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RINGKASAN

Korelasi Defisiensi Asam Folat dengan Kadar Transforming Growth
Factor-£1 dan {nsulin-Like Growth Factor-f
dalam Serum Induk dan Tulang Kepala Janin

Penelitian Ekspenmental Laboratons dan Observasional Klinis wntuk
Menjelaskan Terbentuknya Defek Tulang Kepala pada Meningokel

Mochammad Istiadjid Eddy Santoso

Meningokel merupakan penyakit kongenital dari kelainan embriologis
yang disebut Newral tube defect (NTD) Meningokel disebabkan oleh banyak
faktor dan melibatkan banyak gen {multifaktoral dan poligenik). Banyak sekali
penelitian yang mengungkap bahwa sekitar tujuhpuluh persen kasus NTD dapat
dicegah dengan suplementasi asam folat. sehingga defisiensi asam folat
dianggap sebagai salah satu faktor penting dalam teratogenesis meningokel.
Basis molekul defisiensi asam folat adalah kurang adekuatnya enzim-enzim yang
mentransfer gugus karbon dalarn proses metilasi protein dalam sel, baik dalam
nukieus maupun mitokhondria. sehingga terjadi gangguan biosintesis DNA dan
RNA. serta kenaikan kadar homosisiein.

Defek tulang pada meningoke! secara embriologis terjadi akibat gangguan
proses neurulasi, yaitt tetap melekatnya ektodermn epidermis dengan ektoderm
neural sehingga migrasi sel-sel mesodenm pembentuk tulang ke tempat tersebut
terhambat dengan akibat di area itu tidak terbentuk tulang {teori NON-SEparasi
dari Stemberg). Dalam proses ini. faktor pertumbuhan yang berfungsi memacuy
sintesis matriks tulang mungkin juga berperan, Terdapat dua macam faktor
pertumbuhan dimaksud di atas yaitu TGF-4 (khususnya TGF-#1) dan IGF-{, yang
dalam banyak penslitian telah dibuktikan aksinya pada pembentukan tulang.

Penelitian ini dilaksanakan untuk mengungkap korelasi defisiensi asam

folat dengan kadar TGF-#1 dan /GF-f dalam serum maupun dalam tulang, serta
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telah banyak sekali membantu saya dalam hal pemeriksaan darah (Elisa) dan
jaringan tulang {imunohistokimia), muiai dan awal sampai selesai.

Secara khusus teriebih dahulu saya mengucapkan terimakasih yang
sebesar-besamya kepada pasien meningokel dan keluarganya atas kerelaan,
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spesimen tulang untuk pemeriksaan laboratorium, sehingga saya dapai menye-
lesaikan Program Doktor. Tanpa pengertian, kerelaan dan izin dan beliau-beliau,
peneliian untuk disertasi ini tidak mungkin terlaksana dengan baik. Semega
Allah SWT senantiasa melimpahkan rahmat dan hidayah-Nya kepada mereka.

Saya haturkan ungkapan terimakasih yang tak terhingga kepada semua
gquru saya mulai dar Sekplah Taman Kanak-kanak, Sekolah Rakyat Negeri-iv,
Sekolah Menengah Pertama MNegen-ll, Sekolabh Menengah Atas Negeri-|
{semuanya di kota Klaten, Jawa Tengah) para dosen saya di Fakultas Kedok-
teran Universitas Gadjah Mada, para pengajar saya di Laboratorium IImu Penya-
kit Saraf Universitas Gadjah Mada dan Laboratcricm Ilmu Penyakit Saraf Univer-
sitas Airtangga, sampai dengan dosen-dosen saya di Laboratonum fmu Bedan
Saraf Universitas Airlangga.

Kepada teman-teman sekelas pesera-didik Program Dokior Universitas
Aifangga yang berasal dan Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya (Kelom-
pok 15). yaitu . Nannerl Hutaryo Pakasi, dr., SpM.. Dr. H. Moh. Hidayat, dr., SpB,
SpOT, H.Abivoso, dr., SpP, Dr. HM. Scemarko, dr., SpB(K)D, Dr. H. Respat
Suryanto Dradjad, dr., SpOT, Dr. H.Saparto Santoso, dr., DTM&H, SpMK, HMS
Chandra Kusuma, dr., SpA(K), Dr. H. Djoni Djunaedi, dr., SpPD, DrH. Noor-
hamdani AS, dr., DMM, SpMK, H. Teguh Wahyu Sardjeno, dr., DTM&H, MSc.,
H.Achdiat Agoes, dr., SpS, H. Hari Bagianto, dr., SpAnKIC., Mardhani, dr.,
SpA{K) dan Bambang Pardjianto, dr. SpB, SpBP, saya sampaikan ucapan
tenmakasin yang tak terhingga atas segala kerjasama yang baik serta saling
mendukung dalam suka dan duka selama bersama-sama menjaiani pendidikan.

Ucapan terimakasih dan ungkapan penghargaan yang setingi-tingginya
saya haturkan kepada almarhum ayahanda saya R.S. Sastrosoebroto serta
kedua wunda saya almarhumah RA. Siti Lasiah dan almarnumah RA
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<orefasi kadar kedua faktor pertumbuhan  tersebut dalam tulang kepala pasign
memngokel dengan lebar defek. Bia kedua hal tadr telah terungkap, maka
proses  teratogenesis  meningoke:  menad  lebih  jelas.  Penelitan i
menggunakan dua macam cara, sesual dengan hipotesis yang hencak diy),
yaitu metode eks-penmeantal laboratans dengan hewan-coba tikus dan metode
observasional klinis pada pasien meningokel.

Derajat defisiensi asam folat dikelompokkan galam kategon berat dan
nngan  sesual dengan rangsum yang diberkan, yaitu rangsum sangat rendah
falat dan rangsum rendah folat. sedangkan untuk kontrol adalah rangsqm cukup
folal. Komposisi rangsum dibuat sesua dengan standar kandungan dan takaran
purtfied dret yang selama int telah digunakan, meliputi - glukosa, selulosa, casein
non-vitamin, sunflower o, choline-cl. mineral. vitamin tanpa folat dan trace
element Asam folal dengan tiga takaran yang berpeda untuk setiap «<2lompok
hewan-coba, diberikan lewat sonde oral. Enambelas minggu =etelah pemberian
diet. darah hewan-coba diambil untuk pemenksaar kadar asam folat, TGF-#1
dan fGF-/ Hewan-coba kemudian dikawinkan, setelah janin lahir diambil tulang
kepalanya wuntuk pemenksaan kadar TGF-fA1 dan IGF-i Pada pasien
meningokel, sewaktu operas eksisi gengan metode standar, jaringan tulang tepi
defek diambil sedikit untuk pemeriksaan TGF-#1 darn /GF-, dan lebar defek
divkur dengan antropometer Martin.

Hasif analisis data menunjukkan adanya korefasi yang cukup kuat kadar
asam folat dalam ertrosit dengan kadar TGF-#7 (p= 0.077. =0.348) dan {GF-]
(p= 0 020; = 0.475)1 dalam serum induk Korelasi kadar asam folat dalsm serum
dengan kadar TGF-11 serum (p= 0062 r= 0351) cukup kuat. sedangkan
korelasinya dengan kadar (GF-f serum rurang kuat (p= 0429 r= (0.155)
Terdapat korelasi yang kuat kadar TGF-/1 aan /GF- dalam serum induk dengan
kadar TGF-F7 (p= CCG17. r= 0.361) dan {GF-f (o= G 000, = 0.617 } dalam tulang
kepala janin. Juga terdapat korelasi-negatf vang kuat antara kadar TGF-31
wlang <epata janin dengan jumlan sel apcowsis (p= 0001 r= - 0547, sera

nadar GF-f dengan jumlah sel nekrosis ;p= 0004, r= - 0468 secangkan
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korelasi-negatif kadar TGF-F7 dengan jumlan sel nekrosis (p= 0 180, r= -0.219)

dan kadar IGF-f dengan jumlah sel apoptosis {p= 0.701, r= -0.064) sangat

lemah. Pada pasien meningokel. terdapat korelasi-negatif yang kuat antara

kadar TGF-81 dan IGF-f di tulang kepala tepi defek dengan lebar defek (TGF-#1
p=0.009, = -0.648; IGF-f: p=0.025 r= -0.426 ).

Dari hasil penelitian ini dapat disimpulkan bahwa secara keseluruhan
terdapat koreiasi kadar asam folat yang cukup kuat dengan kadar TGF-#7 dan
1GF-I. serta jumlah sel apoptasis dan nekrosis; demikian juga dengan proses
terbentuknya defek tutang pada pasien meningokel. Hasil penealitian ini dapat
memberikan  sumbangan bagt imu  pengetahuan tentang konsep baru
terbentuknya defek tulang kepala pada meningokel yang dikaitkan dengan
defisiensi asam folat. Penalitian i juga bermanfaat untuk memperluas aspek
pencegahan bagi kasus meningokel dan kelainan newral fube defect pada
umumnya, serta aspek pengobatan terhadap kasus defek {ulang kepala, bahkan

sejak pasien masih berada di daiam kandungarn.

Kata kunci : Defisiensi asam foiat. TGF-#1. IGF-{. Meningokei
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SUMMARY

Correlation between Folic Acid Deficiency and Transforming Growth
Factor-31 and Insulin-Like Growth Factor-l Concentrations

in Serum and Skul)

Experimental and Observasiona! Studies to Explain The Mechanism of Defect-
Forming at The Skuil of Meningocele Patients

Mochammad Istiadjid Eddy Santoso

Pathogenesis of neural tube defects (NTDs), especially meningocele is not
concludedly yet. The eticlogy of this congenital anomaly is multifactorial and
polygenic. About 70% of NTDs couid be prevented by supplementation of folic
acid during the periconceptional period. Despite the importance of this primary
heaith-care measure, the mechanism by which folic acid exerts its preventive
effect is not clearly known. It has been demonstrated 2 common 667C—T
mutatien in the 5. 10-methylentetrahydrofolate reductase (MTHFR), Cysthation-B
Synthetase {CBS). and methyientetrahydrofolate dehydrogenase (MTHFD)
genes and also increases the homocysteine level

Bone defect in meningocele. embryoogically is caused by abnormality of
neurulation process re. a sustained adhesion between neural ectoderm {brain}
and surface ectoderm {epidermis) in the midline, prevents mesodermal cells
migrating to this site of adhesior and delay the closure of rostral nNeuropore
(Sternberg’s non-separation theory). Thus. no bory stnucture can be found at this
area, There is a role of growth factors action i stimulation of bone matrix in this
process ie @ transforming growth factor-li1 (TGF-B1) and nsuin-like growth
factor-1 {IGF-1}.

LRS
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Thiz study has been done using thirty Dawley-Sprague rats, which were
assigned into three groups. First ten rats were fed with very low content folic acid
purified diet, a second group were fad with low content folic acid diet, and the
third group were fed with narmal folic acid cantent diet. After sixteen weeks the
bloed samples were taken ta examine folic acid (FIA method), TGF-R1 and IGF-I
(EL1SA method) concentrations. Folic acid levels in the RBC and serum were
measured then. Level of TGF-1 and IGF- in the serum of mother rats and in the
skull of the baby rats were measured too. A little piece of bone arcund the defect
of meningocele patients was taken dunng standard excision, and the diameter of
the defected bone was also measured From this sample of bone was examined
the level of TGE-f1 as well as IGF-| immunohistochemically,

Relative significant positive correlation was found between folic acid level in
the RBC. and serum TGF-31 level { r = 0.346; p= 0.077 j and IGF- levels (r =
0.475 p= 0.020 ). Positive corelation between folic acid serum level and TGF-
(1 serum level was also significant { r = 0.351, p = 0.062 ), while with {GF-|
serum level, was not significant { r = 0155 p = 0.428). Same findings also
proved that between the level of TGF-B1 and IGF-I in the serum of mother and
the levels of TGF-(1 and IGF-1 in the baby's skulf (TGF-$1. p= 0.017. = 0.361;
IGF-I: p = 0.000, r = 0 517). A negative correlation was found in meningocete
patients between bone TGF-31 and IGF-| concentrations and the diameter of the
defected bone ( TGF-(1: p=0.009, r= - 0 648; IGF-: p=0.025 r=- 0426).

This study indicates that folic acid deficiency will reduces the level of TGF-B1
and 1GF-1in the mother's serum and the baby's skuil, and then causes falure of
the closure process of the skull during embryonic development, with
consequency of bone defect. These findings also indicate that deficiency of Folic
acid - TGFB1 - IGF! complex have an impontant role in the teratogenesis of

NTDs. especially meningocele. as an environmental risk factor.

Keywords | Encephalocele, folic acid defiiciency. growth factors.
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Correlation between Folid Acid Deficiency and Transforming Growth

Factor-f1 and Insuline-like Growth Factor-l Concentrations
in Serum and Skull

Experimental and Observasional Studies to Explain The Mechanism of Defect-
Forming at The Skull of Meningocele Patients

Mochammad Istiadjid Eddy Santoso

ABSTRACT

Objective: To determine the correlation between folic acid defisiency and growth
factors TGF-f1 and IGF-I to explain the mechanism of skull defect in meningo-
cele patients.

Design: Thinty mature Sprague-Dawley rats were divided into three groups.
Purified diet with 10 ug of folic acid was given to ‘wst group, 30 ug {o the second
group. and 50 ug to the third group. After sixteen weeks the blood samples were
taken to examine folic acid (FIA method), TGF-[i1 and IGF-1 {(ELISA method)
concentrations. After pregnancy and delvery {through hysterctomy at 18™-18"
gestation's day), the skull bone samples of baby-rats were taken to examing the
TGF-I31 and IGF-1 corcentrations with immunohistochemistry method Tne bone
sample from the edge of the skull defect of meningocele patients were taken to
examine the concentrations of TGF-1 and IGF-l. also with immunohistoche-
rustry methoo.

Results There was positive correlation between folic acid serum concantration
and TGF-31 and IGF-I serum concentrations; and also folic acid and TGF-31 and
IGF-I skulf concentrations. Negative comelation was found between TGF-[i1 and
IGF-! concentrations 1in defect-bone of menngocele patients and the width of
skul: defects, were also foung.

Conclusion; Folic acid deficiency could cause defect-forming of the skuli by
lowerning TGF-(31 and IGF-1 concentrations in the serum and skull

Key words: Folic acid deficlency, Growth factors Encephalocele, Neural tube
defacts
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.t Latar balakang masalah

Meningokel adalah kelainan kongenital berupa penconjolan selaput otak
dan cairan otak lewat defek (lubang) pada tulang kepata. Bila sebagian jaringan
otak ikut mencnjo!, disebut meningeensefalokel atau ensefalokel {Charoonsmith
& Suwanwela, 1984, Davids ef a/, 1984 Hoving, 1933). Kelainan ini merupakan
bagian dari gangguan yang dinamakan defek tabung saraf (neural tube defects,
NTD's) {Acuna ef af . 2000; Boonvisut, 1997: Charoonsmith & Suwanwela, 1984,
Martinez-Lage, 1996}

Prevalensi tertinggi meningokel adalah di Asia Tenggara, khususnya di
kalangan ras Meiayu {Suwanwela 1983). Frekuensi pasien meningokel di
beberapa klinik bedan saraf di Jawa Timur { Surabaya dan Malang) lebih tinggi
dipanding di Jawa Tengah (Scle, Yogya dan Semarang) (Haryo & Istiadjid, 1989).
Penderita umumnya berasal dari keluarga tidak mampu dan berpendidikan
rendah. Cacat yang teradi berupa deformitas pada wajah yang berdampak
gangguan kosmetik, fungsional, mental dan sosial. Untuk mengobatinya harus
dilakukan pembedahan yang memerlukan biaya relatf sangat mahal, dengan
ristko yang cukup besar.

Defisiensi asam folat yang tenad dan saat konsepsi sampai usia
kehamilan akhir trimester pertama diyakini sebagai faktor yang paling berperan
dalam kejadian penyakit defek tabung saraf meskipun mekanismenya belum

diketahui {Agthong & Wiwanitkit, 2002 Brouwer. 1999: Howving, 1993). Pemberian

- FERPUSTALAAN
' WRIVERSITAS AIRLANGGA
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suplemen asam folat saat awal kehamilan {perikonsepsional) dapat mencegah
sekitar 70% kasus NTD (Daly ef af  1937: Eskes f af, 1998, Hall & Solehdin,
1998; Scoft, 1998, Wartington-Roberts, 1997). Sampai saat ini mekanisme
terjadinya defek tulang kepata pada meningokel yang berkaitan dengan defisiensi
asam folat, belum jeias diketahut.

Defisiensi asam folat dapat menyebabkan masatah patobiologis karena
gangguan daiam siklus metilasi enzimatik yang berakibat . hiperhomesistein-
emia, perubahan genetik dan atau gangguan sintesis protein (Brouwer ef
al,1898; Doncsepoetro, 1998; Vohra ef af. 2000). Asam folat dengan bentuk
aktfnya asam tetrahidrofolat memiliki tiga aksi metabolik, pertama dipertukan
untuk ko-enzim dalam konversi homasistein menjadi metionin, kedua sebagai ko-
fakior pada enzim yang mensintesis OMA dan RMA, dan ketiga untuk proses
metilasi dalam pembentukan protein {(Acuna ef &/, 2000; Brouwer 1999;
Doncsepostro, 1888).

Secara empirik telah dibuktikan bahwa defisiensi asam folat dengan
hiperhomeosisteinemia dapat mengganggu proses embriogenesis. bahkan meng-
akibatkan aboftus, Karena kegagalan migrasi dan implantasi embrio (Gardner et
al.. 1999; Margawati, 1899). Sewakiu awal pertumbuhan fetus, sintesis asam
nukleat dan protein berada dalam kondisi puncak, dan selama masa itu
kebutuhan folat matemal meningkat tajam. Bila folat tidlak mencukupi. sintesis
asam nukieat akan terhambat dan sal-sel tidak mampu memfasilitasi OANA untuk

repiikasi. Terhambatnya siklus metilasr mengakibatkan ketidak-rnampuan ONA
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untuk mensirtesis protein, pid dan mieiin {Fleming & Copp, 1988, Martinasevic
et at. 1999).

Untuk mencegah ANTD, para peneiiti {antara lain Copp, 1998, Gross ef. af,
2001: Mc Nulty ef af, 2000; Martinasevic ef 2/ 1989 dan Rosenquist ef af, 1996}
menyarankan fortifikasi atau penambahan asam folat ke dalam Bahan pangan
yang setiap hari dikonsumsi penduduk. misalnya pada tepung gandum. Tetapi
sejauh ini belum diperaleh penjelasan pengaruh fortifikasi folat tersebut terhadap
perbaikan status folat masyarakat dan efeknya dalam meningkatkan mutu gen
dan berbagal produknya, termasuk kadar growif factor, sebagai basis molekul
pencegahan ATD. Untuk meyakinkan para penentu kebijakan dalam bidang
kesehatan, mungkin diperiukan beberapa penelitian tentang pengaruh positif
asam folat sebagai bahan informas yang lebih mendasar dan lebih akurat agar
saran yang batk ttu dapat diterima. Parlu pula diyakinkan bahwa kecukupan asam
folat di dalam darah ibu pra-hamil atau hamil muda akan berpengaruh positif
terhadap kuaiitas kesehatan anak yang akan dilahirkan, sehingga tercegah dari
berbagai macam cacat kangenital.

Keadaan hiperhomosisteinemia mungkin juga menyebabkan gangguan dar]
homeostasis bagi aktivitas sel yang nommai. Kematian sel berupa apoptosis
adalah mekanisme yang bersifat fisiologis untuk mempertahankan homeostasis.
Apoptosis dipercepat dan diperbanyak oleh karema kerusakan gen (DA},
sedanghkan nekrosis disebabkan oleh hipoksia, hipotermia, cedera khemis dan
mekans (Abbas ef al. 1997, Gusev & Skvortsova, 2003; Simpson & Russell,

1998). Kematian sel dapat dipicu terad lebih awal aleh gangguan homeostasis,
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yang menimbulkan kondisi disebut accelerated program cell death. Disini terjadi
perubahan ekspresi gen beberapa sitoken (antara lain TGF-#dan TANF-a dengan
reseptor Fas) serta terbentuknya radikal bebas oksigen. Kedua hal tersebut
dapat menyebabkan peningkatan peroksidasi lipid dan kerusakan membran sel,
sehingga timbul pedangsungan kaskade apoptosis, yang kemudian melepaskan
hambatan CALD (Caspase Activated DMNA-ase) inhibitor, Selanjutnya CAD
merusak DNA  dan terjadilah apoptosis (Abbas et af, 1957, Sirica, 1996).
Nekrosis juga dapat disebabkan oleh stres oksidatif radikal bebas, disebut nekro-
5is sekunder (Abbas ef af., 1997; Stoian et af.. 19986).

Berbagai penelitian terdahulu banyak mengungkap masalah yang berkait-
an dengan aspek klinis, teknik pembedahan, histologis, epidemiclogis dan
embriclogis dan meningokel. Oi & Matsumoto {1990) menganalisis perbedaan
morfologis kasus anensefal dan rmeningoke!, membandingkan proses maturasi
neuronal untuk menyempumnakan klasifikasi standar yang telah ada. Hoving
{1993} meneliti berbagal aspek meningokel. yaitu : proses separasi ektogderm
neural dan ektcderm permukaan setelah penutupan neuropor rostral pada
embrio, gambaran kiinis, radiclogis dan neurcpatologis meningokel. Dalam
sepuluh tahun terakhir para peneliti mencar basis molekuler defisiensi asam folat
yang berupa perubahan gen, disimpulkan terdapat defek beberapa gen, antara
lain gen MTFHR (Methylentetrahydrofolate Reductase). CBS (Cystathion B-
Synhetase} dan tenadinya mutasi gen 677C — T pada kasus meningokel non-
familier {Zittoun, 1998, Eskes 1998, Fowler ef af, 1998 Wikie & Morns-Kay.

2001)
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Secara embniologis ada bebarapa teon yang mencoba menelaskan sebab
kegagalan penutupan tabung saraf. Yang banyak dianut para peneliti adalah teori
gangquan naurulasi, yaitu tetap bertahannya periekatan ektoderm neural (saraf)
dengan ekloderm epidermis {permukaan) pada garis tengah sewakiu proses
organcgenesis di awal kehamilan, sehingga terjadi hambatan migras sel-sel
mesoderm pembentuk tulang di tempat adesi dua lapisan ektoderm tersebut.
Keadaan ini menyebabkan dr daerah itv ticak ada pembentukan tulang sehingga
tenadi defek. Teori ini disebut teori ‘non-separasi' dan Sternberg (Hoving. 1993).

Betum ditemukan penjelasan yang menoasari tetap melekatnya {non-
separasi) kedua lapisan ektoderm. Diduga terdapat peranan substansi mediator
berupa beberapa fakior pertumbuhan (growéh factor). Faktor pertumbuhan yang
berfungsi mensintesis jaringan tulang acatah Transforming Growth Factor-§
(TGF-f).  khususnya iscmer TGF-f1 dan Insuin-iike Growth Facfor-f (fGF-1)
(Canalis ef af 1988; Cohick & Clemmons. 1995: Roth ef af, 1997 Sirica.1998).
Pada tingkat molekuler. belum diketahur secara jelas korelast defisiens) asam
folat dengan kadar TGF-£7 dan IGF-i dan mekanisme terbentuknya defek pada
tulang kepala pasten meningokel. Bila nantnya dapat dijelaskan korelasi
defisiensi asam folat dengan kadar TGF-/1 dan IGF-1. maka spektrum pence-
gahan meningokel dan pengobatan defek tulang kepala pada janin dapat diper-
ivas

Tulang kepala tersusun atas bermacam sel tulang yang terdin dari
ostegblas. khondroblas.ostecsit dan khondrosit. serta matriks tulang. yaitu

kolagen tipe-f, hkaolagen tipe-2. osteo<asr. osteospondin,  kartilago dan

(3]
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sebagainya. Fungsi sel tulang dipacu oleh dua faktor pertumbuhan. yatu TGF-#1
dan IGF-i {Joyce ef al. 1890, Massague ef al 1990, Sinca, 1996, Steed 1897}
Sudah ada beberapa penelitian yang mengungkap aktifitas dua faktor pertum-
buhan tersebut dalam memacu pertumbuhan dan pembentukan tulang. misalnya
pada kasus kraniosinostosis (sutura sudah mengalami fusi sempurna sebelum
waktunya) {(Roth et af,.1997) dan akromegal (Steed 1987}, kadar TGF-£1 dan
{GF-{ lebih tinggi dibanding kadamya yang normal.

Selain berperanan dalam proses fertilas: dan tumbuh kembang (embrio-
genesis). TGF-#1 dan IGF-/ telah dibuktikan berfungsi sebagal faktor
pertumbuhan tulang pada hewan-coba. Kombinas: keduanya yang ditambahkan
secara eksogen f{aplikasi sistemik}) pada kelinc percobaan menyebabkan
percepatan penutupan defek kalvaria (Roth ef af (1987}, demikian juga hainya
bila kedua growth factor tersebut diberikan secara aplikasi lokal (Beck et al,
1981y TGF-#1 dan #GF- telah pula dibuktikan dapat menstimulas) pertumbuhan
tutang baru, baik secara endokhondral maupun wtramembran (Canalis et af.,
1998 Yakar ef al. 2002). Sampal saat i belum ada penelitian yang
mengungkap korelas kedua faktor pertumbuhan tadi dengan defek tulang pada
meningokel.

Yang mendasan teradinya meningokel adalah fusi tulang kepala tidak
sempurna sehingga lerbentuk defek. Dapat diduga bahwa pada saat terad
proses fus tulang kepala terdapat kekurangan kadar satu atau lebih dan faktor
pertumbuhan yang berfungsi untuk menstimulasi sintesis tulang. yaity TGF-41

dan {GF-f Berhubung tenadinya memngoke: aga kaitannya dergan defisiens:
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asam folat, maka dspat diduga pula terdapat korelas: defisiensi asam folat
dengan kadar TGF-A1 dan IGF-/ dalam serum induk maupun tulang kepala (anin,
dan dengan lebar defek pada tutang kepala yang mungkin akan terjadi. Oleh
karena sampal sekarang belum ada peneliban mengenal korelas antara
defisienst asam folat dengan perubahan xadar kedua growth factor dan jumlah
kematian sel (apoptosis/nekrosis). serta dengan lebar defek tulang kepala pada
meningokel maka dilakukan penelitian i untuk menjelaskan masalah dan
berbagai dugaan yang telah dikemukakan.

Qleh karena pada manusia secara etis dan medis tidak mungkin dilakukan
penelitian dengan memberikan perlakuan defisiensi nutnsi, sebalknya pada
hewan-coba kemungkinan diperoleh cacat bawaan defek tulang kepala kecil
sekdll. karena Kemungkinan meningokei merupakan kelainan yang bGersifat
species atau strain spesic, maka peneliian ini akan dilakukan dengan dua
macam rancangan, yatu : eksperimental laboeratoris menggunakan hewan-coba

hkus dan observasional klinis dengan subyek pasien meningoke!,
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1.2 Rumusan masalah
Berdasarkan latar belakang masalah yang telah diungkapkan, dapat disam-

paikan rumusan masalah penelitian sebaga: berikut :

1.2.1 Apakah ada korelasi kadar asam folat dalarm serum dan eritrosit induk tikus
dengan kadar TGF-81 dan fGF-{ dalam serum induk tikus?

1.2.2 Apakah ada horelasi diet rendah folat dengan kadar TGF-81 dan /GF-f
datam serum induk tikus melalui rendannya kadar asam folat dalam serum
dan eritrosit induk tikus?

1.2.3 Apakah ada korelasi kadar TGF-51 dan /GF-f dalam serum induk tikus
dengan kadar TGF-£1 dan /GF- dalam tulang kepala janin tikus?

1.2.4 Apakah ada korelasi kadar TGF-£1 dan (GF- dalam tulang kepala janin
tikus dengan jumlah sel yang mengalami apoptosis dan nekrosis?

1.2.% Apakah ada korelasi tidak langsung kadar TGF-81 dan /GF-f dalam serum
induk tikus dengan lebar defek tulang kepala pada pasien meningoke!?
1.26 Apakah ada korelasi kadar TGF-#1 dan /GF-{ dalam tuiang kepala di tepi

defek dengan lebar defek tulang kepala pada pasien meningoke!?

1.3. Tujuan penelitian

Tujuan penelitian ini adalah :

1.3.1 Mengungkap korelasi kadar asam folat dalam serum dan eritrosit induk

tikus dengan kadar TGF-£1 dan /GF-t dalam serum induk tikus.

1.3.2 Mengungkap korelasi diet rendah folat dengan kadar TGF-871 dan {GF-f

dalam serum induk tikus metalui rendahnya kadar asam folat dalam serum

dan eritrosit induk tikus,
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1.3.3 Mengungkap kerelasi kadar TGF-£1 dan /GF-f di dalam serum induk tikus
dengan kadar TGF-A1 dan {GF-/ dalam tulang kepala jasin tikus.
1.3.4 Mengungkap korelasi kadar TGF-A1 dan /GF-/ dalam tuiang kepala janin
tikus dengan jumfah sel yang mengalami apoptosis dan nekrosis.
1.3.5 Mengungkap korelasi tidak langsung kadar TGF-f71 dan /GF-f dalam
serum induk tikus dengan lebar defek tulang kepala pasien meningokel.
1386 Mengungkap korelasi kadar TGF-£1 dan /GF-/ dalam tulang kepala di tepi
defek dengan lebar defek tulang kepala pasien meningokel.
1.4. Manfaat penalitlan
1.4.1 Manfaat akademis
Menemukan konsep baru mengenai terbentuknya defek tulang kepala
pada meningokel dengan menggunakan pendekatan biciogi molekuler, vaitu
dengan mengungkap bahwa defisiensi asam folat gapat menimbulkan lubang
pada tulang kepala penderita meningoke! melalui penurunan kadar faktor
pertumbuhan TGF-#1 dan IGF-. Dengan demikian akan dipercleh bukti bahwa
TGF-A1 dan IGF-/ adalah substansi mediator bagi terbentuknya defek pada
tulang kepala meningokel,
1.4.2 Manfaat praktis
Bila telah dapat dibuktikan bahwa TGF-81 dan atau /GF-/ merupakan
substans: mediator bagi terbentuknya iubang tulang kepala pada meningokel,

maka :
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a. Kedua faktor pertumbuhan tersebut di masa datang dapat digunakan sebagai
substansi baru dalam pencegahan meningokel dan pengobatan defek tulang
kepala, bahkan sewaktu pasien masih berada dalam kandungan.

b. Perlu diperkenalkan dan dipenuangkan penambahan (fortifikasi) asam folat ke
dalam bahan-pangan harian yang dikomsumsi secara kontinyu oleh masya-
rakat, misalnya garam dapur.

1.5 Keterbatasan penelitian

Peneltian ini hendak mengungkap secara lebih mendalam terbentuknya
defek tulang kepala pada meningokel dengan mencari hubungan antara faktor
yang diduga sebagal penyebab dengan faktor pertumbuhan yang berfungsi
mensintesis tulang. Disadari bahwa proses penutupan tabung saraf termasuk fusi
tulang kepala terjadi saat trimester pertama kehidupan intrauterin, sehingga
sangat sulit untuk menelitinga secara langsung terhadap subyek sewakiu
penode awal kehamilan, bahkan dengan penelitian eksperimental pada hewan-
coba sekalt pun

Insidens meningokel pada manusia hanya sekitar 1-2 dalam 10.000
kedahiran hidup, maka untuk memperoleh kasus bary memerukan waktu yang
lama. Sedangkan pada penelitian dengan hewan-coba. oleh karena insidens
cacat il belum diketahui, maka untuk mendapatkan kasus janin hewan-coba
yang lahir dengan meningokel atau N7D pada urnumnya, juga diperukan wakiu
yang lama, dengan derajat defisiens asam folat yang bervariasi, serta
menggunakan hewan-coba yang jumiahnya banyak dan spesies yang beragam.

Di samping itu. meningokel mungkin merupaxan kelainan bersifat species atau
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strain spesific, yang bisa timbul pada manusia, tetapi mungkin tidak dapat terjadi
pada spesies rodensia (termasuk tikus) sfrain tertentu, atavpun hewan spesies
lain.

Qlehkarena itu, penelitian im menggunakan dua macam ran-angan, yaitu
eksperimental laboratonis dengan subyek hewan-coba tikus, dan observasional
klinis dengan subyek pasien meningokel. Dengan cara tersebut diharapkan
diperoleh hasil maksimal mendekati yang diharapkan sesuai dengan fujuan
penelitran, yaitu mendapatkan penjelasan tentang substansi mediator (growth
factor} yang menghubungkan defisiensi asam folat dengan terbentuknya defek
pada tulang kepala meningokel.

Sebenarnya tidak ada satu jenis hewan-coba pun yang dapat mewakili
manusia. Pada penelitian ini dipilih hewan-cota tikus karena spesifikasi hewan ini
dalam hat metabolisme sedikit ada kedekatan dengan manusia, yaity : mamalia,
omnivora, dan mudah berkembang biak sehingga oleh para peneiiti, tikus diang-
gap sebagai hewan-coba baku dalam penelitizn eksperimental dalam masalah
toksikologi, teratologi, onkologi dan nutnsi. dimaksudkan untuk dapat diekstra-
polasikan pada manusia.

Penelitian ini juga hanya melibatkan pasien menngokel, yang seharusnya
adalah pasien dengan NTD berat seperti anensefaii atau kraniosisis. Di sarmping
sangat jarang didapat, pasien ATO berat umumnya hanya dapat bertzhan hidup
bebarapa jam atau har dan wupoperabie. sehingga tidak mungkin diambi
spesimen jaringan. Pasien spina bifida, & samping juga lebih jarang didapat,

pada tindakan operasi tidak dilakukan pengambilar sebagtan jaringan tulang.
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BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Definisi meningokel

Meningoke! adalah suaty kelainan kongenital berupa penonolan selaput
otak berikut cairan otak lewat defek {lubang} pada tulang kepala. Bila pencnjolan
tersebut disertai puta dengan jaringan otak, disebut meningoensefalokel atau
ensefalokel {Chargonsmith & Suwanwela, 1984 Hoving, 1993). Meningokel meru-
pakan bagian darn keiainan yang disebut neural tube defects (NTDKAcuna, et
& .2000; Boonvisut, 1897: Martinez-Lage, 1998).
2.2 Klasifikasi

Berdasarkan lokasi, meningoke dibagi : frontal. parietal, sinsipital. basal
nasal dan orbital. Pembagian tersebut secara klinis iebih praktis, tetapi tidak
menggambarkan secara jelas letak defek ulang kepala. Charoonsmith &
Suwanweta {1984) menyusun kiasifikas) meningokel berdasar letak defek tulang
kepala sebagai berikuyt -
a. Meningokel oksipitaf
b Meningokel lengkung kranium - interfrontat, mterpanetal, temporal. fontanel
anterior, fontanel posterior

<. Meningokel frontoetmoid - nasafrontal. nasoetmoid. nasoorbital
d Kramosisis - celah watah kranial atas. celah wajah basal, celah oksipitoservi-

k&t akraniurm dan anensefa)

gABAYA

|| TR

12
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Gambar 2.2.1. Pasien meningokel oksipital

Gambar 2.2.2 Pasien meningokel nasofontal
(Saiful & Istiadjid. 1959)
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Gambar 2.2.4 Pasien meningoket lumbasakral
(Saiful & |stad)d. 1998
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Gambar 2.2.5 Defek tulang pada meningokef

{Hoving, 1993)

2. 3. Epidemiologi

Insidens meningokel mempunyai distribusi geograft yang khas. Di Asia

Tenggara, meningokel frontoetmoid mempunyai insidens relatif lebth tinggi

dibanding bagian dunia lain. Insidens meningokel di kawasan Asia Tenggara

diperkirakan 1-2 kasus per 10.000 kelzhiran higup {(Suwanwelia, 1972; Hoving

1983) Berikut ini disampaikan berbagai laporan tentang penderita meningoke! di

beberapa daerah di berbagai kawasan,

Beberapa makalah tentang meningokel telah dip

ublikasikan di Amerika

Serikat, sayang jumiah penderitanya tidak dikaitkan dengan estimasi angka

kelahiran di daerah bersangkutan. ingraham (1843

melaporkan & kasus

meningokel frontal dari total 84 kasus meningokel yang ada selama 20 tahun di

rumah sakit anak Massachusett Selama periode 38
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Minnesota, Fisher et ai (1952) menemukan 59 kasus kranium bifigum yang B di
antaranya berlokasi di bagian frontal kepala. Ingraham & Matson (1954)
mengungkapkan 1433 kasus lesi disrafisme, di antaranya terdapat 187 kasus
meningokel dengan iokasi § nasal, 1 nasofaringeal, 11 frontal, 27 parietal dan
139 oksipital. Dalam periode 20 tahun, di Indianapolis, Mealu et al.{1970}
menemukan 67 penderita maningoke!, dengan lokasi 55 oksipital, 8 nascfrontal, 3
interpanietal dan 1 nasofanngeal (Hoving, 1993).

Para peneliti di Eropa Barat, sebagaimana dikutip oleh Suwanwela (1972}
dan Hoving{1993). melaporkan kasus-kasus meningokel yang menarik untuk
diperbandingkan. Di Negeri Belanda, De Vet {1957) mendapatkan 27 penderita
mentngokel yang didapatnya selarna 20 tahun , dari fahun 1936 sampai tahun
1956 di klinik St. Ursula, Wassenaar. 2 di antaranya berlokasi di nasal, 1 di regio
frontal dan sisanya di oksipital. Schmidt dan Luyendik {(1974) mendapatkan ¢
kasus meningokel nasal dalam periode 19 tahun, ini merupakan 38% dari jumiah
totat meningokel.

Beberapa peneglitian epidemiciogis tentang meningokel di Afrika telah
dipublikasikan. Acquaviva et al.(1972) melaporkan B2 kasus meningokel, yang
terdiri dari 75 meningokel frontoetmoid dan 7 meningokel hasal Ohaegbutam &
Saddeq (1879} memperoleh 29 penderita meningekel dalam periode & tahun di
Nigeria, terdin dari 80% oksipital dan 20% frontal. Unuigbo (1877) mendapatkan
5 kasus meningokel di antara 8500 arang suku Igbos Nigeria selama kurun waktu
8 tahun, 3 di antaranya adalah meningoke! anterior yang relatif sering terjadi pada

kelompok etnis in. Mabogunie (1960) melaporkan 84 penderita dengan krastium
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bifidum di Nigeria Utara yang didapainya selama 15 tahun, 8 kasus berupa
meningokel nasofrontal dan 44 kasus adalah meningokel oksipital. Kalangu et
al.(1950) mempublikasikan pengalamannya memeriksa CT-Scan 8 pendenta
meningokel anterior yang didapatnya setama 5 bulan di Harare, Zimbabwe.
Lipschitz et al.{1969) melaporkan 34 kasus dengan meningokel yang didapat
selama 2.5 tahun di Soweto, Afrika Selatan. Ketigapuluh empat kasus
meningokel tersebut terdiri dari 17 oksipital, 15 frontoetmoidal dan 2 parietal. De
Klerk & De Viliers (1873) melporkan 28 penderta meningokel di rumah sakit
Cape Town, antara tahun 1863-1972, delapan belas kasus berokasi di regio
frontalis, 17 di regio oksipitalis dan 4 di regio paretalis (Hoving, 1983}

Di Indonesia sampat saat ini belum ada penelitian tentang prevalensi dan
insidens meningokel berdasarkan peopulasi penduduk di suatu daerah tertentu,
Hanya diperoieh informasi bahwa frekuensi menmingokel di beberapa klinik bedah
saraf ¢di Jawa Timur lebih tinggi danpada di Jawa Tengah. Di Solo dan Semarang,
frekuensi meningokel berkisar antara 3%-6%. sedangkan di Surabaya dan
Malang antara 8%-9% (Haryo & Istiadjid, 1999). Hidayat {1991) melaporkan
insidens kelainan «ongenital sisterm saraf di RSSA Malang adalah 44 3 per
10.000 persalinan, dan insidens meningokel ada §.2 per 10.000 persalinan.

