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RINGKASAN

Pengaruh Tetes Mata Metabolit Sel Punca Mesenkimal Limbus Terhadap
Histopatologi Kornea dan Ekspresi Interleukin-1
Pascapaparan Natrium Hidroksida
(Penelitian Eksperimental Pada Kelinci Putih New Zealand)

Okiningtyas Kun Cahyandari, Evelyn Komaratih, Wimbo Sasono, Djoko Legowo,
Hari Basuki Notobroto, Farah Azizah, | Made Satya Widatama

Trauma kimia pada mata merupakan kegawatan yang memerlukan
tatalaksana segera dan intensif agar resiko komplikasi dapat berkurang. Proses
epitelisasi yang berjalan lambat, ulkus persisten, perforasi kornea, hingga
angiogenesis merupakan komplikasi tersering akibat proses inflamasi,
neovaskularisasi, serta konjungtivalisasi kornea pascatrauma kimia. Kornea
merupakan jaringan transparan dan avaskular, sehingga nutrisi dan oksigenasi
kornea diperoleh dari proses difusi melalui humor akuos, lapisan air mata, serta
pembuluh darah limbus. Keberhasilan proses penyembuhan terutama bergantung
dari proses migrasi sel dan proliferasi yang dikendalikan oleh pelepasan growth
factors di area luka.

Tujuan utama terapi trauma kimia okuli adalah mempercepat epitelisasi,
menurunkan inflamasi, mendukung reparasi dan mencegah komplikasi. Pada fase
akut trauma Kkimia, terapi anti-inflamasi, anti-angiogenik dan peningkatan
penyembuhan epitel kornea merupakan aspek penting dalam terapi dan prognosis
trauma kimia. Metabolit Sel Punca Mesenkimal (SPM) limbus telah diidentifikasi
sebagai sumber growth factors, mempunyai potensi signifikan untuk memperbaiki
dan meregenerasi kerusakan jaringan. Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis
pengaruh tetes mata metabolit SPM limbus terhadap histopatologi kornea dan
ekspresi Interleukin-1 (IL-1) pada kelinci coba 7 hari pascapaparan Natrium
Hidroksida (NaOH).

Penelitian dilakukan di laboratorium Pusat Penelitian dan Pengembangan
Sel Punca Universitas Airlangga Surabaya dan Pembacaan hasil Patologi Anatomi
dilakukan di Laboratorium Patologi Anatomi Fakultas Kedokteran Hewan
Universitas Airlangga Surabaya pada bulan Oktober 2021. Subjek penelitian
sebanyak 21 bola mata kelinci New Zealand yang memenuhi kriteria inklusi.

Sebanyak 21 kelinci putih New Zealand (Oryctolagus cuniculus) dibagi
secara random menjadi tiga kelompok. Grup N (kontrol normal) adalah kelompok
tanpa paparan NaOH dan terapi. Grup K (NaOH + Balanced Saline Solution/BSS)
adalah kelompok dengan paparan NaOH dan tetes mata BSS. Grup P (NaOH +
Metabolit SPM limbus) adalah kelompok dengan paparan NaOH dan tetes mata
metabolit SPM limbus. Tetes mata BSS dan metabolit SPM limbus diberikan setiap
8 jam selama 7 hari. Evaluasi hasil histopatologi kornea berupa jumlah lapisan sel
epitel dan ketebalan stroma serta ekspresi Interleukin-1 (IL-1) pada kornea diukur
7 hari setelah perlakuan.

Hasil penelitian dengan analisis statistik didapatkan perbedaan rerata
jumlah lapisan sel epitel kornea yang signifikan pada kelompok kontrol normal,
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kelompok BSS dan kelompok metabolit SPM limbus (p = 0,001, 0<0.05). Selain
itu, perbandingan antara 2 kelompok penelitian, terdapat perbedaan yang signifikan
antara kelompok normal dan kelompok BSS (p = 0,001) dan antara kelompok BSS
dan kelompok dengan metabolit SPM limbus (p = 0,025). Tidak ada perbedaan
yang signifikan antara kelompok normal dan kelompok metabolit SPM limbus (p =
0,337).

Pada evaluasi rerata ketebalan stroma kornea terdapat perbedaan yang
signifikan antara kelompok normal, BSS, dan metabolit SPM limbus (p = 0,001).
Perbandingan antara 2 kelompok terdapat perbedaan yang signifikan antara
kelompok normal dan kelompok BSS (p = 0,012), antara kelompok normal dan
kelompok metabolit SPM limbus (p = 0,009), dan antara kelompok BSS dengan
kelompok metabolit SPM limbus (p = 0,018).

