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ABSTRAK

Latar Belakang Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) merupakan salah satu
komorbiditas pada anak dan remaja dengan obesitas. Disbiosis usus dapat mengakibatkan
masuknya lipopolisakarida ke sirkulasi vena porta, yang akan mengaktifkan TNF-a dan IL-6
serta meningkatkan TLR4 yang memicu fibrosis melalui peningkatan sinyal pada TGF-f.
Disbiosis juga meningkatkan NLRP3 dan IL-1B yang memicu NASH. Probiotik diketahui
mampu memperbaiki disbiosis.

Tujuan Membuktikan apakah suplementasi probiotik memperbaiki NAFLD melalui perbaikan
parameter inflamasi dan fibrogenesis pada tikus Sprague-Dawley yang diinduksi oleh diet high-
fat high-fructose (HFHFr)

Metode Penelitian post-test only control group design dilakukan pada 63 ekor tikus jantan
dibagi menjadi 1 kelompok kontrol dan 8 kelompok perlakuan. Dari 8 kelompok ini kemudian
dibagi menjadi kelompok dengan probiotik dan tanpa probiotik. Masing-masing kelompok
diberikan HFHFr selama 8, 12, 16, dan 24 minggu. Kemudian, kelompok probiotik diberikan
kombinasi HFHFr dan probiotik selama 8 minggu. Setelah perlakuan, kadar TLR4, IL-18, IL6,
TNF-a, TGF-B, NLRP3 dan derajat fibrosis setiap tikus diukur, kemudian dibandingkan antara
yang mendapat dan tidak mendapat probiotik.

Hasil Terdapat hasil yang bervariasi pada masing-masing kelompok, namun didapatkan bahwa
pada kelompok 12 minggu memberikan hasil yang paling baik dimana terdapat penurunan
marker imunologi, walaupun kadar IL-1f dan derajat fibrosis tidak menurun secara signifikan.
Pemberian probiotik selama 8 minggu mencegah terjadinya NASH pada kelompok 8 minggu
dan 12 minggu.

Kesimpulan Pemberian probiotik memperbaiki marker inflamasi namun tidak memperbaiki
fibrogenesis.

Kata Kunci NAFLD, Fibrosis, Probiotik, NASH, Parameter Imunologi
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ABSTRACT

Background Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is one of the comorbidities for
children and adolescent obesity. Gut dysbiosis can cause lipopolysaccharide to enter the portal
vein system, activate TNF-a and IL-6, increasing TLR4, that promotes fibrosis via TGF-3
activation. Dysbiosis also elevate NLRP3 and IL-1B, causing NASH. Probiotic is known to
alleviate dysbiosis.

Aim To find if probiotic improves NAFLD by alleviating inflammatory parameters and
fibrogenesis in Sprague-Dawley rats induced by high-fat high-fructose (HFHFr) diet.

Method A post-test only control group design study was conducted on 63 male rats, each
divided into 1 control group and 8 treatment groups. Treatment groups were further divided
into groups with probiotics and without probiotics. Each group was given HFHFr for 8, 12, 16,
and 24 weeks. After passing this period, the probiotic group was given a combination of HFHFr
and probiotics for 8 weeks. After treatment, levels of TLR4, IL-1p, IL6, TNF-a, TGF-, NLRP3
and degree of fibrosis were measured, then compared between those receiving probiotics and
those not receiving probiotics.

Results There were varied results on each group, but we found that in the 12 weeks group there
was a decrease of immunological parameter after probiotic, despite IL-1p and fibrosis degree
were not significantly reduced. 8 weeks of probiotic could prevent NASH in the 8 weeks and
12 weeks group.

Conclusion Administration of probiotics reduced inflammatory parameters but did not alleviate
fibrogenesis.

Keywords NAFLD, Fibrosis, Probiotic, NASH, Immunological Parameter.
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RINGKASAN

Latar Belakang

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) merupakan salah satu komorbiditas yang
penting dari obesitas pada anak dan remaja. Spektrum NAFLD mulai dari penemuan
histopatologi perlemakan hati (steatosis) menjadi perlemakan dengan peradangan
(steatohepatitis) sampai sirosis hati dan stadium akhir penyakit hati. Non-alcoholic
steatohepatitis (NASH) dalam waktu singkat dapat berkembang menjadi fibrosis hati. Kini
diketahui bahwa disbiosis (ketidakseimbangan mikrobiota) di wusus berperan dalam
perkembangan NAFLD. Mikrobiota mempengaruhi NAFLD melalui beberapa mekanisme,
melalui proses digesti dan absorbsi nutrien, melalui perannya pada permeabilitas usus, sistem
imunitas dan inflamasi host, melalui metabolisme kolin, melalui metabolisme asam empedu,
dan produksi etanol endogen. Gangguan permeabilitas usus dapat menyebabkan masuknya
lipopolisakarida (LPS) dan pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) yang selanjutnya
akan mengaktifkan sitokin pro inflamasi seperti TNF-q, IL-6, IL-8, IL-12. LPS kemudian akan
berikatan dengan lipopolysaccharide-binding protein (LBP), LBP kemudian berikatan dengan
CD14. Kompleks ini akan mengaktivasi TLR4 pada sel Kuppfer. TLR4 berperan penting dalam
terjadinya NASH dan deposisi lemak. TLR4 memicu terjadinya fibrosis melalui peningkatan
sinyal pada transforming growth factor-f (TGF-p).

