. Pada penelitian Johan (2006) tentang
pengaruh ekstrak teh hijau terhadap peningkatan proliferasi limfosit pada mencit yang
diinduksi dengan Listeria monocytogenes, dosis EGC yang dapat meningkatkan
proliferasi limfosit adalah 0,15, 0,3, dan 0,6 mg/hari.

Komponen aktif dari teh yang bertanggung jawab pada efek biologik dikenal
sebagai katekin (pholyphenols), yang terdapat dalam 7 bentuk, termasuk diantaranya
adalah EGCG dan EGC. EGCG merupakan mayor katekin yang paling aktif
dibandingkan bentuk-bentuk katekin lainnya dan memiliki berbagai aktivitas
biologik, seperti imunomodulator, antitumor dan antimikrobial. Katekin oral
diabsorbsi secara baik sehingga bioavailabilitasnya sangat tinggi.®

Beberapa penelitian melaporkan bahwa teh hijau memiliki efek sebagai
imunomodulator dengan meregulasi produksi sitokin. Ekstrak teh hijau dapat
menginduksi proliferasi limfosit dengan cara meningkatkan jumlah limfoblas.*®
Penelitian lain menyebutkan bahwa EGCG dapat menstimulasi produksi interleukin-
12 (IL-12) dan gamma interferon (IFN-y) pada makrofag yang diinduksi dengan L.
pneumophila. NK cells, T limfosit aktif, dan makrofag merupakan sumber utama
yang memproduksi IFN-y. IL-12 ini berperan dalam perkembangan respon dari Thl.
EGCG juga menstimulasi produksi interleukin-1 alpha (IL-1a), dan IL-1pB. Efek
imunomodulator EGCG juga meningkatkan agen-agen sistem imun, seperti monosit
dan limfosit.°

Beberapa penelitian melaporkan bahwa limfosit memegang peranan dalam

perkembangan colitis yang diinduksi DSS. Pada tahap awal/akut akan merangsang



respon Thl tetapi perkembangan lebih lanjut sampai tahapan kronis akan terjadi
respon gabungan Th1/Th2. Mekanisme terjadinya colitis pada model tikus yang diberi
DSS belum sepenuhnya terungkap, namun toksisitas langsung pada sel epitel kolon,
peningkatan permeabilitas sel epitel dan aktivasi makrofag dipercaya berperan
penting dalam proses ini. Sifat toksisitas DSS terhadap sel epitel kolon menyebabkan
kerusakan pada barier epitel kolon yang akan mempermudah monosit-makrofag pada
lamina propria masuk ke dalam fase aktivasi, kemudian makrofag mempresentasikan
antigen kepada sel T dan mensekresikan sitokin pro-inflamasi. Sel T yang teraktivasi
berperan sebagai faktor yang memperberat patologi colitis yang diinduksi DSS.*

TNF-o merupakan proinflamasi sitokin yang berperan dalam proses inflamasi
kronis.'” Peran TNF-a pada inflamasi berhubungan dengan karsinogenesis kolorektal.
Jejas epitel intestinal dapat menyebabkan kerusakan DNA serta aktivasi NF-«xB
(Nuclear Factor-kB) sel epitel yang akan mempromosi jalur pro-survival yang
berperan dalam pertumbuhan sel neoplastik. Aktivasi NF-kB juga akan mempromosi
ekspresi gen pro-inflamasi. TNF-o dapat mengaktivasi sistem imun yang
menyebabkan diproduksinya faktor pro-inflamasi sehingga menimbulkan respon imun
dan juga pertumbuhan tumor dengan adanya sinyal trophic terhadap lesi awal
neoplastik. Hilangnya sinyal TNF-a pada sel imun akan menghentikan kaskade sinyal
dengan menghambat respon inflamasi mukosa. Hal ini dapat dicapai dengan blokade
TNF-a secara farmakologis atau dengan senyawa lainnya.'* EGCG oral dapat
menekan proses inflamasi in vivo dan menghambat proliferasi dan sistesis TNF-a
oleh sel T. EGCG mampu menghambat aktivasi dari NF-xB sehingga mengurangi
produksi dari TNF-o yang merupakan proinflamasi sitokin.'® Dari hasil penelitian ini,
didapatkan bahwa EGCG ternyata memiliki efek dalam meningkatkan proliferasi sel
leukosit non-T maupun limfosit T. Akan tetapi, penelitian ini belum dapat
mengidentifikasi populasi sel yang dominan di dalam fraksi sel leukosit non-T. Oleh
karena itu perlu penelitian lebih lanjut mengenai efek EGCG terhadap proliferasi
subset populasi yang terdapat di dalam fraksi sel leukosit non-T.

Dari gambar 9 terdapat perbedaan nilai gambaran histopatologis pada kelompok
perlakuan, dimana terlihat bahwa pada kelompok perlakuan 2, yaitu kelompok
perlakuan yang diberi 0,60 mg EGCG memiliki gambaran histopatologis yang lebih
baik dibandingkan dua kelompok lainnya, yaitu kelompok perlakuan 1 dan 3.
Gambaran histopatologis kolon pada kelompok perlakuan ini memperlihatkan dinding

kolon yang normal, dengan sel Goblet (+), dan kehilangan kripta yang ringan. Hal ini



kemungkinan karena dosis EGCG yang tepat sehingga menghambat proses inflamasi
yang dilakukan oleh nuclear factor-xB (NF-kxB), sehingga terjadi kerusakan sel yang
sangat kecil yang disebabkan pemberian DSS pada kelompok ini.

