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PENGARUH PEMBERIAN ACTHa.10Pro®-Gly®-Pro** TERHADAP
EKSPRESI SITOKIN ANTI INFLAMASI (IL-4, IL-10, IL-13) PADA
CEDERA KOMPRESI KORDA SPINALIS AKUT

Abstrak

Latar Belakang: Meskipun kejadiannya tidak sebanyak cedera kepala namun
cedera korda spinalis sering kali menyebabkan disabilitas yang parah dan
biasanya permanen. Patofisiologi cedera korda spinalis terdiri atas cedera primer
dan cedera sekunder. Cedera sekunder terutama disebabkan oleh inflamasi paska
trauma yang berujung pada terjadinya apoptosis dapat memperburuk cedera pada
korda spinalis. Respon inflamasi dipengaruhi oleh sitokin baik yang bersifat
proinflamasi maupun anti inflamasi. ACTH4-10Pro®-Gly®-Pro*® adalah hepapeptide
dan analog sintetik dari fragmen hormone adrenokortikotropik (ACTH) yang
dapat berikatan dengan reseptor melanocortin sehingga dapat memberikan efek
anti inflamasi dan neuroprotektif. Pemberian ACTHa.10Pro®-Gly®-Pro° diharapkan
dapat meningkatkan ekspresi sitokin anti inflamasi (IL-4, 1L-10, IL-13) pada
cedera kompresi korda spinalis akut.

Metode: Dilakukan laminektomi pada segmen thoracal 2 tikus Sprague Dawley
hingga ekspose mielum, kompresi dilakukan dengan klip aneurisma dengan beban
20g dan 35g untuk merekonstruksi cedera kompresi ringan dan berat. ACTHas.
10Pro®-Gly®-Pro®® diberikan secara intra nasal pada kelompok kontrol dan NaCl
0,9% diberikan pada kelompok plasebo. Kedua kelompok di biarkan hidup
kemudian diterminasi pada jam ke 3 dan ke 6.

Hasil: Pada tikus dengan cedera kompresi ringan yang diberikan ACTHa-10Pro®-
Gly®-Pro® dan diterminasi jam ke-3 didapatkan ekspresi I1L-4, 1L-10 dan IL-13
yang lebih tinggi dibanding placebo, pada kelompok yang diterminasi jam ke-6
didapatkan peningkatan ekspresi IL-10 dan IL-13 dibanding placebo. Tikus
dengan cedera kompresi berat didapatkan peningkatan ekspresi IL-10, IL-13 pada
jam ke-3 dan IL-4, IL-10 pada jam ke-6.

Kesimpulan:  Pemberian ~ ACTHs.10Prod-Gly®-Pro'® intra nasal dapat
meningkatkan ekspresi sitokin anti-inflamasi pada hewan coba tikus Sprague
Dawley dengan cedera kompresi ringan dan berat. Ekspresi sitokin anti inflamasi
lebih besar pada cedera kompresi ringan dan jam ke-3. Penelitian lebih lanjut
perlu dilakukan untuk mencari dosis optimal dan keluaran klinis setelah trauma
kompresi ringan maupun berat.

Kata kunci: cedera korda spinalis akut, ACTHa.10Pro8-Gly®-Pro®? , sitokin anti-
inflamasi, I1L-4, IL-10, IL-13
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EFFECT of ACTH3.10Pro-Gly®-Pro*® on ANTI-INFLAMMATORY
CYTOKINE (IL-4, IL-10, IL-13) EXPRESSION in ACUTE SPINAL CORD
INJURY MODEL

Abstract

Background: Spinal cord injury (SCI) is a destructive neurological and
pathological state that causes major motor, sensory and autonomic dysfunctions.
It’s final neurological outcome determined from both primary and secondary
injury process. Neuroinflammation is a key component of the secondary injury
mechanisms with local and systemic consequences. A neuroprotective compound,
ACTHa-10Pro®-Gly®-Pro'® also known as Semax has shown neuroprotective and
anti-inflammatory properties. ACTHa-10Pro8-Gly®-Pro'? also has actively used in
the treatment of brain ischemia without serious complication reported. Here we
analyzed the effects of ACTHa.10Pro8-Gly®-Pro'® in regulating inflammatory
cascade in SCI by looking at the expression of anti-inflammatory cytokine IL-4,
IL-10, IL-13 in acute compression SCI.

Method: We do laminectomy in Sprague Dawley rats at the second thoracic
vertebrae. After laminectomy we expose the myelum and create mild SCI model
with 20gr and severe SCI with 35gr aneurysm clips. ACTH4-10Pro®-Gly®-Pro*° was
administered intranasally to the treatment group and 0,9% NaCl to the control
group (placebo). Both group was remain alive and terminated at 3 and 6 hour. The
preparations tissue sample were fixed in formalin and examined for
immunohistochemistry. Quantitative measurement of anti-inflammatory cytokine
(1L-4, 1L-10, IL-13) was done in posterior horn with associated anti-monoclonal
antibodies.

Result: Rats with mild SCI that were given ACTHas.10Pro®-Gly®-Pro*® shown
greater expression of IL-4, IL-10 and IL-13 at three hour post compression but
only IL-10 and IL-13 elevated significantly at six hour. Rats with severe
compression in ACTHa-10Pro®-Gly®-Pro*® group shown greater expression of IL-
10, IL-13 at three hour and IL-4, IL-10 at six hour compared with the placebo

group.

Conclusion: Administration of ACTH4.10Pro®-Gly®-Pro’ intranasal can increase
anti inflammatory cytokine expression at Sprague Dawley rat model with mild
and severe SCI. Expression of anti inflammatory cytokine was greater in mild
compression and early hour (3 hour). Further research needs to be done to
determine optimal dose and the actual clinical outcome in vivo.
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BAB 1

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Spinal cord injury (SCI) atau cedera korda spinalis adalah cedera yang
menyebabkan perubahan pada fungsi motorik, sensori, atau autonom normal dari
korda spinalis baik bersifat sementara atau permanen (Fehlings et al., 2012). Pada
tahun 2004 National Spinal Cord Injury Statistical Center (NSCISC), Universitiy
of Alabama di Birmingham, Amerika melaporkan setiap tahunnya terdapat 11.000
insiden kasus baru traumatik SCI atau setidaknya 40 kasus per 1 juta populasi
(Lim and Tow, 2007).

Cedera korda spinalis meskipun jumlahnya tidak sebanyak trauma kepala
di Amerika yang dapat mencapai 235 per 100.000 penduduk, namun cedera korda
spinalis sering kali menyebabkan disabilitas yang parah dan biasanya permanen.
Kecacatan yang kemudian berujung pada menurunnya produktifitas, kualitas
hidup, beban emosi dan ekonomi terhadap pasien maupun keluarganya (Lim et
al., 2007).

Dari data pada Rumah Sakit Umum Fatmawati dikatakan terdapat 104
kasus pada tahun 2014 yang terdiri dari 37 kasus akibat trauma, dan 67 kasus non
trauma (Tulaar et al., 2017). Data lain di dapatkan dari Rumah Sakit Dr. Soetomo,
Surabaya pada tahun 2013-2017 didapatkan 442 pasien fraktur tulang belakang
dan terbanyak terjadi pada laki-laki dari pada perempuan dengan perbandingan
3,3:1(Widhiyanto et al., 2019).

Seperti halnya trauma kepala, patofisiologi cedera korda spinalis juga

terdiri atas cedera primer dan cedera sekunder. Cedera primer adalah cedera
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akibat gaya pada saat terjadi trauma yang dapat berupa kompresi, laserasi,
distraksi. Cedera korda spinalis paling sering disebabkan oleh trauma tumpul yang
berujung pada terjadinya kompresi dan kontusi pada korda spinalis. Cedera
sekunder merupakan serangkaian peristiwa sistemik, seluler dan molekular yang
dipicu oleh cedera primer seperti iskemia, glutaminergic excitotoxicity, inflamasi
dan apoptosis yang dapat memperburuk cedera pada korda spinalis. Intervensi
dini untuk menghambat terjadinya cedera sekunder yang berujung pada apoptosis
merupakan peluang terapi pada cedera korda spinalis (Fehling et al., 2012).

Respon inflamasi dipengaruhi oleh sitokin baik yang bersifat proinflamasi
(IL-1, TNF, IFN-gamma, IL-12, IL-18) maupun anti inflamasi (IL-4, IL-10, 1L-13)
(Cavaillon, 2001). Inflamasi yang terjadi pasca trauma dapat mengakibatkan
apoptosis pada neuron, oligodendrosit dan juga pembentukan jaringan parut
sehingga memperberat degenerasi fungsi neuronal. Metilprednisolone sebagai anti
inflamasi dipercaya dapat memberikan efek neuroproteksi (Fehling et al., 2012).

Sampai saat ini terapi farmakologis pada cedera korda spinalis yang
pernah diteliti secara Randomized Control Trial-RCT adalah pemberian
metilprendisolone (MPSS) dosis tinggi secara intravena (Fehling et al., 2012)
yang bekerja dengan jalan menekan proses inflamasi yang terjadi. Meskipun
begitu pemberian MPSS masih diperdebatkan dan sampai saat ini belum di setujui
oleh (Food and Drug Administration) FDA sebagai terapi standar pada SCI oleh
karena efek samping seperti pneumonia nosokomial, infeksi saluran kemih, sepsis
dan perdarahan gastrointestinal (Colaterais et al., 2015).

ACTH4-10 (ACTH4.10Pro8-Gly®-Pro*®) merupakan agen neuroprotektif

yang telah banyak digunakan pada penderita stroke, cedera kepala dan Alzheimer.
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Strukturnya mirip dengan melanokortin sehingga dapat berikatan dengan reseptor
melanokortin dan memberikan efek anti inflamasi. Sampai saat ini belum ada data
dan laporan mengenai efek samping yang serius dari penggunaannya (Kolomin et
al., 2013).

Pemberian ACTH4-10 diketahui dapat menurunkan angka apoptosis sel
neuron pada cedera kompresi korda spinalis akut pada tikus Sprague Dawley
melalui peningkatan rasio Bcl-2/HSP70 (Subagio, 2018). Selain itu dari penelitian
lainnya diketahui pemberian ACTH4-10 juga dapat menurunakan mediator pro-
inflamasi TLR-2, NF-kB, IL-8 dan TNF-o pada tikus Sprague Dawley dengan
perlakuan cedera kompresi korda spinalis akut (Faris et al, 2020).

Respon inflamasi yang terjadi pada cedera korda spinalis terutama diatur
oleh makrofag yang terakumulasi di pusat cedera (Murray and Wynn, 2011).
Makrofag mampu mengatur respon inflamasi melalui keseimbangan antara
makrofag M1 dan M2, makrofag M1 mengahasilkan mediator pro-inflamasi
sedangkan M2 menghasilkan mediator anti-inflamasi, sehingga hasil akhir respon
inflamasi sangat bergantung pada peningkatan ekspresi sitokin yang dihasilkan
oleh M1 dan M2. Pemberian ACTH4-10 dapat menurunkan sitokin pro-inflamasi
yang dihasilkan oleh M1 (Faris et al, 2020).

Inflamasi yang menyebabkan terjadinya cedera sekunder paska cedera
korda spinalis diketahui mulai terjadi pada jam ke 4 sampai ke 6 setelah trauma
dan mencapai puncaknya pada jam ke 12 sampai ke 24 serta menurun setelah hari
ke 5 (Carlson et al., 1998; Taoka et al., 1997). Berbeda dengan manusia pada
tikus respon inflamasi sudah tampak pada jam ke 1 dan mencapai puncaknya pada

jam ke 6 setelah trauma (Taoka et al., 1997). Penelitian ini ditujukan untuk
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mengetahui hubungan pemberian ACTH4-10 dengan ekspresi sitokin anti-
inflamasi (IL-4, 1L10, IL-13) pada hewan model trauma kompresi ringan dan berat

pada jam ke 3 serta jam ke 6 paska trauma.

1.2 Rumusan Masalah

Rumusan masalah yang disusun dalam studi ini adalah.

. Apakah ada perbedaan ekspresi IL-4, IL-10, dan IL-13 pada jam ke 3 setelah

pemberian ACTH(4-10) Pro8-Gly9-Prol0 pada hewan coba tikus Sprague

dawley dengan perlakuan cedera kompresi ringan?

. Apakah ada perbedaan ekspresi IL-4, IL-10, dan IL-13 pada jam ke 6 setelah

pemberian ACTH(4-10) Pro8-Gly9-Prol0 pada hewan coba tikus Sprague

dawley dengan perlakuan cedera kompresi ringan?

. Apakah ada perbedaan ekspresi IL-4, IL-10, dan IL-13 pada jam ke 3 setelah

pemberian ACTH(4-10) Pro8-Gly9-Prol0 pada hewan coba tikus Sprague

dawley dengan perlakuan cedera kompresi berat?

. Apakah ada perbedaan ekspresi IL-4, IL-10, dan IL-13 pada jam ke 6 setelah

pemberian ACTH(4-10) Pro8-Gly9-Prol0 pada hewan coba tikus Sprague

dawley dengan perlakuan cedera kompresi berat?

1.3 Tujuan Penelitian

1.3.1 Tujuan umum

Mengetahui perbedaan ekspresi sitokin anti inflamasi (IL-4, IL-10, IL-13) setelah
pemberian ACTH(4-10) Pro8-Gly9-Prol0 pada cedera korda spinalis pasca

kompresi ringan dan berat.
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1.3.2 Tujuan khusus

1. Membuktikan bahwa pemberian ACTH(4-10) Pro8-Gly9-Prol0 pada hewan
coba tikus Sprague dawley dengan perlakuan cedera kompresi ringan mielum
dapat meningkatkan ekspresi IL-4, IL-10, dan IL-13 pada jam ke 3.

2. Membuktikan bahwa pemberian ACTH(4-10) Pro8-Gly9-Prol0 pada hewan
coba tikus Sprague dawley dengan perlakuan cedera kompresi ringan mielum
dapat meningkatkan ekspresi IL-4, IL-10, dan IL-13 pada jam ke 6.

3. Membuktikan bahwa pemberian ACTH(4-10) Pro8-Gly9-Prol0 pada hewan
coba tikus Sprague dawley dengan perlakuan cedera kompresi berat mielum
dapat meningkatkan ekspresi IL-4, IL-10, dan IL-13 pada jam ke 3.

4. Membuktikan bahwa pemberian ACTH(4-10) Pro8-Gly9-Prol0 pada hewan
coba tikus Sprague dawley dengan perlakuan cedera kompresi berat mielum
dapat meningkatkan ekspresi IL-4, IL-10, dan IL-13 pada jam ke 6.

1.4 Manfaat Penelitian

1.4.1 Manfaat teoritis

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan kontribusi keilmuan
tentang pengaruh pemberian ACTH(4-10) Pro8-Gly9-Prol10 pada ekspresi
sitokin anti-inflamasi IL-4, 1L-10, IL-13 pasca cedera kompresi korda
spinalis ringan dan berat.

