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ABSTRAK

Nama : Heriyanto

Program Studi : Program Magister [Imu Biomedik

Judul Tesis  : Pengaruh Hibiscus Sabdariffa Linn. terhadap faktor transkripsi
pencokelatan (beiging) pada tikus obese: Kajian ekspresi PPARYy
dan PGC-1a

Salah satu penanganan obesitas melalui proses pencoklatan yang
meningkatkan thermogenesis. Proses pencoklatan melibatkan faktor transkripsi
PPARYy dan PGCla. Saat ini diketahui pengaruh H. sabdariffa dalam menghambat
adipogenesis, namun pengaruhnya pada proses pencoklatan masih belum diketahui.
Tujuan penelitian untuk mengatahui pengaruh H. sabdariffa pada proses
pencoklatan. Penelitian eksperimental menggunakan 24 ekor tikus Sprague Dawley
jantan (Rattus Norvegicus) dengan berat 90-160 gram, usia 6-10 minggu, dibagi
menjadi 4 kelompok yaitu kelompok kontrol (KHO), kelompok kontrol obes dengan
pakan khusus (OHO), kelompok obes diberikan ekstrak H. sabdariffa 200 mg/KgBB
(OH200), Kelompok obes diberikan ekstrak H. sabdariffa 400 mg/KgBB (OH400).
Pemberian H. Sabdariffa dilakukan selama 5 minggu, selanjutnya dilakukan
pemeriksaan dengan RT-qPCR. Pemberian ekstrak H. sabdariffa meningkatkan
ekspresi PPARy dan PGCla sebagai faktor transkripsi proses pencoklatan. Hal ini
didukung dengan penurunan Indeks Lee hingga normal. Kesimpulan: Ekstrak H.
sabdariffa meningkatkan ekspresi faktor transkripsi proses pencoklatan PPARy dan
PGCla sehingga memberikan hasil penurunan Indeks Lee yang merupakan salah
satu indikator obesitas pada tikus.

Kata Kunci: Hibiscuss Sabdariffa Linn., indeks Lee, PPARy, PGC-1a, proses
Pencoklatan
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ABSTRACT

Name : Heriyanto

Study Program : Program Magister [lmu Biomedik

Judul Tesis : Effect of Hibiscus Sabdariffa Linn. on transcription factor
of beiging in obese rats: study expression of PPARy and
PGC-la

The browning process that increase thermogenesis become one of the option
to treat obesity. Beiging process involves PPARy and PGCla transcription factors.
The effect of H. sabdariffa in holding adipogenesis is known, but its effect on the
beiging process is still unknown. The purpose of this study was to determine the
effect of H. sabdariffa on the beiging process. The experimental study used 24 male
Sprague Dawley rats (Rattus Norvegicus) weighing 90-160 grams, 6-10 weeks old,
divided into 4 groups known as control group (KHO), the obesity control group with
high fat diet (OHO), the obesity group was given H. sabdariffa extract 200 mg /
KgBW (OH200), the obese group was given H. sabdariffa extract 400 mg / KgBW
(OH400). The administration of H. Sabdariffa was carried out for 5 weeks, then it
was examined by RT-qPCR. The administration of H. sabdariffa extract increased
the expression of PPARy and PGCla as transcription factors for beiging process.
This is supported by the decline in the Lee Index to normal. Conclusion: H.
sabdariffa extract increased the expression of browning process transcription factor
PPARy and PGCla which resulted in decreased Lee index, an indicator of obesity
in rat.

Key words: Hibiscuss Sabdariffa Linn., Lee Index, PPARy, PGC-1a, Beiging
process.
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BAB 1 PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Berdasarkan data World Health Organization (WHO), penderita obes
meningkat sebanyak dua kali lipat sejak tahun 2000 hingga 2016. Pada tahun 2000
penderita obes sebanyak 8,7 persen, sedangkan pada tahun 2016, naik menjadi 13,1
persen.! Sebanyak 1,9 miliar dan 650 juta orang dewasa berusia lebih dari 18 tahun
mengalami kelebihan berat badan dan obesitas pada tahun 2016.%* Berdasarkan
data Riset Kesehatan Dasar tahun 2018 di Indonesia, prevalensi berat badan
berlebih sebesar 13,6 persen lebih tinggi dibanding tahun 2007 sebesar 8,6 persen,
sedangkan prevalensi obesitas pada tahun 2018 sebesar 21,8 persen, meningkat dua

kali lipat dibandingkan pada tahun 2007 sebesar 10,5 persen.*

Tidak seimbangnya asupan energi dengan pemakaian energi menyebabkan
obesitas, dengan kondisi asupan lebih tinggi dari penggunaan energi.>® Obesitas
memiliki ciri peningkatan masa lemak dan berat badan.” Simpanan energi dalam
tubuh dapat berupa glikogen yang terdapat sel hati dan sel otot, serta lemak yaitu
trigliserida pada jaringan adiposa yang terdistribusi diberbagai tempat dalam
tubuh.®?

Ada 3 tipe jaringan adiposa yaitu Brown Adipose Tissue (BAT) atau adiposa
cokelat, White Adipose Tissue (WAT) atau adiposa putih, dan beige adipose tissue
atau adiposa beige. Jaringan adiposa putih berperan sebagai homeostasis lemak dan
menjaga keseimbangan energi, serta menyimpan cadangan energi dalam bentuk
trigliserida.'” Jaringan adiposa coklat umumnya menghasilkan energi berupa panas
dengan membakar asam lemak. Beige adipose tissue memiliki sifat menyerupai
BAT yaitu memiliki banyak mitokondria dan thermogenesis. Beige adipose tissue
dihasilkan dari perubahan WAT melalui proses pencoklatan (beiging atau

browning 3%-11-14

Poses pencoklatan dapat berperan dalam meningkatkan
penggunaan energi melalui peningkatan aktivitas thermogenesis, dengan demikian
proses pencoklatan / beiging menjadi salah satu pendekatan dalam penanganan

obesitas.
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Proses pencoklatan dipengaruhi ekspresi peroxisome proliferator-activated
receptor-y (PPARY). PPARY bersama dengan PR domain containing-16 (PRDM-
16) mengaktivasi PPARy coactivator-la  (PGC-la) untuk menginduksi

9

pencoklatan.” Kemudian PGC-la akan meningkatkan ekspresi gen UCPI.

Uncoupling Protein 1 (UCP1) merupakan fitur pada adiposit cokelat yang
bertanggung jawab dalam kemampuan thermogenesis di jaringan adiposa cokelat.'

Proses pencoklatan ini diinduksi oleh beberapa stimulus, termasuk latihan
fisik, faktor lingkungan serta induksi dari obat. Beberapa tanaman herbal sudah
diketahui dapat digunakan untuk penanganan obesitas. Rosella / H. sabdariffa yang
dikenal juga sebagai teh merah juga diketahui memiliki potensi untuk penanganan
obesitas. H. sabdariffa telah diketahui dapat menangani obesitas oleh karena
perannya dalam mengurangi akumulasi lemak dan menghambat peningkatan berat
badan. Berdasarkan pada penelitian yang dilakukan oleh Chang menunjukkan
bahwa pemberian H. sabdariffa sebesar 450 mg perhari selama 12 minggu pada
orang obesitas (BMI > 25) terbukti menurunkan berat badan, indeks masa tubuh,
persentase lemak tubuh dan waist to hip ratio.'®'® Kandungan zat aktif dari tanaman
Rosella terbanyak terdapat pada bagian bunganya yang terdiri atas kaliks. Kaliks
tanaman Rosella diantaranya memiliki kandungan flavonoid seperti quercetin yang
dapat memengaruhi proses pencoklatan khususnya terhadap pengaktifan jalur
PPARY. Ini didukung penelitian Otieno dimana quercetin meningkatkan ekspresi
UCP1, PRDM16, PGCla yang merupakan faktor transkripsi proses pencoklatan
dan juga menurunkan berat badan.>%-24

Berdasarkan penelitian terdahulu yang telah menggunakan ekstrak H.
sabdariffa dengan dosis 200 mg/KgBB/hari dan 400 mg/KgBB/hari pada resistensi
insulin.'®#? QOleh karena itu, pada penelitian ini bertujuan untuk melihat pengaruh

H. sabdariffa 200 mg/KgBB/hari dan juga 400 mg/KgBB/hari terhadap proses
pencoklatan melalui perubahan ekspresi PPARy dan PGC-1a pada tikus obes.

1.2 Rumusan Masalah

Obesitas menyebabkan akumulasi lipid yang berlebihan dalam tubuh, dan
saat ini di masyarakat banyak digunakan H. sabdariffa untuk penanganan obesitas.
Pendekatan terapeutik mutakhir penanganan obesitas melalui proses pencoklatan

pada jaringan adiposa putih diregulasi melalui PPARy dan PGC-1la. Namun
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pengaruh H. sabdariffa pada mekanisme pencoklatan jaringan adiposa melalui

perubahan ekspresi PPAR dan PGC-1a masih belum diketahui.

1.3 Pertanyaan Penelitian
1. Apakah terdapat pengaruh H. sabdariffa terhadap ekspresi PPARy pada
tikus obes?
2. Apakah terdapat pengaruh H. sabdariffa terhadap ekspresi PGC-1a pada
tikus obes?
3. Apakah terdapat pengaruh H. sabdariffa terhadap indeks Lee pada tikus

obes?

1.4 Hipotesis
1. H. sabdariffa meningkatkan ekspresi PPARY pada tikus obes.

2. H. sabdariffa meningkatkan ekspresi PGCla pada tikus obes.

3. H. sabdariffa menurunkan nilai indeks Lee pada tikus obes.

1.5 Tujuan Penelitian

1.5.1 Tujuan Umum
Untuk mengetahui pengaruh ekstrak H. sabdariffa pada proses pencoklatan melalui
perubahan ekspresi PPARYy, dan ekspresi PGC-1a pada tikus obes.

1.5.2 Tujuan Khusus

1. Mengetahui pengaruh pemberian H. sabdariffa terhadap ekspresi PPARy
tikus obes dengan pemberian dosis 200mg/KgBB/hari  dan
400mg/KgBB/hari.

2. Mengetahui pengaruh pemberian H. sabdariffa terhadap ekspresi PGC-1a
tikus obes dengan pemberian dosis 200mg/KgBB/hari  dan
400mg/KgBB/hari.

3. Mengetahui pengaruh pemberian H. sabdariffa terhadap indeks Lee pada

tikus obes.
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1.6 Manfaat Penelitian

1. Penelitian ini diharapkan dapat menemukan mekanisme H sabdariffa

dalam menurunkan berat badan melalui proses pencoklatan yang

diregulasi oleh PPARy dan PGCla

2. Penelitian ini dapat dimanfaatkan sebagai upaya penanganan obesitas

berbasis bahan herbal

3. Penelitian ini dapat di kembangkan melalui uji klinik agar menjadi

bahan herbal terstandarisasi.

1.7 Kerangka Teori

B3
Adrenergik

Ekspresi PPAR
PPARy Agonis TZD
\ | Keseimbangan Energi ‘
PRDM16
Ekstrak
H. Sabdariffa |, : Negatif (-) Positif (+)
‘W Ekspresi 3
PGC-1a
/ - | Adipogenesis WAT ‘
Suhu Dingin Peningkatan
Aktivitas
Peningkatan Termogenesis .
Ekspresi UCP-1 Akumulasi WAT
Berlebih
Proses —’| Beige Adiposit
Pencokelatan -
—I Obes
Ket:
E—— Sudah Diketahui | ‘ ———————— > Belum Diketahui ‘ | — ‘ Inhibisi
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1.8 Kerangka Konsep

Ekstrak H. Sabdariffa

' Peningkatan
PGC-1a ' i ekspresi PPARY

Proses Pencoklatan

r

Peningkatan UCP-1

I

Transformasi WAT

Keterangan: l
————— : Diteliti Beige adiposit

— : tidak diteliti l

Indeks Lee turun

l

Berat badan Normal
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BAB 2 TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Obesitas

Berdasarkan data World Health Organization (WHO), Secara global
penderita obes meningkat sebanyak dua kali lipat sejak tahun 2000 hingga 2016.
Pada tahun 2000 penderita obes sebanyak 8,7 persen, sedangkan pada tahun 2016,
naik menjadi 13,1 persen.' Sebanyak 1,9 miliar dan 650 juta orang dewasa berusia
lebih dari 18 tahun mengalami kelebihan berat badan dan obesitas pada tahun 2016.
Berdasarkan data Riset Kesehatan Dasar tahun 2018 di Indonesia, yaitu pada tahun
2018, prevalensi berat badan lebih sebesar 13,6 persen lebih tinggi dari tahun 2007
sebesar 8,6 persen, sedangkan prevalensi obesitas pada tahun 2018 sebesar 21,8
persen, meningkat dua kali lipat dibandingkan pada tahun 2007 sebesar 10,5

persen.*

Tidak seimbangnya asupan energi dengan pemakaian energi menyebabkan
obesitas.>® Obesitas memiliki karakteristik berupa peningkatan masa lemak dan
berat badan.” Obesitas dapat diketahui dengan menghitung nilai IMT (Index Massa

Tubuh) dengan nilai bervariasi tergantung ras.*>*

Untuk mengetahui BMI (Body Mass Index) atau IMT Digunakan
perhitungan dengan menggunakan rumus BMI = Kg/m?. Dari hasil perhitungan
berdsasarkan rumus tersebut, WHO mengklasifikasikan obesitas menjadi beberapa
kategori dari underweight, normal, overweight, obese yang dapat dilihat padaTabel
1.%526 Indikator obesitas yang digunakan oleh Riskesdas adalah untuk berat badan
lebih pada dewasa yaitu IMT > 25,0 sampai dengan < 27,0 dan untuk obesitas
dengan IMT >27,0.

Tabel 1. Klasifikasi obesitas berdasarkan WHO yang diadopsi dari WHO 1995, WHO
2000, WHO 2004.%5:26

Indeks Masa Tubuh (kg/m?)

