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ABSTRAK

YUNITA. Analisis Efek Resveratrol Terhadap Marker Apoptosis Caspase-7 Dan Sel
Ganglion Retina Pada Model Tikus Dengan Traumatic Optic Neuropathy. (Dibimbing
oleh : Budu, Andi Muhammad Ichsan, Habibah Muhiddin)

Tujuan penelitian untuk menganalisis efek Resveratrol terhadap marker apoptosis
caspase-7 dan sel ganglion retina pada model tikus dengan traumatic optic
neuropathy (TON).

Penelitian ini bersifat eksperimental menggunakan hewan coba tikus wistar. Sampel
dibagi menjadi 4 kelompok. Satu kelompok kontrol normal, 1 kelompok kontrol TON,
dan 2 kelompok TON resveratrol. Induksi TON dengan penjepitan saraf mata intra-
orbita menggunakan klem Hartmann Mosquito 2,5 inci. Terapi resveratrol diberikan
dengan dosis 10 mg/kgBB dan 20 mg/kgBB pada 2 kelompok TON resveratrol.
Enukleasi dilakukan 1 hari setelah induksi dan dievaluasi untuk ekspresi caspase-7
dengan imunohistokimia dan densitas sel ganglion retina dengan pewarnaan
hematoxylin Eosin. Uji T independen menilai perbedaan rerata ekspresi caspase-7
dan rerata densitas sel ganglion retina. Uji korelasi Pearson untuk menilai hubungan
caspase-7 dengan densitas sel ganglion retina.

Ekspresi caspase-7 didapatkan paling rendah pada kelompok resveratrol 20mg/kgBB
(4.00 £ 2.00) dibandingkan kelompok resveratrol 10 mg/kgBB (6.00£2.23), kelompok
kontrol TON (6.00 + 6.78) dan kelompok kontrol normal (7.20 + 2.58). Densitas sel
ganglion retina didapatkan paling tinggi pada kelompok resveratrol 10 mg/kgBB
(27.23+2.75) dibandingkan kelompok resveratrol 20 mg/kgBB (24.89+5.83), kelompok
kontrol normal (24.19+2.39) dan paling rendah pada kelompok kontol TON
(22.96+4.62). Berdasarkan tes korelasi Pearson, tidak ditemukan hubungan kadar
caspase-7 dengan densitas sel ganglion retina pada model tikus dengan TON (p:
0.178; r = 0.314). Disimpulkan bahwa pemberian resveratrol dapat menurunkan
apoptosis yang ditandai dengan ekspresi caspase-7 lebih rendah dan memelihara
densitas sel ganglion retina Pada Model Tikus dengan Traumatic Optic Neuropathy.

Kata kunci : resveratrol, traumatic optic neuropathy, TON, caspase-7, sel ganglion
retina
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ABSTRACT

YUNITA. Analysis Of Resveratrol’'s Effect On Apoptosis Marker Caspase-7 And
Retinal Ganglion Cell In Rat Model With Traumatic Optic Neuropathy. (supervised by
: Budu, Andi Muhammad Ichsan, Habibah Muhiddin)

The aim of this study is to analyze the effect of resveratrol on apoptosis marker
caspase-7 and retinal ganglion cell in rat model with Traumatic Optic Neuropathy
(TON).

This was an experimental study using Wistar rats. Samples were divided into 4 groups.
One normal control group, 1 TON control group and 2 TON resveratrol groups. TON
induced by clamping the optic nerve intra-orbital with Hartmann Mosquito 2,5 inch.
Resveratrol was given 10 mg/Kg and 20 mg/Kg in two resveratrol groups. Enucleation
was performed 1 day after to evaluate the expression of Caspase-7 by
immunohistochemistry and density of retinal ganglion cell by hematoxicilin eosin
staining. Independent T test was used to rate the difference on caspase-7 and retinal
ganglion cell density. Pearson correlation test to assessed the correlation between
caspase-7 and retinal ganglion cell density.

Caspase-7 expression was the lowest in the resveratrol 20 mg/kgBW treatment group
(4.00 + 2.00) compared to resveratrol 10 mg/kgBW treatment group (6.00+2.23), TON
control group(6.00 + 6.78) and normal control group (7.20 + 2.58). Retinal ganglion
cell density was the highest in the resveratrol 10 mg/kgBW treatment group
(27.23+£2.75) compared to resveratrol 20 mg/kgBW treatment group (24.89+5.83),
normal control group(24.19+2.39) and the lowest in TON control group (22.96+4.62).
Based on the Pearson correlation test, it was found that there was no correlation
between Caspase-7 expression and retinal ganglion cell density in a rat model with
TON (p: 0.178;r=0.314). It can be concluded that resveratrol is decreasing apoptosis
marker caspase-7 expression and preserving retinal ganglion cell in rat model with
Traumatic Optic Neuropathy.