1.4.2 Manfaat praktis

Peningkatan ekspresi sitokin anti-inflamasi pada cedera kompresi

korda spinalis ringan dan berat setelah pemberian ACTH(4-10) Pro8-Gly9-

TESIS Pengaruh Pemberian ACTH4-10Pro8-Gly9-Pro10 Asadullah

Terhadap Ekspresi Sitokin Anti Inflamasi (IL-4, IL-10, IL-13)
Pada Cedera Kompresi Korda Spinalis Akut



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRALANGGA

Prol0 dapat dijadikan dasar ilmiah penggunaan ACTH(4-10) Pro8-Gly9-

Prol0 sebagai terapi pada cedera korda spinalis  akut.
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BAB 2

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Cedera Korda Spinalis

Cedera korda spinalis adalah cedera yang menyebabkan perubahan, baik
bersifat sementara atau permanen, pada fungsi motorik, sensori, atau autonom
normal dari korda spinalis (Fehling et al., 2012). Pada tahun 2004 National Spinal
Cord Injury Statistical Center (NSCISC), Universitiy of Alabama di Birmingham,
USA melaporkan setiap tahunnya terdapat 11.000 insiden kasus baru traumatik
SCI atau setidaknya 40 kasus per 1 juta populasi (Lim et al., 2007). Cedera korda
spinalis membebani masyarakat lebih dari 7 miliar dolar setiap tahunnya, dan
menyebabkan penderitaan yang lebih besar terkait gangguan ambulansi, sensasi,
BAB/BAK, dan fungsi seksual. Dimasa lampau pasien-pasien dengan cedera
korda spinalis banyak yang mengalami kematian akibat komplikasinya namun
kemajuan dalam perawatan suportif Kini telah meningkat secara signifikan dan
kelangsungan hidup pasien pasien dengan cedera korda spinalis juga ikut
meningkat. Sampai saat ini tidak banyak yang bisa ditawarkan untuk memperbaiki
disabilitas pasien pasien dengan cedera korda spinalis, namun dengan
perkembangan dan pemahaman yang semakin baik dari mekanisme cedera korda
spinalis beberapa dekade terakhir ini mulai muncul terapi terapi yang meskipun
masih dalam fase awal percobaan klinis namun menunjukkan hasil yang

menjanjikan (Wang et al., 2017).
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2.1.1 Epidemiologi

Setiap tahunnya di USA diperkirakan rata rata ada 40 kasus baru setiap 1
juta penduduk, dengan jumlah penduduk saat ini diperkirakan ada 12.000 kasus
baru setiap tahunnya. Kebanyakan tejadi pada laki laki dengan rasio antara laki
laki dan perempuan 4:1. Sekitar 22-50% pasien dilaporkan positif mengkonsumsi
alkohol. Penyebab tersering dari cedera korda spinalis dapat dikelompokkan
menjadi lima kategori: kecelakaan lalu lintas, kekerasan, jatuh dari ketinggian,
olah raga (Fehling et al., 2012).

Dengan semakin majunya teknologi dan perawatan suportif, angka
cedera korda spinalis semakin meningkat dari tahun 1973-1979 sebanyak 4563
kasus, tahun 1980-1989 10.271 kasus, tahun 1990-1999 12.585 kasus dengan
median usia 35,3 th (Fehling et al., 2012).

Tabel 2.1 Profil demografi SCI (Fehling et al., 2012)

Tahun

Karakteristik 1973-1979  1980-1989  1990-1999  2000-2009

Total kasus SCI 4563 10271 12585 10070

Usia

Rerata (tahun) 28.9 31.5 35.3 38.1

% > 65 tahun 3.1 4.9 7.8 8.8

Seks: % wanita 18.2 17.6 19.8 21.2

Ras/etnis (%)

Non-Hispanic White 76.8 68.2 59.8 64.7

Non-Hispanic Black 14.2 20.4 24.3 20.0

Hispanic Origin 6.0 8.4 12.3 11.9

Lain-lain 3.0 3.0 3.6 3.4

Etiologi (%)

Kecelakaan lalu lintas 46.9 44.4 40.8 46.5

Jatuh 16.5 18.5 20.6 24.0

Kekerasan 13.3 16.9 21.8 12.2

Olahraga 14.3 12.3 8.5 9.5

Lain-lain 9.0 7.9 8.3 7.8
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2.1.2 Anatomi

Korda spinalis merupakan bagian dari susunan saraf pusat (SSP).
Terbentang dari foramen magnum sampai dengan L1, di L1 melonjong dan agak
melebar yang disebut konus terminalis atau konus medularis. Terbentang dibawah
konus terminalis, serabut bukan saraf yang disebut filum terminal yang
merupakan jaringan ikat (Fehling et al., 2012).

Kolumna dorsalis

Kolumna lateral

Kolumna ventralis

\T\

Kornu posterior

T Yy

Kornu intermediet
Kornu anterior N
White matter

Grey matter

Sulkus posteromedial

Fissure medianus anterior -

Gambar 2.1 Anatomi penampang axial pada level medula spinalis cervical, T2,
L1, L3, S1 (Fehling et al., 2012)
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Terdapat 31 pasang saraf spinal: 8 pasang saraf servikal, 12 pasang saraf
torakal, 5 pasang saraf lumbal, 5 pasang saraf sakral dan 1 pasang saraf koksigeal.
Akar saraf lumbal dan sakral terkumpul yang disebut dengan kauda equina. Setiap
pasangan saraf keluar melalui foramen intervertebralis. Saraf spinal dilindungi
oleh tulang vertebra dan ligamen dan juga oleh selaput meningen spinal dan CSF
(Fehling et al., 2012).

Struktur internal medula spinalis terdiri dari substansi abu abu dan
substansi putih (Gambar 2.2). Substansi abu-abu berbentuk kupu-kupu dikelilingi
bagian luarnya oleh substansi putih. Terbagi menjadi bagian kiri dan kanan oleh
fisura median anterior dan median septum yang disebut dengan posterior median
septum (Fehling et al., 2012).

Keluar dari medula spinalis merupakan akar ventral dan dorsal dari saraf
spinal. Substansi abu-abu mengandung badan sel dan dendrit dan neuron efferen,
akson tak bermyelin, saraf sensoris dan motoris dan akson terminal dari neuron.
Substansi abu-abu berbentuk huruf H dan terdiri dari tiga bagian yaitu: anterior,
posterior dan komisura abu-abu. Bagian posterior sebagai input/afferen, anterior
sebagai output/efferen, komisura abu-abu untuk refleks silang dan substansi putih

merupakan kumpulan serat saraf bermyelin (Fehling et al., 2012).
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Gambar 2.2 Jaras-jaras di dalam medula spinalis setinggi level thorakal (Fehling
etal., 2012)

2.1.3 Patofisiologi
2.1.3.1 Cedera primer dan cedera sekunder

Patofisiologi SCI secara konseptual dapat dibagi menjadi dua fase kritis,
cedera primer yang terjadi sesaat setelah trauma dan cedera sekunder yang terjadi
berikutnya dan berujung pada kematian sel-sel di jaringan spinal cord. Cedera
sekunder diakibatkan oleh serangkaian proses yang saling berkaitan dan
menyebabkan kerusakan jaringan progresif selama berminggu minggu bahkan
bertahun tahun setelahya. Cedera sekunder dapat disebabkan oleh proses
vasospasme, iskemia lokal, apoptosis, neuroinflamasi, eksotoksisitas serta radikal
bebas. Secara teoritis, cedera sekunder menyediakan jendela untuk intervesi

terapeutik (Wang et al., 2017).
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Gambar 2.3 Patofisiologi cedera primer dan sekunder korda spinalis setelah
trauma (Fehling et al., 2012)

Terdapat empat mekanisme cedera primer pada medula spinalis, pertama
adalah dampak cedera yang disebabkan kompresi persisten, yang umumnya
terjadi akibat fragmen tulang yang menyebabkan kompresi pada spinal, fraktur
dislokasi, dan ruptur diskus akut. Kedua, dampak cedera disertai kompresi
sementara, dapat terjadi misalnya pada seseorang dengan penyakit degeneratif
tulang cervikal yang mengalami cedera hiperekstensi. Ketiga adalah cedera yang
disebabkan distraksi, yaitu terjadi jika kolumna spinalis teregang berlebihan pada
bidang aksial akibat distraksi yang dihasilkan dari gerakan fleksi, ekstensi, rotasi
atau adanya dislokasi yang menyebabkan pergeseran atau peregangan dari medula
spinalis dan atau asupan darahnya. Biasanya mekanisme seperti ini tanpa disertai
kelainan radiologis seperti pada umumnya terjadi pada anak-anak dimana

vertebranya masih terdiri dari tulang rawan, ototnya masih belum berkembang
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sempurna dan ligamennya masih lemah. Pada orang dewasa, cedera medula
spinalis tanpa disertai kelainan radiologis umumnya terjadi pada seseorang
dengan penyakit degeneratif tulang belakang. Keempat yaitu laserasi atau
transeksi, yang dapat terjadi akibat luka tembak, dislokasi fragmen tulang tajam,
atau distraksi yang parah. Laserasi dapat terjadi dalam berbagai derajad mulai dari
cedera yang ringan sampai transeksi lengkap (Subagio, 2018).

Cedera primer yang terjadi cenderung merusak pusat substansia grisea dan
sebagian mengenai substansia alba. Hal tersebut terjadi karena, konsistensi
substansia grisea lebih lunak dan banyak vaskularisasi. Pada cedera primer, tahap
awal akan terjadi perdarahan pada medula spinalis dilanjutkan dengan
terganggunya aliran darah medula spinalis menyebabkan hipoksia dan iskemia
sehingga terjadi infark lokal. Hal ini menyebabkan substansia grisea rusak
(Subagio, 2018).

Kerusakan pada substansia grisea terutama karena kebutuhan
metaboliknya yang tinggi. Saraf yang mengalami trauma secara fisik terganggu
dan ketebalan myelinnya berkurang. Perdarahan mikro atau edema di sekitar saraf
yang mengalami cedera, dapat menyebabkan saraf tersebut semakin terganggu.
Hal tersebut yang mendasari pemikiran bahwa substansia grisea mengalami
kerusakan yang ireversibel selama satu jam pertama, sedangkan substansia alba
mengalami kerusakan selama 72 jam setelah cedera (Subagio, 2018).

Segera setelah terjadi cedera medula spinalis, fungsi disertai perubahan
patologis akan hilang secara sementara. Pada permulaan terjadinya cedera
memicu timbulnya kaskade yang terdiri dari akumulasi produksi asam amino,

neurotransmiter, zat vasoaktif, radikal bebas oksigen dan produk dari peroksidasi
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lipid. Program jalur kematian sel juga teraktivasi. Terjadi kehilangan darah dari
barier medula akibat edema dan peningkatan tekanan jaringan. Selama
berlangsungnya perdarahan pada medula, maka suplai darah menjadi terbatas,
sehingga menyebabkan iskemia yang mengakibatkan kerusakan medula lebih
lanjut sehingga timbul cedera sekunder. Cedera sekunder meliputi syok
neurogenik, gangguan vaskular seperti perdarahan dan reperfusi-iskemia,
eksitotoksisitas, cedera primer yang dimediasi kalsium dan gangguan cairan
elektrolit, trauma imunologik, apoptosis, gangguan fungsi mitokondria dan proses
lainnya (Subagio, 2018).

2.1.3.2 Kerusakan sel pada cedera korda spinalis

Kematian sel pada cedera korda spinalis dapat terjadi melalui proses
nekrosis maupun apoptosis. Apoptosis atau kematian sel yang terprogram
memerlukan ATP dan sintesis protein sehingga menyediakan peluang terapi untuk
menghentikan proses apoptosis.(Dumont et al., 2001) Oligodendrosit sangat
rentan terhadap proses apoptosis 1- 7 hari pertama setelah cedera. Apoptosis pada
oligodendrosit terjadi tidak hanya pada tempat lesi namun juga terjadi pada bagian
yang jauh dari pusat cedera. Keadaan ini menyebabkan demielinisasi akson yang
tersisa dan transmisi neuron, sehingga menyebabkan gangguan fungsi
neuron.(Fehling et al., 2012)

Dua jalur utama apoptosis, baik ekstrinsik dan intrinsik saat ini telah
diketahui dengan baik, dan keduanya tampak aktif pada cedera medula spinalis.
Jalur ekstrinsik apoptosis ditimbulkan oleh sinyal ekstraselular, diperankan
terutama oleh tumor necrosing factor (TNF). Tumor necrosing factor

terakumulasi dengan cepat pada cedera medula spinalis, dan aktivasi reseptor Fas
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dari neuron, mikroglia, dan oligodendrosit memicu sebuah program lanjutan dari
aktivasi caspase yang melibatkan caspase-8 sebagai caspase pemicu dan caspase-3
dan caspase-6 sebagai caspase efektor. Aktivasi dari efektor caspase
menyebabkan kematian dari sel yang terkena. Pemicu alternatif lain dari jalur
ekstrinsik memicu sintesis dari nitric oxide, yang juga dapat mengaktivasi caspase
3 dengan hasil berupa kematian sel yang terprogram. Jalur intrinsik apoptosis
diaktivasi oleh sinyal-sinyal intraselular, oleh karena itu disebut sebagai jalur
intrinsik. Aktivasi dari jalur intrinsik pada saraf setelah cedera medula spinalis
menimbulkan konsentrasi tinggi dari kalsium intraneuron menyebabkan
kehancuran mitokondira, pelepasan sitokrom c, dan diikuti oleh aktivasi dari jalur
alternatif aktivasi caspase. Pada saat hal tersebut terjadi sitokrom ¢ berpasangan
dengan apoptosis activating tor-1 untuk mengaktivasi caspase-9, pemicu caspase,
yang mana terdapat pada jalur ekstrinsik, mengaktivasi caspase-3 dan caspase-6
sebagai efektor caspase, menyebabkan kematian serabut neuron yang terkena.
Saat ini, cedera sekunder yang berupa apoptosis pada cedera medula spinalis telah
dipahami secara teliti sehingga memberikan kesempatan untuk penemuan terapi
baru yang teruji kedepannya. (Kirshblum et al., 2011)

Jalur intrinsik secara keseluruhan dipengarui oleh stress selular yang dapat
diakibatkan oleh banyak faktor seperti kerusakan deoxyribonucleic acid (DNA),
kurangnya growth faktor, radikal bebas, radiasi ion dan lain lain. Kareanya hal hal
yang dapat memicu timbulnya radikal bebas seperti inflamasi harus dicegah
sehingga apoptosis sel tidak terjadi.(Haanen et al., 1995)

Jalur ekstrinsik dapat di picu oleh berbagai molekul yang biasa disebut

ligand yang berikatan dan mengaktifkan reseptor kematian sel. Molekul ini
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diantaranya Fas ligand dan TNF-a. Berikutnya aktivasi reseptor ini akan

mengaktifkan caspase 8 dan memulai proses apoptosis.(Wang et al., 2017)
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Gambar 2.4 Apoptosis sel (Anwar et al., 2016)

2.1.4 Klasifikasi
Metode klasifikasi menurut American Spinal Injury Association (ASIA)

berdasarkan hubungan antara kelengkapan dan level cedera dengan defisit
neurologis yang timbul (Dumont et al., 2001):

(A) Komplit: Tidak ada fungsi motorik dan sensorik yang tersisa pada segmen

sakral S4-S5

(B) Inkomplit: Terdapat fungsi sensorik tanpa fungsi motorik di bawah lesi

termasuk segmen sakral S4-S5.

(C) Inkomplit: Terdapat fungsi motorik di bawah lesi dan lebih dari separuh

memiliki kekuatan otot kurang dari 3.
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(D) Inkomplit: Terdapat fungsi motorik di bawah lesi dan lebih dari separuh
memiliki kekuatan otot 3 atau lebih.

(E) Normal: Fungsi motorik dan sensorik normal.
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Gambar 2.5 Pemeriksaan standar dan klasifikasi cedera korda spinalis
berdasarkan American spinal injury association (Dumont et al., 2001)

2.1.5 Tanda dan gejala

Pada trauma medula spinalis komplit, daerah di bawah lesi akan
kehilangan fungsi saraf sadarnya. Terdapat fase awal dari syok spinal yaitu
hilangnya reflek pada segmen dibawah lesi, termasuk bulbokavernosus,
kremasterika, kontraksi perianal (tonus spinchter ani) dan reflek tendon dalam.
Fenomena ini terjadi sementara karena perubahan aliran darah dan kadar ion pada
lesi. Pada trauma medula spinalis inkomplit, masih terdapat beberapa fungsi di
bawah lesi, sehingga prognosisnya lebih baik. Fungsi medula spinalis dapat
kembali seperti semula segera setelah syok spinal teratasi atau fungsi kembali

membaik secara bertahap dalam beberapa bulan atau tahun setelah trauma

(Fehling et al., 2012).
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Cedera medula spinalis akibat luka tembus, penekanan maupun iskemik
dapat menyebabkan berbagai bentuk karakteristik cedera berdasarkan anatomi
dari terjadinya cedera. Defisit neurologis yang timbul (fungsi yang hilang atau
tersisa) dapat digambarkan dari pola kerusakan medula dan radiks dorsalis
demikian juga sebaliknya, antara lain (Fehling et al., 2012):

1. Lesi Komplit yaitu terjadinya cedera medula yang luas akibat anatomi dan
fungsi transeksi medula disertai kehilangan fungsi motorik dan sensorik
dibawah lesi. Mekanisme khasnya adalah trauma vertebra subluksasi yang
parah mereduksi diameter kanalis spinalis dan menghancurkan medula.
Konsekuensinya bisa terjadi paraplegia atau quadriplegia (tergantung dari
level lesinya), rusaknya fungsi otonomik termasuk fungsi BAB, BAK dan
sensorik.