Klasifikasi Principal cut-off points Additional cut-off points
Berat Badan Kurang <18.50 <18.50
Severe thinness <16.00 <16.00
Moderate thinness 16.00 - 16.99 16.00 - 16.99
Mild thinness 17.00 - 18.49 17.00 - 18.49
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Normal 18.50 - 24.99 18.50 - 22.99
23.00 - 24.99

Berat Badan Lebih >25.00 >25.00
Pra-obes 25.00 - 29.99 25.00 - 27.49
27.50 - 29.99

Obes =>30.00 >30.00
Obes Kelas 1 30.00 - 34.99 30.00 - 32.49
32.50 - 34.99
Obes Kelas 11 35.00 - 39.99 35.00 - 37.49
37.50 - 39.99

Obes Kelas I1I >40.00 >40.00

Obesitas dapat menimbulkan berbagai penyakit seperti penyakit
kardiovaskuler, diabetes, gangguan muskuloskeletal (Osteoarthritis), polycycstic
ovarian syndrome, hipertensi.>® Dengan demikian perlu penanganan yang optimal.

Salah satu penanganan obesitas yang mutahir adalah proses pencoklatan.

2.2 Mekanisme Pencoklatan

Proses pencoklatan adalah proses perubahan jaringan adiposa putih (WAT)
berubah menjadi jaringan adiposa beige / beige adiposit. Beberapa tipe jaringan
adiposa yaitu sel adiposit coklat, adiposit putih, adiposit beige yang berdiferensiasi
dari stem sel mesenkim. Sel mesenkim dapat berdiferensiasi menjadi adipoblast.
Adipoblast yang tidak memiliki Myf5 progenitor berkembang menjadi adiposit
putih dan beige adiposit. Sedangkan myogenik yang memiliki Myf5+ progenitor
berdiferensiasi menjadi adiposit coklat. Semua proses diferensiasi sel yang berasal
dari sel mesenkim hingga menjadi sel yang matang dipengaruhi oleh faktor
transkripsi lain seperti FGF10, BMP7, ¢c/EBPa, PRDM16, PPARYy, Myogenin, Myo
D, HoxC9, UCP1, PGCla, dan Zicl. (Gambar 1).27-28
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Gambar 1. Diferensiasi adiposit putih, adiposit coklat, adiposit beige dan miosit.?"28

Berdasarkan lokasinya, jaringan adiposa WAT yang paling banyak
ditemukan pada hampir seluruh tubuh manusia. Adiposa coklat pada umumnya
ditemukan pada supraclavicular, paravertebral, dan mediastinal. Beige adiposit
ditemukan tersebar diantara adiposa putih. Selain lokasi, terdapat juga perbedaan
karakteristik dari adiposit putih, coklat, dan beige. Sel adiposit putih berbentuk bola
bulat, terisi penuh sebuah lipid droplet, dan mengandung sedikit mitokondria.
Ukuran adiposa coklat biasanya lebih kecil dari yang putih dan beige, serta
mengandung sejumlah besar mitokondria dan beberapa lipid droplets berukuran
kecil dan UCP1. Sedangkan beige adiposit, memiliki karakteristik menyerupai

adiposa coklat dengan ukuran sel lebih besar dari adiposa coklat, serta memiliki
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beberapa lipid droplet yang memiliki ukuran lebih besar dari adiposit coklat dan

banyak mengandung UCP1 (Gambar 2). ':#-3!

Gambar 2. Morfologi dari tiga adiposit berbeda, kiri WAT, tengah BAT, kanan Beige.
Pewarnaan Hematoxylin dan eosin, serta immunofluorescence yang ditandai
menggunakan anti-uncoupling protein (UCP) 1 antibody, ukuran bar pada gambar

berukuran 50 pm.!3¥

Proses diferensiasi pada jaringan adiposa BAT di awali dengan Early B cell
factor-2 (EBF2) bekerja sama dengan PPAR-y untuk mempromosikan ekspresi
Prdm16, yang mendorong diferensiasi sel dari sel progenitor Myf5+ menjadi
adiposit coklat / BAT. Suhu dingin atau agonis B3 yang dilepaskan oleh
Norepinefrin (NE) mengaktivasi peroxisome proliferator-activated receptor vy
coactivator la (Pgcla) menjadi adiposit coklat yang aktif melalui kerja UCPI.
Dimana Pgcla berperan dalam biogenesis mitokondria sel. Adiposit coklat yang
memiliki mitokondria yang banyak, menjadi aktif sehingga meningkatkan

thermogenesis (Gambar 3).327
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Thermogenesis juga di stimulasi oleh sistem saraf simpatis dan paparan
suhu dingin.*** Stimulasi simpatis akan meningkatkan lipolisis dan B-oksidasi.
Energi oksidasi substrat kemudian diubah menjadi panas.?’ Proses pencoklatan
dapat meningkatkan ekspresi UCP 1. Proses pencoklatan tersebut di induksi oleh
beberapa faktor seperti paparan dingin, latihan fisik, hormon endokrin, obat obatan,
28,36,38-41

asam empedu, B3-adrenergik, dan pola makan berupa intermittent fasting.

Namun Profil thermogenik dari beige adiposit bersifat reversibel.

x ¥
!:ﬁﬂ« Aktivasi !‘!‘

Preadiposit Brown adiposit Brown adiposit

R t
-aEm— (4

 \

Differensiasi

Gambar 3. Regulasi perkembangan BAT. 32-35

Proses pencoklatan juga dipengaruhi oleh miR30 yang jumlahnya
meningkat ketika terjadi keadaan kalori berlebih, yang selanjutnya mencetuskan
peningkatan Tonicity-responsive enhancer binding protein (TonEBP), yang
kerjanya menghambat ekspresi peroxisome proliferator-activated receptor-2
(PPARY2), sedangkan penurunan TonEBP meningkatkan proses pencoklatan.*?
Penelitian yang dilakukan oleh berry dkk (2017) membuktikan bahwa penuaan sel
memengaruhi proses pencoklatan, penuaan sel yang disebabkan oleh modifikasi
genetik maupun induksi oleh obat (tamoxifen) dapat menghalangi cold-induced
beiging.* Selain itu agonis thiazolidinediones (TZD) dari PPARY mempromosikan
pencoklatan baik dengan meningkatkan stabilitas PRDM16 dan melalui Sirtl-
dependent deacetylation dari PPARY, yang merekrut PRDM16 ke PPARY gen target

(Gambar 4).143235
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Penuaan Sel

TonEBP

® -
L4 \/
Preadiposit White adiposit Beige adiposit

Gambar 4. Regulasi transkripsi perkembangan beige adiposit.

2.3 Peroxisome Proliferator Activated Receptors (PPARSs)

Peroxisome Proliferator Activated Receptors merupakan salah satu jenis
dari reseptor nukleus, yang umumnya bekerja sebagai ligand activated
transcription factors. PPARs dianggap sebagai master regulator glukosa, asam
lemak dan metabolisme lipoprotein, keseimbangan energi, proliferasi sel,
diferensiasi sel, peradangan, adipogenesis, dan resistensi insulin.***> Secara umum
struktur PPARSs terdiri dari 4 domain A/B, C, D, dan E/F (seperti yang dapat lihat

pada Gambar 5).*

Gambar 5. Struktur PPARs.#

PPARs membentuk heterodimer dengan pasangan obligat mereka yang
merupakan anggota subfamili reseptor inti (nuclear receptors) lain, RXRs (terdapat

3 subtipe yaitu RXRa, RXRB dan RXRy).*47
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Gambar 6. Regulasi transkripsi oleh protein PPAR.%8

Beberapa mekanisme regulasi genetik dari PPARs (Gambar 7) sebagai

berikut:**-°

a. Setelah mengikat ligand, PPARs menginduksi ekspresi gen. Bagian induksi,
yang ditunjukkan di sini, adalah hasil dari pengaturan langsung ekspresi gen
oleh trans-aktivasi. Ligand PPARs / RXR heterodimer merekrut molekul co-
activator ke promotor yang mengandung elemen respon PPAR dan kemudian
mengaktifkan ekspresi gen.

b. Bagian gen target langsung ditekan oleh PPARs dengan adanya ligand. Namun,
sebagian besar regulasi transkripsi yang dimediasi PPARs mengakibatkan
aktivasi.

c. Ligand dependent trans-repression oleh PPARs. Setelah mengikat ligand,
PPARs dapat mengganggu aktivitas faktor transkripsi yang berbeda, seperti NF-
kB, melalui interaksi protein-protein.

d. Ligand transrepression independen. PPARs yang tidak berpasangan dengan
ligand (unliganded PPARs) dapat mengikat dan menyita faktor transkripsi
sehingga menghalangi aktivitas mereka. Contohnya adalah pengikatan BCL-6
oleh uliganded PPARP/S.

e. PPARs mengubah homeostasis lipid sistemik yang dapat memengaruhi regulasi

gen melalui faktor transkripsi yang tidak terkait.
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Gambar 7. Mekanisme regulasi genetik oleh PPARs.*®

Klasifikasi Peroxisome Proliferator Activated Receptors (PPARSs) yaitu

2.3.1 PPARa

Peroxisome proliferator-activated receptor-a PPARa  diekspresikan
terutama di hati, selain itu juga diekspresikan pada miosit jantung, sel epitel tubular
proksimal ginjal, otot skelet, epitel usus besar, sel otot polos dan endotel, serta sel
imun termasuk makrofag, limfosit, adiposa cokelat dan granulosit.*** Diketahui
juga pada penelitian in vivo dan in vitro bahwa PPARa berperan dalam
metabolisme lipid dan lipoprotein. Pada keadaan puasa PPARa diaktifkan oleh
asam lemak yang berasal dari adiposa sehingga meningkatkan badan keton melalui
oksidasi asam lemak dalam hati dan sel mononuklear darah perifer.*® PPARa
diaktivasi pada keadaan kekurangan energi, dan merupakan bagian dari respons
adaptif pada keadaan puasa, dan kontribusina meningkatkan produksi ATP dari /-
oxidative phosphorylation, proses yang berkaitan dengan transportasi asam lemak

dan ketogenesis.

2.3.2 PPARP/S

Peroxisome proliferator-activated receptor-6/f (PPARS/PB) diekspresikan
tinggi pada usus besar, usus kecil, hati dan keratinosit, dan juga ditemukan pada
adiposit, makrofag, paru-paru, dan otak. PPARS/P juga memiliki peran sebagai

meningkatkan metabolisme asam lemak dan menekan inflamasi makrofag.
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Senyawa sintesis seperti GW501516, GW610742, dan GWO0742X memiliki
selektivitas tinggi terhadap PPARS. PPAR-6 juga dapat menurunkan ekspresi
mediator inflamasi dan molekul adhesi, sehingga sangat potensial dalam

menghambat proses atherogenesis.**4-!

2.3.3 PPARy

Peroxisome proliferator-activated receptor-y (PPARYy) diekspresikan pada
berbagai macam organ, seperti limpa, otot rangka, pankreas, hepar, adiposa putih,
otak, adiposa coklat, tulang, ginjal, jantung, makrofag, sel T regulator, dan sel
dendritik. Pada kromosom PPARY berada pada lokasi 3p25. Diketahui PPARy
terdapat 7 isoform transcript PPAR yang menghasilkan 3 jenis produk protein dari
PPARYy (Gambar 8). PPARY1 diekspresikan pada hampir semua jaringan, termasuk
jantung, otot, usus, ginjal, pankreas, dan limpa. PPARY2 diekspresikan terutama
pada jaringan adiposa. PPARY3 diekspresikan pada makrofag, usus besar, dan
jaringan adiposa putih. PPARy4 diekspresikan pada sel endotel, PPARYyS5
diekspresikan pada makrofag diekspresikan pada makrofag, PPARY6 diekspresikan
pada makrofag and jaringan adiposa, PPARY7 diekspresikan pada makrofag and

jaringan adiposa.*#46-52:53

Gambar 8. Isoform struktur PPAR.44
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PPARYy berperan dalam penanganan obesitas, melalui menghambat proses
adipogenesis adiposit putih (WAT), PRDMI16 berinteraksi dengan CtBP1 atau
CtBP2 dan C/EBPu, yang akhirnya menekan ekspresi gen WAT.”?

PPARY juga bertindak terutama sebagai pengatur utama gen metabolik, dan
meningkatkan sensitivitas insulin melalui pengambilan dan penyimpanan
glukosa/lipid di jaringan perifer, seperti otot rangka, hati, dan jaringan adiposa.
PPARYy juga diperlukan untuk diferensiasi sel lemak. Ekspresi berlebih PPARYy
dapat mengubah fibroblas dan sel mesenkim menjadi adiposit putih, sedangkan
mutan PPARy negatif pada preadiposit menghambat adipogenesis. Pada tikus
PPARY knock-out (tetraploid atau chimeric PPARy null mice) terjadi kegagalan
membentuk jaringan adiposa sehingga tidak terbentuk jaringan adiposa putih

ataupun coklat.’1+33-7

Proses pencoklatan membutuhkan PPARy pada prosesnya, PPARy
memiliki peran mempromosikan dan menstabilkan PRDMI16 agar proses
pencoklatan dapat bekerja dengan baik.**-** PPARy merupakan faktor transkripsi
wajib yang sangat diperlukan untuk differensiasi dan kelangsungan hidup WAT dan
BAT. Salah satu obat yang sering digunakan untuk penelitian dalam mengatasi
obesitas merupakan agonis PPARy merupakan golongan TZD yaitu rosiglitazone
dan pioglitazone.’**% Thiazolidinedione (TZD) meningkatkan asosiasi antara
PPARy dengan Sirtl, sehingga mempromosikan deasetilasi PPARy. Deasetilasi
PPARy oleh SirT1, atau mutasi acetylated dalam PPARy mencetuskan disasosiasi
dari NCoR corepressor dan menyebabkan terjadi asosiasi dengan Prdm16. Kondisi
ini mencetuskan proses pencoklatan adiposit putih subkutan dengan merangsang
mereka untuk mengadopsi profil ekspresi gen jaringan adiposa coklat, yang
menghasilkan peningkatan pengeluaran energi pada jaringan adiposa putih, hal ini

dapat dilihat pada Gambar 9.”°
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Gambar 9. PPARy mengaktivasi pemakaian energi.5°

Lasar dkk, 2018 menyatakan antara berbagai macam tikus yang telah
dihilangkan PPARa, B/d, and vy, diketahui bahwa PPARa, B/d dapat dibuang
(dispensable) untuk menjaga fungsi lemak coklat. Pada tikus dengan ablasi PAPRy
dapat menurunkan kapasitas thermogenik serta dapat menurunkan kemampuan
induksi oleh sinyal B-adrenergik pada adiposit coklat baik secara invivo dan invitro,

serta pergeseran dari metabolisme asam lemak oksidatif ke pemanfaatan glukosa.
60,61

2.4 Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha
(Pge-1a)

Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha
(PGC-10) bekerja sebagai koaktivator PPARyY, mengatur biogenesis mitokondria
dan respirasi sel melalui induksi uncoupling protein dan regulasi respirasi faktor
inti sel yang banyak ditemukan pada beige adiposit dan BAT.®* PGCla diinduksi
oleh suhu dingin, puasa, dan olah raga serta fungsi thermogenesis adaptif. Ini
dibutuhkan dalam proses thermogenesis BAT bukan differensiasi. Peningkatan
ekspresi gen UCP1 mengarah pada fenotip BAT, pada kondisi kekurangan PGC-1a
ekspresi gen thermogenik dan mitokondria rendah seperti pada jaringan WAT.

