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RINGKASAN

Fkspresi Vascular Cell Adhesion Molecule-1 (VCAM-1) dan Perubahan
Histopatologi Acorta Tikus Putih Jantan (Ratus norvegicus) Sirosis yang
Diinduksi dengan Endotoksin E coli Os5:By

Tony Iartono

Penyakit hati yang kronis menyebabkan sirosis, ditandai dengan
meluasnya jaringan fibrosis dan hilangnya morfologi hati normal. Hal ini
mempengaruhi fungsi hati sebagai filter mikroorganisma dan toksin. Apabila ini
berlanjut akan menyebabkan endotoksaemia.

Pelepasan endotoksin dalam sirkulasi darah menyebabkan syok septik.
Tingkat mortalitas mencapai 20% hingga 30% pada pasien yang mengalami syok
septik disebabkan oleh bakteri gram negatif.

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui ekspresi moleckul adhesi
VCAMS-1 dan perubahan histopatologi aorta tikus putih jantan (Ratus norvegicus)
sirosis yang diinduksi dengan endotoksin E coli 0ss5:Ba.

Penelitian ini merupakan eksperimental laboratorium yang menggunakan
rancangan percobaan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan lima perlakuan
dan lima pengulangan. Perlakuan kontrol menggunakan induksi larutan saline,
selanjutnya interval pengamatan 6 jam, 12 jam, 18 jam dan 24 jam tcrhadap
induksi endotoksin. Data dengan skala ordinal yaitu intensitas warna VCAM-1
dianalisis dengan Kruskal-Wallis dan dilanjutkan dengan Uji Z, sedangkan data
dengan skala rasio dianalisis dengan Anova dan dilapjutkan dengan uji LSD,

Hasil penelitian menunjukkan ekspresi warna VCAM-1 paling tinggi pada
perlakuan kontrol, pengamatan interval 6 jam dan 12 jam dengan skor rank rata-
rata 18 (P<0,05) dibandingkan dengan interval pengamatan 18 jam dan 24 jam.
Hal ini disebabkan karena jumlah sel endotel yang mampu mengekspresikan
VCAM-1 lebih banyak.

Jumlah sel cndotel pada kontrol, perlakuan 6 jam dan 12 jam berbeda
nyata dengan perlakuan interval 18 dan 24 jam (P<0,05). Jumiah sel endotel
tertinggi didapat pada perlakuan kontrol dengan jumlah rata-rata 6,6920 + 0,1205
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dalam interval 1cm. Hal ini disebabkan oleh lama pemaparan endotoksin, semakin
lama mengakibatkan perubahan ultra struktur endotel yang lebih parah, sehingga
mengakibatkan gangguan fungsi sel endotel.

Tebal lapisan VCAM-1 pada scl endotel (dari permukaan endotel hingga
Japisan elastis lamina interna) pada interval pengamatan 6 dan 12 jam berbeda
dengan kontrol dan ketiganya berbeda nyata dengan perlakuan pengamatan 18 dan
24 jam (P<0,05). Hasil perlakuan yang paling tebal terjadi pada perlakuan
interval pengamatan 6 jam dengan tebal (0,0705 + 0,0030) 10%cm. Hal ini
discbabkan  karena kemampuan masing-masing sel endotel dalam
mengekspresikan molekul adhesi VCAM-1. Penurunan tebal lapisan VCAM-1
endotel pada interval pengamatan 18 jam dan 24 jam disebabkan kerusakan
ultrastruktur sel endotel yang parah, schingga kemampuan ekspresi VCAM-1
menurun.

Terjadi peningkatan diskontinyuitas lapisan elastis lamina interna yang
nyata dengan (P<0,05) pada interval pengamatan 18 jam dan 24 jam jika
dibandingkan dengan kontrol dan interval pecngamatan 6 jam dan 12 jam. Hasil
perlakuan yang paling tinggi mengalami diskontinyuitas terjadi pada interval
pengamatan 24 jam dengan panjang (0,2312 + 0,0892) 10°cm. Hal ini
menunjukkan kerusakan yang parah pada lapisan elastis lamina interna hingga
terjadi diskontinyuitas. Jumlah sel endotel berkurang, sehingga lapisan elastis
lamina interna terpapar langsung dengan endotoksin.

Penipisan lapisan clastis lamina interna yang nyata (P<0,05) pada intcrval
pengamatan 18 dan 24 jam jika dibandingkan dengan interval pengamatan
kontrol, 6, dan 12 jam. Lapisan elastis lamina interna pada intcrval pengamatan 24
jam menunjukan lapisan yang paling tipis dengan ketebalan (0,0122 + 0,0029)
10%em. Lapisan elastis lamina interna semakin menipis seiring lama kontak sel
endotel dengan endotoksin. Endotoksin menyebabkan pelepasan Nitric Oxide
(NO) yang mempunyai sifat antiproliferasi sehingga menghambat pembentukan
neointima. Penurunan ekspresi VCAM-1 juga menycbabkan penurunan
pembentukan neointima.

Pada penelitian ini menunjukkan ekspresi VCAM-1 dipengaruhi oleh
jumlah sel endotel yang mengekspresikan VCAM-1 dan peningkatan level
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ekspresi VCAM-1 pada masing-masing endotel. Pada perlakuan kontrol, interval
pengamatan 6 jam dan 12 jam mepunjukkan ekspresi VCAM-1 yang lebih tinggi
(P<0,05) dibandingkan dengan kelompok interval pengamatan 18 jam dan 24 jam.
Hal ini disebabkan olch jumlah sel endotc] yang lebih banyak dengan (P<(,05)
pada kclompok kontrol, interval pengamatan 6 jam dan 12 jam jika dibandingkan
dengan kelompok interval pengamatan 18 jam dan 24 jam.

Pada kelompok 18 jam dan 24 jam menunjukkan penipisan lapisan elastis
lamina interna dan interval diskontinyuitas yang lebih panjang dengan (P<0,05)
dibandingkan dengan kelompok kontrol, interval pengamatan 6 dan 12 jam. Hal
ini disebabkan karena waktu kontak sel endotel dengan endotoksin, semakin lama
menunjukkan derajat jejas pada sel endotel semakin parah.

Saran dalam penelitian ini, perlu dilakukan kontrol pemeriksaan VCAM-1
secara in vivo pada penderita sirosis untuk mengetahui kondisi inflamasi sistemik
pada penderita sirosis. Hal ini diharapkan dapat mengurangi resiko perdarahan
yang terjadi pada penderita sirosis dengan penatalaksanaan terapi pencegahan
lebih awal. Perlu dilakukan penelitian menggunakan molekul adhesi dan
endotoksin dari bakteri yang lain. Perlu dilakukan dengan menggunakan dosis
endotoksin yang lebih rendah dan pengamatan yang lebih lama, schingga bisa

mengamaii pembentukan lapisan neointima.
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SUMMARY

Vascular Cell Adhesion Molecule-1 (VCAM-1) Expression and
Histopathology Change on Aorta of Cirrhosis Male Rat (Ratus norvegicus)
inducted by E coli Oss:B,

Tony Hartono

Cirrhosis is a common end stage in a number of chronic progressive liver
disease, which liver parenchymal cells are replaced with [ibrous tissue. The liver
functions as a blood cleansing for microorganism and toxin will be disturbed. If
the process continues, it will cause endotoxaemia.

The release of endotoxin in blood circulation can trigger a septic shock.
Mortality rate can reach 20% up to 30% in patients with septic shock caused by
gram-negative bacteria.

The objective of this study is to know Vascular Cell Adhesion Molecule-1
(VCAM-1) expression and histopathology change on aorta of cirrhosis male rat
(Ratus norvegicus) inducted by endotoxin E coli 0s5:Ba.

This study was a laboratory experimental study using Complete
Randomized Design with five treatments and five repetitions. The treatment was
divided into control using saline solution induction and observation interval of 6,
12, 18, and 24 hours inducted by endotoxin. Data with ordinal scale were
analyzed using Kruskal-Wallis and followed by Z test. Data with ratio scale were
analyzed using Analysis of Variance (ANOVA) and followed by Least Significant
Difterence (LSD) test as necded.

The result was showing that VCAM-1 expression on control and interval
observation ol 6 and 12 hours have score rank mean of 18 and significant
difference (P<0.05), which are higher than observation interval of 18 and 24
hours. This phenomenon is because of bigger quantity of endothelial cell that
expressed adheston molecule (VCAM-1).

The quantity of endothelial cell on conirol and observation interval of 6
and 12 hours have significant difference (P<(.05), which are bigger than interval
observation of 18 and 24 hours. The control has biggest quantity with mean of



6.6920 + 0.1205 /cm. It is caused by endothelial cell contact with endotoxin,
longer contact interval can make more severe of cell dysfunction. The control
treatment was using saline, which only made bigger volume, but it did not make
dysfunction of the endothelial cell.

VCAM-1 layer thickness on endothelial cell in observation interval of 6
and 12 hours differ than control but all of them have significant difference
{P<0.05) compared with observation interval of 18 and 24 hours. The treatment
with observation interval of 6 hours has thickness with mean of (0.0705 * 0.0030)
10%cm. It is because of the ability of each endothelial cell to express VCAM-1.
Thickness decrement on observation interval of 18 and 24 hours was caused by
cell injury with change on ultra structure morphology till severe destruction.

There is discontinuity increment on elastic lamina internal layer with
significant difference (P<0.05) on observation interval 24 and 18 hours compared
with control, observation 6 and 12 hours. The treatment with observation interval
of 24 hours has indicated the highest discontinuity increment, which has mean
(0.2312 % 0.0892) 10~ cm. This result was showing that there is severe destruction
on elastic lamina intcrnal till become discontinue, loss a ot of endothelial cell,
and cause this layer express directly by endotoxin.

Real thickness decrement of elastic lamina internal Jayer has indicated
significant difference (P<(0.03) within observation interval of 18 and 24 hours
compared with control and observation interval of 6 and 12 hours. The result of
observation interval 24 hours has mean (0.0122 + 0.0029) 10 ¢m. Elastic lamina
internal layer has beccome thinner along with contact period of endothelial cell
with endotoxin. Endotoxin has caused Nifric Oxide (NO) release, which has
antiproliferation action that can inhibit neointima formation. The decrement of
VCAM-1 has caused decrement of neointima formation too.

In this study, VCAM-1 expression was influenced by quantity of
endothelial cell and level increment of VCAM-1 expression on each endothelial
cell. On control, observation interval of 6 and 12 hours was showing higher
VCAM-1 expression than observation interval of 18 and 24 hours (P<0.05). Tt 1s
because of quantity of endothelial cell on control, observation interval of 6 and 12
hours bigger than of 18 and 24 hours (P<0.05).
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Thickness decrement and increment level discontinuity of elastic lamina
internal Iayer on observation interval of 18 and 24 hours on significant difference
(P<0.05) compared with control and observation interval of 6 and 12 hours. It is
caused cndothelial cell become severe destruction correlation with expressed
longer with endotoxin.

Suggestion in this study, it is needed for cirrhosis patients to do control
VCAM-1 in vivo to know systemic inflammation condition. In order decrement
bleeding risks with treatment morc carlier on cirrhosis patients. 1t is supposed to
continue study with other adhesion molecule, other endotoxin and low dose of

endotoxin in order to observe new neointima layer formation,



ABSTRACT

Vascular Cell Adhesion Molecule-1 (VCAM-1) Expression and
Histopathology Change on Aorta of Cirrhosis Male Rat (Rafus norvegicus)
inducted by E coli Os5:By

Tony Hartono

The objective of this study is to know Vascular Cell Adhesion Molecule-1
(VCAM-1) expression and histopathology change on aorta of cirrhosis male rat
(Ratus norvegicus) inducted by endotexin E coli Oss:Ba.

This study was a laboratory experimental study wusing Complete
Randomized Design with five treatincnts and five repetitions. The treatment was
divided into control using induction by salinc solution and induction by endotoxin
in observation interval of 6, 12, 18, and 24 hours. Data were analyzed using
Analysis of Variance (ANOVA) and followed by Lcast Significant Difference
(LSD) test as needed. The other data were analyzed using Kruskal-Wallis and
followed by Z test.

The result showed that VCAM-1 expression and the quantity of
endothelial cell had significant difference (P<0.05) on control, observation
interval of 6 and 12 hours compare with observation interval of 18 and 24 hours.
The thickness of expression VCAM-1 on endothelial cell had significant
difference (P<0.05) on observation interval of 6 and 12 hours compare with
control, but they all had significant difference compare with observation interval
of 18 and 24 hours. Discontinuity and thickness of Elastic Lamina Internal (ELI)
had significant difference (P<0.05) on control, observation interval of 6 and 12
hours compare with interval observation 18 and 24 hours. The highest
discontinuity and the thinnest elastic lamina internal were obtained within

observation interval of 24 hours,

Keywords: VCAM-1 Expression, Endothelial Ccll, Discontinuity, Elastic
Lamina Internal.

xiil



DAFTAR ISI

Prasyarat GElar.........oooorrmrmrreoniiinmiiin e
Lombar Pengesahan. ... ..ocoiieevnriniaeinimianrsaanaannae
Penctapan Panitia Penguji.....ocooaineni.