2. Lesi Inkomplit
a. Sindroma medula anterior. Gangguan ini akibat kerusakan pada separuh

bagian ventral medula (traktus spinotalamik dan traktus kortikospinal)

dengan kolumna dorsalis yang masih intak dan sensasi raba (propioseptif),
tekan dan posisi masih terjaga, meskipun terjadi paralisis motorik dan
kehilangan persepsi nyeri (nosiseptif dan termosepsi) bilateral. Hal
tersebut disebabkan mekanisme herniasi diskus akut atau iskemia dari
oklusi arteri spinal.

b. Sindrom Brown Squard. Lesi terjadi pada medula spinalis secara ekstensif
pada salah satu sisi sehingga menyebabkan kelemahan (paralisis) dan

kehilangan kontrol motorik, perasaan propioseptif ipsilateral serta persepsi
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nyeri (nosiseptif dan termosepsi) kontralateral di bawah lesi. Lesi ini
biasanya terjadi akibat luka tusuk atau tembak.

c. Sindrom medula sentral. Sindroma ini terjadi akibat dari cedera pada
sentral medula spinalis (substansia grisea) servikal seringkali disertai
cedera yang konkusif. Cedera tersebut mengakibatkan kelemahan pada
ekstremitas atas lebih buruk dibandingkan ekstremitas bawah disertai
parestesi, namun, sensasi perianal serta motorik dan sensorik ekstrimitas
inferior masih terjaga karena distal kaki dan serabut saraf sensorik dan
motorik sakral sebagian besar terletak di perifer medula servikal. Lesi ini
terjadi akibat mekanisme kompresi sementara dari medula servikal akibat
ligamentum flavum yang tertekuk selama trauma hiperekstensi leher.
Sindroma ini muncul pada penderita stenosis servikal.

d. Sindroma konus medularis. Cedera pada regio torakolumbar dapat
menyebabkan sel saraf pada ujung medula spinalis rusak, menjalar ke
serabut kortikospinal dan radiks dorsaliss lumbosakral disertai disfungsi
upper motor neuron (UMN) dan lower motor neuron (LMN).

e. Sindrom kauda equina. Sindrom ini disebabkan akibat dislokasi tulang
atau ekstrusi diskus pada regio lumbal dan sakral, dengan radiks dorsalis
kompresi lumbosakral dibawah konus medularis. Pada umumnya terdapat

disfungsi BAB dan BAK, parestesi, dan paralisis.
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Gambar 2.6 Lokasi lesi pada sindroma-sindroma akibat lesi inkomplit cedera
korda spinalis (Fehling et al., 2012)

2.1.6 Tatalaksana

Tatalaksana pasti cedera korda spinalis sampai saat ini masih menjadi
sebuah perdebatan, banyak perubahan yang terjadi setiap tahunnya, meskipun
begitu dekompresi, reduksi dan stabilisasi tetap menjadi penatalaksanaan utama
pada penderita penderita SCI sementara terapi farmakologis sebagai tambahan
diharapkan dapat membantu memperbaiki hasil akhir kondisi pasien dengan
cedera korda spinalis (Wang et al., 2017).

Sejumlah obat farmakologis telah dikembangkan dengan tujuan menekan
proses cedera sekunder pada SCI, namun sampai saat ini hanya
methylprednisolone sodium suksinat (MPSS) yang telah terbukti bermanfaat

secara klinis. Agen lain seperti tirilazad mesylate, GM 1 ganglioside, tirotropin
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releasing hormone (TRH), gacyclidine, naloxone dan nimodipine belum terbukti
dan masih diteliti lebih lanjut (Wang et al., 2017).

Inflamasi yang terjadi pascatrauma dapat mengakibatkan apoptosis pada
neuron, oligodendrosit dan juga pembentukan jaringan parut sehingga
memperberat degenerasi fungsi neuronal (Kolomin et al., 2013). Pemberian
MPSS dapat menekan inflamasi dengan cara menekan pembentukan sitokin
inflamasi oleh sel sel yang dapat memproduksi TNF, sehingga rangkaian proses
cedera sekunder lainnya seperti excitotoxicity dan free radical dapat terputus
(Fehling et al., 2012).

2.1.7 Komplikasi

Penyebab utama kematian setelah cedera medula spinalis dapat dicegah. Cara
terbaik mencegah terjadinya gagal ginjal disertai infeksi saluran kencing berulang
adalah dengan melakukan kateterisasi bladder intermiten secara hati-hati. Ulkus
dekubitus mudah terbentuk pada tulang yang menonjol pada area yang teranestesi,
hal tersebut dapat dicegah dengan dengan cara turning of patients dan memutar
tempat tidur. Penderita dengan defisit motorik disertai cedera medula spinalis
memiliki resiko tinggi trombosis vena dalam. Penderita sebaiknya mendapatkan
low-molecular-weight heparin, pneumatic compression stockings atau keduanya

sebagai profilaksis.

2.2 Inflamasi
Respon imun pada manusia diatur oleh suatu mekanisme yang sangat
kompleks. Salah satu mekanisme yang menonjol adalah respon inflamasi.

Inflamasi merupakan respon tubuh yang dipicu oleh adanya kerusakan jaringan
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tubuh. Inflamasi merupakan suatu mekanisme pertahanan tubuh terhadap suatu
stimulus dari luar. Tujuannya adalah membuang agen yang menyebabkan cedera
dan untuk membuang sel sel yang rusak sehingga proses penyembuhan dapat
terjadi. (Glutton, 2017)

Sitokin adalah protein yang berfungsi untuk meregulasi respon tubuh
terhadap infeksi, inflamasi dan trauma. Beberapa sitokin bekerja untuk
merangsang timbulnya inflamasi (pro inflamasi) sedangkan beberapa lainnya
bekerja untuk menekan timbulnya inflamasi (anti inflamasi), berikut ini meruakan

proses inflamasi yang di aktifasi melalui sitokin inflamasi.(Opal et al., 2012)

IL-1, TNF, (IFNy)
v
[ PLA2(11), COX-2, iNOS, 1 Molekul adesi endotel, ]

Sintesis kemokin

v
PAF, PGE2, Leukotrien, NO, Migrasi
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v

Inflamasi, Kerusakan jaringan,
Hilangnnya fungsi

Gambar 2.7 Proses reaksi inflamasi akibat sitokin-sitokin pro-inflamasi (Zhang
etal., 2012)

Dalam keadaan fisiologis respon inflamasi di regulasi oleh sitokin pro
inflamasi maupun anti inflamasi, karena pada beberapa keadaan respon inflamasi
perlu dibatasi untuk mencengah kerusakan sel yang berlebihan. Ada berbagai
sitokin anti inflamasi untuk meregulasi poses inflamasi, efek anti inflamasi yang

di timbulkan merupakan hasil akhir dari keseluruhan sitokin anti inflamasi
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tersebut. Berikut ini merupakan beberapa sitokin anti inflamasi (Dinarello et al.,

2000).

Tabel 2.2 Sitokin anti inflamasi (Glutton, 2017)

Sitokin Sel sumber

Aktivitas utama

IL-1ra Monosit/ sel dendritik makrofak

IL-4 Sel T (Th2), sel mast, sel B, sel
stroma

IL-6 Sel T, Sel B, monosit, PMN

IL-10 Monosit/makrofag, sel T (Th2),

sel B

IL-11 sel stroma, fibroblast

IL-13  Sel T(Th2)

TGF-#  Diproduksi di banyak sel

Inhibitor spesifik IL-/a dan IL-15
pada level reseptor selular 1L-1
Memacu perkembangan
Th2: menghambat sintesis sitokin
proinflamasi oleh LPS
Menghambat produksi TNF dan IL-
1 oleh makrofag

Menghambat produksi sitokin oleh

leukosit

nomosit/ makrofag dan neutrophil
serta menghambat respon limfosit

(Thl)

Menghambat
proinflamasi

sitokin
monosit/

makrofag dan meningkatkan respon

limfosit Th2
Homolog dengan IL-4 dan dapat

berinteraksi dengan reseptor IL-4

Inhibisi monosit/makrofag melalui

ekspresi MHC kelas Il dan sintesis

sitokin proinflamasi.

Secara garis besar aktivitas sitokin anti inflamasi adalah untuk memblok proses

inflamasi yang dipicu sitokin pro inflmasi atau menekan produksi sitokin

proinflamasi. Contohnya seperti 1L-4, 1L-10, IL-13 dan TGF-B berperan dengan

menekan produksi IL-1, IL-8 dan TNF sehingga hasil akhir respon inflamasi dapat

ditekan. Pada beberapa percobaan dengan menghapus gen penghasil IL-10 pada

tikus, dapat memicu timbulnya penyakit keradangan usus. (Glutton, 2017)
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2.3 ACTH4-10Pro8-Gly®-Pro*®

ACTH4.10Pro8-Gly®-Pro®® adalah hepapeptide dan analog sintetik dari
fragmen hormon adrenokortikotropik (ACTH) dengan penggantian tiga asam
amino C terminal dengan urutan pro-gly-pro (Medvedeva et al., 2014).

Hormon ACTH dan fragmennya merupakan peptida regulasi endogen
yang paling banyak dipelajari. ACTH adalah polipeptida rantai tunggal yang
terdiri dari 39 asam amino yang terbentuk di lobus glandular lobus anterior dari
hipofisis melalui pemrosesan post translasional protein proopiomelanokortin
prekursor (POMC) (Kolomin et al., 2013).

Mekanisme kerja utama ACTH berhubungan dengan steroidogenesis.
Setelah berikatan dengan reseptor melanokortin 2 (MC2) pada membran plasma
sel kortikal kelenjar suprarenal, kortikotropin meningkatkan  sintesis
glukokortiokoid (Kolomin et al., 2013).

Penemuan efek nootropik, neuroprotektor dan neurotrofik membuat
peptida ini menjadi salah satu kandidat obat yang berguna untuk pencegahan dan
penanganan jalur sistim syaraf pusat yang paling menjanjikan, namun
penerapannya secara klinis nampak sulit terutama karena alasan stabilitas dan efek
jangka panjang dari peptida ini, oleh karena itu banyak diproduksi analog sintesis
yang lebih tahan terhadap aksi protease dan berkali kali lebih aktif (Kolomin et
al., 2013).

Pada akhir 1970-an, sebuah tim peneliti dipimpin oleh Drs N.F.
Myasoedov dan I.P. Ashmarin memprakarsai penelitian untuk membuat sediaan

peptida dengan dasar ACTH dan fragmennya. Kekurangan ACTH alami adalah
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keterbatasan penerapannya, karena waktu kerjanya yang pendek (sekitar 30-60
menit) (Kolomin et al., 2013).

Analog ACTH dengan penggantian tiga asam amino C-terminal dengan
urutan Pro-Gly-Pro menunjukkan aktifitas nootropik jangka panjang. Peptida ini
yang disebut Semax, menunjukkan efek nootropik dari prototipe alami, namun
pengaruh berlangsung 20-25 jam (Kolomin et al., 2013).

2.3.1 Neuroprotektif

ACTHa-10Pro8-Gly®-Pro*® memiliki sifat neuroprotektif, yaitu mengurangi
jumlah sel yang rusak karena oksidatif stress yang disebabkan oleh inkubasi
jangka pendek dengan H202 dan meningkatkan kelangsungan hidup neuron
granula pada serebelum selama neurotoksisitas glutamat, yang mungkin
disebabkan oleh efeknya pada homeostasis kalsium dan fungsi mitokondria
(Kolomin et al., 2013).

Setelah hipoksia hipobarik akut pada tikus dengan usia berbeda,
menunjukkan bahwa pretreatmen ACTH4-10 tunggal (50 ug/ kg) menyebabkan
peningkatan ketahanan individu hewan terhadap hipoksia dan mengurangi
perubahan perilaku yang disebabkan oleh kekurangan oksigen (Kolomin et al.,
2013).

2.3.2 Neurotropik

Efek neurotropik ACTH4-10 dikaitkan dengan pengaruhnya terhadap
ekspresi neurotropin. Pada kultur sel glia, dihasilkan reaksi cepat induksi
transkripsi gen neurotropin Bdnf dan Ngf. Pada hippocampus yang tidak sehat,
ACTH4-10 meningkatkan penekanan gen neurotropin pada tingkat protein (Bdnf

dan TrkB) (Kolomin et al., 2013). Semax dan fragmen C-terminalnya Pro-Gly-Pro
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mengaktifkan jaringan kapiler dan meningkatkan proliferasi glia, endotelium
pembuluh darah dan sel progenitor di zona subventricular pada hewan sehat
(Kolomin et al., 2013).

2.3.3 ACTHa4-10Pro®-Gly®-Pro'°pada cedera korda spinalis

Penelitian terkait efek ACTH4-10 pada cedera korda spinalis akut belum
banyak dilakukan. Beberapa penelitian yang sudah dilakukan salah satunya oleh
dr. Muhammad Faris terkait hubungan pemberian ACTH4-10 terhadap respon
inflamasi pada cedera korda spinalis (Faris, 2020). Penelitian ini terinspirasi oleh
penelitian sebelumnya oleh Sim et al. yang mengamati adanya perbaikan motorik
pada tikus dengan permberian ACTH4-10 (Sim et al., 2017).

Sebuah penelitian sebelumnya telah membahas bahwa terdapat
hubungan ACTH4-10 terhadap ekspresi mediator-mediator pro-inflamasi (TLR-2,
NF-kB, IL-8, TNF-a dan neutrophil) pada hewan coba tikus Sprague dawley
diketahui bahwa pada kelompok perlakuan ditemukan ekspresi mediator-mediaor
pro-inflamasi menurun secara signifikan dibandingkan kelompok kontrol. Hal ini
diduga disebabkan oleh ikatan ACTH4-10 dengan reseptor melanokortin yang
kemudian menghasilkan kortisol dan menekan mediator-mediator pro-inflamasi
(Faris et al, 2020).

Penelitian lainnya juga mengungkapkan terdapat hubungan antara
pemberian ACTH4-10 pada cedera korda spinalis akut pada hewan coba tikus
sprague dawley dengan penurunan jumlah apoptosis sel melalui peningkatan rasio

Bcl-2/HSP70 (Subagio, 2018).

TESIS Asadullah

Pengaruh Pemberian ACTH4-10Pro8-Gly9-Pro10
Terhadap Ekspresi Sitokin Anti Inflamasi (IL-4, IL-10, IL-13)
Pada Cedera Kompresi Korda Spinalis Akut



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRALANGGA
27

2.4 Model SCI pada Hewan Coba (Tikus Sprague dawley)

Secara umum, model cedera kompresi dapat dikerjakan lebih mudah
dengan varians interoperator lebih sedikit daripada model penjatuhan beban dari
Allen. Model cedera kompresi Klip ekstradural sesuai dengan kombinasi dari
dampak akut dan kompresi yang bertahan lama, menyerupai karakteristik
kebanyakan SCI pada manusia. Model ini diperkenalkan pada tahun 1978 dan
merupakan salah satu dari model nontranseksi pertama yang dikerjakan pada
spesies tikus. Saat klip dilepaskan, kontusio mielum dihasilkan oleh kompresi
yang memberi efek untuk aspek dorsal maupun ventral dari mielum. Pada studi
sebelumnya dilakukan pengamatan lokomotor setelah minggu ke 4 dengan tes
Basso, Beattie dan Bresnahan serta pemeriksaan histologis untuk melihat ukuran
kavitas yang muncul pada mielum, didapatkan kesimpulan bahwa kompresi
dengan 20g selama 1 menit setara dengan cedera kompresi ringan dan kompresi
35g selama 1 menit setara dengan cedera kompresi berat (Poon et al., 2007).
Model kompresi dikatakan juga merupakan metode yang tepat untuk mempelajari
mekanisme dari cedera sekunder serta untuk studi translasional (Ahmed et al.,

2019).
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BAB 3

KERANGKA KONSEPTUAL DAN HIPOTESIS PENELITIAN

3.1 Kerangka Konseptual
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Gambar 3.1 Kerangka konseptual
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Penjelasan Kerangka Konseptual:

Cedera sekunder pada korda spinalis akan menyebabkan berbagai macam
kaskade yang berujung pada terjadinya apoptosis, salah satunya adalah inflamasi
yang di picu terutaman oleh sitokin pro-inflamasi yang dihasilkan makrofag M1.
ACTH4-10 merupakan golongan neuroprotektor yang bekerja dengan cara
berikatan pada reseptor melanokortin dan dapat mengkonversi makrofag M1
menjadi M2 sehingga memberikan efek anti inflamasi.