Selain itu juga PGCla juga diperlukan pada metabolisme glukosa dan lemak pada
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tikus obes, kondisi PGCla yang rusak diketahui dapat memengaruhi terjadinya

peningkatan resistensi insulin dan diabetes tipe 2 pada manusia.?>-*%3

Mitokondria menghasilkan panas yang dipengaruhi oleh ekspresi UCP1
melalui sebuah mekanisme yang disebut "kebocoran proton / protein leakage".
Proton bocor dari ruang intermembrane ke matriks menghasilkan panas
dibandingkan energi, UCP1 yang berada pada membran dalam mitokondria bekerja
sebagai protein transmembran memperbolehkan proton untuk masuk kembali ke
matrix mitokondria menyebabkan gradien elektrokimia menurun sehingga

mendorong sintesis ATP dan meningkatkan produksi panas.?*%*

Ekspresi PGC-1a di regulasi oleh pRb (retinoblastoma protein) dan keluarga
Rb p107. WAT pada tikus p107 menunjukkan fitur seperti BAT: ada banyaknya
adiposit multilokular dengan peningkatan PGC-la dan ekspresi UCP-1. pRb
diturunkan pada p107, pRb dapat menekan ekspresi PGC-1a dengan berikatan pada
promoternya, baik pRb dan p107 cenderung menjadi regulator negatif dari proses
pencoklatan karena efeknya pada PGC-la. Sebaliknya, FGF21 meningkatkan
protein PGC-1a pada WAT dan memberikan efek positif dalam proses pencoklatan
(Gambar 4).*

AMP-activated protein kinase (AMPK) meregulasi homeostasis energi
melalui phosporilasi dari berbagai substrat, salah satu peran AMPK meregulasi
biogenesis dan fungsi mitokondria melalui induksi proliferator-activated receptor
gamma coactivator 1 o (PGCla).%*% Peningkatan PGCla yang selanjutnya
memengaruhi UCP1 sehingga terjadi thermogenesis yang menyebabkan

peningkatan pemakaian energi menjadi panas.

Aktivitas fisik dapat meningkatkan aktivitas PGCla, Proses ini diharapkan
dapat diatasi menggunakan tanaman herbal, salah satunya H. sabdariffa yang sudah

diketahui dapat mengatasi obesitas, walau jalurnya belum banyak diketahui.

2.5 Hibiscuss Sabdariffa Linn.
Hibiscus sabdariffa atau H. sabdariffa ialah tanaman dikotil dengan
karakteristik sebagai berikut: tanaman kayu, semak belukar, tumbuh setinggi 2-2,5

meter, daun berlobus 3-5, panjang 8-15cm, bunga berdiameter 8-10cm, memiliki
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kelopak tebal di dasar bunga, dengan lebar 1-2 cm berwarna merah terang. H.
sabdariffa Linn dikenal juga dengan (Gambar 10) adalah rosella, sorrel, Gongura,
Lalambari, Polechi, Pulichchai (Malayalam), Pulachakiri, Pundibija (Kannada),
Pulichchai Keerai (Tamil), Patwa (Hindhi) Lal-mista, Lal-ambadi (Marathi),
Chukar (Bengali), Yerra gogu (Telugu), and Chukkiar (Assam). Tanaman ini
banyak tumbuh di daerah tropis seperti Karibia, Central America, India, Africa,
Brazil, Australia, Hawai, Florida, Filipina. Terdapat 2 jenis varietas rosella yaitu

white roselle dan red roselle.>-20-22:66.:67

A. B. C.

Gambar 10. Hibiscus Sabdariffa Linn. (rosella). A. Tanaman rosella, B.kaliks kering,

C.kaliks segar yang baru dipanen.520:68

Pada pengobatan tradisional, rosella digunakan sebagai antidotum bahan
kimia beracun (asam, basa dan pestisida) serta jamur beracun, antiseptic, antifungal,
laxative ringan, aphrodisiac, astringent, cholagogue, demulcent, penyakit gangguan
pencernaan, mengatasi batu ginjal, kerusakan hepar dan menurunkan viskositas
darah. Pada bagian daun berguna sebagai antiscorbutic, omollient, diuretic,
refrigerant, sedative, hypolipidemic, anti-obesity, serta angio- dan cardio-

protective >

Komposisi kimia yang ada pada bagian tanaman rosella (Tabel 2).
Kandungan fenol pada tanaman mengandung anthocyanin seperti sambubioside,
cyanidin-3-sambubioside, dan delphinidin-3-glucoside; flavonoid lain seperti
hibiscetin, gossypetin, dan glycoside lain; sterols like B-sitoesterol, eugenol,

ergoesterol, dan protocatechuic acid.
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Ekstraks kaliks Roselle merupakan sumber antioxidan yang baik dalam
bentuk anthocyanin. Anthocyanin adalah satu tipe dari komponen flavonoid yang
ada di kaliks, petal / mahkota. Selain itu efek antioksidan kuat diketahui juga
terdapat pada bagian ekstrak biji, bunga, daun dan batang. Pemeriksaan
phytochemical (fitokimia) menunjukkan tanaman ini kaya akan antioksidan seperti
senyawa polifenol. Peran polifenol yaitu mencegah banyak penyakit kronis seperti
gangguan kardiovaskular, diabetes, kanker, atau gangguan neurodegeneratif yang

patogenesisnya dan progresivitasnya berkaitan dengan aksi radikal bebas.®

Ekstrak H. sabdariffa memiliki efek radikal bebas dan pembersihan oksigen
reaktif, menghambat kerja xanthine oxidase, menunjukkan efek perlindungan
melawan ter-butylhydroperoxide (t-BHP)-induced oxidative damage, melindungi
kerusakan sel dengan peroxidasi lipid, menghambat oksidasi Cu2+mediated dari
LDL dan pembentukan asam thiobarbiturat (thiobarbituric acid reactive substances
/TBARSs), menghambat pembentukan kandungan malondialdehida, mengurangi
kehabisan glutathione, meningkatkan fungsi hepar dan menurunkan aktivitas

superoxida dismutase dan katalase darah.’

Polifenol merupakan bioaktif phytochemical yang diketahui sebagai
antiinflamasi.” Mardiah (2015) menyatakan bahwa inflamasi merupakan respon
fisiologi tubuh terhadap kerusakan dan gangguan faktor eksternal. Salah satunya
adalah hiperglikemia mencetuskan respons inflamasi yang dimediasi oleh sitokin.
Keadaan hiperglikemia mencetuskan inflamasi ditandai dengan peningkatan
penanda inflamasi seperti tumor necrosis factor-o. (TNF-a), high sensitivity C
reactive protein (hs-CRP), interleukin-6 (IL-6), dan interleukin-18 (IL -18). Terjadi
peningkatan reactive oxygen species (ROS) juga pada diabetes mellitus. ROS
mengaktifasi NF-kB yang merupakan faktor transkripsi yang mengatur ekspresi gen
pro inflamasi seperti TNFa, C reactive protein dan IL-6. Hasil penelitiannya
menunjukkan ekstrak rosella menurunkan radikal bebas dan TNFo.”® Pada jurnal
Mileo (2019) menunjukkan polyphenol pada olive oil, green tea, menurunkan
inflamasi ditunjukkan dengan turunnya NF-kbTNFa, IL-1B, IL-12, IL-6."!
Rodriguez-Ramiro menunjukkan polyphenol menurunkan inflamasi dengan cara

menurunkan JNK, NF-KB, PKC, mTOR yang berperan dalam proses inflamasi.”?
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Tabel 2. Fitokimia dari rosella.2%:73

Bagian

Komposisi kimia
tanaman p

Cyanidin-3-glucoside, cyanidin-3-sambubioside, tartaric acid,
xylose, karbohidrat, lemak, proteins, fibre (dietery), fibre (crude),
delphinidin-3- sambubioside, delphinidin-3-glucoside, delphinidin-
3-xyloglucoside, delphinidin, rhamnogalacturans, arabinans,
sucrose, mannose, mucilage,thiamin, pectin, niacin, B-carotene,
Bunga | arabinogalactans, riboflavin, phytosterols, citric acid, maleic acid,
ascorbic acid, fruit acids, malic acid, allohydroxycitric-acid, hibiscic
acid, oxalic acid, (+)-allooxycitronic acid-lactone, glycolic acid,
utalonic acid, protocatechuic acid, cyanidin-3-xyloglucoside,
delphinin, gossypetin-3-glucoside, gossypetin, hibiscin, hibiscetin,
hibiscitrin, sabdaretin, resin, sabdaritrin, mineral dan debu.
Cellulose, kolesterol, starch, carbohydrates, ergosterol, campesterol,
propionic acid, B-sitosterol, pelargonic acid, pentosans, palmitic
acid, palmitoleic acid, myristic acid, oleic acid, malvalic acid,
methanol, sterculic acid, linoleic acid, formic acid, caprylic acid,
12,13-epoxy-cis-9-octadecenoic acid, stearic acid, isoamyl alcohol,
cis- isopropyl alcohol, 3-methyl-1- butanol, ethanol, fiber dan
mineral.

Anisaldehyde, o-Terpinyl acetate, - sitosterol, B-carotene, B-
sitosteryl benzoate, B-D-galactoside, niacin, lemak, iso-propyl
alcohol, isoamyl alcohol, 3-methyl-1-butanol, methanol, ethanol,
benzyl alcohol, fibre, malic acid dan debu.

Ascorbic acid, a-Terpinyl acetate, calcium oxalate, pectin, caprylic
acid, anisaldehyde, acetic acid, citric acid, formic acid, ethanol,
propionic acid, pelargonic acid, methanol, isopropyl alcohol, 3-
methyl-1- butanol, benzaldehyde, benzyl alcohol, dan mineral.
Akar Saponin dan Tartaric acid

Biji

Daun

Buah

Secara invitro sudah diketahui efek antioksidan kuat menggunakan ekstrak
biji, bunga, daun dan batang. Pemeriksaan phytochemical (fitokimia) menunjukkan
tanaman ini kaya akan antioksidan seperti senyawa fenol, anthocyanin, flavonol,
asam protocatechuic, alkaloid, anthocyanin, tannin, flavonoid termasuk quercetin
dan rutin, serta saponin.>®’ Selain senyawa tadi, juga kaya akan asam organik
seperti hydroxycitric acid, hibiscus acid, hibiscus acid glucoside dan hibiscus acid

6-methyl ester.’

Komposisi lain dari H. sabdariffa adalah kalsium, aluminum, tembaga,

chromium, organic acid, besi, pectins, polysaccharides, dan senyawa polyphenol,
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seperti thiamine, B-carotene, niacin, riboflavin, dan ascorbic, hibiscic acids dan

malic, selain itu juga mengandung vitamin E, prekursos glutathione.®”7*

Kandungan vitamin C dan fenol banyak terkandung pada rosella merah.
Peran dari kandungan antioksidan dari rosella merah yang merupakan vitamin C
dan senyawa fenol adalah melindungi dari peroksidase lipid pankreas.®
Anthocyanin seperti cyanidin-3-sambubioside dan delphindin-3-sambubioside
merupakan komponen utama di ekstrak H. sabdariffa. Cyanidin-3-O-p-glukosida
(C3G) menekan perkembangan obesitas akibat HFD pada tikus dan diet C3G yang
murni meningkatkan sensitivitas insulin dan menurunkan kadar glukosa darah

mencit diabetes tipe 2.74

Polifenol merupakan bioaktif phytochemical yang diketahui sebagai
antioksidan yang efektif sebagai antiinflamasi, antialergi, hepatoprotektif,
antithrombotik, antiviral, dan antikarsinogenik. Phytochemical lain yang juga
ditemukan pada rosella yaitu saponin dan flavonoid pada kaliks dari varietas
rosella.”®® Serum Kolesterol Total, TG, asam lemak bebas (fiee fatty acid), high
density lipoprotein (HDL), dan kadar gula darah dari diet tinggi lemak (High fat
diet/HFD) dapat diregulasi, dengan polifenol yang didapat dari berbagai sumber.”-*
Sebagai tambahan banyak polifenol menunjukkan efek hepatoprotektif dalam drug

induced hepatic necrosis dan kolestatic liver injury pada pengerat.’

Pada studi hewan in vivo yang mengalami non alcoholic fatty liver disease
(NAFLD), penggunaan pholyphenol extract H. sabdariffa telah menunjukkan
turunnya kadar insulin. Pemberian pholyphenol extract of H. sabdariffa linn dengan
kadar 22mg/kg/hari selama 10 minggu, membuat turunnya berat badan, TAG,
steatosis, ukuran adiposit di jaringan adiposit, turunnya miR-103, miR-107,
meningkatnya miR-122 (pada liver), turunnya FAS, meningkatnya kadar protein p-
AMPK, menurunnya ekspresi gene Sterol regulatory element-binding protein-1
(SREBP-1c¢), dan akumulasi Q3 G dalam sel dan jaringan.”-”> Ekstrak H. sabdariffa
sudah diketahui mengandung banyak antioksidan seperti polyphenolic dan
flavonoid, yang dapat menurunkan oxysterol dalam metabolisme asam empedu dan
menghalangi akumulasi lipid di hepar yang berasal dari garam empedu. Ekstrak H.

sabdariffa dapat menurunkan kadar kolesterol plasma dan organ. Konsumsi harian
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dari ekstrak H. sabdariffa dapat menurunkan berat badan, BMI dan lemak tubuh,
serta menurunkan distribusi lemak abdomen pada manusia.” Efek antiobesitas juga
ditunjukkan pada pemberian ekstrak H. sabdariffa invivo pada umumnya dengan

toksisitas sangat rendah, dengan dosis maksimal sekitar 2000 mg/kgBB.%°

Ektrak H. sabdariffa tidak menyebabkan perubahan pada marker fungsional
renal seperti BUN dan CRE yang menandai bahwa pemberian ekstrak H. sabdariffa
tidak memberikan efek pada fungsi renal. Suplemen ekstrak H. sabdariffa juga
tidak merubah kadar glukosa darah, kadar ion, atau badan keton dalam plasma,

ekstrak H. sabdariffa juga tidak memengaruhi fungsi insulin.’