Belum dipercleh informasi untuk menjelaskan bahwa kasus meningokel gi
kawasan Asia Tenggara {ras Mongoloud) lebibh banyak teretak di bagian naso-
frontal. sedangkan di kawasan yang lain meningokel lebih banyak di regio oksipi-
tal. karena banyak faktor yang terlbat (multifaktorial). Salah satu kemungkinan

adalah perbedaan bentuk kramium antara ras Mongoloid yang relatf bulat
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{(brakhisefal) dan bermacam ras di Asia Tengah (Semit), Afrika (Negroid), Eropa,
Amerika dan Australia {Kaukasoid) yang lonjong (dofikhosefal) berdampak pada
perbedaan tumpuan tekanan janngan otak terhadap dasar tengkorak (Agthong &
Wiwanikit, 2002; Boonvisut ef 3/, 1998).

Menurut Loekito (1992) bermacam bentuk kepala dapat ditentiskan dengan
pengukuran indeks kepala {index cephalicus). Indeks kepala adalah iebar kepaia
dibagi panjang kepala, dikalkan 100. Lebar maksimal kepala adaiah jarak
teriebar kepala, diukur tegak lirus dengan bidang medial sagital tengkorak
{antara euncn kanan dan eurion Kif), sedangkan panjang maksimal kepala
2dalah jarak dari glabela sampai titik pating dorsal pada os oksipitalis di garis
median (opistokranion). Berdasarkan indeks ini Saller membedakan bentuk

kepala sebagai berikut {Loekito, 1992} :

Laki-laki wanita
hiperdalikhcsefal s'd 70.9 &fd 7189
dolikhosefal 71.0 s/d 759 721 s/d 6.9
mesosefal 76.0 sid 809 770 =/d 819
brakhisetal 810 s/d 854 B2.0 sfd 864
hiperbrakhisafal B5 5 s/id 805 86.5 s/d 919
ultrabrakhisefal di atas 91 di atas 92

18
Disertasi Korelasi Defisiensi Asam Folat dengan Kadar ... Mochhammad Istiadjid Eddy Santoso




ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

2.4. Embriologi
241 Pembentukan neuraf tube

Susunan saraf pusat timbul pada minggL ketiga embrional. berbentuk
sebagai lempeng penebalan ektoderr berbentuk kasut, disebut lermnpeng saraf
freuyral Mate). Lempeng nu terietak pada daeran dorsal. di tengah dan depan
blastoporus. Tepi lateral lempeng ini segera menmggh untuk membentuk dua
lipatan saraf (neural fold} {Larsen, 2001 Sadler 1985).

Pada perkembangan selanjutnya. Imatan saraf rmakin meninggi, saling
mendekatr garis tengah dan akhirmya bersatu. dengan demikian terbentuklah
tabung saraf {neural tube]. Penyatuan dimutai paga daerah leher, berlangsung ke
arah sefaiik dan kaudal dengan pola yvang tidak teratur. Pada ujung kaudal dan
krarial janin, penyatuan tersebut agak tertunda, sehingga neuroporus antenor
dan postenor untuk sementara menghubungkan rongga tabung saraf dengan
rongga amnion. Penutupan neuroporus anterior terjadi pada hari ke-25 kehidupan
embrio sedangkan neuroporus postenor meautup kira-kira dua harn kemudian
{Jurtloff & Harris, 2000 Larsen, 2001; Sadler. 1935

Pada mamalia penutupan tabung saraf tenadi pada beberapa tempat
sepanjang aksis anterg-posterior. Kegagalan penutupan pada neuroporus poste-
rior menyababkan spma bifida, sedangkan wegagalan penutupan bagian amerior
tabung saraf mengakibatkan anensefalus eksensefalus, ensefzlokel atau me-

ningokel {Agthong & Wiwanitkit. 2002 Junloff & Harns, 2000
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Sel-sel nevral pfate menyusun neurcektoderm, dan induksi mereka meng-
awali peristiwa yang disebut proses neurulasi. Induksi set adalah suatu proses
yang rumit, melibatkan stimulasi sekelompok sel terhadap jaringan sekitar.
Proses ini berulang-ulang terjadi selama organcgenesis. Sinyal dan proses dan
bermacam gen yang mengatur penstwa i belum jelas diketahui. Berbagai
molekul pemberi-sinyal diduga adalah anggota dan superfamili transforming
growth factor-f (TGF-A), termasuk activin dan fibrobiast growth factors (FGF).

Meskigun demikian, berbagai moiekul pemberi-sinyal itu telah diidentifikasi
dan dapat berperan sebagal morphogens. Contoh moiekul dengan aktivitas
seperti-maorphogen (morphogen-fike activity) adatah asam retinpat, neurctrans-
miter. dan produk dari Wnt genes. Morphogens memicu kaskade peristiwa
perkembangan sel dan pada banyak kasus. proses awalhyz adalah aktivasi
homeobox geres Bermacam gen tersebut berfungsi sebagai penyandi faktor

transkrpsi yang mengatur ekspresi gen lain {Sadler. 1995).
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Proses pertumbuhan embrio manusia disebut epigenesis. Sel-sel epiblas
membentuk primitive streak melalui proses involusi, dan segera bertransformasi
dari berpagai sel apitelizl menjadi berbagai sel mesenkinmal. Gen yang menag-
hambat karakteristik ektoderm dalam berbagai sel mesenkhim dari primitive
streak adalah gen siug, suatu faktor transkripsi 2ink finger. Dalam keadaan
demikian, ekspresi berbagai moleku! adesi selke-sel seperti E-Cadherin
sementara terhenti, sedangkan ekspresi protein sitoskeletal (vimentin) berjalan
terus, Transformasi sel epiblas dari epitelial ke mesenkhimal merupakan awal
kermampuan sel tersebut untuk ingress atau bermigrasi lewat primitive streak ke
dalam ruang antara epiblas dan hipoblas, membentuk lapisan endoderm dan
mesoderm definitif. Disini teribat aksi beberapa macam gen, sepert: Rho gene,
Ras gene, dan Rac? serta bermacam growth factor, transcription factor dan
adhesion / counteradhesion factor. Contohnya adalah fibrobfast growth factor
receplor-1(FGFR-1). Bila ekspresi beberapa macam gen tadi terhambat,
sejumlah sel akan terakumulasi dan mati di dalam ruang antara epiblas dan
hipcblas (Larsen, 2001).

Perkembangan mesoderm intra-embricnik juga dipengaruhi banyak gen.
Gen-gen 7-box berperan dalam penyusunan dan diferensiasi mesoderm pada
mamatiz. Gen Tbx-6 dibutuhkan untuk pembentukan mesoderm paraksial.
Produk yang dikode oleh gen brachyury atau T gene diperlukan untuk menyusun
mesoderm kaudal, termasuk notochord. Penyusunan mesoderm kranial mungkin

diatur oleh gen f-box lain, yaitu , Wnt-13, Tix-2 dan serum respons factor {SRF).
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Mesoderm infermediate diatur oleh  fibroblast growth factor-§ (FGF-9)
(Larsen 2001; Wilkie & Morriss-Kay, 2001).

Sejumiah sel yang pada saat gastrulasi tetap berada di dalam epiblas
akan tumbuh menjadi ektodemn permukaan {epidermis} dan ektoderrn saraf
{neural). Perkembangan dar epiblas menjadi bermacam jenis jaringan diatur oleh
berbagai faktor induktif dan supresif. Sebagai contoh, protein yang dikode oleh
gen chordin menginduksi ekspresi faktor transkripsi zinc-finger, yaitu zic-refated-1
(zic-r1). dan suaty Sry-refated HMG factor, Sox-2, yang pada gilrannya
dibutuhkan untuk aktivasi gen newogenin. Sebaliknya, protein  bone
morphogenetic yang dikode oleh BMP-4 menghambat ekspresi zic+T dan Sox-2
pada saat penyusunan aktoderm permukaan. Disamping itu, chordin, noggin.
gremiin dan folffistatin menghambat sinyal BMP-2 dan BMP-4 dalam neurulisasi
epiblas. Penghantar (inducers) tangsung perkembangan newrsl plate adalah
antara lain geminin dan FGF-2. Geminin menghantar ekspresi neurogenin-
related-1 factor dalam perkembangan sistemn saraf. Demikian halnya, FGF-2
menghantar ekspresi gen-gen orthodentical-refated (Otx-1 dan Ob-2) yang
berperan sebagal pusat organisasi selama periode gastiulasi dan perkembangan

neural (Larsen, 2001; Wilkie & Momiss-Kay, 2001).
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Gambar 2.4.2 Pembentukan Meural Tube
(Sadler. 1995)
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2.4 2 Pembentulkan tulang tengkorak

Sistemn skeletal berkembang darn lempeng (plate) mesoderm paraksial dan
tateral (lapisan somatik) sera dan newraf crest (krista neuralis). Mesoderm
paraksial penyusun rangkaian janngan menempati tiap sist dari neural tube,
dikenal sebaga somitormer pada regic kepala dan pada regio kaudal oksipial.
Somit berdiferensiasi menjadi bagian ventromedial disebut sklerotom dan bagian
dorsolateral disebut dermatomictom. Pada akhir minggu ke-empat. sel sklerotom
menjadi polimorf dan membentuk  jaringan ikat longgar, dikenal sebagai
mesenkhim atau jaringan ikat embrional, Sel-sel mesenkhimal bermigrasi dan
berdiferensiasi menjadi berbagal macam sel, vaiu fibroblas, khondroblas dan
osteoblas (sel-sel pembentuk tulang) (Sadier. 1995

Sel neural crest di regio kepala berdiferensiasi menjadi mesenkhim dan
ikut serta dalam pembentukan tulang tengkorak dan wajah. Somit dan somitomer
oksipital juga berperan dalam penyusunan kalvaria dan basis kranii. Pada tulang
pipin kepala (kalvaria). mesenkhim berdiferensiasi langsung menjadi tulang,
suatu proses yang disebut sebagai ‘osifikasi membranocus’. Sebaliknya pada
kebanyakan tulang, sel-sel mesenkhim pada awalnya berubah menjadi model
kartilago-hialin, yang pada gilirannya mengalami ‘osifikasi secara endokhondral’
{Sadler, 1995; Larsen 2001},

Pada awalnya lapisan mesocdann membentuk lembaran tipis jaringan ikat
longgar pada kedua sisk gans tengah. Menjelang sekitar hari ke-17, sebagian sel
di dekat garis tengalk akan berkembang dan membeniuk mesoderm paraksial. Di

sebelan lateral. kapisan mesoderm tetap tipis dan disebut lempeng {ateral yang

25
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dalam perkembangan berikutnya akan pecah menjadi dua lapis. Satu lapis
bergabung dengan mesodermal yang melapisi ampion, disebut sebagai lapisan
mesoderm somatik atau panetal yang nantinya akan membentuk dinding lateral
dan ventral tubuh. Satu lapis iagi akan bergabung dengan mesoderm yang
melapisi kandung kuning telur, disebut lapisan mesoderm splanknik atau viserat,
Jaringan yang menghubungkan mesoderm paraksial dengan mesoderm lempeng
lateral, disebut mesodermal intermediate. yang keilak menjadi nefratom (Q'Rahilly
& Mulier 1992, Sadler, 1985).

Sel epiteloid yang membentuk dinding ventral dan medial somit kehilangan
bentuk epitelnya menjadi polimorf dan berpindah mengelitingi korda dorsalis pada
permulaan minggu ke-empat. Keiompok set ini membentuk jaringan ikat longgar
yang dikenal sebagai mesenkhim yang nantinya menjadi pembentuk kerangka
tubuh dan tulang tengkorak. Dinding dorsal somit yang masip tertinggal disebut
dermatom, yang akan menjadi miotom (benih otot), dermis dan jaringan subkutan
{Larsen, 2001, O'Rahily & Muiler, 1992, Sadler, 1295).

Pembentukan tuiang tengkorak bermula dari iapisan benih mesoderm yang
nampak selama perkembangan embrional minggu ketiga. Kemampuan mesen-
Khim untuk membentuk tulang tidak terbatas dari set sklerotom saja, tetapi terjadi
juga pada lapisan mesoderm somatik dinding tubuh tempat tulang iga terbentuk.

Tulang tengkorak terdiri dari neurckranium dan viserokranium., Neurokra-
nium merupakan tuiang pelindung otak. sedangkan viserokranium merupakan
twiang yang menyusun wajah. Neurokranium dibagi menjadi dua bagian, yaitu

{Larsen, 200; O'Rahilly & Muller, 1992, Sadler, 1595};
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1. Bagian membranasa yang terdin atas beberapa tulang pipih seperti os frontal,
os parietal, os temporal dan os oksipital yang mengelilingi otak sebagai suatu
Kubah,

Z. Bagian kartlaginosa atau khondrokranium, yang membentuk tulang dasar
tengkorak.

Viserokranium terdin atas beberapa tulang wajah yang bherkembang dari
tulang rawan hialin yang berasal dari lengkung insang pertama dan kedua.

Tulang kepala sebagian dibentuk oleh sel krista neuralis, yang berdiferensiasi

menjadi sel mesenkhim {Q'Rahilly & Muller, 1882, Sadler, 15995).

21‘
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ical vertebrao

Gambar 2.4.3 Pembentukan Tulang Tengkorak
{(Sadler. 1595)
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2.5 Etiologi meningokel

Sampai dengan saat ini eticlogt pastt meningokel masih belum diketahui
karena tdak ada faktor tungpal sebagai kunci penyebab. Etiologi mungkin meru-
pakan gabungan dari banyak fakior sebagai berikut @ keturunan, lingkungan
geografi. bulan konsepst, usia matemnal. kondisi sosial ekenomi, diet maternal,
usia ibu, obat-obatan dan pencemaran beberapa zat tertentu { Hoving, 1993).

Telah disimpulkan tiga faktor utama penyebab meningokel, yaitu : 1) faktor
genetik, 2) faktor teratagenik dan 3) faktor nutnist, Dapat dikatakan bahwa etiologi
mengingokel adalah multifakiorial dan poligenik. Dan ketiga faktor tadi, defisiensi
nutris: khususnya asam folat merupakan faktor penyebab yang paling banyak
drisepakat (Boonyisut et &, 1998; Daly et &l 1997 Hall & Solehdin, 1988).
2.5.1 Faktor genetik

Faktor genetik pukan merupakan fakior prnmer penyebat meningokel.
wombinasi antara Hngkungan mirauterin termasuk defisiens! nutnsi dengan
didapatkannya defek gen dominan tertentu rmenyebabkan kermungkinan timbul-
nya meringakel menjadi lebih besar. Bebergpa studi kasus yang pernah
dilakukan jarang sekal: didapatkan adanya hubungan famili di antara penderita
meningokel (Hoving., 1993, Sarful & Istadjd 1293
2 5 2 Faktor teratogen

Zat teratogen yang diperkirakan renjadi penyebab meningokel adalah
salizilat. fenitoin, hipervidaminosis-A, infeksi jamur pada makanan, serta sinar

ronsen Tiga zat pertama menginduks! trmbuinya meningokel di daerah parietal
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dan cksipital, sedangkan sinar ronsen pada manusia diduga dapat mengakibat-
kan meningokel intranasal {Hall&Solehdin. 1998: Hoving, 1993).
2.53 Faktor nutrisi

Para penellti umumnya sependapat bahwa faktor lingkungan merupakan
eticlog: terpenting pada meningokel. Dhet kurang asam folat dan zink pada ibu
selarna periode kritis pertama kehamilan dan kontaminasi fungus pada makanan
akibat bngginya kelembaban udara selama musim hupan, didaporkan berperan
dalam terjadinya meningekel. Sekitar 70% kasus NTD dapat dicegah dengan
pemberian suplemen vitamin (Daly ef 8/, 1997 Gross et af, 2001; Hall & Soleh-
din. 139%8; Srtchelis ef &f 1982

Defisiensi elemen nutnsl. khususnya asam folat pada awai kehamilan
merupakan salah satu faktor etiologi yang banyak dikaitkan dengan meningokel.
Kondisi tersebut menyebabkan terjadiaya hambatan penutupan tabung saraf saat
kehidupan embrional. Zat makanan yang bersifat antagonis vitamin, misalnya;
glkoho! dan Jamur. juga bemeranan Terdapat hubungan yang erat antara
defisiensi asam folat dan antagonis vitamin dengan timbuinya defek tulang
kepala. Proses kehamilan sendiri juga potensial menyebabkan defisiensi nutrisi
yaillu bia ada nausea dan vomsus {(Eskes et af 1998, Hall & Solehdin.1998;

Howing, 1993).
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2.6 Teratologi meningokel

Banyak teon yang berusaha menjelaskan proses teratologi meningokel.
Pada garis besarnya teori tersebut dapat dibagi dalam dua kelompok, yaitu
1) gangguan neurulasi dan 2) gangguan post-neurulasi.
2.6.1 Gangguan neurulasi

Teori gangguan neurulasi pertama kali dikemukakan oleh Stemberg pada
tahun 1929, Dinyatakan bahwa lokasi penutupan akhir dari neurcpor rostral
teretak dr garis tengah, tepat sebelah kranial dari plakode nasal (Riechfeldern).
Area ini pantinya se-level dengan area triangularis, yang pada akhir perkem:
bangan nantinya disebut glabeia {Hoving, 1993). Berdasarkan penemuar embric-
logis tadi diformulasikan teori patogenesis meningokel fronto-etmoid sebagai
berikut. Hubungan yang tetap bertahan antara ektoderm neural (otak) dan
ektoderm permukaan (epidermis) pada garis tengah disebabkan oleh defek atau
ketedambatan (defay) penutupan neuropor rostral di tempat akhir penutupan
yang nantinya disebut foramen caecum. Migrasi sel mesoderm pembentuk tulang
Kepala di antara ektoderm saraf dan ektoderm permukaan di garis tengah akan
terhambat pada tempat adesi tersebut (0°Rahily & Muller,1992; Hoving, 1993},

Dengan demikian defek struktur tulang mesodermatl di garis tengah pada

meningokel dapat dijelaskan. Stemberg menyimpulkan bahwa gangguan primer
penuiupan bagian rostral neurppor. secaraz sekunder berakibat kelangkaan
jaringan mesodermal pada garis tengah di tempat tersebut. Ide dasar gangguan
penutupan nreuraf tube dalam kaitannya dengan teratogenesis meningakel

tersebut dikemukakan pula oleh beberapa peneit: lain (Naim-Ur-Rahman. 1979,
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smith et al, 1981, O'Rahilly & Muller, 1992). Lapisan ektoderm di tempat itu
mensekresi figand superfamill TGF-£ Zat ini mempengaruhi aktivitas banyak sel
di lempeng atap, yanpg juga mulai mengekspresikan figand TGF-f  terentuy
{Gonias et al, 2000).

2.6.2 Gangquan post-neurulasi

Gangguan post-neurulasi kemungkinan meliputi lima proses, yaity
a. Adesi sekunder antara ektoderm saraf dan ektoderm permukaan.

Bila ada sebuah titik lemah pada kranium, maka di tempat itu akan timbul
hambatan dalam perkembangan tulang tengkorak. Adesi antara kulit, duramater
dan otak akibat tekanan intrauterin menyebabkan penonjolan, sehingga terbentuk
meningakel.

b. Pembukaan kembali {reopening) tabung saraf

Padget {1970} mengemukakan bahwa neurosisis disebabkan oleh adanya
defek tabung saraf. Kasus ensefalokraniosisis dan mielofrakhijsisis juga terbukti
sebagai akibat lain dari kegagalan penutupan tabung saraf embrional atau dari
pembukaannya kembali setelah proses penutupan fHoving, 1593).
c. Distenst berlebihan tabung saraf akibat hidrosefalus

Karena banyak kasus meningokel yang berhubungan dengan ventrikel
otak, diperkirakan meningokel terjadi karena pembesaran hidrosefalus. Distensi
berlebihan yang progresif pada bagian rostral tabung saraf akan mengakibatkan

kranium fenestrum, kranium bifidurn dan eksensefaius (Hoving, 1993).
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d. Ketidakssimbangan mesadermal primer

Teori ketidakseimbangan ini digunakan untuk menerangkan berbagai
penyakit defek mescdermal termasuk defek tengkorak. Tidak terbentuknya dura-
mater dan adanya perbedaan tekanan antara kompartemen intravaskuler pem-
buluh darah otak dan cairan amnion akan menyeshabkan pencnjolan ctak meialui
lubang pada tengkorak (T'Rahily & Muller, 1992 Hoving, 1993),

e. Gangguan perkembangan foramen coecum

Holl pada tahun 1993 mendiskripsikan bahwa pertemuan mesodermal an-
tara duramater intrakranial (falk) dan fontikulus nasofrontalis terjadi pada bakal
foramen coecum. Pada meningokel, defek kepala di tempat ini diyakini sebagai
gangguan primer dalam perkembangan foramen coecum (Hoving, 1993).

Teort non-separasi Sternberg memandang gangguan pada pemisahan
ektodermal saraf dan ektodermal epidermis sebagai dasar patogenesis anomali
di gans tengah tengkorak, termasuk memingokel. Dengan pemeriksaan histologis
dapat diketahui pemisahan lapisan ektcderm saraf dan ektoderm permukaan.
Selain itv juga diamati bermacam lapisan dalam cefe ({tonjolan) dan juga adanya
janngan otak dalam cefe. Pemisahan membrana basalis dari lapisan ektodermal
saraf dan epidermis di garis tengah merupakan tahap akhir dari penutupan
lipatan neural, yang terjadi mulai dar penutupan neuroporus anterior {reuropor
rostral) pada usta 19 sampai 27 hari usia kehamilan. Di prosensefaton. aktivitas
itu tidak ada sewakiu tahap pemisahan kedua epitel. tetapi degenerasi sel dapat
membantu terjadinya pemisahan antar membrana basalis yang samula bersaty

(Hoving, 1983).
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Ektoderm saraf dan ekioderm permukaan dihubungkan oleh baberapa
lamina yang terbentuk dan jaringan khorda. Untuk yang di garis tengah, dihu-
bungkan cleh perluasan jaringan khorda dan tonjolan sitoplasma. Bila banyak sel
mati maka akan terbentuk apoptopic bodies yang mengisi ruangan bebas-sel di
memiorzna basalis, berakibat tertimbunnya apoptopic bodies tersebut Hal ini
yang memunculkan suatu hipotesis mengenai peran degenerasi sel pada proses
pemisahan membrana basalis (0'Rahilly & Muller, 1992; Sadler,1995).

Di samping itu, aktivitas krista neuralis (neural cresf) yang terjadi sebelum,
selama, dan sesudah adesi prosensefalon mendukung dan berkaitan dengan
proses pemisahan ektoderm neuralis dan ektoderm spidermis. Gangguan pemi-
sahan ektoderm neuralis dan ektoderm epidermis dapat dipandang sebagai dasar
patogenesis anomali di garis tengah tengkorak, khususnya meningokel. Ganggu-
an pertumbuhan septum hidung serta pembentukan hidung berkutnya dapat
berperan pada proses hemiasi yang mengakibatkan terjadinya meningokel,

Kemungkinan iain, awal terjadinya meningokel yaitu adanya kegagalan fusi
dari berbagai macam tulang di frontal basis (yaitu os frontalis, os etmoidal, os
nasal dan tulang orbita), yang juga merupakan batas tulang intramembranous
dan tuiang endokhondral, sehingga lebih mudah terbentuk defek. Secara
embriologis, kegagalan fusi tersebut akibat dan gangguan dari stadium post-
nedrdasi, yatu pertumbuhan tulang di daerah tersebut terhenti dan kemudian
membuka kembaii {teori regpening of neural tube) (O'Ranilly & Muller, 1992

Hoving. 1993).
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2.7 Protein-protein pembentuk tulang

Protein sangat diperlukan dalam proses pembentukan jaringan, karena
berbagal macam protein struktural dan fungsional ikut mengambil bagian di
hampir semua proses datam sel. Protein struktural terdapat dalam membran,
serabut kontraktil dan fillamen intraseluler. Protein fungsional seperti enzim, DNA
dan growth factor sangat dibutuhkan sebagai katalisator dan pemacu sintesis
berbagat senyawa kimia untuk kehidupan (Ernery, 1992 Suryo, 1987).

Protein dibuat darn svatu sen asam amino. Gabungan dari duz asam amino
disebut dipeptida, sedangkan gabungan dari banyak asam amino disebut
polipephida. Polipeptida yang mempunyai berat molekul lebih dari 10 kDa, adalah
suatu protein {Suryo,1997). Beberapa protein yang berperanan dalam sintesis
tulang adaiah
2.7.1 Transforming Growth Factor-£ (TGF-£)

TGF-§ adalab suatu growth factor dua rantai polipeptida dengan berat
molekul 25 kDa. Faktor pertumbuhan ini beraksi multifungsional, mempeangaruhi
banyak macam sel, menstimulasi diferensiasi, proliferasi dan adesi setiap sel
target. Umumnya TGF-# merupakan sturmulus bagi sel mesenkhimal (meso-
dermai} dan inhibitor bagi sef epitenal dan neuroektodermal. Beberapa reseptor
spesifik terhadap protein ini telzh ditemukan di hampir seluruh jenis sel mamalia
dan efek molekul ini bervariasi tergantung jenis sel dan tingkat pertumbuhan
{Gonias ef af/,2000; Vinals & Pouyssegur. 2001} Efek adesinya adalah
mengontrol pembentukan kolagen dan berbagai komponen matriks ekstrasel

sepert laminin, integrin, trombospondin. tenaskin dan fibronektin, Aksi TGF-g

35 [‘v‘ "_“
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dipengaruhi ikatannya terhadap berbagai reseptor permukaan sel {Cheifetz, ef
al., 1999; Sirica,1998). TGF-£1 terkandung dalam konsentirasi tinggi pada piatelet
manusia dan tulang mammalia, tetapi diproduksi pula oleh beberapa sel jaringan
lain datam jumizh yang lebih sedikit (Cheifetz af af, 1999).

TGF-£ memiliki banyak peran pada sel kultur, antara lain stimulasi perge-
rakan dan profiferasi pada jenis sef tertentu. sedangkan untuk jenis sel tain, faktor
pertumbuhan ini tersifat menghambat. Dengan demikian, TGF-F mempunyai efek
paradoksikal, sebagai contoh: in viv dia menstimulasi angiogenesis, sedangkan
in vitro dia menghambat proliferasi dan motilitas sel endotel. Dan lima bentuk
TGF-5  TGF-A1 memiliki efek menghambat aktivitas set endotel, sedangkan
TGF-f2 =ampal dengan TGF-g5 tidak memiliki aksi tersebut. Efek TGF-A ini
tergantung pada komposisi matriks ekstrasel yang mendukung sel kultur. TGF-A
menginduksi pembentykan jaringan kapiler dan sel-set endotel dalam tiga dimen-
si yang tumbuh dalam jel kolagen, tetapi bukan sel endotel yang tumbuh di atas
kultur jaringan elastik (Gonias. et al. 2000, Mustafa et af .,1999%; Roth &f al .,
1907).

Terdapat dua macam TGF, vaitu 7GF-o dan TGF-4 yang tidak ada
hubungannya secara struktural maupun fungsional. Faktor pertumbuhan ini dapat
mengubah fenotipe setiap sel yang terstimulasi. Semua sel mempunyai reseptor
untuk TGF-£ dan secara potensial dapat merespons faktor periumbuhan ini.
TGF-# dapat menstimulasi sintesis kolagen. proteoglikan, elastin dan fibronektin
{Joyce et af,1980; Steed 1997). TGF-# telah terbukti merupakan mitogen yang

poten bagi makrofag. sel otot poios dan osteoblas. Sebatiknya, faktor per-
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tumbuhan ini beraksi inhibitor bagi pertumbuhan sel endotel, beberapa jenis sel
epited dan limposit di dalam kultur. Faktar pertumbuhan ini terikat dengan protein-
pengikat terlarut seperti decorin, w2-makroglobulin, betaglikan, trombospondin
dan a-fetoprotein (Sirica, 1996, Comper.1998). TGF-# dapat secara langsung
mengatur sintesis barmacam-macam molekul dalam matriks ekstrasel, termasuk
kolagen. fibronektin, elastin dan glikcsaminoglikan, tetapi secara simultan dapat
menghambat pergantian matriks ekstrasel dengan menginduksi "tissuve inhibitor
of metatioprotemase” (TIMP) (Sirica, 1998, Vinals & Pouyssegur, 2001}

TGF-A1 merupakan faktor pertumbuhan yang terbanyak ditermukan pada
matriks tulang, dikeluarkan pada saat ada resorpsi tulang, berfungsi memperkuat
aklivitas osteoblas untuk meningkatkan sintesis kolagen dan meningkatkan
kecepatan aposisi tulang serta menghambat diferensiasi ostecklas, sehingga
growth factor ini berperanan dalam mengkoordinasi remadeling tulang (Cohen et
al 1992}

TGF-f1 adalah modulator penting daiam respons mun, baik seluler
maupun humoral Sitoken nr menghambat aktivitas B-limfasit, T hefper dan T-
lirnfos:t sitotoksik, thimasit, sel natural kiffer (NK) serta sel fvmphokine-activated
kdier (LAK), manasit dan sejumlah tipe sel hematopoetik, Sebaliknya, TGF-g1
beraksi stimulan dalam mengaktivasi makrofag untuk mensekresi beberapa
growth factor. dan bekerjasama dengan IL-2 dan IL-5, faktor perturmbuhan ini
mengendalikan sekresi IgA oleh B-limposit aktif (Cheifetz et af . 1999 Massague

et al . 1998). TGF-4 juga berperanan dalam mengkoordinasi morfogenesis dan

ar
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remogeling jaringan mesenkhim selama pertumbuhan embrional {Margawati,
1999, Nowak et af , 1899}

Aktivitas TGF-# dikontral dan dirangsang cleh horman paratiroid (FPTH).
TGF-# adalah stimulator terkuat pada pembentukan tulang, didapatkan dalam
kadar 0.1 mg/kg, dan tulang merupakan sumber tebesar TGF-4 di dalam tubuh.
Selain atas rangsangan haorman paratirgid. aktivitas TGF-5 dipengarubi pula gleh
Interleukin-1{IL-1) dan vitamin-D {Cohen et a/. 1992, Comper, 1986; Sirica, 1996).

Salah satu substansi yang merupakan superfamili dari TG adalah Bone
Marphogenetic Protein (BMP), terdiri dart BMP-1 sampai dengan 7. hanya BMP-1
yang struktur proteinnya berbeda. BMP mempunyai kemampuan untuk meng-
induksi sel jaringan ikat mesenkhimal menjadi sel osteoprogenitor pembentuk
tulang. sehingga SMF mempunyai aksi osteoinduktif (Cohen ef a/,1952). BMP
mempunyai aktivitas yang sama dengan TGF-A71, yaitu menginduksi pembentuk-
an tulang ektopik bila berada dalam matriks tulang yang mengalami demingral-
isasi. Induksi tersebut berlanjut melaiui granuias:, khondrogenesis, pembentukan
osteoid (bone matrix yang tidak bermineral) dan kalsifikasi (Sirica, 1996).

Aksi TGF-f1 dimediasi oleh ikatannya terhadap kompleks reseptor permu-
kaan sel. Kebanyakan sel memiliki tiga kelas ukuran satuan ikatan (binding sub-
unit) terhadap TGF-A1 atau TGF-82, yaitu satuan ikatan reseptor tipe-1 {53 kDa),
tipe-fl (J0-B5 kDa} dan tipe-ll (250-350 kDa), Reseptor tipe-lll adalah
proteoglikan kondroitin/heparin-suifat (betaglikan) yang ada dalam bentuk ikatan
membran maupun larutan. mengikat TGF-#7 dan TGF-f2 dengan afinitas yang

sama. tetapi memiiki domain stoplasttk yang sangat pendek sehingga tidak
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dapat digunakan untuk transduksi sinyal. Reseptor tipe-l dan tipe-ll adalah
sefinftrecnin-kinase. keduanya diperlukan untuk transduksi sinyal. Reseptor tipe-
Il mempunyai afinitas yang jauh lebih tinggi terhadap TGF-#1 dibandingkan TGF-
f2. Tanpa reseptor tipe-ll, reseptor tipe-| idax dapat mengikat TGF-4 (Cheifetz
et al 1995, Massague et af. 1998).

Cheifetzr et al {1999) menyimpulkan bahwa selain berperanan dalam
proses fertdasi dan embriogenesis, TGF-A71 juga berfungsi sebagai faktor stimu-
lus fungsi berbagai macam sel atau sintesis beberapa zat lain, yaitu ;

1. merangsang proliferasi fibroblas dan osteoblas

Z. peningkatan {enchancerment} sintests protein matriks

3. induksi monosit untuk memproduksi sitoken

4. meningkatkan khemotaksis fibroblas. monosit dan neutrofil

5. peningkatan fungsi efekior in wivo dan fenotipe memori dari antigen-spesifik
sel-sel T-helper

6. stimulasi sekresi IgA dari sel B.

TGF-p1 dalam bentuk aktif akar berikatan dengan reseptor yang terletak di
fmembran sel. dilkuti serangkaian aktfitas molekuler yang meningkatkan proses
fibrogenesis. khondrogenesis dan osteogenesis. Setelzh berikatan dengan
reseptor tipe-!l dan M, dengan dukungar reseptor tipe-l membentuk komplek
yang akan mengaktifkan komponen mitokoreria Smad-2 dan Smad-3 menjadi
Pospho-Smad 2 dan 3, yang dengan bantuan Smad—4 akan memasuki inti dan
benkatan dengan elemen moleky: aktivator transkripsi untuk memproduks:

mBRNA Pada fibroblas khondroblas dar osteonlas, peningkatan mRANA akan di-
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Ikuti peningkatan sintesis beberapa macam kolagen, yang menimbuikan fibroge-

nesis, khondrogenesis dan osteogenesis {Donosepoetro, 2003; Wells, 2000).

Gambar 2.7.1 Transduks Sinyal TGF-g
(Wells, 2000)
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Observasi lain yang melengkapi perinal mekanisme sinyal TGF-g8 adalah:
1. menginduksi perutahan ekspresi protein Jun 8, ¢-fos dan ¢-myc,
2. menghambat posfonlasi protein retinoblastema cefi-cycle dependent,
3. terlibat dalam sintesis protein guaning nucleotide-binding, dan
4. pergantian phosphatidy! inositol . serta
5. transickasi protein Kinase C dari sitosal ke membran sei.
(Massague ef &/ 1998)

(i samping sebagai stimulator. aktivitas TGF-41 juga bersifat penghambat
{inhibitor), termasuk
a menghambat pertumbuhan limposit, sel endotel, keratingsit dan sel tumor
tertentu,

. menghambat sekresi IgG dan IgM dari sei B.
c. menghambat respiratory burst capacity dalam monosit,
d. menekan progenitor hematopoetik yang terganiung pada IL-3,
e menghambat megakaryositopoiess.
f. menghambat steroidogenesis dalam sel Leydig dan adrenokortikal. serta
g. menghambat diferensiasi adiposit dan miosit.

(Joyce et 3/, 1990, Massague et af . 1998)
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2.7.2 Insulin-like Growth Factor- (IGF-i}
insulin-fike growth factor (IGFs) ditemukan oleh Salmon dan Doughaday
sewakiu mengamati bahwa serum tikus mengandung suatu growth hormone-

dependent factor yang mampu menginduksi penyatuan sulfur ke dalam k.artilagn.
LR UL W 3] TS I RN T LR AR R IS0IES] SUETU TARIOT (SUdS-

tansi) dari serum manusia yang berefek seperti insulin pada jaringan otot dan
lemak. Pada tahun 1576, dua faktor yang secara biokimiawi berbeda (IGF-/ dan
IGF-1) berhasit dipisahkan dan serum manusia, keduanya memiliki karakter
sepert: somatomedin. Scmatomedin C  (Sm-C) identix dengan /GF- (Cohen et
al, 1992 Steed, 1996).

Serum manusia mengandung beberapa /GF : dua macam bentuk mayor,
yaitu /GF- atau Sm-C (7 85 kDa) dan /GF-f (7.47 kDa) serta sejumlah varian
sekuens minor yang mempunyai kontribusi kurang dan 10% dari NSILA {nonsu-
pressible insuln-like activity) di dalam serum. !GF-! dan /GF-ff merupakan
polipeptida rantai tunggal terdin dari 70 dan 67 asam amino dan mengandung
empat domain A, B, C dan D. Domain A dan B dari IGF-/ dan /GF-i! berbagi 40-
43% homolog asam amino dengan domain A dan B dar pro-insulin manusia,
sedangkan domain G dan D dari /GF tidak jolas kaiannya. Homolog sekuens
antara {GF-f dan {GF-If manusia adalah 62%, dan telah disepakati bahwa insulin,
/GF-f dan IGF-if berasal dan gen-moyang yang sama (Cheng ef a., 2000).

Insulin-itke Growth Factor atau somatomedin adalah polipeptida yang 50%
asam aminonya homoiog dengan pro-insulin dan memounyai aktivitas seperti
insuln  Growth factor ini merupakan fakior trophic yang beredar dengan Kadar
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tinggi dalam aliran darah dan memediasi efek growth hormone. In vivo, IGF-/
disekresi cleh sel beberapa jaringan, terutama sel hepar (hepatosit) (Steed,
1997). /zF-/ identik dengan somatomedin-C, sedangkan /GF-if identik dengan
somatomedin. Growth factor ini beredar di sirkulasi perifer dalam keadaan terikat
pada protein pengangkit disebut IGF-Dinding protein-3 {I{GFBF-3). Hanya Kurang
5% {GF-f plasma yang beredar dalam keadaan tidak tenkat Sintesis /GF-f
dirangsang cleh PTH dan protaglandin-E2 {PGEZ2), sedangkan penghambatnya
adalah kortisol. Sintesis /{GF+  juga distimulasi oleh growth Rormon (GH) dan
dipengaruhi oleh beberapa faktor tain. Sebaliknya, /GF-/ dapat menghambat
kelenjar hipofisis memproduksi GH, sehingga terbentuk suatu feedback
mechanism (Cheng et afl., 2000; Cobick & Clermmons, 1983).

IGF-f dapat beraksi lewat reseptor permukaan spesifik yang terdapat pada
berbagai jenis sel, termasuk hepatosit, adiposit, khondrosit, fibroblas, eritrosit,
limposit serta sel dari jaringan saraf dan hipofisis. Reseptor /GF {dan juga insulin)
tipe | adalah !yvrosine kinase, yang B84% terdapat dalam domain sitoplasmik.
Reseptor /GF-f tipe |l adalzh reseptor rnannose-5-phosphate , mengandung 2207
asam amino domain ekstrasel dan 164 asam amine pada ujung sitoplasma tanpa
aktivitas ftyrosine kinase. Reseptor mannose-6-phosphate mengatur lalutintas
protein yang mengandung mannose-6-phosphate dan mamasukkannya ke dalam
siklus yang berada dalam kornpartemen goigi. endosom dan membran plasma

{Cohen ef a/., 1992).
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Para peneiiti telah membuktikan bahwa hepar {hepatosit) adalah tempat
utama sintesis /GF-f pada manusia gdan tikes hidup. Meskipun hepar tikug matt
juga merupakan sumber /GF-I tetapi belum diketahul jurmlannya. Dari peme-
riksaan kuttur janngan, fibroblas juga dibuktkan merupakan sumber fGF pada
manusia maupun tikus. Di samping hepar, beberapa organ iain seperti ren, paru,
pankreas, testis serta jaringan saraf dan jantung dapat menyumbang jumlah /GF
dalam sirkulasi (Cohick & Clemmaons, 1895)

Kadar {GF-/ dan /GF-fl tergantung pada banyak faktor, termasuk usia
pendernta, jenis kelamin, kadar hormonal dan status nutnsi. Beberapa hormon
yang mengatur kadar t{GF-f dan /GF-i/ adalah prolaktin, hormon tirewd dan hormon
seks. Pada manusia, kadar fGF- plasma adalah rendah selama kehidupan fetal
dan neonatal, secara gradual naik sewakiu usid anak dan mencapal puncak saat
pertengahan pubertas, kemudian secara gradual menurun selama usia dewasa.
Rerata kadar /GF-f plasma sedikit lebin tinggi pada wanita dibandingkan lelaki
usla yang sama (Cheng ef af., 2000).