Keywords : resveratrol, traumatic optic neuropathy, TON, caspase-7, retinal ganglion
cell
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BAB |

PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Traumatic optic neuropathy (TON) adalah gangguan saraf optik yang
diakibatkan oleh cedera akut dengan gambaran Klinis berupa penurunan tajam
penglihatan secara mendadak (Kumaran et al, 2015). Prevalensi penyakit ini relatif
rendah dan umumnya berhubungan dengan kasus cedera kepala yang berkisar 2
hingga 5 % dari seluruh kasus cedera kepala (Lee AG, et al, 2003). Penelitian yang
dilakukan di rumah sakit Cipto Mangunkusumo Jakarta mendapati 34 kasus TON
dalam rentang 2 tahun dengan data demografi yang menyerupai penelitian
sebelumnya (Naibaho H, dkk, 2016). Dan di RS Wahidin Sudirohusodo Makassar,
terdapat 51 kasus TON dari rentang waktu Januari 2016-Desember 2018.

Patofisiologi TON melibatkan beberapa faktor yang dihubungkan dengan
konsep tentang cedera primer dan cedera sekunder yang menjadi awal kematian sel
ganglion retina (Yu-Wai-Man P et al, 2015). Cedera primer umumnya diakibatkan
cedera langsung terhadap saraf optik baik penekanan maupun pemotongan jaringan
sedangkan pada cedera sekunder adalah mekanisme kerusakan saraf optik yang
diakibatkan inflamasi atau gangguan vaskularisasi (Harris JN, et al, 2017; Corredor
RG et al, 2009).

Kematian sel ganglion retina dapat terjadi akibat mekanisme apoptosis dan
nekrosis. Apoptosis merupakan suatu mekanisme seluler untuk kematian sel yang
terprogram namun dapat dipicu oleh beberapa faktor diantaranya seperti iskemia, zat

toksik, dan juga radiasi (Corredor RG et al, 2009; Kaur C et al 2015). Dalam banyak



kasus, terjadinya apoptosis mengarahkan pada aktivasi caspase, yang berperan
sebagai molekul efektor kematian dalam banyak sel. Pada saat teraktivasi, caspase
menguraikan beberapa varietas substrat pada di sitoplasma atau nukleus yang
mengarah pada tanda morfologi pada sel apoptosis (Fulda S, et al, 2006).

Caspase merupakan bidang penelitian yang sangat menarik pada kelainanan
perkembangan, kanker, infeksi, dan penyakit degeneratif. Pentingnya, baik untuk
organisme multiseluler dan bagi para peneliti, dapat disimpulkan dari berbagai
respons biologis dan perubahan yang berkaitan dengan apoptosis, misalnya
perkembangan embrionik, pembaruan dan pergantian sel, dan kematian sel yang
disebabkan secara eksternal (bahan kimia, radiasi, dll.). Satu fungsi apoptosis yang
banyak dieksploitasi dalam bidang biomedis adalah penghapusan sel kanker sebagai
respons untuk stimuli yang menginduksi apoptosis ekstrinsik seperti obat molekul
kecil. Dengan apoptosis dalam penelitian, potensi terapi mendalam dari apoptosis
telah memungkinkan para peneliti untuk berkembang solusi terapi yang menjanjikan
yang berfokus pada kematian sukarela sel menyimpang. Spektrum obat dan terapi
yang mengeksploitasi apoptosis telah terbukti efektif melawan penyakit (Xu X, et al
2019).