2.6 Potensi Hibiscuss Sabdariffa Linn. untuk penanganan Obesitas
Anthocyanin  seperti  cyanidin-3-sambubioside dan  delphindin-3-

sambubioside diketahui sebagai komponen utama di ekstrak H. sabdariffa.

Cyanidin-3-O-f-glukosida menekan perkembangan obesitas akibat HFD pada

tikus.”*

H. sabdariffa juga menurunkan kadar kolesterol serum dan menghambat
oksidasi LDL kelinci dan tikus, dan ekstrak H. sabdariffa kaya polyfenol memiliki
efek kemopreventif yang bertindak lewat jalur pensinyalan mitogen-activated
protein kinase (MAPK). Pemberian ekstrak H. sabdariffa dalam bentuk kapsul
menurunkan serum kolesterol pada manusia. Untuk mencegah obesitas, ekstrak H.
sabdariffa dapat bekerja sebagai ajuvan. Perbaikan gejala kerusakan hepar dan
status sindroma metabolik sejalan dengan pemberian ekstrak H. sabdariffa sebagai

antiobesitas.’

Sindroma metabolik dan profil lipid pasien dapat diperbaiki oleh H.
sabdariffa. Ekstrak H. sabdariffa mencegah hepatic steatosis melalui down regulasi
dari PPARy dan SREBP-Ic, yang berperan pada obesitas yang diinduksi proses
inflamasi, khususnya pada jaringan adiposa, hepar dan sistem vaskular. Kaliks dari
H. sabdariffa kaya polyfenol, termasuk anthocyanin, flavonoids dan phenolic acids.
H. sabdariffa polyphenol mencegah hiperglikemia dan hiperlipidemia, cegah
lipogenesis hepatic. Beberapa, seperti derivat gallic acid, chlorgenic acid, caffeic

acid, quercetin, dan tiliroside terbukti efektif dalam menurunkan obesitas dan
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gangguan terkait (Tabel 3). Serta ditemukan kadar asam aspartic yang sangat tinggi

dibandingkan kadar lainnya (Tabel 4).??

Tatalaksana ekstrak H. sabdariffa memperbaiki high fat diet induced obesity
dan akumulasi lipid pada kerusakan hepar yang ditunjukkan model hewan coba,

serta aman.”’

Tabel 3. Efek esktrak H. Sabdariffa dalam obesitas.

Tabel 4. Komposisi asam amino dari esktrak H. Sabdariffa.

Penelitian Huang 2015 menunjukkan pemberian ekstrak H. sabdariffa
memberikan efisiensi yang sangat baik dalam meregulasi berat badan total dan
kandungan lemak. Hampir setara dengan pemberian anthocyanin grup. Jumlah

lemak yang turun pada hepar sangat berkaitan dengan dosis pemberian ekstrak H.
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sabdariffa, semakin besar semakin baik, pada percobaan diberikan dosis 25, 50, 100
mg ekstrak H. sabdariffa, dibandingkan dengan pemberian anthocyanin saja dengan

dosis 25 mg.”®

Mekanisme potensial dari H. sabdariffa termasuk antihiperglikemik,
penurunan kolesterol plasma, penghambatan gastric and pancreatic lipase,
stimulasi thermogenesis, inhibisi akumulasi droplet lipid dalam sel lemak tanpa
memengaruhi konversi adiposa, inhibisi fatty acid synthase. Serta menunjukkan
target spesifik dari H. sabdariffa dalam proses differensiasi dari sel 3T3-L1 dapat
berupa PPARY dan C/EBP-a yang dapat menghambat akumulasi lemak.5’

Selain itu PPARy dan SREBP-lc merupakan regulator penting dalam
metabolisme lipid hepar. Faktor transkripsi ini merangsang ekspresi beberapa
enzim yang terlibat dalam sintesis asam lemak hati dan transport glukosa,
glukoneogenesis dan lipolisis. Penurunan ekspresi gen SREBP-1c dan PPARYy pada
mencit yang diberi HFD dan ekstrak H. sabdariffa, berkaitan dengan kejadian
steatosis liver. Akumulasi masa lemak dan berat badan dihambat. Adenosine
monophosphate-activated protein kinase (AMPK) meninaktivasi transkripsi
SREBP-1c¢ and PPARy dan menghambat inhibits hepatic steatosis pada model
hewan HFD-induced. Anthocyanin yang melimpah papda makanan mengaktivasi
AMPK dan menurunkan ekspresi protein SREBP-1c, yang memberikan efek hipo
lipidemik dan meredam steatosis hepar, serta HepG2 hepatosit. H. sabdariffa juga
menghambat diferensiasi adiposit melalui jalur AMPK-PPAR-B pathway, dan
menghambat lipogenesis dan meningkatkan hepatic lipid clearance melalui AMPK-
SREBP-1. AMPK juga memberikan potensi efek terapetik dalam pencegahan dan
tatalaksana diabetes tipe 2 dan obesitas , dengan mendukung obat metformin yang

mengaktivasi AMPK."*
Efek pada metabolisme lipid

ekstrak H. sabdariffa memiliki efek menurunkan lipid, dalam studi invitro,
ekstraknya (extrak air dan ethanol dari calyces atau daun kering) telah ditemukan
untuk menurunkan kolesterol LDL, VLDL, kolesterol total, Trigliserida dan
peroksidasi lipid, serta meningkatkan kadar HDL. Komposisi fungsional seperti
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galloyl ester, asam chlorogenic, asam caffeic, quercetin, tiliroside dan anthocyanins
dari ekstrak H. sabdariffa terlibat untuk ini. Senyawa ini memiliki peran penting
dalam meregulasi metabolisme lipid dan juga menurunkan berat badan. Galloyl
ester menurunkan hepatic lipid dan berat badan. Chlorogenic acid menurunkan
serum kolesterol dan attenuate fatty liver dengan up-regulating ekspresi dari
PPARa. Chlorgenic acid dan caffeic acid meningkatkan dan memodulasi berat
badan, metabolisme lipid dan kadar hormon yang berkaitan dengan obesitas.
Caffeic acid menghambat lipogenesis hepar tapi mendorong lipolisis dan regulasi
obesitas terkait hormon sehingga menurunkan berat badan. Quercetin menghambat
differensiasi adiposit dan apoptosis adiposit. Tiliroside meregulasi obesitas terkait
hormon dan mendorong lipolisis hepar dengan mengaktivasi sinyal adiponectin dan
oksidasi lipid hepar. Anthocyanin menurunkan berat badan dan lemak tubuh dengan
meningkatkan adiponektin dan menurunkan leptin dan adiposit. Dalam studi oleh
Yang, ekstrak polifenol yang mengandung protocatechuic acid, catechin,
gallocatechins, caffeic acid dan gallocatechin gallates memperlihatkan kemampuan
yang lebih baik dalam menurunkan kolesterol total, LDL-C dan meningkatkan
kolesterol HDL-C dibandingkan ekstrak air dari ekstrak H. sabdariffa yang
mengandung anthocyanin, polifenol acid dan flavonoid. Ini menurunkan kandungan
lipid pada hepatosit melalui aktivasi AMPK dan menurunkan SREBP-1, sehingga
menghambat ekspresi dari fatty acid syntahse dan HMG-CoA reductase.
Anthocyanin terutama delphinidin-3- sambubioside dan cyanidin-3-sambubioside,
merupakan konstituen aktif yang bertanggung jawab untuk efek antihipertensi,
antioksidan dan hipokolesterolemik dari ekstrak H. sabdariffa. Efek
hypocholestrolemic ditemukan menurunkan serum kolesterol pada fructose-fed dan
kolesterol-fed pada tikus dan kelinci. Ekstrak calyces dan daun dari H. sabdariffa
menunjukkan efek antihiperlipidemia secara signifikan pada tikus hiperlipidemia
yang diinduksi dengan cara meningkatkan kolesterol HDL dan menurunkan
peroksidasi lipid. Pada manusia potensi telah di teliti dengan menggunakan ekstrak
H. sabdariffa dalam bentuk kapsul dan dilaporkan menurunkan kolesterol subjek.

Ekstrak H. sabdariffa juga mencegah oksidasi LDL dan kematian makrofag.>7’"8
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Efek pada adiposit

Differensiasi adiposit dan akumulasi lipid berkaitan dengan terjadinya dan
perkembangan obesitas. Kandungan dari phytochemical menghambat differensiasi
adiposit dengan memodulasi PI3-K/Akt dan ERK pathway yang memiliki peranan
penting selama adipogenesis. Ekstrak H. sabdariffa menghambat ekspresi faktor
transkripsi adipogenik, C/EBPa and PPARYy. Inhibisi differensiasi adiposit dan
induksi apopotosis adiposit oleh quercetin terlihat pada studi invitro dimana 3T3-
L1 sel adiposit yang di tatalaksana dengan ekstrak H. sabdariffa menghasilkan
hambatan pada adipogenesis dan akumulasi dari cytoplasmic lipid droplets. Inhibisi

dari adipogeneisis dan penurunan massa sel adiposit dapat disebabkan juga efek

lipolitik dari ekstrak H. sabdariffa.’>*"
Efek pada obesitas terkait enzim

Ekstrak H. sabdariffa menghambat obesitas terkait enzim seperti lipase
pankrease, lipase lipoprotein, a-glucosidase dan a-amylase. Penelitian
menunjukkan bahwa hibiscus acid dan cyanidin-3-glucoside yang ada pada rosella
merupakan inhibitor aktif a-amylase pankreas. ekstrak H. sabdariffa dari 2 varietas
(merah dan putih) bagian calyces terkait dengan enzim yang menghidrolisis
karbohidrat (a-amylase and a-glucosidase), rosella merah menunjukkan aktivitas
penghambatan a-glucosidase lebih tinggi dari pada rosella putih, sedangkan rosella
putih menunjukkan aktivitas penghambatan a-amylase lebih tinggi dibandingkan
rosella merah. Selain menghambat aktivitas a-amylase, juga menghambat absorpsi
gula dan tepung yang dapat membantu menurunkan berat badan. Penghambatan

absorpsi glukosa oleh adanya o-glucosidase inhibitor.>’%7

Tabel 5. Manfaat ekstrak H. sabdariffa pada obesitas

Efek ekstrak H.
sabdariffa pada Mekanisme Kerja
obesitas
Metabolisme Meningkatkan serum HDL
lipid Menurunkan kadar SGOT

Menurunkan kadar SGPT

Mencegah oksidasi LDL dan kematian makrofag
menurunkan kolesterol LDL, VLDL, kolesterol total,
Trigliserida dan peroksidasi lipid
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Adiposit

Enzim

mengatur PI3-K/Akt dan ERK pathway yang berperan pada
adipogenesis

menghambat ekspresi faktor transkripsi adipogenik, PPARY
dan C/EBPa

Menghambat lipase pankrease, lipase lipoprotein, a-
glucosidase dan a-amylase
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BAB 3 METODE PENELITIAN

3.1 Desain Penelitian

Penelitian ini merupakan bagian dari roadmap penelitian dari Departemen
Fisiologi dengan tujuan meneliti fitofarmaka untuk penanganan obesitas. penelitian
ini menggunakan desain penelitian eksperimental in vivo. Jumlah hewan coba yang
digunakan sebanyak 24 ekor tikus jantan yang dengan acak dibagi empat kelompok,
yaitu (1) kelompok kontrol (KHO), (2) kelompok obes (OHO), (3) kelompok obes
yang diberi H. sabdariffa 200mg/hari/kgBB (OH200), dan (4) kelompok obes yang
diberi H. sabdariffa 400mg/hari/kgBB (OH400).

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian
Tempat dan waktu dilakukannya penelitian ini adalah di Laboratorium Rumah

Hewan Biokimia FKUI dan Laboratorium Fakultas Kedokteran Gigi Universitas

Indonesia pada bulan April 2018 hingga Mei 2019.

3.3 Persetujuan Etik

Ini merupakan bagian studi penelitian dari payung penelitian yang telah
disetujur Komite Etik Penelitian Kesehatan Fakultas Kedokteran Universitas
Indonesia dan telah terdaftar dengan nomor surat 0110/UN2.F1/ETIK/2018 dan
nomor protokol 18-02-0119.

3.4 Subjek dan Sampel Penelitian

Penelitian ini menggunakan hewan coba tikus jantan galur Sprague Dawley.®
Berusia 6 hingga 10 minggu, berat badan antara 90 hinggal60 gram. Sebelum dan
selama perlakuan, tikus diberi pakan dan minuman secara ad [libitum serta
kesehatan tikus juga dijaga agar tidak sakit, serta kebersihan kandang juga dijaga,
serta pencahayaannya diatur 12 jam gelap dan 12 jam terang dengan suhu pada
lingkungan sekitar diatur sebesar 23+1°C. Tikus diinduksi diet tinggi lemak selama
17 minggu hingga tercipta kondisi obesitas.®""3? Serta kondisi lainnya selama
percobaan disesuaikan peraturan kode etik komisi penanganan dan penggunaan

hewan coba.

Sampel diambil dari jaringan adiposa subkutan tikus.

28
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3.5 Penetapan Jumlah Hewan Coba

Penentuan banyaknya jumlah sampel penelitian ditentukan dan dihitung
menggunakan rumus Federer, yaitu: (t-1) (n-1) > 15, dengan variable t merupakan
jumlah kelompok perlakuan, dan n merupakan jumlah tikus yang ada pada tiap
kelompok.

(4-1)(n-1)>15

3(n-1)>15

3n-3>15

3n>18

n>6

Berdasarkan hasil dari perhitungan rumus tersebut didapatkan jumlah sampel
pada setiap kelompok minimal sebanyak enam ekor tikus, sehingga jika dihitung

jumlah total sampel minimal menggunakan sebanyak 24 ekor tikus.

3.6 Kriteria Inklusi dan Eksklusi
3.6.1 Kriteria inklusi

Yang termasuk dalam kriteria inklusi adalah tikus galur Sprague Dawley,
jenis kelamin jantan, berat badan 90-160 gram, usia 6 hinggal0 minggu, pada
kelompok normal nilai indeks Lee harus dibawah 310, dan pada kelompok obes

nilai indeks Lee harus diatas sama dengan 310 dan serta kondisi tikus juga sehat.