Kenaikan kadar /GF- tetah diungkapkan pada kasus akromegali. Aktivitas
faktor pertumbuhan ini adalah menstmulasi @ 1) sintesis glikogen, protein dan
glikosarminceglikan,; 2) transport glukesa dan asam aming menembus membran
sel. serta 3) sintesis kolagen. Belum pernah ada laporan tentang uji kiinis fzF-f
dan {GF-2 {Cheng et af, 2000, Steed 1947},

Insuin-like Growth Factor yang terdapat dalam jaringan tulang adalah /GF-/
dan /GF-I. {GF-] meningkatkan kecepatan apostsi tulang melalui peningkatan

replikasi preostecbiast dan meningkatkan sintesis kolagen oleh osteoblas, serta

44
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menurunkan resorpsi tulang. Secara umum {GF-f berperan dalam memperiahan-
kan massa tulang normal (Sirca, 1996, Steed, 1997},

TGF-A1 dan {GF-! secara in-vivo maupun n-witro pada hewan percobaan
telah dibuktikan berfungsi sebagai fakior pertumbuhan tulang. Kombinasi kedua-
nya vang ditambahkan secara eksogen pada kelinci percobaan menyebabkan
percepatan penutupan defek kalvaria {Hoth ef af 1997) Thaier ef & {1853)
membuktikan bahwa pemberian /GF-! secara sistemis lewat pormpa infus mini-
osmotik pada bagian punggung binatang percobaan (tikus Sprague-Dawley)
menyebabkan penutupan prematur sutura frontal anterior. Penemuan ini menarik,
kKarena sutura anterior tikus Sprague-Dawley biasanya tetap ferbuka sepanjang
kehidupan hewan im {Moss, 1990} /GF-! juga berperan sangat penting dalam
pertumbuhan fetus {Margawati, 1999 O'Neil. 1897}

IGF-/ dan TGF-31 adalah dua faktor pertumbuhan yang terdapat berlimpah
di dalarm matriks tulang (Coben ef al 1982) /GF awalnya dideteksi dan dimurn-
kan dar tulang dan telah diidentifikasi dua macam [/GF yang berbeda pada
binatang pengerat dan manusia yaitu {GF-f dan {GF-/f. Dua faktor pertumbuhan
tulang tersebut telah dibuktikan menstmulasi pertumbuban tutang baru, baik
secara endokhondral maupun secara intramembran {Canafis e 3/ 1998}, Imuno-
reaktivitas TGF-#71 telah sering ditemukan berada di iokasi penyembuhan fraktur
tulang dan aplikasi lokal TGF-#7 dan {GF-f menyebabkan pencepatan penutupan
defek kranium (Beck ef af, 1981).

IGF-{ berperanan penting dalam pengaturan arnabolik pada metabolisme

tulang dan kartiago Ostecblas dan khondrosit yang memproduks) growth factor
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ini mempunya reseptor yang bereaksi dengannya. /5F-f sangat dipertukan dalam
pertumbuban tulang, penurunan kadar /GF-f atau reseptomya menyebabkan
pengurangan ukuran tulang pada kelahiran. /GF-f dilaporkan banyak diekspresi
selama penyembuhan fraktur dan menstimulasi pembentukan tutang, hal tersebut
menunjukan peranannya sebagar faktor autoknn/parakrin berpotensi regengrasi
tulang {Shimoaka ef af | 2004},

Yakar ef al. (2002) melaporkan bahwa penurunan kadar /{GF-f pada serum
mencit manyebabkan pemendekan pertumbuhan tinear. Lempeng pertumbuhan
tibia bagian proksimal mencrt secara total lebih pendek pada zona profferatif dan
zona hipertrofik khandrosit. Terjadi pula penurunan 10% densitas mineral tulang
dan lebih dari 35% penurunan lingkar dan ketebalan perosteurn. Pengobatan
dengan /GF-/ selama 4 minggu dapat memperbaiki panjang total dan lempeng
pertumbuhan proksirnal tibia mencit.

2.7.3 Kolagen

Kolagen adalah protein berbentuk serabut kaku tidak larut yang terdapat
dalam semua organ. Senyawa ini merupakan jenis protein yang paling banyak
dijumpai dalam tubuh manusia. Protein terseput merupakan konsttuen tulang
tempat semua serabut ditata membentuk sudut tertentu sehingga dapat menahan
gaya perobekan dan segala arah. Kurang lebih setengah bagian dari berat kering
tidang adalah kolagen. itu yang menyebabkan tulang menjadi padat dan kuat
(McGilvery & Gotdstein, 1996

Polipeptida yang menyusun kolagen dibentuk di dalam fibroblas, osteoblas

dan khondroblas pada tulang dan tulang rawan. sebagal zat pendahulu yang
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mudah larut. Zat pendahutu tersebut disekresi ke dalam ruang ekstrasel sebelum
dimodifikasi untuk mendapatkan bentuk akhimya yang kaku. Bila dibutuhkan
untuk memberkan kekuatan, fibrobias dapat meletakkan kolagen pada tempat
yang perly kekuatan, misalnya pada tepi luka {Cohen et al | 1992; Sirica, 1996).
Molekul kolagen dibentuk oleh tiga rantai poiipeptida yang terpilin mem-
bentuk struktur mirip taii (irfpfe helix). Struktur seperti itu terjadi karena adanya
glisin pada setiap gugus. Karena adanya glisin tersebut memungkinkan setiap
rantai berputar satu putaran di tiap tiga gugus, dengan pilinan ke kiri. Di samping
glisin, terdapat gugus prolii dan hidroksi-prolil yang ditempatkan dalam heliks
tripet tersebut, membuat struktur menjad; stabit (McGitvery & Goldstein, 1998).
Sampai saat ini telah ditemukan paiing tidak 7 jenis gen rantai poiipeptida
kolagen. Kolagen yang berasal dan berbagai jaringan jenisnya berbeda-beda
tergantung pada jenis rantai polipeptida yang dihasilkkan Kolagen utama dalam
tubuh, kolagen tipe-1 merupakan 90% darni kolagen total tubuh manusia dewasa,
terdapat dafam tulang, tendon, kormea, jarngan lunak dan jaringan parut; ini
kandungan karbohidratnya paling rendah. Kolagen tipe-2 terdapat dalam tulang
rawan dan dibuat oleh khondrosit. Kolagen tipe-3 merupakan bagian utama
kolagen pada dinding pembuluh darah dan kulit janin. Jenis ini terdapat dalam
jaringan parut dan semua janngan lunak dewasa, tetapi tidak dijumpai pada
tulang dan tendon Kolagen tipe-4 adalah kolagen pada membrana basalis,
mempunyai jembatan disuffida dengan kandungan karbohidrat yang paling tinggi.
Kolagen tipe-5 Lelum diketahui komposisinya, terdapat pada membrana basaiis,

jaringan plasenta dan epiderrnis (Sirica_ 1998 McGilvery & Goldstein, 1996).

a7
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274 DNA dan RNA
a. DNA (deoxyribonucigic acid)

Miescher (1869), peneliti pertama yang menyeldiki susunan kimia nukleus
sel, mendapatkan bahwz nukleus Sel tidak terdin dan karbohidrat, protein
maupun lemak, melainkan terdiri dan zat yang mengandung fosfor sangat tinggi.
Zat itu disebutnya nukiein, yang kemudian diubah menjadi asam nukleat, karena
asam ikut menyusunnya. Asam nukleat terdini dan dua tipe, vaitu : DNA
(decxynbonucieic acid) dan RNA (rbonucieic acid) (Emery, 1992; Harmis, 1994;
Suryo, 1987).

DNA umumnya tergdapat dalam kromosom di inti sel, sedangkan RNA dan
protein banyak terdapat dalam sitoplasma. Susunan molekuler ONMA dalam
semua tipe sel yang berbeda-beda dan suatu organisme adalah sama, sedang-
kan susunan RMA dan protein bervanasi dar satu tipe sel ke tipe sel lainnya,
baik kualitas maupun kuantitas (Suryo,1957). Sebagian terbesar DNA  terdapat
dalam kromosom, sedikit ONA terdapat juga dalam organel seperti mitokondria
tumbuhan dan hewan, jugas terdapat dalam kioroplas ganggang dan tumbuhan
tingkat tinggi (Emery, 1982).

Asam nukleat tersusun atas nukleotida, terdiri dari gula, pospat dan basa
yang mengandung nitrogen. Molekul OV4A adalah suaty polinukleotida, terdiri dari:
+ Molekul gula penyusun DNA adalah sebuah pentosa, disebut deoksiribosa
*» Molekul pospat berupa P04
+ Basa nitrogen yang menyusun DNA dibedakan atas:

a. kelompok pirtmidin, terdiri atas basa sitosin (S) dan timin (T)
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b. kelompok purin, terdin atas basa adenin (A) dan guanin (G}

Pada tahuen 1953 Watsen & Crick mengemukakan bahwa molekul DNA
umumnya mempunyai bentuk seperti ‘pita spiral dobel saling berpilin’ (Gouble
helid} (Emery 1992 Harris, 1994, Montgomey ef al. 1993 Suryo, 1897}
Penelitian Chargaff {1955} dengan higrolisis ODNVA membuktikan babwa pada
perbagai macam mahluk temyata jumlah adenin selalu sama dengan jumiah timin
(& =T), demikian pula dengan sitosin dan guanin (S = G). Maka aturan Chargaff
menyatakan bahwa perbandingan A/T dan S/G selalu mendekati satu. Watson &
Crick herpendapat bahwa struktur double hefix hanya dapat stabil apabila basa
adenin dari satu pita berpasangan dengan basa timin dari pita pasangannya,
demikian pula basa sitosin berpasangan dengan basa guanin. Pasangan adenin
gengan timin dihubungkan oleh dua atom H, sedangkan pasangan sitosin dengan
guanin oleh tiga atom H (Emery, 1892}

ONA pada umumnya terdapat dalam kromosom, dan kromosom terdapat di
dalam inti sel. Seperti diketahui sel yang membelah selaly didahului cleh pembe-
lahan inti sel. Berarti bila kromosom membelan, malekul DNA juga membelah.
Dikenal beberapa hipotesis mengena replikasi {pembelahan) ONA (Suryo, 1997},
yaltu:

1. Secara semikonservatif, bila double helix dar moieku ONA yang lama mem-
buka dengan perantaraan enzim kemudian di samping tiap pita yang lama
dibentuk pita ONA baru.

2. Secara konservatf, molekul ONA yang lama tetap, double helfx tidak mem-

buka. tetap di samping molekul DNVA yang lama dibentuk molekul OANA baru.

49

Disertasi Korelasi Defisiensi Asam Folat dengan Kadar ... Mochhammad Istiadjid Eddy Santoso




ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

3. Secara dispersif, yaitu molekul ONA putus menjadi beberapa bagian dan dari
beberapa potongan itu dibentuk ONA baru.
c. RNA (Ribonucieic acid)
HNA berbeda dengan DMA dalam beberapa hal, yaitu mengenai (Emery,
1992, Suryo, 1997
1. Ukuran dan bentuk
Pada umumnya molekul RMA lebih pendek daripada DNA. Bentuk DNA
double helix, sedangkan RNA berbentuk singfe strand {pita tunggal). Meskipun
demikian pada beberapa virus tanaman {misalnya regvirus), RNA berupa pila
dobel tetapi tidak berpilin seperti spiral.
2. Susunan kimia
Molekul ANMA juga merupakan polimer nukleotida. Perbedaannya dengan
DNA adalah -
a. gula yang menyusunnya bukan deoksiribosa melainkan ribosa
b. basa pirimidin yang menyusurinya buka timin, melainkan urasil {U)
3 Lokasi
DNA umumnya terdapat di dalam kromosom, sedangkan RMA tergantung
dari macamnya, yaitu :
a. mRNA (messenger RNA) terdapat dalam nukleus. mRNA dicetak oleh
salah satu pita ONA vang berlangsung dalam nukleus.
b tRNA (transfer RNA) terdapat dalam sitoplasma. Molekul tRNA berbentuk
seperti daun semanggi yang pada beberapa bagian. basa-basa berpa-

sangan tetapi tidak membentuk double helix seperti pada molekul ONA
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c. rRNA (rbosome RMNA) terdapat terutama di dalam ribosom. Molekulnya
berupa pita tunggal, tidak bercabang dan mempunyai bagian yang basa-
basa kompiementernya saling berpasangan tetapi tidak berupa doubfe
heifx,

4 Fungsi
ONA berfungsi memberi informasi genetik, sedangkan fungsi RNA tergantung
dan macamnya, yattu {(Emery, 1992, Suryo, 1997):

a. mRNA bertugas menerima informasi‘keterangan genetik dan DMA. Proses
ini disebut transkripsi’ dan beriangsunyg di dalam inti sel.

b. tRVA bertugas mengikat asam aming yang terdapat dalam stoplasma.
Sebelum dapat dikat oleh tRMA, asam aming bereaksi terlebih dahuly
dengan ATP {adenosin triposfat) agar berenergi dan menjadi aktif. tRVA
membawa asam aming tenkat itu ke nbosom. Di sini berlangsung peru-
bahan informast genetik yang dinyatakan oleh urutan basa dari mARNA ke
urutan asam amino dalarm protein yang dibentuk. Proses perubahan inf di-
namakan ‘translasi’.

¢c. MRANA bertugas mensintesis protein dengan menggunakan bahan asam

amin. Proses ini berfangsung di dalam ribosom dengan hasil akhir berupa

pulipeptida

L7
-
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2.8 Peranan TGF-f dan IGF-I dalam metabolisme tulang

Tulang merupakan lempengan mineral tersusun teratur secara lamelar,
relatif hiposelular, terdiri atas tulang kortikal dan spongiosa. Tulang tersusun atas
lapisan osteon, dsebut sebagal sisterm Hawvers, yailu susunan  mehngkar
berbentuk silinder mengitar pembulun darak sentral yang dihubungkan dengan
sdluran Hawvers. Saluran i berisi kapiler. artenola, vanula, nervus dan saluran
limfe. Di antarz osteon terdapat susunan lamefa inersisialis. Serat penyusun
lameta saling berhubungan tetapr tidak pernman memotong lapisan semen.
Lapisan semen merupakan pembentuk tepr osteon. Nutnsi tulang diperoieh
melalui sirkulasi intraoseus (Drajat, 2002, Hammersen, 1983; Junquera et al,
1995).

Jaringan tulang tersusun atas matriks dan sel tulang. Matriks tulang meru-
pakan 90% dan seluruh massa tlang. sedangkan sel tulang terdirt dari
ostegblas. osteosit dan osteokias. Osteobias berfungsi untuk membentuk tlang.
ostecstt sebagai regulator tulang dan ostecxlas berfungsi meyerap tulang. Sel
tilang berasal dan stem-ceffl mesenkhim dan stem-cell hematopoetik. Yang
berasal dar stem-ceff mesenkhim akan mengalami diferensiasi menjadi pre-
osteoblas, osteoblas, bone-fining celfs atau resting ostecblast dan osteosit. Yang
perasal dan stem-ceff hematopoetik monosit. terdapat dalam sumsum tulang
maupun peredaran darah yaitu preosteoklas atau osteoklas.

2.81 Macam sel tuiang
Susunan sel tulang terdiri dan 95% osteosit, dan yang 5% terbagi 84%

bone limng cel. 5% osteoblas dan 1% ostecklas ( Hauschka, 1982}

Disertasi Korelasi Defisiensi Asam Folat dengan Kadar ... Mochhammad Istiadjid Eddy Santoso




ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

a. Sel mesenkhim

Sel mesenkhim adalah sel belum terdiferensiasi, mempunyai kemampuan
untuk berubah menjadi fibroblas, kondrosit dan osteoblas termasuk preostechblas.
Sel ini dapat memasuki tulang melalut migrasi dan janngan lunak atau melalui
atiran darah. Sebelum diferensias:, bentuk sei ini irequler, mempunyal satu int,
sedikit sitoplasma dan sedikit organel [ Hauschka, 1992, Junquiera er af, 1995)
b Osteoblas

Osteoblas adalah sel yang memproduksi osteoid atau matriks tulang,
berbentuk  bulat. oval atau polihedral. Ketika sedang mensintesis matriks,
osteoblas banyak mengandung retikulum endoplasmik, membran Golgi dan
mitokhondria. Osteoblas mensintesis serat kolagen tipe-1 serta protein non-
kolagen lain, dan mensekresinya ke ekstrasel. Hormon paratiroid dan sitoken
lokal akan merangsang osteoblas untuk melepaskan mediator guna mengak-
tifkan osteokias. Ostecoblas yang menetap pada permukaan tulang akan menurun
kemampuannya untuk mensintesis tuiang. bentuk sel manjadi pipih, disebut bone
Iiming celis. Osteoblas yang berada di tengah matriks akan menjadi osteosit.

Osteoblas berasal dan sel mesenkhim bersifat plunpoten. Faktor yang
mempengaruhi diferensiasi osteoblas antara lain . BMF (Bone Marphogenetic
Frotein) yang termasuk superfamili TGF-#2 intefeukin, (GF- dan PDGF
{Flatelel Derived Growth Factor) Ostechlas memproduksi protein struktural,
seperti kolagen. osteokalsin dan reguiator protein berupa growth factor. {GF-

akan merangsang resting osteoblast menjadi osteobias aktif (Buckwalter, 1395}
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c. Bone lining cells

Bone fining cells disebut juga resting osteoblast atau surface osteocyte. Sel
ini mempunyai sedikit sitoplasma dan organel. Jika dirangsang dengan PTH, sel
ini akan berkontrakst dan mengeluarkan enzim kolagenase untuk membuang
lapisan ¢steoid, sehingga memudahkan kerja osteoklas untuk menyerap tulang.
d. Ostaoslt

Ostecsit merupakan 0% dar se! tulang. terletak di antara matriks yang
mengalami mineralisasi. Sel ini mempunyai satu inti, jumiah organel bervariasi,
demikian pula volume sitoplasma. Sitoplasma ostecsit memanjang  dan
bercabang-cabang, badan sel berbentuk elips atau menyerupai lensa. Osteosit
berhubungan dengan osteosit lain melalui cabang sitoplasma. Hubungan antar
sel ini menjangkau permukaan luar dan dalam tulang.
e Osteoklas

Osteoklas termasuk keluarga monosit berasal dari garis stem hemato-
poetik. Sel prekursor osteoklas terdapat dalam sumsum tulang dan sirkulasi da-
rah. Jika mendapat rangsangan, sel prekursor ini berprolferasi dan menyatu
membentuk sel besar berintt banyak, menjadi ostecklas. Se! osteoklas mempu-
nyai Inti tiga sampai duapuluh, mitokhondria dan lisosom dalam jumiah yang
sangat banyak. Osteoklas aktif. di dalam stoplasmanya dipenuhi cleh mitokhon-
dria untuk menyediakan energi guna menyerap tulang. QOsteoklas menyerap
matriks tulang dengan sangat efisien. meiekat pada permukaan tulang, memisah-
kan sel dengan matriks. Endosem yang mengandung pompa proton pada mem-

bran akan menurunkan pH dari 7 menjadi 4. Keasaman ini akan melarutkan
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mineral dan selanjutnya untuk merusak matriks, ostecklas akan mengeluarkan
protease. Setelah osteckias selesai menyerap tulang, dia akan membelah
menjadi sel mononuklear (Orajat, 2002, Hammersen, 1983).
Z2.8.2 Matriks tulang

Matriks tulang spongicsa maupun kompakta tersusun atas matriks organik
dan anorganik. Komponen anorgartik merupakan 65% dari seluruh massa tulang,
komponen grganik 25% dan air 10%. Komponen organik terbesar adalah kolagen
sebagai pembentuk tulang dan memungkinkan tutang menahan regangan.
Komponen anorganik atau mingral berfungsi menahan beban tekanan. Kolagen
merupakan 90% dari keseluruhan matnks arganik, 10% glikoprotein nonkalagen
dan proteoghkan spesifik tulang. Macam kolagen terbanyak adaiah tipe-1 dan
tipe-2. sebagian kecil tipe-5 dan tipe-12 Matriks tulang mengandung faktor
pertumbuhan yang berperan mengatur fungs: sel tulang. Faktor pertumbuhan
terdiri dan famili Transforring Growth Factor-f# (TGF-A), Insutin-fike Growth
Factor-i (IGF-}, Insuiin-tike Growth Factor-fi (IGF-f). Bone Morphogenstic
Froteins (BMP's), Platelet Derived Growth Factor (PDGF), intereukin-1 {IL-1),
interleukin-6 (IL-6), dan Colony Stimulating Factor (CSF) (Hauschka, 1992).

Matriks anorganik atau mineral mempunyai dua fungsi pokok. yatu sebagai
cadangan ion dan membuat tulang menjad: struktur yang kuat dan keras. Kafsium
tubuh 99%% terdapat di dalam tulang 85% posfor, 40%-60% natrium dan
magnesium terdapat dalam kristal minera: tutang. Dengan menyediakan cadang-
@n ign. matriks anorganik membantu mempenahankan konsentrasi cairan ekstra-

seluler dan mempertanankan fungsi fisiologis {Buckwalter ef af ,1895)

LM
oy
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Berbagai growth factor terdapat di dalam matriks, memiliki reseptor yang
sesuai terdapat pada membran plasma. Setiap faktor pertumbuhan mempunyai
karakter reseptor tertentu dan ligand spesifik, serta rangkaian post-binding
signalting. Rangsangan faktor pertumbuhan pada osteoblas mengikuti jatur
protein-G (Hauschka, 1892y, TGF-8 merupakan faktor pertumbuban terbanyak
diternukan dalam matriks tuiang. mempunyai berat molekul 25 kD TGF-#
berfungsi merangsang aktivitas osteobias untuk meningkatkan sintesis kolagen.
Selain meningkatkan kecepatan aposisi tulang, TGF-£ menghambat diferensiasi
osteoklas. TGF-# adalah stimulator terkuat pada pembentukan tulang, didapat-
kan dalam kadar 0.1 mg/Kg, dan tulang merupakan sumber terbesar TGF-#
datam tubuh, Selain atas rangsangan hormon paratiroid (PTH), aktivitas TGRS
dipengaruhi oleh IL-1 dan 7, 25difydroxywlamine-D. Selain berasal dari sel
tulang. TGF-8diproduksi oleh platelet, limfosit-T. limfesit-B dan makrofag. TGF-8
mengatur proliferast sel, diferensiasi dan sintesis matriks ekstraseluler. TGF-2
merangsang ekspresi gen untuk pembentukan kalus, merangsang proliferast sel
mesenkhim dan diferensiasi osteoblas serta khondrosit (Cohen et a/., 1992, Joy-
ce et af 19580, Mundy, 1993}

insufin-fike Growfh Factor (I(3F) yang terdapat dalam jaringan tulang adalah
IGF-/ dan IGF-H. Sintesis /GF-f dirangsang cleh PTH dan prostaglandin E2
{PGEZ2) dan dihambat oleh korlisol. /GF-f meningkatkan kecepatan aposisi tulang
melalui peningkatan replikasi precstecblas dan sintesis kolagen serta penurunan

resorpsi tulang. Secara umum /GFY berperan dalam mempertahapkan massa
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tulang normal. /GF-f identik dengan somatomedin-C, mempunyai berat molekul
7.6 kD {Caohen et a/., 1952, Sirica, 1996; Steed, 1996).

interleukin-1 {iL-1) merupaxan perangsang utama untuk resorpsi tulang,
merangsang mitogenik prekursor ostecklas. meningkatkan proliferasi dan
diferensiasi osteoklas. Fungsi tersebut diperkuat oleh Tumor Necrosing Factor-a
(TNF-g), bekerja secara sinergi dengan FPTH dan peptida terkait-PTH. Inter-
leukin-6 {IL-6}) merupakan protein fase akut, memperkuat resorpsi tulang
bersama IL-1 dan TANF-a melalui rangsang mitogenesis dari gars osteoklas.
Sintesis IL-6 dipengaruhi gieh PTH, IL-1 dan Vitamin-D {Sirica, 1996).

Bone Morphogenetic Protein (BMP) adalah anggoia superfamili TGF-§,
merangsang diferensiasi sel progenitor menjadi osteoblas dan khondroblas,
berperan pada pembentukan tutang ektopik. BMF terdapat datam matriks tulang
dan dilepas bersama aktivitas resorpsi pada daerah yang mengalami cedera.
BMP mempunyai berat molekul rendah {19 kCa), didapatkan dari pemurnian dan
ekstraksi protecglikan atzu dari demineralisasi tulang {Cohen &f a/., 1962).

Fisiologi tulang yang normal maupun patologis berkaitan erat dengan
angiogenesis. Proses perkembangan dan penyembuhan fulang tergantung pada
kecukupan pembentukan sejumilah kapiler baru dari pembuiuh darah yang sudah
ada, itu diperlukan untuk nutnisi dan oksigenasi. Selama osifikasi intramembran
dan endokhondral, spekula tulang dan kuncup osteogenik banyak dilingkupi dan
disusupi kapiler. Mekanisme molekuler sudah semakin jelas, beberapa sitoken
dan saling keterkaitannya memegang peranan penting dalam pembentukan,

pertumbuhan dan regenerasi pembuluh darah. Vascular endotheliat growth factor
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{VEGF), suatu glikoprotein terikat-heparin, berperanan sentral dalam perkem-
bangan dan moduiasi angiogenesis. VEGF diekspresi dalam jaringan hipervas-
kuler merupakan mitogen celi-spesiific endotelial. Penyembuhan tulang memeriy-
kan angiogenesis yang adekuat, dan dalam konteks ini VEGF juga sangat beme-
ranan. Ekspresi VEGF dalam osteobias dan sel sejenis-osteoblas dapat diting-
katkan oleh beberapa sitoken dan growth factor, termasuk prostaglandin E1
(PGE1} dan PGE2, insulin-like growth faclor-t {IGF-I), platefet derived growth
factor (PDGF), dan 1o, 25-dikydroxyvitemin D3 (Saadeh et ai, 1969).
Transforming growth factor-g1 (TGF-A1), suatu faktor pertumbuhan ber-
efak luas, memacu diferensiasi dan proliferasi osteoblas. Di samping itu, growth
factor yang bersumber di tulang dan makrofag ini diekspresi dalam kadar yang
tinggi selama pertumbuhan dan perkembangan tulang, proses yang tergantung
pada kecukupan pasokan darah. TGF-#7 berperan ganda, sebagai stimuiator
sekaligus inhibitor poten. Agar dapat menginduksi angicgenesis, TGF-81
memeriukan lingkungan inflamatork untuk meningkatkan produksi VEGF. Pada
proses penyembuhan tulang, TGF-A7 menstimulasi migrasi dan memodu-lasi
proliferasi osteoblas. Aplikasi eksogen TGF-£S1 mempercepat penyembuhan
tulang, baik intramembran maupun endokhondrai serta mempercepat penutupan
defek tulang membranous {Joyce ef af, 18990: Roth et al., 1987).
Berkaitan dengan pentingnya TGF-g1 dan VEGF dalam proses angio-
genesis dan penyembuhan tulang, muncul dugaan bahwa TGF-F7 dapat menga-
tur ekspresi VEGF di dalam osteoblas. Tetah dibuklikan bahwa TGF-A1 dapat

meningkatkan mRNA VEGF di dalam osteoblas primer maupun ostecblas kional.
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Pembanding nyata dari mekanisme ini adalah pada tingkat frankripsional dari
ostecblas kional Ekpresi berlebihan dari reseptor tipe-il dominan-negatif cleh
transfer gen termediasi-adenovirus dapat memutus sinyal transduksi dan secara
bermakna menurunkan stimulasi 7GF-81 eksogen terehadap mRNA VEGF. Di
samping itu, TGF-A1 meningkatkan produksi protein VEGF oleh sel osteobias,
dan peningkatan ini dapat dihambat oleh deksametason. Modulasi yang sinkron
dan harmonis antara TGF-81, mRNA VEGF dan ekspresi protein terlihat muncul
selama penyembuhan fraktur tulang membranous (Saadeh et al., 1999).
2.9 Peranan TGF-g1 dan IGF-1 dalam embriogenesis

Sejak keberhasitan teknik fertilisasi in witro yang disertai dengan lahimya
anak sapi jantan pada fahun 1881, berbagai upaya perbaikan teknik telah
dilakukan. Karena beberapa fakior pertumbuhan diperukan untuk perkembangan
embrio, baik secara in vive maupun in vitro, maka beberapa faktor pertumbuhan
seperti Epidermal Growth Factfor (EGF). Insulin-like Growth Factor-t (IGF-I),
Transforming Growth Faclor (TGF). Flateket Denved Endothetian Celf Growth
Factor (PDGF), atau Leukernia Inhibitory Factor (LIF) telah sering diimbuhkan ke
media pematangan dan media pembiakan untuk meningkatkan kemampuan oosit
perkembang ke tahap morula (blastosis) (Margawati, 1998). Telah juga dilakukan
penggabungan faktor pertumbuhan dan homon sterpid atau gonadotropin ke
dalam media pematangan untuk meningkatkan perokehan jumlah cosit masak.

Juga teizh diketemukan faktor pertumbuban ¢an reseptomya di ovarium
dan sel granulosa dan di cairan folikel. Perkembangan terakhir, diperoleh infor-

mast bahwa beberapa anggota growth factor berperan pada perkembangan awal

i
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embria sapi. Gardner of al {1898} teiah meneliti /GF yang dihasilkan dari
perkembangan embrionik mencit, dalam katannya dengan genolyping embrio
yang mengatami mutasi terhadap komposisi konsepsi dilthat dari genotip
traphectoderm dan inner cell mass /[fCM) embrio mencit. Nowak et al. {1998}
mempubhkasikan tentang stimulasi TGF-#  terhadap pertumbehan blastosist
mencit melalui mekanisme yang melibatkan Parathyroid Hormone refated Pro-
tein (FPTHrP) Interaksi antara konsepsi dan saiuran reproduksi memberikan
dukungan penting bagi perkembangan dan preimplantasi embrio. Ketika terjadi
konsepsi (awal kebuntingan). pada saat tersebut muiai terjadi kerjasama antara
embric dan saluran reproduksi yang mengikutkan peran faktor pertumbuhan.
Faktor pertumbuban diwujudkan dengan dua cara, yaitu secara autokrin {berasal
dar embno sendir) dan paraksin (berasat dari oviduef dan uterus). Pada hewan
mencit, pengetuaran LIF akan mencapai puncaknya sebanyak dua kati, pertama
pada wakiu ovulasi dan kedua pada waktu umur kKebuntingan 4 hari dan
kemudian menurun pada umur kebuntingan 5 har bersamaan dengan terjadinya
impiantasi embrio (Margawati, 1999

Studt tentang embrio preimplantasi dan eviduct menunjukkan adanya bebe-
rapa faktor yang tertibat galam interaks: antara embno dan faktor pertumbuhan,
Berdasar asalnya aaa tiga macam faktor, yaitu autokrin, parakrin dan lingkungan.
Faktor perumbuhan yang berasal dari embrio terliibat dengan cara autokrir,
sedangkan yang berasal dar oviduct dan uterus terlibat secara parakrin. Interaksi
yang lebsh rumit dapat saja terjads, misainya keterlibatan autokrin dan parakrin

dar #GF-1 yang diatur di lingkungan mikro uterus oleh reseptor {GF-f dan protein
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pengikat /GF yang akan dkendalikan secara lokal di uterus dan di embrio itu
sendin {Garder f af, 1998).

Ketika konsepsi tenadi, fakior pertumbuhan yang berasal dari embrio
maltpun saluran reprodukst muiai bekera, Pada manusia terdapat beberapa fak-
tor pertumbuhan yang dianggap berperan selama proses kehamilan, yaitu
Epithelial Grawth Factor (EGF) dan TGFa yang berpengaruh luas pada sei-sel
endometrium dan mesenkhim. Fibroblast Growth Factor (FGF) berperan hanya
pada mesenkhim. serta Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) dan Platelet
Denved Endothelial Growth Factor (PODEGF) berperan hanya terbatas pada sel
endotelial. Berbagal macam sitoken berperan lebih banyak secara tidak langsung
dibandingkan secara langsung pada set endeteiial. Misalnya, interleukin-§1 {IL-
[+1} merupakan salah satu sitoken bersifat agonis yang berperan pada tahap awal
perkembangan embrio sapi (Paula-Lopes ef af., 1988).

Penambahan EGF sebanyak 10 ng/mi pada media biakan berisi embrio
mencit menuniukkan bahwa embno 8-sef yang dieramkan selama 72 jam baik
secara tunggal maupun kelompok akan mengalami peningkatan jumlah embrio
yang berkembang ke tahap halched blastocyst Perkembangan embrio 2-sel ke
tahap blastosist yang dieramkan setama 72 jam akan meningkat dua kali bila
media Diakan dimbuht £GF (49%) dibandingkan tanpa penambahan EGF (28%)
dan peningkatan akan lebih tinggt lagi la diimbuhi dengan kombinasi EGF dan
TGF-f81 (87%}). Sedangkan embrio 8-sel yang dieramkan tunggal selama 32 jam

akan mengalami peningkatan perkembangannya ke tahap blastosist pada media

E1

Disertasi Korelasi Defisiensi Asam Folat dengan Kadar ... Mochhammad Istiadjid Eddy Santoso




ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

yang dimbubi EGF {95%) dibandingkan tanpa pengimbuhan E£GF (B8%)
{Margawati, 1999}

Transforming Growth Factor-g (TGF-f) adalah faktor pertumbuhan yang
mengatur prolferasi sel, produksi matriks ektraseluler (extracefiular matrix, ECM),
perlekatan dan migrast embno serta embricgenesis (Massague, 1990} Nowak et
al. (1998) memperliihatkan TGF-# dan PTHrP berperan penting pada proses
preimplantasi embric mencit. Tetapi dan penelitian yang sama tidak terlihat
adanya pengaruh ATHrP terhadap pembentukan blastosist dan jumlah sel JCM
dan trophoectoderm serta jumlah total pembelahan sel, dibandingkan kelompok
kontral. PTHrP diketahui sangat meningkatkan pertumbuhan tropoblast.

IGF merupakan senyawa peptida, dan diduga menjadi perantara hormon
pertumbuhan pada uterus dibawah kontrol hormon steroid. /GF berperanan untuk
implatasi embrio pada manusia (Murphy. 1994) /GF-if memperiihatkan peran-
nannya dalam komposisi fetus, jaringan embrionik bagian luar dan bersama
trophectoderm dan {CM mengendalikan volume cairan ekstraseluler fetus
(Gardner el af, 1999). /GF-/f dari embric yang mengalami mutasi bersifat
heterogen, berasal dari induk jantan tikus yang disebut /gf2 ko. Munculnya igf2
ko pada fetus dan kantung kuning telur (yolk sac) diakibatkan rendahnya kadar
{GF-1l yang berasal dan derivat {CM dengan penurunan berat basah lebit dari
25% . sedangkan yang dar trophectoderm menyebabkan penurunan berat basah
kurang dari 12% (gardner ef al,, 1599)

Margawati (1999} menyimpulkan bahwa keberadaan berbagai faktor

pertumbuhan sepertt LIF, EGF, IGF-. TGF-f dan PAF diperlukan pada perkem-
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bangan embrio in vitro dan sebagai faktor pamicu bagi perkembangan zigot ke
tahap preimplantasi embric. Faktor pertumbuban autokrin berperanan pada
perkembangan embrio i wirg dan parakrin berhubungan dengan kondisi
lingkungan mikro dari uterus untuk perkembangan embrio ke tahap preimplantasi.
Pengimbuhan FAF, JGF-{, dan (GF-/{ pada media pembizkan embrio
berkepadatan rendah dapat meningkatkan prosentase perolehan blastosist,
sedangkan pengimbuhan EGF dan TGF atau kombinasinya pada biakan tunggal
gapat meningkatkan perkembangan embrio ke tahap embrio pre-implantasi. #eF-f
dan TGF-# diketahui berpengaruh terhadap jumiah sel dari {CM dan trophec-
toderm pada embrio preimplantasi dan berat basah konsepsi.
210 Asam folat

Asam folat (bahasa latin © folium, berarti daun) pertamakali diisolasi dari
daun bayam, {etapi kemudian menunjukkan distribusi biologis yang amat luas.
Zat dengan biopotensi asam folat terdapat banyak tersebar dalam berbagai
bahan makanan. baik nabat maupun hewan:. Sayur-mayur berwarna hijau, buah-
buahan, dan hati hewan mempunyai kandungan asam folat yang tinggi
FPemasakan di dapur ruman tangga atau pengolahan teknologi pangan dapat me-
rusak asam folat sampai 50-95% dari kadar total yvang ada dalam bahan mentah
asalnya {Acuna et a/.. 2000; Sediacetama.1987)

Vitamin int terdini dari tiga komponen utama, yaitl. asam glutamat, asam p-
aminobenzoat dan suatu turunan senyawa heterosiklik dengan cincin yang
berdifusi, disebut pteridin. Kekurangan asam folat yang juga dikenal dengan

asam pteroilgiutamat ini. menyebabkan sejenis anemia dengan eritrosit yang
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tidak cukup matang sebagaimana mestinya. Asam folat sendin tidak mempunyai
aktivitas Ko-anzim, tetapi motekul ini tereduksi secara enzimatik di galam jaringan
menjadi asam tetrahidrofolat (THFE) yang merupakan bentuk ko-enzim aktif. Asam
tetrahidrofolat berfungsi sebagal pembawa sementara gugus 1-karbon di dalam
sejumiah reaksi kompleks enzimatik. Gugus mehl (-CH3), matien {(-CH2-}, metinil
(-CH=), formil(-CHOQ) atau foriming (-CH=NH} dipingdahkan dar suatu molekui ke
molekul lainnya {Lebninger, 1995. McGilvery & Goldstein, 1996}, Fungs: folat pada
jaringan tubuh adatah mentransfer oeberapa macam unit satu karbon dalam
metabolisme. Unit-unit satu karbon yang dihasilkan selama metabolisme asam
aming digunakan dalam interkonversi metabolik asam aming dan dalam bigsin-
tesis komponen punn dan pitmidin dari asam nukleat, yang dibutuhkan untuk
pembelahan sei. Folat merupakan kelompok ko-enzim dan berfungsi bersama
dengan bermacam enzim yang bersangkutan, Telah bertambah jelas bahwa
bentuk poliglutamat folat merupakan ko-enzim alamizh (McGilvery & Goldstein,
1696).

folat adalah bagian dan vitamin B-kompleks, terkait dengan asam
pteraiiglutamat  (Pte-Glu) yang berundak sebagai ko-faktor enzim yang
mentransfer satu unit karbon di dalam berbaga: jalur metabolik (metabolic path-
ways) Metabolisme satu-karbon yang dimedias: folat merupakan salah satu dari
reaksi biokimia di dalam sel yang paiing penting. Folat diperlukan untuk sintesis
protein dalam asam nukieat dan mitakondria. serta metabalisme asam amino dan

proses seluier lain yang mehbatkan transfer satu unit-karbon. Folat dapat bertin-
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dak sebagai donor karbon atau dapat pula sebagai akseptor {Brouwer et af, 1898,
Lehninger, 1989}

Bentuk paling dominan dari folat yang beredar adalah 5-methyitetrahylciic
acid (5-mTHF). Vit B12 mengkonversi 5mTHF menjadi tetrahidrofolat (THF),
suaty bentuk metabolik-aktif folat lain yang diperiukan dalam berbagai proses
bickimia penting. Senyawa ini muncut sewakiyu bigsintesis metionin yang dikata-
515 okeh enzim metionin-sintetase dan ko-faktor metitkobalamin. Selama pem-
bantukan metionin. enzim metionin-sintetase menggunakan SmTHE sebanai
sumber gugus metil. Kurangnya produkst THF oleh sel mengakibatkan sel terse-
but terhambat dalam mensintesis asam amine purin dan timin untuk repiikasi
OMA dan terhambat memetabolisme histidin dan senn (Bouwer ef af, 1988
Brouwer, 1999, Donosepoetro,19988). Untuk memperjelas keterangan tentang
metabolisme metionn dan homosistein serta kenversi asam folat dan siklus
metilas), disajikan Gambar 281, 282dan 283,

Reduks: vitamin asam folat menjad bentuk aktif tetrahidrofolat terjadi dalam
dua tahap. Pada tahap pertama, dua pasang atom hidrogen berturut-turut ditam-
bahkan. Tahap kedua yang dikatalists oleh reduktase dehidrofolat dihambat kuat-
kuat oleh beberapa obat tertentu, yaitu yang digunakan untuk terapi beberapa
macam kanker. Karena tetrahidrofolat merupakan enzim esensial di dalam biosin-
tesis asam timidilat, suatu nuklectida pembangun DNA, maka obat-obat tersebut
dapat menghambat replikasi ONMA pada sel kanker tertentu (Lehninger, 1895;

McGilvery & Goldstein, 1596).

3
LEs
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Beberapa bakter tidak membutuhkan peranan asam folat sebagai faktor
pertumbuhan, sebab organisme tersebut dapat membuatnya sendiri jika tersedia
asam p-amingbenzoat (PABA = para-aminobenzoic acid)), sebagai salah satu
komponen asam fotat, PABA adalah vitamin bagi organisme/bakteri tersebut.
Untuk menghambat pertumbuhan bakteri patogen yang memeriukan PABA digu-
nakan preparat suifanilamid atau derivatnya {Johnson, 1972, Lehninger. 1995).