Hasil evaluasi ekspresi IL-1 kornea terdapat perbedaan yang signifikan
antara kelompok normal, BSS, dan metabolit SPM limbus (p = 0,034). Pada
perbandingan antara 2 kelompok, terdapat perbedaan yang signifikan antara tingkat
ekspresi IL-1 antara kelompok normal dan kelompok BSS (p = 0,013) sedangkan
tidak didapatkan perbedaan yang signifikan antara kelompok normal dan kelompok
dengan metabolit SPM limbus (p = 0,055) dan antara kelompok BSS dan kelompok
metabolit SPM limbus (p = 0,848). Dari ketiga hasil parameter tersebut dapat
disimpulkan bahwa tetes mata metabolit SPM limbus dapat meningkatkan jumlah
lapisan sel epitel kornea dan menurunkan ketebalan stroma kornea secara
histopatologi pada hewan model trauma kimia basa hari ke-7, sedangkan tetes mata
metabolit SPM limbus tidak menurunkan ekspresi IL-1 kornea pada hari ke-7 model
trauma kimia basa.
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SUMMARY

Role of Limbal Mesenchymal Stem Cells Secretome (L-MSCS) on Corneal
Histopathology and Interleukin-1 Expression in Experimental Model of
Alkali Injury
(Study in New Zealand White Rabbit)

Okiningtyas Kun Cahyandari, Evelyn Komaratih, Wimbo Sasono, Djoko Legowo,
Hari Basuki Notobroto, Farah Azizah, | Made Satya Widatama

Chemical ocular injury is an ocular emergency that requires early immediate
and intensive treatment so that the risk of complications can be reduced. The slow
process of epithelialization, persistent ulcers, corneal perforation, and angiogenesis
are the most common complications due to inflammation, neovascularization, and
corneal conjunctivalization post traumatic of alkali injury. The cornea is a
transparent and avascular tissue, so that nutrients and oxygenation of the cornea are
obtained by diffusion through the aqueous humor, tear film, and limbal blood
vessels. The success of the healing process mainly depends on the process of cell
migration and proliferation which is controlled by the release of growth factors in
the wound area.

The main goals of chemical ocular injury therapy are to accelerate
epithelialization, reduce inflammation, promote repair and prevent complications.
In the acute phase of chemical injury, anti-inflammatory, anti-angiogenic therapy
and improvement of corneal epithelial healing are important aspects in the treatment
and prognosis of chemical trauma. Limbal Mesenchymal Stem Cells Secretome (L-
MSCS) have been identified as a source of growth factors, which have significant
potential to repair and regenerate damaged tissue. The aim of this study to analyze
role of L-MSCS on corneal histopathology and IL-1 expression in experimental
model of alkali injury which exposure by NaOH on day 7.

The research was conducted in the laboratory of the Center for Stem Cell
Research and Development, Universitas Airlangga Surabaya and the Laboratory of
Anatomical Pathology, Faculty of Veterinary Medicine, Universitas Airlangga
Surabaya in October 2021. The research subjects were 21 eyeballs of New Zealand
rabbits that met the inclusion criteria.

The results of the study using statistical analysis showed that there were
significant differences in the mean number of corneal epithelial cell layers in the
normal control group, the BSS group and L-MSCS group (p = 0.001, <0.05). In
addition, in comparison between the 2 study groups, there was a significant
difference between the normal group and the BSS group (p = 0.001) and between
the BSS group and L-MSCS group (p = 0.025). There was no significant difference
between the normal group and L-MSCS secretome group (p = 0.337).

In the evaluation of the mean corneal stromal thickness there was a
significant difference between the normal group, BSS, and L-MSCS group (p =
0.001). Comparison between the 2 groups there were significant differences
between the normal group and the BSS group (p = 0.012), between the normal group
and L-MSCS group (p = 0.009), and between the BSS group and L-MSCS group
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(p = 0.018).

The results of the evaluation of corneal I1L-1 expression showed a significant
difference between the normal group, BSS, and L-MSCS group (p = 0.034). In the
comparison between the 2 groups, there was a significant difference between the
level of IL-1 expression between the normal group and the BSS group (p = 0.013)
while there was no significant difference between the normal group and L-MSCS
group (p = 0.055) and between BSS group and L-MSCS group (p = 0.848). From
the results of these three parameters, it can be concluded that L-MSCS secretome
eye drops can increase the number of corneal epithelial cell layers and decrease
stromal thickness by histopathologically in the 7th day of chemical ocular injury
animal model, while did not decrease of IL-1 expression in the 7th day of chemical
ocular injury animal model.