3.6.2 Kriteria Eksklusi

Selama penelitian berlangsung tikus mengalami keadaan sakit dan mati.

3.7 Identifikasi Variabel
Variabel bebas dalam penelitian ini yaitu pemberian ekstrak H. sabdariffa,
variable terikat penelitian ini yaitu Indeks Lee, Ekspresi PGClo dan PPARYy di

jaringan adiposa.

3.8 Alat dan Bahan
3.8.1 Alat

Peralatan yang digunakan pada selama perlakuan adalah kandang tikus,

timbangan digital, sonde lambung, penggaris, syringe, dan set peralatan bedah.
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Peralatan yang dipakai selama sampel diperiksa adalah microtube, tips,

micropipette, sentrifuge, spin down, vortek, alu, mortar, dan set alat real time PCR.

3.8.2 Bahan Penelitian dan Reagensia

Beberapa bahan yang dipakai yaitu jaringan adiposa subkutan inguinal
tikus, nitrogen cair, akuades, ekstrak metanol H. sabdariffa (diperoleh dari Balai
Penelitian Tanaman Rempah dan Obat, Bogor), alkohol 70%, kit isolasi RNA
Quick-RNA MiniPrep Plus (Zymo Research), kit sintesis cDNA ReverTra Ace®
qPCR RT Master Mix with gDNA remover (Toyobo), kit running real time PCR
SensiFAST SYBR® Hi-ROX (Bioline), dan juga primer gen PPARy dan PGCla

untuk rattus norvegicus, dan housekeeping gene GAPDH.

3.9 Cara Kerja

3.9.1 Pengelompokan Hewan Coba
Hewan coba dikelompokkan menjadi:®!-%

a. Kelompok kontrol normal diberikan pakan normal (KHO).

b. Kelompok kontrol obes diberikan pakan diet tinggi lemak selama 17
minggu (OHO).

c. kelompok tikus obes dengan pakan diet tinggi lemak yang diberi H.
sabdariffa 200 mg/hari/kgBB (OH200).

d. kelompok tikus obes dengan pakan diet tinggi lemak yang diberi H.

sabdariffa 400 mg/hari/kgBB (OH400).

Sebelum diinduksi high fat diet selama 17 minggu, dilakukan penilaian

obesitas menggunakan indeks Lee dengan rumus sebagai berikut:

3l/berat badan (gram) x 1000 3/beratbadan

indeks Lee =
panjang badan (cm) panjangbadan

kategori untuk tikus obes berdasarkan nilai hasil perhitungan indeks Lee
tikus adalah lebih dari sama dengan 310 (> 310), sedangkan untuk tikus

normal nilainya harus kurang dari 310 (<310).81:82
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3.9.2 Pemberian Ekstrak Hibiscuss Sabdariffa Linn.

Ekstrak H. sabdariffa dibeli dari Balai Penelitian Tanaman Rempah dan Obat
Bogor dalam bentuk pasta. Kemudian ekstrak H. sabdariffa dilarutkan dengan air
kemudian dihitung volumenya, dan selanjutnya ektrak H. sabdariffa diberikan
dengan cara sonde dengan dosis 200 mg dan 400 mg/kgBB/hari pada tikus obes.
Ekstrak tersebut diberikan satu kali per hari selama 5 minggu.'%®* Selama induksi
ekstrak H. sabdariffa, kelompok tikus obes diberikan diet tinggi lemak (kadar
Lemak 19,09%), sedangkan kelompok tikus normal diberikan diet standar (kadar
Lemak 6,43%).

3.9.3 Pengukuran indeks Lee

Pengukuran indeks Lee dilakukan pada semua kelompok sampel penelitian
tanpa terkecuali yaitu dilakukan pada waktu hari terakhir aklimatisasi sebelum
masuk awal pemberian ekstrak H. sabdariffa dan juga dilakukan pada akhir
pemberian ekstrak H. sabdariffa. Kategori untuk tikus obes berdasarkan nilai hasil
perhitungan indeks Lee tikus adalah harus lebih dari sama dengan 310, sedangkan
untuk tikus normal nilainya harus kurang dari 310.8"%2 Dengan rumus sebagai

berikut:

3
\/berat badan (gram) x 1000

indeks Lee = .
panjang badan (cm)

Panjang badan yang dimaksud adalah panjang dari naso ke anal (naso-anal)

tikus, bukan hingga ujung ekor tikus.

3.9.4 Prosedur Pengambilan Sampel

3.9.4.1 Prosedur Dekapitasi dan Pengambilan Jaringan Lemak

Pada hari terakhir perlakuan, sampel darah tikus diambil dan selanjutnya
tikus didekapitasi serta dilakukan pengambilan sampel jaringan. Sebelum di
dekapitasi, tikus dianestesi dengan cara injeksi intraperitoneal memakai kombinasi
ketamin 0,05 ml/kgBB dan xylazine hydrocloride 0,01 ml/kgBB. Sampel jaringan
berupa jaringan adiposa yang diambil dari bagian subkutan hewan coba. Jaringan
adiposa subkutan inguinal dieksisi, dan selanjutnya dibersihkan dengan NaCl 0,9%,
ditimbang, dan kemudian disimpan dalam microtube. Sampel dimasukkan

sementara ke nitrogen cair untuk selanjutnya dipindahkan ke dalam kulkas -80°C
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hingga digunakan untuk pemeriksaan. Sampel jaringan adiposa digunakan untuk

pemeriksaan ekspresi gen PPARy dan PGCla.

3.9.5 Pemurnian RNA

Isolasi dan Pemurnian RNA memakai Quick-RNA ™ MiniPrep Plus, R1058
dari ZYMO RESEARCH. Sampel digunakan adalah jaringan lemak subkutan yang
sudah diambil dan disimpan pada suhu -80 °C. Berikut ini merupakan tahapan

dalam proses pemurnian RNA:

3.9.5.1 Persiapan sampel

Jaringan lemak (sampel) diambil dari kulkas -80 °C, selanjutnya
dimasukkan ke dalam nitrogen cair, setelah itu sampel (sebanyak 30 pg) di
homogenisasi secara mekanik kemudian dicampurkan dengan DNA/RNA Shield
sebanyak 600 pl dalam tube dan di aduk rata. Selanjutnya tambahkan PK digestion
buffer 60 pl dan Proteinase K 30 pl ke dalam larutan sampel jaringan tadi. Setelah
larutan tercampur rata, larutan diinkubasi pada 55 °C dengan durasi 30 menit.
Setelah diinkubasi, di vortex dan selanjutnya di sentrifugasi dengan kecepatan
12.000 g selama 2 menit. Pindahkan supernatant (cairan) ke dalam RNAse-free
tube. Selanjutnya tambahkan RNA lysis Buffer sebanyak supernatant yang ada dan

aduk rata.

3.9.5.2 Pemurnian RNA / RNA Purification

Proses lanjutan yaitu pemurnian RNA yang diawali dengan pemindahan
sampel yang sudah tercampur RNA lysis buffer ke dalam Spin-Away Filter warna
kuning dalam collection tube dan disentrifugasi kecepatan 12.000 g selama 1 menit.
Elusi yang terbentuk disimpan dan ditambah etanol dengan kadar 95-100% ke
sampel dengan volume yang sama dan aduk rata. Campuran yang terbentuk
dipindahkan ke dalam Zymo-Spin™ IIICG Column warna hijau dalam collection
tube dan disentrifugasi 1 menit kecepatan 10.000 g. Elusi yang terbentuk dibuang,
kemudian tambahkan RNA Prep buffer 400 uL. kedalam kolom dan disentrifugasi
dengan kecepatan 12.000 g durasi 1 menit. Elusi yang terbentuk dibuang lagi.
Selanjutnya cuci dengan RNA wash buffer 3 kali dan tambahkan 30 uL
DNAse/RNAse free water ke matriks kolom lalu sentrifugasi 1 menit. Elusi yang
jatuh di RNAse free tube adalah sampel RNA yang digunakan pada proses

Universitas Indonesia



33

selanjutnya. Sampel RNA yang terbentuk disimpan dalam kulkas bersuhu < -70°C

atau dapat juga digunakan langsung.

3.9.6 Sintesis cDNA

Pembuatan ¢cDNA dari RNA template memakai KIT TOYOBO yaitu
Revertra Ace® gPCR RT Master Mix with gDNA Remover, FSQ-301. Semua
tindakan yang dilakukan menggunakan suhu tertentu, selain itu selama pembuatan
cDNA dilakukan di atas es, selain perlakuan khusus yang diharuskan menggunakan

suhu tertentu. Tahapan prosesnya adalah:

3.9.6.1 Genomic DNA Removal (DNase 1 treatment)

Menggunakan gDNA remover yang merupakan optimized DNase I solution
yang kemudian dicampur dengan 4x DN Master Mix yang merupakan larutan yang
mengandung RNase inhibitor dengan perbandingan 1:50. Persiapan larutan reagen
DNase I dilakukan di atas es, yaitu mencampurkan 4x DN Master Mix sebanyak 2
ul ditambahkan RNA template sebanyak 0.5 pg - 0,5 pg yang selanjutnya
ditambahkan lagi Nuclease-Free Water secukupnya hingga maksimal volume
sebanyak 8 pl. Selanjutnya larutan reagen ini diinkubasi pada suhu 37 °C selama 5

menit.

3.9.6.2 Reverse transcription (cDNA synthesis)

Pada proses ini menggunakan 5x RT Master Mix II yang mengandung
reverse transcriptase Revertra Ace®, RNase inhibitor, oligo dT primer, random
primer dan dNTPs. Persiapan reagen untuk larutan reverse transcription dilakukan
diatas es dengan cara 5x RT Master Mix II sebanyak 2 pl ditambahkan larutan yang
sudah diinkubasi pada 3.9.6.1 yang sudah ada sebanyak 8 pul sehingga total larutan
menjadi 10 pl. Selanjutnya dilakukan inkubasi pada suhu 37 °C selama 15 menit,
dilanjutkan 50 °C selama 5 menit dan kemudian ditingkatkan menjadi suhu 98 °C
selama 5 menit. Setelah selesai larutan ¢cDNA yang sudah terbentuk dapat
digunakan langsung untuk tahapan selanjutnya atau disimpan pada suhu 4C atau -

20 °C.
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3.9.7 Metode Pemeriksaan Menggunakan Realtime PCR

Pengukuran ekspresi gen PPARy dan PGC1a menggunakan SensiFAST SYBR

Hi-ROX Kit (Bioline) metode two step. Alat Applied Biosystem RealTime PCR

7500 digunakan untuk menganalisa ekspresi gen. Desain primer PCR berdasarkan

sekuens database NCBI (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), yang sesuai dengan

ketentuan primer yang baik yaitu ukuran PCR product size, panjang primer, suhu

atau Tm, annealing temperature optimal, melting temperature optimal, G/C konten,

tidak ada self-dimer, dan primer harus berada antara exon to exon serta organisme

yang sesuai yaitu rattus norvegicus (taxid:10116). Primer hasil NCBI di blast

kembali memakai Primer3 untuk memastikan bahwa primer sudah baik.

a.

C.

Primer yang dipakai untuk analisis ekspresi gen PPARy (untuk pencarian
PPARy menggunakan PPARg ) pada jaringan adiposa subkutan adalah :

o forward primer. 5’>-GACCTCTCTGTGATGGATGAC-3’

e reverse primer: 5’-TCGCACTTTGGTATTCTTGGA-3’

e Gene accession number: NM_013124.3

Primer yang dipakai untuk analisis ekspresi gen PGC-1a (untuk pencarian PGC-
la menggunakan ppargcla) pada jaringan adiposa subkutan adalah :

o forward primer: 5’- GTATGGAGTGACATAGAGTGTG -3’

o reverse primer: 5’- GGCTCATTGTTGTACTGGTTG -3’

e Gene accession number: NM_031347.1

House Keeping gene yang digunakan pada penelitian ini adalah glyceraldehyde-
3-phosphate dehydrogenase (Gapdh). Primer yang dipakai untuk analisis
ekspresi Gapdh pada jaringan adiposa subkutan adalah :*’

o forward primer: 5’- TGCCACTCAGAAGACTGTGG -3’

o reverse primer:. 5’- TTCAGCTCTGGGATGACCTT -3’

e Gene accession number: NM_017008.4

Tahapan menganalisa gen PPARy dan PGClo dengan menggunakan

SensiFAST SYBR Hi-ROX Kit dimulai dari membuat PCR mastermix dengan

volume akhir 20 pl,
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Tabel 6. Pembuatan Master mix

Reagen Volume Konsentrasi akhir
2x SensiFAST SYBR 10 ul Ix
No-Rox Mix

10 uM primer forward 0,8 ul 400 nM
10 uM primer reverse 0,8 ul 400 nM
Template (sampel) 1 pul

H>O 7,4 ul

Volume Akhir 20 pl

Mix yang telah dibuat dimasukkan ke dalam well plate sebanyak 19 ul dan

kemudian dimasukkan template sampel sebanyak 1 pl. Setelah itu, dilakukan siklus

PCR 2 step cycling yang dimulai dengan aktivasi polimerase pada 95 °C durasi 2

menit sebanyak 1 siklus. Setelah itu dilakukan 40 siklus denaturasi pada 95 °C

durasi 5 detik dan annealing/extension pada suhu 50 °C untuk PGCla selama 30
detik sedangkan untuk PPARYy dilakukan pada suhu 60 °C selama 30 detik.

Setelah reaksi selesai analisa data ekspresi gen dilakukan dengan menggunakan

metode perhitungan Livak Ekspresi relatif = 2-2ACT

Catatan:

ACT (uji) = CT (uj1) — CT (referensi)

AACT = ACT (uji) - ACT (kontrol)

Uji = PPARy dan PGC-1la

Kontrol = Kelompok kontrol tanpa perlakuan (kelompok 1)

Referensi = GAPDH (housekeeping gene)
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Definisi operasional variable dalam penelitian ini diuraikan pada Tabel 7.