Ucapan Terima Kasth.........oovviieniiii e

1.1 Latar Belakang.......coocoiiiininiioneniiiinnn
1.2 Rumusan Masalah..............o
1.3 Tujuan Penelitian.... ..o
1.3.7 TUjUAN UWMUIL. . .. covvveiannann e anrieianessennas
1.3.2 Tujuan kKhusus......coooomiiiiimn s
1.4 Manfaat Penelitian..........oooovveiiiiiiinn e
BAB 2 TINJAUAN PUSTAKA........oooiiiieiiniiiins
2.1 SIFOSIS....cveveeiiiniiiiviinninneees .................
2.2 Struktur dan Fungsi Sel Endotel...................
2.3 Sel Endotel dan VCAM-1.....oiiviiiiiiiiins
2.4 Melekatnya Lekosit pada Lokasi Infeksi
2.5 Endotoksin. ..ot

Halaman

.................. 21

BAB 3 KERANGKA KONSEPTUAL DAN HIPOTESA PENELITIAN 24

3.1 Kerangka Konseptual Penelitian...................

xXiv

................. 24



3.2 Landasan Teori Kerangka Konseptual Penclitian................. 25

3.3 Hipotesa Penelitian..........coooiiiiion 26
BAB 4 MATERI DAN METODE PENELITIAN................c.oooniie 27
4.1 Rancangan Penelitian..........oooiiiniii i 27
4.2 Kriteria dan Ukuran Sampel........ooooeviiii i 27
4.3 Variabel Penelitian dan Definisi Operasional Variabel............ 29
4.3.1 Variabel penelitian...........cocovviiiimieini e 29
4.3.1.1 Variabel bebas.....ccocoiiiiioriiiiiii 29
4.3.1.2 Variabel tergantung. . ... vuviuviievinneaiiaerrneea e sianan, 29
4.3.1.3 Variabel kendali......... e tateeeeeneereeieeeraniasararranas 29
4.3.2 Definisi operasional variabel..............ccocoiiiii i 29
4.4 Bahan Penelitian...........oooiueimioiiaae i citiiaianiaieairaae e 30
4.5 Instrumen Penelitian.........ooovoiiniiiniinie e 30
4.6 Lokasi dan Waktu Penelitian.............ooooniieiieiiiinnn 31
4.6.1 Lokasi penelitian............cooeiemiimniinoniinnen 31
4.6.2 Waktu penelfian. ......o.oivviviimiiiiii e 31
4.7 Metode Penelitian. ............o.oooiiiiiiiiii i 31
4.7.1 Hewan model SIrOSIS. ....couveiiinioiiiiiiiiaianicaae e 31
4,72 Induksi endotoksSin......oovviiiriiniiiiii e 32
4.7.3 EKSIST BOTTA. vt iinvnnemieearaieaaraam e casinsian s saenaaarnas 32
4.7.4 Pembualan preparat imunchistokimia VCAM-1.................. 33
4.7.4.1 Pembuatan preparat histologi..........c.oooiiii 33
4.7.4.2 Pewarnaan imunchistokimia VCAM-1..........oiinenn 33
4.7.5 Hasil pengamatan..........c..ccoveiuriianinnnnns e aeaeneeraeeeanens 34
4.7.6 Analisadata.........coovniveiiiiiiii e 36
BAB 5 ANALISIS HASIL PENELITIAN. ... 37
5.1 Ekspresi Warna VCAM-1.....o i 37
5.2 Sel Endotel. ....virir i e 38
5.3 Tebal Lapisan VCAM-1 pada Endotel...................c 38

5.4 Diskontinyuitas dari Lapisan Elastis Lamina Interna (ELI)...... 39
5.5 Tebal Lapisan Elastis T.amina Interna.......c..c....o..oveeevennnnn. 40

xv



BAB 6 PEMBAHASAN.......cooiiiiririirnvsssneini e sras e sass senne s 42

6.1 Ekspresi VCAM-1. ..., 42

6.2 BRAOLEL. .o e s et ie e et et e s 44

6.3 Tebal Lapisan VCAM-1 pada Endotel.........coooooeiiiiiinnn 48

6.4 Interval Diskontinyuitas Lapisan Elastis Lamina Interna......... 438

6.5 Tebal Lapisan Elastis Lamina Interna............coovieneananes 49

BAB 7 KESIMPULAN DAN SARAN ..o 51
7.1 KeSImpulafl......couvimiiiimairirn e rassasr s 51

B Y T PT OO UPUOTPPRMIPRISP PP T PR TR 51
DAFTAR PUSTAKA ..ot rirnaneien i saas s nesaens 53
LAMPIRAN-LAMPIRAN. ... .ot it 57

XVi



DAFTAR TABEL

Halaman

Tabel 4.1  Skor perubahan gambaran intensitas pewamnaan VCAM-1
pada sel endotel........c.o 35
Tabel 5.1 Hasil rata-rata rank eckspresi wama VCAM-1 pada aorta
tikus putih jantan (Ratus norvegicus) sirosis yang diinduksi
dengan endotoksin E coli OssiBa. ooovovvvenniiiiniiieieniien. 37
Tabel 5.2 Hasil rata-rata jumlah sel endotel pada aorta tikus putih
jantan (Rafus norvegicus) sirosis yang diinduksi dengan
endotoksin E coli Us5:Bg «veeiiiiieeiee e e iis i 38
Tabel 5.3 Hasil rata-rata tebal lapisan VCAM-1 pada cndotel aorta
tikus putih jantan (Ratus norvegicus) sirosis yang diinduksi
dengan endotoksin E coli Oss:By..ooeeniiiiiiiinccciniinicenn. 39
Tabel 5.4 Hasil rata-rata diskontinyuitas dari ELI pada aorta tikus putih
jantan (Rafus norvegicus) sirosis yang diinduksi dengan
endotoksin £ coli Oss:Bacooveciiiiiiiiiieireeninecccvrcsieeseen. 40
Tabel 5.5 Hasil rata-rata tebal lapisan ELI pada aorta tikus putih jantan
(Ratus norvegicus) sirosis yang diinduksi dengan endotoksin

E coli 055134 ....................................................................... 41

xvii



DAFTAR GAMBAR

Gambar 2.1 Struktur pembuluh darah..............o 9
Gambar 2.2 Histologi dari pembuluh darah pewarnaan H&E.................. 9
Gambar 2.3 Histologis dari pembuluh darah pewarnaan H&E-Elastin Van

7T 1 TSP OSSP 10
Gambar 2.4 Infiltrasi bakteri dan endotoksinnya pada endotel................. 13
Gambar 2.5 Mekanisme endotcl ......c.oooiiiiiiiiiii s 14
Gambar 2.6 Migrasi lekosit dan VCAM-1 pada sel endotel..................... 16

Gambar 2.7 Struktur VCAM-1, ICAM-1 dan PECAM-1...........o v 17

xviii



DAFTAR LAMPIRAN

Halaman
Lampiran 1 Penentuan Peringkat (Rank)........c.ooooeoiviinn 57
Lampiran 2 Analisis VAN ....coveminiiimii 64
Lampiran 3 Foto-foto Hasil Penelitian...........coooiiiinniii i 69

Lampiran 4 Pembuatan Preparat Immunohistokimia VCAM-1.............. 72

Xix



MILIK
BAB1 PERPUSTAKAAN

PENDAHULUAN L _ SUKABAva

1.1 Latar Belakang

Hati mcrupakan organ terbesar di tubuh manusia, kontribusinya kurang
Icbih 1/50 dan total berat badan, pada orang dewasa beratnya hingga 1.5 kg.
Lobulus merupakan unit fungsional dasar dari hati, yang mcmpunyai bentuk
silindris dan memiliki diameter (0,8 hingga 2 milimeter. Hati manusia memiliki
50.000 hingga 100.000 lobulus (Guyton, 2000).

Aliran darah yang melahn hati sangat banyak, kurang lebih 1050 mililiter
darah mengalir dari vena porta ke dalam sinusoid hati tiap menitnya dan 300
mililiter mengalir dari arteri hepatika ke dalam sinusoid, sehingga total aliran
darah yang mengalir berkisar 1350 ml/menit. Jumlah ini merupakan 27 % dari
resting cardiac outpui (Guyton, 2000).

Menurut Guyton {2000}, hati memegang peranan penting antara lain: (1)
filtrasi darab; (2) metabolisme dari karbohidrat, protein, lemak, hormon, bahan
kimia asing; (3) pembentukan empedu; (4) penyimpanan vitamin dan zat besi; dan
(5) pembentukan faktor koagulasi.

Hati menghasilkan substansi yang penting dalam pembekuan darah.
Substansi ini terdirt dari fibrinogen, prothrombin, faktor VII, dan beberapa faktor
vang penting lainnya. Kemampuan hati dalam detoksifikasi racun atau
mengekresikan kedalam kantong empedu beberapa obat antarf; lain sulfonamid,
penisilin, dan eritromisin.serta beberapa hormon seperti tiroksin, estrogen,

kortisol, dan aldosteron (Guyton, 2000).
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Apabila hati mengalami infeksi progresif yang Bersifat kronis akan
menyebabkan sirosis hepatik. Pada kondisi sirosis ini sel-sel parenkim hati
mengalami kerusakan, kemudian digantikan dengan jaringan fibrous. Hal ini
mengakibatkan akumulasi jaringan fibrous disekeliling pembuluh darah, sehingga
menahan aliran darah pertal melalui hati. I1al ini bisa terjadi akibat terlalu sering
meminum minuman beralkohol, juga bisa karena mencerna zat racun seperti
karbon tetrakhlorid, infeksi virus seperti hepatitis B dan hepatitis C, autoimun
hepatitis, hemochromatosis, adanya obstruksi saluran empedu, dan penyakit
infeksi pada kantong empedu (Guyton, 2000).

Penderita yang mengalami fasc akhir dari penyakit sirosis berkembang
dengan adanya gejala koagulopati yang discbabkan peningkatan pengaturan
proses prokoagulan dan fibrinolitik seperti thrombositopenia (Scherer, 1994). Hal
ini menyebabkan hipertensi portal, ascites, heart failure, dan gangguan pembuluh
darah.

Pada penderita sirosis, bisa terjadi tekanan darah portal melebihi tekanan
darah sistemik atau lebih 12 mmHg menyebabkan hipertensi portal, vena kolateral
yang menghubungkan sirkulasi sistemik dengan sirkulasi portal menjadi dilatasi
dan membentuk varises yang meluas pada beberapa tempat di tubuh. Pada variscs
yang terjadi di esofagus dan lambung proksimal bisa menyebabkan ruptur
vaskular dan terjadi perdarahan (Guyton, 2000).

Penurunan aliran darah portal mempengaruhi fungsi hati sebagai filter
mikroorganisma, endotoksin, dan cksotoksin. Hal ini berakibat terjadinya
endotoksaemia, Masuknya endotoksin ke dalam tubuh akan menyebabkan

terjadinya pelepasan mediator-mediator inflamasi. Keadaan ini akan diikuti
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dengan transmisi signal stress pada jaringan, schingga terjadi aklivasi makrofag
berupa peningkatan kecepatan mctabolisme, motilitas, dan aktivitas fagosit sel
makrofag. Endotoksin dapat menstimulasi lekosit untuk melepaskan sitokin
seperti Tumor Necrosis Factor (INF a), Interleukin I (IL-1) dan sintesa
prosialglandin {(Abbas er al, 2000).

Lipopolisakarida dari bakteri (LPS) atau endotoksin adalah bagian luar
dinding bakterl gram negatif mempunyal kemampuan vang potensial untuk
aktivasi makrofag. Endotoksin menginduksi reaksi inflamasi lokal dan sistemik.
Berbagai gambaran kerusakan jaringan yang diamati pada infeksi oleh bakteri
gram negatif dapat menyerupai infeksi karcna pemberian LPS (endotoksin)
{Abbas et al, 2000).

Sebagai respons terhadap sitokin seperti TNF «, sel endotel secara
berurutan mengekspresikan molekul adhesi yang berbeda, mulai dari E-selektin
(ELAM), Intracelluler Adhesion Molecul (ICAM), serta Vascular Cell Adhesion
Molecule-1 (VCAM-1) untuk mengikat lekosit vang berbeda untuk masuk
kedalam jaringan yang terinfeksi, pertama-tama neutrofil, kemudian monosit dan
kemudian sel-sel T (Abbas er ul, 2000). VCAM-1 meningkat secara trankripsional
oleh induksi endotoksin dan sitokin inflamatori, peningkatan ini berkorelasi
dengan infiltrasi monosit dan makrofag (Simoncini et a!,- 2003; Henseleit et al,
1994).

Endotoksin dapat menyebabkan inflamasi vaskular. Perubahan
histopatologis yang terjadi pada endotel yang mengalami inflamasi terjadi
infiltrasi sel-sel radang, pembentukan fibrinogen oleh sel endotel dapat

menstimulasi sel myointima untuk proliferasi deposit matriks mengakibatkan



1.2 Rumusan Masalah
Apakah terjadi peningkatan ekspresi VCAM-1 pada endotel dan perubahan
histopatologis pada pembulub. darah aorta tikus putih sebagai hewan model sirosis

terhadap induksi endotoksin O55:B4?