Proses inflamasi diatur melalui dua jalur yaitu sitokin pro-inflamator dan
sitokin anti-inflamator. Pemberian ACTH4-10 diharapkan dapat menekan respon
inflamasi melalui peningkatan sitokin anti inflamasi sehingga apoptosis dapat
diturunkan.

Pada hewan coba model tikus diketahui bahwa inflamasi yang
menyebabkan cedera korda spinalis terjadi pada jam pertama setelah trauma
hingga mencapai puncak nya pada jam ke 6. Pengamatan kami lakukan pada jam
ke 3 dan ke 6 untuk melihat pengaruh proses inflamasi yang terjadi seiring
berjalannya waktu terhadap ekspresi sitokin anti inflamasi (IL-4, IL-10, dan 1L-13)
paska pemberian ACTH4-10 pada hewan coba model kompresi korda spinalis

akut.

3.2 Hipotesis Penelititan
1. Pemberian ACTH4-10 pada hewan coba tikus Sprague dawley dengan
perlakuan cedera kompresi ringan mielum dapat meningkatkan ekspresi

IL-4 1L-10, dan IL-13 pada jam ke 3.
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2. Pemberian ACTH4-10 pada hewan coba tikus Sprague dawley dengan
perlakuan cedera kompresi ringan mielum dapat meningkatkan ekspresi
IL-4, IL-10, dan IL-13 pada jam ke 6.

3. Pemberian ACTH4-10 pada hewan coba tikus Sprague dawley dengan
perlakuan cedera kompresi berat mielum dapat meningkatkan ekspresi IL-
4 1L-10, dan IL-13 pada jam ke 3.

4. Pemberian ACTH4-10 pada hewan coba tikus Sprague dawley dengan
perlakuan cedera kompresi berat mielum dapat meningkatkan ekspresi IL-

4 1L-10, dan IL-13 pada jam ke 6.
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BAB 4

METODE PENELITIAN

4.1 Jenis dan Rancangan Penelitian

Penelitian ini adalah penelitian true experimental laboratoris dengan
rancangan acak lengkap (completely randomized design) pola faktorial. Subjek
penelitian dibagi dalam 9 kelompok. Secara skematis rancangan penelitian dapat

digambarkan sebagai berikut:

K1+.1

v

P1.1

Antibodi Observasi
monoclonal > dengan
P1.2 IL-4, IL-10, IL- mikroskop
13 cahaya

K1+.2
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Gambar 4.1 Rancangan penelitian
Keterangan:

S : Subyek penelitian / unit eksperimen

RA : Randomisasi Alokasi
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K- : Kelompok kontrol negatif. Tikus Sprague-Dawley yang dilakukan
laminektomi pada level vertebra thorakal 2 tanpa perlakuan kompresi
ringan maupun berat, lalu kulit ditutup dengan cara dijahit.

K1+.1: Kelompok kontrol positif 1.1. Tikus Sprague-Dawley yang dilakukan
laminektomi pada level vertebra thorakal 2, kemudian dilakukan kompresi
extradural menggunakan alat klip aneurisma yang sudah dimodifikasi
sedemikian hingga mempunyai kekuatan jepitan 20 g. Kompresi dilakukan
selama 1 menit. Tempat laminektomi dijahit kembali. Diberikan tetes
hidung PZ, kemudian dikorbankan dan dilakukan transeksi medula spinalis
pada jam ke-3.

P1.1 : Kelompok perlakuan 1.1. Tikus Sprague-Dawley yang dilakukan
laminektomi pada level vertebra thorakal 2, kemudian dilakukan kompresi
extradural menggunakan alat klip aneurisma yang sudah dimodifikasi
sedemikian hingga mempunyai kekuatan jepitan 20 g. Kompresi dilakukan
selama 1 menit. Tempat laminektomi dijahit kembali. Diberikan tetes
hidung ACTH 4-10 dengan dosis 300 ug/kg, kemudian dikorbankan dan
dilakukan transeksi medula spinalis pada jam ke-3.

K1+.2: Kelompok kontrol positif 1.2. Tikus Sprague-Dawley yang dilakukan
laminektomi pada level vertebra thorakal 2, kemudian dilakukan kompresi
extradural menggunakan alat klip aneurisma yang sudah dimodifikasi
sedemikian hingga mempunyai kekuatan jepitan 20 g. Kompresi dilakukan
selama 1 menit. Tempat laminektomi dijahit kembali. Diberikan tetes
hidung PZ, kemudian dikorbankan dan dilakukan transeksi medula spinalis

pada jam ke-6.
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P1.2 : Kelompok perlakuan 1.2. Tikus Sprague-Dawley yang dilakukan
laminektomi pada level vertebra thorakal 2, kemudian dilakukan kompresi
extradural menggunakan alat klip aneurisma yang sudah dimodifikasi
sedemikian hingga mempunyai kekuatan jepitan 20 g. Kompresi dilakukan
selama 1 menit. Tempat laminektomi dijahit kembali. Diberikan tetes
hidung ACTH 4-10 dengan dosis 300 ug/kg, kemudian dikorbankan dan
dilakukan transeksi medula spinalis pada jam ke-6.

K2+.1: Kelompok kontrol positif 2.1. Tikus Sprague-Dawley yang dilakukan
laminektomi pada level vertebra thorakal 2, kemudian dilakukan kompresi
extradural menggunakan alat klip aneurisma yang sudah dimodifikasi
sedemikian hingga mempunyai kekuatan jepitan 35 g. Kompresi dilakukan
selama 1 menit. Tempat laminektomi dijahit kembali. Diberikan tetes
hidung PZ, kemudian dikorbankan dan dilakukan transeksi medula spinalis
pada jam ke-3.

P2.1 : Kelompok perlakuan 2.1. Tikus Sprague-Dawley yang dilakukan
laminektomi pada level vertebra thorakal 2, kemudian dilakukan kompresi
extradural menggunakan alat klip aneurisma yang sudah dimodifikasi
sedemikian hingga mempunyai kekuatan jepitan 35 g. Kompresi dilakukan
selama 1 menit. Tempat laminektomi dijahit kembali. Diberikan tetes
hidung ACTH 4-10 dengan dosis 300 pg/kg, kemudian dikorbankan dan
dilakukan transeksi medula spinalis pada jam ke-3.

K2+.2 : Kelompok kontrol positif 2.2. Tikus Sprague-Dawley yang dilakukan
laminektomi pada level vertebra thorakal 2, kemudian dilakukan kompresi

extradural menggunakan alat Kklip aneurisma yang sudah dimodifikasi
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sedemikian hingga mempunyai kekuatan jepitan 35 g. Kompresi dilakukan
selama 1 menit. Tempat laminektomi dijahit kembali. Diberikan tetes
hidung PZ, kemudian dikorbankan dan dilakukan transeksi medula spinalis
pada jam ke-6.

P2.2 . Kelompok perlakuan 2.2+. Tikus Sprague-Dawley yang dilakukan
laminektomi pada level vertebra thorakal 2, kemudian dilakukan kompresi
extradural menggunakan alat klip aneurisma yang sudah dimodifikasi
sedemikian hingga mempunyai kekuatan jepitan 35 g. Kompresi dilakukan
selama 1 menit. Tempat laminektomi dijahit kembali. Diberikan tetes
hidung ACTH 4-10 dengan dosis 300 ug/kg, kemudian dikorbankan dan

dilakukan transeksi medula spinalis pada jam ke-6.

4.2 Unit Eksperimen dan Replikasi
4.2.1 Unit eksperimen

Unit Eksperimen adalah sel neuron pada korda spinalis yang berasal dari
hewan coba tikus Sprague Dawley jantan berumur 2 — 3 bulan pada level vertebra
Th2. Secara fisik dalam kondisi sehat, berat 250 sampai 300 g. Kesehatan hewan
coba dapat diamati dari gerakan cukup lincah, tidak lesu, kulit bersih dan tanpa
luka, mata terang dan tidak sayu. Sampel diperoleh dari unit percobaan Institut

Teknologi Bandung.
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4.2.2 Replikasi
Jumlah blok parafin untuk masing — masing kelompok ditentukan dengan
menggunakan rumus:
(t-1)(r-1) >15
(9-1)(r-1) >15
(8)(r-1) >15
r>23/8
r>2,875
Dimana:
t : jumlah kelompok perlakuan
r : jumlah replikasi
Berdasarkan rumus diatas jumlah replikasi setiap kelompok adalah lebih
dari atau sama dengan 2,875. Pada penelitian ini jumlah sampel tiap kelompok

adalah 3, sehingga jumlah sampel keseluruhan adalah 3 x 9 = 27 blok.

4.3 Variabel Penelitian dan Definisi Operasional Variabel
4.3.1 Variabel penelitian

Variabel bebas:
Kelompok paparan intervensi yang diberikan ACTH 4-10.
Variabel tergantung:

a. EkspresiIL-4
b. Ekspresi IL-10

c. EkspresiIL-13
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4.3.2 Definisi operasional variabel penelitian
Tabel 4.1 Definisi operasional variable penelitian
No Variabel Definisi Cara Ukur Hasil Ukur Sdlglaa
1. ACTH4- Sebuah analog sintetis fragmen visual jumlah blok Rasio
10Pro®- pendek ACTH yang tidak memiliki parafin
Gly*-Pro®®  aktivitas hormonal yang terkait
dengan molekul ACTH lengkap,
namun memiliki efek neuroproteksi.
ACTH4-10Pro®-Gly®-Pro'%diberikan
secara intra nasal, dengan dosis 300
ug/kb BB. Tersedia dalam sediaan
3mg/3mL (0.1%), di keluarkan oleh
PT Axomedika dengan nama dagang
SEMAX. Pemberian ACTH4-10Pro®-
Gly®*-Pro* pada 1 jam setelah
perlakuan kompresi mielum.
2. Ekspresi IL-  Sitokin anti inflamasi yang sebagian Imunohistokima  Jumlah sel/lapang  Rasio
4 besar diproduksi oleh sel mast, IL-4 dengan antibody pandang dengan
berperan dalam menekan sitokin pro monoclonal IL-  mikroskop cahaya
inflamasi. 4 pembesaran 400x.
3 Ekspresi IL-  Sitokin anti inflamasi yang sebagian Imunohistokima  Jumlah sel/lapang  Rasio
10 besar diproduksi oleh monosit, IL-10  dengan antibody pandang dengan
berperan dalam menekan sitokin pro monoclonal IL-  mikroskop cahaya
inflamasi. 10 pembesaran 400x.
4 Ekspresi IL-  Sitokin anti inflamasi yang sebagian Imunohistokima  Jumlah sel/lapang  Rasio
13 besar diproduksi oleh Th2, IL-13 dengan antibody  pandang dengan
berperan dalam menekan sitokin pro monoclonal IL-  mikroskop cahaya
inflamasi. 13 pembesaran 400x.

4.4 Materi Penelitian

1. Blok paraffin dari sediaan penelitian sebelumnya oleh subagio, 2014

dengan panjang sekitar 1 cm dan kemudian dilakukan irisan tipis dengan

ketebalan 4 mikrometer.

2. Antibodi kit untuk ekspresi IL-4, IL-10 dan IL-13, mikroskop.

4.5 Lokasi dan Waktu Penelitian

4.5.1 Lokasi penelitian

Penelitian ini memakai sediaan blok paraffin yang sudah dilakukan di

Laboratorium Hewan Coba Departemen Biokimia Fakultas Kedokteran

Universitas Airlangga pada penelitian sebelumnya. Pembuatan parafin blok,
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pemotongan dan pembuatan preparat, dilakukan di bagian Patologi Anatomi
Universitas Brawijaya. Pengecatan imunohistokimia dan pembacaan dikerjakan di
bagian Biokimia Universitas Brawijaya.
4.5.2 Waktu penelitian

Penelitian ini oleh peneliti dilaksanakan pada bulan Maret 2018 - April

20109.

4.6 Pelaksanaan Penelitian

Persiapan penelitian poin 4.6.1 hingga poin 4.6.5 telah dikerjakan dalam
penelitian sebelumnya oleh Subagio sebagai disertasi program doktoralnya.
4.6.1 ACTHa4.10Pro8-Gly®-Pro*®

Tersedia sediaan 3mg/3mL (0.1%), di keluarkan oleh PT Axomedika

dengan nama dagang SEMAX. Dosis per tikus adalah 300 pg/kb BB. Tikus
Sprague-Dawley jantan, sehat dengan berat badan 300 g, memerlukan:

(300: 1.000) x 300 pg = 90 pug

atau sama dengan:

(90: 1.000) mL = 0,09 mL = 90 pl
4.6.2 Pembuatan Hewan Model

Pada penelitian sebelumnya dipergunakan 27 tikus, secara fisik dipilih yang
sehat, berat badan 250 g sampai dengan 300 g. Tikus diambil secara acak, artinya
pengelompokan anggota-anggota kelompok kontrol dan eksperimen dilakukan
berdasarkan acak atau random. Kelompok-kelompok tersebut dianggap sama

sebelum perlakuan lalu dibagi secara acak untuk kelompok kontrol dan perlakuan.
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4.6.3 Aklimatisasi Hewan Coba

Aklimatisasi hewan coba tikus putih jantan galur Sprague dawley yang
berusia 12 minggu dengan berat antara 250-300 g selama satu pekan untuk
adaptasi di tempat pemeliharaan. Makanan tikus yang diberikan berupa pelet.
Pemberian makanan dan minuman kepada binatang percobaan dilakukan secara
ad libitum, suhu kandang dijaga sekitar 25°C dan ada pertukaran gelap dan terang
setiap 12 jam. Masing-masing kelompok tikus diletakkan dalam kandang
tersendiri dan dijaga sedemikian rupa sehingga tidak saling berinteraksi.
4.6.4 Prosedur Pembiusan

Penelitian dilakukan tikus jantan dewasa Sprague dawley. Anestesi
dilakukan dengan pemberian ketamin yang dikombinasikan dengan Xxylazine
(IACUC, 2018). Ketamin diinjeksikan intraperitoneal dengan menggunakan spuit
10 cc yang mengandung 10 cc ketamine (100 mg/mL) dan 1 cc xylazine (100
mg/mL). Campuran obat tersebut disuntikan sebanyak 0.1 cc/100gram berat
badan tikus. Campuran obat tersebut mengandung 91 mg/kg ketamin dan 9.1
mg/kg xylazine (IACUC, 2018). Hilangnya refleks karpopedal merupakan
indikator agen anestesi tersebut sudah terhantarkan dengan baik sehingga operasi
dapat segera dimulai dengan lamanya agen anestesi tersebut selama 60-80 menit
(IACUC, 2018). Setelah injeksi dilakukan monitoring terhadap fungsi
hemodinamik secara klinis meliputi mukus membran harus berwarna merah muda
dan lembab, capillary refill time harus kurang dari 2 detik (IACUC, 2018).
4.6.5 Alat Kompresi

Alat kompresi menggunakan Kklip aneurisma yang sudah dimodifikasi

dengan menipiskan bilah klip aneurisma kemudian dilakukan pengukuran hingga
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mempunyai kekuatan jepitan seberat 20 g dan 35 g. Klip aneurisma dipasang pada
mielum setelah dilakukan laminektomi dan ekspose dura. Kompresi dilakukan
selama 1 menit pada segmen Th2, kemudian dilepaskan dan ditutup kembali
dengan cara dijahit. Pada studi sebelumnya telah dilakukan pengamatan
lokomotor pada tikus setelah minggu ke 4 dengan tes Basso, Beattie dan
Bresnahan serta pemeriksaan histologis untuk melihat ukuran kavitas yang
muncul pada mielum, didapatkan kesimpulan bahwa kompresi dengan 20g selama
1 menit setara dengan cedera kompresi ringan dan kompresi 35g selama 1 menit
setara dengan cedera kompresi berat (Poon et al., 2007)
4.6.6 Pembuatan Blok Parafin Jaringan