Tabel 7. Definisi Operasional

. Definisi Alat Hasil Skala
Variabel Operasional Cara Ukur Ukur Ukur Ukur
b emomn
El;ﬁig;k Komposisi Uji proksimat

lemak 19%
Indeks Berat b.adan 3/berat badan (gram) .
pada tikus *————="—=x1000 Nominal
Lee panjang badan (cm)
obes
Mengukur ekspresi .
PPARYy mRNA PCR Nominal
Mengukur ekspresi .
PGC-1a mRNA PCR Nominal

3.11 Analisis Data

Semua Analisa data ini menggunakan software SPSS versi 20. Pada awal

Analisa data, sebelum dilakukan uji parametrik dan nonparametrik, dilakukan uji

normalitas menggunakan uji Saphiro-Wilk dan Kolmogorov-Smirnov. Uji

homogenitas menggunakan uji Levene’s Test. Analisa statistik hasil pengukuran

Indeks Lee memakai uji parametrik ANOVA satu arah dan untuk hasil pemeriksaan

PGCla dan PPARy dianalisa memakai uji non parametrik Kruskal Wallis yang

dilanjutkan dengan uji Mann Whitney. Nilai <0,05 dinilai signifikan secara statistik.
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3.12 Alur Penelitian
Tikus (Rattus norvegicus) galur Sprague Dawley, jantan, schat,
umur 6-10 minggu, berat badan awal berkisar antara 110-160 g
¥ | ¥
Minggqu
o ?L? | Diet standar | | Induksi obes dengan diet tinggi lemak |
Akhir Perhitungan Indeks Lee
Minggu 17 l l l
Minggu Kontrol Normal Kontrol Obes Obes 1 (OH200) Obes 2 (OH400)
OHO * Diet Tinggi Lemak + * Diet Tinggi Lemak +
18 -22 (KHO) (OHO) e
* Diet Standar * Diet Tinggi Lemak HSE 200mg/KgBB HSE 400mg/KgBB
) Perhitungan indeks Lee
Akhir g
Minggu 22

+  Dekapitasi Hewan Coba

+ Tsolasi jaringan adiposa abdominal subkutan
+  Disimpan dalam nitrogen cair dan disimpan pada suhu -80 °C hingga digunakan
*  Pengukuran Ekspresi gen PPARY dan PGC-1a menggunakan RT-gPCR
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BAB 4 HASIL PENELITIAN

4.1 Pengaruh H. sabdariffa pada tikus obes terhadap ekspresi PPARy di

jaringan adiposa

2.51 | * |
* % B KHO
2.0 I O OHo

1.5 : | O OH200
1.0. — B OH400
0.5

8x10-87
6%10-8-
4x10 -84
2x10 -84

Ekspresi Relati

o o

Gambar 11. Ekspresi rata-rata PPARYy. Hasil analisa menggunakan uji non parametrik
Kruskal Wallis menunjukkan perbedaan signifikan p<0,05 (*); p<0,01 (**).KHO:
Kelompok Kontrol Normal; OHO: Kelompok kontrol obes; OH200: Kelompok tikus
obes yang diberikan H. sabdariffa dengan dosis 200 mg/KgBB/hari; OH400:
Kelompok tikus obes yang diberikan H. sabdariffa dengan dosis 400 mg/KgBB/hari.

Seperti pada Gambar 11, Kelompok kontrol normal (KH0) memiliki
ekspresi gen PPARY lebih tinggi dibandingkan Kelompok kontrol tikus obes (OHO).
Kelompok tikus yang diberikan ekstrak H. sabdariffa 200 mg/KgBB/hari dan 400
mg/KgBB/hari terbukti memiliki ekspresi gen PPARy yang lebih tinggi
dibandingkan dengan kelompok kontrol obes (OHO0). Kelompok kontrol normal
(KHO) tidak memiliki perbedaan bermakna dengan kelompok yang diinduksi
ekstrak H. sabdariffa 400 mg/KgBB/hari, yang artinya kelompok tikus yang
diberikan ekstrak H. sabdariffa 400 mg/KgBB/hari mendekati seperti keadaan

normal.
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4.2 Pengaruh H. sabdariffa pada tikus obes terhadap ekspresi PGC-1o di

jaringan adiposa

N
1))
1
*
*

B KHO

5 ] OHO
!f’_‘, E1 OH200
Q

= E1 OH400
7))

=

L

S & & S
£ O on O‘z‘

Gambar 12. Ekspresi rata-rata PGC1a. Hasil analisa menggunakan uji non parametrik
Kruskal Wallis menunjukkan perbedaan signifikan p<0,05 (*); p<0,01 (**).KHO:
Kelompok Kontrol Normal; OHO: Kelompok kontrol obes; OH200: Kelompok tikus
obes yang diberikan H. sabdariffa dengan dosis 200 mg/KgBB/hari; OH400:
Kelompok tikus obes yang diberikan H. sabdariffa dengan dosis 400 mg/KgBB/hari.

Seperti pada Gambar 12, kelompok kontrol normal (KH0) memiliki ekspresi
gen PGCla lebih tinggi dibandingkan dengan Kelompok kontrol tikus obes (OHO).
Kelompok tikus obese yang diberikan ekstrak H. sabdariffa 200 mg/KgBB/hari dan
400 mg/KgBB/hari terbukti memiliki ekspresi gen PGCla yang lebih tinggi
dibandingkan dengan kelompok kontrol obes (OHO) . Bahkan ekspresi gen PGCla
pada kelompok obese yang di beri H. sabdariffa 400mg/KgBB/hari memiliki nilai
seperti kelompok normal (KHO) (p>0.05). Hal ini menunjukkan bahwa pemberian
H. sabdarifffa 400mg/KgBB/hari dapat meningkatkan ekspresi PGCla seperti

keadaan normal.
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4.3 Pengaruh H. sabdariffa pada tikus obes terhadap indeks Lee

**
3307 +——
325- Bl KHO

320- [1OHO
3157 1 OH200

310-

305- E1 OH400
300-
295+

290 -
200-

Nilai Indeks Lee

®

& & O
4~0onon

Gambar 13. Nilai rata-rata Indeks Lee. Hasil analisa menggunakan ANOVA satu arah
menunjukkan perbedaan signifikan p<0,01 (**). KHO: Kelompok Kontrol Normal;
OHO: Kelompok kontrol obes; OH200: Kelompok tikus obes yang diberikan H.
sabdariffa dengan dosis 200 mg/KgBB/hari; OH400: Kelompok tikus obes yang
diberikan H. sabdariffa dengan dosis 400 mg/KgBB/hari.

Pada Gambar 13 terdapat perbedaan bermakna antara kelompok kontrol
normal (KHO) dan kelompok kontrol obes (OHO0). Jika dianalisa statistik Parametrik
ANOVA dan dilanjutkan dengan uji PostHoc Bonferroni ditemukan perbedaan
bermakna antara Kelompok Kontrol (KHO0) dengan Kelompok Obes (OHO) dengan
nilai signifikansi p<0.05. (**) merupakan nilai signifikansi p<0.01. Kelompok obes
(OHO) jika dilihat dari nilai indeks Lee rata-rata dengan nilai > 310, yang artinya
semua tikus dalam keadaan obes dibandingkan dengan kelompok kontrol (KHO)
yang artinya pemberian diet tinggi lemak (lemak 19.09%) berhasil menyebabkan
kelompok kontrol obes menjadi obes. Pada Kelompok yang diberikan ekstrak H.
sabdariffa secara umum tampak lebih rendah dibandingkan dengan kelompok obes

(OHO0) dengan rata-rata <310 yang artinya normal 3!:%2
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BAB 5 PEMBAHASAN

5.1 Pengaruh H. sabdariffa pada tikus obes dilihat dari ekspresi PPARy pada
jaringan adiposa

PPARy merupakan faktor transkripsi yang merupakan master regulator dari
seluruh tipe adipogenesis sel lemak. PPARY berperan dalam proses differensiasi
sel preadiposit menjadi sel adiposit putih. PPARy dan C/EBPa akan menghambat
proses adipogenesis sel adiposa putih. Selain itu, PPARy juga berperan dalam
proses pencoklatan. PPARy bekerja bersama dengan PRDMI16 dan faktor

transkripsi untuk menginduksi proses pencoklatan.®?

Penelitian berikut ini menunjukkan penurunan PPARy pada kelompok tikus
obese. Penelitian yang dilakukan oleh motawi (2017) mendukung kondisi ini, yaitu
kelompok obes dan kelompok colorectal cancer obes ekspresi PPARy nya lebih
rendah dibanding kontrol yang disebabkan oleh tingginya metilasi promotor
PPARY.?® Penelitian Zuo (2017) ekspresi potein PPARy pada kelompok tikus obes
lebih rendah dibandingkan dengan kelompok kontrol.*” Pada penelitian yang
dilakukan oleh Liu (2018) juga ekspresi relatif mRNA PPARY kelompok obes lebih

rendah jika dibandingkan bersama kelompok kontrol.”

Namun pemberian H. sabdariffa dapat memengaruhi ekspresi PPARY, hal
ini dibuktikan pada penelitian Kim (2012), kandungan yang ada pada black soybean
menyerupai kandungan yang ada pada H. sabdariffa yaitu cyanidine-3-O-glucoside
(68.3%) dan delphinidin-3-glucoside (25.2%) memengaruhi ekspresi PPARy yang
berakibat terhambatnya diferensiasi adiposit.”! Pada Khalilpourfarshbafi (2019)

menunjukkan Flavonoid menghambat PPARy.%?

Hal ini disebabkan H. sabdarifa mengandung polifenol yang dapat
meningkatkan aktivitas AMPK. Hal ini dibuktikan melalui penelitian zhao 2017
yang menemukan kombinasi pengobatan menggunakan quercetin dan resveratrol
dapat menekan obesitas dan inflamasi terkait melalui jalur pensinyalan

AMPKa1/SIRT1 pada adiposit tikus yang diberikan diet tinggi lemak.”® Penelitian
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Lee 2017 pada “onion peel” yang memiliki kadar quercetin yang tinggi, terjadi

proses pencoklatan melalui jalur AMPK — SIRT1.%

Dengan demikian, H sabdariffa dapat berperan meningkatkan PPARYy yang
berperan pada proses pencoklatan. PPARy merupakan salah satu dari faktor
transkripsi pada jalur proses pencoklatan bersama dengan faktor transkripsi
PRDM16 meningkatkan ekspresi PGCla kemudian meningkatkan biogenesis
mitokondria dan meningkatkan ekspresi UCP1 yang merupakan biomarker

terjadinya proses pencoklatan.”%%

5.2 Pengaruh H. sabdariffa pada tikus obes dilihat dari ekspresi PGC-1a pada
jaringan adiposa

Pada proses pencoklatan, ekspresi PGCla dipengaruhi oleh adanya
peningkatan PPARy dan juga dipengaruhi melalui jalur persarafan simpatik (3
adrenergik. Perubahan suhu dingin akan mengaktivasi jalur persarafan simpatik 33
adrenergik. Hal ini diperlukan sebagai mekanisme pertahanan tubuh optimum
terhadap adanya perubahan suhu eksternal yang ekstrim agar suhu tubuh tetap pada
kondisi optimum. Untuk menjaga suhu tubuh tetap normal dalam menghadapi
lingkungan luar yang dingin, tubuh memproduksi panas dengan cara proses
thermogenesis, yang diketahui ada metode shivering thermogenesis dan juga

metode non shivering thermogenesis.

Adapun persinyalan saraf simpatis norepinephrine yang berikatan dengan
reseptor B adrenergik bekerja sama dengan G-protein akan meningkatkan
konsentrasi Cyclic Adenosine monophosphate (cAMP). Kemudian aktivitas
CAMP-dependent protein kinase (PKA) akan mengalami phosporilasi sehingga
mengaktifkan hormone sensitive lipase yang berperan pada lipolisis. Cyclic
Adenosine monophosphate (cAMP juga mengalami phosphorilasi dengan cAMP
responsive element binding protein (CREB) yang akan meningkatkan ekspresi gen
PGCla. Selain itu terdapat jalur lain CAMP-dependent protein kinase (PKA)
mengaktifkan AMPK yang meningkatkan Sirtl yang selanjutnya meningkatkan
ekspresi PGC10.%79¢
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Pemberian ekstrak H. sabdariffa menunjukkan peningkatan ekspresi gen
PGCla yang sangat memengaruhi proses pencoklatan. Pemberian ekstrak H.
sabdariffa menunjukkan efek yang sangat positif dalam melawan keadaan obesitas
melalu jalur pencoklatan yaitu mendekati kelompok kontrol normal jika
dibandingkan dengan kelompok kontrol obes. Hasil akhir dari pemberian ekstrak
H. sabdariffa yang meningkatkan ekspresi PGClo, diharapkan dapat mengatasi
keadaan obesitas. Tentunya keadaan ini juga harus dilihat dari naik turunnya berat

badan pada tikus.

Pada jurnal Zhang (2015), menunjukkan C/EBPP mengaktifkan ekspresi
PPARy dan PGCla, dimana kemudian merekrut kompleks transkripsi PRDM16
dan EBF2 menginduksi UCP1. AMPK secara langsung memphosphorilasi PGCla,
dan mencetuskan sinyal agar terjadi deasetilasi PGClo oleh SIRT1.°7 Jurnal Jeon
(2016) menunjukkan kadar glukosa tinggi menghambat SIRT1 yang akhirnya
meningkatkan kadar AMPK, dimana fungsi AMPK menghambat sintesis asam
lemak, kolesterol dan trigliserida, dan meningkatkan uptake Asam lemak dan f3-
oksidan. AMPK menghambat sintesis asam lemak dengan cara menghambat
phosphorilasi acetyl-coA carboxylase 1 (ACC1), yang mengkatalisasi pembatasan
dalam sintesis asam lemak dengan mengubah acetyl-coA menjadi malonyl-coA, dan
sterol regulatory element-binding protein I1c (SREBPIc), faktor transkripsi yang
meningkatkan ekspresi enzim lipogenic termasuk sintase asam lemak dan ACCI.
Jumlah sintesis asam lemak yang tinggi disimpan sebagai trigliserida. Terdapat
beberapa mekanisme aktivasi PGCla yang diinduksi oleh AMPK yaitu: fosforilasi
langsung dari PGCla, aktivasi PGCla yang dimediasi proses asetilasi SIRT1
melalui peningkatan NAD/NADH ratio. SIRTI mengaktivasi AMPK dengan
deasetilasi LKB1, yang menunjukkan adanya umpan balik positif antara AMPK dan
SIRT1.”® Penelitian tim peneliti Kartinah (2019) menunjukkan H. sabdariffa
meningkatkan FGF21 jaringan adiposa dan hati, dimana FGF21 berikatan dengan
reseptornya FGFR1 dan B-kloto kemudian meningkatkan SIRT1 yang selanjutnya
meningkatkan ekspresi PGC10.%

Penelitian Lee (2017) menyimpulkan quercetin meningkatkan ekspresi

PGC1lo menyebabkan efek browning melalui jalur AMPK/SIRT1/PGClo.”* Studi
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Otieno (2019) pemberian quercetin selama 16 minggu juga menunjukkan
peningkatan PGCla, PRDMI16, UCP1, dan juga phosphorilasi AMPK.?*
Meningkatnya ekspresi PGCla pada proses pencoklatan memengaruhi tahapan
selanjutnya yaitu meningkatnya biogenesis mitokondria. Dengan meningkatnya
biogenesis mitokondria, ekspresi UCP1 yang selanjutnya menjadi transporter
mitokondria UCP1 yang terdapat pada membran dalam mitokondria jumlahnya ikut
meningkat sehingga, terjadi proses thermogenesis adaptif berupa nonshivering
thermogenesis yang diinisiasi oleh adanya “protein leakage”. Tentunya proses ini
juga sangat memengaruhi pemakaian energi berupa panas yang dapat membantu

dalam mengatasi keadaan obesitas.