1.3 Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan Umum

Untuk mengukur peningkatan ekspresi VCAM-1 pada cndotel dan perubahan
histopatologis pada aorta tikus putih sebagai hewan model sirosis terhadap induksi

cndotoksin O55:B4.

1.3.2 Tujuan Khusus

Untuk mengukur peningkatan ekspresi VCAM-1 pada endotel aorta tikus
putih sebagai hewan model sirosis terhadap lama pemaparan 6jam, 12 jam, 18 jam,
dan 24 jam dengan induksi endotoksin O55:B4.

Mengamati ﬁerubahan histopatologi pada aorta tikus putih sebagai hewan
model sirosis terhadap lama pemaparan 6 jam, 12 jam, 18 jam, dan 24 jam dengan

induksi endotoksin QO55:B4.

1.4 Manfaat Penelitian

Dari segi pengembangan ilmu pengetahnan, penelitian ini diharapkan dapat
menjelaskan perubahan ckspresi VCAM-1 dan histopatologis vang terjadi pada
endotel pembuluh darah aorta tikus putih sebagai hewan model sirosis yang diinduksi

dengan endotoksiv Q55:B4.



1.4 Manfaat Penelitian

Dari segi pengembangan ilmu pengetahuan, penelitian ini diharapkan
dapat menjelaskan perubahan ckspresi VCAM-1 dan histopatologis yang terjadi
pada endotel pembuluh darah aorta tikus putih sebagai hewan model sirosis yang
diinduksi dengan endotoksin Oss:Ba.

Dari segi manfaal klinik, hasil pepelitian ini diharapkan sebagal dasar
pertimbangan dalam usaha pencegahan dan penatalaksanaan terhadap disfungsi

vaskular pada penderita sirosis yang mengalami endotoksemia.
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2.1 Sirosis

Sirosis merupakan stadium akhir dari beberapa penyakit inflamasi yang
ditandai dengan meluasnya jaringan fibrosis dan hilangnya morfologi hati normal.
Sirosis merupakan proses ireversibel dari penyakit hati kronis seperti akumulasi
copper pada hati, penggunaan obat-obatan antikonvulsan, toksin yang
menginduksi hepatitis, inflamasi kronis pada hati, kolestasis kronis pada hati dan
hipoksia kronis (Guyton, 2000).

Nakanuma (2000) menyatakan sirosis pada saluran empedu primer terjadi
destruksi duktus biliverus intralobuler. Sel-sel limfold bermigrasi ke dalam
lapisan epitel biliari melalui interaksi integrin (4)-fibronektin dan menyebabkan
kolangitis kronis yang destruktif. Duktus biliverus memaparkan VCAM-1, ICAM-
1, dan infiltrasi limfosit memaparkan LFA1 dan VI.A4 untuk mempermudah
interaksinya. Adanya granuloma epiteloid yang mengandung scl-sel foam, lipid
biliari, dan CD1d sebagai faktor pemicu kolangitis kronis yang destruktif. Terjadi
apoptosis biliari yang direfleksikan dengan inti yang piknotis sebagai proscs
apoptosis.

Fase akhir dari penyakit sirosis hati seringkali terjadi koagulopati yang
disebabkan karena peningkatan pengaturan proses prokoagulan dan fibrinolitik
seperti thrombositopenia. Hal ini mengakibatkan peningkatan resistensi vaskuler
dengan beberapa akibat yang biasa ditimbulkan seperti portal hipertensi, asites,

heart failure, dan gangguan pembuluh darah. Penurunan aliran darah portal akan



mempengarvhi  fungsi hati  sebagai filter mikroorganisme, endotoksin,
enterotoksin, eksotoksin, zat makanan, dan bahan-bahan kimia lainnya. Bila hal
ini terjadi, akhirnya akan mengakibatkan endotoksaemia. (Scherer, 1994; Guyton,
2002).

Pelepasan endotoksin merupakan penentu mortalitas yang penting pada
syok septik. Mortalitas yang disebabkan sepsis olch bakteri gram negatif cukup
tinggi di Amerika Serikat, kira-kira 300.000 orang menderita septikemia setiap
tahunnya dan 20% hingga 30% dari pasicn ini mati karena syok septik yang
disebabkan infeksi bakteri gram negatif. Pada survey yang dilakukan bulan
Januari hingga April 1994 kira-kira 2 dari 100 pasien di rumah sakit memiliki
gejala yang berhubungan dengan sepsis, 40% dari pasien ini mengalami infeksi
gram negatif, dan 25 % dari pasien ini mengalami syok septik (K.cnji ef o/, 1998).

Endotoksin adalah komponen struktural Lipopolisakarida (LPS) dari
dinding scl bakleri gram negatif. Ketika LPS dilepaskan dari bakteri, lipid A
dipaparkan, mcngakibatkan aktivasi komplemen dan sistem koagulasi dalam
darah. Pada saat yang bersamaan makrofag dan monosit diaktivasi dan scjumlah
besar sitokin inflamatori scperti TNF y dan interleukin-1 dilepaskan ke sistem
sirkulasi. Perubahan ini memicu reaksi sistem in.ﬂamatqri dengan sitokin yang
berbeda-beda dari jaringan yang kompleks. Lebih lanjut pada sepsis yang parah,
terjadi perubahan sistemik menuju ke kegagalan sirkulasi dan kegagalan multi
organ (Kenji ef al, 1998).

Patogenesis endotoksin dalam menginduksi jejas pada jaringan yaitu
berperanan penting dalam mengaktivasi sistem koagulasi. Trombomodulin adalah

membran glikoprotein dari endotel yang merupakan reseptor untuk trombin.



Ketika trombin terikat dengan trombomodulin, kemampuan prokoagulannya
menjadi hilang, mengakibatkan penurunan pembekuan darah. Terikatnya trombin
pada trombomodulin mengaktivasi jalur endogenous antikoagulan melalui protein
C (Hasegawa ef al, 1996).

Struktur pembuluh darah, pada dasarnya tersusun atas tiga lapisan yaitu:
(1) tunika intima; (2) tunika media; dan (3) tunika adventisia (Slomianka, 2003).
Tunika intima tersusun atas: (1) selapis tipis sel epitel skuamosa yaitu sel endotcl;
(2) membran basalis; (3) jaringan ikat sub endotel; dan (4) lamina elastis internal-
elastis fiber. Lapisan ini berkembang dengan baik pada arteri pada musculus,
tetapi mungkin tidak terdapat pada pembuluh darah kecil. Tunika media terdiri
dari lapisan: (1) lapisan yang mengandung banyak sel seperti sel-sel otot polos,
serabul elastis, serabut kolagen dan proteoglikan; dan (2) arteri pada muskulus
yang besar memiliki lapisan lamina elastis cksternal yang membatasi dengan
lapisan tunika media dengan tunika adventisia. Kapiler dan postkapiler tidak
memiliki tunika media. Tunika adventisia terdiri dari lapisan: (1) jaringan ikat;

dan (2) sel fibroblas, serabut kolagen dan scrabut clastis (¢hin layers).
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Gambar 2.3 Histologis dari pembuluh darah pewarnaan H & E — Elastin
Van Gicson (Slomianka, 2003)

2.2, Struktur dan Fungsi Sel Endotel

Saat ini diketahui bahwa cndotel pada manusia adalah organ dengan luas
700 m? berat 1,5 kg dan menghasitkan beberapa faktor yang menyebabkan
vasodilatasi lokal. Endotel adalah sclapis scl dengan bentuk memanjang yang
mclapisi seluruh pembuluh darah. Dahulu fungsi endotel diketahui sebagai
membran semipermeabel yang mencegah difusi berbagai makromolekul. Sebagai
respons terhadap rangsangan fisik dan humoral, endotel akan mensekresikan
beberapa zat yang mengendalikan tonus serta pertumbuhan vaskular. Fungsi

pengendalian meliputi tonus pembuluh baik yang bersifal penghantar maupun
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tahanan, aktivasi trombosit, adhesi monosit, trombogenesis dan pertumbuhan

pembuluh darah (Julwan, 2002).

Endotel merupakan pembatas antara darah dan rongga ckstravaskuler.
Pada keadaan normal, endotel merupakan permukaan yang tidak lengket sehingga
mencegah koagulasi, adhesi scl, dan kcbocoran cairan rongga intravaskuler
{Julwan, 2002).

Prinsip dasar dari [ungsi pembuluh darah adalah menjamin pertukaran
molekul-molckul antara darah dan jaringan atau organ secara kontinyu. Fungsi ini
terutama terjadi karena adanya endoteliumn (endotel dan sub cndotel). Endotel
berfungsi sebagai barier selektif yang tidak hanya mengatur transfer zat dengan
berat molekul bervariasi, namun juga mensintesis, mengekspresikan, dan
mensekrestkan zat-zat yang diperlukan untuk keseimbangan dan kesinambungan
proses tersebut (Thomas and Matthias, 1997).

Karakteristik morfologi utama endotel adalah adanya “Weibel-Palade
body”. Adanya bentukan ini sering digunakan untuk melakukan identifikasi
spesifik endotel, berfungsi sebagai tempat penyimpanan faktor “Von-Willbrand”
(VWF). Karakterisasi endotel dapat juga dilakukan dengan identifikasi terhadap
adanya filamen intermediet-vimentin (Thomas and Matthias, 1997).

Menurut Thomas and Matthias (1997}, endotel terpolarisasi pada dua sisi,
sisi luminal yang mempunyai kontak dengan darah yang bersirkulasi dan sisi sub
endotel yang kontak dengan sub endotel. Polarisasi ini bersifat {ungsional karena
zat-zat yang menyusun matriks ekstrascluler pada lamina basal dihasilkan oleh

sisi sub endotel. Endotel selalu tersusun oleh monolayer vang tidak pernah
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didapatkan dalam kondis multiﬁﬂrlﬁtgné& _gda%lya “contact inhibition™ yang
mengontrapolarisasi endotel.

Interceluler junction (tight junction, gap junction) berfungsi untuk
melakukan kontrol terhadap pertukaran trans-cndotel dan menjaga keseimbangan
fisiologis antara darah dan jaringan. Hal ini penting terutama untuk terjadinva
pertukaran cairan dan gas (Thomas and Matthias, 1997).

Endotel dapat berfungsi dengan stabil pada intra luminal pembuluh darah
karena interaksi antara endotel dan sub endotel vang tersusun oleh matriks yang
terdiri dari: kolagen, elastin, [ibrinectin, laminin, glycosaminoglycane,
thrombospondin, dan faktor Von Willbrand (Thomas and Matthias, 1997).

Endotel juga berperanan dalam pengaturan tonus vaskuler dan perfusi
jaringan melalui pelepasan komponen vasodilatori (prostasiklin/PG12, adenosin
dan Endotelial cell-Derived Relaxing Factor (EDRF), dan komponen
vasokontriksi (endotelin)) (Thomas and Matthias, 1997).

Pada keadaan normal endotel akan mempertahankan tonus vaskular untuk
dominan vasodilatasi, mempertahankan permukaan yang licin yang tidak
merangsang trombosis atau perlekatan sel-sel inflamasi, serta tidak mencctuskan

pertumbuhan sel otot polos vaskuler (Julwan, 2002).
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(iambar 2.4 Infiltrasi bakteri dan endotoksinya pada endotcl ( Benites, 1999)

Sebagai respons terhadap berbagai rangsang, endotel akan mengcluarkan
zat-zat relaksasi atan konstriksi. Faktor relaksasi yang utama ialah nitric oxide

(NO) vang dikenal juga sebagar Endorelial cell-Derived Relaxing Factor atau



EDRF, prostasiklin dan faktor hiperpolarisasi dari endotel (Endotelial cell-
Derived Hyperpolarizing Factor atau EDHF). NO dibentuk dari asam amino L-
arginin melalui kerja nitric oxide synthase (NOS). NOS terdapat dalam beberapa
isoform pada sel endotel, trombosit, makrofag, sel otot polos vaskular, saraf dan
otak. Ekspresi gen NOS diaktifkan secara tcrus-menerus, tergantung kalsium dan
dapat di upregulated oleh tekanan geser dan estrogen. NOS ada dalam bentuk
inducible pada sel otot polos vaskular dan makrofag. Bentuk yang tak tergantung
kalsium ini dapat dinduksi oleh sitokin seperti endotoksin, TNFa dan interleukin-

1b (IL-1b) (Julwan, 2002).

Gambar 2.5 Mekanisme endotel (Klaubunde, 2004)

Endotel memiliki peranan penting dalam regulasi fungsi otot polos dan
modulasi lekosit dan perlekatan platelet. Gambar diatas menunjukkan beberapa
agen yang berhubungan dengan sel endotel vaskular menyebabkan produksi dan
pelepasan faktor endotel untuk reaksi relaksasi (-) dan kontraksi (+) otot polos
vaskular (VSM). Faktor endotel menguatkan efek norepineprin (NE) yang

dilepaskan syaraf simpatik (SN) dan efek metabolit jaringan dan faktor humoral.
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Tiga substansi paling penting yang berasal dari scl endotel adalah witic oxide
{NO), endotelin (ET-1) dan prostacyclin (PGI2). NO dan PGI2 bertindak scbagai

vasodilator dan ET-1 bertindak sebagai vasokonstriktor (Klaubunde, 2004).

