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RINGKASAN

Bioakompatibilitas Pemanfaatan Membran Amnion Beku Kering
Sebagai Pengganti Duramater Pada Duraplasti

Defek duramater merupakan masalah yang sering dihadapi oleh dokter
bedah saraf. Defek ini dapat terjadi akibat proses tindakan pembedahan maupun
karena proses patologis. Penutupan duramater secara primer merupakan metode
ideal yang perlu dilakukan untuk mencegah terjadinya kebocoran cairan
serebrospinal. Terdapat berbagai pilihan biomaterial yang dapat digunakan
sebagai penutup defek, dapat dikelompokkan menjadi bahan autologous,
allograft, xenograft, maupun bahan buatan atau sintetik. Komplikasi dari
penutupan defek dura tersering adalah kebocoran cairan serebrospinal. Insiden
kebocoran cairan serebrospinal menunjukkan angka yang bervariasi, 5-7%.

Syarat utama untuk memilih scaffold adalah biokompatibilitasnya.
Biokompatibilitas adalah kompatibel secara biologis di mana tidak menghasilkan
respon toksik, cedera, karsinogenik, atau imunologis pada jaringan sehat.
Penggunaan biomaterial sebagai pengganti dura merupakan upaya untuk mencari
biomaterial yang kompatibel dengan jaringan otak. Dari segi struktural, sel
amnion berhubungan satu sama lainnya dengan desmosom dan merupakan
susunan khusus dari filamen-filamen sitoskeletal intraseluler yang berperan dalam
integritas struktural dan modulasi bentuk sel begitu pula dalam permeabilitas.
Membran amnion dapat menjadi scaffold yang baik karena memiliki komponen
matriks ekstraseluler yang dibutuhkan. Membran amnion mengandung kolagen
tipe I, III, IV dan V, serta glikoprotein nonkolagen seperti laminin, nidogen,
fibronektin yang membentuk membran basalis dari membran amnion. Membran
amnion juga sudah sering dipertimbangkan sebagai jaringan yang tepat untuk
digunakan sebagai graft pada transplantasi, sehubungan dengan beberapa
karakteristiknya yang menguntungkan, antara lain yang utama yaitu efek anti
inflamasi dan imunogenisitasnya yang rendah.

Sitotoksisitas biomaterial terhadap benda asing merupakan komplikasi
tingkat seluler yang berimbas pada kelangsungan jaringan. Toksisitas sebuah
biomaterial dapat mempengaruhi viabilitas dan proliferasi sel, serta
mempengaruhi aktivitas apoptosis jaringan itu sendiri. Reaksi jaringan terhadap
benda asing juga merupakan hal yang harus dipastikan pada setiap pemaparan
biomaterial terhadap jaringan hidup. Beberapa biomaterial sintetik telah terbukti
dapat memicu proses inflamasi, reaksi benda asing, graft encapsulation, dan
pembentukan neo-membran. Sejumlah penelitian telah dilakukan untuk
menjelaskan proses penyembuhan graft duramater, baik menggunakan autolog
graft maupun artificial graft.

Penelitian ini bertujuan untuk menguji biokompatibilitas penggunaan
membran amnion beku kering untuk menambal defek duramater terhadap jaringan
otak di sekitarnya. Studi eksperimental ini terbagi atas dua tahap, invitro dan
invivo. Penelitian dilakukan dengan tujuan menganalisis viabilitas, proliferasi,
dan apoptosis secara invitro pada kultur sel otak tikus pasca pemaparan membran
amnion denga cara pajanan langsung dan medium yang dikondisikan. Penelitian
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dilanjutkan secara invivo pada tikus witstar dengan penggantian defek dura
menggunakan membran amnion. Jaringan otak tikus yang diambil secara enbloc
diperiksa secara imunohistokimia untuk menganalisis reaksi inflamasi dengan
pengukuran kadar IL-1p, IL-6, TNF-a, COX-2, serta iNOS.