5.3 Pengaruh H. sabdariffa pada tikus obes dilihat dari indeks Lee
Ketidakseimbangan antara asupan energi dengan penggunaan energi
menyebabkan obesitas.>® Diet tinggi lemak dapat menyebabkan terjadinya obesitas
yang salah satunya dikarenakan tinginya asupan makanan berupa makanan tinggi
kalori. Pada tikus Kontrol (KHO) dilakukan pemberian pakan standar dengan kadar
6% Lemak, pada Kelompok Obes (OHO) dan Obes dengan perlakuan berupa
pemberian ekstrak H. sabdariffa dengan dosis 200mg/kgBB (OH200) dan dosis 400
mg/kgBB (OH400) diberikan pemberian pakan khusus berupa pakan dengan diet
tinggi lemak yaitu 19.09% lemak mengikuti penelitian yang sebelumnya sudah
dilakukan oleh tim peneliti NT Kartinah dapat membuat tikus penelitian menjadi
obes.”!% Pada penelitian ini terdapat perbedaan bermakna (p<0,05) antara KHO
dengan OHO, yang merupakan hasil yang bagus, artinya pakan khusus dapat
menyebabkan tikus mengalami peningkatan bermakna dilihat dari Indeks Lee yang
rata-rata nilai Indeks Lee lebih dari 310 yang artinya rata-rata kelompok tikus OHO
adalah tikus obes, dan memang berbeda bermakna secara statistik, selain itu juga
tidak ditemukan perbedaan bermakna antara kelompok KHO dibandingkan dengan
Kelompok OH200 dan OH400 merupakan hasil yang bagus juga, yang artinya
pemberian ekstrak H. sabdariffa pada kelompok tersebut tidak membuat tikus yang
mendapatkan diet tinggi lemak mengalami peningkatan bermakna dilihat dari nilai

Indeks Lee.
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Tujuan dari seluruh proses pencoklatan adalah penurunan angka kejadian
obesitas, pada kasus ini, indikator obes dari hewan penelitian tikus dilihat dari
Indeks Lee.®!*? Sepanjang proses dari awal terjadinya proses pencoklatan hingga
terciptanya beige adiposit dan terjadi nya thermogenesis, sungguh merupakan
proses yang kompleks. Hal ini pada akhirnya dinilai dengan penurunan berat badan
atau nilai indikator obes. Pada pemberian ekstrak H. sabdariffa terbukti
menunjukkan rata-rata nilai Indeks Lee dibawah 310 dibandingkan kelompok
kontrol obes. Yang artinya pemberian ekstrak H. sabdariffa memengaruhi proses
pencoklatan dan dilihat dari hasilnya tikus rata-rata tidak mengalami obesitas
walaupun diberikan diet tinggi lemak. Sesuai dengan manfaat dan tujuan penelitian,
ekstrak H. sabdariffa menunjukkan pengaruhnya dalam mengatasi keadaan obesitas

melalui jalur pencoklatan / beiging process.

Peningkatan Data Shin (2018) menunjukkan olive o0il menurunkan
akumulasi lemak dan ini dikaitkan dengan jalur peningkatan thermogenesis.!'®!
Dengan tingginya thermogenesis, terjadi penurunan akumulasi lemak yang
disimpan menjadi energi panas. Sehingga akumulasi lemak menjadi rendah dan jika
diukur dengan Indeks Lee (tikus) nilai menjadi turun atau pada manusia (indeks
masa tubuh) menjadi turun. Dengan ini diharapkan prevalensi obesitas menjadi
turun. Lypolisis disebabkan oleh peningkatan mitokondria yang kerjanya
menghasilkan energi, salah satunya adalah energi panas yang dihasilkan melalui
UCP1 lewat mekanisme kebocoran proton.!>!%2 Meningkatnya UCP1 disebabkan
oleh peningkatan ekspresi PPARy dan PGCla. Pemberian ekstrak H. sabdariffa
diduga dapat meningkatkan thermogenesis melalui jalur PPARy. Selain itu
meningkatnya PGCla dapat meningkatkan biogenesis mitokondria dan
meningkatkan ekspresi UCP1 yang berperan dalam thermogenesis.!®® Penelitian
payung yang sama dilakukan oleh Afifa (2019) meneliti mengenai Efek PRDM16
dan UCP1 menunjukkan hasil yang sesuai yaitu ekstrak H. sabdariffa meningkatkan

PRDM16 dan UCP1 yang merupakan biomarker dari proses pencoklatan.'%*
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BAB 6 KESIMPULAN DAN SARAN

6.1 Kesimpulan
Ekstrak H. sabdariffa meningkatkan ekspresi faktor transkripsi proses
pencoklatan PPARy dan PGCla sehingga memberikan hasil penurunan Indeks

Lee yang merupakan salah satu indikator obesitas pada tikus.

6.2 Saran

e Pemeriksaan lanjutan H sabdariffa pada jalur AMPK

e Pemeriksaan lanjutan H sabdariffa pada jalur Sirt] dan PRDM16

e Pemeriksaan lanjutan H sabdariffa pada 3 adrenergik terkait dengan PGCla.

e Penelitian lainnya untuk mengetahui efek toksisitas dari ekstrak H. sabdariffa
pada berbagai organ lainnya.

e Pemeriksaan lanjutan H. sabdariffa menggunakan jaringan histologi

menggunakan pewarnaan hematoxylin dan eosin.
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Penyimpanan dan pemindahan ekstrak H. sabdariffa sebelum diberikan ke tikus

Pemberian ekstrak H. sabdariffa

Pembedahan dan pengambilan jaringan adiposa
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Lampiran 7. Cara perhitungan dosis dan pemberian sediaan ekstrak H. sabdariffa

Berikut adalah cara perhitungan dosis dan pemberiaan sediaan ekstrak H.

sabdariffa:

A. Diketahui;

Dosis =200 mg/kg BB =200 mg/1000 g BB
=400 mg/kg BB =400 mg/1000 g BB
Estimasi berat tikus =350g
Kadar air ekstrak =30,27%
Kadar ekstrak metanol H. sabdariffa = 100% - 30,27% = 69,73%
=69370 mg/100 ml
Kadar sediaan yang diinginkan =10% = 100 mg/ml

B. Sediaan harian:

Kebutuhan dosis ekstrak/ekor/hari:
= estimasi BB tikus/ekor x dosis
=350 g x 200 mg/1000 g BB =70 mg
=350 g x 400 mg/1000 g BB = 140 mg

kebutuhan dosis / ekor/ hari

Jumlah ekstrak yang diberikan/ekor/hari: : —— X 1ml
kadar sediaan yang diinginkan
Dosis 200 mg/kg BB Dosis 400 mg/kg BB
=™« 1ml=0,7ml =219« 1ml=14ml
100 mg /ml 100 mg /ml

Total kebutuhan sediaan/hari untuk 36 ekor tikus:

Dosis 200 mg/kg BB Dosis 400 mg/kg BB
=0,7ml x 36 =1,4mlx36
=252 ml =50,4 ml

Kebutuhan ekstrak /hari: V1 x M1 =V2 x M2
Dosis 200 mg/kg BB:
V1 x 69730 mg/100 ml = 25,2 ml x 100 mg/ml
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_25,2ml x100 mg/ml
69730 mg /100 ml

V1=3,61ml

Dosis 400 mg/kg BB:
V1 x 69730 mg/100 ml = 50,4 ml x 100 mg/ml

_50,4ml x100 mg/ml
69730 mg /100 ml

V1=7,22ml

e Kebutuhan akuabides

Dosis 200 mg/kg BB Dosis 400 mg/kg BB
=25,2ml-3,61 ml =50,4 ml - 7,22 ml
= 21,59 ml akuabides = 43,18 ml akuabides

Jadi untuk membuat sediaan ekstrak H. sabdariffa dosis 200 mg/kg BB dibutuhkan
sebanyak 3,61 ml ekstrak metanol H. sabdariffa yang dilarutkan dengan 21,59 ml
akuabides. Sedangkan untuk dosis 400 mg/kg BB dibutuhkan sebanyak 7,22 ml
ekstrak metanol H. sabdariffa yang dilarutkan dengan 43,18 ml akuabides.
Selanjutnya, sediaan ekstrak diberikan sesuai dengan berat badan tikus.
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Lampiran 8. Bukti Submit Artikel
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Lampiran 9. Draft Artikel
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1. Introduction

Obesity causes systemic low grade
inflammation which will have an impact
on tissue disruption. Systemic low grade
inflammation is caused by an increase in
proinflammatory cytokines due to hypoxia
of adipose tissue. Cell hypertrophy will
cause hypoxia of adipose tissue resulting
in macrophage infiltration and changing
the phenotype of anti-inflammatory
macrophages (M2) to pro-inflammatory
macrophages (M1) (1).

One of the effects of chronic
inflammation is the increased expression
of microRNA that functions as the mRNA
induce silencing complex of the target
gene (2). Proinflammatory cytokines such
as TNFa, IL6 will increase the expression
of microRNA like miR-34a. In obesity, the
expression of miR-34a was found to
increase significantly miR-34a functions
as a regulator of FGFR1 receptor
expression and beta-klotho coreceptor that
will bind to FGF21. According to Fu
(2016), miR-34a can disturb the FGF21
signaling cascade of white adipose tissue
through downregulation of FGFR receptor
expression and beta-klotho co-receptor.
Disruption of the FGF21 signalling
cascade will result in FGF21 resistance in
white adipose tissue (3).

FGF21, a member of the fibroblast
growth factor (FGF) family located on
chromosome 19, is expressed by several
organs, including the liver. FGF21 plays a
role in controlling the body’s energy
homeostasis through regulation of adipose
tissue  browning and thermogenesis.
FGF21 in carrying out this role must bind
to its receptors in adipose tissue, namely
FGFR1 and beta-klotho. The complex
binding of FGF21 with its receptors and
receptor in adipose tissue will activate the
signaling pathway through the Ras/Raf
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MAPK. FGF21 induces adipose tissue
browning through increased expression of
UCP-1 which plays a role in thermogenic
which further increases thermogenesis.
FGF21 binding with its receptor will form
a signal transduction that increases the
activity of Sirtuin-1  (SIRT1), then
stimulates PGCla to increase the
expression of UCP1 (3-5).

With respect to the potential of FGF21
in browning and thermogenesis, efforts are
underway to address work-based obesity
through FGF21. Kartinah et al. (2018)
found that high-intensity intermittent
physical exercise can increase the amount
of FGF21 released from muscle, and
thereby increase its activity in adipose
tissue (6). Sonoda et al. (2017) reviewed
from many in vivo experiments showed
FGF21 analogues and FGFR agonists that
resemble the FGF21 receptor ligand
complex (7). However, it is still necessary
to manage obesity using natural
ingredients. Natural ingredients that have
the potential to handle obesity include
Hibiscus sabdariffa Linn. (H. sabdariffa ),
otherwise known as rosela (8-11).

H.Sabdariffa contains  flavonoids,
quercetin, polyphenols, catechins, and
anthocyanins (10-13). The polyphenols in
H. sabdariffa  prevented weight gain in
obese rats (9). This H. sabdariffa can
inhibit lipogenesis in white adipose tissue
has been explained at the molecular level.

However, the potential activity of H.
sabdariffa against FGF21 resistance is still
unknown. This study aims to assess the
potential for H. sabdariffa to act against
FGF21 resistance by measuring its
receptors in adipose tissue (FGFRI1 and
beta-klotho) and quantifying antagonist
miR-34a in obese rats.
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2. Method
2.1 Study and Design

Twenty four male Sprague-Dawley
rats (6- 10 weeks age) were randomized
to 4 groups according to extract dosage
and metabolic
(normal/obese). The groups are (1)
control group (N), (2) obese (Ob) group,
(3) obese group administered I
sabdariffa 200 mg/day/kgBW (Ob-
Hib200), and (4) obese group
administered H. sabdariffa 400
mg/day/kgBW (Ob-Hib400).

The condition of the obese rats was

conditions

induced were administered high-fat diet
(19.09% Fat, 24.00% Protein) and normal
control group fed with standard diet. Rats
were categorized as obese if their Lee
index was more than 310. After being
given a high-fat diet for 17 weeks, rats
were included on the obesity list. The
following is the formula for measuring the
Lee index:

,3fb0dy weight

Lee index =
x 1000

body length

Obese rats were included in either the
obese (O) group, the obese group given H.
sabdariffa 200 mg/day’kgBW (Ob-
Hib200) or the obese group given H.
sabdariffa 400 mg/day’kgBW (Ob-
Hib400). The high-fat diet continued until
the end of the study.

2.2 Animals

All experiments were approved by the
Ethical Committee of Faculty of Medicine
. Universitas Indonesia, 24 male Sprague-
Dawley rats (Balitbangkes, Jakarta), 6-10
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weeks old ,were housed in proportion 3
rats per cage with a 12h:12h light/dark
cycle.

2.3 Provision of H. sabdariffa Methanol

Extract

The simplicia of H. sabdariffa
plants was obtained from the Center for
Biopharmaceutical Studies at Bogor
Agricultural  University.  Extraction
was performed using maceration with
methanol. Dilution of the extract was
based on 7 days of treatment. After
dilution the preparation was stored at

4°C. Rats that would be given H.
sabdariffa extract had to be weighed to
determine the amount of extract to be
given. H. sabdariffa was administered
orally using a gastric sonde once a day
for 5 consecutive weeks in the Ob-Hib
200 and Ob-Hib 400 groups.