Secara laboratoris, ada beberapa senyawa soluble yang dapat diukur yang
menjadi pertanda disfungsi endotel atau perbaikan fungsi endotel seperti sSVCAM-
1 untuk inflamasi, vWF untuk agregasi trombosit, PAT-1 untuk gangguan
fibrinolisis dan mikroalbuminuria untuk peningkatan permeabilitas endotel

(Julwan, 2002).

Menurut Maria (2003), sel endotel adalah komponcn scluler yang paling
dinamis dan secara biolegis aktif dari pembuluh darah. Memiliki pcranan penting
dalam patogenesis dari vaskulitis sistemtk. Peranan sel endotel dalam patogencsis
inflamasi vaskuler adalah kompleks. Di satu sisi endotelium vaskuler scbagai
target utama untuk jejas. Sebaliknya di sisi yang lain sel endotel secara aktif
memperkuat dan mempertahankan proses inflamasi. Peranan sel endotel sebagai
targct jejas lebih sering pada vaskulitis pembuluh darah yang kecil, sering disebut
vaskulitis hipcrsensitivitas. Pada vaskulitis pembuluh darah yang besar, sel
endotel memperkuat respons inflamasi, perbaikan, dan remodelling pembuluh
darah. Sel endotel dapat menguatkan respons inflamasi melalui tiga mekanisme,

yakni: ekspresi molekul adhesi, produksi sitokin, dan angiogenesis.

2.3 Sel Endotel dan VCAM-1
Menurut Abe ef al (1996), selama proscs inflamasi endotelium vaskular
menjadi lebih permeabel tidak hanya terhadap protein plasma, juga pada molekul

adhesi sebagai permulaan migrasi lokal dari Ickosit. Infiltrasi lekosit dalam



16

pembuluh darah membutuhkan interaksi dalam pengaturan antara lckosit, sel
endotel dan molekul adhesi. Mekanisme imunopatogenik memegang peranan
yang penting dalam patogenesis inflamasi pecmbuluh darah, seperti pada vaskulitis
menunjukkan pengaruh ekspresi molekul adhesi (Maria, 2003). Clq menginduksi
E-selektin, ICAM-1, VCAM-1, dan C5a menunjukkan repulasi lebih lanjut
ekspresi P-selektin. Ekspresi molekul adhesi dibutuhkan untuk reaksi kompleks-

imun dan komplemen dalam kerusakan pembuluh darah secara in vitro.
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Gambar 2.6 Migrasi lekosit dan VCAM-1 pada sel endotel (Kliche, 2004)



17

ll“.
3
L]

i) B——
¥ A,

IO
i e
fca} W Mt 2N
St Lo, =¥
;W ‘i; 1 S-—I.
{@pee o
J i, ‘; fsg
el -
P B o
3 s::: 1 C2pwoe

5 H‘s — G2 ?-.-f
§ G2 proe |s :

'

""‘""""i: i ali far L
LRt o !Q‘ — ?-,
e 5
¥ maﬂ‘x\ ;
o= T -,

(3 X §C¥s § LT oo
Frws” p— G’
e [ s
i. g~
VCAM- i
CDISS ICAM-
D5
PECAMATTI

Gambar 2.7 Struktur VCAM-1, ICAM-1 dan PECAM-1 (Anonimous, 1997)

Pada kejadian vaskulitis, limfosit teraktivasi dan makrofag secara aktif
menghasilkan IL-1, TNFa, dan interferon y, untuk menginduksi molekul adhesi
endotelial. Studi in vitre menunjukkan produk komplemen yang teraktivasi
menginduksi ekspresi molekul adhesi di dalam kultur sel endotel (Maria, 2003).

Bila scl endotel rusak, silal antikoagulasi akan hilang dan membran basal
terpapar, schingga menimbulkan agregasi trombosit dan  lekosit. Endotel
dipengaruhi INF, IL-1 dan cndotoksin schingga sel endotel berpartisipasi aktif
dalam respons inflamasi terutama dalam ckspresi molekul adhesi. Dalam
fungsinya, baik lekosit maupun sel-scl lainnya memerlukan kontak dengan sel lain
atau matriks ekstraseluler melalut molekul yang disebut molckul adhesi (Abbas ef
al, 2000)

Dewasa ini sudah diketahui molekul adhesi diperlukan dalam berbagai

kejadian seperti: (1) maturasi lekosit dalam jaringan limfoid; (2) resirkulasi darah
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perifer melalui organ limfoid; (3) adhesi lekosit dengan matriks subendotel atau
komponen matriks ekstraseluler; dan (4) interaksi sel terutama antara sel T, sel B
monosit atau dengan yang lain dan sasaran yang mengandung antigen.

Molekul adhesi terdini dari: (1)} integrin; (2) golongan immunoglobulin
(ICAM-1 dan VCAM-1); serta (3) selektin. Pada keadaan normal, Ickosit hanya
sedikit melekat pada sel endotel tetapi oleh rangsangan inflamasi adhesi antara
lekosit dan sel endotel sangat meningkat. Interaksi adhesi ini diatur olch ekspresi
permukaan sel yaitu molekul adhesi beserta resptor-reseptornya. lkatan lekosit
dan sel endotel mula-mula terjadi oleh ekspresi L-selcktin pada permukaan
lekosit, P-selektin pada permukaan sel endotel. Interaksi ini menyebabkan
marginasi lekosit sepanjang dinding vaskuler tempat inflamasi (Abbas et al,
2000). Inflamasi akut disertai dengan pelepasan mediator yang meningkatkan
molekul adhesi baik pada sel inflamasi (neutrofil, monosit) maupun pada endotel.
Hal ini meningkatkan adhesi dan sedikit perubahan dalam arus darah dan
marginasi. Dari sinilah sel-sel neutrofil, monosit, dan eosinofil bermigrasi ke
pusat inflamasi (Abbas ef al, 2000).

VCAM-1 adalah ekspresi pen Ickosit-endotelial molekul adhesi yang
meningkat secara trankripsional oleh endotoksin bakteri dan sitokin inflamatoris
(Simoncini ef al 2003). Weiner (1991) menyatakan adanya peningkatan 10 kali
lipat dari lekosit, terutama neutrofil pada pemberian endotoksin E coli pada
endotel alveolar domba.

VCAM-1 yang diinduksi oleh sitokin untuk memudahkan scl mononukiear
melekat pada sel endotel secara in vitre melalui perlckatan pada integrin Very

Late Antigen 4 (VLA 4). Pengamatan yang dilakukan terhadap murin sebagai
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model inflamasi terdiri dari inflamasi dermatitis, inflamasi granulomatous kronis,
dan inflamasi akut menunjukkan ekspresi VCAM-1 pada ketiga model inflamasi
tersebut pada endotel vaskulamya. VCAM-1 juga didapat setelah injeksi LPS dan
TNFy secara subkutan. Peningkatan ekspresi VCAM-1 pada model inflamasi
tersebut diatas berkorelasi dengan infiltrasi monosit atau makrofag (Henscleit ef
al, 1994).

Abe et al (1996) melakukan pengamatan pada penyuntikan vaksin BCG
intradermal pada kelinci dan memeriksa peningkatan ICAM dan VCAM pada
endotel, terjadi peningkatan pada hari ke 9 dan tetap meningkat hingga mencapai
level puncak pada hari ke 23. Hal ini menunjukkan VCAM dan ICAM memiliki
peranan yang penting dalam inflamasi kronis, dibandingkan dengan E-selektin
{ELAM) yang lebih berperan dalam proses inflamasi yang akut, hanya meningkat
konscntrasinya hingga hari ke 6.

TNFu dapat meningkatkan ekspresi molekul adhesi, dengan peningkatan
awal terjadi 2 hingga 5 jam, level peningkatan tertinggi dicapai 5 hingga 9 jam
dan masih sedikit meningkat hingga 24 jam. TNFa menginduksi peningkatan baik
ICAM-1 dan VCAM-1 tergantung dosis TNFo dengan peningkatan yang nyata
pada dosis 5 pg/kg dan maksimal peningkatan tcrjadi pada dosis 10 hingga 25
pe/kg (Henninger et al, 1997). |

VCAM-1 adalah reseptor yang mendukung melckatnya lekosit pada
dinding vaskular. Studi secara in vivoe menunjukkan ekspresi VCAM-1 pada sel
endotel meningkat discbabkan: (1) endotoksin; (2) makanan berkolestrol; (3)
proscs regenerasi setelah jejas pada vascular; dan (4) induksi alokson pada

diabetes mellitus. Penelitian yang dilakukan dengan kelinci yang diinfeksi secara
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cksperimental terjadi peningkatan yang signifikan ckspresi VCAM -1 pada
endotel aorta, perubahan morfologi yang terjadi pada endotel yang diamati dengan
mikroskop elektron: (1) sel menjadi lebih bervakuo!l dan mengandung proporsi
yang tinggi retikulum cndoplasma kasar yang mengalami dilatasi; (2) sel memiliki
persentase lekosit yang tinggi menempel pada sel endotel (Anonymous, 1997).
VCAM-1 dani marmut dan tikus putih telash berhasil dikloning. Kedua
VCAM-1 tikus putih dan marmut sangat homolog pada level protein VCAM-1

manusia (77% dan 76%) (Gearing and Newman, 1993).

2.4 Melekatnya Lekosit pada Lokasi Infeksi

Proses migrasi lekosit ke lokasi infeksi distimulasi oleh sitokin, reseptor
lekosit dan ligan endotelial terhadap reseptor tersebut. Sitokin yang paling penting
pada reaksi ini adalah TNFoa dan kemokin, yang dihasilkan oleh makrofag, sel
endotel dan tipe sel yang lain sebagai respons terhadap infeksi. TNFa vang
disekresikan makrofag merangsang sel endotel secara herurutan mengekpresikan
molekul yang berbeda untuk memudahkan melekatnya tipe lekosit yang berbeda
pula. Dalam 1 hingga 2 jam setelah TNFa terpapar, sel endotel mengekspresikan
E-selektin (ELLAM). ELAM pertama-tama yang mempermudah perlekatan
ncﬁtropil dan lekosit lain pada lokasi infeksi. Sel lekosit melalui permukaan sel
endotel dengan berputar. Ligan VCAM-1 untuk VLA-4 integrin dan ligan ICAM-
I (CD54) untuk LFA-1 dan Mac-1 integrin tampak pada sel endotel setelah 6
hingga 12 jam terpapar dengan TNFu. Integrin menstabilkén adhesi lekosit
terhadap endotel. Adhesi yang stabil diikuti dengan migrasi lekosit melalui celah

interendotel ke dalam jaringan ekstravaskular (Abbas ef af, 2000).
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Kemokin juga terlibat dalam menarik lekosit ke dalam lokasi infeksi,
dengan mengaktivasi lekosit untuk kemotaksis ke dalam jaringan sehingga terjadi
akumulasi lekosit ekstraseluler pada lokasi infeksi. Kemokin dibasilkan oleh
makrofag yang memberikan respons terhadap bakteri. Sel endotel mengalami

aktivasi oleh TNF dan IT.-1 sehingga menstimuli sel T (Abbas ef al, 2000).

2.5 Endotoksin

T.ipopolisakarida merupakan kompleks dengan berat molekul yang cukup
besar yang tersusun oleh kompleks polisakarida vang bersifat hidrofilik yang
berikatan dengan toksophore hidrofobik yang disebut lipid A. Secara struktural
LPS terdiri dari 3 bagian yaitu lipid A, polisakarida yang terdapat dibagian tengah
(core) yang dapat mermliiki susunan serupa dalam satu genus dan polisakarida
spesifik yang disebut rantai O spesifik (Joklik ef af, 1992).

Endotoksin memiliki sifat stabil tethadap pemanasan, tidak dapat duusak
oleh enzim proteolitik, toksisitasnya rendah tetapi hanya sebagian kecil saja yang
dapat dinetralisasi oleh antiserum dan tidak dapat dikonversikan menjadi toksoid
{Joklik er al,1992).

Endotoksin menyebabkan gejala klinis inflamasi (demam, pusing,
peningkatan denyut jantung, dan penurunan tekanan diastolik darah) setelah
periode 4 hingga 6 jam. Endotoksin secara in vivo dapat mengaktivasi platelet,
lekosit dan sel endotel, memudahkan pembentukan agregat lekosit-platelet, dan
thrombin (Soop, 2003). Weiner (1991) menyatakan adanya peningkatan 10 kali
lipat dari lekosit, terutama neutrofill pada pemberian endotoksin F cofi pada

cndotel] alveolar domba.
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Masuknya endotoksin akan menyebabkan pelepasan mediator-mediator
inflamasi. Mediator tersebut antara lain TNT, II-1, IL6, IL-12, dan interferon.
Mediator-mediator ini dapat secara langsung mempengaruhi organ melalui
aktivitasnya untuk merangsang pelepasan mediator-mediator sekunder. Mediator
sekunder tersebut antara lain NO, thromboxane, leukotrien, prostaglandin, dan
komplemen (Abbas et al, 2000; Roitt, 2001).