Inflammasom merupakan salah satu komponen lain yang berperan dalam NAFLD.
Inflammasom ini sendiri adalah multi-protein sitoplasma kompleks yang disusun oleh leucine-
rich-repeat containing proteins dan nucleotide-binding domain (NLRPs), yang merupakan
sensor PAMPs dan damage-associated molecular patterns (DAMPs). Saat ini diketahui bahwa
ekspresi NLRP3 dan komponennya meningkat bermakna pada penelitian yang menggunakan
tikus dan manusia yang menderita Non-Alcoholic Steatohepatitis sebagai subyek. Pada pasien
dengan NASH, ekspresi dari protein yang berhubungan dengan inflammasom (NLRP3, pro-IL-
1B, dan pro- IL-18) secara signifikan lebih tinggi dibanding pasien tanpa NASH. Penelitian
dengan menggunakan NLRP3 knock-out tikus dan penelitian dengan bahan farmakologi yang

menghambat NLRP3 memberikan hasil perbaikan pada steatosis hepar, inflamasi hepar, dan

XV



fibrosis hepar. Hasil ini menunjukkan bahwa NLRP3 memiliki peran penting pada kejadian
NASH dan dapat berperan dalam pembuatan terapi target untuk NASH. Seperti halnya TLR4,
perubahan pada mikrobiota saluran cerna dapat mempengaruhi kadar inflammasom NLRP3.
Sebagai usaha untuk mengetahui peran probiotik dalam patogenesis NAFLD dan untuk
selanjutnya agar dapat mengetahui apakah probiotik bermanfaat pada pencegahan NAFLD
maka dilakukan penelitian dengan hewan coba yang fokusnya adalah untuk mengetahui
pengaruh probiotik terhadap kadar sitokin proinflamasi dan fibrogenesitas liver pada hewan

coba yang mengalami NAFLD.

Tujuan Umum
Membuktikan apakah suplementasi probiotik memperbaiki non-alcoholic fatty liver disease
melalui perbaikan marker inflamasi dan fibrogenesis pada tikus Sprague-Dawley yang

diinduksi oleh diet high-fat high-fructose (HFHFr)

Tujuan Khusus

a. Apakah suplementasi probiotik menurunkan kadar TLR4, IL-1p, IL-6, TNF-a, TGF-B, dan
NLRP3 pada tikus Sprague-Dawley yang diinduksi oleh diet high-fat high-fructose.

b. Apakah suplementasi probiotik mempengaruhi non-alcoholic steatohepatitis (NAS) score
pada tikus Sprague-Dawley yang diinduksi oleh diet high-fat high-fructose.

c. Apakah suplementasi probiotik mempengaruhi derajat fibrosis pada tikus Sprague-Dawley

yang diinduksi oleh diet high-fat high-fructose.

Metode Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental in vivo dengan pendekatan Post test
only design. Subjek penelitian ini adalah 63 tikus putih (Rattus norvegicus) jantan galur
Sprague Dawley berusia 7-8 minggu, berat badan sekitar 110 — 200 gram yang diperoleh dari
Laboratorium Penelitian Hewan Percobaan Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Airlangga
Surabaya. Subyek dilakukan aklimatisasi selama 1 minggu. Setelah aklimatisasi selama 1
minggu tikus dibagi secara acak ke dalam 9 kelompok sebagai berikut:

Kelompok K- : kelompok kontrol diberikan diet standar selama 8 minggu
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Kelompok P.1.1 : diberikan diet high-fat high-fructose (HFHFr) selama 8 minggu

Kelompok P.1.2 : diberikan diet HFHFr selama 8 minggu, mulai minggu 9  diberikan
tambahan probiotik selama 8 minggu

Kelompok P.2. : diberikan diet HFHFr selama 12 minggu

Kelompok P.2.2 : diberikan diet HFHFr selama 12 minggu, mulai minggu 13 diberikan
tambahan probiotik selama 8 minggu