Asam folat ditimbun terutama dalam hepar, yang dapat mencapan kadar 5-
9 ug/gram jaringan basah. Ginjal juga merupakan tempat penimbunan dengan
kadar 3 ugfg. Kadar asam folat di dalam eritrosit dan leukosit hanya 5% - 10%
kadarnya dalam hati. Diperkirakan folat total di dalam tubuh manusia dewasa
hanya 5 - 10 mgfkg (McGilvery & Goldstein, 1996).

Bentuk aktif asam folat adalah ko-enzim asam tetrahidrofolat dan enzim
matilentetrahidrofolat-reduktase. yang dapat mentransfer gugus formil, hidroksi-
metit, metian dan forminin. Proses reaksi transfer itu berkaitan dengan biosinte-
sis DNA, RMA, purin, metionin dan senn. serta katabalisme histidin (Zittoun, et
&l 1988, Hol et 2/,1998). Kekurangan ko-enzim tetrahidrofolat menyebabkan
terhambatnya metilasi hemosistein menjadi metionin, menimbulkan hiperhomosis-
teinemia (Bouwer, 1993). Hiperhomosisteinemia di samping dapat mengakibat-
kan cacat kongenital, juga memperntinggi risiko penyakit kardio-vaskuler, stroke,
demensia dan Aizheimmer (Eskes ef af . 1998 Moeliandari, 2003; Ray & Laskin,
1999)

Botto & Mastroiacova (1998) mengeksplorasi interaksi amtar-gen yang

digunakan untuk mengevaluasi kemungkinan hubungan ATD dengan mutasi
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spesifik dua gen, vaitu 5 10-metilentetranidrofolat reduktase (MTHFR) dan
cistation-beta sintase (CBS). Mareka mendapatkan bahwa dibandingkan geno-
tipe yang umum, homozigositas untuk mutasi MTHFR saja adalah berkaitan
dengan dua kali risiko kenaikan NTD, sedangkan homozigositas untuk mutasi
CBS saja bukan merupakan faktor risiko. Homozigositas individual untuk mutasi
kedua lokus tersebut mempunyai lima kali rsiko untuk mengalami NTD dibanding
mereka yang genctipenya normal. Scott {1998) melaporkan bahwa mutasi gen
pada mencit Pax 3 yang menyandi faktor transkripsi pengatur ekspresi protein,
tidak seluruhnya berkaitan dengan metabolisme folat Ada kemungkinan pada
model hewan-coba ini, suplemen asam folat mencegah kegagalan penutupan
neural tuhe karena vitamin itu meningkatkan sintesis ONA dan proliferasi sel di
tempat neurslasi.

Defisiensi asam folat dapat disebabkan oleh asupan dalam diet yang
rendah, malabsorpsi karena penyakit gastrointestinal, penggunaan yang tidak
adekuat karena kurangnya enzim, pengobatan dengan antagonis folat, aikehol
dan obat kontrasepsi oral, serta kebutuhan folat yang meningkat selama
kehamilan dan beberapa kelainan proliferasi seluler. Rendahnya kadar asam folat
daiam serum mencerminkan stadium pertama balans folat negatif yang 'mungkin’
akan dikkuti dengan turunnya kadar folat di jaringan. Rendahnya kagdar asam folat
dalam ertrosit mencerminkan stadium kedua balans folat negatif vang ‘pasti’
dilkuti rendahnya kadar asam folat dalam jaringan [Acuna ef al, 2000

Untuk mencegah tingginya risiko penyakit akibat defisiensi asam folat

berupa aborius, cacat bawaan seperti NTD dan CHD (Congenital Heart Defect),

&7
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serta penyakit jantung Koroner dan Alzheimer pada orang dewasa. Eskes et af
(1898}, Oakiey et al (1996), Ray & Laskin {1999) dan beberapa peneliti lain
mengusulkan fortifikasi asam folat ke dalam tepung gandum, sehingga asupan

asam folat tiap penduduk bertambah dengan pating tidak 400pgfhari,

Disertasi Korelasi Defisiensi Asam Folat dengan Kadar ... Mochhammad Istiadjid Eddy Santoso




ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

MS

Homosistein *

| S-metitatrahidrofolat ‘ Serine

_ Tetrahidrofolat ‘
—_ - | 5
| Format
TNTHFR > Sl
vi
| 5-10-metilentetrahidrofolat ) ] 10-formyltetranidrofoiat
i

V4

MTHFD ’| 5. 10-meteniltetrahidrofolat CH

MTHFR = 5 10-matilentetrahidrofolat reduktase

MTHFD = 5 10-metlentetrahidrofoiat dehigrogenase

CH = 5, 10-metilentetrahidrofolat siklohidroigse

FS = 10-formiltetrahidrofolat sintase . MS = metionin sintase

SHMT = serinehidroksilmetiltransferase

Gambar 2.10.1 Metabolsme Metonin dan Homaosistein
(Browwer et af | 1598
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Gambar 2.10.3 Peranan Foiat dalam Bwsintesis dan Reaksi Metilasi
{Donosepoetro, 1998)
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2.11 Apoptosis dan nekrosis

Kematian set dapat terjadi akibat dua mekanisme yang berbeda, yaity
apoptosis dan nekrosis. Apoptosis adaiah bentuk kematian sel yang fisiologis dan
terkendal. Disini nukleus mengalami kondensasi dan fragmentasi. membran
plasma mengkerut. memperlihatkan &lebbing dan vesikulasi pada sitoplasma.
dan kebanyakan sel yang mati segera difagositosis oleh makrofag tanpa ada isi
sel yang tersisa. Keadaan itu kontras berbeda dengan nekrosis, yang setelah
adanya kerusakan membran plasma dan nukleus, isi sel ditumpabkan keluar
rmenyebabkan reaksi inflamaters lokal (Abbas et a/.. 1997; Lomaga ef al,,2000).

Fada situasi fisiologis, umumnya kondisi homeostasis dijaga dengan
kematian sel, yaitu dengan proses apoptosis Sebagai contoh, eliminasi sejumilah
sel yang tidak diinginkan selama embriogenesis, atrofi dan involusi dari sejumlan
sel hormon-responsit sebagai akibat penurunan kadar hormon tertentu, itu semua
disebabkan oleh apoptosis. Kematian sel terprogram {programmed celf death)
merujuk pada konsep banyak macam sel yang diprogram untuk rmati, kecuali
tiselarnatkan oleh beberapa faktor pertumbuhan dan atau faktor penyelamat
khusus (Lomaga et af. . 2000).

Kematian sel terprogram adalah suatu mekanisme homeostatik daiam
sisterm imun, yang fungsi utamanya adaiah untuk mempertahankan ukuran dari
lymphoid pool (atau macam kelompok sel yang lain) agar konstan sepanjang
kehidupan. Apoptosis bertanggungjawab untuk 1) eliminasi limfosit prekursor
yang telah gagal untuk mengekspresikan berbagar reseptor antigen fungsional

dan tidak drseleisi urtuk tidup datam organ limfoid. 23 kematian limfosit {atau sel

12
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lgin) yang tidak bertemu dengan antigen pasangannya dan 3) kematian fraksi
limfosit-teraktivasi yang fidak terpapar antigen secara kontinyu, atau kurangnya
kongentrasi growth factor. Sistem imun menggunakan jalur lain dari apoptosis,
yaitu dipicu bukan oleh kurangnya stimulast growth factor melainkan oleh karena
aktivasi sistem imun yang berulang-ulang {Abbas et af., 1997).

Morfologi sel apoptosis adatah khas, berupa agegrasi khromatin, konden-
sasi nukleus dan sitoplasma, sitoplasma dan nukleus tersekat-sekat, munculnya
apaptotic bodies yang bersi ribesom. miitokhondria yang intak dan material
nukleus. /n vivo, apoplolic bodies ini segera dikenali dan dimakan oleh makrofag
dan set epitelial di sekitarnya. Maka di sini tidak terjadi respon inflamatorik. /n
vitro, apoptotic bodies dan fragmen sel yang masih tersisa segera membengkak
dan akhirnya lisis. Fase terminal kematian sel in vifro ini disebut ‘nekrosis
sekunder (Gusev & Skvortsova, 2003; Lockshin & Zakerni, 1996).

Apoptosis dapat ditimbulkan cleh stimulasi berbagai reseptor permukaan
sel, berkaitan dengan akiivasi caspase. Sebagai contoh, sistem figand reseptor
Fas {CDa5, APO-1)merupakan mediator utama dari beberapa proses fisiologis
dan patofisioicgis, termasuk homeostasis dari kompartemen limfoid perffer dan
kematian sel. Reseptor Fas memulai kaskade transduksi sinyaf yang mengawali
kematizn sel terprogram. Pada fase awal apoptosis, perubahan terlihat pada
permukaan sel dan membran plasma. Perubahan pada membran plasma berupa
translokasi phosphatidy/sering (PS} dari lapisan dalam membran plasma pindah
ke lapisan luar, sehingga PS menjadi terpapar di permukaan sel {Gusevy &

Skvortsova, 2003, Simpson & Russeil. 1998).

73
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Sinyal yang mengawali aktivasi dari famih ‘protease cysteine intraseluler
{disebut Caspase, Cysteinyl-aspartate-spesific proteinases) memegang peranan
sangat penting dalam inisiasi dan eksekusi apoptosis. Sinyal tersebut dipicu gleh
berbagai stimulus. Paling tidak terdapat sebelas macam caspase yang sudah
tendentifikasi datam sel mamalia (Lockshin & Zakeri. 1996, Milligan & Schwartz,
1996).

Pada apoptosis dan nekrosis terjadi gangguan pada fisiclogi mitokhondria.
Selama apoptosis permeabilitas mitokhondria mengalami perubahan dan berba-
gai macam 'aktivator protease spesifik apoptosis' dikeluarkan dart mitokhondria.
Adanya diskontinuitas lapisan luar membran mitokhondria menyebabkan terja-
dinya redistribust cytochrome © ke cytoso! dikuti depolarisasi membran mito-
khondria lapisan dalam. Selanjutnya, cyvtociirome C (Apaf-2) memacu aktivasi
caspase dengan melekat pada Apaf-? dengan demikian mengaktivasi Apaf-3
{caspase 9). Akhirnya AIF (apoptosss inducing factor), yang dikeluarkan ke dalam
sitoplasma, mempunyal aktivitas proteolitik sehingga dia sendiri sudah cukup
untuk menimbulkan apoptosis (Gusev & Skvortsava, 2003).

Tanda biokimiawi apoptosis adalah fragmentasi: DNA genomik, suatu
komitmen ireversibel yang merencanakan kematian sel, munculnya sebelum ada-
nya perubanan permeabilitas membran plasma (prefvtic ONA fragmenfation). Di
dalam banyak sistem, fragmentasi ONd im merupakan akibat dari aktivasi Ca*”
dan Mg **-dependent nuclear endonuciease. Enzim ini secara selaktif membalah
DNA di antara unit nuklegsomal (fnker DNA) dan fragmen oligonukieosomal

{Donosepoetro, 2003: Simpson & Russel, 1938),

T4
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Nekrosis terjadi bila sel terpapar kondisi tidak nommnal (misalnya: hipoter-
mia, hipoksia, serta cedera fistk dan khemis). Proses nekrosis diawali gieh
ketidakmampuan sel untuk menjaga homeostasis, dikuti reffux air dan berbagat
inn ekstrasel Organel intrasel, terutama mitokhondna, serta seluruh sel mem-
bengkak dan ruptur {lisis sel). Akibat kerusakan membran plasma, isi sitopiasma
termasuk enzim lisosomal ditumpahkan ke dalam cairan ekstrasel. Maka secara
i wivo, kematizn sel nekrotik sering diserta) kerusakan jaringan yang ekstensif
sabagai respon inflamatorik yang intens (Milligan & Schwartz, 1956},

¥eadaan hiperhomosisteinemia dapat menimbulkan gangguan dalam
homeostasis sel normal (bersifat sitotoksik) dan menyebabkan kondisi yang
disebut accelerated celf geath programe, berupa pencepatan timbulnya apoptosis
atau kerusakan sel. Di sini terjadi perubahan ekspresi gen terhadap beberapa
sitoken serta terbentuknya radikal bebas oksigen (stres oksidatif radikal bebas).
Kedua hal {adi meningkatkan peroksidasi lipid dan menyebabkan kerusakan
membran sel, sehingga menimbulkan perlangsungan kaskade apoptosis, yang
kemudian melepaskan hambatan CAD (Caspase Activated DNA-ase) inhibitor,
Selamutnya CAD merusak DMA, terjadilah pencepatan program apoptosis dan
nekrosis sel (Higayat, 2003; Stcian et a/ 1996 White, ef al, 2000). Untuk jelas-
nya. dibuat skerna hubungan antara hiperhomosisteinemia dengan kerusakan sel

dalam Gambar 2.8 3.
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Gambar 2.11  Hubungan Hiperhomosisteinemia dengan Kematian Sel
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(Stomn et &, 1956 White e af., 2000}
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TABEL 2.11 PERBEDAAN NEKROSIS DAN APCPTOSIS

Feature Necrosis Apoptosis
1. Mode Passive Active
2. Energetic expences Absent Presant
3. RNA demand Absent ; Present
4. Demand for protein Absent Present
synthesis :
5 DNA degradation Nonspesific ' Spesific
fragmentation
&. Morghological feature:
- distribution Large cell fislds Seiective cell loss
- membranes i Destruction Stay intact
- organelles Swelling and Stay intact
fragmentation
- condensation
of chromatin In chaotic masses In hemogenous and
dense mass
- cytosolic membraneg-
associated protrusions Absent ! Present
7. End-point Edema and lysis Cell shrinkage and
formation apoptotic
bodies

8. Efflux of intraseallular
content mto adjacent

tissue Present Absent
2. Inflammatory reaction Present Absent
10. Phagocytosis intens Moderate
11. Significance Always pathological Fhysiological
(implicated in growth,
development,

homeostasis support):
i i possibly pathoicgical
12. intensrty of tniggerng |

influence Frominent | Moderate

{Gusey & Skvortsova. 2003)
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2.12 Landasan teori

Macam stimulus terhadap sel umtuk memacu fungsi dan aktvitasnya adalah
stimuils mekanik (fisik) dan stimulus kKimiawi. Rangsang kimiawi berupa antigen,
hormon dan growth facfor telah diketahui berkaitan dengan reseptor pada
perrmukaan sel serta dapat merangsang aktivitas sel.

YGF-£1 dan {GF-1 adalah dua faktor pertumbuban yang beraks mitogen
yang poten bagi osteoblas dan khondroblas.bahkan TGF-81 mampu menginduksi
sel jarngan ikat mesenkhimal menjadi sel osleoprogenitor pembentuk tulang,
yang disebut sebagai aksi ostecinduktif. Induks tersebut berangsung melalul
proses granulasi, khondrogenesis dan atau osteogenesis. serla pembentukan
astecid dan kalsifikasi (Roth, ef af 19597; Sinca, 1997). Kedua faktor pertumbuhan
tersabut juga berperanan dalam proses fertiisasi, migras:, implantas: dan
embniogenesis. Rendahnya kadar TGF-1 dan (GF-! akan menimbulkan berbagal
masalah embriclogis, seperti gangguan migrasi tropobias {Lacey et af 2002},
kesulitan implantas embrip ke dalam lapisan desidual maternal (C'Neil, 1997,
Gardner, 19989. Margawati, 1999) dan arganogenasis (Martinasevic et al,, 1999,
O'Meil, 1987).

Setelah  disintesis oleh  sel-sel induk (makrofag untuk TGF-#1 dan
hepatosit untuk IGF-f), kedua sitcken tersebut masuk sirkulasi darah dan
kemudian tertimbun di dalam jaringan. terbanyak pada jaringan tulang sebagal
matriks ekstraseluler. TGF-A1 dan /GF-f juga dapat menembus janngan plasenta
lewat aliran umbilikal dan kemudian masuk sirkulasi janin dan sebagian akhirmya

tartimbun dalam tulang kepala janin (Reth et at. 1977 Sirica. 1976).

Disertasi Korelasi Defisiensi Asam Folat dengan Kadar ... Mochhammad Istiadjid Eddy Santoso




ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

Tenadinya defek tulang kepala pada jamin adalah bagian dan gangguan
organogenesis. berupa kegagalan penutupan tabung saraf {neural tube defect).
Gangguan pada tahap neurulasi berupa tetap melekatnya ektoderm neural
dengan ektoderm epidermis pada gars tengah akan menyebabkan kelidak-
mampuan penutupan neuroporus rostral pada foramen cascum. Perlekatan itu
menghambat migrasi sel-sel mesoderm pembentuk tulang tengkorak ke ruang
yang terletak dr antara ektoderm neural dan extoderm epidermis, sehingga terjadi
celah (defek) di daerah tersebut. Adanya defek dan perbedaan tekanan antara
kompartemen intrakranial dan cairan zmnion akan menyebabkan penonjolan
meldlui defek dan terjadilah meningoke! (Hoving, 1983).

Meskipun belum ada penjelasan tentang basis molekulernya, para pengit
telah menyimpulkan bahwa sekitar 70% kasus ATD (termasuk o datamnya
meningokel) dapat dicegah dengan pembenan suplementas) asam folat dengan
dosis 4 mg perharl. sebelumn terjadi kehamilan sampai usai kehamilan trmester
pertama. Suplementasi asam folat juga dapat mencegah infark dan pelepasan
din: plasenta {abortus), persalinan preterm dan retardasi pertumbuhan intrauterin
{Margawati, 1939, O'Nenl 19977

Asam folat memiliki tiga efek fisi0ioqis: pernama. sebagal ko-faktor pada
enzim yang mensintesis ONA dan RAWA kedua., diperiukan untuk konversi
homasistein menjadi metionin. dan ketiga diperlukan untuk proses metilasi dalam
pembentukan protain Sewaktu awal periumouhan fetus, sintesis asam nukleat
dan protein berada dalam kondisi punca< dan aelama masa ini kebutuhan folat

maternal meningkat tajam. Bila folat toak mencukupi, asam nukleatl ternambat
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dan sel tidak mampu memfasilitasi OMNA untuk mitosis. Terhambatnya siklus

metilasi jJuga mengakibatkan ketidakmampuan ONA dan m-RNA sel untuk men-
sintesis asam amino dan protein (Acuna, et &l 2000; Gross ef af, 2001} termasuk
TGF-fi1 dan IGF-1.

Defisiensi asam folat menyebabkan hiperhomosisteinemia yang dapat
mengganggu homecstasis sel normal. Dn sini tenadi peningkatan kKadar radikal
bebas oksigen, meningkatkan peroksidasi bpid ¢an kerusakan membran sel,
apoptosis dan nekrosis, yang mungkin didabuiul oleh (atau dikuti) penurunan
kadar faktor pertumbuhan tertentu {Stoian et ai., 1986, White ef af.. 2000).

2.13 Penelitian defisiensi nutrisi dengan hewan-coba

Bata=san hewan-coba adalah sekelompok hewan homogen yang mempu-
nyai persamaan biclogis. dapat diperakukan untuk terjadinya proses biologis
secara coba-coba. dapat dipakai untuk penelitan itmiah, yang dengan segala
keterbatasannya dapat menyarupai kondisi pada manusia. Untuk berbagai pene-
litian yang berkaitan dengan nutrisi. toksikologl, behavioral dan onkologi.  tikus
merupakan hewan-coba yang paling sesuai (oleh kargna it palmg sering
digunakan) karena sedikit kedekatannya dengan manusia, antara lain : mamalia,
pemakan sembarang (omnivora), mudah berkembang-biak dan mudah dilakukan
perlakuan rSetckoesoemo, 1986). Ada dua sifat yang membedakan tikus dengan
hewan-coba yang lan. yaitu tikus tidak dapat muntah karena struktur anatomis
vang tidak lazim di tempat esofagus bermuara ke dalam lambung dan tikus tidak

mempunyal kandung empedu (Armngton, 1981)
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Berat badan tikus labaratorum umumnya lebib ringan daripada tikus liar.
Pada umur 4 minggu. beratnya 35-40 gram dan berat dewasa rata-rata 200-250
gram. tergantung pada galur (spesies; Tikus jantan tua dapat mencapai berat
500 gram sedangkan tikus betina jarang lebih dari 350 gram. Spesies Sprague-

Dawiey adalah galur yang palng besar. sebesar tkus har (Hume, 1872, Roe,

19881,
Tabel 2.13.1
Data Biologis Tikus
Larra hidup 2-4 tahun
1 Lama bunting 2C-22 har
; Kawin sesudah beranak T osampa 24 jam
Umur dewasa 40-£0 hari
Urur dikawinkan | 10 minggu (jantan dan betina)
| Fertilisasi 7-10 jam sesudah kawin
Berat badan dewasa | 350-500 q. yantan ; 250-350 g. betina
Berat lahir . 95-5 gram
| Jumiah anak rata-rawa 9. dapat mencapai 20
Perkawinan kelompok | 2 betina dengan 1 jantan
Aktvitas | ~ckturnal (malam han)
|

{Hume 1572}
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Kebutuhar nutrien pada hewan-coba paca garis besamya dibagi dalam lima

kelompok | yaituy
* Karbohidrat
* Lemak atau lipid
" Protein
" Minaral atau elemen-elemen anorganik
T Vitamin-vitamin

Chet ekspenmental membutunkan pahan ramuan yang betul-betul murni
fpurified diets). Fada diet yang demikian, karbohidrat diberikan dalam bentuk
campuran gula mumi dan tepung tapioka; untuk lemak digunakan minyak nabati
murni atau lemak hewani. Protein diberkan dalam bentuk terpisah (bukan cam-
pJran) atau asam-asam aming tertents Kasein dar susu adalah protein kualitas
tinggl yang sering digunakan, di samping protein darn kedele, Selulose ditambah-
kan untuk unsur serat. Mineral diberkan dalam bentuknya masing-masing atau-
pun bemtuk campuran. Beberapa vitarmin, sepery halnya mingral, dapat dipasok
dalam bentuk mikstur (campuran) atau tersendirn {Armngton 1881: Van Wouwe
1591

Vitamimn acalah senyawa organik yang dibutuhkan datam jumlah kesil pada
diet beberapa spesies hewan-coba Berdasar kelarutannya. vitamn dibag
menjadi - vitamn larut-lemak (fat-solubie) can vitamin laru-air {water-soluble}.
Termasuk witamin larut-lemak  adalan  Vitamin-A, D B fe-tocogherol) dan

YVitamin-K, sedangkan wvitamun larut-air aagalahs Thiemin, Riboflavin. Niasin.
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Firidoksin, Asam Pantotenat, Asam Folat. Sianokaobalamin, Biotin, Kolin dan
Asam Askorbat (Arrington. 1981).

Kebutuhan tikus akan asam folat dalam makanan adalah sekitar 7.5 {7.0-
8.0Y ug/100 grhan (Armngton. 1981: Durang ef al | 1997). Kadar asam folat dalam
eritrosit tikus adalah 900-1200 ngiml. sedangkan dalam serum 13-30 ng/ml
(Arrington, 1981). Asam folat untuk keperluan diet eksperimental tersedia dalam
oentuk tablet ataupun serbuk asam folat murri. Untuk mencegah terjadinya
sintesis alarm asam folat aleh flora usus tkus, ke dalam purified diet yang diguna-
kan, perlu ditambahkan 1% Suksinilsulfatiazel {SST) yang merupakan derivat dari

Sulfanilamide {Arrington. 1981; Durand ef a/.. 1997, Johnson, 1872}

a3
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Tabel 2.13.2

Contoh Purified Diets

_———— — .

Nutrign Bahan : Tikus Kelinci
o T/t T T T T weahen_
Karbohidrat GlukosefSukrose : 29 18
Tapinka : an 40
Lemak i Minyak nabati 5 . 3
Froten Kasein non-vitamin
' Protein murni - 26 22

Campuran asam amino _ ,

Bahan kasar  *©  Celulose 5 12

Mineral i Campuran mineral 5 5

Vitamin Campuran vitarmn . 1 : 1
100 100

(Arringtor, 1981)

34
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Komposisi lain sebagai altemnatif purified diet untuk studl ekspenmental

hewan-coba dikernukakan cleh Van Wouwe (1991) seperti tercantum dalam tabel

Tabel 2.13.3

Komposisi Purified Diet semisintetis untuk hewan-coba

Co

Cr

Cu

Fe

Zn

Berkut.
Bahan % Berat
Glukose 50
Tepung jagung | i5
: Cwvalbumin ' 20
Sunfiowear Qi . 4
Selulose b
Choline-ClI . 1
Mineral \ 4
Vitamin mix ki
Trace elements 0.1

20

150

130

1000

260

Berat [umal) i

I 2
M 200 |
Mo 2 i
Ni 40 .
Se 2 |
sn 20

V 2

{Van Wouwe, 1951)
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BAB 3

KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS

3.1. Kerangka konsep penelitian

Mekanisme terbentuknya lubang pada tulang kepala penderita mening-
okel belum diketahui, meskipun sudah terungkap ada kaitan antarz defisiensi
asam folat pada ibu saat awal kehamilan dengan kejadian NTD terrnasuk
meningokel, yaitu pembenan suplementasi asam folat perikonsepsional dapat
mencegah prevalensi dan rekurens: sekitar 70%. Para peneliti yang mencari
basis molekuler dan perubahan gen akibat defisiensi asam folat, menyimpulkan
terdapat defek gen MTHFR (metilentetratidrofolat reduktase) dan terjadi mutasi
gen 677C — T pada kasus-kasus meningokel non-familier (Copp, 1998; Eskes et
al 1998 Fowler ef al 1998, Zittoun &f af, 1998). Mutasi gen menyebabkan
sintesis asam amino dan polipeptida (protein} yang disandi oleh gen tersebut
mengalami perubahan. Pada kasus meningokel. belum diketahui jenis polipeptida
yang tidak terbentuk dengan baik.

Secara embriglogis, tulang kepala tersusun atas matriks yvang terdiri atas
kolagen tipe-1 dan tipe-2, pembentuk jaringan kartilago dan jaringan tulang.
Kolagen tipe-1 dan 2 adalah suatu protein matriks ekstrasel yang disintesis oleh
osteoblas dan khondroblas, Kedua sel muda tersebut fungsinya masing-masing
dipacu oleh dua faktor pertumbuhan yang merupakan ikatan dar beberapa rantai

peptida, yvaitu TGF-#1 dan (GF-{.
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Gambar 3.1.1 Kerangka Konsep Penelitian
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Gambar 3.1.2 Kerangka Teon
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Sudah banyak penelitian yang mengungkap aktivitas TGF-A1 dan IGF-/
dalam memacu pertumbuhan dan pembentukan tulang baru {Beck et &/, 1991;
Cheifetz et a/,1999; Massague et a/,1998). Pada kasus akromegal yang antara
lain berupa pertumbuhan tulang yang lebih panjang dari normal, didapatkan
kenaikan kadar {GF-f (Steed,1997). Pada kraniosinostosis, yaitu sutura tulang
kepala bayi sudah menutup sebelum waktunya yang sekitar usia 2 tahun, terjadi
kenaikan kadar TGF-57 dan /GF- pada tulang sutura (Rath et al.. 1997).

Dengan menggunakan analogi: karena defek pada meningokel disebabkan
tidak sempurnanya fusi tulang kepala. logikanya adalah pada saat terjadi proses
fusr tulang, yaitu pada sepertiga pertama kehidupan embrio, kemungkinan ter-
dapat kekurangan kadar kedua macam fakter pertumbuhan yang berfungsi untuk
memacu sintesis tulang tersebut, yaitu TGF-ST dan  atau /GF-f dalam serum
induk dan tulang kepala janin, serta lebih banyak sel yang mengalami apoptosis
dan nekrosis. Karena meningokel ada kaitannya dengan defisiensi asam folat
perikonsepsional, maka besar kemungkinan terdapat korelasi antara kadar asam
folat dalam darah induk dengan kadar TGF-£7 gan IGF-f dalam serum induk dan
tulang kepala janin serta dengan jurnlab sel 2poptosis dan nekrosis.

TGF-A1 adalah molekul 2 rantai polipeptda yang disandi cleh satu atay
lebin gen sewaktu tahap pre dan post-transkripsi serta tahap replikasi. Faktor
pertumbuhan i merupakan molekul yang mempunyai banyak fungsi, dapat
menstimulasi atau menghambat pertumbuhan dan diferensiasi sel vang berbeda,
yang mempunyai reseptor untuk molekul ini. TGF-F1 adzlah stimulator sintesis

kolagen. proteoglikan. elastin dan fibronektin (Steed,1997), juga merupakan

&g
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mitogen vang poten hagi makrofag, sel otot polos dan osteoblas untuk
mensintesis matnks ekstrasel; tetapi faktor pertumbuhan itu dapat juga secara
langsung mengatur sintesis bermacam-macam molekul dalam matriks ekstrasel,
termasuk kolagen, fibronektin, eiastin dan glikosaminogfikan. Di dalam tubuh,
kebaradaan TGF-£1 dipengaruhi usia, jenis kelamin dan status gizi, temasuk
kadar beberapa mikronutrien dan vitamin tertentu, yaitu ; zink, vitamin C, vitamin
A dan vitamin D (Sirica, 1966 Steed, 1997},

1GF-1 beredar dalam keadaan inaktif, terikat pada protein pengangkutnya.
Aktivitas faktor pertumbuhan ini adalah menstimulasi: a) sintesis glikogen, pro-
tein, glikosaminoglikan, b) transport glukosa dan asam amino menembus
membran sel, ¢) sintesis kolagen. Kadar /GF-f tergantung pada banyak faktor,
yaitu : usia, jenis kelamin, kadar hormonal dan status giizi. Hormon-hormon yang
mengatur kadar /GF-/ adalah prolaktin, hormon tircid dan hormon seks {Cheng et
af. 2000, Cohick & Clemmons, 1985)

Defisiensi folat manyebabkan gangguan siklus metilasi-enzim yang diikuti
dengan hiperhomosisteinemia, kerusakan OMA, gangguan sintesis protein dan
penurunan kadar beberapa faktor pertumbuban. Kesemuanya dapat meng-
ganggu kondisi homeostasis, yang akhirnya juga melibatkan proses fisiologis
apoptosis dan nekrosis. Gangguan itu mengakibatkan terjadinya kondisi yang
disebut ‘kematian sel terprogram yang dipercepat’ (accelerated program celf
death). yang akan meningkatkan jumiah sel yang mengalami apoptosis dan

nekrosis (Abbas et al, 1997, Steian et af . 1998)
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3.2. HIPOTESIS PENELITIAN
Berdasarkan uraian yang telah disampaikan, diajukan hipotesis penelitian
sebaga berkut

3.2.1 Ada korelasi kadar asam folat dalam serum dan eritrosit induk tikus dengan
kadar TGF-g7 dan {GF- di dalam serum induk tikus.

322 Adakorelasi diet rendah asam folat dengan kadar TGF-#1 dan /GF-/ dalam
serum induk tikus melalui rendahnya kadar asam folat dalam serum dan
eritrosit induk tikus.

3.2.3 Ada korelasi kadar TGF-A7 dan /GF-f dalam serum induk tikus dengan
kadar TGF-A1 tan IGF-f dalam tulang kepala janin tikus,

3.24 Ada korelas: kadar TGF-A1 dan [GF-/ dalam tulang kepala janin tikus
dengan jumlah sef yang mengalami apoptosis dan nekrosis.

3.2.5 Ada korefas tidak langsung kadar TGF-#1 dan MGF-1 daiam serum induk
tikus dengan lebar defek tulang kepala pasien meningokel.

3 2.6 Ada korelas) kadar TGF-f11 dan IGF-l dalam tulang kepala di tepi defek

dengan lebar defek tulang kepala pasien meningokel.
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BAE 4
METODE PENELITIAN

4.1. Penelitian untuk menguji hipotesis pertarna sampal dengan kelima
4.1.1 Rancangan penelitian

Macam peneilitizn yang digupakan untuk mengujt hipotesis pertama sampar
dengan kelima adalah Penelitian Eksperimental Laboratoris dengan rancangan :
Randomized Conlrof Group FPosttest Design (Tjokroprawiro  dkk., 1998},
menggunakan tikus betina jenis 80 Sprague-Dawley Rats sebagai hewan-ooba.
Perakuan berupa pemberian diet (rangsum} dengan kadar asam folat yang
sangat rendah dan rendah, dengan iujuan mendapatkan tikus yang mengalami
defisiensi asam folat dengan derajat berat dan sedang. Hewan-coba dibagi dalam
tiga kelompok, vartu Kelompok-A, perfakuan defisiensi folat berat, diberikan
rangsum dengan asam folat yang sangat rendab {rangsum-l), Kelompok-B,
periakuan defisiensi folat sedang, diberikan rangsurn dengan asam folat takaran
rendah {rangsum-ii): dan Kelompok-C. permbenan rangsum dengan takaran asam
fakat yang cukup {rangsum I}, sebagai kantrai.

Pemilthan objek penelitian untuk pengelompokan dan  pemberian
perlakuan  menggunakan metode Rancangan acak iengkap (RAL) atau
Randormized cormpletely gesign (RCD), mengingat hewan coba, bahan rangsum
dan bahan penelitan lainnya dapat dikatakan homogen. Dengan rancangan ini
dimungkmkan setiapg hewan-coba berpeluang sama  untuk  memperoleh
kesempatan menjadi hewan kelompok perakuan atau kelompok kontrol

. iy e

D ENTYERSIT AS sing ch(Hlg !
Ao Ay o
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Dipitihnya hewan-coba tikus ofehkarena merupakan salah satu hewan yang baku

bag: percobaan perlakuan pembarian rangsum (Amngton, 1981, Hume, 1972}

[ TIKUS USIA 8 MG ‘

v
/ ACAK \
*
KELOMPOK-A KELOMPOK-B KELOMPOK-C
Rangsurn- Rangsurn-I Rangsum-ll
| {sangat rendah) {rendah folat) {cukup folat)
16 minggu
AMBIL SAMPEL
DAF{AH |

PEMERIKSAAN KADAR ASAM FOLAT
TGF-p1 DAN {GF-f
|

¥

‘ DIKAWINKAN

v

KELUAR JANIN USiA 18-19 HARI
(SECARA HISTERQTOM

*

PENGAMBILAN SAMPEL TULANG KEPALA JANIN
T
¥

PEMERIKSAAN TGF-£1. 1GF-1,
APOPTOSIS DAN NEKROSIS

Gambar 4.1.1 Rancangan Penelitian
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4.1 2 Subyek dan replikasi

Subyek penelitian adalah hewan coba tikus spesies Sprague-Dawley Rats
jenis kelamin betina. dengan wsia dan berat badan tidak jaunh berbeda. Tikus
ditentukan berusia sekitar 8 minggu sehingga diharapkan saat akhir perlakuan
sudah dapat dikawinkan. hamil dan melahirkan (sekitar usia 24 mingguy}.

Besar replikasi dihitung dengan rumus . n =15+ p
p

n : jurmiah replikasi tiap kelompok periakuan
P :jumlah perlakuan =3, maka nz 6 (digunakan 10 ekor tikus)
(Sudigdo & Sofyan, 1895).

Dengan demikian untuk perlakuan sebanyak tga macam, agar diperoleh
data vang teliti, diperiukan uwlangan paling sedikit 6 kal untuk rmasing-masing
perlakuan. Maka dipardukan mintmal 3 x § ekor = B ekor tikus beting,
Penempatan obyek penelitian ke dalam pertakuvan dilakukan secara acak bagi
seluruh satuan tikus. Teknik randormisasi adalah sebagai berikut - (1) Membuat
nomar uniuk  setiap  anggota kelompok  perlakuan, misalnya A1 A2 dan
seterusnya sampal dengan A10 uniuk perlakuan rangsum rendah folat; B1 B2
sampai dengan 810 untuk perlakuan rangsum sedang. G1,C2 sampai dengan
C10 wuntuk perlakuan rangsum kontrol. {2) Melakukan undian terhadap nomor
tersebut. untuk urutan randomisasi periakuan dan ulangan. kemudian dibuat
tabel (3) Membuat nomor tikus 1 sampai dengan 30, kemudian nomer tersebut
diund sepenti ¢ara 2, dan dibuat tabel (4) Dengan dernikian akan diperoleh

pasangan antara normer tikus dengan nomer perlakuan.
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4 1.3 Perlakuan terhadap subyek penelitian
Hewan-coba Kelompok-A diberi diet sangat rendah asam folat dan diberi

pejantan normal untuk dikawinkan, setelah bunting ditunggu sampai usia kebun-
tingan 18-19 hari, kemudian dilakukan histerotomi untuk mengeluarkan janir. Dua
kelompok lain, masing-masing 10 ekor tkus dengan jenis, umur gan berat yang
sama dengan Kelompok-A. diberi diet rengan asam folat {(Kelompok-B) dan diet
cukup asam folat (Kelompok-C). selanjutnya oiperiakukan sama dengan Kelom-
pok-A

Cara mendapatkan rangsum hewan-coba dengan asam folat yang sangat
rendah. rendah dan cukup yaitu dengan pellet vang dibuat sendiri, menggunakan
acuan dari buku standar kandungan nutnen dar mikronutrien di dalam bahan
pakan mentah seperti yang dikemukakan oleh Arrington {1881) dan Van Wouwe
{1991}, dan dengan memperhatikan kebutuhan normal tikus terhadap asam falat.
Kebutuhan tikus akan asam folat adalah 7.0-8.0 vg/100 grihan, ataw sekitar 7.5
ugs100 grihar [Arrington 1881 Durand ef 2/ 1897 Koentjioko, 2000).

komposisi bahan baku dasar cengan kandungan folat yang sangat rendah,

rendah dan cukup. perhari adalah sebaga! benkut

Glukosa 350 gram

Casein 100 gram

Cellulosa : 70 gram

Suksmnilsulfatiazol & gram

Chaline-Cl _ 5 gram

Sunflower ai 15 ml
o
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Mineral : 100 ml

Trace element 20 ml

Vitamin mix (tanpa folat) ) 06 ml

Asam Folat {per-sonde oral} ; 0.1 mi{l); G.3 mil (H);
0.6 ml (3.

Kandungan mineral yang dibertkan dalam setiap menu diet adalah sebagar

berikut.

KCl 0.7 gram
NaZHPO4 : 1.5 gram
CaCO3 ' 1.0 gram
MgS 04 : 0.5 gram

Keempat zat tersebut di atas dilarutkan datam 300 ml H20 dan dibagikan pada
setiap kelompok masing-masing 100 mil.

Campuran vitamin yang digunakan adalah Abdec drop@ (Parke-Davis)
yang setiap 0.6 ml obat tetes mengandung ; Vit-A 5000 U, Vit-D 400 Ul vit-Bf 1
mg. B6 1 mg. Na-pantatenat 5 mg, B12 2 meg, nikatinamid 10 mg. Vit-C 50 mg.

Bahan untuk Trace eferment yang ditambankan adalah campuran terdiri dari
Dsodium Hidrogen Arsenat Heptahidrat (Na2HAS304 7H20). Sodium Boraks
Decahidrat (Na2B2307 1{H20), Cobalt Sulffat Heptahidrat {COS04 7H20). Crom
Chloride Hexahwdrat {CrCI3 6H20). Cuper Suifat Pentahidrat ({CuS04 5H20},
Sodium Fluorida (NaF). Feri Sulfat Pentahidrat (FeS04 7H20), Potasium lodat
(K103}, Mangan Sulfat Hidrat {MRS04.HZ20). Sodium Molibdat  Dihidrat

{Na2Mold4 2H20). Nikel Chloride Hexahidrat (NICIZ 6H20), Sodium  Sefenit
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Pentahidrat (Naz25e03 5H20), Stanum Chloride Dihidrat (SnCl2. 2H20), Amonium
Vanadat {(NH4V03). Zincum Okside (Zn0). Setiap bahan mempunyai berat 1.2
mgf1000 mi. atau 1.2 mg dalarn 1000 gram pakan.

Untik Kelompok-A diberikan asam folat sejumlah ©,1 mlfharifekor (rang-
sum 1. Kelompok-B ditambzhkan asam folat 0,3 milfharifekor (rangsum ),
sedangkan untuk Kelompok-C ditambahkan 0,6 mlharifekor (rangsum i}, Satu
ml farutan mengandung asam folat berupa serbuk murni sebanyak 50 pg. Larutan
asam folat diberikan secara oral dengan sonde. Pemberian sonde larutan asam
folat selanjutnya disesuaikan dengan berat badan hewan-coba. Dengan cara
demikian didapatkan kelompok A adalah tikus dengan diet asam folat yang
sangat rendah, kelompok B adalah tikus dengan diet rendah folat dan keiompok
C adalah tikus dengan diet cukup asam folat.