Menurut Bennerman er af (2002) sel endotel sebagai target kunci dari
endotoksin (LPS) mengakibatkan respons endotelial yaitu regulasi sitokin dan
molekul adhesi. Telah dibuktikan secara in vive maupun in vitre endotoksin dapat
menginduksi apoptosis pada endotel. Pemberian endotoksin secara signifikan
dapat mcningkatkan konsentrasi molekul adhest ELAM, ICAM-1, dan VCAM-1
pada tikus (Gill, 2001).

Bila endotel mengalami denudasi atau kematian, maka endotel akan
kehilangan kontak sub endotcl, sel endotel yang berada di sekitarnya akan
bermigrasi ke daerah lesi. Proscs ini berlangsung terus menerus hingga endotel
benar-benar terlepas dari dinding pembuluh darsh. Sel endotel normal yang
bermigrasi merupakan suatu mekanisme untuk mendorong endotel yang
mengalami denudasi ke arah lumen pembuluh darah (Clowes et al, 1999).

Meyric ef al (1986) menyatakan pengaruh endotoksin E coli terhadap
struktur, metabolisme, dan fisiologis pada sel mono layer cndotel dari paru-paru
hewan sapi, diamati dengan memaparkan endotelial monolayer terhadap
endotoksin £ coli yang menunjukkan adanya peningkatan permeabilitas, dilatasi
pada lapisan intima endotel pada imtracelluler junctions dan perubahan

meningkatnya kontraksi filamen sitoplasmik, inti yang piknotis dan pelepasan
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lactate dehydrogenase, peningkatan produksi protacyclin, dan penonjolan

sitoplasmik. Setelah 2 jam diketemukan adanya sel yang mati.

MILIK
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BAB 3

KERANGKA KONSEPTUAL DAN HIPOTESA PENELITIAN

3.1 Kerangka Konseptual Penelitian

Obstruksi saluran empedn | —— > Sirosis hepatik

~

ROS — Endotoksemia

Ganggnan
/ l Koagulasi

NO Makrofag

Kerusakan TNF/ i;-l

endotel Haemoragi

Ekspresi Otot palos

VCAM pembuluh darah

NS

Jejas endotel, peningkatan ekspresi VCAM-1, trombasis,
nekrosis, apoptosis, perubshan histopatoelogi
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3.2 Landasan Teori Kerangka Konseptual Penelitian

Penyakit sirosis bisa mengakibatkan koagulopati yang disebabkan karena
peningkatan pengaturan proses prokoagulan dan fibrinolitik  seperti
thrombositopenia (Scherer, 1994). I1al ini menyebabkan peningkatan resistensi
vaskuler dengan beberapa akibat yang biasa dittmbulkan seperti portal
hypertension, ascites, dan gangguan pembuluh darah. Penurunan aliran darah akan
mempengaruhi fungsi hepar sebagai filter organisme, endotoksin, cnterotoksin,
eksotoksin, zat makanan, dan bahan kimia lainnya. Bila hal i terjadi akan
menycbabkan endotoksemia.

Masuknya Endotoksin akan mcngakibatkan pelepasan mediator-mediator
inflamasi. Mcdiator terscbut antara lain TNF, 1I-1, IL6, 1L.-12 dan interferon.
Meditor-mediator ini dapat secara langsung mempengaruhi organ melalui
aktivitasnya untuk merangsang pelepasan mediator-mediator sekunder. Mediator
sekunder tersebut antara lain NO, thromboxane, leukotrien, prostalglandin dan
komplemen (Abas et al, 2000; Roitt, 2001).

Menurut Bennerman et gl (2002), pembuluh darah endotel sebagai target
kunci dari endotoksin (ILPS) mengakibatkan respons endotelial yaitu regulasi
sitokin dan molckul adhesi. Telah dibuktikan secara in vive maupun in vitro,
endotoksin dapat menginduksi apoptosis pada sel endotel. Pemberian.endotoksin
secara signifikan dapat ﬁen_ingkatkm konsentrast adhesi molckul E LAM, ICAM-
1, dan VCAM-1 pada tikus (Gill , 2001).

Induksi endotoksin menychabkan peradangan yang menyebabkan

perubahan histopatologis pada lapisan endotel dengan adanya infiltrasi sel-sel
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radang, proliferasi tunika intima dan myointima, serta adanya denudasi scl endotel

(Maria, 2003).

3.3 Hipotesa Penclitian

Induksi endotoksin Oss:Bs4 dapat meningkatkan ekspresi VCAM-1 pada
endotel aorta tikus putih sebagai hewan model sirosis dengan lama pemaparan 6
jam, 12 jam, 18 jam, dan 24 jam.

Induksi endotoksin Oss:By; menyebabkan perubahan histopatologi
pembuluh darah aorta tikus putih sebagai hewan model sirosis yang berbeda

dengan lama pemaparan 6 jam, 12 jam, 18 jam, dan 24 jam.



BAB 4

MATERI DAN METODE PENELITIAN

4.1 Rancangan Penelitian

Penelitian ini termasuk penelitian eksperimental laboratoris yang
pelaksanaannva (observasi dan pengamatan hasil) dilakukan di laboratorium.
Untuk mengetahui ekspresi VCAM-1 dan perubahan histopatologi aorta dilakukan
penelitian  dengan menggunakan Rancangan Acak Lengkap dengan lima

perlakuan dan lima ulangan.

4.2 Kriteria dan Ukuran Sampel

Sampel yang dipergunakan sebagai bahan penelitian berasal dari populasi
tikus putih jantan strain wistar dengan umur 4 bulan yang memiliki berat rata-rata
150-200 gram. Tikus putth jantan sebagai hewan model sirosis dengan teknik
ligasi saluran empedu (Bile Duct Ligation atau BDL). Persiapan hewan model
sirosis membutuhkan waktu 3 minggu setelah BDL dilaksanakan. Selanjutnya
seluruh tikus putih mendapatkan perlakuan berupa induksi endotoksin Oss:Bs (3
mg/kg BB yang dilarutkan dengan 1 ml) secara intra vena, kecuali tikus putih
vang menjadi kelompok kontrol. Kelompok kontrol akan mendapatkan induksi
larutan salin secara intravena dengan volume yang sama dengan volume
endotoksin yang digunakan sebagai kontrol negatif. Endotoksin yang digunakan
lipopolisakarida 1.-2880, (Sigma Chemical Company). Pembagian kelompok
berdasarkan pada interval pemaparan toksin dengan waktu pengamatan yaitu

setiap 6 jam selama 24 jam,
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Jumlah ulangan ditentukan dengan rumus (Sutjthno, 1986):
1) (-1 > 15
(5-1) (u-1)> 15
4(u-1)> 15
du-4>15
4u > 15+4
u >19/4

u> 4,75 dibulatkan 5

LPS

'

..............................

;

Populasi —* sampel Lol SO

BDL

Keterangan :

PO  : BDL + Saline + Aorta diambil 6 jam setelah induksi salin intravena
P1  :BDL + LPS + Aorta diambil 6 jam setelah induksi LPS intravena
P2 :BDL +LPS + Aorta diambil 12 jam setelah induksi LPS intravena
P3  :BDL + LPS + Aorta diambil 18 jam setelah induksi LPS intravena
P4  :BDL + LPS + Aorta diambil 24 jam setelah induksi LPS intravena.

28



29

4.3 Variabel Penelitian dan Definisi Operasional Variabel
4.3.1 Variabel penelitian
4.3.1.1 Variabel bebas

Variabecl bebas dari penclitian ini adalah dosis endotoksin Oss:B4 scbesar
3 mg/Kg BB dalam saline sebanyak 0,5 ml yang diberikan secara intra vena,
Dosis ini dipakai karena dapat menimbulkan jejas pada pembuluh darah tanpa
menimbulkan kematian. Kelompok kontrol diberikan induksi saline dengan

volume yang sama dengan volume endotoksin yang digunakan.

4.3.1.2 Variabel tergantung
Variabel terganiung dari penelitian ini adalah ekspresi VCAM-1 dan
perubahan hisiopatologi pada endotel pembulub darah aorta tikus putih sebagai

hewan model sirosis yang diinduksi dengan endotoksin Os5:B;.

4.3.1.3 Variabel kendali

Vartabel kendali adalah keragaman umur, jenis kelamin, dan berat badan
sampel yang digunakan serta keseragaman tatalaksana pemeliharaan hewan model
selama penclitian. Sclain ilu juga keseragaman perlakuan BDL  untuk

mendapatkan hewan model sirosis.

4.3.2 Definisi operasional variabel

Variabel yang dilibatkan dalam penelitian ini beserta definisi
operasionainya adalah:
a. Hewan model sirosis adalah tikus putih yang mendapat perlakuan BDL untuk

menginduksi terjadinya sirosis 3 minggu setclah BDL.



b. Endotoksin yang digunakan adalah endotoksin F coli yang termasuk dalam
golongan Enteropatogenik E coli Oss:By yang telah diekstraksi dengan fenol
dan bersifat larut dalam air.

¢. Perubaban ekspresi VCAM-1 dari endotel adalah perubshan warna yang
terjadi pada endotel dengan pemeriksaan imunohistokimia.

d  Perubahan histopatologi dari aorta adalah perubahan jumlah sel endotel, tebal
lapisan VCAM-1 pada endotel, tebal tunika intima, dan diskontinyuitas
lapisan elastis interna.

e. Pada penclitian ini dianggap selama 24 jam tidak ada faktor lain yang

menycbabkan inflamasi (comfounding fuctor).

4.4 Bahan Penclitian

Bahan yang dipakai dalam penelitian ini adalah tikus putih jantan strain
Wistar sebagai hewan model sirosis dengan tehnik BDL dan endotoksin E coli
()55:B4, serta bahan lain vang digunakan untuk membuat preparat imunohistokirmia
VCAM-1 dari pembuluh darah aorta tikus putih sebagai hewan model sirosis yang

telah diinduksi dengan endotoksin E colt Os5:By.

4.5 Instrumen Penelitian

Instrumen penelitian dalam penelitian ini adalah instrumen yang
digunakan untuk pembedahan dalam rangka menyiapkan hewan model sirosis
dengan tehnik BDL, Instrumen untuk induksi cndotoksin E coli Oss:Bg,
instrumen untuk pembuatan preparat imunohistokimia VCAM-1 dari aorta

pembuluh darah tikus putih dan mikroskop untuk mengamati hasil ekspresi



VCAM-1 yang terjadi pada endotcl dan perubahan histopatologis pembuluh darah

aorta.

4.6 Lokasi dan Waktu Penelitian
4.6.1 Lokasi penelitian

Penelitian dilakukan di bagian hewan percobaan Laboratorium Biokimia
FK UNAIR, Unit laboratorium GRAMIK FK UNAIR dan Laboratorium Patologi

RSUD Dr Sutomo.

4.6.2 Waktu penelitian
Penelitian dilakukan sclama empat bulan, yaitu pada bulan Juli sampai

dengan November 2004,

4.7 Metode Penelifian
4.7.1 Hewan meodel sirosis

Tikus putih yang telah dianestesi dengan kombinasi Ketamin dan Xylazine
dengan perbandingan 100mg : 50mg, dosis 0,9ml/Kg BB intra muskular
diletakkan rebah dorsal. Insisi dengan blade dilakukan pada midline abdomen
sepanjang kurang lebih selengah dari jarak antara bagian abdomen posterior
dengan carlilago xyphoidcus.

Gulungan kasa steril dilctakkan pada bagian bawah thoraks untuk
menopang tulang belakang, sehingga letak saluran empedu lebih jelas terlihat.

Duodenum dan scbagian kecil infestin dikcluarkan dari rongga abdomen,
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menggunakan pinset saluran empedu akan terlihat jelas dan dapat dibedakan
dengan jaringan sekitarnya.

Bagian saluran empedu terletak 0,5 — 1 cm dari dinding duodenum
merupakan bagian yang bebas dari pankreas. Pada bagian ini dibuat 2 ligasi
dengan jarak kurang lebih 0,3 cm menggunakan benang prolen 5/0. Bagian medial
dianlara dua ligasi dipotong untuk mendapatkan obstruksi total pada saluran
empedu.

Kembalikan duodenum dan saluran empedu yang telah terikat dan
terpotong ke dalam rongga abdomen. Muskulus dan kulit abdominal yang telah
diinsisi ditutup kembali dengan jahitan terputus menggunakan benang cut gut dan

silk 4/0.

4.7.2 Induksi endotoksin

Induksi endotoksin diberikan 3 minggu setelah pelaksanaan BDL dengan
dosis 3mg/kg BB secara intravena. Untuk menghindari perubahan tekanan darah
selama proses induksi saline maupun endotoksin, setiap hewan model diinduksi

dengan 1 mi larutan endotoksin dalam saline dalam waktu lima menit.

