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RINGKASAN

Pengaruh Pemberian Graft Platelet Rich Fibrin (PRF) terhadap Ekspresi
VEGF dan PEDF pada Keratitis Pseudomonas aeruginosa
(Penelitian Eksperimental pada Oryctolagus cuniculus)

Nandang Sudrajat, Ismi Zuhria, Rozalina Loebis, Djoko Legowo, Mahmudabh,
Bimanda Rizki Nurhidayat, Oggy Satriya

Keratitis infektif merupakan kasus darurat pada mata dan merupakan
salah satu penyebab kebutaan di dunia. Bakteri Pseudomonas aeruginosa
merupakan penyebab keratitis paling sering. Proses kerusakan kornea akan tetap
berjalan walaupun kuman penyebab telah tereradikasi. Hal ini diakibatkan
proses imunologi baik secara intriksik maupun ekstrinsik dari toxin kuman yang
masih ada pada permukaan bola mata. Apabila tidak ditatalaksana dengan terapi
yang cepat dan tepat keratitis dapat berkomplikasi antara lain menjadi
neovaskularisasi kornea. Pada laporan WHO 2019, setiap tahunnya terdapat 1,5-
2 juta kasus baru kebutaan akibat kekeruhan dan neovaskularisasi kornea yang
berhubungan dengan infeksi. Di Indonesia, melalui survey RAAB (Rapid
Assesment of Avoidable Blindness) tahun 2014-2016 didapatkan kekeruhan
kornea non-trakomatous sebanyak 4,3% dari total kasus kebutaan.

Tujuan tatalaksana keratitis adalah untuk mengaradikasi kuman infeksi,
memperbaiki integritas permukaan bola mata dan kejernihan kornea. Sayangnya
penanganan untuk regenerasi jaringan yang diakibatkan keratitis infektif masih
minimal. Pengobatan yang rutin dilakukan saat ini memiliki batasan klinis
tertentu. Platelet-rich fibrin (PRF) sebagai sumber growth factor yang telah
digunakan secara luas di berbagai bidang terapi sehingga berpotensi
mempercepat proses penyembuhan luka. Salah satu studi mengenai penggunaan
PRF pada kasus kekeruhan kornea akibat keratitis infektif menunjukkan bahwa
pengaplikasian PRF dapat mengurangi reaksi inflamasi dan pembentukan
neovaskularisasi, sehingga PRF diharapkan dapat digunakan untuk rekonstruksi
permukaan okuli.

Sebanyak 12 kelinci putih New Zealand (Oryctalogus cuniculus)
dilakukan induksi keratitis dengan inokulasi Pseudomonas aeruginosa. Dua hari
setelah dilakukan induksi keratitis, kelinci dibagi menjadi dua kelompok dengan
masing-masing kelompok sebanyak 6 kelinci. Kelompok pertama adalah kelinci
yang diberi terapi antibiotik saja, sedangkan kelompok kedua adalah kelinci
yang diberi terapi antibiotik dan graft Platelet Rich Fibrin (PRF). Luas
neovaskularisasi kornea secara klinis diukur sebelum dan sesudah perlakuan.
Ekspresi vascular endothelial growth factor (VEGF) dan ekspresi pigment
epithelial derived factor (PEDF) pada lapisan epitel, stroma dan endotel kornea
dievaluasi dengan pemeriksaan imunohistokimia pada hari ke-10 setelah induksi
keratitis.

Hasil evaluasi luas neovaskularisasi secara klinis tidak didapatkan
perbedaan yang signifikan antara sebelum dan sesudah perlakuan, baik pada
kelompok dengan antibiotik saja (p=0,980) maupun pada kelompok
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antibiotik+graft PRF (p=0,980). Pada hari ke-10 pasca induksi didapatkan rerata
luas neovaskularisasi pada kelompok antibiotik adalah 5,68+4,60 mm? dan pada
kelompok antibiotik+graft PRF adalah 3,88+4,06 mm?>. Evaluasi antar kedua
kelompok tersebut tidak didapatkan perbedaan yang signifikan (p=0,526).