Kelompok P.3.1 : diberikan diet HFHFr selama 16 minggu

Kelompok P.3.2 : diberikan diet HFHFr selama 16 minggu, mulai minggu 17 diberikan
tambahan probiotik selama 8 minggu

Kelompok P.4.1 : diberikan diet HFHFr selama 24 minggu

Kelompok P.4.2 : diberikan diet HFHFr selama 24 minggu, mulai minggu 25 diberikan

tambahan probiotik selama 8 minggu

Dekapitasi dilakukan pada akhir dari periode waktu diet pada masing-masing kelompok
kemudian dilakukan pemeriksaan histopatologis hati, pemeriksaan laborat fungsi hati, kadar
TLR4, kadar NLRP3, kadar IL-1B, kadar IL-6, kadar TNF-a, dan kadar TGF-f. Jaringan hati
yang diambil dari subyek ditanam dalam paraffin dipotong sebesar 4 pm, dan dilakukan
pengecatan dengan hematoxylin-eosin. Untuk mengetahui fibrosis hati dilakukan pengecatan
Masson. Kemudian dilakukan skoring untuk melihat tingkat keparahan steatosis hati, inflamasi
dan fibrosis. Pemeriksaan kadar TLR4, kadar NLRP3, kadar IL-1f, kadar IL-6, kadar TNF-a,
dan kadar TGF-f dilakukan di Unit Layanan Biologi Fakultas Sains dan Teknologi Universitas
Airlangga. Pemeriksaan ELISA menggunakan ELISA kit untuk TLR4, NLRP3, IL-1p, IL-6,
TNFa, dan TGFp. Pada uji hipotesis untuk melihat pengaruh pemberian probiotik terhadap
tingkat fibrosis kadar TLR4, kadar NLRP3, kadar IL-1pB, kadar 11-6, kadar TNF-a, dan kadar
TGF-B digunakan independent t-test jika sebarannya normal atau menggunakan uji Mann-
Whitney jika tidak normal. Untuk mengetahui perbedaan NAS-Score dan derajat fibrosis antar
kelompok digunakan uji Fisher’s Exact. Uji multivariat digunakan untuk mengetahui parameter

imunologis yang paling berpengaruh pada NAS score dan derajat fibrosis.

Xvil



Hasil Penelitian

Penelitian ini menggunakan 63 tikus, sebanyak 6 ekor tikus mengalami penurunan berat
badan dan 57 ekor mengalami kenaikan berat badan. Setelah perlakuan sejumlah 20 tikus
memiliki berat badan yang termasuk dalam kategori obesitas, dengan berat badan di atas 208
gram.

Uji Mann-Whitney pada kelompok tikus dengan probiotik dan kelompok tikus tanpa
probiotik, tidak menunjukkan perbedaan signifikan pada semua parameter imunologi. Kadar
IL-6 dan IL-1P pada kelompok K dengan kelompok P.1.1 tidak berbeda secara signifikan,
namun terdapat perbedaan signifikan terutama pada kadar NLRP3, TLR4, TGF-f, dan TNF-a.
Perbedaan signifikan antara parameter imunologi pada kelompok P.1.1 dan P.1.2 hanya
ditemukan pada kadar IL-1B (kadarnya di P.1.2 lebih tinggi) dan kadar NLRP3 (kadarnya di
P.1.2 lebih rendah). Hampir semua parameter imunologi pada kelompok P.2.1 dan kelompok
P.2.2 menunjukkan perbedaan yang signifikan, dimana kadarnya di kelompok P.2.2 lebih
rendah dibandingkan P.2.1, namun tidak ditemukan perbedaan yang signifikan pada kadar IL-
1B. Pada kelompok P.3.1 dan P.3.2, tidak ditemukan perbedaan bermakna pada variabel
parameter imunologi. Parameter imunologi pada kelompok P.4.2 hampir seluruhnya
meningkat jika dibandingkan dengan kelompok P.4.1, kecuali kadar NLRP3, TGF- 3 dan TNF-
a. Hanya kadar IL-6 dan TNF-o yang menunjukkan perbedaan yang signifikan pada dua
kelompok.

Uji Fisher’s Exact untuk NAS-score pada masing-masing kelompok didapatkan
perbedaan bermakna pada kelompok P.1.1 dengan P.1.2 dan kelompok P.2.1 dengan P.2.2.
Dimana pada kelompok yang diberikan probiotik lebih sedikit tikus yang mengalami NASH.
Pada derajat fibrosis, tidak didapatkan perbedaan bermakna di semua kelompok.