2.4 Sampling Technique

Decapitation was performed following
anesthesia using a combination of xylazine
hyvdrochloride 0.01 ml’kgBW and 0.05
ml/kgBW ketamine. Rats were fasted for
12 hours prior to decapitation. The rats
were then dissected and adipose tissue was
harvested. The sample was put into a pot
and stored in a refrigerator at a

temperature of minus 80 °C.

2.5. Measurement of FGFRI1, beta-
klotho and miR-34a Gene Expression of
Adipose Tissue

FGFR1 and beta-klotho gene
expression  was quantified through
several stages, namely: 1) RNA
isolation  using the  Quick-RNA
MiniPrep Plus (Zymo Research) kit, 2)
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Synthesis of ¢cDNA using the cDNA
synthesis kit and a ReverTra Ace®
gPCR RT Master Mix with gDNA
remover (Toyobo). The RNA template
used for cDNA synthesis was RNA that
was successfully isolated in the previous
process. Previous RNA concentrations
were measured using a nano drop, and
dilutions to obtain the required RNA
concentration were performed using
nuclease free water. 3) Real-time PCR
was performed in triplicate to measure
the expression of FGFR1 and beta-
klotho genes wusing the SensiFAST
SYBR Hi-ROX Kit (Bioline) kit with a
two-step method.

Gene expression was then analyzed
using the Microdrop  VarioSkan
Spectrophotometer. Primers used to
measure the expression of the FGFR1
receptor, beta-klotho and a
housekeeping gene are in Table 1. RNA
isolation was performed to obtain the
RNA necessary for examining miR-34a
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gene expression. Total RNA isolation
from adipose tissue was performed
using the Quick-RNA MiniPrep Plus
(Zymo Research) kit. cDNA synthesis
was performed so that miRNA could be
amplified during real time PCR. Real
time PCR was performed in triplicate
using the miR- 34a  Detection and U6
Calibration Kit (Cohesion Biosciences)

2.6 Data Analysis

A normality test using the Shapiro-
Wilk test was conducted on the collected
data. If the data were normally distributed,
parametric tests using a one-way analysis
of variance (ANOVA) were conducted,
and if the data were not normal and
remained abnormal after transformation,
a nonparametric test was carried out using
the Kruskal-Wallis test. A p value <0.05
was considered statistically significant.
Data processing was carried out using the
SPSS 23 computer program (Statistical
Social Sciences 23)Tablel: Gene Primer

Primer Forward

Reserve Gene
accession

number

FGFR1  5-CGGAGGCTACAAGGTTCGTT-3'

5'-ACGGTCTTGTTGGCTGGTAG-3' NM_O
2414
6.1

Beta-  5- ACGGCTGGTTCACAGATAGTT-3

Klotho

5'-TAGGCATCCTGCCACTCAAA-3'  XM_O
1759
9543
1

Houseke 5- TGCCACTCAGAAGACTGTGG -3

eping
gene
GAPDH

5- TTCAGCTCTGGGATGACCTT -3° NM
0170
08.4
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sabdariffa at a dose of 400 mg/kgBB was
still lower than in controls (p>0.05).
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Figure 3. Average FGFRI expression.
Data is depicted as mean £+ SD. There
were significant differences (* p <0.05, #*
p <0.01, *+ p <0.001); N: Normal
controls without H. sabdariffa ; Ob:
Obese untreated rats, Ob-Hib 200: Obese
rats administered it at a dose of 200
mg/kgBW; Ob-Hib 400: Obese rats
administered HSE at a dose of 400
mg/kgBW.

3.4 The Effects of H. sabdariffa on Beta-
Klotho of White Adipose Tissue

Beta-klotho gene expression in
adipose tissue can be seen in Figure 19,
which shows that the expression of the
beta-klotho gene in obese rats was
decreased compared to the normal group
(p<0.001). However, the administration of
H. sabdariffa extract at a dose of 400
mg/kgBW in obese rats can increase the
expression of the beta-klotho gene
significantly different from the obese
groups given H. sabdariffa 200 mg/kgBW
(p<0.05). This was evidenced by the
increased expression of beta-klotho in the
group given a H. sabdariffa dose of 400
mg/kgBW compared with untreated obese
rats (p<0.001). However, beta-klotho gene
expression in obese rats treated with H.

@N
m
0 Ob-Hib 200
Ob-Hib 400

Expression of Beta-Klotho
=
o

=
=

Figure 4. Average  Beta-Klotho
expression. Data 1s depicted as mean =
SD. There were significant differences (*
p <0.05, %% p <0.01, % p <0.001), N:
Normal controls without H. sabdariffa .
Ob: Obese untreated rats; Ob-Hib 200:
Obese rats administered it at a dose of
200 mg/kgBW,; Ob-Hib 400: Obese rats
administered HSE at a dose of 400
mg/kgBW.

3.5 The Effects of H. sabdariffa on
PGCla expression of White Adipose
Tissue

PGCla gene expression in obese rats
decreased compared with PGCla levels in
the normal control  group. The
administration of H. sabdariffa extract to
obese rats at a dose of 400 mg/kg body
weight can increase PGCla expression
when compared to the group in obese
mice that are not induced by H.
sabdariffa. However, administration of H.
sabdariffa extract at a dose of 200 mg/kg
body weight has not been able to increase
PGCla expression, so that the levels are
like the group of obese rats that are not
induced by H. sabdariffa.
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3.6 The Effects of H. sabdariffa on UCP 1
expression of White Adipose Tissue

Based on the results in the, the
expression of the UCP1 gene in obese rats
has decreased when compared to the
normal control group. This was evidenced
by the significant difference between the
normal and obese control groups (p
<0.001). The admimstration of H.
sabdariffa extract at a dose of 200 mg/kg
body weight and 400 mg/kg body weight
also gave an increase in UCP1 gene
expression when compared to the obese
control group (p <0.001). Even the level
of expression of the UCP1 gene reached
levels as normal.

E N
m Ob
e Ob-Hib200
B Ob-Hib400

Expression of PGC1a

Figure 5. Average PGC lu expression.
Data is depicted as mean = SD. There
were significant differences (* p <0.05,
% p <0.01, *** p <0.001); N: Normal
controls without H. sabdariffa . Ob:
Obese untreated rats; Ob-Hib 200
Obese rats administered it at a dose of
200 mg/kgBW; Ob-Hib 400: Obese rats
administered 1t at a dose of 400
mg/kgBW.
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Figure 6. Average UCP1 expression.
Data is depicted as mean = SD. There
were significant differences (* p <0.05,
## p <0.01, #* p <0.001), N: Normal
controls without H. sabdariffa . Ob:
Obese untreated rats; Ob-Hib 200:
Obese rats administered it at a dose of
200 mg/kgBW; Ob-Hib 400: Obese rats
administered it at a dose of 400
mg/kgBW.

4. Discussion

miR-34a in the obese group increased.
This is in line with Ahmadpour et al.
(2018) who finds miR-34a expression is
increased in  obese conditions (14).
Increased relative expression of miR-34a
in white adipose tissue in obesity has a
relationship  with  the process of
adipogenesis. Some miRNAs along with
other adipogenesis master regulators,
PPARy and C / EBP, can increase the
transcription  of  adipogenic  genes.
Francisco (2010),
upregulation of miR-34a is followed by
upregulation of cxpression of
preadipocyte differentiation genes while

According to

downrgeulation of miR-34a causes a
decrease in adipogenic gene
expression(15).
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Increased miR-34a will cause chronic
inflammation (T. Fu et al). This is because
miR-34a plays a role in suppressing the
expression of the KIf4 gene, which causes
infiltration of macrophage infiltration (3).
Macrophage infiltration is associated with
an increase in alpha TNF which causes
chronic inflammation. TNFa produced by
macrophages plays an important role in
the regulation of adipokine in adipocytes.
TNFa can induce pro-inflammatory
cytokines through nuclear factor kappa B
(NKKB). TNF-a works on TNF-a
receptors in hypertrophic adipocyte tissue.
then the bond will then induce the
production of pro-inflammatory cytokines
through an NF-kB-dependent -and -
independent mechanism, which then
induces that will cause the production of
proinflammatory cytokines, such as IL-Ip,
and IL-6 (16-18).

This study did not measure the
inflammatory cytokines that occur in
obese conditions. However, this study
shows the effects of chronic inflammation
as evidenced by decreased FGFR and
beta-klotho expression.This study is in
line with the work of Gallego-Escuredo
(2015) who reported that obesity resulted
in led to the decreased expression of
FGFR and beta-klotho receptors in white
adipose tissue (19). Hale's research (2012)
states that the expression of beta-klotho,
FGFR-1c¢c and FGFr2e ishas
downregulated in the adipose tissue of in
obese white rat (20). Delfin et al. (2012)
jwho found that an decrease expression of
FGFR1 and co-reseptor beta-klotho in
obese mice. This has an impact on
endocrine FGF21 communication in
adsiposea tissue, and is the beginning of
the development of FGF21 resistance
(16). FGF 21 resistance will be followed
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by an increase in FGF 21 secretion in the
liver(6). The results of previous studies
have shown increased levels of FGF 21 in
liver tissue. This is in line with Geng et al.
(2019) who find that there was an increase
in serum FGF21 levels in the obese group
rats six times higher than in the normal
group (15). Research by Morrice et al.
(2017) shows that an increase in FGF21
levels in the liver in mice with FGF21
resistance (21).

This study shows that administration
of H. sabdariffa can handle FGF 21
resistance through increased expression of
FGFR and beta-klotho(22). This is
because H. sabdariffa suggest to suppress
miR-34a a as a regulator of FGFR and
beta-klotho expressions(23,24). However,
this study has not been able to prove the
mechanism of Hib sabdariffa linn to
downregulate MiR-34a a.Previous
research has proven the potential
evaluated of polyphenol compounds in
other plant extracts that are microRNA
modulatorsion. Baselga-Escudero et al.
(2015) states found that proanthocyanin, a
part component of polyphenols found in
grapes and cocoa, is able to downregulate
mir-33, which is useful in increasing the
hepatic efflux of cholesterol and HDL in
obese rats (25). In addition, these
compounds can supress mir-122 which
inhibit lipogenesis.
Polyphenols from H. sabdariffa  have
been known to modulate mir-122, mir-103

Meanwhile

and mir-107 in hyperlipidemic rats (26).

The potential of H. sabdarifa in
suppressing miR-34a is suspected through
the PPARY and C / EBP expression. In
addition, a decrease in PPARYy and C/EBP
expression was associated with miR-34a
suppression. According to Lavery (2016),
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there was a decrease in the expression of
PPARy and C / EBP in rats with the miR-
34a knockout rats (24). According to Kim
(2007) H. sabdariffa can suppress
transcription factors PPARy
differentiation and CEBP/a (27)Thus, the
inhibition of PPARy and C/EBP as a result
of the administration ofin H. sabdariffa
administration has the potential to supress
the expression of miR-34a(28).

However, administration of H.
sabdariffa in suppressing the expression
of miR-34a is related to the dose. This
study shows that the administration of H.
sabdariffa at a dose of 200 mg/kg in obese
conditions has not shown a significant
reduction in  miR-34a  expression
compared to the obese group. Whereas the
administration of H. sabdariffa at a dose
of 400mg/KgBW was found to be
significantly reduced in expression of miR
34 a compared to the obese group.
Although miR-34 levels have not reached
normal levels, they have been able to
increase beta-klotho and FGFR expression
(29). Even increased FGFR1 expression
reached levels as in the normal group.

This shows that increased expression
of beta-klothp and FGFR can also be
influenced by the potential of H.
sabdariffa  which directly suppresses
chronic inflammation. Some studies have
found that the content of Polyphenols from
H. sabdariffa  extract can  inhibit
proinflammatory by suppressing NFkB.
Research by Zeng et al. (2016) find that
polyphenols can increase the expression of
FGFR1 and beta-klotho in rats fed a high-
fat diet (30). That is because polyphenols
can act as anti-inflammatory agents
through decreasing nuclear factor xB. In
line with Gamboa-Gomez (2015), H.
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sabdariffa extract significantly reduced
TNFa induced by NFxB (31). In addition,
the content of anthocyanins, namely
cyanidin  and delphinidin  from H.
sabdariffa extract can also reduce TNFa
expression. That is because anthocyanin
can inhibit the expression of nuclear factor
kB by inhibiting the degradation of I kB
and also inhibiting the activation of I kB
kinase, thereby preventing
phosphorylation of nuclear factor kB(16).
This study did not measure NFxB levels,
so it cannot directly prove the increase in
beta-klotho and FGFR  expression
associated with decrease in NFxB.

This study proves the potential of H.
sabdariffa in increasing the expression of
GFR and beta-klotho so that it can handle
FGF21 resistance in obese conditions(32).
Handling of FGF 21 | resistance is
indicated by activation of the FGF 21
signaling pathway in adipose tissue. The
FGF 21 bond with its receptor will activate
signaling via PGCla which is a
transcription coactivator to control energy
metabolism. This study showed an
increase in PGCla in the group given H.
sabdariffa by 400mg/KgBW. Increased
PGCla activity is stimulated by SIRTI.
After FGF21 binds to FGFR and beta-
klotho, it induces browning from white
adipose to beige adipose through the
SIRT1 activation process, which results in
PGC1 o deacetylation -la-induced UCP1
expression(5).

The results of this study also showed
an increase in UCP 1 expression after H.
sabdariffa administration. The increase in
UCP 1 expression was not only in the
group given H. sabdariffa 400 mg/KgBW
but also in the group given 200mg/KgBW.
This is caused by the increase in UCP 1
expression not only affected by PGC1 a
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activation but also by other factors (30).
UCP1 expression is influenced by several
paths that are regulated by major
transcription factors, such as PPARy, and
PRDM16 (33).

PPARY is an important transcription
factor in the differentiation of brown and
white adipocytes. PPARY is needed for the
recruitment of PRDMI16 to the PPARy
transcription complex, which will create
the browning process (34). Thus, .
sabdariffa not only activates the PGC1 o
pathway but is also thought to play a role
in the PPARy pathway, and PRDMI16.
However, further research is needed to
prove it. In line with research Tian (2017)
polyphenol content from green tea can
improve transcriptional regulators for
browning processes such as PPARy,
PGCla, PRDM16, and UCP1(33).

5. Conclusion

H. sabdariffa has the potential for to
reverse handling FGF21 resistance in
obese condie animalstions, because it is
able toby means of suppressing the
expression of miR-34a and increasinge the
number of FGFR1 receptors and beta-
klotho coreceptors in adipose tissue. This
will affect the active signaling of FGF 21
to in the process of produce browning and
thermogenesis.
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