Hasil evaluasi ekspresi VEGF pada kornea di hari ke-10 pasca induksi
keratitis didapatkan perbedaan yang signifikan antar kelompok pada lapisan
epitel, namun tidak didapatkan perbedaan yang signifikan pada lapisan stroma
dan endotel. Pada lapisan epitel kornea didapatkan mean 4,10+1,73 pada
kelompok dengan antibiotik saja dan 1,30+0,75 pada kelompok antibiotik+graft
PRF (p=0,008). Pada lapisan stroma didapatkan median 0,50 IQD 0,35 pada
kelompok dengan antibiotik saja dan median 0,60 IQD 0,70 pada kelompok
antibiotik+graft PRF (p=0,934). Pada lapisan endotel didapatkan mean
0,47+0,41 pada kelompok dengan antibiotik saja dan median 0,30 IQD 1,40 pada
kelompok antibiotik+graft PRF (p=0,935).

Hasil evaluasi ekspresi PEDF pada kornea di hari ke-10 pasca induksi
keratitis didapatkan perbedaan yang signifikan antar kelompok pada lapisan
epitel dan stroma namun tidak didapatkan perbedaan yang signifikan pada
lapisan endotel. Pada lapisan epitel kornea didapatkan mean 1,80+0,58 pada
kelompok dengan antibiotik saja dan mean 3,534+0,85 pada kelompok
antibiotik+graft PRF (p=0,004). Pada lapisan stroma didapatkan mean
1,33+1,09 pada kelompok dengan antibiotik saja dan 2,97+0,93 pada kelompok
antibiotik+graft PRF (p=0,029). Pada lapisan endotel didapatkan mean
0,60+0,52 pada kelompok dengan antibiotik saja dan 1,93+1,88 pada kelompok
antibiotik+graft PRF (p=0,157).

Kesimpulan dari hasil penelitian ini didapatkan bahwa PRF dapat
menghambat ekspresi VEGF dan menstimulasi ekspresi PEDF pada kornea
hewan model keratitis Pseudomonas aeruginosa di hari ke-10. Namun, tidak
didapatkan perbedaan neovaskularisasi secara klinis.
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SUMMARY

Role of Platelet Rich Fibrin (PRF) Graft on VEGF and PEDF Expression in
Pseudomonas aeruginosa Keratitis
(Experimental Study in Oryctolagus cuniculus)

Nandang Sudrajat, Ismi Zuhria, Rozalina Loebis, Djoko Legowo, Mahmudabh,
Bimanda Rizki Nurhidayat, Oggy Satriya

Infective keratitis is an ophthalmology emergency condition and one of
the leading causes of blindness in the world. Pseudomonas aeruginosa is the
most common cause of infective keratitis. The process of corneal damage will
continue even though the causative bacteria have been eradicated. This is due to
the immunological process either intrinsically or from germ toxins that are still
present on the ocular surface. Ifthe patient with keratitis does not receive prompt
and appropriate therapy, complications can occur, including corneal
neovascularization. In 2019 WHO report, there are 1.5-2 million new cases of
blindness annually due to corneal opacification and neovascularization
associated with infection. In Indonesia, through the 2014-2016 RAAB (Rapid
Assessment of Avoidable Blindness) survey, non-trachomatous corneal
opacities were found to be 4.3% of the total blindness cases.

The goals of treatment for keratitis are to eradicate infectious microbes,
improve the integrity of the ocular surface and the clarity of the cornea.
Unfortunately, treatment for tissue regeneration caused by infective keratitis was
still ineffective. Current routine treatment has certain clinical limitations.
Platelet-rich fibrin (PRF) as a source of growth factor has been widely used in
various therapeutic fields so that it can accelerate the wound healing process.
One of the studies on the use of PRF in cases of corneal opacification due to
infective keratitis showed that the application of PRF could reduce the
inflammatory reaction and neovascularization formation so PRF was expected
to be used for ocular surface reconstruction.