Uji multivariat yang dilakukan untuk mencari faktor yang paling berpengaruh untuk NAS-
score dan derajat fibrosis didapatkan bahwa peningkatan NAS-score paling dipengaruhi oleh
kadar TGF-p, sedangkan peningkatan derajat fibrosis paling dipengaruhi oleh kadar IL-1p dan
kadar TGF-p.
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Pembahasan
Pengaruh Pemberian Probiotik Pada Kadar Faktor Proinflamasi Secara Umum

Penelitian yang kami lakukan ini didapatkan hasil pada kelompok yang diberi probiotik
kadar IL-1B, NLR, TGF-B, TLR4, serta kadar TNF-a lebih rendah dibandingkan dengan
kelompok yang tidak diberikan probiotik, tetapi perbedaan ini secara statistik tidak bermakna.
Dilihat dari kadar IL-6 didapatkan hasil yang lebih tinggi pada kelompok probiotik dibanding
pada kelompok yang tidak diberikan probiotik, dengan perbedaan yang tidak bermakna pada
kedua kelompok.

Perbedaan signifikan kadar imunologi pada antara kelompok yang diberikan HFHFr
selama 8 minggu dengan kelompok yang diberikan HFHFr selama 8 minggu dan kemudian
diberikan probiotik selama 8 minggu, hanya ditemukan pada kadar IL-1f (lebih tinggi pada
kelompok probiotik) dan kadar NLRP3 (lebih rendah pada kelompok probiotik).

Pemberian probiotik selama 8 minggu setelah pemberian diet HFHFr selama 12 minggu
mampu menurunkan kadar IL-6, NLR, TLR4, TGF- B, dan TNF-a secara signifikan. Tidak
didapatkan perbedaan signifikan pada parameter imunologi antara kelompok yang mendapat
diet HFHFr saja selama 16 minggu dengan yang mendapat HFHFr 16 minggu ditambah
probiotik selama 8 minggu.

Kelompok yang diberikan HFHFr selama 24 minggu beserta dengan kelompok yang
diberikan HFHFT selama 24 minggu, kemudian pada minggu ke 25 diberikan probiotik selama
8 minggu. Hasilnya didapatkan bahwa perbedaan bermakna kadar imunologi pada kedua
kelompok didapatkan pada IL-6 (lebih tinggi pada kelompok probiotik) dan TNF-a (lebih
rendah pada kelompok probiotik)

Penelitian yang kami lakukan ini didapatkan inkosistensi dari variabel Hasil yang
konsisten terlihat pada kelompok yang diberikan HFHFr selama 12 minggu dan pada minggu
ke-12 diberikan probiotik selama 8 minggu. Sedangkan pada kelompok lain didapatkan hasil
yang bervariasi. Hal ini menunjukkan bahwa pemberian probiotik pada saat yang tepat dapat
menurunkan kadar sitokin proinflamasi.

Sebuah penelitian metaanalisis oleh Xio dkk. didapatkan hasil yang sama dengan
penelitian yang dilakukan oleh Zarrati dkk. yang menyatakan bahwa ekspresi TNF-a tidak
berubah dengan pemberian probiotik. Tetapi penelitian oleh Sepideh dkk. memberikan hasil
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yang bermakna. Metaanalisis oleh Gao dkk. mengindikasikan bahwa probiotik memberikan
dampak positif dengan menurunkan kadar TNF-a pada pasien NAFLD. Sehingga Xio dkk.
menyatakan bahwa tidak cukup bukti untuk mengkonfirmasi efek probiotik pada faktor-faktor
inflamasi.

Lama pemberian probiotik juga dapat menjadi faktor penentu penurunan kadar faktor
inflamasi. Pada penelitian oleh Duseja dkk. didapatkan bahwa penurunan kadar sitokin
inflamasi menurun setelah pemberian probiotik selama 12 bulan, sedangkan pada penelitian

kami probiotik hanya diberikan selama 8 minggu.

Pengaruh Pemberian Probiotik pada Derajat Fibrosis

Derajat steatosis pada penelitian ini didapatkan perbedaan bermakna pada kelompok
pemberian HFHFr selama 8 minggu dengan kelompok yang diberikan HFHFr selama 8 minggu
dan kemudian diberikan probiotik selama 8 minggu. Perbedaan bermakna juga didapatkan pada
kelompok pemberian HFHFr selama 12 minggu dengan kelompok yang diberikan HFHFr
selama 12 minggu dan kemudian diberikan probiotik selama 8 minggu. Sedangkan pada
kelompok pemberian HFHFr selama 16 minggu dan 24 minggu tanpa probiotik dengan
kelompok yang diberikan probiotik tidak didapatkan perbedaan bermakna untuk derajat
steatosis. Kondisi steatosis yang belum berlangsung lama akan memberikan perbaikan
bermakna bila diberikan intervensi menggunakan probiotik, sedangkan bila steatosis sudah

berlangsung lama maka pemberian probiotik tidak menunjukkan perbaikan bermakna.