Pembuatan blok parafin telah dikerjakan dalam penelitian sebelumnya
dengan cara jaringan mielum dicuci dengan PBS 3-5 x untuk membersihkan dari
kontaminan, lalu difiksasi pada formalin 10%. Kemudian dilakukan dehidrasi
memakai etanol bertingkat (30%, 50%, 70%, 80%, 96% dan absolut) masing-
masing 60 menit. Kemudian tahapan Clearing menggunakan xylol 2 kali masing-
masing 60 menit. Kemudian infiltrasi dengan parafin lunak selama 60 menit pada
suhu 48°C. Kemudian dibuat blok dalam parafin keras pada cetakan dan
didiamkan selama sehari. Keesokan harinya di potong setebal 4-6um
menggunakan rotary microtome. Dilakukan mounting pada gelas objek dengan
gelatin 5%.
4.6.7 Metode Deparafinisasi

Gelas obyek hasil blok parafin direndam dalam xylol 2 kali masing-masing

selama 5 menit. Setelah itu dilakukan rehidrasi menggunakan alkohol berseri
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(absolut, 96%, 80%, 70%, 50% dan 30%) masing-masing selama 5 menit.
Kemudian dibilas dalam dH2O selama 5 menit.
4.6.8 Penghitugan ekspresi IL-4

Slide dicuci dengan PBS pH 7,4 selama 5 menit. Proses bloking
menggunakan H>O> 3% selama 20 menit. Pencucian menggunakan PBS pH 7,4
sebanyak 3 kali, masing-masing selama 5 menit. Proses bloking unspesifik protein
memakai FBS 5% dan 0,25% Triton X-100. Pencucian dengan PBS pH 7,4
sebanyak 3 kali, masing-masing selama 5 menit. Inkubasi menggunakan rabbit
poliklonal anti IL-4, selama 60 menit. Pencucian dengan PBS pH 7,4 sebanyak 3
kali, masing-masing selama 5 menit. Ditetesi Diamino Benzidine (DAB) lalu
diinkubasi selama 10 menit. Pencucian dengan PBS pH 7,4 sebanyak 3 Kali,
masing-masing selama 5 menit. Counterstaining menggunakan Mayer
Hematoxilen yang diinkubasi selama 10 menit, lalu dicuci menggunakan tap
water, dibilas dengan dH.O dan kering anginkan. Diamati pada mikroskop
cahaya.
4.6.9 Penghitugan ekspresi IL-10

Slide dicuci dengan PBS pH 7,4 selama 5 menit. Proses bloking
menggunakan H20, 3% selama 20 menit. Pencucian menggunakan PBS pH 7,4
sebanyak 3 kali, masing-masing selama 5 menit. Proses bloking unspesifik protein
memakai FBS 5% dan 0,25% Triton X-100. Pencucian dengan PBS pH 7,4
sebanyak 3 kali, masing-masing selama 5 menit. Inkubasi menggunakan rabbit
poliklonal anti IL-10, selama 60 menit. Pencucian dengan PBS pH 7,4 sebanyak 3
kali, masing-masing selama 5 menit. Ditetesi Diamino Benzidine (DAB) lalu

diinkubasi selama 10 menit. Pencucian dengan PBS pH 7,4 sebanyak 3 kali,
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masing-masing selama 5 menit. Counterstaining menggunakan Mayer
Hematoxilen yang diinkubasi selama 10 menit, lalu dicuci menggunakan tap
water, dibilas dengan dH.O dan kering anginkan. Diamati pada mikroskop
cahaya.
4.6.10 Penghitugan ekspresi I1L-13

Slide dicuci dengan PBS pH 7,4 selama 5 menit. Proses bloking
menggunakan H>O> 3% selama 20 menit. Pencucian menggunakan PBS pH 7,4
sebanyak 3 kali, masing-masing selama 5 menit. Proses bloking unspesifik protein
memakai FBS 5% dan 0,25% Triton X-100. Pencucian dengan PBS pH 7,4
sebanyak 3 kali, masing-masing selama 5 menit. Inkubasi menggunakan rabbit
poliklonal anti IL-13, selama 60 menit. Pencucian dengan PBS pH 7,4 sebanyak 3
kali, masing-masing selama 5 menit. Ditetesi Diamino Benzidine (DAB) lalu
diinkubasi selama 10 menit. Pencucian dengan PBS pH 7,4 sebanyak 3 Kkali,
masing-masing selama 5 menit. Counterstaining menggunakan Mayer
Hematoxilen yang diinkubasi selama 10 menit, lalu dicuci menggunakan tap
water, dibilas dengan dH.O dan kering anginkan. Diamati pada mikroskop

cahaya.

4.7 Cara Pengolahan dan Analisis Data

Pengumpulan data dilakukan dalam lingkungan yang terkontrol dan
terkendali dengan asumsi semua kondisi diusahakan sama dan dapat dikendalikan.
Data ekspresi IL-4, IL-10 dan IL-13 disajikan dalam bentuk grafik ekspresi
relative. Normalitas data dilakukan dengan shapiro wilks dan data yang terkumpul

dianalisis menggunakan uji analisis varian ANOVA pada distribusi data yang

TESIS Asadullah

Pengaruh Pemberian ACTH4-10Pro8-Gly9-Pro10
Terhadap Ekspresi Sitokin Anti Inflamasi (IL-4, IL-10, IL-13)
Pada Cedera Kompresi Korda Spinalis Akut



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRALANGGA

42

normal. Pada distribusi data yang tida normal, uji analisis menggunakan metode

Kruskal-Walis untuk mencari adanya perbedaan antar kelompok dilanjutkan

dengan uji beda non parametrik menggunakan metode Mann-Whitney U test.

4.8 Kerangka Operasional Penelitian

27 hewan.coba
-
v i
24 ekor.perlakuan, 3 ekor kontrol
Y Y
12 gkor.kompresi,Ungan, 12 gkor.kompresi berat
l v 4 v
6 ekor. 6 ekor, 6 ekor 6 gkou,
| v ' '
Aqua ACTH 4-10 ACTH 4-10 Aqua
v v v v \ i v v v
3ekor | 3ekor || 3ekor | 3ekor || 3ekor | 3ekor || 3ekor || 3ekor
3jam 6jam 3jam 6jam 3jam 6jam 3jam 6jam

Terminasi dan pengambilan iaringan medulla spinalis

,

Pengnkuran.kadar.IL-4, IL-10 dan IL-13

!

Apalisis Data

Gambar 4.2 Kerangka operasional
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BAB 5

HASIL DAN ANALISIS DATA PENELITIAN

5.1 Gambaran Umum Penelitian
Telah dilakukan penelitian pada blok paraffin yang berasal dari subyek
tikus Sprague-Dawley jantan, berat 250 g sampai dengan 300 g. Tabel berat

badan, dapat dipelajari pada Tabel 5.1 sebagai berikut.

Tabel 5.1 Hasil dan analisis data berat badan tikus

Berat badan tikus (gram) p-value
Rerata 280,045
SD +10,243 0.245
Keterangan . Uji Homogenenitas berat badan tikus Sprague-Dawley sebagai

ASCI.Dengan uji levene test, tampak bahwa p>0.05, sehingga dapat
dinyatakan berat badan Tikus tidak berbeda secara signifikan.

Pada tikus ini sebelumnya telah dilakukan proses adaptasi dilakukan
selama 14 hari pada laboratorium Biokimia Fakultas Kedokteran Universitas
Airlangga. Kemudian dilakukan randomisasi, pembagian kelompok menjadi
sembilan kelompok, dengan masing-masing 3 tikus Sprague Dawley. Setiap
kelompok dilakukan laminectomy pada sekitar vertebra thoracal 2 dengan

masing-masing mendapatkan satu kelompok sebagai kelompok kontrol negatif
(K-).

Kelompok kontrol positif (K*1.1 dan K*1.2) dengan pemberian trauma
ringan dan pemberian tetesan NaCl 0,9% setelah satu jam. Kelompok kontrol
positif ini dikorbankan setelah tiga (K*1.1) dan enam jam (K"1.2) pemberian
trauma kompresi pada Korda Spinalis. Dua kelompok kontrol berikutnya (K*2.1

dan K*2.2) merupakan kelompok kontrol dengan pemberian trauma berat.
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Kelompok perlakuan dengan pemberian trauma ringan (P1.1 dan P1.2) dan
pemberian trauma berat (P2.1 dan P2.2), masing-masing diberikan tetesan
ACTH4-10 kemudian dikorbankan setelah tiga (P1.1 dan P2.1) dan enam jam
(P1.2 dan P2.2) setelah pemberian trauma, Korda Spinalis di potong, difiksasi
dengan formalin dan dilakukan pemeriksaan immunohistokimia untuk sitokin anti

inflamasi (IL-4, IL-10, IL-13).

Gambar 5.1 Reperesentasi sediaan spinal tikus model ASCI yang dipulas
menggunakan Hematoxilen Eosin. A. kelompok kontrol normal; B. kelompok
ASCI ringan; C. ASCI berat

Penilaian ekspresi sitokin anti inflamasi (IL-4, IL-10, IL-13) dilakukan
pada kornu posterior medula spinalis dengan teknik pemeriksaan imunohistokimia
(IHC), dihitung per 100 sel menggunakan antibodi monoklonal terkait, dengan
melihat adanya warna coklat pada sitoplasma sel, dilihat dengan mikroskop

cahaya pembesaran 1000x.
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Gambar 5.2 Gambaran penampang melintang Korda Spinalis tempat
pemeriksaan sel setelah pengecatan Immunohistokimia dan Tunnel

5.2 Ekspresi IL-4 pada Pewarnaan IHC Blok Parafin Hewan Model Cedera
Kompresi Akut Medula Spinalis

Sebanyak tiga sampel dari masing-masing kelompok kontrol dan
perlakuan (aquades 3 dan 6 jam; ACTH4-10Pro®-Gly*-Pro!® 3 dan 6 jam)
kompresi ringan dan berat diamati untuk ekspresi imunoreaktif terhadap
pewarnaan sitokin IL-4 untuk menilai reaksi anti-inflamasi ACTH4-10 pada model

cedera medula spinalis (spinal cord injury / SCI).

Pewarnaan jaringan medula spinalis hewan coba model cedera medula
spinalis paska penjepitan klip aneurisma dilakukan menggunakan anti IL-4.
Pengamatan pada mikroskop cahaya menghasilkan gambaran sel immunoreaktif
yang mengekspresikan IL-4 paska pemberian antibodi. Hasil pewarnaan medula
spinalis tikus dengan perlakuan SCI ringan disajikan dalam Gambar 5.1 dan
pewarnaan medula spinalis tikus dengan perlakuan SCI berat disajikan dalam

Gambar 5.2.
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Gambar 5.3 Hasil pengecatan IHC IL-4 penampang melintang medula spinalis
tikus dengan perlakuan SCI ringan. Panah hitam menunjukkan neuron yang
positif mengekspresi IL-4. A) Kelompok kontrol. B) Kelompok yang diberikan
NaCl 0,9% dan dikorbankan setelah 3 jam. C) Kelompok yang diberikan NaCl
0,9% dan dikorbankan setelah 6 jam. D) Kelompok yang diberikan ACTH(4-10)
dan dikorbankan setelah 3 jam. E) Kelompok yang diberikan ACTH(4-10) dan
dikorbankan setelah 6 jam.
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Gambar 5.4 Hasil pengecatan IHC IL-4 penampang melintang medula spinalis
tikus dengan perlakuan SCI berat. Panah hitam menunjukkan neuron yang positif
mengekspresi 1L-4. A) Kelompok kontrol. B) Kelompok yang diberikan NaCl
0,9% dan dikorbankan setelah 3 jam. C) Kelompok yang diberikan NaCl 0,9%
dan dikorbankan setelah 6 jam. D) Kelompok yang diberikan ACTH(4-10) dan
dikorbankan setelah 3 jam. E) Kelompok yang diberikan ACTH(4-10) dan
dikorbankan setelah 6 jam.

5.3 Hasil Uji Statistik Ekspresi IL-4

Analisis data tahap pertama dilakukan untuk menguji normalitas distribusi
data, menggunakan uji Shapiro-Wilk. Hasil uji tiap kelompok pewarnaan IHC
untuk ekspresi IL-4 menunjukan nilai p > 0,05 yang menandakan data memiliki
distribusi yang normal. Analisis statistik dilakukan dengan metode ANOVA dan

dilanjutkan oleh uji beda Post Hoc dengan metode Tukey.
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5.3.1 Hasil ekspresi IL-4 pada kelompok SCI ringan

22
13 [}

. %
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—

Ekspresi IL-4

[ |

KONTROL 3 JAM 3 JAM + SEMAX 6 JAM 6 JAM + SEMAX

Gambar 5.5 Hasil penilaian ekspresi IL-4 pada SCI ringan

Pada kelompok SCI ringan yang diteteskan NaCl 0,9% dan dikorbankan
setelah 3 jam dan 6 jam didapatkan hasil ekspresi IL-4 sebesar 6,29 + 3,4 dan 5,61
+ 2,45. Sedangkan untuk kelompok ASCI ringan yang diberikan ACTH4-10 dan
dikorbankan setelah 3 jam dan 6 jam, didapatkan hasil ekspresi IL-4 sebesar 10,39

+ 1,67 dan 8,04 + 1,62.

Tabel 5.2 Hasil uji komparasi ANOVA ekspresi IL-4 pada hewan coba model

SCI ringan
Ekspresi IL-4
Kelompok Rerata Simpang p
baku
Kontrol 5,96 2,52
ASCI ringan NaCl 0,9% 3 jam 6,29 3,40
ASCI ringan NaCl 0,9% 6 jam 5,61 2,45 0,005
ASCI ringan ACTH4-10 3 jam 10,39 1,67
ASCI ringan ACTH4-10 6 jam 8,05 1,62

Tabel 5.2 menunjukkan hasil penilaian ekspresi IL-4 pada hewan coba model

SCI ringan masing-masing kelompok. Berdasarkan hasil ekspresi IL-4 pada
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masing-masing kelompok dapat dilihat bahwa kelompok dengan pemberian
ACTH4-10 yang dikorbankan 3 dan 6 jam mempunyai nilai rerata yang lebih
tinggi dari tanpa pemberian ACTH4-10. Didapatkan juga rerata ekspresi IL-4
pada ASCI ringan yang diberikan ACTH4-10 pada jam ke 3 lebih tinggi
dibandingkan jam ke 6. Analisis statistik dilanjutkan dengan uji beda Post Hoc
dengan metode Tukey HSD. Hasil analisis disajikan dalam bentuk tabel 5.3.

Tabel 5.3 Perbandingan ekspresi IL-4 pada hewan coba model SCI ringan

Simpang Simpang
Kelompok Rerata Baku Kelompok Rerata Baku
Kontrol 5,96 2,52  NaCl 0,9% 3 jam 6,29 3,40 0,999

NaCl 0,9% 6 jam 5,61 2,45 0,999
ACTH4-10 3 jam 10,39 1,67 0,015
ACTH4-10 6 jam 8,05 1,62 0,510
NaCl 0,9% 3 jam 6,29 3,40 NaCl0,9% 6 jam 5,61 2,45 0,984
ACTH4-103jam 10,39 1,67 0,027

ACTH4-10 6 jam 8,05 1,62 0,663
NaCl 0,9% 6 jam 5,61 2,45 ACTH4-103jam 10,39 1,67 0,007"
ACTH4-10 6 jam 8,05 1,62 0,353
ACTH4-103jam 10,39 1,67 ACTH4-106 jam 8,04 1,62 0,382

“nilai p. < 0,05

Tabel 5.3 menunjukkan hasil perbandingan ekpresi IL-4 pada ASCI ringan
pada masing-masing kelompok. Berdasarkan nilai p dari tabel tersebut dapat
dilihat bahwa nilai p signifikan (p<0.05) pada kelompok perbandingan ekspresi
IL-4 pada kekompok kontrol terhadap kelompok ACTH4-10 yang dikorbankan 3
jam, dan kelompok NaCl 0,9% baik yang dikorbankan 3 jam maupun 6 jam
terhadap kelompok ACTHA4-10 yang dikorbankan 3 jam, namun tidak terdapat
perbedaan yang signifikan pada kelompok ACTH4-10 yang dikorbankan 3 jam

terhadap kelompok ACTHA4-10 yang dikorbankan 6 jam.
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5.3.2 Hasil ekspresi IL-4 pada kelompok SCI berat

Ekspresi IL-4

KONTROL 3 JAM 3 JAM + SEMAX 6 JAM 6 JAM + SEMAX

Gambar 5.6 Hasil penilaian ekspresi IL-4 pada SCI ringan

Pada kelompok ASCI berat yang diteteskan NaCl 0,9% dan dikorbankan
setelah 3 jam dan 6 jam didapatkan hasil ekspresi IL-4 sebesar 7,32 + 2,26 dan
5,29 + 2,16. Sedangkan untuk kelompok ASCI berat yang diberikan ACTH4-10
dan dikorbankan setelah 3 jam dan 6 jam, didapatkan hasil ekspresi IL-4 sebesar

9,36 £1,98 dan 9,21 +1,37.