A total of 12 New Zealand white rabbits (Oryctalogus cuniculus) were
subjected to keratitis induction by inoculation of Pseudomonas aeruginosa. Two
days after the induction of keratitis, the rabbits were divided into two groups
with 6 rabbits in each group. The first group was rabbits treated with an only
antibiotic, while the second group was rabbits treated with antibiotic and Platelet
Rich Fibrin (PRF) grafts. The corneal neovascularization area was clinically
measured before and after treatment. The expression of vascular endothelial
growth factor (VEGF) and the expression of pigment epithelial-derived factor
(PEDF) in the corneal epithelium, stroma and endothelium were evaluated by
immunohistochemical examination on the 10th day after keratitis induction.

xii
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The results of the clinical evaluation of neovascularization showed no
significant difference between before and after treatment, neither in the
antibiotic-only group (p=0.980) nor the antibiotic+PRF graft group (p=0.980).
On the 10th post-induction day, the mean area of neovascularization in the
antibiotic group was 5.68+4.60 mm? and in the antibiotic+PRF graft group was
3.88+4.06 mm?. There was no significant difference between the two groups
(p=0.526).

The results of the evaluation of corneal VEGF expression on day 10 of
post-induced keratitis showed a significant difference between groups in the
epithelial layer, but no significant difference was found in the stromal and
endothelial layers. In the corneal epithelial layer, the mean was 4.10£1.73 in the
antibiotic-only group and 1.30+0.75 in the antibiotictPRF graft group
(p=0.008). In the stromal layer, a median of 0.50 IQD 0.35 in the antibiotic-only
group and a median of 0.60 IQD 0.70 in the antibiotictPRF graft group
(p=0.934). In the endothelial layer, the mean was 0.47+0.41 in the antibiotic-
only group and a median of 0.30 IQD 1.40 in the antibiotic+PRF graft group
(p=0.935).

The results of the evaluation of corneal PEDF expression on day 10 of
post-induced keratitis showed significant differences between groups in the
epithelial and stromal layers, but no significant differences were found in the
endothelial layer. In the corneal epithelial layer, the mean was 1.80+0.58 in the
antibiotic-only group and the mean was 3.53+0.85 in the antibiotic+PRF graft
PRF group (p=0.004). In the stromal layer, the mean was 1.33+1.09 in the
antibiotic-only group and 2.97+0.93 in the antibiotictPRF graft group
(p=0.029). In the endothelial layer, the mean was 0.60 £+ 0.52 in the antibiotic-
only group and 1.93+1.88 in the antibiotic+PRF graft group (p = 0.157).

The conclusion from the results of this study was that PRF could inhibit
VEGF expression and stimulate PEDF expression in the cornea of the
Pseudomonas aeruginosa Keratitis animal model on the 10" day. However, there
was no difference on clinical neovascularization.

xiii
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ABSTRAK

Pengaruh Pemberian Graft Platelet Rich Fibrin (PRF) terhadap Ekspresi
VEGF dan PEDF pada Keratitis Pseudomonas aeruginosa
(Penelitian Eksperimental pada Oryctolagus cuniculus)

Nandang Sudrajat, Ismi Zuhria, Rozalina Loebis, Djoko Legowo, Mahmudabh,
Bimanda Rizki Nurhidayat, Oggy Satriya

Latar Belakang: Untuk meneliti kemampuan platelet rich fibrin (PRF) dalam
menghambat neovaskularisasi, menghambat ekspresi VEGF dan menstimulasi
ekspresi PEDF pada hewan coba keratitis infektif.