Penelitian oleh Duseja dkk. disampaikan bahwa pengaruh positif dari probiotik ini dapat
terjadi karena histopatologi liver subjek penelitian yang masih baik. Penelitian ini juga
menyatakan bahwa strain probiotik yang digunakan dapat memberikan pengaruh pada hasil.
Demikian juga dengan jumlah koloni, tipe strain dan rasio antar strain serta produk probiotik
yang digunakan. Hasil ini sesuai dengan penelitian kami dimana pada steatosis yang terjadi
awal (pemberian HFHFr 8 minggu dan 12 minggu) memberikan hasil yang baik dengan
pemberian probiotik, sedangkan pada kondisi yang lanjut, pemberian HFHFr tidak memberikan
perbaikan yang bermakna untuk kondisi steatosis hati. Dilihat dari derajat fibrosis hepar pada

penelitian kami didapatkan hasil yang tidak bermakna antara kelompok yang diberikan
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probiotik maupun yang tidak diberikan probiotik pada semua rentang waktu pemberian diet

HFHFr.

Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Eslamparast T dkk. disampaikan bahwa efek

positif pemberian suplementasi sinbiotik (probiotik dan prebiotik) pada fibrosis hati mulai

terlihat setelah minggu ke-14 pemberian suplementasi. Hasil dari penelitian yang kami lakukan

didapatkan waktu pemberian intervensi yang relatif singkat (8 minggu) mungkin memberikan

pengaruh pada hasil yang tidak bermakna.

Simpulan

- Suplementasi probiotik pada saat awal NASH dapat menurunkan NAS-score

- Suplementasi probiotik tidak berpengaruh pada derajat fibrosis

- Peningkatan NAS-score paling dipengaruhi oleh kadar TGF-B, sedangkan peningkatan
derajat fibrosis paling dipengaruhi oleh kadar IL-1f dan kadar TGF-p.

- Pemberian HFHFr selama 12 minggu dan pemberian probiotik mulai minggu ke 13

merupakan model yang paling sesuai untuk penelitian suplementasi probiotik pada hewan

coba yang diinduksi diet HFHFr

- Suplementasi probiotik Streptococcus, Bifidobacterium, dan Lactobacillus selama 12

minggu pada tikus Sprague-Dawley jantan dewasa yang diinduksi diet high-fat high-

fructose:

1.

2.

Pemberian probiotik menurunkan kadar TLR4 secara bermakna
Pemberian probiotik menurunkan kadar IL-1p tetapi tidak bermakna
Pemberian probiotik menurunkan kadar IL-6 secara bermakna

Pemberian probiotik menurunkan kadar TNF-a secara bermakna

. Pemberian probiotik menurunkan kadar TGF-f3 secara bermakna

Pemberian probiotik menurunkan kadar NLRP3 secara bermakna
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SUMMARY

Background

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is one of the most important comorbidities of
obesity in children and adolescents. The spectrum of NAFLD ranges from histopathological
findings of fatty liver (steatosis) to fatty with inflammation (steatohepatitis) to liver cirrhosis
and end-stage liver disease. Non-Alcoholic Steatohepatitis (NASH) can quickly progress to
liver fibrosis. It is now known that dysbiosis (microbiota imbalance) in the gut plays a role in
the development of NAFLD. The microbiota influences NAFLD through several mechanisms,
through the process of nutrient digestion and absorption, through its role in intestinal
permeability, the immune system, and host inflammation, through choline metabolism, through
bile acid metabolism, and endogenous ethanol production. Impaired intestinal permeability can
lead to the entry of lipopolysaccharide (LPS) and pathogen-associated molecular patterns
(PAMPs) which in turn will activate pro-inflammatory cytokines such as TNF-a, IL-6, IL-8,
IL-12. LPS will then bind to lipopolysaccharide-binding protein (LBP), LBP then binds to
CD14. This complex will activate TLR4 in Kupffer cells. TLR4 plays an important role in the
development of NASH and fat deposition. TLR4 triggers fibrosis through increased signaling
of transforming growth factor-f3 (TGF-).

The inflammasome is another component that plays a role in NAFLD. The inflammasome
itself is a multi-protein cytoplasmic complex composed of leucine-rich-repeat containing
proteins and nucleotide-binding domains (NLRPs), which are sensors of PAMPs and damage-
associated molecular patterns (DAMPs). It is now known that the expression of NLRP3 and its
components is significantly increased in studies using rats and humans with non-alcoholic
steatohepatitis as subjects. In patients with NASH, the expression of the inflammasome-related
proteins (NLRP3, pro-IL-18, and pro-IL-18) was significantly higher than in patients without
NASH. Experiments using NLRP3 knock-out mice and experiments with pharmacological
agents that inhibit NLRP3 gave improved results in hepatic Steathosis, liver inflammation, and
liver fibrosis. These results suggest that NLRP3 has an important role in the incidence of NASH
and may play a role in the development of targeted therapies for NASH. As with TLR4, changes

in the gastrointestinal microbiota may affect the levels of NLRP3 inflammasomes. In an attempt
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to determine the role of probiotics in the pathogenicity of NAFLD and to find out whether
probiotics are beneficial in preventing NAFLD, this study was conducted with experimental
animals with the focus being to determine the effect of probiotics on pro-inflammatory cytokine

levels in experimental animals experiencing NAFLD.