Sedangkan pada perlakuan 1 yang diberi 0,30 mg EGCG memperlihatkan jaringan
histopatologis yang tidak terlalu baik, dengan dinding yang tipis dan kehilangan kripta
yang berat. Hal ini menunjukkan bahwa pemberian dosis yang terlalu kecil tidak
memberikan efek yang cukup baik untuk mencegah kerusakan jaringan kolon hewan
coba.

Kerusakan jaringan kolon yang hampir serupa juga terjadi pada kelompok
perlakuan 3 yang diberi 1,20 mg EGCG. Pada kelompok perlakuan ini, terjadi
penebalan dinding mukosa jaringan kolon dan kehilangan kripta sedang, yang
menunjukkan bahwa pemberian EGCG yang berlebihan dari dosis seharusnya, tidak
akan memberikan efek yang cukup baik pula. Hal ini terjadi karena pada pemberian
dosis tinggi, EGCG hanya akan membasahi (menjenuhkan) dinding dari jaringan
kolon, menghasilkan tingkat konsentrasi EGCG yang datar pada jaringan kolon. Lalu
EGCG akan terus melewati pertahanan mukosa, karena rendahnya konsentrasi EGCG
di plasma dan jaringan lain serta tingginya tingkat saturasi di jaringan kolon. Hal ini
akan bermanifestasi pada peningkatan konsentrasi EGCG pada plasma dan jaringan
lain, sesuai dengan tingginya dosis EGCG yang diberikan.?

Pada kelompok perlakuan DSS, hanya diberikan Aquadest secara peroral, terjadi
kerusakan jaringan kolon yang sangat parah. Hal ini terlihat dengan hilangnya kripta,
penipisan dinding jaringan kolon, dan terjadi ulserasi luas dari mukosa kolon.

Berdasarkan hasil di atas, dengan diberikannya EGCG dalam dosis yang tepat pada
suatu proses inflamasi, khususnya dalam kasus kolitis, akan dapat mengurangi
kerusakan yang terjadi pada jaringan kolon hewan coba.

Gambar 10 menunjukkan perbedaan nilai gambaran histopatologis pada
kelompok perlakuan EGC, dimana pada kelompok perlakuan 5, yang diberi 0,04 mg
EGC, terjadi hal yang hampir sama dengan kelompok yang diberikan EGCG, vyaitu
kelompok perlakuan 2, yaitu penebalan dinding kolon, dan masih terlihat adanya sel
Goblet. Tidak terjadi kerusakan serius pada jaringan kolon kelompok perlakuan ini.

Sedangkan pada kelompok perlakuan 4, yang diberi 0,02 mg EGC, terjadi hal yang
hampir sama dengan kelompok perlakuan 1, yang diberikan 0,60 mg EGCG, yaitu



terlinat adanya kehilangan kripta yang berat dan penipisan dari mukosa jaringan
kolon.

Pada kelompok perlakuan 6, yang diberi 0,08 mg EGC, terjadi hal yang hampir
sama dengan kelompok perlakuan 3 dengan pemberian 1,20 mg dosis EGCG, yaitu
penebalan dinding jaringan kolon, hiperproliferasi dari mukosa, dan masih terlihat
adanya sel Goblet.

Berdasarkan hasil di atas, meskipun belum diketahui secara jelas mengenai fungsi
maupun cara kerja dari EGC, namun dapat dilihat bahwa pemberian EGC dengan
dosis yang tepat, dapat memberikan hasil yang cukup baik dalam mengurangi

terjadinya inflamasi pada jaringan kolon hewan coba yang diinduksi kolitis oleh DSS.

SIMPULAN

1. Epigallocatechin gallate (EGCG) mencegah penurunan berat badan mencit yang
diinduksi kolitis dengan DSS.

2. Epigallocatechin gallate (EGCG) dapat meningkatkan proliferasi sel leukosit
non-T pada mencit yang diinduksi colitis dengan DSS.

3. Epigallocatechin gallate (EGCG) dapat meningkatkan proliferasi sel limfosit T
pada mencit yang diinduksi kolitis dengan DSS.

4. Epigallocatechin (EGC) tidak dapat mencegah penurunan berat badan menit yang
diinduksi kolitis dengan DSS

5. Epigallocatechin (EGC) tidak dapat meningkatkan proliferasi sel leukosit non-T
pada mencit yang diinduksi kolitis dengan DSS.

6. Epigallocatechin (EGC) tidak dapat meningkatkan proliferasi sel limfosit T pada
mencit yang diinduksi kolitis dengan DSS.

7. Pemberian EGCG dengan dosis 0,60 mg dapat mengurangi kerusakan akibat
reaksi inflamasi pada jaringan kolon mencit yang diinduksi kolitis dengan DSS.

8. Pemberian EGC dengan dosis 0,04 mg dapat mengurangi kerusakan akibat reaksi
inflamasi pada jaringan kolon mencit yang diinduksi kolitis dengan DSS.

SARAN
Diperlukan penelitian lebih lanjut di bidang klinis untuk menerapkan penggunaan teh
hijau dalam mengurangi reaksi inflamasi pada kolitis.
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