Xiii
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ABSTRAK

Pengaruh Tetes Mata Metabolit Sel Punca Mesenkimal Limbus Terhadap
Histopatologi Kornea dan Ekspresi Interleukin-1
Pascapaparan Natrium Hidroksida
(Penelitian Eksperimental Pada Kelinci Putih New Zealand)

Okiningtyas Kun Cahyandari, Evelyn Komaratih, Wimbo Sasono, Djoko Legowo,
Hari Basuki Notobroto, Farah Azizah, | Made Satya Widatama

Latar Belakang: Untuk meneliti kemampuan metabolit Sel Punca Mesenkimal
Limbus (SPML) dalam pengaruhnya pada jumlah lapisan sel epitel dan ketebalan
stroma kornea secara histopatologi dan ekspresi Interleukin-1 (IL-1) pada hewan
model trauma kimia basa.

Metode: Metabolit dikumpulkan dari sel induk mesenkimal limbus jaringan
korneosklera kelinci jantan sehat. Hewan model diberikan paparan NaOH .Subjek
penelitian terdiri dari 3 grup yaitu kelompok kontrol normal, kelompok Balance
saline solution (BSS), dan kelompok metabolit SPM limbus. Parameter yang
dianalisis pada penelitian ini adalah jumlah lapisan sel epitel kornea, ketebalan
stroma kornea dengan pewarnaan pewarnaan hematoksilin eosin, dan tingkat
ekspresi IL-1 dengan pewarnaan imunohistokimia.

Hasil: Setelah 7 hari perlakuan didapatkan rerata jumlah lapisan sel epitel kornea
pada kelompok metabolit SPM limbus lebih tebal dari kelompok BSS dan berbeda
secara signifikan (p<0,05) serta perbedaan antara ketiga kelompok penelitian
didapatkan signifikan (p<0,05). Kelompok metabolit SPM limbus menurunkan
rerata ketebalan stroma dan berbeda secara signifikan jika dibandingkan dari
kelompok BSS (p<0,05) serta perbedaan antara ketiga kelompok didapatkan
signifikan (p<0,05). Tidak didapatkan perbedaan ekspresi IL-1 antara kelompok
metabolit SPM limbus dan kelompok BSS (p>0,05) tetapi didapatkan perbedaan
yang signifikan antara ketiga grup (p<0,05).

Kesimpulan: Metabolit SPM limbus dapat meningkatkan jumlah lapisan sel epitel
kornea dan menurunkan ketebalan stroma kornea secara histopatologi, tetapi tidak
menurunkan ekspresi IL-1 kornea pada hewan model trauma kimia basa hari ke-7.

Kata kunci: sel punca mesenkimal limbus, histopatologi kornea, IL-1, trauma
kimia mata
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ABSTRACT

Role of Limbal Mesenchymal Stem Cells Secretome (L-MSCS) on Corneal
Histopathology and Interleukin-1 Expression in Experimental Model of
Alkali Injury
(Study in New Zealand White Rabbit)

Okiningtyas Kun Cahyandari, Evelyn Komaratih, Wimbo Sasono, Djoko Legowo,
Hari Basuki Notobroto, Farah Azizah, | Made Satya Widatama

Background: To investigate the effect of limbal mesenchymal stem cells
secretome (L-MSCS) on the number of epithelial cell layers, corneal stromal
thickness, and the expression of Interleukin-1 (IL-1) in alkali ocular injury animal
model.

Methods: Secretome was collected from limbal mesenchymal stem cells of
corneoscleral tissue of healthy male rabbit. Rabbits were exposed to NaOH. The
research subjects consisted of 3 groups, normal control group, Balance saline
solution (BSS) group, and L-MSCS group. The number of corneal epithelial cell
layers, corneal stromal thickness with hematoxylin-eosin staining, and the level of
IL-1 expression by immunohistochemical staining were analyzed.

Results: After seven days administration of topical instillation of L-MSCS, the
mean number of corneal epithelial cell layers in L-MSCS group was thicker than
the BSS group and significantly different (p<0.05) and the difference between the
three study groups was significant (p<0.05). L-MSCS group decreased the mean
corneal stromal thickness and was significantly different when compared to the BSS
group (p<0.05) and the difference between the three groups was significant
(p<0.05). There was no difference in IL-1 expression between L-MSCS group and
the BSS group (p>0.05) but a significant difference was found between the three
groups (p<0.05).

Conclusions: L-MSCS can increase the number of corneal epithelial cell layers and
decrease corneal stromal thickness histopathologically, but did not decrease of IL-
1 expression in the 7th day of chemical ocular injury animal model.

Keywords: Limbal mesenchymal stem cell, secretome, Corneal Histopathology,
IL-1, alkali injury
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NGF : Nerve Growth Factor

NH3 : Amonia

OH : Hidroksil

PBS : Phosphate Buffered Saline
PDGF : Platelet Derived Growth Factor
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