4.7.3 Eksisi aorta

Melalui thoracotomy, pembuluh darah aorta hewan model sepanjang 1 cm
dieksisi kurang lebih 0,5 dari caudal arcus aorticus, aorta yang diperoleh
selanjutnya dilakukan pemeriksaan imunchistokimia untuk mengetahui ekspresi

VCAM-1 dan perubahan histopatologi yang terjadi.
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4.7.4 Pembuatan preparat imunohistokimia VCAM-1
4.7.4.1 Pembuatan preparat histologi

Pembuatan preparat histologi terdiri dari beberapa tahapan: fiksasi sampel,
dehidrasi dan clearing, infiltrasi, pembuatan blok parafin dan dilanjutkan
pemotongan dengan mikrotom. Selanjutnya dilanjutkan dengan pewarnaan

imunohistokimia,

4.7.4.2 Pewarnaan imunohistokimia VCAM-1

Untuk menghilangkan paraffin pada sampel dilakukan deparafinisasi
seperti berikut dengan dimasukan ke dalam larutan dengan urut-urutan sebagai
berikut xylol sebanyak tiga kali masing-masing 5 menit, dilanjutkan larutan
alkohol absolut sebanyak dua kali masing-masing 3 menit, alkohol 96% sebanyak
dua kali masing-masing 3 menit, alkohol 80% satu kali selama 3 menit, dan
alkohol 70% selama 3 menit. Selanjutnya mencuci dengan air mengalir selama 1
menit.

Selanjutnya siap untuk pewarnaan VCAM-1, adapun urutannya adalah
sebagail berikut :
1. Trypsin 0,025% =+ selama 15 — 30 menit, pada suhu 37°C, cuci dengan PBS

pH 7.4 selama 5 menit dan diulang sekali.

3. Tambahkan H202 3% (1 bagian F202 30%+9 bagian aqua) selama 10 menit.

Cuci PBS selama 5 menit dan diulang sekali lagi.

td

4. Primer Antibodi primer VCAM-1 sclama 45 menit hingga 1 jam.
5. Cuci dengan PBS selama 5 menit dan diulang sekali lagi.
6. Antibodi sekunder selama 30 menit (Ig G yang berlabel).

7. Cuci dengan PBS selama 5 menit dan diulang sekali lagi.
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8. Streptavidin sclama 30 menit.

9. Cuci dengan PBS sclama 5 menit dan diulang sekali lagi.

10. DAB — chromogen sclama 6 hingga 10 menit.

11. Cuci dengan PBS, Aqua dan air mengalir masing-masing 5 menit.

12. Pewarnaan counter: Meyer’s Haemotoxylin selama 10 hingga 15 menit.
13. Cuci dengan air mengalir.

14. Dikeringkan di udara.

15. Mounting,

4.7.5 Hasil pengamatan
Pengamatan intensitas pewarnaan VCAM-1

Pengamatan  secara  mikroskopis untuk pewarnzan VCAM-1
menggunakan mikroskop cahaya, mula-mula digunakan pembesaran 100x
kemudian dilanjutkan dengan pembesaran 400X dan 1000X. Setiap preparat
pewarnaan VCAM-1 diamati menggunakan mikro retikuler yang memiltki
diameter 1 cm x lom, didalamnya terdapat kotak kecil 20 x 20. Apabila kita
menggunakan pembesaran 1000x maka diameter masing-masing kotak keeil
adalah 0,05 x 10° cm. Pcngamatan dilakukan pada 20 kptak kecil atau 1 cm dan
jeda interval 10 kotak atau 0,5 cm antar pengamatan. Pengamatan dilakukan pada
9 lokasi. Apabila pada satu lokasi menunjukan ekspresi warna coklat 50% atau
lebih banyak dibandingkan wama lain (coklat muda atau coklat tua) maka lokas:

tersebut diwakili oleh warna itu..
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Selanjutnya dilakukan pemberian skor terhadap data perubahan intensitas
pewarnaan VCAM-1. Adapun skor yang diberikan untuk masing-masing tingkat
perubahan dapat dilibat pada tabel 4.1 berikut.

Tabel 4.1 Skor perubahan gambaran intensitas pewarnaan YCAM-1 pada scl
endotel

Intensitas pewarnaan VCAM-1 Skor
| Tidak mengekpresikan 0
Coklat muda 1
Coklat -2
Coklat tua 3

Pengamatan histopatologi

Pengamatan secara mikroskopis untuk histopatologi aorta menggunakan
mikroskop cahaya, mula-mula digunakan pembesaran 100x kemudian dilanjutkan
dengan pembesaran 400X dan 1000X. Setiap preparat diamati menggunakan
mikro retikuler yang memiliki diameter 1 em x 1 cm, didalamnya terdapat kotak
kecil 20 x 20. Apabila kita menggunakan pembesaran 1000x, maka diameter
masing-masing kotak kecil adalah 0,05 x 107 cm. Pengamatan dilakukan pada 20
kotak kecil atau 1 ¢cm dan jeda interval 10 kotak atau 0,5- cm antar pengamatan.
Pengamatan dilakukan pada 9 lokast.

Pengamatan histopatologi meliputi penghitungan jumlah sel endotel, tebal
ckspresi VCAM-1 pada endotel, diskontinyuitas lapisan elastis lamina interna,

dan tebal lapisan elastis lamina interna pada masing-masing perlakuan.
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Jumtah sel endotel dihitung pada 9 lokasi, masing-masing lokasi memiliki
interval pengamatan 20 kotak atau Icm. Selanjutnya dihitung rata-ratanya.

Tebal ekspresi VCAM-1 pada sel endotcl diukur pada 9 lokasi.
Pengukuran dimulai dari bagian basal sel endotcl hingga bagian endotel terluar
yang mengekpresikan warna VCAM-1. Selanjutnya dihitung rata-ratanya

Panjang arca yang mengalami diskontinyuitas diamati pada 9 Jokasi.
Masing-masing lokasi, apabila ada yang mengalami diskontinyuitas ditambahkan
dan dihitung jumlah totalnya, misalkan terdapat diskontinyuitas pada 3 tempat
dalam satu lokasi masing-masing diameternya 0,05 cm, 0,02 em dan 0,03 cm
maka panjang diskontinyuitas pada lokasi tersebut 0,1 cm.

Tebal lapisan ELI diukur pada 9 lokasi. Pengukuran difakukan dari basal
lapisan ELI hingga bagian terluar dari lapisan ELI. Selanjutnya dihitung rata-

ratanya.

4.7.6 Analisa data

Data perubahan intensitas pewarnaan VCAM-1 diolah dengan penilaian
peringkat (rank) lalu dianalisis dengan uji stastistik non parametrik dengan
menggunakan Uji Kruskal - Wallis (Daniel, 1989). Apal_)ila terdapat perbedaan
- yang nyata diantara kelompok perlakuan, dilanjutkan dengan uji Pembandingan
berganda (Uji Z) 5% (Daniel, 1989).

Data hasil pengamatan histopatologi dihitung jumlah rata-ratanya dan
Selanjutnya dilakukan analisa dengan menggunakan Anova dan apabila terjadi

perbedaan yang nyata dilanjutkan dengan uji LSD.



BAB S

ANALISIS HASIL PENELITIAN

5.1 EKspresi Warna VCAM-1

Perbedaan rata-rata dari seluruh kelompok perlakuan terhadap ekspresi
warna VCAM-1 dengan uji Z5% adalah sebagai berikut:
Tabel 5.1 Hasil rata-rata rank ckspresi warna VCAM-1 pada aorta tikus

putib jantan (Ratus norvegicus) sirosis yang diinduksi dengan endotoksin E
coli 055:B4

Perlakuvan Rank wama VCAM-1 (R)
PO 18°
Pl 182 .
P2 182
P3 8°
P4 3P

Dari hasil analisis uji stastistik non parametrik dengan menggunakan Uji
Kruskal-Wallis, menunjukkan terdapat perbedaan yang nyata karena Hpe (0,05)<
Hhpimng maka dapat disimpulkan terdapat perbedaan yang nyata diantara kelompok
perlakuan. Apabila terdapat perbedaan yang nyata dilanjutkan dengan Uji
perbandingan berganda Uji Z 5%. Ilasil Uji Z menunjukkan PO, P1, dan P2
menunjukkan ekspresi intensitas warna yang lebih kuat (P<0,05) dibandingkan
dengan perlakuan P3 dan P4. Scdangkan diantara PO, P1, dan P3 tidak berbeda
nyata. Perlakuan P3 dan P4 tidak mcnunjukkan perbedaan yang nyata. Hasil
tertinggi dengan skor rank 18 didapat pada perlakuan PO, P1, dan P2. Adapun

perhitungan statistik ekspresi warna VCAM-1 tertera pada lampiran 1.
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5.2 Sel Endotel
Hasil rata-rata penghitungan jumlah sel endotel dari masing-masing
perlakuan dapat dilihat pada tabel di bawah ini.

Tabel 5.2 Hasil rata-rata jumlah sel endotel pada aorta tikus putih jantan
(Ratus norvegicus) sirosis yang diinduksi dengan cndotoksin E coli Os5:B,

Perlakuan Jumlah Sel endotel /(1cm) + SD
PO 6,6920"+ 0,1205
Pi 6,2640" + 02281
r2 6,2900°+ 0,4600
P3 2,5980"+ 14777
P4 1,0020°+ 0,3932

Keterangan : Superskrip a, b, dan ¢ menunjukkan perbedaan yang sangat nyata

(P<0,05).

Analisis stastistik dengan sidik ragam menunjukkan perbedaan yang nyata
diantara perlakuan. Dilanjutkan dengan LSD menunjukkan PO, P1 dan P2
menunjukkan jumlah sel endotel lebih banyak (P<0,05) dibandingkan dengan P3
dan P4. Perlakuan P3 dan P4 juga menunjukkan perbedaan yang nyata (P<0,05).
Jumlah sel endotel paling banyak tcrdapat pada perlakuan kontrol dengan jumlah
sel endotel 6,69 dalam interval 1 cm.

Perhitungan statistik jumlah sel endotel masing-masing perlakuan tertera

pada lampiran 2.

5.3 Tebal Lapisan VCAM-1 pada Endotel
Hasil pemeriksaan tebal lapisan VCAM-1 masing-masing perlakuan dapat

dilihat pada tabel berikut.



Tabel 5.3 Hasil rata-rata tebal lapisan VCAM-1 pada endotel aorta tikus
putih jantan (Rafus norvegicus) siresis yang diinduksi dengan endotoksin £
coli Oss:By

Perlakizan Tebal VCAM-1(10~cm) + SD
PO 0,0544°+ 0,01174
P1 0,0705*+0,0030 |
P2 0,0675°+ 0,0038
P3 0,0495° + 00138
P4 0,0039°+ 0,0054

Keterangan : Superskrip a, b, dan ¢ menunjukkan perbedaan yang nyata

{P<0,05).

Analisis statistik dengan sidik ragam menunjukkan perbedaan tebal
VCAM-1 pada endotel yang nyata diantara perlaknan. Perbandingan dengan LSD
menunjukkan P1 dan P2 tidak berbeda nyata tetapi keduanya lebih tebal VCAM-
1nya (P<0,05) dengan PO dan P3 serta P4. Diantara PO dan P3 tidak berbeda nyata
tebal VCAM-1nya ditandai dengan superskrip yang sama. Kelompok perlakuan
P1 menunjukkan tcbal VCAM-1 0,0705 x 107 cm paling tinggi dibandingkan
dengan yang lain.

Perhitungan statistik jumlah scl endotel masing-masing perlakuan tertcra

pada lampiran 2.

5.4 Diskontinyuitas dari Lapisan Elastis Lamina Interna (ELI)
Hasil pemeriksaan diskontinyuitas lapisan lamina interna dari masing-

masing perlakuan dapat dilihat dalam tabel 5.4.
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Tabel 5.4 Hasil rata-rata diskontinyuitas dari ELI pada aorta tikus putih
jantan (Ratus norvegicus) sirosis yang diinduksi dengan endotoksin E coli
Os5:B4

Perlakuan Panjang diskontinyuitas
(10%cm) + SD
PO ~0.0000" + 0.0000
P1 0.0000° + 0.0000
P2 0.0000° + 0.0000
P3 0,0667"° + 0,0147
P4 0,2312° + 0,0892

Keterangan : Superskrip a, b menunjukkan perbedaan yang nyata (P<0,05).

Analisis statistik dengan sidik ragam menunjukkan perbedaan yang nyata
diantara perlakuan. Perbandingan dengan LSD menunjukkan, P4 menggaiami
diskontinyuitas lapisan elastis lamina interna lebih panjang dibandingkan dengan
kelompok perlakuan PO, P1, P2 dan P3 (P<0,05). Panjang arca yang mengalami
diskontinyuitas pada P4 adalah 0,2312 x 10° cm.

Perhitungan statistik diskontinyuitas lapisan ELI masing-masing perlakuan

tertera pada lampiran 2.

5.5 Tebal Lapisan Elastis Lamina Interna
Ilasil pemeriksaan tebal lapisan ELI masing-masing perlakuan dapat dilihat

tabel berikast.
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Tabel 5.5 Hasil rata-rata tebal lapisan ELI pada aorta tikus putih jantan
(Ratus norvegicus) sirosis yang diinduksi dengan endotoksin E coli Oss:By

Perlakuan Tebal EL1 (10”cm)+ SD
PO 0.0381°+ 0,0047
P1 0,0397° =+ 0,0062
P2 0,0365* & 0,0048
P3 0,0174° + 0,0063
P4 0,0122° +0,0029

Ketérangan : Superskrip a, b menunjukkan perbedaan yang nyata (P<0,05).