Tabel 5.4 Hasil uji komparasi ANOVA ekspresi IL-4 pada hewan coba model

SCI berat
Ekspresi IL-4
Kelompok Rerata  >'mpang P
baku
Kontrol 5,75 2,20
ASCI berat NaCl 0,9% 3 jam 7,32 2,26
ASCI berat NaCl 0,9% 6 jam 5,29 2,16 0,001
ASCI berat ACTH4-10 3 jam 9,36 1,98
ASCI berat ACTH4-10 6 jam 9,21 1,37
“nilai p. < 0,05
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Tabel 5.4 menunjukkan hasil penilaian ekspresi IL-4 masing-masing
kelompok. Berdasarkan hasil ekspresi IL-4 pada masing-masing kelompok dapat
dilihat bahwa kelompok dengan pemberian ACTH4-10 yang dikorbankan 3 dan 6
jam mempunyai nilai rerata yang lebih tinggi dari tanpa pemberian ACTH4-10,
Didapatkan juga rerata ekspresi IL-4 pada ASCI berat yang diberikan ACTH4-10
pada jam ke 3 lebih tinggi dibandingkan jam ke 6. Analisis statistik dilanjutkan
dengan uji beda Post Hoc dengan metode Tukey HSD. Hasil analisis disajikan
dalam bentuk tabel 5.5.

Tabel 5.5 Perbandingan ekspresi IL-4 pada hewan coba model SCI berat

Simpang Simpang
Kelompok Rerata Baku Kelompok Rerata Baku
Kontrol 5,75 2,20  NaCl 0,9% 3 jam 7,32 2,26 0,600

NaCl 0,9% 6 jam 5,29 2,16 0,993
ACTH4-10 3 jam 9,36 1,98 0,018"
ACTH4-10 6 jam 9,21 1,37 0,025
NaCl 0,9% 3 jam 7,32 2,26 NaCl 0,9% 6 jam 5,29 2,16 0,349
ACTH4-10 3 jam 9,36 1,98 0,349
ACTH4-10 6 jam 9,21 1,37 0,421

*

*

NaCl 0,9% 6 jam 5,29 2,16 ACTH4-10 3 jam 9,36 1,98 0,006

ACTH4-10 6 jam 9,21 1,37 0,009"

ACTH4-10 3 jam 9,36 1,98 ACTH4-10 6 jam 9,21 1,37 1,000
“nilai p. < 0,05

Tabel 5.5 menunjukkan hasil perbandingan ekpresi IL-4 pada ASCI berat
pada masing-masing kelompok. Berdasarkan nilai p dari tabel tersebut dapat
dilihat bahwa nilai p signifikan (p<0.05) pada kelompok perbandingan ekspresi
IL-4 pada kekompok kontrol terhadap kelompok ACTH4-10 yang dikorbankan 3
jam dan 6 jam, dan kelompok NaCl 0,9% yang dikorbankan 6 jam terhadap
kelompok ACTH4-10 yang dikorbankan 3 jam dan 6 jam, namun tidak terdapat
perbedaan yang signifikan pada kelompok ACTH4-10 yang dikorbankan 3 jam

terhadap kelompok ACTH4-10 yang dikorbankan 6 jam.

TESIS Asadullah

Pengaruh Pemberian ACTH4-10Pro8-Gly9-Pro10
Terhadap Ekspresi Sitokin Anti Inflamasi (IL-4, IL-10, IL-13)
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5.3.3 Hasil perbandingan ekspresi IL-4 pada kelompok SCI ringan dan berat
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Gambar 5.7 Grafik perbandingan ekspresi IL-4 pada tiap kelompok

Gambar 5.7 menujukkan pada ASCI ringan, ekspresi IL-4 tertinggi terdapat pada
kelompok ASCI 3 jam + ACTH4-10 dan ekspresi IL-4 terendah terdapat pada
ASCI 6 jam. Pada ASCI berat, ekspresi IL-4 tertinggi terdapat pada kelompok

ASCI 3 jam + ACTH4-10dan ekspresi IL-4 terendah terdapat pada ASCI 6 jam.

TESIS Pengaruh Pemberian ACTH4-10Pro8-Gly9-Pro10 Asadullah

Terhadap Ekspresi Sitokin Anti Inflamasi (IL-4, IL-10, IL-13)
Pada Cedera Kompresi Korda Spinalis Akut
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5.4 Ekspresi IL-10 pada Pewarnaan IHC Blok Parafin Hewan Model Cedera
Kompresi Akut Medula Spinalis

Sebanyak tiga sampel dari masing-masing kelompok kontrol dan
perlakuan (aquades 3 dan 6 jam; ACTH4-10Pro®-Gly*-Pro!® 3 dan 6 jam)
kompresi ringan dan berat diamati untuk ekspresi imunoreaktif terhadap
pewarnaan sitokin 1L-10 untuk menilai reaksi anti-inflamasi ACTH4-10 pada

model cedera medula spinalis (spinal cord injury / SCI).

Pewarnaan jaringan medula spinalis hewan coba model cedera medula
spinalis paska penjepitan klip aneurisma dilakukan menggunakan anti IL-10.
Pengamatan pada mikroskop cahaya menghasilkan gambaran sel immunoreaktif
yang mengekspresikan IL-10 paska pemberian antibodi. Hasil pewarnaan medula
spinalis tikus dengan perlakuan SCI ringan disajikan dalam Gambar 5.7 dan
pewarnaan medula spinalis tikus dengan perlakuan SCI berat disajikan dalam

Gambar 5.8.

TESIS Asadullah

Pengaruh Pemberian ACTH4-10Pro8-Gly9-Pro10
Terhadap Ekspresi Sitokin Anti Inflamasi (IL-4, IL-10, IL-13)
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Gambar 5.8 Hasil pengecatan IHC IL-10 penampang melintang medula spinalis
tikus dengan perlakuan SCI ringan. Panah hitam menunjukkan neuron yang
positif mengekspresi IL-10. A) Kelompok kontrol. B) Kelompok yang diberikan
NaCl 0,9% dan dikorbankan setelah 3 jam. C) Kelompok yang diberikan NaCl
0,9% dan dikorbankan setelah 6 jam. D) Kelompok yang diberikan ACTH(4-10)
dan dikorbankan setelah 3 jam. E) Kelompok yang diberikan ACTH(4-10) dan
dikorbankan setelah 6 jam.

TESIS Pengaruh Pemberian ACTH4-10Pro8-Gly9-Pro10 Asadullah

Terhadap Ekspresi Sitokin Anti Inflamasi (IL-4, IL-10, IL-13)
Pada Cedera Kompresi Korda Spinalis Akut
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Gambar 5.9 Hasil pengecatan IHC IL-10 penampang melintang medula spinalis
tikus dengan perlakuan SCI berat. Panah hitam menunjukkan neuron yang positif
mengekspresi IL-10. A) Kelompok kontrol. B) Kelompok yang diberikan NaCl
0,9% dan dikorbankan setelah 3 jam. C) Kelompok yang diberikan NaCl 0,9%
dan dikorbankan setelah 6 jam. D) Kelompok yang diberikan ACTH(4-10) dan
dikorbankan setelah 3 jam. E) Kelompok yang diberikan ACTH(4-10) dan
dikorbankan setelah 6 jam.

5.5 Hasil Uji Statistik Ekspresi IL-10

Analisis data tahap pertama dilakukan untuk menguji normalitas distribusi
data, menggunakan uji Shapiro-Wilk. Hasil uji tiap kelompok pewarnaan IHC
untuk ekspresi IL-10 menunjukan nilai p > 0,05 yang menandakan data memiliki
distribusi yang normal. Analisis statistik dilakukan dengan metode ANOVA dan

dilanjutkan oleh uji beda Post Hoc dengan metode Tukey.

TESIS Pengaruh Pemberian ACTH4-10Pro8-Gly9-Pro10 Asadullah

Terhadap Ekspresi Sitokin Anti Inflamasi (IL-4, IL-10, IL-13)
Pada Cedera Kompresi Korda Spinalis Akut
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5.5.1 Hasil ekspresi IL-10 pada kelompok SCI ringan
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Gambar 5.10 H

asil penilaian ekspresi IL-10 pada SCI ringan

Pada kelompok ASCI ringan yang diteteskan NaCl 0,9% dan dikorbankan

setelah 3 jam dan 6 jam didapatkan hasil ekspresi IL-10 sebesar 6,86 + 1,84 dan

4,71 £ 1,74. Sedangkan untuk
dan dikorbankan setelah 3 jam

14,64 £+ 2,89 dan 11,46 + 1,35.

Tabel 5.6 Hasil uji komparas
SCI ringan

kelompok ASCI ringan yang diberikan ACTH4-10

dan 6 jam, didapatkan hasil ekspresi IL-10 sebesar

i ANOVA ekspresi IL-10 pada hewan coba model

Ekspresi IL-10

Kelomp :

ok Rerata S'g; ?(?Jng P
Kontrol 5,57 1,573
ASCI ringan NaCl 0,9% 3 jam 6,86 1,848
ASCI ringan NaCl 0,9% 6 jam 4,71 1,741 <0,001
ASCI ringan ACTH4-10 3 jam 14,64 2,893
ASCI ringan ACTH4-10 6 jam 11,46 1,350

“nilai p. < 0,05
Pengaruh Pemberian ACTH4-10Pro8-Gly9-Pro10 Asadullah

Terhadap Ekspresi Sitokin Anti Inflamasi (IL-4, IL-10, IL-13)
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Tabel 5.6 menunjukkan hasil penilaian ekspresi IL-10 masing-masing
kelompok hewan coba model SCI ringan. Berdasarkan hasil ekspresi IL-10 pada
masing-masing kelompok dapat dilihat bahwa kelompok dengan pemberian
ACTH4-10 yang dikorbankan 3 dan 6 jam mempunyai nilai rerata yang lebih
tinggi dari tanpa pemberian ACTH4-10Pro®-Gly®-Pro'. Didapatkan juga rerata
ekspresi IL-10 pada ASCI ringan yang diberikan ACTH4-10 pada jam ke 3 lebih
tinggi dibandingkan jam ke 6. Analisis statistik dilanjutkan dengan uji beda Post

Hoc dengan metode Tukey HSD. Hasil analisis disajikan dalam bentuk tabel 5.7.

Tabel 5.7 Perbandingan ekspresi IL-10 pada hewan coba model SCI ringan

Simpang Simpang
Kelompok Rerata Baku Kelompok Rerata Baku
Kontrol 5,57 1,573  NaCl 0,9% 3 jam 6,86 1,848 0,734

NaCl 0,9% 6 jam 4,71 1,741 0,922
ACTH4-103 jam 14,64 2,893 <0,001"
ACTH4-106 jam 11,46 1,350 <0,001"
NaCl 0,9% 3 jam 6,86 1,848 NaCl 0,9% 6 jam 4,71 1,741 0,268
ACTH4-103 jam 14,64 2,893 <0,001"
ACTH4-106 jam 11,46 1,350 <0,001"
NaCl 0,9% 6 jam 4,71 1,741 ACTH4-103jam 14,64 2,893 <0,001"
ACTH4-106 jam 11,46 1,350 <0,001"
ACTH4-103 jam 14,64 2,893 ACTH4-106jam 11,46 1,350 0,036

“nilai p. < 0,05

Tabel 5.7 menunjukkan hasil perbandingan ekpresi IL-10 pada ASCI ringan
pada masing-masing kelompok. Berdasarkan nilai p dari tabel tersebut dapat
dilihat bahwa nilai p signifikan (p<0.05) pada perbandingan ekspresi IL-10 pada
kekompok kontrol terhadap kelompok ACTH4-10 yang dikorbankan 3 jam dan 6
jam, dan kelompok NaCl 0,9% yang dikorbankan 3 jam dan 6 jam terhadap
kelompok ACTH4-10 yang dikorbankan 3 jam dan 6 jam, dan kelompok ACTH4-
10 yang dikorbankan 3 jam terhadap kelompok ACTH4-10 yang dikorbankan 6

jam.

TESIS Pengaruh Pemberian ACTH4-10Pro8-Gly9-Pro10 Asadullah

Terhadap Ekspresi Sitokin Anti Inflamasi (IL-4, IL-10, IL-13)
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5.5.2 Hasil ekspresi IL-10 pada kelompok SCI berat
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Gambar 5.11 Hasil penilaian ekspresi IL-10 pada SCI berat

Pada kelompok ASCI berat yang diteteskan NaCl 0,9% dan dikorbankan
setelah 3 jam dan 6 jam didapatkan hasil ekspresi IL-10 sebesar 7,07 + 2,34 dan
5,71 + 1,62. Sedangkan untuk kelompok ASCI berat yang diberikan ACTH4-10
dan dikorbankan setelah 3 jam dan 6 jam, didapatkan hasil ekspresi IL-10 sebesar

13,25 £ 3,08 dan 9,54 + 2,13.

Tabel 5.8 Hasil uji komparasi ANOVA ekspresi IL-10 pada hewan coba model

SCI berat
Ekspresi IL-10
Kelompok Rerata Simpang P
baku
Kontrol 5,36 1,587
ASCI berat NaCl 0,9% 3 jam 7,07 2,344
ASCI berat NaCl 0,9% 6 jam 5,71 1,629 <0,001
ASCI berat ACTH4-10 3 jam 13,25 3,086
ASCI berat ACTH4-10 6 jam 9,54 2,138
“nilai p. < 0,05
TESIS Pengaruh Pemberian ACTH4-10Pro8-Gly9-Pro10 Asadullah

Terhadap Ekspresi Sitokin Anti Inflamasi (IL-4, IL-10, IL-13)
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Tabel 5.8 menunjukkan hasil penilaian ekspresi IL-10 masing-masing
kelompok. Berdasarkan hasil ekspresi IL-10 pada masing-masing kelompok dapat
dilihat bahwa kelompok dengan pemberian ACTH4-10 yang dikorbankan 3 dan 6
jam mempunyai nilai rerata yang lebih tinggi dari tanpa pemberian ACTH4-
10Pro®-Gly®-Pro'. Didapatkan juga rerata ekspresi 1L-10 pada ASCI berat yang
diberikan ACTH4-10 pada jam ke 3 lebih tinggi dibandingkan jam ke 6. Analisis
statistik dilanjutkan dengan uji beda Post Hoc dengan metode Tukey HSD. Hasil

analisis disajikan dalam bentuk tabel 5.9.

Tabel 5.9 Perbandingan ekspresi IL-10 pada hewan coba model SCI berat

Simpang Simpang
Kelompok Rerata Baku Kelompok Rerata Baku
Kontrol 5,36 1,587  NaCl 0,9% 3 jam 7,07 2,344 0,607

NaCl 0,9% 6 jam 571 1,629 0,998
ACTH4-103 jam 13,25 3,086  <0,001"

ACTH4-10 6 jam 9,54 2,138 0,012
NaCl 0,9% 3 jam 7,07 2,344 NaCl 0,9% 6 jam 571 1,629 0,784

ACTH4-10 3 jam 13,25 3,086 <0,001"

ACTH4-10 6 jam 9,54 2,138 0,258
NaCl 0,9% 6 jam 571 1,629  ACTH4-10 3 jam 13,25 3,086 <0,001"

ACTH4-10 6 jam 9,54 2,138 0,024"
ACTH4-10 3jam 13,25 3,086 ACTHA4-10 6 jam 9,54 2,138 0,030"

“nilai p. < 0,05

Tabel 5.9 menunjukkan hasil perbandingan ekpresi I1L-10 pada ASCI berat
pada masing-masing kelompok. Berdasarkan nilai p dari tabel tersebut dapat
dilihat bahwa nilai p signifikan (p<0.05) pada perbandingan ekspresi IL-10 pada
kekompok kontrol terhadap kelompok ACTH4-10 yang dikorbankan 3 jam,
kelompok NaCl 0,9% yang dikorbankan 3 jam terhadap kelompok ACTH4-10
yang dikorbankan 3 jam, kelompok NaCl 0,9% yang dikorbankan 6 jam terhadap
kelompok ACTH4-10 yang dikorbankan 3 jam dan 6 jam , kelompok ACTH4-10

yang dikorbankan 3 jam terhadap kelompok ACTH4-10 yang dikorbankan 6 jam.