Aim

Proving whether probiotic supplementation improves Non-Alcoholic Fatty Liver Disease

by improving inflammatory parameters and fibrogenesis in Sprague-Dawley rats induced

by high-fat high-fructose (HFHFr) diet.

e Did probiotic supplementation reduce levels of TLR4, IL-1p, IL-6, TNFa, TGFf, and
NLRP3 in Sprague-Dawley rats induced by high-fat high-fructose diet.

e Does probiotic supplementation affect Non-Alcoholic Steatohepatitis (NAS) score in
Sprague-Dawley rats induced by high-fat high-fructose diet.

e Whether probiotic supplementation affects the degree of fibrosis in Sprague-Dawley

rats induced by the high-fat high-fructose diet

Methods

This study is an in vivo experimental study with a post-test-only design approach. The
subjects of this study were 63 male white rats (Rattus norvegicus) Sprague-Dawley strain aged
7-8 weeks with a body weight of about 110-200 grams obtained from the Experimental Animal
Research Laboratory, Faculty of Veterinary Medicine, Airlangga University Surabaya. Subjects
were acclimatized for 1 week. After acclimatization for 1 week the rats were randomly divided
into 9 groups as follows:
Group K- : the control group was given a standard diet for 8 weeks
Group P.1.1  : given high-fat high-fructose (HFHFr) diet for 8 weeks
Group P.1.2  : given HFHFTr diet for 8§ weeks, starting at week 9, additional probiotics were

given for 8 weeks

Group P.2.1  : given HFHFr diet for 12 weeks
Group P.2.2  : given HFHFr diet for 12 weeks, starting at week 13 given additional

probiotics for 8 weeks
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Group P.3.1  : given HFHFr diet for 16 weeks
Group P.3.2  : given HFHFr diet for 16 weeks, starting at week 17, additional probiotics
were given for 8 weeks
Group P.4.1  : given HFHFr diet for 24 weeks
Group P.4.2  : given HFHFr diet for 24 weeks, starting at week 25, additional probiotics
were given for 8 weeks
Decapitation was carried out at the end of the dietary period in each group and then liver
histopathological examination, laboratory tests of liver function, TLR4 levels, NLRP3 levels,
IL-1PB levels, IL-6 levels, TNF-a levels, and TGF levels were carried out. Liver tissue taken
from subjects implanted in paraffin was cut at 4 pm and stained with hematoxylin-eosin.
Masson's stain was used to determine liver fibrosis. Then a score was performed to see the
severity of liver steatosis, inflammation, and fibrosis. The examination of TLR4 levels, NLRP3
levels, IL-1B levels, IL-6 levels, TNF-a levels, and TGFp levels was carried out at the Biology
Unit, Faculty of Science and Technology, Airlangga University. ELISA Examination: using
ELISA kit for TLR4, NLRP3, IL-1p, IL-6, TNF-0, and TGF-f. In testing the hypothesis to see
the effect of giving probiotics on the level of fibrosis, TLR4 levels, NLRP3 levels, IL-1f levels,
11-6 levels, TNF-a levels, and TGF levels were used independent t-test if the distribution was

normal or using the Mann-Whitney test if not normal.

Results

Of the 63 rats, 6 rats lost weight and 57 rats gained weight. After treatment, 20 rats had
obesity, which is having body weight above 208 grams. The Mann-Whitney test in the probiotic
and non-probiotic groups showed there is no significant differences. The levels of IL-6 and IL-
1B in the K group and the P.1.1 group were not significantly different, but there were significant
differences, especially in the levels of NLRP3, TLR4, TGF-f, and TNF-a. Significant
differences between the immunological parameters in P.1.1 and P.1.2 groups were only found
in the levels of IL-1P (higher P.1.2 levels) and NLRP3 levels (lower P.1.2 levels). Almost all
immunological parameters showed significant differences between the P.2.1 group and the
P.2.2 group where the levels in the P.2.2 group were lower than P.2.1, but there was no

significant difference in the levels of IL-1B. In P.3.1 and P.3.2 groups, no significant difference
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was found in the immunological parameter variables. Immunological parameters in P.4.1 and
P.4.2 groups were almost entirely increased, except for the levels of NLRP3, TGF- and TNF-
a. Only the levels of IL-6 and TNF-a showed a significant difference in the two groups.
Fisher's Exact test for NAS-score in each group found a significant difference in the P.1.1
group with P.1.2 and the P.2.1 group with P.2.2. Where in the group given probiotics, fewer
rats experienced NASH. In the degree of fibrosis, there was no significant difference in all
groups.
Multivariate test was conducted to find the most influential factor for NAS-score and
degree of fibrosis. It was found that the increase in NAS-Score was most influenced by TGF-3
levels, while the increase in fibrosis degree was most influenced by IL-1 levels and TGF-3

levels.