4 1.4 Vanabel penelitian

Karena hipotesis yang hendak diuji dalam penelitian ini adaltah adanya
hubungan antara diet rendah folat dan kadar asam folat dalam darah dengan
kadar TGF-f1 & [GF-1 di dalam serum induk (penelitian pertama dan kedua),
serta kadar TGF-#1 & /GF-/ dan jumlah sel apoptosis & nekrosis dalam tulang
kepala janin yang diiahirkan secara histerotor pada hari ke 18-15 kebuntingan
(penelitian ketiga dan keempat). maka variabel yang akan diperiksa adalah kadar
dari ketiga zat biokimiawi tersebut dan jumtah sel yang mangalami apoptosis atau

nekrosis.

gr
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* Variabel bebas

Dalam penelitan eksperimental, variabe! bebas adalah perakuvan,
sehingga variabel bebas pada penelitian ini adalah diet asam folat. Tigapuluh
hewan-coba tikus dalam kondisi hemogen mengenai jenis kelamin, umur dan
berat badan, dibagi dalam tiga kelompok berdasarkan macam perlakuan, yaitu :
a. Kelompok perfama terdin danm 10 ekor tikus, diperiakukan dengan
pemberian rangsum sangat rendah asam fclat sehingga diharapkan akan
mengalami defisiensi asam folat dergjat berat.
b Kelompok kedua terdin dan 10 ekor tikus, diperlzkukan dengan
pemberian rangsum rendah asam folat, diharapkan mengalami defigiens
asam folat derajat sedang.
¢. Kelompok ketiga terdirt dar 10 ekor tikus yang diberi rangsum dengan
asam folat cukup, sebagai kontrol,
= Variabel antara

Variabel antara dalam penelitian eksperimental adalah respons subyek
peneltian terhadap perakuan, yang berlaku sebagai penghubung antara variabel
bebas dengan variabel tergantung. Dalam penelitian ini yang dimaksud dengan
variabel antara adalah kadar asam folat dalam entrostt dan serum induk tikus,
sampel darah diambil 16 minggu setelat diberkan perlakuan, diperiksa dengan
metode Fofateimyunoassay (Fia).
« Wariahel tergantung

Variabel tergantung dalam penelitian eksperimental merupakan respons

subyek penelitian terhadap periakuan yang diberikan. Dalam penelitian ini respon
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vang diamati setetah 16 minggu pemberian perlakuvan adalah kadar TGF-g71 dan
kadar {GF-{ dalam serum induk yang diperiksa dengan metode Enzyme-finked
imungsorbent Assay (Elisa) dan kadar kedua growth factor tersebut dalam tulang
kepala janin tikus yang dipenksa dengan metode imunchistokimia. Termasuk
dalam variabel tergantung adalah jumiah sel yang mengalami apoptosis atau
nekrosis dalam twang kepala janin tikus yang dilahirkan secara histerotomi,
diperiksa dengan metode imunohistokimia.,
« Variabel kendali

Variabel kendali adalzh variabel yang dikendaiikan oleh peneliti agar
subyek penelitian berupa hewan-coba tikus dalam xeadaan homogen. Pengen-
dalian yang diakukan adalah dengan cara inklusi dan eksklust, yaitu hewan-coba
yang memenuhi syarat dimasukkan (inkiusi) dalam sampe! penelitian, sedangkan
yang tidak memenubi syarat dikeluarkan (eksklusi) dan peneliian. Vanabel
kendali dalam penelitian ini adaiah :
fa) Tikus spesies Sprague-Dawley
(b) Jenis kKelamin. dipiih tikus berkelamin betina
{c) Umur, pemitihan umur tikus adatah ukus masa produktif, yaity umur 8 minggu

sampai 8 minggu.
{d) Berat badan tikus, dipilih dalam keadaan seragam, yaitu sekitar 250 gram
dengan standar deviasi 10%.

(e} Tikus dalam keadaan sehat.
(fy Kandang, pemeliharaan, cara memberikan perakuan dan metode pemeriksa-

an, dibuat dalam keatdaan seragam.
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4.1.5 Definisi operasional variabel

1. Diet rendah folat adalah pemberian purified diet pada tikus sesuai
komposisi van Wouwe (1991), ditambahkan larutan asam folat dengan kadar
sangat rendah lewat sonde oral sebanyak 0.1 mlhari {setara § ug asam folat).

2. Asam folat adalah bentuk komponen vitamin-B kompleks dengan akti-
witas biclogis sebagal asam pteroilmonoglutamat (FAQ, 71888), kadarnya dalam
serurm dan sel darah merah {entrosit) induk, diperiksa menggunakan metoda
Compelifive Binding Folate-mmunoassay {(Fial. 16 minggu setelah hewan coba
diberi diet. Darah tikus diambil lewat vena di ekor pada sore hari sekitar pukul
1400, setelah dipuasakan 8 jam. Untuk memudahkan pengambian sampel
darah. tikus diinjeksi Ketalar@ 0.1 mg/KgBE.

3 TGF-At adalah fakior pertumbuhan yang beraksi mitogen bagi osteoblas
dan khondroblas serta menstimulas sintesis kolagen tipe-1 dan tipe-2 yang
merupakan matriks penyusuen tulang. Kadamva diperiksa dalam semum induk
dengan leknik Quantitive Sandwich Enzyme-finked Immunosorbent Assay (Elisa),
16 minggu setetah diberi diet. Juga dipertksa kadarnya di dalam tulang kepala
janin gengan teknik imunohistokimia.

4. {GF-l adalah faktor pertumbuhan yang beraksi menstimulasi osteoblas
dan pembentukan matriks tulang, dipenksa kadamya dalam serum induk 16
minggu setelah pemberian diet, menggunakan metode £fisa. Juga diperiksa

kadarnya at datam tulang kepala jamna dengan teknik imunohistokimia.

00
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5. Apoptosis adalah kematian sei yang sudah dipregram agar dapat
dicapa keadaan homeostatis. Prosesnya dapat dipercepat dan diperbanyak aleh
karena fragmentas: ONA dan growth factor. Nekrosis adalah kematian sel akibat
hipoksia, hipotermi, cedera khemis atau cedera mekanis. Jumlah segl apoptosis
dan nekrosis diperiksa dengan metoce imunohistokimia
418 Bahan penefitian
{a) Bahar penelitian untuk mengup hipatesis oertama adalah serum dan eritrosit

dalam darah induk tikus sebanyak 1 ml. yang diambil menggunakan spuit
jarum kecil dar pembulub darah vena di ekor hewan coba tikus dengan cara
asepsis sewaktu bkus sedang dalam masa inaktif {sekitar pukul 14.00).

(k) Bahan penelitian untuk menguji Mipotesis kedua adalan ketiga macam purified
dief {diet-l. diet-ll dan diet-li} yang diberikan pada tikus-uji dengan komposisi
dan takaran seperti dalam Subbab 4 1 3, dan darah induk tikus dengan cara
pengambilan separti Subbab 4.1.8 a

{cy Bahan penelitian untuk menguji nipotesis ketiga adalah serum induk tikus
dengan cara pengambilan sepert Subbab 4.1.8.3. dan tulang kepala janin
tikus yang drambil dengan pisau dan tang tulang. Spesimen tulang kepala
janin tikus kemudian dibagi dua, yaitu segmen anterior {frontal) dan segmen
posterior {oksipitall masing-masing selLas 5x5 mm? |

(¢} Bahan penelitian untuk menguji hipotesis keempat adalah tulang kepala janin

tikus, yang diambil seperti Subbat: 4 16 ¢
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{e} Bahan penelitian untuk menguji hipotesis kelima adalah serum induk tikus de-
ngan cara pengambilan seperti Subbab 4 1.6a, dan iebar defek pasien
meningokel yang diukur seperti Subbab 4.2 3.

4.1.7 Cara pengukuran

1. Pengukuran Asam Folat

Untuk mengukur kadar asam folat dalam serum dan sel darah merah

{eritrosit}, bahan adalah damah hewan-coba, dilakukan pengukuran dengan cara

radivassay pengikatan-kompettif (Folate-immunoassay = Fia). Pemeriksaan {Mx

Fofate Assay berdasarkan teknologi pengikatan ion. Pada teknologi ini matriks

glass-fiber dari sel reaksi pengikatan ion pada fmx sebelurnnya dilapisi dengan

senyawa amonium yang mempunyai berat moleku! besar. Pemberian suatu
muatan positif ke dalam matriks yang mampu mengikat kompleks analit yang
telah dilakukan pengisian secara negatdf. Selama pemerksaan terbentuk
kompleks pofyanion-anafyte yang dimuati negatif. Berbagai kompleks tersebut
ditkat metalui interaksi elektrostatik dengan matnks yang diberi muatan positif.
IMx  folate assay menggunakan larutan reagen yang bernisi Folate Binding
Frotein (FBF) beserta antibodi monoklonal dalam beniuk kovalen berpasangan
dengan karboksimetilamilose (palianion). Selama /My folafe assay terbentuk
kompieks analit bermuatan negatif melalui reaksi pengkatan antara folat dengan
reagen yang terlarut. Beberapa kompleks analit bermuatan negatif yang
dihasilkan kemudian ditangkap dengan mekanisme interaksi elektrostatik oleh
matriks yang bermuatan positif. Kadar folat drtentukan dengan mengukur F8P

yang tak terikat pada matriks, menggunakan konjugat dari asam pteroat (analog

TC2
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folat) dan alkali fosfatase sebagai molekui pembentuk sinyal. Rincian langkah-
langkah pemeriksaan disajikan dalam Lampiran 20.
2. Pengukuran TGF-A1 serum

Untuk mengukur kadar TGF-£71 dalam serum, bahan adalah darah hewan-
coba, dilakukan pengukuran dengan cara enzyme-finked immunosorbent assay
(Efisa). Teknik yang digunakan adalah gquantiive sandwich enzyme immuno-
assay. Reseptor TGF-g tipe |l teriarut yang mengikat TGF-A1 diletakkan pada
micropfate. Standar dan sampeif dengan pipet dimasukkan ke dalam cekungan
(wefls) dan setiap resepter TGF-AT yang ada akan terikat oleh reseptor yang
immobile. Setelah zat yang tidak terikat dicuci. antibodi poiiklonzal enzyme-finked
khusus untuk TGF-81 ditambahkan ke datam cskungan untuk melapisi (sand-
wich} TGF-f1 yeng tidak diubah selama inkubasi pertama. Setelah difakukan
pencucian untuk membuang setiap reagen antibodi dan enzim yang tidak terikat,
ctairan substrat ditambahkan ke dalam cekungan sehingga terbentuk warna yang
menandai kadar TGF-#1 yang terikat pada langkah yang pertama. Perkem-
bangan warma dihentikan dan intensitas wama dikur. Rincian sejumlah langkah
pemeriksaan disajikan dalam Lampiran 21
3. Pengukuran {GF-l sarum

Untuk mengukur kadar {GF-/ dalam serum, bahan adalah darsh hewan-

coba, dilakukan pengukuran dengan cara Elisa Efisa IGF-I merupakan
imunoassay enzimatik tipe sandwich satu langkah. Pemeriksaan ini mencakup
langkah ekstraksi sederhana, yaitu /GF-! dipisahkan dari protein pengikatnya di

dalam serum. Langkah ini penting untuk memperoleh determinasi akurat dari
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{GF-f. Dalam assay. standar, kontrol dan benda asing iain yang diekstraksi,
diinkubasi dengan antibodi anti {GF-/. dicampur dengan enzim horseradish
(tanaman lobak) peroksidase (HRF! dalam cekungan (welfls), mikrotitrasi
bersama-sama dengan antibodi anti fGF-/. Setelah inkubasi dan pencucian,
cekungan diinkubasi dengan substrat  tetrametilbenzidin {TMB)} kemu-dian
ditambahkan larutan acidic stopping. dan derajat penibahan enzim dari substrat
ditentukan dengan pengukuran dua wavelength absorbance pada 450 dan 620
nm. Absorbansi yang diukur secara langsung proporsional dengan konsentrasi
fGF- yang ada. Satu set standar /GF-/ digunakan untuk meren-canakan kurve-
baku absorben versus konsentrasi {GF-f. Dengan demikian konsentrasi f&GF-f dari
substansi asing dapat dihifung. Rincian beberapa langkah pemeriksaan disajikan
dalam Lampiran 21

4. Pengukuran TGF-g1 dan IGF-f dalam tulang

Untuk mengukur kadar TGF-#1 dar /GF-/ dalam tulang janir, bahan adalah
tulang kepala janin Jdi bagman yang ada defeknya. yaitu os frontalis bagian basis
dan os oksipitals di garis tengah. Sedigan kemudian diperiksa dengan cara
imunahistokimia.

Setelah diambil, sediaan kemugian difiksasi dengan farmalin phosphate-
buffered 10% dalam suhu 4 derajat Celcius selama 48 jam. diteruskan gengan
fiksatif Boun dalarm suhu dan waktu yang sama Sedwian kemudian dicuci deng-
an air yang disuling dan didekalsifikast dalam asam asetat 10%, formaldehid 10%
dan saln 0.45% selama 2 sampar 7 han,  seceitkm dilakukan dehidrasi dalam

etanol dan parafin Kemudian dilakukan irisan sernal setebal 4um dan diletakkan
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di dalam sfide TESPA-coated untuk dicat dengan hematoksilin dan eosin seria
untuk imunclokalisast dan fakior pertumbuhan tulang.

irisan jaringan kemudian dideparafinasi daiam xyfene, rehidrasi dan diin-
kubasi dalam salin TRIS-bufered dan Triton X-100 0,3% di dalam suhu ruangan
selama 15 menit, dilanjutkan dengan salin TRIS-buffered dan metanol absoiut.

Aktivitas peroksidase endogen dicampur dengan hidrogen peroksida 0.6% dalam

metanol, dilanjutkan dengan pencucian dalam salin TRiIS-buffered dan albumin

serum bowvine 0,1% selama 5 menit. Semua insan kemudian direndam dalam
hialuronidase (1 mg/ml dalam 100 mM natrium asetat, Nall 0,85%, dengan pH

5.5) pada suhu 37 derajat Celsius untuk TGF-A7 © dan dengan tripsin 0,125%

dalarm sahn phosphate-buffered selama 15 menit, dibilas dalam satin TRIS-

buffered gan albumin serum bBovin 0,1%, kemudian diblok dengan serum kambing

1.5% dalam normal- salin, TRIS-buffered dan albumin serum bovinuem pada suhu

37 dergjat Celsius selama 20 menit. Insan kemudian ditetesi berturut-terut

dengan :

1) antisera primer untuk setiap isoform TGF-£1 yang diencerkan dalam cairan
blocking dengan konsentrasi akhir 2.5 ugfml. untuk /GF-f diencerkan dalam
cairan blocking 1:2500,

2} antibod sekunder dari domba yang dilakukan biotinilasi,

3] kompleks peroksidase avidin-biotin,

4) dilanjutkan dengan identifikas: peroksigase dalam irisan jaringan dengan cat
Cromogen 3,3 -diamnobenzidine. Sebagai kontrol negatif digunakan IgG

keline dengan konsentrasi 5,0 ug/ml.
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irisan kemudian di counterstain dengan hematoksilin-eosin dari Mayer-
Harnis. Pengecatan hematoksilin-eosin dimaksudkan untuk mengindentifikasi dan
mencar karakteristik dar interpretasi pengecatan imunologis growth factor
Pengecatan imunohistokimia dianalisis pada fotomikroskop Zeiss, sfide dibaca
oleh dua peneliti, dan pengecatan merah-kecokelatan hasil dar kromogen DAB
dinitung. Fotormikrograf diletakkan diatas mikroskop riset Olympus. Data vang
diperolen mertpakan data kualitatif, yang kemudian dihitung secara semi-
kuantitatif. Pada sediaan ditentukan dulu daerah yang akan dihitung (counting
area) berdasarkan pewarnaan vang paling banyak, pada pembesaran 100X,
Daerah yang akan dihitung dibagi 5 wilayah lapangan pandang dan rasing-
masing wilayah dibitung setiap wilayahnya dengan 5 kotak kamar hitung. Kadar
growth factor ditentukan dengan menghitung jumtah kotak imunoperoksidase
positif (berwarna merah-kecokelatan), baik yang terletak di intrasel maupun
matriks. periapang-pandang secara double biind cleh dua orang pengamat yang
hasii pengamatannya tidak berbeda bermakna. Rincian langkah-langkah metode
permenksaan disajikan dafam Lampiran 22 dan 23
5. Penghitsngan jumlah set apoptosis dan nekrosis dalam tulang kepala

janin

Untuk menentukan jumlah sel yang mengalami apoptosis dan nekrosis.
prosedumya sama dengan pemeriksaan imunohistokimia TGF-#1 dan {GF-f
tetapi yang dipakar sebagai antibodi adalah antibodi anti rat Caspase-3. Sediaan
(sfide} dicat dengan metode imunohistokimia. memaka bahan antibodi anti rat

Caspase-3 dan counterstaining Mayer-Hams Hematoksilin. Kemudian jumlah sel-
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sel apoptosis dan nekrosis setiap sediaan dihitung perdapang pandang,

menggunakan mikroskop cahaya yang pada sisi ckulernya terdapat bilik hitung..

Rincian langkah-langkah metode penghitungan disajikan daiam Lampiran 24,

4 1.8 Instrumen penelitian

1. Kandang untuk hewan-coba, adafah kandang standar yang biasa digunakan
untuk memaelihara tikus, dipesan dari seseorang yang ahli dalam pembuatan
kandang hewan coba.

2. Timbangan tikus merk Sartorius Metler. timbangan analitik merk Metler dan
pipet transfer Pette merk Brand, produksi Jerman.

3. Alat pengambil darah hewan-coba (tabung dan jarum suntik steril).

4. Alat pengambil tulang kepala @anin {pisau bedah, pematong tulang dan
penjepit).

5  Aiat pemeriksaan asam folat, TGF-A7 dan {GF-f serum, meliputic penggerus
Qigi  portable, sentrifuse (Heraeus Sepatech Labofuge 200@ ),
snektrofotometer  (Hilachi U-2000@ . double bHeam), pipet mikro dalam
berbagai ukuran, waler bath (Precisterm@), witite and Yelfow tips (Biorad@),
neraca analitk {Q Haus @ ), pH meter (lerway pH meter 3310@ ) dan
vorteks.

6. Alat pemeriksaan imunohistokimia. adalah : mikroskop opiphot-2 {Nikon@ ) |
mikraskop nset (Olympus @ ). epicopic-flugrescence, gelas siide. pipet mikro
(0.1- 20 pl) dan {200-100G ). bive & white #ps dan inkubator 37°C

{Edelstahl-Rosfreqdd ).

wIlLIr R
PERPUSTAK AL
WHIYERSITAS AIRLANINIA
aUvABAYA
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4.1.9 Prosedur pengambilan dan pengumpulan sampel

Hewan-coba (tikus betina) yvang sesuat dengan kriteria inklusi diambit
secara random untuk dimasukkan ke dalam kelompok perlakuan dan kelompok-
kelompok kontrol Kriteriza inklusi adalah: 1) tikus Sprague Dawlay, 2} jenis
ketamin betina, 3) usia sekitar 8 minggu dan 4) sehat; sedanghkan kriteria eks-
klust adaiah; 1) terdapat perlukaan pada tubuh, 2) mata berwama merah, 3}
kecepatan pernafasan = S50X/menit dan subu rektal = 40°C (Hume, 1972;
Arrington, 1981). Anggota masing-masing kelormpok diambil darahnya lewat vena
di ekor untuk dilakukan pemeriksaan kadar asam folat. Pengambilan darah
dilakukan sore hari sekitar pukul 14.00. saat tikus tidak aktif. Kelompek perlakuan
A diberi diet sangat rengdah asam foltat, kelompok perlakuan 8 diberi diet rendah,
sedangkan kelompok kontrol {C) diben diet cukup asam folat. Setelah 16 minggu,
hewan-coba dikawinkan dengan pejantan, selanjutnya ditunggu sampai hamil 18-
19 hari dan janin dilahirkan secara histerotomni. Setelah janin tikus keluar, diambil
tulang kepala di bagian antenior ffrontal basis) dan bagian postenior (oksipital)
untuk diperiksa kadar TGF-41 dan IGF-f.

Frosedur histerotorni adalah sebagai berikut ini. Setelah induk tikus dibius
dengan suntikan I.M. Ketalar@ 0.1 mg/Kg. BB, dalam posisi telentang kemudian
kulit perut serta uterus diinsisi menggunakan pisau dan gunting, selanjutnya

janin-janin tikus dikelvarkan. Induk kemudian dieksekusi {dimatikan).

108

Disertasi Korelasi Defisiensi Asam Folat dengan Kadar ... Mochhammad Istiadjid Eddy Santoso




ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

. T
A 10 ekor ! ‘ 16 mg [ Janin {acak)
{sangat rendah -
folat} 5
Fopulasi acak B: 10 ekar L—-l- 16 mg ! Janin {acak)
Tikus (rendak folat) ]
& minggu
C: 10 ekor 16 Mg Janin {acak)
feukup foiat)
| (18&2) (3)
Gambar 4.1.2 Pelaksanaar Penelitian
Keterangan:

11 diperiksa kadar folat dalam serum dan eritrosit

2) diperiksa kadar TGF-£#1 dan /{GF-1 dalam serum

3) diperiksa kadar TGF-g1 dan fGF-1 dalam tulang kepala serta jurnlah sel
apoptasis dan nekrosis {janim yang diperiksa diambil secara acak).

4.1.10 Lokasi dan waktu penelitian

1. Lokasi penelitian adalah di Laboratorium (Imu Farmakclogi Klinik dan
Laboratorium limu Biomedik Fak. Kedokteran Universitas Brawijaya, Malang.

3 Waktu penelitian : 12 bulan

4,111 Cara analisis data

Data penelitian diplah dengan komputer program SF55 dan AMOS.
Uji statistik dan analists data meliputi

1 Up homogenitas sampel - untuk manr'a: hamaogenitas sampel dengan vanabel
urmur dan berat hewan coba, digunakan u) statistik Anova,

2 Untuk menguji kemaknaan perbedaan hasi’' xelompok perlakuan dan kelom-

pok kontrot digunakan uji Anova.
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3. Untuk menguji hubungan antar variabel, digunakan analisis SEM (Structural
Equation Modeting) dan uji Regresi,
4.2 Penefitian kedua untuk menguji hipotesis keenam
4.2 1 Rancangan penelitian
Rancangan pereltian untuk menguji hipotesis keenam adalah : penelitian
observasional cross-sectional (Sudigde & Sofyan, 19933,
4.2 2 Populast dan sampel penelitian
1. Populasi adalah pasten meningokel
2. Sampel penelitian adalah pasien meningokal yang dilakukan pembedahan di-
RSUD Dr. Saiful Anwar Malang selama setahun. Kriteria inklusiw usia mak-
simai tiga tahun dengan status gizi cukup baik, sedangkan knteria eksklusi
adalah. pasien meningokel disertai hidrosefalus, kadar hemoglobin <10 grée,
usiz lebih dari tiga tahun, dan meningokel yang pecah.

3. Untuk menentukan jumiah sampel digunakanrumus: n2 [(Zo+ZR) &
S

{Sudigdo & Sofyan. 1995),
Keterangan ;o= 005 p=010 ;6 = maksimum — minimum {/ 4 = 16:
$ = standar deviasi TGF-fi1 + /GF-1 =2.56 + 2.41.
Dipercleh hasd > 8.
4 Diminmtakan {nformed Consent dari keluarga pendenta dan  Ethical
Ciearance dari Panitia Etik Fenelitian Kedokteran. Fakultas Kedokteran

Umiversitas Brawiyaya / RSU Dr. Saful Anwa-, Malang
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4.2.3 Bahan penelitian dan cara pengukuran
Bahan peneltian adalah tulang di tepi defek penderita meningokel yang

diambil sedikit (+ 2mm X 2mm) sewaktu dilakukan pembedahan dengan metode
standar. Sampe! tulang kemudian dibagi dua yang dar setiap bagian diambil satu
inisan. yaitu insan yang paling dekat dengan defek dan insan yang paling jauh
dengan defek. Terhadap bahan penelitian (irsan) tersebut dilakukan pengukuran
kadar TGF-gdan 1GF-f dengan metode yang sama dengan Subbab. 4.1.7. Juga
dilakukan pengukuran lebar defek menggunakan anthropometer dari Martin
dengan metode Kaliper gesek (shiding caliper). Karena bentuk defek tidak beratur-
an, maka divkur beberapa jarak tertenty sehingga dapat dimungkinkan untuk
mengukur luas (lebar) defek {ersebut. Lebar defek tulang ditentukan dengan
bantuan komputer program Adepe Photoshop. Sebagai kontrol, digunakan spesi-
men tulang kepala pasien cedera kepala yang dilakukan trepanasi.
4.2 4 Variabel penelitian dan definisi operasional variabel
1. ldentifikasi variabel

Vanabel bebas : kadar TGF-A1 dan (GF-! dalam tulang yang di tepi

defek dan yang jauh dari defek

Variabel tergantung . lebar defek tulang

Variabel kendali : Usia, jems kelamin, status gizi
2. Definigi operasional variabel
a. Tulang tepi defek adalah insan tulang yang paling dekat dengan defek, se-

dangkan tulang luar defek adalah irisan tulang yang paling jauh dari defek.

"1
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b. TGF-A17 adalah faktor pertumbuhan yang bersumber terutama dari makrofaqg,
beraksi mitogen bagi osteoblas dan khondrobias, serta menstimulasi sintesis
matnks tulang kolagen tipe-1 dan tipe-2. Kadamya di dalam tulang defek
penderita meningokel diukur seperti dalam subbat 4.1.6.

¢. 15F-f adalah faktor perurnbuban yang diproduksi terutama cleh sei-sel hepar,
mempunyal aktivitas menstimulast pembentukan matnks tulang. Kadarnya
divkur seperti tercantum dalam subbab 4.1.7.

d Status gizi ditentukan secara klinis dan laboratoris (kadar hemoglabin).

4.2.5 tnstrumen penelitian

1. Instrumen dan bahan-bahan standar urtuk operasi eksisi meningokel di kamar
operasi

2. Antropometer Martin untuk mengukur lebar defek tulang

3. Tang pamatong tulang untuk mengambil spesimen tulang

4 726 Lokasidan waktu penelitian

1. Lokasi peneltian adalah RSU Dr. Saiful Anwar dan Laboratorium Biomedik
Unmversitas Brawijaya, Malang

2. Waktu penelitian ; 12 bulan

4.2.7 Cara analisis data

Cata dianalisis dengan Anacova, analisis SEM (Structural Equation

Modefing), dan analisis Regresi,

1z
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BAB §
HASIL DAN ANALISIS DATA PENELITIAN

Bab ini memuat data hasil penelitian dan analisis data penelitian sesuai
dengan hipotesis penelitian. Data hasil penefitian disajikan dalam bentuk tabel,
grafik ¢an gambar yang disusun sesuai dengan analisis data penelitian,

Variabel kadar asam folat di dalam serum dan eritrosit diukur dengan
metode Competitive Binding Folate-smmunoassay {Fia}, variabel kadar TGF-fi
datam serum diukur dengan teknik Quantitive Sandwich Enzyme-inked Immuno-
sorbent Assay (Efisa) dan kadar /GF-1 di galam serum juga diukur dengan teknik
Elisa. Kadar TGF-f1 dan IGF-/, serta jumiah se! apoptesis dan nekrosis di dalam
tulang kepala fanin tikus ditentukan dengan pemerksaan imunohistokimia
{semikuantitatif}. Kadar TGF-#1 dan /GF-f tutang tepi defek pasien meningokel
juga ditentukan dengan pemeriksaan imunchistokimia.

Data peneltian tersebut diperoleh sesual dengan jadwal penelitan yang
dibuat agar seluruh kegiatan penelitian sesual dengan yang direncanakan.
Secara umum, jadwal tersebut mencakup waktu pengadaan tikus dan kandang-
nya, pembenan perlakuan, pengambilan sampel darah untuk pemeriksaan Fia
dan Eiisa, mengawinkan, menunggu keharmilan dan kelahiran (secara histerotomi
pada hari ke 18-19 kehamilan}, pengambilan janin secara acak dan pengambilan
sampel tulang kepala yang dilanjutkan dengan pemeriksaan imunohistokimia.

Fada penelitian yang pengamatan dilzkukan oleh dua orang, yaitu peneliti

dan pembimbing dari Laboratorium Biomedik FK-UNIBRAW, peru diuji konsis-

13
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tensi {keajegan) hasil pemenksaan. Ujt konsistensi yang dilakukan dengan
Anova. hasiinya menunjukkan bahwa antara dua pengamat memberikan penilai-
an yang sama untuk TGF-A71 dan /GF-! baik dalam serum maupun datam jaringan
tuiang. serta jummiah sel apopiosis dan nekrosis (nilai p masing-masing adalab
antara 0.284 dan 0.602, tidak berbeda secara bermakng). Perhitungan seleng-
kapnya disafikan dalam Lampiran 4. Maka hasil penilaian dan dua pengarmat
bersifat konsisten, sehingga ketelitian data penelitian dapat dijamin.

5.1 Analisis deskriptif data hasil penetitian

5.1.1 Pengamatan terhadap hewan-coba tikus

Cari Tabel-1 dapat diketahu: berat badan tikus beting selama masa
penelitan yang sekitar satu tahun, tidak berbeda bermakna {Uji Anowva, p Lerkisar
antara . 184-0.903 ), Dengan demikian dan segi usia dan berat badan tikus pada
setiap kelompok dapat dikatakan homogen sepanjang waktu penelitian.

Setelah dilakukan perlakuan pada usia 8 minggu dengan pemberian
rangsum sesuai dengan Subbab 4. didapatkan beberapa penyulit, yaitu diare
dan penururtan berat badan selama lebih kurang dua minggu. Hal tersebut
kemungkinan disebabkan perubahan menu/komposist rangsum, yang menyebab-
kan irtasi dan hiperperistattik. Setelah mencapai fase adaptasi, beberapa penyulit
tadi dapat diatasi. Selama masa penelitian, lima ekor tikus mati, satu dari Kelom-
pok-A dan masing-masing dua eker dan Kelompok-B dan C. Sebagai gantinya

dilakukan substitusl dengan tikus lain dengan usia dan berat badan yang sama.

"14
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TABEL 5.1.1

BERAT BADAN TIKUS TIAP KELOMPOK

BERDASAR UMUR

I] | Kelompok
E Tgl. Usia | A [ B C Keterangan
; : [
| 3/2/03 2 mg. ' 587 | €20 48 8 p =0.184 {n.5)}
i S 1.2 ‘ +4.4 +1.4
3/3/03 Bmg 1075 l £17.1 104.1 p =0.144 (n.5)
+33 ' +40 + 37
714/03 t1mg. 1+ 1130 | 1132 108.8 p =0.462{n.5)
| +32 4.0 + 1.9
|
5/5/03 15mg. | 117.0 1167 114.2 p =0.624{n.5)
+25 =25 +54
4/8/03 20 mg. 1984 | 2004 197 7 p =0.903(n.8)
+113 +74 + 6.0
17103 24 mg. 2376 | 2428 244 0 p =0.447{n.5)
+7.4 ) 6.3 + 4.0
| I
5/8/03 29 mg. 2567 ; 2643 2574 p =0.507{n.5)
| - -15 - +36
' |
;' 7/9/03 34 mg | 3088 a7 a3 | 32298 p=0.711(n.5)
{ | 1749 68 . (55
| : :
| 8/10/03 38 mg. 350.8 357.7 350.6 p =0.631(n.s)
l +52 ~33 E 16 5
|
L |
Keterangan : - Satuan dalam gram - n s = non signdicant {tak bermakna)
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GRAFIK 5.1.1

BERAT BADAN TIKUS TIAP KELOMPOK
BERDASAR UMUR

300
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U T 1 T T T T T T "1
Img. 6mg. 11 mp 15mpe 0me Zdmeg I9me Jdme. B me
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TABEL 5.1.2

KADAR ASAM FOLAT DALAM ERITROSIT
TIAP KELOMPOK TIKUS

I[
NO. KELOMFPOK A i KELOMFOK B KELOMPOK C
|
; 1 7412 i BG7 2 49052
I 2 £54.8 L —
; 3 549.6 816 4 1,311.3
i 4 B850 l 92340 B24.0
5 S 656 9 964.5
& 2018020 il . v 656.3
7 BTSN Ny Ot gy
| g8 | | BNER 878 8 1,202.4
| 4 6161 s, 7 9540
10 7425 7781 8800
RERATA 6321 658 8710 = 104 4 9822 + 1478
p-vaiua 0.00f ]I'
Keterangan : - - = Sampel rusak {iisis. beku}

- Satuan yang dipakai: ng/ml
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TABEL 5.1.3

KADAR ASAM FOLAT DALAM SERUM
TIAP KELOMPOK TIKUS

NO. KELOMPOK A KELOMFOK B KELCMPOK C

1 7.4 14.3 15.2
: 2 6.8 13.0 18.8
b3 8.8 13.1 15.3
4 5.2 15.3 14.8

5 8.4 12.1 15.3

6 5.7 12.4 15.0

7 8.4 14.4 15.1

8 3.1 14.7 15.3

9 5.8 11.1 15.5
to10 38 14.4 16.0
Rerata .34 = 162 13.48 + 1.14 1564 + Q.7
pvalue 0.000

Keterangan @ Satuan dalam ng/mi.
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GRAFIK §.1.2

KADAR ASAM FOLAT DALAM ERITROSIT
TIAF KELOMPOK TIKUS

%612

1004k 57110

50

0

150

GRAFIK §.1.3

KADAR ASAM FOLAT DALAM SERUM
TIAP KELOMPOK TIKUS

|
15.64
1= 13.48
10
6.34
5
£
Kel A ket B kel. C
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5.1.2 Kadar asam felat dalam eritrasit dan serum induk tikus

Dalam Tabel 5.1.2 diperoleh data bahwa rerata kadar asam folat di dalam
ertrosit tiap kelompok tikus adalah berbeda sangat bermakna (uj Anova, p=
0.001), demikian halnya dari Tabe! 5.1.3 dipercleh data bahwa rerata kadar asam
falat di dalam serum tikus di setiap kelompok adalah berbeda sangat bermakna
(uji Anova, p= 0.000). Dengan demikian diperoleh kadar asam folat dalam darah
tikus Kelompok-A lebih rendsh secara sangat bermakna dibandingkan dua ke-

lompok lain.
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TABEL 514

ABSORBANS! TGF-#7 DALAM SERUM
TIAP KELOMPOK TIKUS

NO " KELOMPOK - A KELCMPOK - B KELOMPOK - C|
| -
1 0.137 || 0.139 , 0.247
2 0.241 0.189 0.270
3 0.138 \ 0.248 0.344
| 4 0.234 0 224 ' 0 203
i 5 0.180 0.245 0.293
i 5 0.237 0.208 0.296
7 0.201 0.250 0.302
8 '] 0.179 0.260 0.221 ]
g 0.178 | 0.224 | 0.202 |
10 0 185 0.234 i! 0.206
! Rerata 0.191 = (.03 0223 = 0.03 0.258 = 0.04
Il P-value 2005 |
Keterangan : Satuan dalam ng/ml.
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TABEL 5.1.5
KONSENTRASI TGF-81 DALAM SERUM
TIAP KELOMPOK TIKUS
NO KELOMPOK - A KELOMPOK - B KELOMPOK - C
1 547.0 801.0 7656.0
2 738.0 533.0 857.0
3 721.0 769.0 11563.0
4 713.0 1073.0 589.0
5 497.0 757.0 9450
6 725.0 609 0 581.0
7 581.0 777.0 985.0
8 453.0 817.0 661.0
9 489.0 873.0 985.0
10 513.0 713.0 604.0
Rerata 602.0 + 58.0 7622 = 96.2 B10.6 + 175.2
p-value 0.000
Keterangan : Satuan dalam ng/mi.
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GRAFIK 514

ABSQORBANS| TGF-/41 DALAM SERUM
TIAP KELOMPOK TIKUS
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GRAFIK 5.1.5

KONSENTRASI TGF-/7 DALAM SERUM
TIARP KELOMPORK TiKUS
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ABSORBANSI /GF-f DALAM SERUM

TABEL 5.1.6

TIAP KELOMPOK TIKUS

NO KELOMPOK - A KELOMPOK -B KELOMPOK - C
1 0.308 0.254 0.245
2 0.283 0.229 0.228
3 0.370 0.308 0.218
4 0.280 0.205 0.187
5 0.354 0.184 0.208
5 0.304 3.218 0.227
7 0.267 0.263 0225
8 0280 0.201 0.176
g 0.251 D.216 0.203
10 0.242 0.241 0.211
Rerata 0.293 + 0.033 0.236 + 0030 0.213 = G.O0N6
p-value 0.000
Keterangan : Satuan dalam ng / ml
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TABEL 5.1.7

KONSENTRAS! /GF-/ DALAM SERUM
TIAP KELOMPQK TIKLS

N KELOMPQK - A KELOMPOK - B KELOMFOK - C
1 38755 3978.0 4113.5
2 3893.0 4045.0 3930.%5
3 3658.0 36755 4088.0
4 3908.5 4050.5 4180.5
5 3680.5 4149.0 4113.0
& 3B75.5 4089.0 4066.5
7 3966.5 4000.5 4071.5
B 3955.5 41305 4198.0
9 40480 4180.5 4127.0 |
10 40280 'f 4030.5 41056.5
Rerata 38880 + @30 403680 * 88.4 4108.0 = 47.2
p-vaiye o011

Keterangan ;| Satuan dalam ng/ml.
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GRAFIK 5.1.6
ABSORBANSI /GF-/ DALAM SERUM
TIAP KELOMPOK TIKUS
0.351 0.293
0.3-
0.236
0.25- 0.213
0.2-
0.15-
0.1-
.05
0 . v 1
Kel. A Kel. B Kel, C
GRAFIK 5.1.7
KONSENTRASI /GF-{ DALAM SERUM
TIAP KELOMPOK TIKUS
4150 4109
4100-
4050+
4000
3950+
3900
3850
3800
3750+ r 1
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5.1.3 Kadar TGF-£f dan IGF-i dalam serum induk tikus

Seperti tercantum dalam Tabel 5.1.4 dan Tabel 5.1.5, rerata nitai absorb-
ansi dan konsentrasi TGF-A1 dalam serum sefiap kelompok tikus adatah berbeda
sangat termakna, yaitu antara Kelompok-A dengan Kelompok-B dan C {uj
Anova, p = D.000). sedangkan antara Kelompok-B dan C. walaupun tidak
bermakna, tetapi terllinat ada perbedaan. Analisis statistik anfar-kelompok (A, B
dan C) terdapat perbedaan vang sangat bermakna (Anrova, p = 0.005)

Car Tabel 51.6 dan Tabel 5 1.7 diperofeh data bahwa rerata nilai absorb-
ansi dan nilai kensentrasi {GF-f dalam serum Kelompok-A juga berbeda secara
sangat bermakna dengan Kelompok-B dan Kelompok-C {Anova, p = 0.000),
sedangkan perbedaan antara Kelompok-B dan Kelompok-C  adalah kurang
bermakna (p = 0.112), Meskipun demikian. secara keseluruhan terdapat
perbedaan yang sangat bermakna antar-kelompeok (p = 0.002). Rincian uji Anova
untuk menghitung perbedaan konsentrasi TGF-87 dan {GF-{ dalam serum setiap

kelompok tikus, seluruhnya disajikan dalam Lampiran B dan Lampiran 10.
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Diet Folat
r=0873 p=8000 FEL AN =0.000
Folat Eritrosit Folat Serum
1 _ — Z
" £ =036m = 0 077 r=0.158 429
' .
r=0475 p=0020 . r=02357p = 0.062
1 - -
I - -
¥ - v
IGF-{ Serum T TGF-p1 Serum
r= 0488 ps 6.002 r= 0438075 0.001
r=0518 p=0.000 r=031p=00f7
IGF-{ Tulang TGF-£1 Tulang
r=-0541 p=#001 r= Q469 p=0004
r=-0064 plk Q701 r=-021p, p=0180
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Gambar 5.1.1 Hubungan Antar Vartabel Penelitian
Hasil Anaiisis SEM

wrt T
g LA PR
128 WRTF R R 5T o5 LYY PN
aUnARNLTA i

Disertasi Korelasi Defisiensi Asam Folat dengan Kadar ... Mochhammad Istiadjid Eddy Santoso

—_——— . — o T—.




ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

TABEL 5.1.8

KADAR ASAM FOLAT DALAM ERITROSIT, TGF-21T SERUM DAN
IGF-1 SERUM PADA TIAP KELOMPOK TIKUS

Variabel (Mean + 5D}
|
[ Kelompok FOLAT TGF-/1 IGE-1
Perlakuan | ERITROSIT SERUM SERUM
) I, H
| [ f
E A t 5321+ 658 6020 +98.0 38868 1+ 935
|
| } |
B ' 8710+ 104 .4 752.2 + 96,2 40380 + B84
| |
| !
!
C 962.2 + 147 .9 5 8106 ~ 175.2 4109.0 + 47.0
i
GRAFIK 5.1.8

KADAR ASAM FOLAT DALAM ERITROSIT SERTA KADAR TGF-87 DAN /GF-/
DALAM SERUM TIAP KELOMPOK TIKLIS

4500 f m_n4,usu.u4‘ 0.0
EBKel A
3500
2500 BKel B
7
1500
BKel. C

Asam folat  TGF-pl serum  [GF-I serum
eristrosit
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5.1 4 Korelasi kadar asam folat dalam serum dan eritrosit dengan kadar
TGF-£1 dan IGF-F seram induk tikus
Data dalam Gambar 5.1.1 dan Tabel 5.1.8 memperlihatkan adanya kore-
lasi yang cukup kuat kadar asam folat dalam eritrosit dengan konsentrast TGF-371
serum (analisis SEM, r = 0.346; p = 0.077 ) dan IGF-1 {analisis SEM. r = 0475 p
= (.020 } Korelasi kadar asam folat eritrosit dengan kadar TGF-A1 serum induk
iebih lemah dibandingkan terhadap kadar /GF-{, Perhitungan data menggunakan

analisis SEM disajikan dalam Lampiran 18.

TABEL 51.9

KADAR ASAM FOLAT SERUM, TGF-8f DAN /GF-1 SERUM
TIAP KELOMPQK TIKUS

Variahel (Mean + 80)
Kelompok FOLAT SERUM ! TGF_A1 I1GF-1
|
A 534 + 1,62 602.0 + 98.0 3888 0 + 93.5
| !
! B 1348+ 114 ' 7522962 4038.0 - 88.4
|'
!
| c 1564+ 070  8106=1752 | 4109.0+47.0
i o S
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GRAFIK 519

KADAR ASAM FOLAT DALAM SERUM SERTA KADAR TGF-51 DAN /GF-I
DALAM SERUM TIAP KELOMPOK TIKUS

4500
4000
3500
3000
2500 A
2000 NE
1500 ac
1000

500

FOLAT  TGF-B1 IGF-I
SERUM  SERUM  SERUM

Data dalam Tabet 5.1.9 Grafik 5198 dan Gambar 5.1.1 menunjukkan
korelasi yang cukup kuat kadar asam folat datam serum dengan konsentrasi
TGF-81 serum (r = 0351, p = 0.062 ), tetapi dengan konsentrasi /GF-T dalam
serum, korelasinya lemah (r=90.155 p=0429 ).

Dari Tabe! 5.1.8 dan 5.1.9 serta Grafik 5.1.8 dan 5.1.9 dapat disimpulkan
bahwa semakin rendah kadar asam folat. semakin rendah pula kadar TGF-87
dan {GF-/ dalam serum tkus induk. Dengan demikian, meskipun korelasi kadar

asam folat serum dengan kadar /GF-/ serum kurang bermakna, kadar asam folat
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dalam darab secara keseluruhan, khususnya dalam eritrosit, berkorelasi positif
dergan kadar TGF-81 dan IGF-f serum. Korelasi terkuat adalah kadar folat
eritrosit dengan kadar /IGF-f serum (r = 0.475, p = 0.020), berikutnya kadar folat
serum dengan kadar TGF-A1 serum {r = 0.351, p = 0.062), kadar folat ertrosit
dengan kadar TGF-£1 serum {r = 0.346, p = 0.077), dan yang terlemah adaiah
korelasi kadar folat serum dengan kadar /GF-f serum (r = 0.755, p = 0.428).
Dengan demikian hipotesis pertama terbukti dan dapat diterima.
515 Koralasi diet rendah folat dengan kadar TGF-8f dan IGF-f sarum

induk tikus

Dari Tabel 5.1.2, Tabel 5.1.3 dan Gambar 5.1.1 dapat dianalisis bahwa
terdapat korelasi yang sangat bermakna (sangat kuat} diet asam folat dengan
kadar asam foiat, baik dalam ertrosit (r = 0.673, p = 0.000} maupun dafam serum
{r = 0.897, p = 0.000). Qlehkarena kadar asam folat dalam entrosit dan serum
secara umum berkorelasi dengan kadar TGF-#7 dan /GF-/ serum, dapat
disimpulkan bahwa diet folat berkorelasi-positif dengan kadar TGF-#1 dan IGF-f
dalam serum. Semakin rendah kandungan asam folat dalam diet. semakin
rendah kadar kedua growth factor tersebut dalam serum, khususnya kadar TGF-

#1. Dengan demikian hipotesis kedua dapat dibuktikan dan diterima.
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TABEL 5.1.10
BERAT BADAN JANIN
TIAP KELOMPOK TIKUS
NO KELOMPOK-A KELOMFOK-B KELOMPOK-C | p-value
1 3Is5+12 3921 77zx26"
2 44+14 40+15 73x12
3 3.7z 2.0 38+16 TE+17
4 36111 42=23 F7it15b
5 3814 4621 74121
5] 3g+186 4108 75124
7 34125 £53+11" §7+22
8 42217 48+ 1.5* 71218
g 36208 EF IR EST FRBt27"
10 41+1.8" 39+16 681219
Rerata 3816 44117 74120 ¢.000

Keterangan : - Satuan datam gram.
- "} Berat badan lahir spontan

"3
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GRAFIK 5.1.10

BERAT BADAN JANIN TIAP KELOMPOK TIKUS

12

10

8

—— Nomor

p —&- el A
Kel 8
Kel C

4 P .

¥ -
2
Q

5.1.6 Pengamatan terhadap janin tikus yang dilahirkan

Setefah dikawinkan, kebuntingan yang diharapkan tidak segera dapat
terjadi. Selurub tikus Kelompok-A baru dapat bunting setelah empat bulan, jauh
iebih iama dibandingkan teradinya kebuntingan pada tikus Kelompok-B dan
Kelompok-C yang sudah dapat bunting seluruhnya dalam bulan kedua perkawin-
an. Di Kelompok-A tidak ada seekor tikus pun yang bunting dalam masa 21 han
pertama perkawinan, sementara pada masa yang sama terdapat 5 kebuntingan
pada Kelompok-B dan § kebuntingan pada Kelompok-C. Tikus-tikus Kelompok-A

baru bisa bunting setelah masa lebih dari 4x21 han sedangkan pada Kelompok-B

135

Disertasi Korelasi Defisiensi Asam Folat dengan Kadar ... Mochhammad Istiadjid Eddy Santoso




ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

dan C dalam masa 2x21 har {duapLluh satu har adalah masa kebuntingan induk
tikus).

Calam Tabel 5.1.10 ditunjukkan berat badan janin Kelompok-A secara
sangat barmakna lebih ringan dibandingkan Kelompok-B dan Kelompok-C (ujt
Anova, p= 0.000 ). Data tersebut diperkuat dengan penampilar janin dari masing-
masing kelompok, seperti disajikan dalam Gambar 5.1.5, yaity janin tikus Kelom-
pok-A |ebih kecil dibanding janin tikus dua kelompok lain. Didapat pula tujuh ekor
janin Kelompok-A yang ekornya tidak tumbuh, sedangkan pada kelompok lain
seluruh janin dalam keadaan normal. Darni seluruh janin yang dilahirkan, tidak
dapat ditemukan adanya cacat berupa meningokel.

Untuk mengamati perilaku induk tkus terhadap janinnya, tiap kelompok
disisa-kan 3 ekor induk yang tidak dilakukan histergtomi sehingga saat janin lahir,
induk masih hidup. Temyata semua janin Kelompok-A dimakan habis oleh
induknya pada hari pertama pasca-lahir sehingga tidak dapat dideteksi adanya
meningokal atau cacat bawaan yang lain. sedangkan kebanyakan janin

Kelompok-B dan C tetap hidup dan tidak cacat.

13E
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TABEL 5.1.11

KADAR TGF-A1 DAN IGF-/ TULANG KEPALA JANIN
{(SEGMEN BELAKANG DAN DEPAN)
TIAP KELOMPOK TIKUS

.
KELOMPOK-A | KELOMPOK-B | KELOMPOK-C p-value
|
| Blk | TGF-f1 | IGF-l TGF-[M‘ IGF- | TGF-p1 | IGF- AnGva
—
4 |
! |
o 10 4 21 L o123 29
L2 11 7 21 126 ;18 ] 29
;3 5 8 26 . 13 © 30 | 30
4 6 7 15 | & 32 1 29
5 18 8 10 1 18 26 32 TGF-fi1 =
& ' ¢ | 8B 20 SR, | 19 0 002
7ol B8 1 5 LTl A SR NIENS. 78
8 | 14 1 5 . 28 B 1 24 26 | IGF-t=
9 i 12 | 3 | 25 27 28 22 | 0000
10 9 5| WM22 29 27 18
Rerata| 10.00 | 600 | 2200 | 17.20, 2660 | 2620

t3.78 173 | 2553 ., 2688 1424 =4 60

' Depan| TGFR1 | IGF-! | TGF-f1 ! IGF-I1 TGF-f1{ IGF-|
. 6 3 19 20 4B ! 21
iz ! 2 B W i, 519 ’ 29 27
| 3 9 | 2 WG 16 | 28 31
‘ 4 8 | 5 s 18 | 29 21

5 11 i 5 17 13 28 17 | TGF—ﬁi‘:ll
| & 10 1 & 27 17 21 14, (.000
| 7 s | 3 21 15 25 21
| 8 10 7 24 16 23 24 | IGF=
.G 10 g 22 § 28 24 19 0.000
10 & 9 26 21 28 15
' Rerata)  8.00 570 | 2180 1780, 29.30 | 2100

=286 | =241) 2299 | =285 2764 | 45.00

Keterangan | - data perhitungan adalah jumiah kotak imunoperoksidase positif
per-lapang pandang

3T
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517 Kadar 7GF-g1 dan IGF-1 dalam tulang kepaia janin tikus

Dari perhitungan kadar TGF-#1 dan /GF-f dalam tulang kepala janin setiap
kelompok tikus didapatkan data adanya perbedaan yang sangat bermakna antar-
keiompok, baik untuk segmen Gelakang (Ui Anova untuk TGF-61 . p = 0.002,
{GF-1  p=0.000) maupun segmen depan (7GF-47 - p = 0.000, {GF-{ . p=0.000).
Hasil ini menunjukkan Dahwa kadar kedua faktor pertumbuhan tersebut pada
tulang kepala janin Keiompok-A lebih rendah dibandingkan kelompok-B maupun
kelompok-C dan Kelompek-B [etnh rendah  dibanding Kelompok-C. Maka
sermakin rendat kadar asarm folat dalam serum dan dalam erfrosit induk,
sermnakin rendah kadar TGF-#71 dan #3F-/ dalam seruem induk maupun dalam
tulang kepala janin tikus. Rincian perhitungan dapat diperiksa pada Tabel 5.1.11,

Grafik 5.1.11 dan Lampiran 13.
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TABEL 5.1.12

KADAR TGF-A1 DAN /GF-f DALAM SERUM DAN DALAM TULANG
TIAP KELOMPOK TIKUS

T
SERUM |. TULANG
Kelom- TGF-f1 {GF- TGF-p1 1GF
RO
A 6020+ 98.0 38880935 *"10.00+379 65.00+1.73
8.00+2 56 5701241
B 7522+ 962 40380+ 88 4 *22.00 £5. 53 17 2046 BS
Z1.80+2.99 17.80+2.85
C 8106+ 752 41092 + 47 .0 26,60+ 4,24 | 25.20+4.60
| +*29.3x7 .64 21.0015.00
: |
] !
segqmen: “belakang, ™depan

5 1.8 Korelasi kadar TGF-A1 dan /GF-1T dalam serum induk tikus dengan
kadar TGF-£1 dan IGF-1 dalam tulang kepala janfn tikus
{jan Tabel 51,12, Grafik 5.1.12 dan Gambar 5.1.1 terihat ada korelasi
yvang sangat kuat kadar 7GF-A1 dan {GF-/ dalam serum dengan kadamya dalam
tutang kepala janin. baik pada segmen posterior (TGF-#7: 1= 0361, p = 0.017;

IGF-I r = 0.517, p = 0.000) maupun segmen anterior { TGF-F1. , r= 09877, p=
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0.000; /GF- r = 0988, p = 0.000). Dengan demikian hipotesis ketiga terbukti

dan dapat diterima. Rincian perhitungan statistik disajikan dalam Lampiran 18.

GRAFIK 5.1.12 KADAR TGF-#1 DAN /GF-/ DALAM SERUM DAN TULANG
TIAP KELOMPOK TIKUS

SERUM
4500
4000
3500
3000
OKEL A
OKEL. B
OKEL.C
TGF-p1 IGF -
Segmen Belakang {Oksipital) Segmen Depan {Frontal)
N 0
o -
= [ - -
TTY : H‘ 15
104 _ 10
: - :
o ; — 0
TGF-f1 aF4 TGF-f1 IGF4
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TABEL 5.1.13

JUMLAH SEL APOPTOSIS DAN NEKROSIS PADA TULANG KEPALA
JANIN TIKUS TIAP KELOMPOK

APOPTOSIS NEKROSIS
No.| Kel A Kel. B Kel. C il Kel. A Kel. B | Kel. G
|
|| 1 10 11 2 9 g 1
2 15 g 1 11 2 5
3 12 L 8 5 & 3
4 13 18 9 13 6 4
5 9 15 g g 4 g
|6 17 3 5 | 12 8 2
7 !| 21 8 i 7 2 2
8 12 17 3 10 4 4
9 ¥ 8 8 8 7 3
10 12 5 1 5 3 1
Reratall 12.80 5,90 6.10 §.80 5.30 3.40
| +3.84 1496 +3.04 +~2.58 +2.49 +2.24
pvaive 0.006 ! 0.000

Keterangan : Data adalah jumlah sei perlapang-pandang

t42
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GRAFIK 5.1.13

JUMLAH SELL APOPTOSIS DAN NEKROSIS PADA TULANG KEPALA
JANIN TIKUS TIARP KELOMPOK

12.8

—
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Apoptosis Nekrosis

5149 Jumlah sel yang mengzlami apoptosis dan nekrosis pada tulang
kepala janin tikus

Tabel $.1.13 mempeslihatkan perbegaan jumizh sel yarg mengalami kema-

tan {apoptosis dan nexrosis) pada sediaan fulang kepala janin tikus Tergapat

perbedaan yang sangat bermakna jumlar sel apoptosis (Ui Anova, p = 0.008)

dan jumlah sel nekrosis (p = 0.000) pada setap kelompok tikus. Jumlah sei

apoptosis secara bermakna lebih banyak dibandingkan ,umnlah sel nekrosis (p =

0 Cz21) Rincian perhitungan statistik Ancva disa)rkan dalam Lampiran 15.
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5.1.10 Korelasi kadarTGF-§1 dan IGF+ dengan Jumlah sel apoptosis dan

nekrosis dalam tulang kepaia janin tikus

Tabel 5.1.14

KADAR TGF-f1 DAN IGF- TULANG KEPALA JANIN SERTA JUMLAH SEL
AFOPTOSIS DAN NEKROSIS TIAP KELOMPOK TIKUS

TGF-$1 IGF APQOPTOSIS NEKROSIS
Kel. A 10.00 + 3.79 6.00+ 1.73 128+ 384 890+ 258
Kel. B 22001553 17.20 £ 6.89 9.680 + 4.96 530249
Kel. C 2660+ 4.24 26.20 + 4.60 6.10 £ 3.04 3401224

Tabel 5114, Grafik 51.14 dan Gambar 5.1.1 memperthatkan koreiasi-
negatif yang sangat kuat antara kadar TGF-#7 tulang kepafa janin dengan
jumlah se! apoptosis {r = — 0.541, p = (.0017}, sedangkan koredasi-negatif antara
kadar TGF-51 dengan jumiah sel nekrosis tidak kuat {r = - 0.218, p = 0.180).
Kadar /GF-/ tulang kepala janin juga berkorefasi-negatif yang tidak kuat dengan
jumian sel apoptosis (r = — 0.084, p = 0.701), tetapi korelasi-negatifnya dengan
jumlah sel nekrosis sangat kuat (r = — 0.469, p = 0.004). Artinya, sernakin rendah

kadar growth factor TGF-A1dalam tulang kepala janin, secara sangat bermakna
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asemakin banyak sel yang mengalami apoptosis. tetapt tidak disertai peningkatan
jumiah sel yang mengalamt nekrosis. Sebaliknya. semakin rendah kadar /GF-f
dalam tulang kepaia janin, secara bemakna semakin banyak sel nekrosis, tetapi
tidak disertal kenaikan jumlah set apoptosis. Dengan demikian sebagian hipotesis
keempat terbukti dan dapat diterima, sebagian yang lain tidak terbukti. Rincian

pechitungan statistik disajikan dalam Lampiran 18.

GRAFIK 5.1.14

KADAR TGF-81 DAN IGF-f DALAM TULANG KEPALA SERTA JUMLAH SEL
APOPTOSIS DAN NEKRGOSIS TIAP KELOMPOK TIKUS

30 1
26.6 26.2

!
% a0
OKel. A

. - OKel. B
15 7 : 12.8

COKel. C

TGF-f1 IGF-I Apoptosis Nekrosis
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5111 Korelasi tidak langsung kadar TGF-£1 dan 1GF-f serum induk tikus
dengan lebar defek tulang kepala pasien meningokel
Korelasi tidak langsung kadar TGF-#1 dan /GF serum induk dengan
tebar defek tulang kepala meningokel dijefaskan sebagal berkut. Dari Tabel
5.1.12 dan Gambar 5.1.1 dapat dianalisis bahwa terdapat korelasi-positif yang
sangat kuat antara kadar kedua growth factor dalam serum dengan kadarnya
datam tulang kepala janin tikus (FGF-£1: r= 0361, p = 0.017; IGF- r= 0517, p
= (1.000) , sedangkan dari Tabel 5.2.1 dan Gambar 5.2, 1 dapat dianalisis adanya
korelasi-negatif vang Kuat antara kadar TGF-g1 dan /GF-f dengan lebar defek
tulang kepala (TGF-87 r= - 0.648, p = 0.009; IGF-f . r = - 0426, p = 0.025).
Dan kambinasi dua analisis data tadi, dapat disimpuikan terdapat korelasi-
negatif yang kuat antara kadar TGF-£1 dan /GF-/ dalam serum induk tikus
dengan lehar defek tulang kepala pasien meningeokel. Secara tidak [angsung,
semakin rendah kadar kedua growth factor dalam serum induk tikus, semakin
lebar defek tulang kepala pasien meningokel Dengan demikian hipo-tesis kelima
telah dibuktikan dan dapat ditenma Rincian perhitungan statistik disajikan dalarn

Lampiran 18§.

Disertasi Korelasi Defisiensi Asam Folat dengan Kadar ... Mochhammad Istiadjid Eddy Santoso

- ——— ~



SERTA LEBAR DEFEK PADA PASIEN MENINGOKEL

ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

TABEL 5.2

KADAR TGF-#1 DAN /GF-1 DALAM TULANG

—————
. Tulang Kadar
1 :
i. |dentias Luar defek Tepi defek Lebardefek
I | T
1 '
Mmoo Lsa !5ek.5 Hb TGF31 W3F-1 TEF-M IGF-I i [ mme
i1y f I igra) )
. —— 1 . 'I T e L
Alx (18 | L 101 B g 5 g 16.7466
|
! Sﬂf|12 L s | 7 & i 4 3 &8 4000
i Dwi| 4 | P 131 7 7 i 4 ; 3 56.2600
- i | ,l
Al 20 1 P 115 3 2 ‘ | | 2708210
Geri4g | L 1.2 82 G |4 * 1 2 | B357880
| | I
! Anri 65 | P 110 fiNa o, s 4 155 6456
! ' I
| Gal | 38 ] t 121 8 i 7 | Ol a3 39.5732
‘ Avi A1 P 1S 5 & i 4 | 3 75.2640 l
——h a—  — - ——
! Rerata + S0 J BSxz2 |54 21 | A5+ 16 41+ 27

Keterangan : - Data adalah jumiah kotak imunoperoksidass positif (warna
mearah-cokelat) per-lapang pandang
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-Lebar defek dihitung dengan program komputer Adope

Fhotashop
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Lisia Seks

r=0484 o Q006 r=0408 p = & 021

TGF-p1

= - 0048 0.003

Lebar Defek

IGF-I

Gamhbar 5.1.3 Hubungan Kadar TGF-£7 dan /GF-f Tuiang dengan Lebar Defek
Pasien Meningokel { Hasil Analisis SEM )
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51.12 Korelasi kadar TGF-£1 dan IGF-/ dalam tulang dengan lebar defek

tulang kepala pasien meningokel

Dengan memperhitungkan variabel perancu usia dan jenis ketamin, terli-
hat pengaruh yang sangat kuat kadar 7GF-F7 dan (GF-f dalam tulang di defek
terhadap lebar defek tulang kepala pada meningokel. Juga terlihat bahwa
pengaruh TGF-51 lebih kuat dibanding pengarub HzF-f {Anacova, TGF-#1  p =
0.008, r = -0.648. IGF-{ . p = 0.025, = ~-0.426). Dengan demikian hipotesis
keenam terbukti dan dapat diterima.

Kadar TGF-£1 dan /GF-! di dalam tulang tepi defek secara bemakna
lebih tinggi dibanding kadamya daiam tuang nommail (dnova. TGF-81 - p = 0.007;
IGF-{ - p =0.011). Terlihat perbedaan yang tidak bermakna antara kadar TGF-81
dalam tulang tepi defek dengan kadarnya di luar defek [ Anova, p = 0.138 ),
demiloan juga antara kadar /(GF-f dalam tulang tepi defek dengan kadamya di
luar defek berbeda tidak bermakna (Anova, p = 0.2158). Ringian perhitungan
statistik drsajikan pada Tabel 5.2.1, Gambar 5.2.1, Lampiran 18, Lampiran 17 dan

Lampiran 18.
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5.2 Analisis histologik dan histopatologik

TGF-51

Gambar 5.2.1 Sediaarn tulang kepala janin Kelompok-A

Keterarigan : Pengecatan imunchiostokimia metoda peroksklase dengan
counterstaining Mayer hematoxylin Antibodi anti TGF-g1 dan anti
IGF-, pembesaran 100x.. Tampak sedikit sekali ekspresi TGF-£1 dan
IGF-i (berwarna merah-kecokelatan . = ), baik dalam sel maupun
matriks ekstrasel.
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1GF-1

Gambar 5.2.2 Sediaan tulang kepaia janin Kelompok-8

Keterangan . Pengecatan imunohistokimia metode peroksidase dengan
counterstaining Mauyer-hematoxylene Antibodl anti TGF-A7 dan
1GF-f pembesaran 100x. Terihat ekspresi TGF-g1 dan [GF-/
{berwama merah-kecokelatan = 1 yang lebih banyak
dgibanding Kelompok-A
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Gambar 5.2.3 Sediaan tulang kepala janin Kelompok-C

Keterangan . Pengecatan imunchistokimia metode peroksidase dengan
counterstaining Mayer-hematoxylene Antibodi anti TG:F-41 dan {GF-
! pembesaran 100x. Terlihat ekspresi 7GF-£1 dan IGFY (warma
merah kecokelatan | —/—=> y yang jauh lebih banyak dibanding
Kelompok-A dan B
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5.2.1 Ekspresi TGF-27 dan IGF- datam tulang kepala janin tikus

Dengan pengecatan khusus imunchistokimia metode peroksidase diikuti
counterstaining Mayer-Hamis hematoxyleng monoklonal Antinodi anti TGF-81/
{GF- terihat timbulnya warna merah-kecokelatan. #u merupakan tanda khas
ekspresi kedua faktor pertumbuhan tersebut, yang berbeda pada tiap kelompok
pariakuan. Semakin intens dan luas wama merah-kecokelatan yang timbul, seca-
ra kualititatif semakin tinggi kadar TGF-£1 atau IGF-. Dari Gambar 5.2.1, 5.2.2
dan 5.2.3 terihat urutan perbedaan intensitas dan iuas area yang berwama
merah-kecokelatan di dalam matnks ekstraset (jaringan tulang). Sediaan i
Gambar $5.2.1 yang merupakan representasi sediaaan tutang kepala janin tikus
Kelompok-A (defisiensi folal berafy mempunyai infensitas warna yang paling
rendah, segangkan Gambar 523 (Kelompok-C, foiat normal) mempunyai
intensitas yang paling tinggi. Gambar 524, 525 dan 526 memperlihatkan
urutan perbedaan ekspresi growth factor intraseiuler (sel berwama merah-keco-
ketatan).

Untuk mendapatkan data semikuantitatif ekspresi  {(kadar} TGF-8f dan
{GF-I dalam tulang kepala janin tikus, sediaan ftu diperiksa dengan mikroskop
yang memiliki bifik hitung di sisi okulemya, sehingga didapatkan jumlah kotak
perlapang-pandang dari area yang berwarna merah-kecokelatan, seperti yang

telah dijelaskan dalam Bab 4 dan hasilnya tercantum daiam Subbab 5.1,

153

Disertasi Korelasi Defisiensi Asam Folat dengan Kadar ... Mochhammad Istiadjid Eddy Santoso




ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

- - -

Gambar 5.2.4 Sediaan-A dengan pengecatan imunohistokimia poliklonal
antibodi anti TGF-41, pembesaran 400x

Keterangan : X - Ekspresi TGF#T intrasel, kadar rendah
¥ S8l nekrosis

Z . S5alnormal
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Gambar 5.2.5 Sediaan-8 dengan pengecatan imunghistokimia poliklonat
antibodi anti TGF-£1, pembesaran 400x

Keterangan : X — menunjukkan ekspresi TGF-817 intrasel, kadar sedang
¥ - menunjukkan sel nekrosis

Z - menunjukkan sel normal

N85
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va ‘T =

Gambar 5.2.6 Sediaan-C dengan pengecatan imunohistokimia, metode
percksidase peliklonal antibedi anti TGF-£1, pembesaran 400x

Keterangan : X - menunjukkan ekspresi TGF-#7 intrasel, kadar tinggi
¥ - menunjukkan sel nekrosis

Z - menunjukkan sai nomat
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Gambar 5.2.7 Sediaan irisan melintang tulang kepalz janin tikus

Keterangan : Pengecatan Imunohistokimia metode peroksidase dengan
counterstaining Mayer Hematoxylin Antipodi anti TGF-£31, pembe-
saran 200x. tedinat ©  khondrosit { == ), osteosit { ™ ),
kartilago { = }, kolagen { == ) dan lamela tulang/matriks-
ekstrasel { == ).

Terlihat pula eksprest TGF-G7 intrasel dan matiks ekstraset
{berwama merah-kecokelatan;
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5.2.2 Penampang meiintang tulang kepala janin tikus normal

Gambar 5.2.7 memperihatkan lapisan tulang kapala janin tikus yang terdiri
dari sel khondrosit dan osteosit, serta matriks jaringan kolagen, kartilago-hialin
dan lamela tulang. Tampak pula ekspresi TGF-A7 di dalam sel maupun matriks
ekstrase!. Lamela tulang teriihiat jauh lebih longgar bila dibandingkar dengan
struktur lamela pada tulang pasien meningokel {Gambar 5.2.10). Dari kedua
sediaan int Hdak berhasil ditemukan sel muda (khondroblas dan osteoblas), yang

untuk ity memang diperlukan pengecatan lamn,

=)
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Gambar 5.2.8 Sediaan dengan pengecatan imunohistokimia polikional antibodi
anti rat Caspasel, pembesaran 200x

Keterangan . X : - menunjukkan osteosit apoptosis
Y .- menunjukkan ostecsit normal
159
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Gambar 5.2.9 Sediaan dengan pengecatan rmunahistokimia metode peroksidase

polikional antibodi ant TGF-£1. pembesaran 400x

Ketarangan @ X -  menunjukkan ¢steost nekrosis
Yoo . menunjukkan osteast normal
150
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5.2.3 Apoptosis dan nekrosis sel-sel tulang kepala janin tikus

Gambar 5.2.8 dan 529 mempertihatkan gambaran sel osteosit yang
mengalami apoptosis dan nekrosis. Tanda sel yang mengalami apoptosis adaiah:
kondensasi kromatn. peningkatan denstas dan  pengkerutan (shrnkage)
nukieus, resorpsi lakunar yang menyebabkan lakuna tampak kosong. Mekrosis
sel ditandai penggembungan dan lisis dan sel yang bersangkutan. sehingga
dinding sel menjadi kabur. Analisis data perhitungan jumlah sel yang mengalami
apoptoss dan nekrosis pada setiap kelompok hikus telah disajikan dalam Tabel

5.1.14 dan Grafik 5.1.14, Subbab 5.1.9.
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IGF4

Gambar 5.2.10 Sediaan- tulang pasien menmgokel

Keterangan . - pengecatan imunohistokimia metode peroksidase dengan
counterstaining Mayer-hematoxylin Human Antibody anti
TGF-£1 atau IGF-f, pembesaran 200X

- terlihat ekspresi TGF-A1 dan /GF-/ (wama merah-kecokelat-
an) kadar rendah

Te2
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Gambar 5.2.11 Sediaan-il tulang pasien meningake!

Keterangan . - pengecatan imunchistokimia metode peroksidase, dengan
counterstaining Mayer-hematoxyilin  Human Antibody  anti

TGF-g1 atau IGF-I, pembesaran 200X
- terlihat ekspresi TGF-G1 dan /GF- {(warna merah-kecokelat-
an) lebih tinggi dibanding sedaan-|
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TGF-f1

1GF-]

Gambar §.2.12 Sediaan-!l! tulang pasien meningokel

Keterangan & - pengecatan imunghistokimia metode peroksidase dengan
counterstaining Mayer-hematoxylin Human Antibody anti
TGF-A1 atau IGF-I, pembesaran 200X
- terlinat ekspresi TGF-£1 dan /GF-/ (warna merah-kecokelat-
an} lebih tinggi dibanding sediaan-i dan sediaan-li

Ted
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5.2.4 Ekspresi TGF-fg1 dan /GF-1dalam tulang kepala pasien meningokei
Untuk memperlinatkan gradasi growth factor TGF-g1 dan /GF-f dalam
tulang kepala pasien meningokel, diisajikan Gambar 52.10, 5.2.11, dan 52.12
yang secara berurutan merupakan representasi intensitas ekspresi kedva growth
factor tersebut (area berwarna merah-kecokelatan} dari yang terendah sampai
yang tertinggi. Data deskrnptf semikuantitatf telah disampaikan dalam Tabel
5.2.1 dan Subbab 5.2.1.
Perbedaan histologis tulang kepata pasien dibanding tulang kepala fanin
tikus (Gambar 5.2.1. 5.2.2 dan 5.2.3) adalah:
» struktor lamelz matriks tulang lebih padat dan kompak
» tidak ditemukan kondrosit
» tidak ditemukan jaringan kolagen maupun kartiago

» ekspresi 7GF-51 dan /GF-/ lebih rendah

‘85
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BAB B

PEMBAHASAN

Pembahasan berkut ini disajikan berdasar analisis hasil penelitian yang
dikaitkan dengan konsep atau teori yang telah ada. Sistematika pembahasan
diatarbelakangi mulal dan rumusan masalah sampai dengan jJawaban hipotesis
seperti tertera dalam beberapa bab sebelumnya.

6.1 Kadar asam folat dalam entrosit dan serum induk tikus

Untuk mermperoleh kondisi kadar asam folat vang berbeda { sangat rendah,
rendah dan cukup ), hewa-coba tikus diberi rangsum dengan formula seperti
tercantum daiem metodologi penslmian. Formula tersebut digdopsi dan dimodgifi-
kasi dan rangsum yang digunakan gleh Arington {1981}, Joehnson (1972) dan Van
Wouwe (19971).

Pemenksaan kadar asam folat 18 minggu setelah pemberian rangsum
terdapat perbedaan yang sangat bermakna kadar asam folat antar Kelompok-A,
B dan C secara kesaluruhan, baik di dalam ertrosit {uji Anova, p= 0.001) maupun
dalam serum (p= (.000), meskipun perbedaan antara Kelompok-B dan
Kelompok-C kurang bermakna. Rerata kadar asam folat dalam ertrosit (Tabef
5.1.2) pada sepuluh tikus kelompok perlakuan adatah 632.1 ng/mi, lebih rendah
danpada kKadar normal yang 900-1200 ng/mi. sedangkan rerata kadar asam folat
dalarn serum (Tabel 5 1.3) adalah 6.34 ng. lebih rendah daripada kadar normal
yang 15-3¢ ng/ml. Dengan demikian diperoleh sekelompok tkus (Kelompok-A)

yang mengalami defisiens| asam folat.
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Komposisi purfied diet yang diadopsi dan dimodifikasi dari komposisi yang
dianjurkan oleh Amington {1981), Johnson (1872) dan Van Wouwe (1891} seperti
disajikan dalam Tabel 2.10.3 dan Subbab 4.1.3, telah dapat menghasilkan seke-
lompok tikus {10 ekor) yang mengalami defisiensi asam folat, suatu pra-kondisi
yang harus dihasilkan agar penelitian ini dapat mencapai sasaran sesuai dengan
tupuan penelitian.

Untuk mendapatkan kondisi defisiensi asam folat, ada beberapa kendala
yang ditermui yailu diare dan kematian beberapa ekor tkus. Kendala tu kemung-
kinan drsebabkan perubahan komposisi rangsum dar rangsum yang biasa dikon-
sumsi sehari-hari menjadi rangsum diet mumi (purified diel}, sehingga terjadi
iritasi dan hiperpernstaitic usus yang menyebabkan seluruin tikus mendenta diare
selama kurang lebih dua minggu dan mengakibatkan lima ekor tikus mati. Karegna
kendala itu, terjadi penundaan pengambilan sampel darah, dan tikus yang mati
terpaksa digantl dengan tikus lain dengan berat badan dan usia yang sama.
Akhirnya diperoleh sekelompok tikus dengan defisienst folat tingkat berat, seke-
iompok defisienst folat tingkat ringan dan sekelkompok bkus lainnya dengan kadar
asam folat yang nommnai.

Sepert diketahui, pada manusia defisiensi asam foiat diduga kuat merupa-
kan faktor pemicu terjadinya meningokel. Sekitar 70 9% NTD (termasuk meninga-
ket) dapat dicegah dengan suplementasi asam folat pada ibu sebelum teradinya
kehamilan {Hall & Solehdin, 1598, Martinasevic et af | 1999; Martinez-Lage et a/ |
1996). Sudah ada bukil kiat bahwa suplementasi asam folat selama perinde

kntis pembentukan organ (fimester pertama kehami'an) dapat menurunkan
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insidensi dan prevalensi beberapa penyakit kongenital, di antaranya NTD, CHD
(Congenital Heart Defect). serta sumbing bibir dan langit-langit {Eotto & Mastroia-
covo,1998; Copp,1998, Corcoran, 1998, Fleming & Copp, 1998, Rasmussen ef 3/,
1998). Suplementasi asam folat juga dapat mencegah persalinan pre-term,
retardasi perfumbuhan intrauterin serta infark dan pelepasan din plasenta atau
abortus (Gross ef &, 2001, Margawat), 1999: Martinasevic et a/ 1989}

Adanya mutasi gen methionine-synthetase (MS} dan 5 10 methylenelelra-
hydrofolate reguctase (MTHFR) yang berubah menjadi MTHFR &77C—T,
merupakan faktor agsiko timbulnya NTD pada janin dan penyakit kardiovaskuler
orang dewasa. Asam folat beraksi meningkatkan aktivitas MTHFR, dengan demi-
tian menurunkan kadar homosistein plasma (Fowler et af 1588, Hol, 19588}

Kenaikan kadar homesistein terdeteks: daiam darah dan caran amnion
para ibu yang mengandung bayi dengan NTD. Untuk mengendalikan hiperhomo-
sisteinemi ada beberapa cara, antara lain menggunakan methionine-synthetase
(M3), suatu enzim yang berkaitan dengan vitamin B12, berfungsi mengkatalisasi
konversi 5-methyitetrahydrofolate dan homosistein menjadi metionin dan tetrahi-
drofolat {Acuna et al 2000, Mitchell Bt &/, 1986; Vohra et &i.,2002),

Enzim yang telah ditelti secara mendalam adalah MTHFR (5 10 metfhyien
tetrahydrofolate reductase). Penurunan aktivitas MTHFR menyebabkan kenaikan
kadar homosistain dan ni mengganggu pasokan donasi grup metidl ke makro-
molekul lewat sikius folat-homosistein. Metaanalisis terakhir menyebutkan bahwa
varian termotabil dan MTHFR secara bermakna mempunyai koleras: dengan

berbaga kasus NTD dan anggota keluarganya (Vohra et al. 2002, Witcken,1998).
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Seperti telah diuraikan, peneiitian ini hendak mencar korelasi antara
defisiensi asamn folat dengan kadar faktor pertumbuhan TGF-£1 dan 1GF-f dalam
serum induk tikus maupun dalam tutang kepala janin tikus, sebagai upaya men-
jelaskan terbentuknya defek tulang kepala pada pasien meningokel Dihasil-
kannya sekelompok tikus dengan defisiensi asam folat berat, sekelompok lagi
dengan defisiensi folat ingan dan sekelompok lain dengan kadar asam folal yang
cukup. merupakan langkah awal penelitian ini untuk menguji enam hipotesis yang
teiah disusun berdasarkan tinjauan pustaka dan kerangka tecn.

6.2 Koretasi kadar asam folat dalam serurn dan erltrosit induk tikus dengan

kadar TGF-g1 dan IGF-1 serum induk tikus
Pemeriksaan kadar fektor pertumbuban YGF-87 dan /GF-/ dalam wakiu

16 minggu setelah pembenan diet didapat hasf

- TGF-p1 dalam serum tikus Kelompok-A {diet sangat rendah folat) lebih rendah
secara sangat bermakna dibanding Kelompok-B8 {diet rendah folat) dan Keiom-
pok-C { diet cukup folat). Dengan uji Arova, didapatkan nilai p = 0.000 (Tabel
5.1.4 dan 5.1.5}.

- {GF-1 dalam serum tikus Kelompok-A juga iebih rendah sangat bermakna di-
banding Kelompok-B dan Kelompok-C ( uji Anova, p= 0.011 }{Tabel 5.1.6 dan
51.7).

Kadar kedua growth factor di dalam serum inguk Kelompok-B dibanding Keiom-

pok-C, mekipun ada perbedaan tetap kurang bermakna.

Dari data dt atas, meskipun tidak seluruhriya bermakna, teriihat ada kore-

fasi yang cukup kuat kadar asam folat dalam eritrosit dengan kadar TGF-£7
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serum (analisis SEM, r = 0.346; p = 0.077) dan {GF-1 serum (r = 0.475, p =
0.020). Juga didapat korelasl cukup kuat kadar folat dalam serum dengan kadar
TGF-fit serum {(analisis SEM, r =0.351, p = 0.082), sedangkan korelasi kadar
asam folat serum dengan kadar /GF-1serum kurang kuat {r =0.155; p = 0.429)
{Tabe! 5.1.8, 5.1.9 dan Gambar 5.1.1).

Korelasi kadar asam folat dengan faktor pertumbuhan 7TGF-81 dan IGF-/
sepengetahuan peneliti belum pernah diungkap oleh para peneliti lain, sehingga
sutit dilakukan kemparasi dengan hasil penelitian-penelitian sebelumnya. Meski-
purt demikian. keterkaitan ketiga vanabel tu dapat dijelaskan sebagai herikut.