Dari perhitungan diperoleh gambaran viabilitas sel menggunakan
pewarnaan MTT berupa presentase sel yang hidup sebesar 76 — 90% setelah
paparan membran amnion. Nilai rerata paparan kultur sel dengan paparan media
kondisi (0,39 + 0,44) lebih rendah secara bermakna dibandingkan dengan nilai
rerata kontrol (0,48 = 0,02) dengan nilai p=0,001.

Penelitian ini menggunakan pengecatan imunositokimia dengan antibodi
DAPI untuk mengevaluasi proliferasi sel setelah terpapar membrane amnion.
Hasil pembacaan dengan Image)J menunjukkan bahwa rerata untuk kelompok
kontrol sebesar 5,49+2,6 sedangkan kelompok pada kelompok perlakuan dengan
medium kondisi sebesar 6,10+2,56 dan membran amnion sebesar 3,75 +1,53.
Analisa statistik menunjukkan hasil uji yang berbeda bermakna pada
perbandingan kelompok perlakuan membran amnion terhadap kontrol dan antar
kelompok perlakuan membran amnion terhadap medium kondisi.

Selain pengecatan imunositokimia diatas, pengelitian ini juga melakukan
pegecatan dengan antibodi Annexin V untuk mengevaluasi terjadinya apoptosis
sel setelah terpapar membran amnion. Hasil perhitungan menunjukkan nilai rerata
untuk kelompok kontrol sebesar 10,36 + 2.58 sedangkan pada kelompok
perlakuan dengan medium kondisi sebesar 12,40 + 4,61 dan perlakuan membran
amnion sebesar 10,01 £ 1,89. Analisa statistik menunjukkan tidak ada perbedaan
bermakna antara kelompok kontrol dengan kedua kelompok perlakuan.

Penelitian ini juga menunjukkan ekspresi IL-1f, IL-6, dan TNF-a hari ke 4
pada kelompok kontrol lebih tinggi secara bermakna daripada kelompok
perlakuan dengan p=0,001. Hasil berbeda ditunjukkan pada penilaian ekspresi
pada pada hari ke-14 dimana kelompok kontrol menunjukkan ekspresi IL-1p, IL-
6, dan TNF-a yang tidak berbeda bermakna dengan kelompok perlakuan. Hasil uji
beda Mann-Whitney pada kelompok perlakuan 4 hari dan perlakuan 14 hari
menunjukkan adanya penurunan ekspresi IL-1p, IL-6 dan TNF-a yang bermakna
dengan p = 0,001.

Selain sitokin diatas, pada penelitian ini juga memberikan hasil berupa
tidak ada perbedaaan ekspresi COX-2 yang bermakna antara kelompok perlakuan
dan kontrol. Paparan membran amnion meningkatkan ekspresi iNOS setelah
paparan membran amnion pada hari ke-4 namun tidak membrikan perbedaan pada
hari ke-14 pada perbandingan kelompok perlakuan terhadap kontrol.

Paparan membran amnion beku kering tidak menimbulkan efek toksik
terhadap kultur sel dan tidak menimbulkan reaksi inflamasi yang berlebihan pada
jaringan otak. Membran amnion beku kering merupakan bahan biomaterial yang
kompatibel dan aman untuk digunakan dalam prosedur duraplasti.
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Summary

Biocompatibility of Freeze-Dried Amniotic Membrane as Dural Graft
Biomaterial Replacement in Duraplasty

Rahadian Indarto Susilo

Duramater defects are a problem that is often faced by neurosurgeons.
This defect can occur due to the process of surgery or because of the pathological
process. Duramater closure is the primary method that is ideal that needs to be
done to prevent cerebrospinal fluid leakage. There are various choices of
biomaterials that can be used as a defect cover, can be grouped into autologous,
allograft, xenograft, or artificial or synthetic materials. Complications from the
closure of the most common dura defects are cerebrospinal fluid leakage. The
incidence of cerebrospinal fluid leakage shows varying figures, 5-7%.