TESIS Asadullah

Pengaruh Pemberian ACTH4-10Pro8-Gly9-Pro10
Terhadap Ekspresi Sitokin Anti Inflamasi (IL-4, IL-10, IL-13)
Pada Cedera Kompresi Korda Spinalis Akut



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRALANGGA
60

5.5.3 Hasil perbandingan ekspresi IL-10 pada kelompok SCI ringan dan

berat
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Gambar 5.12 Grafik perbandingan ekspresi IL-10 pada tiap kelompok
Gambar 5.12 menujukkan pada ASCI ringan, ekspresi IL-10 tertinggi terdapat
pada kelompok ASCI 3 jam + ACTH4-10 dan ekspresi IL-10 terendah terdapat
pada ASCIl 6 jam. Pada ASCI berat, ekspresi IL-10 tertinggi terdapat pada
kelompok ASCI 3 jam + ACTH4-10 dan ekspresi IL-10 terendah terdapat pada

kelompok kontrol.

TESIS Pengaruh Pemberian ACTH4-10Pro8-Gly9-Pro10 Asadullah

Terhadap Ekspresi Sitokin Anti Inflamasi (IL-4, IL-10, IL-13)
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5.6 Ekspresi IL-13 pada Pewarnaan IHC Blok Parafin Hewan Model Cedera

Kompresi Akut Medula Spinalis

Sebanyak tiga sampel dari masing-masing kelompok kontrol dan
perlakuan (aquades 3 dan 6 jam; ACTH4-10Pro®-Gly*-Pro!® 3 dan 6 jam)
kompresi ringan dan berat diamati untuk ekspresi imunoreaktif terhadap
pewarnaan sitokin IL-13 untuk menilai reaksi anti-inflamasi ACTH4-10 pada

model cedera medula spinalis (spinal cord injury / SCI).

Pewarnaan jaringan medula spinalis hewan coba model cedera medula
spinalis paska penjepitan klip aneurisma dilakukan menggunakan anti I1L-13.
Pengamatan pada mikroskop cahaya menghasilkan gambaran sel immunoreaktif
yang mengekspresikan IL-13 paska pemberian antibodi. Hasil pewarnaan medula
spinalis tikus dengan perlakuan SCI ringan disajikan dalam Gambar 5.12 dan
pewarnaan medula spinalis tikus dengan perlakuan SCI berat disajikan dalam

Gambar 5.13.

TESIS Asadullah

Pengaruh Pemberian ACTH4-10Pro8-Gly9-Pro10
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Gambar 5.13 Hasil pengecatan IHC IL-13 penampang melintang medula spinalis
tikus dengan perlakuan SCI ringan. Panah hitam menunjukkan neuron yang
positif mengekspresi IL-13. A) Kelompok kontrol. B) Kelompok yang diberikan
NaCl 0,9% dan dikorbankan setelah 3 jam. C) Kelompok yang diberikan NaCl
0,9% dan dikorbankan setelah 6 jam. D) Kelompok yang diberikan ACTH(4-10)
dan dikorbankan setelah 3 jam. E) Kelompok yang diberikan ACTH(4-10) dan
dikorbankan setelah 6 jam.

TESIS Pengaruh Pemberian ACTH4-10Pro8-Gly9-Pro10 Asadullah

Terhadap Ekspresi Sitokin Anti Inflamasi (IL-4, IL-10, IL-13)
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Gambar 5.14 Hasil pengecatan IHC IL-13 penampang melintang medula spinalis
tikus dengan perlakuan SCI berat. Panah hitam menunjukkan neuron yang positif
mengekspresi IL-13. A) Kelompok kontrol. B) Kelompok yang diberikan NaCl
0,9% dan dikorbankan setelah 3 jam. C) Kelompok yang diberikan NaCl 0,9%
dan dikorbankan setelah 6 jam. D) Kelompok yang diberikan ACTH(4-10) dan
dikorbankan setelah 3 jam. E) Kelompok yang diberikan ACTH(4-10) dan
dikorbankan setelah 6 jam.

5.7 Hasil Uji Statistik Ekspresi 1L-13

Analisis data tahap pertama dilakukan untuk menguji normalitas distribusi
data, menggunakan uji Shapiro-Wilk. Hasil uji tiap kelompok pewarnaan IHC
untuk ekspresi IL-13 menunjukan nilai p > 0,05 yang menandakan data memiliki
distribusi yang normal. Analisis statistik dilakukan dengan metode ANOVA dan

dilanjutkan oleh uji beda Post Hoc dengan metode Tukey.

TESIS Pengaruh Pemberian ACTH4-10Pro8-Gly9-Pro10 Asadullah

Terhadap Ekspresi Sitokin Anti Inflamasi (IL-4, IL-10, IL-13)
Pada Cedera Kompresi Korda Spinalis Akut
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Gambar 5.15 Hasil penilaian ekspresi IL-13 pada SCI ringan

Pada kelompok SCI ringan yang diteteskan NaCl 0,9% dan dikorbankan

setelah 3 jam dan 6 jam didapatkan hasil ekspresi IL-13 sebesar 7,86 * 2,44 dan

6,25 £ 2,04. Sedangkan untuk kelompok ASCI ringan yang diberikan ACTH4-10

dan dikorbankan setelah 3 jam dan 6 jam, didapatkan hasil ekspresi IL-13 sebesar

13,36 £ 1,67 dan 11,57 + 3,31.

Tabel 5.10 Hasil uji komparasi ANOVA ekspresi IL-13 pada hewan coba model

SCI ringan
Ekspresi IL-13
Kelompok Rerata Simpang P

baku
Kontrol 3,86 1,682
ASCI ringan NaCl 0,9% 3 jam 7,86 2,445
ASCI ringan NaCl 0,9% 6 jam 6,25 2,046 <0,001
ASCI ringan ACTH4-10 3 jam 13,36 1,676
ASCI ringan ACTH4-10 6 jam 11,57 3,313

TESIS Asadullah

Pengaruh Pemberian ACTH4-10Pro8-Gly9-Pro10
Terhadap Ekspresi Sitokin Anti Inflamasi (IL-4, IL-10, IL-13)
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Tabel 5.10 menunjukkan hasil penilaian ekspresi 1L-13 masing-masing
kelompok hewan coba model SCI ringan. Berdasarkan hasil ekspresi IL-13 pada
masing-masing kelompok dapat dilihat bahwa kelompok dengan pemberian
ACTH4-10 yang dikorbankan 3 dan 6 jam mempunyai nilai rerata yang lebih
tinggi dari tanpa pemberian ACTH4-10Pro®-Gly®-Pro'. Didapatkan juga rerata
ekspresi IL-13 pada ASCI ringan yang diberikan ACTH4-10 pada jam ke 3 lebih
tinggi dibandingkan jam ke 6. Analisis statistik dilanjutkan dengan uji beda Post

Hoc dengan metode Tukey HSD. Hasil analisis disajikan dalam bentuk tabel 5.11.

Tabel 5.11 Perbandingan ekspresi I1L-13 pada hewan coba model SCI ringan

Simpang Simpang
Kelompok Rerata Baku Kelompok Rerata Baku
Kontrol 3,86 1,682  NaCl 0,9% 3 jam 7,86 2,445 0,023

NaCl 0,9% 6 jam 6,25 2,046 0,322

ACTH4-10 3 jam 13,36 1,676 <0,001"

ACTH4-10 6 jam 11,57 3,313 <0,001"
NaCl 0,9% 3 jam 7,86 2,445 NaCl 0,9% 6 jam 6,25 2,046 0,694

ACTH4-10 3 jam 13,36 1,676 0,001"

ACTH4-10 6 jam 11,57 3,313 0,040"
NaCl 0,9% 6 jam 6,25 2,046 ACTHA4-10 3 jam 13,36 1,676 <0,001"

ACTH4-10 6 jam 11,57 3,313 0,001"
ACTH4-103jam 13,36 1,676  ACTH4-10 6 jam 11,57 3,313 0,605

“nilai p. < 0,05

Tabel 5.11 menunjukkan hasil perbandingan ekpresi IL-13 pada hewan
coba model SCI ringan masing-masing kelompok. Berdasarkan nilai p dari tabel
tersebut dapat dilihat bahwa nilai p signifikan (p<0.05) pada perbandingan
ekspresi IL-13 pada kekompok kontrol terhadap kelompok ACTH4-10 yang
dikorbankan 3 jam dan 6 jam, kelompok NaCl 0,9% yang dikorbankan 3 jam dan
6 jam terhadap kelompok ACTH4-10 yang dikorbankan 3 jam dan 6 jam, namun
tidak terdadpat perbedaan yang signifikan padad kelompok ACTH4-10 yang

dikorbankan 3 jam terhadap kelompok ACTH4-10 yang dikorbankan 6 jam.

TESIS Asadullah

Pengaruh Pemberian ACTH4-10Pro8-Gly9-Pro10
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5.7.2 Hasil ekspresi IL-13 pada kelompok SCI berat
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Gambar 5.16 Hasil penilaian ekspresi IL-13 pada SCI berat
Pada kelompok SCI berat yang diteteskan NaCl 0,9% dan dikorbankan
setelah 3 jam dan 6 jam didapatkan hasil ekspresi IL-13 sebesar 5,79 = 1,41 dan
5,68 + 1,71. Sedangkan untuk kelompok ASCI berat yang diberikan ACTH4-10
dan dikorbankan setelah 3 jam dan 6 jam, didapatkan hasil ekspresi IL-13 sebesar

10,18 £ 3,57 dan 9,00 + 1,89.

Tabel 5.12 Hasil uji komparasi ANOVA ekspresi IL-13 pada hewan coba model

SCI berat
Ekspresi IL-13
Kelompok Rerata Simpang P

baku
Kontrol 4,50 1,893
ASCI berat NaCl 0,9% 3 jam 5,79 1,410
ASCI berat NaCl 0,9% 6 jam 5,68 1,718 <0,001
ASCI berat ACTH4-10 3 jam 10,18 3,570
ASCI berat ACTH4-10 6 jam 9,00 1,893
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Tabel 5.10 menunjukkan hasil penilaian ekspresi 1L-13 masing-masing
kelompok hewan coba model SCI berat. Berdasarkan hasil ekspresi IL-13 pada
masing-masing kelompok dapat dilihat bahwa kelompok dengan pemberian
ACTH4-10 yang dikorbankan 3 dan 6 jam mempunyai nilai rerata yang lebih
tinggi dari tanpa pemberian ACTH4-10Pro®-Gly®-Pro'. Didapatkan juga rerata
ekspresi IL-13 pada ASCI berat yang diberikan ACTH4-10 pada jam ke 3 lebih
tinggi dibandingkan jam ke 6. Analisis statistik dilanjutkan dengan uji beda Post

Hoc dengan metode Tukey HSD. Hasil analisis disajikan dalam bentuk tabel 5.13.

Tabel 5.13 Perbandingan ekspresi IL-13 pada hewan coba model SCI berat

Simpang Simpang
Kelompok Rerata Baku Kelompok Rerata Baku
Kontrol 4,50 1,893  NaCl 0,9% 3 jam 5,79 1,410 0,816

NaCl 0,9% 6 jam 5,68 1,718 0,858
ACTH4-10 3 jam 10,18 3,570 <0,001
ACTH4-10 6 jam 9,00 1,893 0,006"
NaCl 0,9% 3 jam 5,79 1,410  NaCl 0,9% 6 jam 5,68 1,718 1.000
ACTH4-10 3 jam 10,18 3,570 0,007"
ACTH4-10 6 jam 9,00 1,893 0,078
NaCl 0,9% 6 jam 5,68 1,718 ACTH4-10 3 jam 10,18 3,570 0,006"
ACTH4-10 6 jam 9,00 1,893 0,064
ACTH4-103jam 10,18 3,570  ACTHA4-10 6 jam 9,00 1,893 0,858
“nilai p. < 0,05

Tabel 5.13 menunjukkan hasil perbandingan ekpresi IL-13 pada hewan coba
model SCI berat masing-masing kelompok. Berdasarkan nilai p dari tabel
tersebut dapat dilihat bahwa nilai p signifikan (p<0.05) pada perbandingan
ekspresi IL-13 pada kekompok kontrol terhadap kelompok ACTH4-10 yang
dikorbankan 6 jam, kelompok NaCl 0,9% yang dikorbankan 3 jam terhadap
kelompok ACTH4-10 yang dikorbankan 3 jam, kelompok NaCl 0,9% yang
dikorbankan 6 jam terhadap kelompok ACTHA4-10 yang dikorbankan 3 jam,
namun tidak terdapat perbedaaan yang signifikan pada kelompok ACTHA4-10

yang dikorbankan 3 jam terhadap kelompok ACTH4-10 yang dikorbankan 6 jam.
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5.7.3 Hasil perbandingan ekspresi IL-13 pada kelompok SCI ringan dan

berat

i M IL13A5CK
15 I IL1345CH

Mean

KONTROL ASCI3 JAM  ASCIG JAM  ASCI3 JAM +  ASCIE JAM +
SEMAL SEMAX

KELOMPOK

Error Bars: +- 1 SE

Gambar 5.17 Grafik perbandingan ekspresi IL-13 pada tiap kelompok

Gambar 5.17 menujukkan pada ASCI ringan, ekspresi IL-13 tertinggi
terdapat pada kelompok ASCI 3 jam + ACTH4-10 dan ekspresi 1L-13 terendah
terdapat pada kelompok kontrol. Pada ASCI berat, ekspresi IL-13 tertinggi
terdapat pada kelompok ASCI 3 jam + ACTH4-10 dan ekspresi 1L-13 terendah

terdapat pada kelompok kontrol.
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BAB 6

PEMBAHASAN

Spinal cord injury (SCI) atau cedera korda spinalis adalah cedera yang
menyebabkan perubahan, baik bersifat sementara atau permanen, pada fungsi
motorik, sensori, atau autonom normal dari korda spinalis (Fehling et al., 2012).
Terdapat empat mekanisme cedera primer pada medula spinalis, pertama adalah
dampak cedera disertai kompresi persisten, kedua dampak cedera disertai
kompresi sementara, ketiga distraksi, dan keempat yaitu laserasi atau transeksi

(Subagio, 2011).

Mengikuti cedera primer yang terjadi, cedera korda spinaslis selanjutnya
memicu terjadinya inflamasi melalui aktivasi respon immune innate yang
berkontribusi pada terjadinya cedera sekunder seperti apoptosis pada
oligodendrosit, demielinisasi, degenerasi akson, dan kematian neuron (Fleming et
al., 2006). Proses terjadinya cedera sekunder ini lah yang kemudian mendasari
gagasan bahwa penekanan proses inflamasi pada cedera korda spinalis berpeluang
untuk mengurangi kerusakan sel sekunder serta mendukung regenerasi neuron

(Sica and Mantovani, 2012).

Respon inflamasi yang terjadi pada cedera korda spinalis diatur oleh
makrofag yang terakumulasi di pusat cedera (Murray and Wynn, 2011). Penelitian
baru-baru ini menemukan bahwa makrofag memiliki plastisitas yang tinggi dan
dapat merubah sifat fenotip dan fungsinya sesuai dengan perubahan

mikroenviroment. Beberapa jenis makrofag yang telah diketahui memiliki fungsi
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yang berbeda adalah M1 (aktivasi klasik), M2 (aktivasi alternatif), makrofag

regulator dan tumor associated makrofag (TAM) (Fleming et al., 2006).