Seperti yang sudah diuraikan, defisiensi asam folat dapat menimbuikan
proses patologis melalni satu atau lebih dan tiga mekanisme metabolik akibat
gangguan pada siklus mehlasi, yaitu: perubahan genetik, hiperhermnosisteinemia
dan gangguan sintesis protein (Donosepoetrn, 1698, Brouwer, 19499, ('Neil,
1997, Vohra ef af 2002) Asam folat dengan bentuk aktimya asam tetrahidrofolat
memiliki tiga efek fisiologis, pertama sebagal kofakior pada enzim yang mensin-
tesis ONA dan RNA. kedua diperlukan untuk konversi homosistein manjadi metig-
nine dan ketiga untuk proses metilasi dalam pembentukan protein (Acuna ef
af, 2000, Brouwer ef af | 1998; Vohra et af,,2002). Faktor perfumbuhan, termasuk
TGF-g1 dan IGF-1, agalah suaty jerus protein dua rantai polipeptida vang kebe-
radaan dan kadarmya dipengaruhi oleh satu atau lebih dan tiga efek fisinlogis
asam folat sepenti yang telah dikemukakan tadi.

Secara empirik juga telan dibuktikan bahwa berbagai akibat dan defisien-

si asam folat, khususnya hiperhomosisteinemia dapat mengganggu proses em-

i?l:
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briogenesis. bahkan mengakibatkan abortus karena kegagalan proses migrast
dan .mplantasi embrio, keiahiran preterm, solusig (pelepasan-dini} plasenta dan
rendahnya berat badan fayi {Gardner &t al. 1999, Margawati, 19989 Scholl &
Johnson, 2000). Sewaktu masa awal pertumbuhan fetus. sintesis asam nukleat
dan protein berada pada kondisi puncak dan selama masa ini kebutuhan folat
maternal meningkat tajam. Bila folat tidak mencukupi, asam nukfeat terhambat
dan sel-sel tidak mampu memfasilitasi ONA untuk mitosis. Terhambatnya siklus
metilasi mengakibatkan ketidakmampuan DMA untuk mensintesis protein, lipid
dan myelin {Fleming & Copp.1998; Martinasevic ef al.1999: Vohra ef al.2002).

Faktor pertumbuhan TGF-AT dan /GF-f adaiah juga berupa protein, maka
keberadaan kedua growth facfor tersebut juga dipenqgaruhi oleh akbivitas gen.
kecukupan enzim dan lingkungan homenstasis yang  kondusif,  termasuk
tercukupinya asam aming esensial dan non-esensial.

Keberadaan faktor pertumbuhan seperti EGF { Epidermal Growth Factor).
IGF. TGF dan PAF { Platelale Activating Factor ) diperlukan pada perkernbangan
embrio sebagai faktor pemacu bagi perkembangan zigot ke tahap pre-implatasi
embrio. Faktor pertumbuhan autokrin berperanan pada perkembangan embrio f-
vifro dan parakrnn berhubungan dengan kondisi fingkungan mikro dan uierus
untuk perkembangan embrig ke tahap pre-implantas), Pengimbuhan /GF-f pada
media pembiakan embrio domba dapat meningkatkan prosentase blastosist,
sedangkan pengimbuhan TGF-£71 atau kombinasinya pada bakan tunggal dapat

meningkatkan perkembangan embng ke tahap embrio pre-implantasi. {F dan
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TGF diketahui berpengaruh terhadap jumiah sel frophoectoderm pada embrio
pre-implantasi { Garder ef &/, 1999, Margawati , 1999 ).

{GF merupakan senyawa peptida yang berperanan untuk implantast embno
pada manusia {Murphy, 1894} /{GF-/ menunjukkan peranannya dalam pengaturan
komposisi embrio, jaringan embrionik bagian luar, dan bersama trophoectoderm
mengendalikan volume cairan ekstraseluler embrio (Gardner et af, 1998). O'Neal
{1997} memperlihatkan bahwa FPAF { Piatelet Activing Factor }, {GF-{ dan fGF-H/
menunjang perkembangan embrio dan membuktikan bahwa faktor-faktor tersebut
bertindak sebagal 'faktor embriotropik autokrin’

Dan beberapa uraian yang telah dikemukakan, terihat ada hubungan
antara asam folat dengan faktor pertumbuhan FGF-47 dan H5F-/ serta hubungan
antara defisiensi asam folat dan TGF-F14GF-I dengan gangguan dafam proses
migrasi. implantasi, embricgenesis dan organogenesis janin pasca-konsepsi.
Ketiga faktor tersebut (asam folat, TGF-41 dan /GF- ) bila kadarnya tidak cukup
akan berakibatl buruk bagi pertumbuhan dan perkembangan janin. Hasil peneiiti-
an im memperjelas adanya korelasi-positf kadar asarn folat darah dengan kadar
faktor pertumbuhan TGF-£1 dan IGF-f dalam serum, yaitu semakin rendah kadar
asam folat, semakin rendah pula kadar TGF-A7 dan /1GF-L.

Yang masih memerlukan penjelasan lebih lant karena belum pernah
diungkap, adatah bahwa faktor pertumbuhan yang berhubungan dengan meta-
bolisme asam folat dan proses embriogenesis bukan hanya TGF-#1 dan /GF-f
saja. Masih banyak faktor pertumbuhan yang tedibat, misainya: 7GF-a. EGF,

PDGF dan sebagainya serta sitoken seperti TAF-o dan berbagai macam
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Interleukin. Dengan penelitian yang lebib lengkap dan komprehensid, mungkin
dapat diungkap secara mendaiam satu atau lebih faktor pertumbuhan dan sitoken
yang hubungannya paling kuat dengan metabolisme asam folat, dan juga dengan
proses embriogenesis.

Dari penelitian ini, adanya perbedaan kekustan korelasi kadar asam folat
erttrosit dibandingkan kadar folat serum dengan kedua growth factor, terutama
lemahnya korelasi kadar folat serum dengan kadar /GF-/ serum {r = 0.155; p =
0.429) (Gambar 5.1 1), dapat dijelaskan sebagai berikut.

Serum adaiah tempat penyimpanan {deposit) yang kurang stabil bagi asam
folat dibandingkan eritrogit. Kadar asam folat normal dalam serum juga jaub lebih
rendah puluhan kali dibandingkan kadar asam folat dalar eritrosit.  Kadar asam
folat dafam serum berfluktuasi mengikuti aktivitas, waktu terakhir makan rang-
sum, kondisi kesehatan dan sebagainya. Mungkin saat pengambilan sampe!
darah, tikus yang bersangkutan sedang dalam kondisi tidak sehat, sehingga
kadar asam folat menyimpang dari kadar asam folat serum tikus yang sehat.
Karena berbagai alasan tersebut, Amngion {1881} berpendapat bahwa kadar
asam folat datam ertrosit-tah yang seharusnya dipakat sebagai acuan dalam
peneltian-penelitian tentang defisiensi kronis asam folat pada hewan-coba tikus.
FPada sejumlah penelitian dengan subyek manusia pun, para peneliti mengguna-
kan sampei ertrosit sebagai representasi kadar asam folat di dalam darah (Bai-
ley, 2000, Brown ef &/, 1987 Mc Nulty ef af . 2000; Qakley ef ai., 19%6). Hasil
peneliban ini paralel dengan pendapat dan metodologi yang digunakan beberapa

penelti tersabut.
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6.3 Korelasi diet rendah folat dengan kadar TGF-41 dan IGF-f serum induk
tikus
Diet rendah folat tidak selalu menghasilkan kadar asam folat dalam serum
yang rendah. Supava diet rendah folat dapat menghasilkan kadar folat dan kadar
TGF-j1 serta IGF-f serum tikus yang rendah, diperlukan banyak syarat, yaitu .
+ rangsum dibuat secara benar dalam hal : macam dan komposisi bahan baku,
kelengkapan, kebersihan dan keajegan {konsistensi},
» tikus berselera untuk memakan rangsum yang dibuat,
« tikus tidak mengalami diare akibat irtasi oleh rangsum,
« bahan kimia yang hendak diteliti tidak disintesis sendin ofeh tubuh tikus,
» pengambilan sampel darah tikus dilakukan secara benar agar sampel tidak
rusak (lisis, bexu) dan wakiu yang ajeg agar hasilnya tidak bias,
«  penyimpanan dan pemenksaan sarmpel darah ditakpkan secara benar sesuai
dengan prosedur baky,
+ instrumen yang digunakan untuk pemeriksaan sudah ditera.
Segala sesuatu yang berkaitan dengan macam bahan baku dan komposisi-
nya, penelitian int mengacy pada Amngton (1981) dan Van Wouwe (19921).
Untuk mencegah kemungkinan sintesis asam folat oleh flora usus tikus, ke dalam
rangsum  ditambahkan dedvat sulfonamid, dalam hal ini suksinil-suvifatiazole
(SST}. sesuai yang dianjurkan Johnson {1972). Sewaktu tikus sedang mengalami
diare akibat perubahan rangsum, pengambilan sampel darah ditunggu sampai 16
minggu dari saat tikus berhenti diare, sesuai dengan rancangan penelitian. Tikus

yang mati (5 ekor) diganti dengan tikus lain dengan berat dan usia yang sama.
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Darah fikus diambil saat tikus daiam keadaan puasa B-10 jam dan dalam fase
tidak aktif (sekitar pukul 14.00 — 16.00}. Kualtas reagen dan instrumen adalah
baku dan telah ditera, melekat pada spesifikasi k# dan laboratorium tempat
penglitian ini dilakukan. Had-hal ity telah disampaikan dalam Bab 4.

Pada manusia, kecukupan asam folat dipergleh dari diet sehari-hari. Kore-
lasi diet folat dengan kadar asam folat dalam darah, khususnya entrosit, dipe-
ngaruhi oleh banyak hal, yaitu: kandungan asam feiat daiam bahan pangan,
kualitas absorpsi usus {Boddie ef af., 2000}, ada tidaknya mual, muntah dan diare
{Howing, 1883), kebutuhan relatif yang meningkat {hamil, menyusui, penyakit
kronis), cara menyimpan, memasak dan menyajikan bahan pangan {McNully ¢
al. 2000), kebiasaan (frabf) individu dalam meramu komposisi bahan pangan,
kecukupan vitamin lain {(vitamin B12) untuk mengikat dan mengaktifkan aksi
asam folat (Dongsepoetro, 1998), serta kecukupan reseptor folat (folate recep-
tor-o, FR-g) dalam membran plasma sel agar folat dapat masuk sel datfam
janngan (Barber et af, 1897}, Dengan demikian, kandungan asam folat yvang
cukup dalam menu rmakan hanan tidak selalu dikuti dengan kegukupan asam
folat dalam darah.

Ada tiga cara menambah asupan asam folat pada manusia, yailu dengan:
1) memperbanyak konsumsi bahan-pangan alami yang tinggi kandungan asam
folat, 2) suplementasi tablet asam folat 3-5 mg /hari dan 3} fortifikasi asam folat
dalam bahan baku pangan (misalnya tepung gandum) dengan takaran 400-600
ug/hari. Dar ketiga cara tersebut, fortifikasi merupakan pilihan paling baik,

Kandungan asam folat dalam bahan pangan alami tidak stabil, dipengaruhi oleh
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proses penyimpanan, cara memasak dan menyajikan. Suplkementasi dengan
tablet zat sintetik asam fofat bersifat lebih stabil dan efekdif, tetapi dan seqi
strateq) kurang menguntungkan karena comphance (Ketaatan; masyarakat yang
rendah.

Konings ef af. {2001) McNulty ef af (2000) serta Quinlvan & Gregory
(2003) menganjurkan fortikasi asam folat dalam tepung gandum sebagai pilihan
Utama penambah asupan asam folat bagl penduduk dalam upaya pencegahan
cacat bawaan NTD dan CHD. Program fortifikasi asam folat di Indonesia, bila
disetujui, menurut peneiti seyogyanya menggunakan garam dapur, karena bahan
pangan ini sehari-hari dikensumsi oleh masyarakat luas.

Dalam Gambar 5.1.1 dan Lampiran 18 disagkan analisis dan perhitungan
statistik korelasi diet rendah folat dengan kadar TGF-A7 dan /GF-f serum lewat
korelasinya dengan kadar asam folat dalam entrost dan serum, dan hasinya
sebagaimana sudah disampaikan dalam Subbab 5.1.5, yaitu . terdapat korelasi-
positif yang sangat kuat diet rendah folat dengan kadar folat eritresit dan serum,
yang keduanya juga berkorelasi-positf dengan kadar TGF-£1 dan M53F-f dalam
serum Artinya, diet asam folat yang kurang atau cukup, akan diikuti Kadar kedua
grawth factor dalam serum yang kUrang atav cukup pula.

6.4 Morfologi janin tikus yang dilahirkan.

Berat badan janin Kelompok-A secara sangat bermakna lebih ringan
dibandingkan Kelompok-B dan Kelompok-C { p= 0.000 } {Gambar 5.1.5 dan Ta-
bel 5110} Selain itu didapat pula fupuh ekor janin Kelompok-A yang ekornya

tidak tumpuh, sedangkan pada kelompok lan, seluruh janin daiam keadaan

TTE
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normal, Termuan ini menunjukkan secara makroskopis adanya gangguan dalam
proses tumbuh-kembang pada janin-janin yang induknya diberikan rangsum
rendah asam folat. Patut disayangkan dan seluruh janin tidak berhasil ditemukan
adanya cacat kraniofasial, termasuk defek pada tulang kepaia dan meningokel,
kelainan yang merupakan pusat perhatian peneiitian ini.

Seperti yang ielah diungkap dalam Subbab 1.5, mengenai keterbatasan
penelitian, untuk mendapatkan janin tikus dengan meningokel atau bentuk NTD
lain, mungkin akan berhasil jika dilibatkan tikus dalam jumlah yang banyak serta
dengan rmacam rangsum yang bervariasi dalam hal kemposisi dan dosis. Dengan
hewan-coba mencit sejumlah 60 ekar, dan 4 varasi diet rendah folat, Copp et
a/{1898) hanya mendapatkan kelainan berupa ekor keriting {curly {ad) pada
enam ekor mencit. Sepengetahuan peneliti, sampai saat ini belurn pernah
dilaporkan adanya tikus galur Sprague Dawley yang menyandang meningakel,
baik di frontal, oksipital maupun di lumbosakral.

Meningokel adalah kelainan yang mungkin bersifat species atau sfram
spasitic, artinya hanya bisa terjadi pada jenis mahluk tertentu, dalam hal ini
adalah manusia. Belum diketahui bahwa tikus galur Sprague-Dawley ataupun
spesies hewan lain dapat timbul meningokel atau ATO pada janinnya. Bila
demikian halnya, dengan vanasi komposisi pakan dan variasi takaran yang
bagaimana pun juga, tidak zkan ditemukan janin tikus Sprague-Dawley yang
mengalami cacat meningoke! atau N TH bentuk lain.

Selama proses penelitian. didapatkan pula fakta bahwa induk tikus Kelom-

pok-& lebin sulit bunting dan beranak dibandingkan Kelompok-B dan Kelompok-
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C Tidak ada seekor induk pun dt Kelompok-A yang bunting dan beranak pada
masa 21 han perama perkawinan, sementara pada masa yang sama terdapat 5
persalinan pada induk Kelompok-B dan 6 persalinan pada induk Ketompok-C
{semua janin dilahirkan dengan histerotomi).

Ada beberapa kemungkinan yang mendasar temuan terebul. Pertama, aki-
bat defisiens) asam folat maka tikus-tikus Kelompok-A menjadi subfertil sehingga
sulit bunting. Kedua. sebenamya sudah terfadi kebuntingan, tetapi karena
kurangnya faktor yang mendukung proses embriogenesis dan implantasi, maka
terjadilah aborius atau embrio diresorpsi oieh tubub induk. Ketiga, telah terjadi
persalinan pretenm, tetapi setetah lahir semua janin langsung dimakan oleh
induknya. Faktor pendukung proses embnogenesis secara teontis berkaitan
dengan defisiensi asam folat, vaitu kurangnya kadar faktor pertumbuhan TGF-51
dan {GF-f yang juga beperanan dalam embriogenesis dan organogenasis, seperti
yang diungkap oleh Gardner ef &/ {1999). Gross e af. {2001), Margawati (1999);
O'Neil {1997) dan Scholl & Johnson {20003,

Terdapat hubungan antara kematian dimi embrio (abortus) dengan cacat
bawaan. Dan angka kelahiran hidup, 2 53% janin menunjukkan adanya cacat
hawaan, sedangkan pada kasus abortus, 80% menunjukkan kelainan kongenital
pada embrio. Jelas sekail bahwa embric yang abnormat {cacat bawaan) sebagian
besar akan mengaiami kematian dinl (abortus) Pada kasus abortus spontan,
yang terjadi selama kebuntingan tnmester pertama. sekitar 60% menunjukkan
adanya kelanan kromosem. yaitu trisomi, monosomi atau triplodi. Embric yang

sedang tumbuh dan berkembang sensitif terhadap bahan toksik selama periode
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fertentu yang berkaitan dengan perkembangan sistem organ tertentu atau
kelompok sel tertentu. Tahap kritis terjadinya kecacatan adalah selama pericde
grgancgenesis (proses pembentukan organ). Pada tikus. periode kritis tersebut
adalah antara hari ke-6 sampai ke-15 masa kebuntingan yang 21 han lamanya
{Setokoesoemo, 1886).

Pada manusia, asupan cukup folat harus tetap dipertahankan tidak hanya
sampar sempurnanyva penutupan feural tube (tnmester pertama kehamilan) tetapi
juga dalam fase kehamilan sesudahnya. dengan maksud untuk mengurangi nsiko
cacat bawaan lain. Masaiah pokok dalarn perkembangan embrio dan fetus ada-
lah pemerataan pembelahan sel. Dalam masalah inn, asam folat mempunya
posis sentral yang sangat penting karena peranannyz datam sintesis asam
nukieat. Asupan asam folat yang rendah selama kehamilan akan mengganggu
pertumbuhan dan replikasi sel dalam fetus atauv plasenta. Selama kehamilan,
rerndahnya kadar asam folat dalam diet dan dalam sirkulasi darah berkaitan
dengan tingginya nsike persalinan preterm, bayt yang nngan atau kecil dan
retardasi pertumbuhan fetal. Salah satu efek metaboelik dar defisienst asam foiat
adatan hiperhomaosmsteinemia, yang dapat mengakibatkan abortus spontan dan
komplikasi kehamilan lain, misalnya pelepasan dun (abruption) plasenta dan pre-
eklamsia. yang akan meningkatkan rsiko buruknya outcome kehamilan.

Karena keingintahuan penetitl untuk mengamati penlaku induk tikus terha-
dap janin-aninnya, setap kelompok tikus disisakan 3 ekor induk yang tidak
dilakukan histerotomi sehingga saat jann lahr induk masih hidup. Dalarmn peng-

amatan. termyata semua Janin tikus Kelompak-A dimakan habis oleh induknya
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dalam sehari pasca-lahir meskipun kelihatannya tidak mengalami cacat, sedang-
kan kebanyakan janin tikus Kelompok-B dan C tetap hidup. Hume (1872} dan
Amrington{1981) mengungkapkan fenomena bahwa induk tikus akan memakan
anaknya yang lahir cacat. Dalam kaitan ni, berarti ada masalah dengan janin-
janin tikus di Kelompok-A, meskipun tidak kelihatan cacat. Secara makroskopis,
yang terlihat ada kelainan pada jann-jamin tersebut adalah ukurannya yang lebih
kecil dan berat badannya yang lebih nngan dibanding rerata berat janin dua
kelompok lain; serta beberapa janin yang ekornya tidak tumbuh (7 ekor), semen-
tara di dua kefompok lain semua janin lahir normal.

Berat badan waktu iahir mudah dipengaruhi cleh faktor-fakicr ekstrinsik,
termasuk defisiensi nutrist. Kefainan kongenital tertentu mempunyai hubungan
dengan berat iahir yang rendah, sedangkan beberapa kefainan kongenital [ainnya
berhubungan dengan berat lahir yang tinggi {Setokoescemo, 1986, Margawati,
1989}

6.5 Korelasi kadar TGF-81 dan IGF-1 serum induk ikus dengan kadarnya
dalam tulang kepala janin tikus
Terdapat korelasi-positif yang sangat kuat antara konsentrasi TGF-87 dan
{GF-f dalam serum janin dengan kagar kedua faktor pertumbuhan tersebut di
dalam tulang kepafa janin, baik tulang segmen posterior (TGF-F1: r = 0361, p =
0.017. f/GF-f. 1 = 0517, p = 0.000}, maupun segmen anterior (TGF-4#1. 1 = 0.977,
p = 0000, {GF-f. r = 0.969 p = 0.000) Analisis hasii peneltian tentang koreiasi

tersebut telah disampaikan dalam Tabel 5.1.11, 51.12 dan Gambar 5.1.1.

Disertasi Korelasi Defisiensi Asam Folat dengan Kadar ... Mochhammad Istiadjid Eddy Santoso




ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

TGF-A1 dan /GF-T adalah growth factor yang sangat berperanan dalam
sintesis kolagen tipe-1 & 2, serta janngan futang sebagai matriks ekstraseluler.
Rendahnya konsentrasi TGF-#1 dan afaw /GF- dalam serum maupun ttiang
dapat menimbulkan berbagai masalah embrglogis seperti | hambatan migrasi
tropoblas (Lacey €! &, 2002), gangguan implantasi embrio dan organogenesis
(Gardner ef af., 1999 Margawati 1999 Murphy 1994, O'Neil 1897}, Defek tulang
kepala merupakan bagian dan kefainan organogenesis.

TGF-f#1 adalah faktor pertumbuhan muliipoten yang aktivitasnya tergantung
pada dosis dan macam sel target. Molekul ini dihasilkan oleh sejumtah sel dan
jarngan seperti makrofag, trombosit. jarngan tulang, plasenta dan qinjal. Faktor
pertumbuhan ini memacu perkembangan embnonik, pembentukan tulang. per-
kembangan mamma, penyembuhan luka hematopoiesis dan produksi matriks
ekstraseluler {Swica 1977). TGF-4 memiliki 5 isoforms (tidak ada hubungannya
dengan TGF-a), masing-masing disandi cieh gen yang berbeda. baik macam
maupun letaknya pada kromosom. Gen TGA-47 pada manusia tertetak di kromo-
som 19q13, 7GF-42 di kromosom 1g41. TGF-A3 di kromosom 14424, sedangkan
TGF-f4 dan TGF-45 belum jelas letak kromoesomnya (Nowak ef af | 199%9).

Meskipun dari penelitian ekspenmental ini telah dapat dibuktikan agdanya
korelasi-positif antara kadar asam folat dalam eritrosit dan serum induk dengan
kadar TGAAT dan HGF-1 dalam serum induk dan tulang kepala janin, tetapi
belum dapat diungkap secara nyata kaitannya oengan defek tulang kepala janin,
olehkarena dari penslitian ini tidak berhasit ditemukan adanya janin tikus yang

mendenta meningokel
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Seperti telah diuraikan, meningokel mungkin adalah kelainan yang bersifat
species atau strain spesific. arinya cacat i dapat terjadi pada manusia, tetapi
tidak dapat timbul pada mahluk mamalia jenis lain. Bila demikian halnya, maka
dengan komposisi yang bagaimana pun dan ukuran atau dosis asam folat yang
seberapa pun, kecH sekali kemungkinan timbul meningoke! pada makhiuk selain
marusia. Sepengetahuan peneliti, sejauh ini cacat bawaan yang berhasil didapat
pada mahluk selain manusia secara in vivo yang berkaitan dengan defisiensi
asam folat adalah mencit yang mempunyai ekor keriting {curly ta#i).

Oleh karena alasan tersebut, maka dengan penelitian pada pasien mening-
agkel diharapkan dapat diungkap hubungan defisiensi asam folat serta kadar
faktor pertumbuhan TGF-A7 dan IGF-f dengan ferjadinya defek pada meningokel,
meskipun secara tidak langsung.

6.6 Korelasi kadar TGF-81 dan IGF-/ dengan jumlah sel apoptosis dan
nekrosis dalam tulang kepala janin tikus.

Terdapat perbedaan yang sangat bermakna jumiah sel anoptosis dan
nekrosis antara tulang kepala janin tikus Kelompok A, B dan C (ujt Anova. apop-
tosis, p = 0.006, nekrosis, p = 0.0003(Tabet 5 1.13). Dengan demikian, pada ke-
adaan defistensi asam folat lehh banyak jumiah sel yang mengalami apoptosis
dan nekrosis dibandingkan dengan kondisi kadar asam folat yang normal.

Dari penelitian ini juga dipercleh data bahwa jumlah sel yang mengatami
apopiosis lebih banyak secara bermakna danpada s&l yang mengalami nekrosis
{up Angva, p = 0.020}. Rincian perhitungan telah disajikan dalam Tabet 5113

dan Lampiran 15. Juga diperoleh informasi terdapat korelasi-negatif yang kuat
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kadar TGF-/# dalam tulang kepala janin dengan jumlah sel apoptosis {analisis
SEM = - 1340 p = 0.001), sedangkan korelasinya dengan sel nekrosis tidak
wuat {r = - 0.219; p = 0.180} Korelasi kadar {GF-f dalam tulang dengan jumlah
sel apoptosts tidak kuat [ r = - 0.064, p = 0.701). sedangkan korelasinya dengan
sel nekrosis sangat kuat { r = - 0,469, p = 0.004). Perhitungan dengan analisis
SEM disajikan dalam Gambar 5.1.1 dan Lampiran 18.

Hasil analisis SEM ru merupakan temuan yang unik dan menarik. karena
koretasi kedua growih factor dengan jumlah apoptosis dan nekrosis saling bersi-
langan, yaitu: TGF-571 berkorelasi sangat kuat dengan jumlah sel apoptosis tetapi
lemah korelasinya dengan jumlah sel nekrosis. sedangkan /fGF-f mempunyai
korelasi kuat dengan jumlah sel nekrosis tetapi lemah korelasinya dengan jumlah
sel gpoptosis. Feneliti betlum dapat membenkan justifikasi terhadap hasi analisis
SEM ini. Hanya dipergleh satu peneilitan dilaporkan oleh Khera & Chang (2003}
yang menghubungkan TGF-£1 dengan apoptoss. lewat substansi disebut 7{AF-7
{TEF-fATnduced anbiapoptotic factor 1) yang melindungi fibrotlas L929 terhadap
sitotoksisitas THF flumor necrosing factor). Untuk memperjelas itu diperlukan
penelitian lanjutan yang lebib mendalam. Sejauh ini belum diperoteh nformasi
tentang hubungan langsung kadar {GF-f dengan jumiah sel nekrosis pnmer.

Untuk mengernukakan pernbahasan. selanjuinya peneliti menggunakan
hasil analisis dengan up Anova yang menunyukkan bahwa secara sangat ber-
makna. semakir rendah kadar growth factor TGF-51 dan IGF-f dalam tulang
wepala jarn, semakin banyak sel yang mengalami kematian apoptosis dan juga

nekrosis (apoptosis. p = 0LODG, nekrosts  p o= 0.000). Darni uii Anova mi dapat
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diartikan bahwa terdapat korelasi-negatif yang sangat kuat antara kadar keduz
growth factor dengan jumlah sel yang megalami apoptosis dan atau nekrosis.
Data disajikan dalam Tabel 5.1.14 dan perhitungan uji Anova di Lampiran 15,

Seperti telah diuraikan, apoptosis (programmed or normal cell death atau
celfufar swicide) adalah kematian sel yang bersifat fisiologis untuk menjaga
homeostasts, dengan tujuan eliminasi sejumlah set vang tidak bermanfaat selama
perkembangan afau proses biclogis yang normal. Fencmena fisiologis ini ter-
utama terjadi selama proses embriogenesis, pada induksi dan pemetiharaan tole-
ransi imun, selama perkembangan sistern saral serta pada atrofi jaringan endo-
crine-dependent ( Abbas et al, 1997, Milligan & Schwartz, 1966, Simpson & Rus-
sel, 1988},

Apoptosis dapat dipicu timbul lebih dini dan lebih masif oleh kondisi yang
disebut 'Kematian sel terprogram dipercepat’ {accelerated program cell death).
Pada keadaan i terjad: perubahan ekspresi gen terhadap beberapa growth fac-
tor dan terbentuknya radikal bebas yang menyebabkan peningkatan paroksidas
lipid dan kerusakan membran sel, sehingga memunculkan perfangsungan kas-
kade apoptosis yang kemudian melepaskan hambatan CAD (Caspase Activaled
DNA-ase} infibitor. Caspase (cysteine aspartyl-protease) berfungsi memproses
berbagal macam substrat dan inhibitoris dalam metaboiisme. Selanjutnya CAD
merusak WA, dan terjadilah apoptosis {Abbas ef af, 1997, Hidayat. 2003
Simpson & Russel 1997}

Nekrosizs adalah proses patologis yang tenadi bila sejumizh sel terpapar

oleh cedera Kemis maupun fisik yang menyebabkan kerusakan membran plasma.
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Proses nekrosis diawali oleh penurunan kemampuan seél untuk menjaga
homeostasis, dikati iaflux air dan bermacam ion ekstrasel. CGrganel intraseluler,
khususnya mitokhondria dan seturuh isi sel membengkak dan ruptur {lisis sel).
Qieh karenz kerusakan mambran plasma. isi sitoplasma termasuk bermacam
enzim lisosomal dimuntahkan ke dalam cairan ekstraseluter, Dengan demikian, in
vivo, kematian sel nekrotik sering disertai dengan kerusakan jaringan yang hebat
sebagal akibat dari respon inflamatonk yang intens. Nekrosis primer disebabkan
oleh cadera fisik/mekanik atau kimia, hipoksia dan hipotermia, sedangkan nekro-
sis sekunder merupakan kelanjutan dari apoptosis {Abbas ef af., 1097 Hidayat,
2003, Stoian ef af., 1996; White ef af., 2000).

Dehsiensi asam folat dapat menyebabkan perpbahan metabolik mengarah
paling tidak pada tiga masalah, yaitu - hiperhomosisteinemia, mutasi genetik dan
gangguan sintesis protein, yang ketganya didasan cleh gangguan dalam siklus
metilasi Hiperhomosisteinemia menyebabkan peningkatan radikal bebas oksi-
gen (RBQO), kemudian kenaikan peroksidasi lipd. diikut kerusakan membran set,
dan berakhir dengan kematian sel. Sintesis protein gan kerusakan DAA saling
berkaitan dan saling mempengaruhi, keduanya dapat menimbulkan gangguan
dalam sintesis growth factor dan akhimya memicu kematian sel terprogram
dipercepat’, yaitu apoptasis yang terjadi lebih awal dan dengan jumlah yang lebih
banyak.

Selain itu RBO akan bereaksi dengan NQe menimbulkan radikal bebas
peroksinitrit yang berpotensi meningkatkan ekspresi MK (c-jun terminal protein

kinasel disebut juga SAPK (siress aclivated protein kinase). dan menurunkan

R
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ekspresi MAFK (mitogen activated protein kinase), yang juga mengakibatkan sel
mengarah ke apoptesis {Hidayat, 2003; Simpson & Russell, 1998). Khera &
Chang {2003) telah mengisolasi TIAF T (TGF-S1-induced anliapoptotic factor 1)
yang melindungi fibroblas LS29 dan sitotoksisitas TWF. TIAF juga menginduksi
hambatan pertumbuhan dan apoptosis menosit U837 dan beberapa jenis sel lain.
Hal tersebut menunjukkan bahwa T/IAF1 berperanan datam pengaturan perfum-
buhan yang dimediasi oleh 7TGF-4.

Sepengetahuan peneliti, korelasi antara defisiensi asam folat dengan
fenomena apoptosis dan nekrosis belum pernah diteliti. Meskipun demikian,
berbagai uraian yang telah dikemukakan di atas adalah paralel dengan hasil
penelitiar ini, yaitu : 1) semakin rendah kadar asam folat serta kadar TGF-£7 dan
IGF-! dalam serum dan tulang, semakin banyak kematian sel apopiosis dan
nekrosis, 2) jumiah sel apoptosis lebih banyak daripada sel nekrosis.

Ceifisiensi asam folat menyebabkan gangguan siklus metitasi dengan akibat
hiperhomosisteinemia, degradasi enzim, gangguan sintesis profein, kerusakan
DNA dan penurunan kadar growih factor. Berbagai kondisi tersebut merupakan
faktor pemicu ‘acceleraled program ceff death’ yang menyebabkan jumlah sel
apoptosis menjadi jauh tebih banyak dibanding normal. Nekrosis pada defisiensi
asarn folat berupa nekrosis sekunder, berasal dari sel apoptosis. Maka wajar bila
jumlah sel apoplosis secara bermakna lebih banyak dibanding sel nekrosis,
karena tidak semua sel apoptosis akan menjadi sel nekrosis sekunder. Sebagian

besar sel apoptosis segera difagosit oleh makrofag.

18&
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6.7 Korelasi tidak langsung kadar TGF-#1 dan /GF-I dalam serum induk

tikus dengan lebar defek pasien meningokel

Dari penelitian ini diperoleh informasi terdapat korelasi-positd kadar TGF-
A1 dan MGF-f dalam serum induk dengan kadar kedua growth factor tersebut di
dafam tulang kepala janin { pada Subbab. 5.1.8 Tabel 5.1.12 dan Gambar 5.1.1}.
Juga diperoleh informasi adanya korelasi-negatif kadar TGF-#1 dan /{GF-/ dalam
tulang tepi defek dengan lebar defek. Artinya, semakin reéndah kadar kedua
growth factor, semakin lebar defek tulang kepala yang terjadi (data dan
perhitungan statistik disajikan dalam Tabel 5.2.1, Gambar 5.1.2 dan Lampiran
18). Dengan demikian, secara tdak langsung terdapat pula korelasi-negatif
antara kadar TGF-£1 dan IGF- dalam serurmn induk tikus dengan lebar defek
yang terjadi pada pasien meningokel. Artinya, semakin rendah kadar salah satu
atau kedua growth factor tersebut, maka semakin iebar defek kepala yang mung-
kin akan terjadi.

Infarmasi ini bermanfaat bagl kepentingan kiinis pada manusia. Bila pada
pemeriksaan kadar kedua growth factor tersebut dalam serum ibu pra-hamil atau
hamil muda didapat hasil yang rendah atau sangat rendahn, maka dapat diprediksi
bahwa ada kemungkinan besar janin yang dikandungnya akan rmengalami cacat
bawaan dan yang hanya berupa defek tulang kepala dengan meningokel, atau
NTD  yang berat, seperti anensefatus dan eksensefalus. Dalam hal dernikian
maka sejak dini ibu dianjurkan untuk mengkonsums asam folat dosis 4 mg per-

hari secara rutin agar kecacatan pada bayinya dapat dicegah.

g-5
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Para ibu yang kadar asam folat atau kedua growth factor rendah maka
pada saat dia hamil dianjurkan untuk pemerksan USG (ultrasonografi) secara
serial. Begitu didapatkan adanya tanda defek tulang kepala, segera diberikan
kombinasi growth factor TGF-#1 dan IGF-l, secara sistemik atau intraamniotik
untuk memacy penutupan defek, sehingga saat bay lahir kondisinyga sudah
normal.

6.8 Korelasi kadar TGF-#1 dan }GF-1 dalam tulang tepi defek dengan lebar

defek pada tulang kepala pasien meningokel

Bentuk defek tulang pada pasien meningokel bermacam-macam, umymnya
tidak beraturan dan tidak berpola matematis seperti © bundar, elips, segitiga atau
segiermnpat, sehingga sulit untuk mengukur ivas/iebar defek secara tepat. Ukuran
lebar defek yang tersaj dalam tabel 5.2.1 adalah ukuran yang dihitung dengan
program komputer ‘adope photoshop’, diharapkan mendekati tepat. Pada
penelitian ini didapatkan perbedaan yang bermakna antara kadar 7GF-g7 dan
fGF-! dalam tulang tepi defek dengan kadarnya dalam tulang yang jauh dari defek
{ p= 0.000 untuk TGF-87, dan p= 0.085 untuk fGF-! ). Kadar kedua fakior
pertumbuhan tersebut juga mempunyai korelasi-negatif yang xuat dengan lebar
defek; yamu semakin rendah kadar, semakin lebar defek (analisis SEM untuk
TGF-£1: 1= -0.648, p = 0.009; untuk /GF-/: r = -0.426, p = 0.025). Analisis hasil
penelitian telah disajikan dalam Tabel 5.2.1 dan Gambar 5.1.3.

Sejauh ini peneliti befum menemukan penelitian yang menghubungkan dua
variabel di atas. Boonvisut ef al (1697) hanya menemukan bahwa lebar defek

pada meningokel tidak berhubungan dengan besamya ukuran benjolan

168
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meningokel. Tingginya tekanan intrakranial-lah yang mempengaruhi basamya
benjolan. Dengan bertarmbahnya usia pasien, umumnya lebar defek menjadi lebih
sempit. Hal ini bisa disebabkan menyempitnya kompenen tulang ataupun aleh
jaringan fibrosa padat yang menutup defek tersebut, yang kemudian mengalami
osifikas:, Pembentukan tutang dimolar dan tepi defek secara intramembranous
dan endokhondral karena aktivitas osteasit, khondrosit, osteoblas dan khondro-
blas (Agthong & Wuranithit, 2002, Boonvisut ef a3, 1997}

TGF-A1 dan (GF-1 adalah dua faktor pertumbuban yang terdapat dalam
matriks tulang, termasuk twang di tepi gefek. |soform TGF-£1 menspakan bagian
dart superfamili “peptida pengatur pertumbuhan® yang di dalamnya terdapat bone
marphogenetic protein (BMP). Pade awainya {GF diketernukan dan dapat
dimurnikan dan tulang (Roth ef af, 19397 Steeg, 1988). TGF-41 dan 1GF-f telah
dibuktikan bheraksi menstimulasi pertumbuhan tulang baru, baik secara endo-
khondral maupun intramembran (Joyce ef al.1990; Noda& Camilliere, 1989).
Ditemukan pula adanya imunoreaktivitas TGF-ST dalam kalus fraktur tulang
{Joyce et af, 1830) Apiikasi lokal TGF-£1 dan {GF-f menyebabkan pencepatan
penutupan defek kranium in-vivo (Beck, ef af. 1881) Pemberian rekombinan
TGF-A1 dan IGF- menyebabkan penutupan sutura tulang kepala tikus Dawley-
Sprague (Thailer ef af., 19893).

Rendahnya kadar kedua faktor perturnbuhan di tepi defek tulang menye-
babkan stimulasi sel-sel tutang {khordroblas, osteobias, khondrosit dan osteosit)
untuk mensintesis matrks ekstrase! (kolagen, kartilago-hialin, tulang) terhambat,

seballknya hambatan akfivitas sel csteoklas untuk meresorpsi tulang menjadi

:E
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berkurang. Kondisi tersebut diperparah dengan bertambahnya jumiah sef yang
mengalami kematian apoptosis dan nekrosis. Akibatnya adaiah proses osifikasi
dan fusi tulang di daerah tersebut menjadi tidak sempurna sehingga tenadi defek
tulang. Dengan demikian, semakin rendah kadar TGF-#1 dan /GF-/ datam tulang
menyehabkan defek tulang semakin [ebar.

Dani uraian teoritik dan empirik di atas dan diperkoat dengan hasii penealitian
ini, kiranya dapat dipahami bahwa adanya korelasi-negatif antara kadar TGF-#7
dan {GF-! dengan lebar defek pada penderita meningokel adalah sesuatu yang
wajar, sesual dengan hipotesis penelitian. Temuan ini juga membukiikan adanya
korelasi tidak langsung defisiensi asam folat dengan terjadinya defek tulang pada
meningokel melalul korelasi dan pengaruhnya terhadap kadar faktor perturn-
buhan TGF-A1 dan [GF-f

Defisiensi asam folat berkorelasi-positif dengan penurunan kadar kedua
faktor pertumbuhan tersebut, baik dalam darah maupun dalam tulang kepala.
Defek tulang kepala terjadi karena rendannya kadar TGF-#7 dan /GF-f dalam
tutang kepala dan banyaknya sel pembentuk tulang yang mengalami kematian
apoptosis dan nekrosis, sehingga sintesis matnks ekstrasel (kolagen tipe-1 dan
2, kartilage-higlin) mengalami hambatan untuk dapat menyusun jaringan tulang
secara normal. Dengan demikian hasil penelitan ini dapat lebih memperjelas
mekanisme terbentuknya defek tulang kepala pada pasien meningokel, dikaitkan
dargan defisiensi asam folat, serla kadar growth factor TGF-A1 dan IGF-L.