Sampai saat ini, dua jenis caspases telah ditentukan, yaitu inisiator caspase
dan efektor / caspase executioner. Seperti disebutkan sebelumnya, caspase-8 dan -
9 adalah caspases inisiator sementara caspase 3 adalah caspase efektor.
Selanjutnya, caspase lain seperti caspase-2, -10, dan -11 termasuk dalam inisator
caspase sedangkan caspase-6 dan -7 termasuk dalam kategori efektor (Xu X, et al
2019; Choudhury S et al, 2015). Sangat sedikit yang diketahui tentang keterlibatan
caspase unik, caspase-7, dalam apoptosis sel ganglion retina. Sampai saat ini,

kontribusi caspase-7 pada apoptosis neuron masih kontroversial. Sebelumnya,



secara umum diyakini bahwa caspase-7 tidak ditemukan dalam sistem saraf pusat,
tidak diaktifkan jika ada, atau bahkan jika diaktifkan, tidak efektif dalam menginduksi
apoptosis. Lebih lanjut, karena caspase-7 menunjukkan tingkat homologi yang tinggi
dengan caspase-3, spekulasi bahwa caspase-7 hanya berfungsi sebagai versi
berlebihan dari caspase-3, dan dengan demikian tidak memainkan peran penting
dalam kaskade apoptosis (Choudhury S et al, 2015). Larner dkk, (2015). menunjukkan
bahwa caspase-7 diregulasi dan diaktifkan di otak tikus setelah cedera otak traumatis.
Tidak seperti caspase lain, hanya caspase-7 yang dapat diaktifkan oleh calpain-1
(Gafni J et al 2009), menunjukkan bahwa caspase-7 mungkin merupakan sensor
bersamaan dari disregulasi Ca2 +, melalui perubahan aktivitas calpain-1, dan aktivasi
caspase klasik, dua hal penting dalam proses kematian di sel ganglion retina. Cedera
pada saraf optik disebabkan oleh himpitan saraf optik intraorbital, yang memulai onset
yang cepat dan perkembangan kematian apoptosis sel ganglion retina. Penurunan
caspase-7 secara signifikan baik secara morfologis dan fungsional melindungi dari
kerusakan saraf optik akibat kematian sel ganglion retina (Choudhury S et al, 2015).
Resveratrol  (3,5,4-trihydroxystilbene) telah  diidentifikasikan sebagai
penghambat karsinogenesis dengan cara pleiotropik. Struktur stilbenenya
berhubungan dengan sintetis estrogen diethylstilbestrol (Fulda S, et al, 2006; Pervaiz,
2003). Banyak literatur mengenai aktivitas antikanker, dilakukan dalam model seluler,
menunjukkan potensi antiproliferatif dan apoptogenik dari stilbene. Resveratrol
diproduksi oleh spesies anggur dan beberapa spesies tanaman lainnya. Konsentrasi
anggur resveratrol berkisar dari 50 hingga 400 mg/g bobot segar dalam daun.
Phytoalexin juga disintesis dalam buah dan dalam jaringan tanaman lignin (misalnya
pada tangkai dan buah kernel). Konsentrasi resveratrol dalam buah perikarp tinggi

dibandingkan dengan yang ada dalam daging. Phytoalexin telah diuji untuk fungsi



terapi putatif mereka baik dalam model eksperimental in vitro dan in vivo. Di antara
senyawa-senyawa ini, sejumlah bukti yang dikumpulkan menunjukkan bahwa
resveratrol mungkin memiliki kegunaan klinis. Tidak jarang, laporan yang berbeda
menggambarkan kegiatan yang bergantung pada resveratrol yang saling
bertentangan bahkan menggunakan model seluler yang identik (Cucciolla V,et al
2007).

Beberapa penelitian telah meneliti efek resveratrol pada mata dan gangguan
terkait. Mirip dengan efek yang diamati pada penyakit lain, seperti kanker, jantung dan
penyakit neurodegeneratif, tindakan biologis utama pada mata meliputi: anti-oksidatif,
anti-apoptosis, anti-tumorogenik, anti-inflamasi, anti-angiogenik dan vasodilator. Studi
yang menginvestigasi efek ini dan peran potensial mereka dalam perkembangan
penyakit mata. Resveratrol secara efektif menurunkan produksi ROS intraseluler
(IROS) dan penanda inflamasi seperti interleukin-1 alpha (IL-1a), interleukin (IL) -6,
IL-8 dan molekul adhesi-leukosit endotel-leukosit-1 (ELAM-1) (Abu-Amero et al,
2018). Resveratrol berpotensi memiliki peran anti-apoptosis yang signifikan dalam
mencegah kerusakan sel-sel trabekular meshwork yang secara konsisten diamati
pada pasien glaukoma primer sudut terbuka tanpa memiliki efek yang merugikan pada
proliferasi sel (Luna C et al, 2009). Resveratrol melindungi terhadap degenerasi retina
yang diinduksi cahaya, dengan membalikkan aktivasi protein pengakitif retina-1 (AP-
1) dan penghambatan aktivasi SIRT1 yang diatur oleh paparan cahaya. AP-1
mengatur proliferasi sel dan apoptosis; dan ekstrak retina tikus yang diobati dengan
resveratrol ditemukan untuk meregulasi ekspresi c-fos, yang pada gilirannya menekan
aktivasi AP-1 mencegah kematian sel fotoreseptor. Aktivitas anti-apoptosis resveratrol
tampaknya menjadi faktor penting dalam pencegahan penyakit yang bersifat

neurodegeneratif, seperti age macular degeneration (AMD) (Kubota S, 2017).