Analisis statistik dengan sidik ragam menunjukkan perbedaan vang sangat
nyata diantara perlakuan. Perbandingan dengan LSD menunjukkan P3 dan P4
berbeda nyata (P<0,05) lebih mengalami penipisan lapisan elastis lamina intcrna
dibandingkan dengan perlakuan PO, P1, dan P2. Diantara perlakuan PO, P1, dan
P2 tidak berbeda nyata. Tebal lapisan ELI pada P4 adalah 0,0122 x 102 ¢m paling
tipis dibandingkan dengan perlakuan lain,

Perhitungan statistik tcbal lapisan ELI masing-masing perlakuan tertera

pada lampiran 2.



BAB 6

PEMBAHASAN

6.1 Ekspresi VCAM-1

Pada penelitian ini, hewan model sirosis mengalami endotoksaemia dan
menunjukkan ekspresi VCAM-1 yang kuat pada perlakuan dengan interval waktu
pengamatan 6 jam, 12 jam dan kontrol. Hal ini discbabkan salah satu respons sel
endotel terhadap mediator inflamasi pada kondisi sepsis dengan meningkatkan
ekpresi molekul adhesi pada permukaan seinya.

Endotoksin mengaktifkan reseptor (toll-like recepiors) pada leukosit,
monosit, makrofag jaringan, dan sel endotel untuk melepaskan mediator inflamasi
(Wiliam, 2003). Endotoksin menyebabkan makrofag untuk mensekresikan sitokin
antara lain TNF, IL-1, dan IL-12. Sitokin ini dapat diketemukan dalam serum
pada individu yang diinfeksi dengan endotoksin dalam beberapa jam setelah
diinduksi (Abbas er al, 2000).

Menurut T.audes et al (2004), berdasarkan studi klinik peningkatan
konsentrasi VCAM-1 dan ICAM-1 dalam plasma memprediksikan perkembangan
dari sindrom disfungsi multiorgan, kematian neonatal dan kondisi sepsis.

INFo dan IL-1 menginduksi ekspresi molekul adbesi, sehingga neutrofil
dan monosit dapat melekat dengan stabil pada sel endotel pada lokasi terjadinya
infeksi. Makrofag dan sel endotel menghasilkan kemokin. Kemokin menstimulasi
ekstravasasi leukosit ke lokasi infeksi (Abbas ef al, 2000).

Michihisa ef al (2001) menyatakan pentingnya protein GATA (faktor

trnskripsi sebagai zinc finger profeins, mempunyai peranan penting dalam
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pertumbuhan dan differensiasi sel, memiliki urutan basa A/TGATA(A/G)Y,
sehingga disebut protein GATA) dalam induksi VCAM-1 oieh TNFa. Stimulasi
TNFa meningkatkan ekspresi mRNA dari GATA-6. Uji pergeseran mobilitas
elektroporetik menunjukkan stimulasi TNFo meningkatkan pengikatan DNA
pada GATA-6. Dimana GATA-6 bertindak sebagai regulasi transkripsi gen
VCAM-1.

Ekpresi VCAM-1 pada perlakuan kontrol dengan pengamatan 6 jam dan
12 tidak menunjukkan perbedaan yang nyata, hal ini disebabkan jumlah sef
endotel yang diantara kelompok tersebut yang mengalami denudasi tidak berbeda
nyata, sedangkan VCAM-1 diekspresikan oleh sel endotel itu sendiri.

Pada perlakuan kontrol, hewan mengalami sepsis ditandai dengan adanya
peritonitis, dan infeksi di seluruh tubuh. Hal ini mungkin juga disebabkan oleh
hambatan pelepasan ecmpedu ke dalam saluran pencernaan yang berfungsi sebagai
faktor penghambat pertumbuhan flora normal usus, sehingga pertumbuhan flora
normal menjadi berlebihan mengakibatkan sepsis. Hal ini menyebabkan pelepasan
mediator inflamasi. Mediator inflamasi seperti TNF, IL-1 akan mengaktifasi
peningkatan ekspresi VCAM-1 pada scl endotel. Hal ini sesuai dengan pernyataan
Henninger et al (1997), TNFa dapat meningkatkan ekspresi molekul adhest,
dengan peningkatan awal terjadi 2 jam hingga 5 jam, level peningkatan tertinggi
dicapai 5 hingga 9 jam dan masih meningkat dengan rendah hingga 24 jam.

Pada pengamatan 18 jam dan 24 menunjukkan perbedaan yang nyata
dengan kelompok kontrol, 6 jam dan 12 jam dalam mengekpresikan VCAM-1.
Ha) ini disebabkan karena jumlah sel endotel yang mengalami denudasi

meningkat dan berbeda sangat nyata dengan kelompok kontrol, interval



pengamatan 6 jam dan 12 jam. Hal ini sesuai pernyataan Raeburn (2002),
pengamatan luas arca dan intensitas ekspresi VCAM-1 pada induksi LPS
disebabkan oleh peningkatan jumlah sel endotel yang terekspresi dan peningkatan
level ekspresi VCAM-1 pada masing-masing endotel.

Berdasarkan penclitan yang sama, menggunakan mikroskop elektron,
terjadi perubahan ultrastruktur sel endotel, dengan semakin lama interval waktu
pengamatan, perubahan yang mengarah pada kerusakan ultrastruktur seluler
semakin jelas dan semakin parah (Misaco, 2005). Kerusakan membran sel dan
membran inti dari sel endotel mengakibatkan ekspresi molekul adhesi pada
permukaan sel endotel menjadi berkurang.

Hewan coba yang digunakan mengalami sirosis dan mengalami
endotoksaemia, sehingga fungsi liver sebagai tempat metabolisme asam lemak
(fatty acid) menjadi terganggu. Menurut Raffacle er al (2000), fatty acid dapat
menurunkan ekspresi VCAM-1 endotel. Fatfy acid dapat menurunkan aktivasi
sistem NF-xB terhadap respon sitokin sehingga menurunkan transkripsi gen yang
mengkode molekul adhesi. Sitokin akan mengaktivasi NADH atau NADPII
oksidase yang menghasilkan oksigen reaktif yang dapat mengaktifkan NF-x«8.
Oksigen reaktif dapat ditangkap oleh fatty acid yang tidgk jenuh sehingga terjadi

hambatan aktivasi NF-«B oleh oksigen reaktif.

6.2 Endotel
Jumlah sel endotel pada pengamatan kelompok kontrol 6 jam dan 12 jam
dibandingkan dengan kelompok 18 jam dan 24 jam menunjukkan hasil yang

sangat berbeda nyata. Dalam penelitian yang sama, terlihat bahwa waktu kontak
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antara sel endotel dan endotoksin menyebabkan perbedaan respon dan derajad
jejas pada sel endotel. Pada kclompok kontrol, pemeriksaan dengan elektiron
mikroskop, tidak menunjukkan perubahan ultrastruktur sel. Hal ini disebabkan
saline sebagai larutan isotonis tidak menyebabkan perubahan osmolalitas cairan
ekstraseluler apabila diberikan intravaskulcr, schingga tidak terjadi perubahan
morfologi sel endotel secara umum (Misaco, 2005).

Perubahan yang terjadi pada perlakuan dengan interval 6 jam, 12 jam, dan
18 jam menunjukkan kerusakan sel endotel, meliputi pembengkakan sel endotel,
kerusakan membran sel dan membran inti, perubahan gambaran kromatin inti dan
mitokondria serta pembentukan vakuol dengan jumlah dan ukuran yang bervariasi
didalam sitoplasma. (Misaco, 2005).

Gambaran ultra struktur sel endotel pada waktu pengamatan 24 jam
menunjukkan ciri-ciri sel yang mengalami apoptosis. Ukuran sel menjadi lebih
kecil, berbentuk bulat atau oval, terjadi kondensasi kromatin inti, pembentukan
cytoplasmic bleh dan apoptopic bodies terjadi perubahan permeabilitas membran
plasma. Inti sel mengalami kerusakan irreversibel ditandai dengan adanya
gambaran kariolisis, karioreksis dan piknosis dari mti (Misaco, 2005). Hal
tersebut sesuai dengan Meyric (1986) yang menyatakan induksi endotoksin pada
sel endotel selama 24 jam, menunjukkan peningkatan sel piknotis dan pelepasan
lactate dehydrogenase serta prostacyclin. Terjadi dilatasi pada intercellular
Jjunctions dan perubahan seluler menunjukkan peningkatan kontraksi filament
sitopalsmik, nuclear crenation, penonjolan sitoplasma setelah 30 menit.

Berdasarkan penelitian Bennerman ef al (2002), endotoksin dapat

menginduksi apoplosis pada scl endotel sccara in vive maupun in vitro. Efck



utama endotoksin pada dinding pembuluh darah adalah sifat sitotoksik terhadap
sel endotel (Hanson ef al, 1985). Sifat sitotoksik ini dapat disebabkan degranulasi
lekosit menghasilkan protease (elastase dan matrix metalloproteinases yang dapat
merusak struktur protein) dan produksi reactive oxygen species (ROS). Aktivasi
netrofil menghasilkan ROS dari ikatan membran NADPH oxidase yang
menghasilkan radikal bebas (oxygen free radical superoxide and hydroxyl radical)
(Paterson and Webster, 2000). Radikal bebas yang terbentuk akan merusak
molekul yang elektronnya ditarik, sehingga menyebabkan gangguan fungsi sel,
kerusakan sel bahkan kematian sel. VCAM-1 meyebabkan sel endotel untuk
mengaktivasi NADPIT oxidase, hal ini dibutuhkan untuk migrasi limfosit (Heather
et al, 2000).

Apoptosis pada sel merupakan regulasi yang normal, kurang dari 0,1% scl
endotel mengalami apoptosis. Patogen tertentu dapat menginduksi terjadinya
apoptosis. Endotoksin dapat mengiduksi apoptosis. Endotoksin dapat meregulasi
lebih lanjut Bel-2 homalogue, Al dan Zinc finger protein, A20 pada kultur sel
endotel. Pada kondisi sepsis melibatkan beberapa mediator yang dapat
menyebabkan apoptosis sel endotel antara lain; TNFa, TL.-1, interferon, oksigen
radikal bebas, dan hipoksia. Interaksi antara sel dalam_ sirkulasi dan endotel
menguatkan signal proapoptosis. [Endotoksin mengaktifkan monosit untuk
merangsang program kematian sel pada sel endotel dengan kombinasi TNFa.
Sel endote]l yang mengalami apoptosis menyebabkan peningkatan respon
proinflamasi. Sel endotel yang mengalami apoplosis menyebabkan pelepasan IL-1
yang menginduksi pelepasan molekul adhesi ICAM-1 dan VCAM-1,

meningkatkan produksi oksigen reaktif (ROS), meningkatkan aktivitas
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prokoagulan, menurunkan produksi prostasiklin dan mengaktivasi komplemen.
Sel endotel yang sedang mengalami apoptosis menunjukkan peningkatan
perlekatan dengan platelet. Pada hewan model tikus yang diinjeksikan secara
peritonial dengan endotoksin menunjukkan sel endotel yang mengalami apoptosts
secara meluas (William, 2003).

Salah satu Fungsi liver adalah sintesis fosfolipid yang dibutuhkan dalam
pembentukan membran sel (Guyton, 2000), pada penelitian ini hewan model
mengalami sirosis dan endotoksaemia menycbabkan terjadinya gangguan sintesis
fosfolipid sehingga proses reendotelisasi menjadi terganggu.

Hewan yang mengalami cndotoksaemia mengalami penurunan uptake
asam amino di usus. Asam amino arginin juga mengalami penurunan dalam
plasma pada hewan yang mengalami endotoksaemia. Arginin mempunyai
kcmampuan untuk memproteksi morfologi sel endotel pada kondisi sepsis. Hal in
karena Arginin dapat membantu sintesa protein dan fibrinogen yang dibutuhkan
oleh sel endotel (Eric ef al, 2000).

Secara normal apabila sel endotel mengalami denudasi atau kematian,
maka endotel akan kehilangan kontak sub c¢ndotel, sel endotel yang berada di
sekitar arca akan bermigrasi ke daerah lcsi. Proses ini berlangsung terus menerus
hingga endotel benar-benar terlepas dari dinding pembuluh darah. Sel endotel
normal yang bermigrasi merupakan suatu mekanisme untuk mendorong endotel
yang mengalami denudasi ke arah lumen pembuluh darah (Clowes et al, 1999).
Apabila jejas yang bersifat ircversibel dan sel endotel semakin lama terpapar
dengan endotoksin mengakibatkan jumlah sel endotel yang mengalami jejas

semakin banyak sehingga meningkatkan sel endotel yang mengalami kematian.
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Studi in vitro inkubasi sel endotel dengan endotoksin menunjukkan induksi

apoptosis dengan regulasi lebih lanjut Bel-2 homolog (William, 2003).

6.3 Tebal Lapisan VCAM-1 pada Endotel

Pada perlakuan interval pengamatan 6 jam dan 12 jam, berbeda nyata
dengan interval pengamatan kontrol dan interval pengamatan 18 jam. Hal ini
menunjukkan pada perlakuan ini kemampuan sel endotel untuk mengekpresikan
molekul adhesi semakin kuat dengan adanya induksi endotoksin jika
dibandingkan dengan kontrol. Ekspresi VCAM menurun ditandai dengan scmakin
menurunnya tebal molekul adhesi, karena sel endotel mulai mengalami perubahan
ultrastruktur yang semakin parah dengan lama pemaparan dengan endotoksin. Hal
ini seperti terlihat pada perlakuan pengamatan interval 18 jam dan paling rendah
mengalami ckpresi VCAM-1 pada perlakuan pengamatan 24 jam, dimana kondisi
sel endotel sudah mengalami kerusakan ultrastruktur sehingga mengalami

apoptosis.