Discussion
Effect of Probiotics on Pro-Inflammatory Factor Levels in General

From our study, the probiotics group had lower levels of IL-18, NLR, TGF-§3, TLR4, and
TNF-a levels compared to the group not given probiotics, but this difference was not
statistically significant. For IL-6 levels, the results obtained were higher in the probiotic group
than in the group not given probiotics, with no significant difference between the two groups.

Significant differences in immunological levels between the group given HFHFr for 8
weeks and the group given HFHFr for 8 weeks and then given probiotics for 8 weeks were only
found in IL-1P levels (higher in the probiotic group) and NLR levels (lower in the probiotic
group) Administration of probiotics for 8 weeks after HFHFr diet for 12 weeks was able to
significantly reduce levels of IL-6, NLR, TLR4, TGF-f, and TNF-a.

There were no significant differences in immunological parameters between the groups
receiving HFHFr alone for 16 weeks and those receiving 16 weeks HFHFr plus probiotics for
8 weeks.

In the group given HFHFr for 24 weeks and in the group given HFHFr for 24 weeks and then
at week 25 given probiotics for 8 weeks, it was found that a significant difference in
immunological levels in the two groups was found in IL-6 (higher in the probiotic group) and

TNF-a (lower in the probiotic group)
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In our study, there were inconsistencies in the variables. Consistent results were seen in
the group given HFHFT for 12 weeks and at week 12 given probiotics for 8 weeks. Meanwhile,
in other groups, the results were varied. This shows that giving probiotics at the right time can
reduce levels of pro-inflammatory cytokines.

In a meta-analysis by Xio et al. it was found that a study by Zarrati et al. stated that TNF-
expression did not change with the administration of probiotics. However, the study by Sepideh
et al. gave significant results. A meta-analysis by Gao et al. indicated that probiotics had a
positive effect by reducing TNF-a levels in NAFLD patients. Thus Xio et al. stated that there
was insufficient evidence to confirm the effect of probiotics on inflammatory factors.

The duration of probiotic administration can also be a determining factor in reducing levels
of inflammatory factors. In the study by Duseja et al. it was found that the decrease in
inflammatory cytokine levels decreased after 12 months of probiotic administration, whereas

in our study probiotics were only given for 8 weeks.

The Effect of Probiotics on the Degree of Fibrosis

The degree of steatosis in this study was found to be significantly different in the group
given HFHFr for 8 weeks with the group given HFHFr for 8 weeks and then given probiotics
for 8 weeks. Significant differences were also found in the group given HFHFr for 12 weeks
with the group given HFHFr for 12 weeks and then given probiotics for 8 weeks. Meanwhile,
in the group given HFHFr for 16 weeks and 24 weeks without probiotics with the group given
probiotics, there was no significant difference in the degree of steatosis. In the condition of
steatosis that has not lasted for a long time, it will provide significant improvement if an
intervention using probiotics is given, whereas if the steatosis has lasted for a longtime then the
administration of probiotics does not show significant improvement

In the study by Duseja et al. it was stated that the positive effect of probiotic could occur
because the liver histopathology of the research subjects was still in a favorable condition. In
this study, it was also stated that the probiotic strain used could influence the results. Likewise,
with the number of colonies, type of strain, and the ratio between strains, probiotic products
were used. These results are consistent with our study where the early onset of Steatosis (8

weeks and 12 weeks of HFHFr administration) gave good results with probiotic administration,
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whereas in advanced conditions, HFHFr administration did not provide significant
improvement for liver steatosis conditions. For the degree of liver fibrosis in our study, the
results were not significant between the groups that were given probiotics and those who were
not given probiotics in all-time spans of the HFHFr diet.

In a study by Eslamparast T et al. it was stated that the positive effect of synbiotic
supplementation (probiotics and prebiotics) on liver fibrosis began to be seen after the 14th
week of supplementation. In our study, the relatively short duration of administration (8 weeks)

may have had a negligible effect on the results.