Yang masih memerlukan penjelasan adalah fenomena bahwa defek tulang

pasien meningokel di kawasan Asia tenggara kebih hanyak terletak di regio basis

1590
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kranii bagian frontal {nasofrontal. nasoetmoidal dan nasocorbital), sedangkan di
kawasan lain terletak lebih banyak di regio oksipital. Peneliti mencoba menjetas-
kan patogenesis fenomena itu sebagai berikut. Seperti diketahui, regio basis
kranii bagian frontal merupakan tempat fusi dari banyak macam tulang, yaity : 0s
frontalis, 0% nasalis, os etmoidalis. dan dinding orbiia, Regio tersebut juga
merupakan fempat fusi beberapa tulang yang berasal dar osifikasi secara
endokhondral {basis kraniij dan yang berasal dari psifikasi secara intramem-
branous (kalvara). Tempat yang paling rawan untuk terjadinya defek adalah di
daerah tempat fusi dar beberapa tulang yang berbeda struktur maupun asalnya,
dalam hal ini adalah regio basis kranii bagian frontal. Menurut hemat penefiti,
faktor gen memegang peranan sangat penting. Seperti yang sudah diuraikan,
dalam pembentukan mesodern kranial berperan berbagai macam gen, yaitu
Wnt-p3, T-box, Tix-2 gan SRF {Larsen, 2001}. Kemungkinan ada perbedaan satu
atau lebih dari gen-gen tersebut antara ras Mongoloid {Asia Tenggara) dengan
ras Negroid (Afrika} dan Kaukasoid (Eropa, Amenka, Australia). Perbedzan gen
tersebut mungkin juga yang menyebabkan perbedaan bentiuk kepala antara ras
Mongoloid yang relatif bulat (brakhisefal) dengan ras Negroild maupun ras
Kaukasoild yang lonjong (dofikhosefal) seperti yvang diungkap oleh Loekito
{1992). Di samping itu berperan pula faktor nutrisi, kebiasaan selama kehamilan
muda yang bersifat tradisional Iokal, iklim, bulan terjadinya konsepsi dan lain
sebagainya. Semua hat itu sesuai dengan etiologi meningokel yang bersifat

multifaktorial dan potigenik.
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6.9 Gambaran histologis dan histopatologis

Pada Tabel 51.13 sera Gambar 3.2.1, 522 dan 523 diperlihatkan
kagar ekspresi growlth factor TGF-fiT atau fGF-f dalam matriks ekstrasel tulang
kepala janin tikus dari tiga kelompok perakuan (A, B dan C}, sedangkan Gambar
524 525 dan 526 memperlihatkan eksprest kedua growtft factor intrasel,
serta Gambar 5.2.7 memperlihatkan eksprest 7TGF-F1 dan IGF-f baik d! intrazel
maupun di matnks ekstrasel,

Dengan pengecatan imunohistokimia metode peroksidasi dan counfer
staining Mayer-Hams hematoxylen pembesaran 200X, terilhat ekspresi kedua
growth factor berwama merah-kecokiatan, Datam tiga sediaan tulang kepala janin
tikus tersebut, terithat nyata ada perbedaan gradasi intensitas dan luas ekspresi
kedua faktor pertumbuhan antara keformnpok A, B dan C, yang merupakan data
kuaiitatif. Semua sediaan kemudian dimasukkan bilik-hitung dan dihitung jumlah
kotak ekspresi kedua growth factor per-lapang pandang untuk memperaleh data
semmkuantitatif, sehagaimana teiah disampaikan dalam Subbab 4.1.7.

Dengan metode serupa tetagi menggunakan pewamaan lain, yaitu dengan
human monocional antibody antl TGF-F1AGF- dan countersfaining Mayer-Harris
hematoxylen diperoleh data semikuantitatif kedua faktor pertumbuhan tersebut
dalam tulang pasien meningokel, yang telah disajikan dalam gambar 5.2.8, 5.2.9
dan 5210

Untuk menghitung ekspresi TGF-£1,2.3 dan {GF-f dalam tulang pasien
kraniosinsostosis. Roth, ef 2/.{1997) menggunakan spektrofotometer dan meng-

ukur intensitas warna yang muncul dan memperolet data semikuantitatit - 0, +1,
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+2.+3 dan +4, Peneliti tidak dapat mengiuti metode yang digunakan Roth &f af
tersebut, karena bDeberapa masalah, yaftu . T} kurang berfungsinya alat
spektrofotometer, dan 2) secara teknis, pada kebanyakan shide yang diperiksa
didapat tumpang-tndih mtensitas kualtatif wama merah-kecokelatan yang
muncld. yaitu dalam satu Side dapat muncul beberapa tingkatan intensitas
warna, sehingga sulit menentukan nilar kuahtitatif sedtaan tersebut. Maka
diputuskan untuk menghitung tebaran warna merab-kecokelatan dengan
berbagai intensitas menggunakan bilik hitung yang tersedia di bagian okuler
mikroskaop Zeiss@ produksi tahun 2002

Dar Gambar $.2.7, 5.2.8 dan 3.2 9 terlihat beberapa sel yang mengalami
apoptosis atau nekrosis dalam sediaan tulang kepala janin, Tampak gambaran
sef apoplosis yang berwama merah kecokelatan, adanya kondensasi kromatin,
peningkatan densitas nukieus dan pengrerutan sel. Di sampingnya tedibat sel

normal dan sel nekrosis berupa penggembungan stoplasma dan lisis membran.
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BAB 7
KESIMPULAN DAN SARAN

7.1 Kesimpulan

Dari uratan analisis data hasil peneltian dan pembahasan yang telah
disampaikan, dapat dibuat kesimpulan yang berkaitan dengan hipotesis penalitian
sebagai berikut.

7.1.1 Defisiens: asam folat berkorelasi-positif dengan kadar faktor pentumbuhan
TGF-£1 dan /GF-f. Semakin berat dergjat defisiensi asam folat di dalam
darah induk tikus, semakin rendah kadar kedua faktor pertumbuban tadi di
dalam serum induk tikus.

7.1.2 Diet rendah asam folat berkorelasi-positif dengan kadar TG F-A1 dan /GF-f
dalam serum induk lewat rendahnya kadar asam folat dalam darah induk,
khususnya dalam eritrosit. Semakin rendah kandungan asam folat dalam
digt, semakin rendah kadar kedua faktor perturnbubhan ity di dalam serum
induk tikus.

7.1.3 Kadar TGF-A1 dan /GF-! dalarm serum induk tikus berkorelasi-positif
dengan kadar kedua faktor pertumnbuhan tersebut dalam tulang kepala
janin tikus. Semakin rendah kadar kedua faktor pertumbuhan tersebut di
dalam serum induk tikus, kadarmya datam tulang kepala janin tikus juga
semakin rendah.

714 Kadar TGF-#1 dan IGF-! dalam tulang kepala janin tikus berkorelasi-

negatif dengan jumlah sel tulang kepala janin tikus yang mengalami
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apoptosis dan nekrosis. Semakin rendah kadar kedua faktor pertumbuhan
tadi, sermnakin banyak sel yang mengalami apoptosis dan nekrosis.
7.1.5 Kadar TGF-#1 dan /GF-f dalam serum induk tikus secara tidak langsung

irkrirelagi-nenatif donoan laher Aafal.
emakin rendah kadar kedua faktor Deﬁumbuhan tadi dalam serum induk

tikus, semakin iebar defek tulang kepala pasien meningokel.

7.1.6 Kadar TGF-g1 dan IGF-/ dalam tulang kepala meningoke! di tepi defek
berkorelasi-negatif dengan lebar defek tulang kepala. Semakin rendah
kadar kedua faktor pertumbuhan tersebut, semakin lebar defek tulang
kepala pada pasien meningokel.

Di samping itu, dapat pula disampaikan kesimpulan tambahan: defisiensi
asam folat menyebabkan berat badan janin tikus febih ringan dibanding yang
npormal. Semakin berat derajat defisiensi asam folat semakin kel dan semakin
ringan jarin yang dilahirkan. Defisiensi asam folat mungkin dapat menyebahkan
induk tikus menjadi sulit bunting (infertil), mungkin juga tikus sudah bunting tetapi
mengalami abortus karena gangguan dalam tahap embrio pretmpilantasi, atau
mengalami kelahiran preterm. Dalam hal int, dapat dikatakan bahwa defisiensi
asam folat menyebabkan gangguan dalam embnogenesis janin tikus.

Dari beberapa kesimpuian di atas, pada hewan-coba tikus terihat ada
korelasi-positit antara defisiensi asam folat induk dengan faktor pertumbuhan
TGF-g1 dan {GF-f dalam serum induk dan tulang kepala janin. Terdihat pula
korelasi-negatif amtara kadar kedua faktor pertumbuhan itu dalam tulang kepala

Janin dengan jurnlah sel yang mengalami apoptosis dan nekrosis. Pada manusia,
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terdapat korelasi-negatif kadar kedua faktor pertumbuhan tersebut dalam tuiang
di tepi defek dengan lebar defek pada tulang kepala meningokel.

Dengan demikian seluruh hipotesis penelitian ini secara umum dapat
dibuktikan dan diterima, meskipun ada beberapa korelasi antar-variabel yang
secara statistik kurang kuat. Maka penelitian ini dapat menambah kejelasan
tentang terjadinya defek tulang kepala pada meningoke!, dikaitkan dengan kore-
iasi defisiensi asam folat dengan kadar fakior pertumbuhan TGF-F7 dan IGF-f
sebagai substansi mediator pembentukan tulang. Secara ekstrapciatf dapat
dikatakan pbahwa defisiensi asam folat dapat menyebabkarn defek tulang kepala
padz pasien meningokel melalui pengaruhnya terhadap penurunan kadar TGF-77
dan {GF-f dalam serum ibu dan tulang kepala bayi, serta penambahan jumiah sel
yang mengalami apoptosis dan nekrosis.

7.2 Saran

7.2.1 Mengingat etiologi meningokel melibatkan banyak faktor dan saiing keter-
kaitan di antara faktor tersebut, sedangkan penelitian ini hanya mengung-
kap sedikit aspek saja dar faktor etiologi, maka periu dilakukan berbagai
penelitian lanjutan secara menyeluruh yang melibatkan faktor genetik dan
faktor ingkungan untuk semakin memperjelas teratogenesis meningokel.

7.2.2 Qlehkarena meningokel adalah kelainan yang mungkin bersifat species
atau sirain-spesific. yaitu kelainan ini dapat tenadi pada manusia tetap!
mungkin tidak dapat teradi pada tikus. Maka disarankan untuk dilakukan
penelitian menggunakan hewan ceba jenis lain (misalnya mencit. kelingi

atau domba). 0 samping itu, disarankan menggunakan screenng method,

Disertasi Korelasi Defisiensi Asam Folat dengan Kadar ... Mochhammad Istiadjid Eddy Santoso




ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

yaitu tidak hanya tulang Kepala melainkan juga organ lain seperti tulang
vertebra, ekor dan ekstremitas atau hepar yang dijadikan sampel
pemeriksaan.

7.2.3 Terdapat paling tidak tiga hal yang merugikan akibat defisiensi asam folat,
yaity - 1} defek atau mutasi gen: 2} ketidakcukupan enzim; dan 3) hiper-
homosisteinemia. Ketiganya mengarah kepada gangguan dalam proses
pembentukan protein, mielin dar lipid yang berakibat tidak sempumanya
proses embriogenesis dan organogenesis, termasuk meningokel, Untuk itu
perlu peneiitian lebih lanjut untuk mengungkap bemacam gen lain yang
mengalami defek atau mutasi, berbagai macam enzim yang mengalami
degradasi akibat defisienst asam folat serta peranan hiperhomosisteinemia
dalam tertatogenesis cacat bawaan selain MTD dan CHD.

7.2.4 Dengan kecanggihan teknologi ciagnostik dewasa ini dan di saat menda-
tang, terbuka petluang untuk mendiagnosis adanya defek tulang kepala
janin atau cacat bawaan fain secara dini, semasa janin masih di dalam
kandungan usia muda. Dalam keadaan itu, disarankan pemberian ekstrak
substansi TGF-A7 dan {GF-f secara sistemis ataupun intrauterin untuk
mempercepat penwtupan defek tulang atau memperbaiki cacat bawaan
lain, sehingga bayi dapat dilzhirkan sudah datam keadaan normal.

7.2.5 Asam folat temyata tidak saja penting untuk mencegah terjadinya cacat
bawaan seperti neurali tube defect dan congental heart disease, tetap
juga bermantaat bag pencegahan veberapa penyakit pada orang dewasa

yang mempunyai prevalens! tngg sepertic penyakit jantung koroner,
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stroke, demensia, Alzheimer dan berapa macam gangguan jiwa. Untuk itu
perlu diusulkan ke lembaga yang berwenang {Departemen Kesehatan R}
perambahan atau foriifikasi aszam folat ke dalam komponen makanan
yang dikonsumsi penduduk setiap har {misalnya: garam dapur), dengan
memperhitungkan jumiah minimal konsumsi garam dapur dan takaran
minimal asam folat yang 4-5 mg perorang parhar. Usaha itu adalah pro-
gram folatisasi garam dapur yang menghasiikan garam dapur berfotat,
seperti halnya program iodisasi garam menghasilkan garam beryodium

yang telah lebih dahulu sukses dimasyarakatkan.
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Lampiran 4 : Ancova Uji Konsistensi Hasil Pengarmatan Kadar TGF-87 dan
fGF-1
TGF-p1l IGF-1

Peneliti Superisor Peneliti
Supervisor
Serum induk S02.0 §108 3888.0 3862 0
tikus t898.0 81.2 +93.5 890
p-value 0.602 O 462
Tulang janin 9.35 8.75 585 510
tikus 12,99 12.45 +2.10 2,15
p-value 0.571 0.284
Tulang 3.50 3.25 4.1 45
pasien 1.6 1 (] 2.7 2.5
p-value 0.447 0.507
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Lampiran 5 Datz Mertah Kadar Asam Folat dalam Eritrosit Tikus

Disertasi __

LABORATIA LN KWK MRLANG B5113
O B W Hy 1
i=77 o a2

ot rypuine S -
1r 13 Kecnmen I Si™h T

REKAP HASIL PENELITAN FOLIC ACID

R T
NC. LAE | HAMA PENERIKSAAN KOOE HASIL | BAHAN
MO0 4 TOLK, ALIC TIKUS (5A4) | 7,853 RAC
D300 7 ~ FLIC ACIC TIK.G (5B} | 8568 REC
CaB004 4 FOLKC ACHS THLS BC) | 9Ee 3 REc
04 o001 FOLIC ACKC TIRUE (4] | PES RBC
100045 FOLKC ACIKC THELLS {41 [ 1] REL
4100020 FOLIC ACIC TS (45 24 RELC
Q5010 FOLIC M TIELS (A8) | 8251 REC
50012 FOLIC ACIC TIRLKS (CE) | #9653 RBC
5013 FOLKC ACHS TURLTS (Ad) | 96 ABC |
050100 14 FOLIC ACK. TS {3 | B3T 5 HEBL
5040015 FOLIC ACKS TG () | BAid BB
Q5080043 FOLIC ACIC TIKLS B3 | B84 RBC
[T FOALIC ACMC TRUSUE | BYEE 6t
DROA0005 FOLIC ACIC TIKLES |G-} | 41767 [ RRC
SORLOGS FOALKE ALK TS (B-10)F 77a 1 RB
| QD000 T FOLIC AGIC TS (IC-3 [ 1313 ] RABG
| OS0BO0SE FOLIC ACIC | TIKUS fC-B} | 1.2004 ] HBC
FCALIC ACIC TS (C&] 1 Gba RBC
AS0EN07D FOLWC ACIC TS [C-10)] 60D RBC
[ O 25 FOLIC ACIC TIKLIS (C1) | 905 2 REC |
0510036 FOLIC ACIC THUS (R1) | BT RBC
05 20064 FOLIC ACIE TEEWUS (A Ti1 2 RAC
05120068 FOLIC ACIC TR (AL} | 5548 SR
0H 120070 FOLIC ACIC TRSS (&3] | F4T G RBG
05 130054 FOLIC ACIC TIRLIE [AT) | 673 A ROC
05 130054 FOLKC ACHS TS {AS) | BIG 1 RBL
5130057 FOALIC ACIS TIKLEG (A | T42 E RBC

Crluin  Tands Lomg mHnurgeichan [t daunm il

Seuan yany{ dps mgiml
m :‘Em .-.
S el A
S Cor 2000

Pt i St sl

o M Ry

MiL g

. ALRL 4 &

Korelasi Defisiensi Asam Folat dengan Kadar ... Mochhammad Istiadjid Eddy Santoso




ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

Lampiran & Data Mentah Kadar Asam Folat dalam Serum Tikus
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Lampiran 7 Data Mentah Konsentrasi TGF-f1 Serum Induk dan Kurva Baku

PERHITUNGAN KONSENTRAS] TGF[IY
TOTAL AWTIE

Helpmpok | Absorbansi | Konsentasi | Kelpmpoh | Aheorbangl | Konsentrasi
A2 0.752 2246 67| AR 2 - _ D113 253000
A32 G517 27796, i57]A3.1 | D138 125,000
M2 AL 3973 3002 833]A1.3 0137 325 X
Al AL i 0358 2532 B33|E1. 0135 53 ey
AT P Dest 2509 500|810.1 0.143 349000
A0 0951 2000 S00|R2 2 0170 457 LD
B4.14 LR 29 500 CH1 TN 97000
B10.1t G813 2449 50011 2 .14 353 0
2.2t 0.830 2505 1671C2.2 oAt 217
H10.3 1.002 3079.500(C7 0 260 517.004)
2141 0.865 | 2522 A3|a1 0190 537 GO
9.1t HA8 2556 167{CH0 0206 &0 (0
o1 0835 2855 167G 0202 505 000
IC2.21 0.8a3 3716 1871CH 022t GG 1 000
A1t A | 3816 167|C7 | G3pe 965 DiF]
LAl f1.688 I HIFCE 196 5G1.000
[ A .4 1886 16T{CS 0293 45, D0
AT N P 416167141 g.195 BST QO
AAT 0.227 456 167188 oo 217000
ST 0.214 45k 433188 L) 673.000
AET 0,151 242823810 0.2 T13 000
ATT 038 836 167]C1 C.247 765 000
ABT 0.253 522 833]02 a2z 857 000!
BaT 0,155 285 5001C) T 1153, 0KHY
B4T 173 a6 1804 0.203] SO0
B6T 0211 HTEEAE _ Dz 71 G
BET 0164 L R 0,256 801000
BeT | 0244 Bod 833|BZ 184 533 Ol
caT .20 ADG.1ET B X £ 244 FHG
CAT 0237 5246 500{B4 i 0 324 1075 (00
[CsT i 208 426167 | D245  FET DO
CET 6.214 452 813186 | _0Jpa 505 0OG
CYT £ 185 356 167|B? 0 3 FTF 00
g Al J 0240 737 DO)
[ Al i 0255 747 00|

™ T Al o224 737 089

— : 23 Gzi3]  &35.000

; Ak ; _ a2y 65 004

_ 'J'— —_— - A4 | £ 241 TA1 A

' _ AS 1. 182 505 (KM

_' AS 0178 489 000

: R C3s 705 0ol

T [ L |ae 0241 1a1.000

: ! AT i 201 581040

[~ ~ L7y 49, (M}
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L - a9 i 017§ 481 000
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Lampiran 8 ANOVA IGF-§ Serum Induk Tikus

Oneway ANOVA TGF['1 AKTIF

ANOVE
T{EFAL
Sumol i
Squars o | hhaan Square F Seg
Between Groups | 5508200 | 708877 | T2 000
Within Groups. | 4812056 | 3l 15522 761
Tota! 032006 | 33
Post Hoc Tests
M utipe Compansans
D rrtharyl Vartate TGFBA
Tukey HED
]
Mean
Cterente B5% Conhdenoe intaryal
{ KELOMPOY, 11 FELOMPOE {I-J; S Eror Seg Lowsr Bowwd | Upper Bound
A B 240 2605171 5D (6% poo | -3B808012 | 11X 0610
c -2 7ETEE | 53 0069 000 | 1478740 | 156 FeB3S
B A 2005061 | 52 006596 ooa | 1206108 | 36806012
C 46 77707 | 5% 12581 BST | 177 4THTH 84.02524
c & 286 7A7RR" | A2 Q06 OO0 | 1SBTBEMG | 414 TETAD
B 45 7508 | OB3 145 BIY 4 02504 177 47978

" The maan oefarencs s sqrfizant ot the 05 el

Homogeneous Subsets
TGFE
Turey HSL®
Subselfor goha = 04

HELOMP e N | o
A 10 (493 o566
E 1 [ er
C b - TAT 45AGL
S5q i 150 - £45
Means o a*mups i HemOGEnec. s SusHs e asolayed

2 | poes Hanmoned Mean Samoe See 14

b The griip sizes a7 P00 7 e SwcTorc mean

OF A0 RDUp SEES 5 usST TG 00 s ddln 30
Al Aarareng
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Lampiran 9 Data Mentah Konsentras: IGF-| Serum Induk dan Kurva Baku

FERHITUNGAN KONSENTRAS] 1GF |
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TABLE (- ABSSOIEANCE VALLES
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Lampiran 10 ANOWVA IGF-F Serum Induk Tikus

Cneway_IGF |
AHOVA
IGF!
S ot f
Soepres ) Wapn Square F Sy
Sotvaen Gowps 65 467 2 M0 5343 [T
Wiihin Groups 171000 i £ 407
Total 21 a6F )
Post Hoc Tasts
O e O
Drepencent Vanstle iGrE
Tuliey H50
I
i
Ry
D#ferprs | B5% Comancs e s
[} KELOHHPON, WE | MO, [~ ¢ 5 Emoe 50 Lowm Bound | Uppes Bound |
1;"""' "EL 20 113 3 18} a0
3 3 1.13 o4 49 611
] 1 -2 1.13 ] am 26
3 39 113 i) 4 5
3 1 A 113 o 11 T
2 39| 113 1k} 541 |
", TTus o et ik SaaRc s 0C I 05 lenl
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KELCMPOR H 1 2
T m 700
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Lampiran 1% Data Mentah Berat Badan Tikus Selama Penelitian

C
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262 )
2354
2557
260.0
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4 6a00 a4 7T 4 208 242 4
5 581 549 G001 RS S RS RN
o AT &0 6 H00 & 1410 2E0
TG4 &1 B G H TOi9o 2492
B &G 2 634 554 £ 238 JAR R
9 395 T oyl G 24EC 247 5
[0 392 G2 1 ah H 10 23010 23729
T Apnl 2003 5 Agushs 2003
A B C A B
1 152 s 10%3 TR ] 2550
21071 1126 1076 2 2504 28R 2
> 1166 1093 1055 i 664 550
4 1145 1087 168 1 - _—e 25149
2 OH3e 11005 10 5% 5 2351 2550
& 1145 L R 1123 & 2500 2564
T2 1141 119.5 T 2549 7554
B 1101 I1&a 3 1093 B 25445 2833
T O10R2 1191 109 6 G el e
2 1076 1263 |06k 3 100 25350 2525
4 Juni 2003 8 Oktober 2003
A B T RY B
1 196 169% |99 1 33547 A0 A
2 olera 2004 196% 2 5a8 in2 4
I 18R 1389 1997 3 3804 i522
s+ ]83E MR 188 & 4 33°nm R
= 1899 200.4 1922 5 3512 IR0
M2 2008 1400 & 35CA 3334
00 2002 |98 5 7 034”4 RIS
501975 ole 200g R N Rt oo |
R I 2050 PR E [ 350
it 2R Z o0 2 10 346 g
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Lampiran 12 Data Mentah Kadar TGF-81 dan /GF-f Tulang Kepala Janin

DATA PERHITUNGAN IGFI AN TGF b1

KELOMPOK MSF | TGF b1
AT.1 4 10
A1.2 3 5]
A2.1 7 i1
A2.2 a8 g
A3 1 a 5
AZ.2 e )
A 1 7 &
Al Z & a
AS5 1 & 18
ns 2 5 17
AG.1 5 9
AL, 2 5 10
AT 1T 9 6
AT 2 3 8
A8 1 5 14
Al 2 7 10
AS. 1 a T2
89 2 L2 10
A10.1 5 )
Ad0.2 a &

KEL.OMP O 1SF | TGF b1
B1.1 T2 27
B1.2 20 19
B2.1 25 21
B2.2 19 22
B3.1 13 26
B83.2 15 21
B4.1 21 15
B4.2 18 1%
BS.1 16 28
B5.2 13 17
Bo.1 11 23
Be. 2 o 17 27
B7.1 L 12 23
B7.2 15 21
8g.1 18 8
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B88.2 16 24
B9.1 27 25
B8.2 23 22
810.1 29 22
85140.2 21 26
KELOMPOK IGF | TGF b1
C1.1 29 31
C1.2 21 48
C2.1 29 18
c2.2 27 29
C3.1 30 30
C3.2 31 38
C4.1 29 32
C4.2 21 29
CS5.1 32 26
£5.2 17 28
CE&.1 19 21
8.2 14 21
C7.1 28 29
C7.2 21 25
C8.1 26 24
C8.2 24 23
C9.1 22 28
9.2 19 24
C10.1 18 27
C10.2 15 28
228
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Lampiran 13 ANOVA TGF-B1 dan IGF-1 Tulang Kepala Janin Tikus

Oneway_TGF §1

ANOVA
TaFE
Sum of '
Soumw & b Srsann F Suy
Dotween (ITUDS | 3685 219 7| BMETT [ Sirw o0
watin Grooups | 1254 700 57 o2
Total 4343 433
Post Hoc Tests
Wloaltiphs: Congsirhiont
Depandent Varabie: TGFB1
Tukay HS0
aan
Ditkorence | 95% Confdence berval |
{7} KELOMPOK,  (J3 KELDAEPOK, flal] S Eror | Sig [ Lowsr Boond | Upper Beor |
1 bj A4S0 ] 14807 i) -1 70203 AT
3 ABEONT | 14837 o e s
2 1 1dsc| 1487 00} 2797 17,0203
3 55| agw 003 £720 5747
3 1 WENCR| 14637 00 15,1207 Zam
2 51500 | 1 453 002 15797 8 725
“. T miadn ifierands i tgnicans a0 el
Homogeneous Subsets
TGFE
Tulzy H50"
Subkat for aiphs = 05
KELU PO N 1 2 3
1 RS
2 Pl 2 Bt
3 2 27 9500
| S 1.000 1 006 000

Maans kv groups in homogenaous ubsets are didinped
& Umti Harmonic bean Sampie S = 2C 000
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QOneway_IGF |
ANOVA
K=F1
Sum of
Saquanms o Waan Slare F Sig
[Tartenen Grovps | 3302 500 1 1659250 | 79957 [
WiinGoups | 1117.150 57 0542
Total 44749 850 £
Post Hoc Tests
Mutiphe Comparisons
Dyt Varkbabie: IGF1
Tukay H50
Mean
Differonoe B4% Confidence inberval
KELOWMPOK () KELOMPOK i) Sd Emor | Sg | Lowsr Bowns | Upper Bound
'i]_(ﬂ 2250 14370 000 15 7082 ¥
c 477500 1457 oo 21 20K 142918
B A 122500°| 143 000 Ty V5 TN
c 550000 §43M 01 L9582 20418
c A 17750 | 14ant 500 142098 71,208
B 550001 & 001 20418 39562
*. Thw moan defroncs) 1y sigeifcant 21 e 05 lever
Homogeneous Subsets
HGF1
Tukay H5D"
Subset For xigha = (05
KELONPOK N i ? )
A 0| 58500
B 20 18 1000
c 20 236000
E™S 1.000 1.000 1 000

bt 1or DrowDS w1 homeopanedas SLEATS 08 drt e
4. Uses Hamonic ean Sample S = 20 DG
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Lampiran 14 Jumizh Apoptosis dan Nekrosis Tulang Kepala Janin Tikus
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Lampiran 15 ANOWVA Apoptosis dan Nekrosis

Disertasi

Dhoaway Angva sel condrosd yang necrosis
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Oneway_ Anova sel condrasit yang apoptosis
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Lampiran 16 Data Perhitungan TGF-R1 dan IGF-1 Sampel Pasien

HASIL PERHITUNGAN SAMPEL PASIEN TGF 1 DAM KGF-1

Tutarg Kadar
Hherrtitay ... budrdetek Tep detek Kontral
Mama Usia Saks He TGF-81 WiF-1 TGFa1 KGR TGF-B1  KEFA
() Larih ]
Alz 15 L 111 T & E q 3 1
Saof 12 L 1noe S B 4 b 1 1
Crwer 4 1 151 T 7 Fl b 4 1
i 20 F 1 3 7 i 1 1 2
Ger L3 L .2 i 3 1 K. 2 1
At & F 1T 4 4 Z 4 z i
Gal 3% Lg% SR E ? g B 3 4
B " P 11.3 5 E 4 3 4 4
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Lampiran 17 Anova TGF-B1 dan IGF-1 Sampel Pasien Meningokel

Cneway_ANOVA TGF (1
ANOVA
TGERt
S of
Squarm af Meaan Square F Sq
Datween Groups | 41 687 2 2051 510 0a7
Within Groups qz.200 7 3415
Tolal 133 067 i)
Post Hoc Tests
Multiple Comparisons
Dopandan Vanable' TSEB1
Tuhay HSD
Ik
Difforanca 5% Confidance kel
(1} KELOMPOK, ()} KELOMPOK ) S Emor Sy Lower Bound | Lippes Bound
1 F] 00 3] 1000 205 205
3 2.5 i ! 014 A5 455
F] 1 ) 0 1000 205 205
3 2507 B3 04 45 455
3 1 25 83 otd 455 T3
Y .2 50 B3 014 - 55 - 45
" The maan differsnce iy significart af the .05 level,
Homogeneous Subsats
TGFE
Tukey HSD'
, Sutset ior siphs = 05
KELOMETN, N 1 2
1 1 ZED
1 10 510
3 10 16
51 1,000 1000

Means for oUps 7 RoMogeralus Subsats an deplayed
2. Uses Hamomnic Maan Sample Sire = 10,000
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Oneway_IGF |
ANDVA
IGF]
Sum of )
Squarnas of Mian Square F |
Between Groups G467 : 3 LI E| o
Withir Groups 173.000 27 & aQr
Toln 241 467 | 29 :
Post Hoc Tests
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| " '
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1 F] Pyl 113 0a3 =281 30
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Lampiran 18 Hasil Anaiisis SEM { Structural Equation Modeling )
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R.2 Puta Pasivn : Veiakel T GF-B1 dan 1GE-1 dergan Perancu
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Lampiran 19 Surat Telah  Melakukan Penelitian di Lab. Bomedik

SURAY TELAH MELAKUKAN PENELITIAN
Yarg berawdatangan dibawab i
Namz Or ar Sumarsg DM S50 W
Jabaan K epada L ab0ral ongrs Sentra: BIOKE D

Famorlas Kedomtergn friverstas Brawdya Malzng

mensangka. bafwa

MNarra Moor Istatnd B 35
R {L¥] J99513103 . [0
Feharaan Makasiswa Progra— 53 _unesar - Kedokieron

Brogram Pascasaana Urverstas Adanga: Sorabaya
ah Maighukdn e BNk asaar
IGF t dan TGF 81 pada sample serumn darah dengan meloee FLISA dan
pada aringan kepald likus Raflus Moryvegious Winstar sert? pada pasien
meningohed dengan metode immunohistourma,
Oemabean serar modibear veluk dglrakas =Lagds matg mesinya

Malang 11 Febiuar: 2004
Ka . ab Scmiral BIOMEDK

Qrar Spmarnc, (M. SpK.
Nif 130 308 T30
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Lamgpiran 20 Bagan Pemeriksaan Kadar Asam Folat dalam Darah Tikus {RIA)

Cawan pradilus: dilapist senyawa amorum berat molekul tingg
bermuatan positif, kemudan dus 12 wetes denaturan

¥

Sampel darak dan denaturan dimasukkan ke falam cawan Inkubas:

!

l Masukkan Potassium Hydrosade ke dalam cawan inkubasi |

! |
| :

_! Reagen pengikat ditambahkan ke datam cawan reaks:, dumasukkan inkubator
‘ !
¥
Foial yang terikat pada kemponen FBEP dan reagen pengikat
membentdk polyarran komplaks analht FEP

Uigincahkan ke dalam fiber matnx kaca muatan positif
yang akan mengikat kemipleks analit moalan negatif

¥

Fiber matmy dicuo untuk membersinkan matenal tak (erkat |
[

t konugat Folate Alkaline Phosphatase ditambahikan ke dalam matnx E
yang akan mengikat FBR siza ’

L J

Martnx qicur untuk memboang karjugat tak teniat

- L

I e dalarm matnw dtambahkar: suksirat 4-Metbytiumbelliferyl Phosphate
! Has.! fluaresens dititurg Jergar MEIA Opthical
L
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Lampiran 21 Prosedur Pemeriksaan TGF-51 f IGF-I Darah Tikus {Eksa)

1. Penyiapan Reagen

Encerkan isi vial {10x conc.) dg 80 mi aquadest. diperaleh 100 ml Working Assay
Buffer

Encerkan 100 ml cairan pembersih dg 900 ml aguaset, simpan dalam 2-8°C

selama 6 minggu
Encerkan Stock Standard (600 pg/ml). simpan 2-8°C selama 8 minggu. Untuk
penyimpanan lebih lama, bekukan dalam —-20°C

2. Penyiapan Sampel

Sampel| {eritrosit. serum) diencerkan 1:50 dengan Assay Buffer (dengan demikian

hasil pemernksaan harus dikakikan 50)

Asidifikasi dan Netralisasi Sampal dan Standard

-

Tambahkan 200 ul Sampel encer ke daiam tabung reaksi (Eppendorf)
Tambahkan 20 pl 1 N HCL ke dalam seluruh tabung

Campur dan diamkan selama 15°

Tambahkan 20 ul TN NaOH untuk netralisas

Setelah netralisasi, pH sampe! dipertahankan antara 7 - 8

. Prosedur Pemeriksaan

FPastikan jumlah cekungan mikrotiter dalam rak, kemudian tutup rapat
Masukkan dengan pipat 100 ul Standard yg telab disiapkan {asidifikasi dan
netralisasi} dan Sampel (pangenceran 1,50} ke dalam cekungan

Inkubasi 8-16 jam, suhu 4°C

ls1 cekungan dikocok dengan cepat Bilas 3X dengan cairan pembiias encer,
350 ul per-cekungan. Buang sisa tetesan dengan kertas penghisap

5 Teteskan 100 ul Spec. Antibody ke dalam seiuruh cekungan

Inkubasi selama 2 jam dalam suho kamar
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7. Kocok cepat, bilas 3X, buang sisa tetesan dengan kertas hisap

8. Teteskan 100 ul konjugat { Anti Mouse Biotin ke dalam tiap cekungan

9. Inkubasi 45' dalam suhu kamar

10. Kocok capat, bilas 3X, buang sisa tetesan dengan kertas hisap

11. Teteskan 100 pl Kompleks Enzim ke datam setiap cekungan

13 Kocok cepat, bilas 32X, buang sisa tetesan dengan kertas hisap

14 Teteskan 100 pl larttan Substrat (TMB) ke dalam tiap cekungan

15, Inkubasi 15 daiam suhu kamar

16, Tambahkan 50 ul iarutan Stopp ke dalam tiap cekungan dengan interval wak-
tu sama dengan langkah 14

17. Tentukan ahsorbansi tiap cekungan pada 453+10 nm, 10" setelah penambah-
an larutan Stopp.

4. Penghitungan Hasil

1. Menggunakan kertas lknear-linear atau semi-log graph, susun kurva baku
dengan meletakkan rerata absorbans (YY) pada setiap tingkat acuan-baku
rerata konsentrasi {X) TGF-F1AGF-, dalam ng/ml. Untuk menyusun kurva
baku dianjurkan mermakai fungsi logistik four parameter

2. Gunakan nilai rerata absorpanst setiap sampel eritrositfserum uniuk menen-
tukan kadar TGF-#1AGF-I dengan interpolasi sederhana dar kurva baku,
dikalikan dengan derajat pengenceran

Digunakan program komputer - DRG ELISA MAT 3000 dan ORG Regression
FPrograme
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Lampiran 22 Bagan Pemeriksaan TGF-81 Tulang Metode imunchistokirmia

Cekalsifikas wlang

!
2

E_ Slide dibuat dg metode pematongan baku

1 Fiksasi aceton dingin v

L i dalam PRE nH 7 4 dingin 1

| Blok dengan endogenous peroksidase 3% 30 |
t .

| Blok dalam normal serum (NGS 1%} |
Flnkubam dengan antibod ant TGF-Mdalam 0.1 m ns-HCL pH 8.0 yg mengandung 0.03 unit Na
Acetat gg 0.07-0002 yrut TGF-p3, 37°C 40"

| Cuci calam PBS pH 7.4, 5, 3x]

. 4
| Tetesi aan inkubasi dg Antiboar sekurder berlabel biotin |

]r:,ua' dalamPES pH 7.4, 5, 3x]

b 4
I Inkubat dalam SA-HRP (Sirep Avdin-Horseradish peroxidass), 30
i [ Cuci dalam PBS pH 7.4, 5 2x]

f Inkubas: dalam Cromogen (AEC . Amincaetty| Carbazole) + 3 |
Cucidalam PES pH T 4, 5, 3x

L 4
Tetas dengan countersiain Mayer-Hams hematoxylene, + 5 |
T

} [ Cuci galam air mengalir |

1 Maurting dengan supemmourtng —|
|

4

Armath dengar Mk csxop cahaya
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Lampiran 23 Bagan Pemerksaan {GF-1 Tulang Metode Imunohistokimia

p—r—

i Dekalsifikas, twang

I___-__n__r\_ —_——— e e

1
h ,
! i
; Blide dibuat dg metode pemotongan oeku i

h 4
| Fiksasi aceton angn 1

i Blok dengan endogencus ceroksidase 3% 30 [

¢ . oS ol 74 5 3

rLEHJEhk dalam normal serdm (NG5S ° %) 1

Inkubas tengan antibodr anti 1GF-1 dalam 0 1 mtns-HCL pH 8.0 yg mengandung £0.03 unit Na-
aceigt dg & 010 02 ot aF-L 3T 40

i Cuci gatam PRS pH 7 4. 5, 3x]

Y s A3
I_‘ Teles: dan nkubas dg Anhoed sekunde: berlabel bohn J_ —
: !

] I Cua dalam PES pHT 4. %) 3

: |
. T h 4

i Inkuoas dalaw SA-HREF (Strep Avian-rorseraaish ceroxidase), 30

L CusioalamPBSpHT 4 5 3x]

L

— L
r
' inkubas dalam Cromegen (AZL, Amunoaethy, Carbazoig), + 3

| CucidalamPES ph7 4 5 3x
¥

;
| Tetes deagan counterstain Mayer-Hams hematoxylens, -~ &' |

1 ——————re e
S . Cuc dalam arr rnengalirl
L Mourting {.‘JEr'-":T' N1 SUEEmmountling
—_—

Amat cengan TiMMmskas caraya

MILIE
FERFUSTAEAAT
WRIVERSITAS ARLANGOS
iz NUZABAYA
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Lampiran 24 Bagan Pemerksaan Apoptosis/Nekrosis Metode munohistokimia

Dekatafikas wlang ‘
]

[ Shde dibuat dg metode pemolongan beku ]

[ Fiksas aceton dingin 1|

[ Blok dengan endogenous percksidase 3% 30'1
Cuciddlam PES pHT7 4, &, 3x

| Blok dalem normai serum (NGS 1%) |
INkuba s dengan antbod: ani Caspase 3 dalam 0.1 m tns-HCL pH 8.0 yg mengandung 0.03 unit
MNa-agetal dg 0,040 02 unit Caspase 3, 3740, 40"
| Cuci aalam PBS pH 7.4 5" 3x]

¥
| Tetes gan inkubast ¢g Antibod: sekunder berlabel biotin |

Cucidalam PEBS pHY 4 &, 3

E Inkubasi dalam 5A-HRP (Strep Avidin.horseradish peraxidase), 30
I Cuc datam PBS pH 7.4, 5 3x)

¥
Inkubas dalam Cronweqen (AEC Aminoaetyt Carbazoie), + 3'_1

Cuci dalam PBSpH 7.4, &' 3x

Y

Tetes dengan countersiain Mayer-Hams hematoxylena, + 5
T

|
L [Cuci dalam an mengair]

! Mounting dengan supermountng |

I

¥ —
{ Amall dengar mkroskop San3aya I
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