Resveratrol beperan dalam menghambat peradangan sel RPE yang disebabkan oleh
hiperglikemia in vitro. Studi ini melaporkan bahwa sel yang diobati dengan resveratrol
secara signifikan menghambat akumulasi VEGF, TGF-1, cyclo-oxygenase-2 (COX-2),
IL-6 dan IL-8 dalam cara yang tergantung pada dosis (Losso JN et al, 2010).
Beberapa penelitian lain juga menunjukkan peran pencegahan potensial
resveratrol pada penyakit terkait mata lainnya. Doganay dkk (2006) menunjukkan
peran resveratrol terhadap pembentukan katarak yang diinduksi selenite. Pemberian
resveratrol ke model tikus endotoxin-induced uveitis (EIU) menunjukkan penurunan
yang signifikan dalam kerusakan oksidatif (8-hydroxy-21-deoxyguanosine generation)
dan penekanan NF-kB p65 translocation (NF-kB activation), yang mengarah ke efek
anti-inflamasi okular (penurunan kadar MCP-1 dan ICAM-1) di retina dan RPE-koroid
(Kubota S et al, 2009). Perawatan resveratrol juga telah terbukti menyebabkan
kematian dan regresi sel tumor. Resveratrol ditemukan untuk menghambat
pertumbuhan tumor melanoma uveal melalui disfungsi mitokondria dini dan aktivasi
caspase-3 (Van Gonkel PR et al, 2008). Demikian pula, Sareen (2006) dan rekannya
menunjukkan bahwa resveratrol menghambat pertumbuhan garis sel retinoblastoma
secara tergantung waktu dan dosis dengan mempromosikan penangkapan fase-S
siklus sel dan apoptosis. Dalam penelitian lain, Kim dkk. (2010), telah menunjukkan
efektivitas resveratrol sebagai pengobatan potensial dalam model tikus in-vivo dan in
vitro retinopati yang diinduksi oksigen melalui jalur termediasi nitrat oksida (NO),
menunjukkan peran protektif dalam retinopati prematuritas (ROP) pada bayi yang lahir
prematur. Suplementasi resveratrol tidak menunjukkan efek pada neovaskularisasi
kornea pada model kelinci percobaan luka bakar alkali (Doganay S et al, 2013).

Penelitian mengenai pengaruh resveratrol terhadap saraf mata masih sangat jarang



terutama berkaitan dengan kematian saraf mata akibat trauma, salah satu penyebab
kebutaan ireversibel dan belum memiliki regimen terapi yang tetap.
B. Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan diatas maka dapat
dirumuskan pertanyaan penelitian sebagai berikut; Bagaimana efek Resveratrol
terhadap marker apoptosis caspase-7 dan sel ganglion retina pada model tikus
dengan traumatic optic neuropathy (TON).
C. Tujuan Penelitian
1. Tujuan Umum
Menganalisis efek Resveratrol terhadap marker apoptosis caspase-7
dan sel ganglion retina pada model tikus dengan traumatic optic
neuropathy (TON).
2. Tujuan Khusus
a. Mengukur ekspresi caspase-7 pada model tikus dengan TON
dengan pemberian resveratrol dan kontrol
b. Menilai sel ganglion retina pada model tikus dengan TON dengan
pemberian resveratrol dan kontrol
c. Menganalisis efektifitas resveratrol terhadap ekspresi caspase-7
dan sel ganglion retina pada model tikus dengan TON
D. Manfaat Penelitian
1. Hasil yang diperoleh diharapkan dapat memberikan gambaran yang lebih
jelas tentang apoptosis oleh caspase-7 dan gambaran sel ganglion retina

pada TON.



2. Hasil yang diperoleh diharapkan menjadi faktor prediktor penyakit TON dan
menjadi bahan pertimbangan target terapi, khususnya resveratrol, dalam

penatalaksanaan TON yang lebih maksimal dan komprehensif.