The main requirement for choosing a scaffold is its biocompatibility.
Biocompatibility is biologically compatible where it does not produce toxic,
injury, carcinogenic, or immunological responses to healthy tissue. The use of
biomaterials as a substitute for dura is an attempt to find biomaterials that are
compatible with brain tissue. Structurally, amniotic cells are related to each other
with desmosomes and are a special arrangement of intracellular cytoskeletal
filaments that play a role in structural integrity and modulation of cell shape as
well as permeability. Amniotic membrane can be a good scaffold because it has
the required extracellular matrix components. Amniotic membranes contain
collagen types I, III, 1V and V, as well as non-collagen glycoproteins such as
laminin, nidogen, fibronectin which form the basement membrane of the amnion
membrane. Amniotic membrane has also often been considered as the right tissue
to be used as a graft in transplants, due to several beneficial characteristics,
including the main one, the anti-inflammatory effect and low immunogenicity.

Biomaterial cytotoxicity to foreign matter is a cellular level complication
which impacts tissue survival. The toxicity of a biomaterial can affect cell viability
and proliferation, as well as affect the activity of tissue apoptosis itself. Tissue
reaction to foreign matter is also something that must be ensured at each
exposure of biomaterials to living tissue. Several synthetic biomaterials have been
shown to trigger inflammatory processes, foreign body reactions, graft
encapsulation, and neo-membrane formation. A number of studies have been
conducted to explain the healing process of duramater graft, both using
autologous graft and artificial graft.

This study aims to examine the biocompatibility of the use of freeze-dried
amniotic membranes to patch dura mater defects against surrounding brain
tissue. This experimental study is divided into two stages, invitro and in vivo. The
study was conducted with the aim of analyzing viability, proliferation, and
apoptosis in vitro in mouse brain cell culture after exposure to amniotic
membranes by direct exposure and conditioned medium. In vivo research was
continued in witstar rats with dura defect replacement using an amniotic
membrane. Enbloc rat brain tissue taken immunohistochemically was examined to
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analyze inflammatory reactions by measuring levels of IL-1f, IL-6, TNF-a, COX-
2, and iNOS.

Cell viability was observed using MTT staining in the form of a living cell
percentage of 76 - 90% upon amniotic membrane exposure. The mean value of
cell culture exposure with media exposure conditions (0.39 + 0.44) was
significantly lower than the mean control value (0.48 = 0.02) with a value of p =
0.001.

This study used immunocytochemical staining with DAPI antibodies to
evaluate cell proliferation after exposure to amniotic membranes. The results of
reading with ImageJ showed that the mean for the control group was 5.49 + 2.6
while the group in the treatment group with medium conditions was 6.10 = 2.56
and the amniotic membrane was 3.75 £ 1.53. Statistical analysis showed that the
test results were significantly different in the comparison of the amniotic
membrane treatment group to the control and between the amniotic membrane
treatment groups to the condition medium.

In addition to the immunocytochemical staining above, this study also
carried out Annexin V antibody staining to evaluate the occurrence of cell
apoptosis after the exposure of amniotic membrane. Analysis showed mean value
of 10.36 = 2.58 for the control group while in the treatment group with the
condition medium is 12.40 + 4.61 and the amniotic membrane treatment is 10.01
+ 1.89. Statistical analysis showed no significant difference between the control
group and two treatment groups.

This study also showed that expression of IL-1p, IL-6, and TNF-o. on day 4
in the control group was significantly higher than the treatment group with p =
0,001. Different results were shown in the 14-day of observation in which the
control group showed non-significant difference of expression of IL-1p, IL-6, and
TNF-a compared to the treatment group. Mann-Whitney test results of the 4-day
treatment group and 14-day treatment group showed a significant decrease in
expression of IL-1p, IL-6 and TNF-o, with p=0,001.

In addition to the cytokines above, this study also produced results in the
form of no significant difference in COX-2 expression between the treatment and
control group. Amniotic membrane exposure also increased iNOS expression on
day 4 (p=0,001) while no difference was observed on day 14 between treatment
and control group.

Amniotic membrane exposure did not show toxic effect on cell culture and
did not overproduce inflammatory response on mouse brain tissue. Freeze-dried
amniotic membrane is a safe and compatible biomaterial for duraplasty.
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