Conclusion

- Probiotic supplementation at the beginning of NASH can lower the NAS-score

- Probiotic supplementation has no effect on the degree of fibrosis

- The increase in NAS-score was most influenced by the levels of TGF-, while the increase in
the degree of fibrosis was most influenced by the levels of IL-1p and TGF- levels.

- Administration of HFHFr for 12 weeks and administration of probiotics starting at week 13
is the most suitable model for research on probiotic supplementation in experimental animals
induced by HFHFTr diet.

- Supplementation of probiotics Streptococcus, Bifidobacterium, and Lactobacillus for 12
weeks in adult male Sprague-Dawley rats induced by high-fat high-fructose diet:

Giving probiotics significantly reduces TLR4 levels

Administration of probiotics reduced IL-1f levels but not significant

Giving probiotics significantly reduces IL-6 levels

Giving probiotics significantly reduced TNF- levels

Giving probiotics significantly reduces TGF-§ levels

AN A e

Giving probiotics significantly reduces NLRP3 levels
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GLOSARI

Sesuai kebutuhan, dalam penelitian ini diartikan diberikan suplai
makan dan minum untuk subyek dan subyek dapat mengatur sendiri
jumlah makanan dan minuman mereka.

Upaya penyesuaian atau adaptasi hewan coba terhadap lingkungan
baru yang akan ditempati.

Respon biologis dari suatu organisme terhadap bahan aktif yang
disekresikan atau tekanan lingkungan dan merupakan penanda yang
dapat dideteksi keberadaaannya.

Suatu prosedur untuk mengambil sebagian kecil jaringan dari suatu
organ di dalam tubuh, untuk kemudian diamati di bawah mikroskop.

Prosedur untuk mematahkan leher dari hewan coba dengan tujuan
agar hewan coba mati dengan rasa sakit yang seminimal mungkin.

Produksi jaringan ikat yang berlebihan pada suatu jaringan. Kondisi
ini biasanya dikaitkan dengan suatu proses peradangan yang
berlangsung lama.

Sel-sel hepar (hati).
Pecahnya sel-sel darah merah.

Ilmu yang mempelajari proses terjadinya suatu penyakit melalui
gambaran mikroskopis jaringan dari suatu organ.

Memiliki sifat menekan respon imun.

Respon jaringan terhadap adanya benda asing yang memicu sistem
imun dan ditandai dengan kemerahan,
pembengkakan, dan kadangkala rasa nyeri.

peningkatan  suhu,

Sebuah protein yang dihasilkan oleh sel-sel sistem imun alami yang
dapat mengaktivasi proses inflamasi.

Jumlah kasus baru (baru terdiagnosis) dari satu penyakit dalam satu
periode waktu tertentu.
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Insulin

Kaskade

Kuppfer

Mikrobiota

NAFLD

Permeabilitas

Probiotik

ROS

Sentrifugasi

Sitokin

Steatosis

Trigliserida

UsSG

Suatu hormon yang dihasilkan oleh pankreas yang berfungsi untuk
menurunkan kadar gula darah dengan cara membantu transpor gula ke
dalam sel.

Deretan proses yang bekerja berurutan satu setelah yang lain.

Sel-sel turunan makrofag yang berada di hati dan bertugas untuk
melindungi hepar dari infeksi.

Kumpulan dari populasi berbagai spesies bakteri yang hidup dan
berinteraksi di suatu tempat tertentu.

Non-alcoholic  fatty liver disease. Suatu spektrum penyakit

perlemakan pada hati yang tidak disebabkan oleh konsumsi alkohol.

Kemampuan suatu membran / dinding untuk menahan transpor zat
yang melewatinya; semakin rendah permeabilitas suatu membran
maka semakin sulit terjadi perpindahan zat melalui membran tersebut.

Mikroorganisme tertentu yang bila diberikan dalam jumlah yang
cukup dapat memberikan keuntungan bagi inangnya.

Reactive Oxygen Species; suatu senyawa kimia oksida yang reaktif dan
dapat memicu terjadinya oksidasi senyawa lain.

Pemusingan yang dilakukan terhadap suatu sampel cairan (pada
umumnya darah) dengan kecepatan tertentu selama waktu tertentu
dengan tujuan untuk mengendapkan komponen padat pada cairan
tersebut.

Senyawa-senyawa yang dihasilkan oleh sel yang berperan dalam
komunikasi sel.

Penumpukan / deposisi lemak intrasel yang abnormal.

Molekul lemak yang terdiri dari tiga rantai asam lemak yang berikatan
pada gugus gliserol.

Singkatan dari Ultrasonografi; suatu metode pencitraan dengan
memanfaatkan pantulan gelombang ultrasonik.
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Vena Porta Pembuluh darah balik yang berasal dari saluran cerna menuju ke hati,
yang nantinya akan bergabung dengan pembuluh darah balik besar.
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