Metode: Sebanyak 12 kelinci putih New Zealand (Oryctalogus cuniculus)
dilakukan induksi keratitis dengan inokulasi Pseudomonas aeruginosa. Kelinci
dibagi menjadi dua kelompok, pertama adalah kelinci yang diberi terapi
antibiotik saja, kedua adalah kelinci yang diberi terapi antibiotik dan graft PRF.
Luas neovaskularisasi kornea secara klinis diukur sebelum dan sesudah
perlakuan. Ekspresi vascular endothelial growth factor (VEGF) dan ekspresi
pigment epithelial derived factor (PEDF) pada lapisan epitel, stroma dan endotel
kornea dievaluasi dengan pemeriksaan imunohistokimia pada hari ke-10 setelah
induksi keratitis.

Hasil: Evaluasi dilakukan pada hari ke-10 pasca induksi Kkeratitis. Luas
neovaskularisasi secara klinis tidak didapatkan perbedaan yang signifikan antar
kedua kelompok (p=0,526). Ekspresi VEGF pada kornea didapatkan perbedaan
yang signifikan antar kelompok pada lapisan epitel (p=0,008), namun tidak
didapatkan perbedaan yang signifikan pada lapisan stroma (p=0,934) dan
endotel (p=0,935). Ekspresi PEDF pada kornea didapatkan perbedaan yang
signifikan antar kelompok pada lapisan epitel (p=0,004) dan stroma (p=0,029)
namun tidak didapatkan perbedaan yang signifikan pada lapisan endotel
(p=0,157).

Kesimpulan: PRF dapat menghambat ekspresi VEGF dan menstimulus ekspresi
PEDF pada kornea hewan model keratitis Pseudomonas aeruginosa di hari ke-
10. Namun, tidak didapatkan perbedaan neovaskularisasi secara klinis.

Kata kunci: platelet rich fibrin, neovaskularisasi kornea, VEGF, PEDF, keratitis
infektif
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ABSTRACT

Role of Platelet Rich Fibrin (PRF) Graft on VEGF and PEDF Expression in
Pseudomonas aeruginosa Keratitis
(Experimental Study in Oryctolagus cuniculus)

Nandang Sudrajat, Ismi Zuhria, Rozalina Loebis, Djoko Legowo, Mahmudabh,
Bimanda Rizki Nurhidayat, Oggy Satriya

Background: To investigate the effect of platelet-rich fibrin (PRF) in inhibiting
neovascularization, inhibiting VEGF expression and stimulating PEDF
expression in the infective keratitis animal model.

Methods: A total of 12 New Zealand white rabbits (Oryctalogus cuniculus) were
subjected to keratitis induction by inoculation of Pseudomonas aeruginosa. The
rabbits were divided into two groups, the first group was treated antibiotic-only,
and the second was treated with antibiotic and PRF graft. The corneal
neovascularization area was clinically measured before and after treatment.
Expression of vascular endothelial growth factor (VEGF) and expression of
pigment epithelial-derived factor (PEDF) in the corneal epithelium, stroma, and
endothelium were evaluated by immunohistochemical examination on day 10
after keratitis induction.

Results: Evaluation was carried out on the 10th day after keratitis induction.
There was no clinically significant difference in the area of neovascularization
between the two groups (p=0.526). There were significant differences in VEGF
expression in the cornea between groups in the epithelial layer (p=0.008), but
there was no significant difference between the stromal (p=0.934) and
endothelial (p=0.935) layers. PEDF expression on the cornea showed a
significant difference between groups in the epithelial (p = 0.004) and stroma
layers (p = 0.029) but there was no significant difference in the endothelial layer
(p=0.157).

Conclusions: PRF could inhibit VEGF expression and stimulate PEDF
expression in the cornea of Pseudomonas aeruginosa keratitis animal model on
the 10" day. However, there was no difference on neovascularization clinically.

Keywords: platelet-rich fibrin, corneal neovascularization, VEGF, PEDF,
infective keratitis
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