Makrofag M1 yang di induksi oleh Th1l memproduksi sitokin-sitokin pro-
inflamasi (TNF-¢, IL-1), reactive oxygen species (ROS), dan nitrite oxide (NO)
yang berkontribusi dalam inflamasi dan kerusakan jaringan. Berbeda dengan
makrofag M1, tipe M2 yang di induksi oleh Th2 memiliki peranan dalam produksi
faktor-faktor anti inflamasi. Makrofag M2 dapat dibagi menjadi tiga sub grup
berdasarkan tipe stimulasi dan ekspresi molekul dan sitokin nya, makrofag M2a di
induksi oleh IL-4 dan IL-13, M2b di induksi oleh agonis toll-like receptor (TLRS),
dan M2c di induksi oleh IL-10, TGF-g, dan glucocorticoid (Mantovani et al.,
2004). Oleh karenanya upaya terapi pada cedera korda spinalis dapat dilakukan
dengan jalan menghambat aktivasi M1 dan/atau menginduksi M2 (Orr and

Gensel, 2018).

ACTHa-10Pro8-Gly®-Pro'® adalah hepapeptide dan analog sintetik dari
fragmen hormone adrenokortikotropik (ACTH) dengan penggantian tiga asam
amino C terminal dengan urutan pro-gly-pro (Medvedeva et al., 2014). ACTHa.
10Pro8-Gly®-Pro®® dikatakan dapat berikatan dengan reseptor melanocortin
sehingga dapat memberikan efek anti inflamasi dan neuroprotektif (Bertolini,
2012). Efek anti inflamasi akibat aktifnya reseptor melanocortin dihasilkan
melalui beberapa jalur yaitu, supresi sitokin pro inflamasi (TNF-¢, IL-1, IL-6 dan
IL-8), induksi sitokin anti inflamasi (IL-4, IL-10, IL-13), supresi mediator pro
inflamasi non sitokin (NO, PGE;, ROS, ICAM-1) dan inhibisi faktor transkripsi

(NF-xB)(Wang et al., 2019).
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Pemberian ACTH 4-10 mampu mencapai lokasi cedera pada medula
spinalis pada pemberian intranasal. Pemberian ACTH 4-10 intranasal akan
mengalami penyerapan melalui mukosa yang bersifat hidrofilik. Penyerapan
berlanjut dengan melalui jalur para-seluler menembus lamina propria menuju
nervus olfaktorius. ACTH 4-10 melewati nervus olfaktorius menuju lemak
perineural yang kemudian sampai di rongga perineural dan menyebar melalui
LCS menuju lokasi cedera medula spinalis pada hewan coba tikus model cedera
medula spinalis. Efek kerja antiinflamasi ACTH 4-10 ditandai dengan penurunan
ekspresi sitokin inflamasi dan jumlah neutrofil paska pewarnaan pada jaringan

medula spinalis (Faris et al., 2021).

Distribusi

melalui LCS
Mukosa (hidrofilik)
hidung
hidrofilik
Medula
Lamina |fNiNu-s Lemak Rongga Spinalis
Jalur intranasal > propria —p( ol Fonus perineural perineura lokasi
perifer cedera

| | | l

Jalur paraseluler Jalur Transseluler

(larut air / hidrofilik) (larut lemak / Lipofilik) Marker inflamasi :

Menurun bila
dibandingkan
dengan aquades

Gambar 6.1 Skema jalur perjalanan ACTH 4-10 melalui jalur intranasal menuju lokasi
cedera medula spinalis (Faris et al., 2021)

6.1 Ekspresi IL-4 pada Hewan Coba Tikus Sprague-Dawley dengan
Perlakuan SCI ringan dan berat, pada jam ke-3 dan ke-6

IL-4 merupakan citokine yang dihasilkan oleh Th2, sel mast, eusinofil dan
basophil. Setelah teraktivasi IL-4 dapat memerikan umpan positif untuk

merangsang pembentukan IL-4 yang lebih banyak. IL-4 merupakan sitokin yang
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memiliki efek anti-inflamasi, hal ini dikaitkan dengan kemampuannya dalam
menekan produksi TNF-« dan IL-1(Fenton et al., 1992). Selain menekan produksi
TNF-« dan IL-1, IL-4 juga berperan dalam mengkonversi M1 yang memproduksi
sitokin proinflamasi menjadi M2 yang selanjutnya akan menghasilkan sitokin
anti-inflamasi(Goerdt et al., 1999; Mantovani et al., 2007).

Pada penelitian ini didapatkan hasil yang bermakna terhadap peningkatan
ekspresi IL-4 pada kelompok yang diberikan ACTH4-10 setelah cedera kompresi
ringan pada jam ke 3 dibandingkan kelompok placebo namun tidak pada jam ke 6.
Pada kompresi berat peningkatan ekspresi I1L-4 pada kelompok yang diberikan
ACTH4-10 bermakna pada jam ke 6 namun tidak pada jam ke 3.

Hal ini kemungkinan dapat disebabkan oleh regulasi IL-4 yang dihasilkan
Th2 dapat ditekan oleh sitokin pro-inflamasi seperti NF-KB dan interferon
regulatory factor 1 (IRF1)(Li-Weber and Krammer, 2003). Pada trauma kompresi
ringan jam ke 3 respon inflamasi yang terjadi belum terlalu berat sehingga
efektivitas dari pemberian ACTH4-10 terhadap peningkatan ekspresi IL-4
dibandingkan dengan placebo dapat tampak secara bermakna. Namun seiring
terus berjalannya proses inflamasi pada jam ke 6 ekspresi IL-4 pada kelompok
dengan pemberian ACTH4-10 menjadi tidak bermakna dibandingkan kelompok
placebo akibat penekanan ekspresi IL-4 oleh meningkatnya sitokin pro inflamasi.

Sejalan dengan pembahasan sebelumnya, trauma kompresi berat sudah
menimbulkan respon inflamasi yang berat sejak jam ke 3, sehingga ekspresi IL-4
pada kelompok dengan pemberian ACTH4-10 dibandingkan placebo tidak tampak
secara bermakna. Berbeda dengan kelompok kompresi ringan ekspresi IL-4 pada

kompresi berat jam ke 6 dengan pemberian ACTH4-10 mengalami peningkatan
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yang bermakna dibandingkan placebo. Hal ini kemungkinan dapat disebabkan
oleh variasi ekspresi IL-4 pada tiap individu dapat berbeda dipengaruhi oleh
polimorfisme pada koding gen masing-masing. Respon inflamasi pada individu
dengan CTI/TTD halotype (HAP-1) mengekspresikan lebih banyak IL-4

dibandingkan TCI/CCI halotype (HAP-2).

6.2 Ekspresi IL-10 pada Hewan Coba Tikus Sprague-Dawley dengan
Perlakuan SCI ringan dan berat, pada jam ke-3 dan ke-6

IL-10 merupakan sitokin anti-inflamasi yang sangat poten dan berperan
penting dalam membatasi respon inflamasi dan mempertahankan homeostasis
pada jaringan. IL-10 disekresi terutama oleh makrofag dan sebagian kecil dari
limfosit, Th2 dan sel mast(lyer and Cheng, 2012). Aktivasi MC1 dan MC3 pada
makrofag oleh ACTH, aMSH, dan agonis melanokortin dapat menekan sitokin-
sitokin pro-inflamasi dan meningkatkan mediator anti-inflamasi seperti IL-10

(Patel et al., 2011).

Pada penelitian ini didapatkan hasil yang bermakna terhadap peningkatan
ekspresi IL-10 pada kelompok yang diberikan ACTH4-10 setelah cedera kompresi
ringan baik pada jam ke 3 dan ke 6 dibandingkan kelompok placebo. Pada
kompresi berat peningkatan ekspresi IL-10 juga didapatkan bermakna pada
kelompok yang diberikan ACTH4-10 baik pada jam ke 3 dan jam ke 6
dibandingkan kelompok placebo.

Hal ini sejalan dengan teori bahwa ikatan ACTH4-10 dengan reseptor
melanokortin dapat memicu produksi IL-10. Peningkatan kadar IL-10 pada

kelompok perlakuan menunjukkan bahwa pemberian ACTH4-10 dapat
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memberikan dampak anti-inflamasi pada cedera korda spinalis yang diharapkan

menekan cedera sekunder yang terjadi.

6.3 Ekspresi IL-13 pada Hewan Coba Tikus Sprague-Dawley dengan
Perlakuan SCI ringan dan berat, pada jam ke-3 dan ke-6

IL-13 merupakan sitokin anti-inflamasi yang disekresi oleh Th2, sel mast,
basophil, dan eusinofil. IL-13 berasal dari IL-23 yang menginduksi ThO menjadi
Th1l7 menghasilkan IL-17 dan merangsang Th2 mengahsilkan IL-13. IL-13
merupakan homolog dari IL-4 dan keduanya memiliki banyak aktifitas biologi
yang sama terhadap respon inflamasi. I1L-13 dapat memodulasi makrofag untuk
menjadi M2 yang berperan dalam menekan inflamasi (de Vries, 1998). Dari
beberapa penelitian eksperimental pada hewan coba diketahui bahwa IL-13 dapat
memberikan efek neuroprotektif pada kelainan degeneratif neuronal dengan
penekanan sekresi sitokin pro-inflamasi, menurunkan infiltrasi sel-sel inflamasi
dan menekan kerusakan akson (Ochoa-Repéraz et al., 2008; Offner et al., 2005).

Pada penelitian ini didapatkan hasil yang bermakna terhadap peningkatan
ekspresi IL-13 pada kelompok yang diberikan ACTH4-10 setelah cedera kompresi
ringan baik pada jam ke 3 dan ke 6 dibandingkan kelompok placebo. Pada
kompresi berat peningkatan ekspresi 1L-13 didapatkan bermakna pada kelompok
yang diberikan ACTH4-10 pada jam ke 3 namun tidak pada jam ke 6
dibandingkan placebo.

Serupa dengan IL-4 sekresi IL-13 oleh Th-2 juga dapat ditekan oleh sitokin
pro-inflamasi seperti IL-10 dan TGF-B. Hal ini lah yang kemungkinan dapat

menjelaskan temuan kami bahwa pada trauma kompresi berat jam ke 6 dimana
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proses inflamasi yang terjadi sangat berat pemberian ACTH4-10 tidak
menunjukkan peningkatan 1L-13 secara bermakna dibandingkan kelompok
placebo.

Penjelasan lain yang mungkin menjelaskan hasil temuan kami dimana
pada jam ke 6 baik pada trauma kompresi ringan maupun berat ekspresi sitokin
anti inflamasi (IL-4, IL-10, IL-13) cenderung lebih rendah dibandingkan pada jam
ke 3 adalah farmako kinetik dan dinamik dari ACTH4-10 yang time dependent,
spesifik dan reversible (Dolotov et al., 2004). ACTH4-10 mulai ditemukan di
CNS dalam beberapa menit setelah pemberian dan mencapai konsentrasi puncak
setelah 1 jam, untuk paruh waktu dapat bervariasi antara 2-10 jam (Gemma et al.,
2022). Hal ini dapat menyebabkan efek ACTH4-10 mulai menurun pada jam ke 6
paska kompresi ringan maupun berat. Selain itu respon inflamasi pada tikus
berbeda dengan manusia dimana pada manusia inflamasi mulai terjadi setelah 4-6
jam paska trauma dan mecapai puncak nya 24 jam paska trauma (Taoka et al.,
1997; Carlson et al., 1998), pada tikus diketahui bahwa respon inflamasi mulai
tampak setelah 1 jam paska trauma dan mancapai puncan nya pada jam ke 6 paska
trauma (Taoka et al., 1997).

Pada penelitian sebelumnya sudah dibuktikan bahwa pemberian ACTH4-
10 dapat menurunkan ekspresi IL-1, I1L-6, IL-8, TNF-« pada hewan coba tikus
Sprague-Dawley (Ardananurdin et al., 2020). Melalui hasil temuan kami pada
penelitian ini dimana pada kelompok tikus yang diberikan perlakuan terdapat
peningkatan ekspresi sitokin anti inflamasi IL-4, IL-6, IL-10 dapat membuktikan
bahwa sitokin anti inflamasi dan pro inflamasi berperan penting dalam regulasi

proses inflamasi pada cedera korda spinalis akut.
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Meningkatnya sitokin anti inflamasi disertai dengan menurunnya sitokin
pro inflamasi pada hewan model cedera korda spinalis tikus Sprague-Dawley
setelah pemberian ACTH4-10 dapat menambahkan penjelasan terhadap temuan
sebelumnya dimana pada kelompok tikus yang diberikan ACTH4-10 didapatkan
apoptosis sel yang lebih rendah dari kelompok plasebo (Subagio, 2018). Proses
apoptosis diketahui dapat disebabkan oleh mediator-mediator inflamasi dan
mejaga keseimbangan proses inflamasi dapat menjadi salah satu target terapi

untuk mencegah terjadinya apoptosis (Yang et al., 2015).

6.4 Keterbatasan Penelitian

Pada penelitian ini juga tidak dilakukan penilaian langsung terhadap
konsentrasi farmakokinetik dan dinamik ACTH4-10 di medulla spinalis sehingga
tidak dapat menerangkan dosis optimal yang diperlukan untuk mendapatkan efek

terapeutik secara in vitro pada trauma kompresi medulla spinalis.

6.5 Temuan Baru

Penelitian ini menghasilkan temuan baru yang belum ditemukan dalam
kepustakaan maupun penelitian yang diterbitkan. Hal tersebut meliputi:

1. Ekspresi IL-4, IL-10, IL-13 menunjukkan hasil yang lebih tinggi pada
pemberian ACTH4-10Pro®-Gly®-Pro'® pada hewan coba tikus model SCI
kompresi akut ringan dan berat dibanding kelompok kontrol dan plasebo.

2. Terdapat perbedaan ekspresi IL-4, IL-10, IL-13 antara pemberian ACTH4-
10Pro®-Gly®-Pro'® pada hewan coba tikus model cedera kompresi medula

spinalis berat dengan ringan.
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3. Terdapat perbedaan ekspresi IL-4, 1L-10, IL-13 antara pemberian ACTH4-
10Pro%-Gly®-Pro'® pada hewan coba tikus model cedera kompresi medula

spinalis pada jam ke 3 dan ke 6.
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BAB 7

PENUTUP

7.1 Kesimpulan

Pada penelitian ini didapatkan:

1. Pemberian ACTH(4-10) Pro8-Gly9-Prol0 pada hewan coba tikus Sprague
dawley dengan perlakuan cedera kompresi ringan mielum pada
pengamatan jam ke 3 didapatkan peningkatan ekspresi IL-4, IL-10 dan IL-
13. Pada pengamatan jam ke 6 didapatkan peningkatan ekspresi IL-10 dan
IL-13.

2. Pemberian ACTH(4-10) Pro8-Gly9-Pro10 pada hewan coba tikus Sprague
dawley dengan perlakuan cedera kompresi berat mielum pada pengamatan
jam ke 3 didapatkan peningkatan ekspresi IL-10 dan IL-13. Pada

pengamatan jam ke 6 didapatkan peningkatan ekspresi IL-4 dan IL-10.

Didapatkan peningkatan ekspresi sitokin anti-inflamasi dominan terjadi
pada jam ke 3 dibandingkan jam ke 6 pengamatan. Selain itu IL-10 merupakan
sitokin anti inflamasi yang paling signifikan dan konsisten meningkat
ekspresinya setelah pemberian ACTH(4-10) Pro8-Gly9-Prol0 pada hewan
coba tikus Sprague Dawley yang dilakukan kompresi ringan maupun berat dan

diamati pada jam ke 3 dan jam ke 6.
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7.2 Saran
1. Melakukan penelitian lebih lanjut dengan variasi dosis dan waktu
pemberian ACTH(4-10) Pro8-Gly9-Prol10 untuk mengetahui pengaruhnya
terhadap ekspresi sitokin anti-inflamasi pada cedera korda spinalis akut.
2. Melakukan penelitian terhadap ekspresi Malondialdehid dan F2-Isoprostan
15(S)-8-1SO-PGF2a untuk mengetahui apakah ada hubungan pemberian
ACTH(4-10) Pro8-Gly9-Prol0 dengan radikal bebas sebagai penyebab

lain dari cedera sekunder pada trauma korda spinalis akut.
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