6.4 Interval Diskontinyuitas Lapisan Elastis Lamina Intcrna

Perlakuan pengamatan interval 24 jam berbeda sangat nyata dengan
pengamatan interval 18 jam. Nan kedua interval tersebut sangat berbeda nyata
dibandingkan kontrol, pengamatan interval 6 jam dan 12 jam. Pada perlakuan
interval 24 jam menunjukkan jumlah bagian yang mengalami diskontinyuitas dari
lapisan elastis lamina interna meningkat, hal ini karena lapisan ini sel endotelnya
sudah mengalami denudast schingga terpapar dengan endotoksin. Menurut Meyric

et al (1986), apoptosis diketemukan 2 jam setelah induksi dengan endotoksin.
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Mekanisme normal jcjas pada lapisan ini akan menebal menuju
pembentukan lapisan elastis lamina yang baru, pada penclitian ini hal im tidak
terlalu tampak, karena inti sel myosit juga mengalami apoptosis, adanya penipisan
serabut kolagen dan elastis karena pemaparan dengan endotoksin, sehingga
pembentukan lapisan elastis lamina tidak terjadi. Hal ini bisa juga karena
pengamatan hanya sampai 24 jam, proses pembentukan lapisan ini membutuhkan

waktu yang lebih lama. Hal ini juga tergantung jenis dan lamanya jejas.

6.5 Tebal Lapisan Elastis Lamina Interna

Pada perlakuan ini menunjukkan perbedaan yang nyata diantara perlakuan.
Pengamatan interval 6 jam, 12 jam, dan kontrol berbeda nyata dengan perlakuan
pengamatan 18 jam dan 24 jam. Semakin lama pemaparan dengan endotoksin
menunjukkan jumlah sel endotel yang mengalami denudasi menjadi meningkat
sehingga kontak antara lapisan elastis lamina dengan endotoksin meningkat, yang
menyebabkan penipisan lapisan ini.

Stoclet er al (1997), menyatakan pada kondisi inflamasi sistemik seperti
sepsis dan reaksi lokal yang dihasilkan denudasi endotel menghasilkan pelepasan
sejumlah besar nifric oxide (NO). Hal ini karena induksi ekpresi INOS { inducible
form of NO-synthase) oleh rangsangan inflamasi. Produksi yang berlebihan NO
dalam darah menycbabkan gangguan sirkulasi dan bersifat sitotoksik pada
jaringan sekitar. Menurut Kuang et al (1997), pengeluaran NO dapat menurunkan
pembentukan lapisan neointima. NO memiliki kemampuan antiproliferasi sccara

in vitro. NO dapat merangsang proliferasi pada konsentrasi rendah pada Vascular
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Smooth Muscle Cell (VSMCs) tetapi memiliki efek antiproliferast pada
konsentrasi yang tinggi.

Kuang et al (1997) menyatakan penurunan pembentukan lapisan
neointima pada jejas arterial dikarenakan penurunan proliferasi VSMCs medial
dan penurunan ekspresi VCAM-1.

Penelitian pada tikus sebagai model untuk jejas perivaskuler dengan
induksi menggunakan periadventitial collar pada sekeliling arteri karotis
menunjukkan pembentukan lapisan ncointima yang tipis setelah hari ke-21
(Kuang et al, 1997). Apabila dihubungkan dengan penelitian ini yang pengamatan
hanya 24 jam, mungkin terlalu singkat waktunya untuk pembentukan lapisan

neointima.



BAB 7

KESIMPULAN DAN SARAN

7.1 Kesimpulan

1. Endotoksin yang diberikan parenteral dapat mengekpresikan molekul adhcesi
VCAM-1 pada sel endotel pembuluh darah aorta hewan model yang
mengalami sirosis. Semakin banyak sel endotel yang mengekspresikan
semakin kuat identifikasi VCAM-1 nya. Tebal ekpresi VCAM-1 pada scl
endotel dipengaruhi oleh lama interval pengamatan  dan perubahan
ultrastruktur dari sel endotel itu sendiri

2. Jumlah sel endotel berkurang karena mengalami jejas oleh endotoksin,
semakin lama pemaparan sel endotel dengan endotoksin semakin banyak sel
yang mengalami gangguan fungsi selnya..

3. Diskontinyuitas lapisan elastis lamina interna meningkat sesuai dengan lama
pemaparan dengan endotoksin.

4. Lapisan elastis lamina interna semakin menipis sesuai lama pengamatan
karena lama kontak dengan endotoksin menyebabkan kerusakan sel yang
semakin parah, dan pembentukan lapisan neointima membutuhkan waktu

pengamatan yang lebih lama.
7.2 Saran

1. Perlu dilakukan konirol pemeriksaan VCAM-1 secara in vivo pada penderita

sirosis untuk mengetahui kondisi inflamasi sistemik pada penderita sirosis.
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Hal ini diharapkan dapat mengurangi resiko perdarahan yang sering terjadi
pada penderita sirosis. Dengan penatalaksanaan terapi pencegahan lebih awal.
. Perlu dilakukan penelitian menggunakan molekul adhesi yang lain berkaitan
dengan endotoksaemia seperti solubel ICAM-1 dan VCAM-1.

. Perlu dilakukan penelitian dengan menggunakan dosis endotoksin yang lcbih
rendah dan pengamatan yang lebih lama sehingga bisa mengamati

pembentukan lapisan neointima.
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Lampiran 1
Penentuan Peringkat (Rank)

Angka-angka yang menunjukan nilai skor perubahan gambaran ekspresi
VCAM-1, baik dari satu kelompok pertakuan maupun dalam kelompok perlakuan
yang lain, akan diberikan peringkat (rank) yang sama. Penentuan peringkat (rank)
dicari dengan cara menjumlahkan nilai skor perubahan ekspresi warna VCAM-1
terkecil dibagi dengan banyaknya nilai skor perubahan ekspresi waran VCAM-1
tersebut, maka diperoleh hasil sebagai berikut :

Nilai skor perubahan ekspresi warmna VCAM-1 = 0 mempunyai rank:

1+243+4+5 =3

5
Nilai skor perubahan ekspresi warna VCAM-1 = 1 mempunyai rank:

6+7+8+9+10 =8

5
Nilai skor perubahan ckspresi warna VCAM-1 = 2 mempunyai rank: 0
Nilai skor perubahan ckspresi warna VCAM-1 = 3 mempunyai rank:

11+12+13+14....... +25= 13

1

Uji Kruskal — Wallis
Setelah menentukan peringkat (rank) dari nilai skor ekspresi warna
VCAM-1 yang sama kemudian dilanjutkan dengan mencari nilai H hitung dengan

menggunakan rmus:
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12 « Rj?

Hhitung = ¥ - 3(N+1)
N(N+1)  j=1 o

Kecterangan :

N = Jumlah seluruh preparat pewarnaan VCAM-1

Rj? = Jumlah rank kuadrat pada kelompok perlakuan ke j

Nj = Jumlah ulangan pada kelompok perlakuan ke j

Maka .
12 [902+902 +902+402+11
Hhitung = 3(25+1)
25(25+1) 5

= 18,46
Karena dalam data terdapat angka kembar, maka harus dﬂakukan koreksi terhadap

hasil Hhitung agar diperoleh hasil yang lebih signifikan. Rumus vang digunakan

adalah:
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Hhit

Bhit terkoreksi =

N3-N

Keterangan:
ST = Total seluruh nilai pengamatan dari seluruh kelompik skor yang berangka

sama

N = Jumlah seluruh preparat pewarnaan VCAM-1

Sebelum mencari nilai Hhitung terkorekst terlebih dahulu mencari nilai T
dengan rumus

Ti=1t3-t

Maka diperolch :

TO =53-5=120

Tt =53-5=120

T3 =153-15=3375-15 = 3360

3T = ¥(t3-1) = 3600

Karena nilai Hhitung dan ¥} T sudah diketahui, maka nilai Hhitung terkoreksi

dapat ditentukan sehingga diperolch :
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18.46
Hhit terkoreksi =
I- 3600
255275

Hhitung terkoreksi = 23,998

Selanjutnya menentukan nilai derjat bebasnya dengan rumus:

Db =t-1

Keterangan:

Db = derajat bebas

1 = Banyaknya perlakuan

Maka dipcroleh :

Db=5-1=4

Setelah diketahui nilai Hhitung terkoreksi = 23,998 dan derajat bebas = 4, maka
dapat ditentukan milai H table

Htabel (0,05) = 9,49

Htabel (0,01)= 13,3

Karena Htabel (0,05)< Hhitung > Htabel (0,01), maka daj)at disimpulkan terdapat
perbedaan yang sangat nyata dianlara kelompok perlakuan. Jadi, hipotesis yang

diajukan pada penclitian ini ditolak.

Uji Perbandingan Berganda
Karena terdapal perbedaan yang sangat nyata diantara kelompok

perlakuan, maka dilanjutkan dengan Uji Pembandingan Berganda (Uji Z) 5%.
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Dari hasil analisis data dengan Uji Z%, akan dapat dikctahui urutan tingkat
perubahan ekspresi VCAM-1 diantara kelima kelompok perlakuan.

Rumus

_ k[ N(N2-1) - F(#*-1)]
i Ri-RjsZ

6N(N-1)

Keterangan :

Ri = Rata-rata pada kelompok perlakuan ke 1

Rj = Rata-rata rank pada kelompok perlakuan ke j

7.=Nilai Z table

K = Banyaknya perlakuan

N = Jumlah seluruh preparat pewarnaan VCAM-1

T = Banyaknya nilai pengamatan yang sama dalam sekelompok skor yang

berangka sama

Untuk menentukan nilai Ziabel dengan taraf nyata 0,05 dan k = 5 maka

dapat dihitung dengan rumus :




Kctcrangan :

o : Taral nyata

k : Banyaknya perlakuan

Sehingga akan diperolch:
0,03
Z= —e=0,0025
5(3-1)

Maka Z table (0,05,5) = 2,81

Selanjutnya dilakukan perhitungan Uji Z 5%

Perhitungan uji Z%

2,81

/3 {25(252-1)- 3600}

{6x23) (25-1)

=11,47

62

Perbedaan rata-rata dan seluruh kelompok perlakuan terbadap ekspresi warna
VCAM-1 dengan uji Z5%

Perlakuan Rata-rata Rank | Beda selisih Ui Z 5%
(R)
R-P0 R-PI R-P2 R-P3 R-
P4
PO 18% 15 10
P1 18* 15 10
P2 18* 15 10 11,47
P3 g® 5
P4 3°




Penentuan Notasi
PO*  PI*® P2 P3®  p4P

18 18 18 8 3

a
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Lampiran 2 Apalisa Varian
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Tabel hasil penelitian
VCAM-1 | Diskontinyuitas ELI
n Perlakuan | Endotel/em | (107 cm) (107 cm) (10°cm)
1 PO 6.67 0.053 0 0.036
2 PO 6.67 0.047 0 0.0335
3 PO 6.89 0.0485 0 0.0375
4 PO 6.56 0.0485 0 0.0375
5 PO 6.67 0.075 0 0.046
6 P1 6.22 0.075 0 0.0375
7 P1 6.44 0.072 0 0.0405
8 P1 5.89 0.068 0 0.036
9 P1 6.44 0.068 0 0.05
10 P1 6.33 0.0695 0 0.0345
1 P2 6.56 0.0695 0 0.0445
12 P2 6.89 0.068 0 0.0335
13 P2 6.33 0.068 0 0.0375
14 P2 5.89 0.071 0 0.0335
15 P2 5.78 0.061 0 0.0335
16 P3 5.11 0.025 0.189 0.025
17 P3 2 0.053 0.0445 0.0125
18 P3 222 0.0585 0 0.0235
19 P3 1.22 0.0555 0.028 0.0125
20 P3 2.44 0.0555 0.072 0.0135
2 P4 1 0 0.1555 0.011
22 P4 0.89 0 0.1945 0.012
23 P4 1.67 0.0085 0.178 0.013
24 P4 0.78 0.011 0.25 0.0085
25 P4 0.67 0 0.378 0.0165




NPar Tests
One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test
ENDOTEL| VCAM | DISKONTIN | ELI
N 25 25 25 25
Normal |Mean 45692 |.049160| .059580 |02878
Parameter 0
5
Sid. 245989 |.0257126] .1028760 [.01270
ewviation 83
Most Absolute 289 227 359 245
Extreme
Differenc
S
ositive | .173 157 359 165
Negative -.289 -227 -281 -.245
Kolmogor 1.444 1.133 1.794 1.224
ov-
Smirnov
Z,
Asymp. 031 154 003 100
Sig. (2-
aifed)
a Test distribution is Normal.
b Calculated from data.
Oneway
ANOVA
Sumof]{ df Mean F Sig.
Squarcs Square
ENDOTEL [Betwccn 134.752 4 33.688 | 64.329 000
Groups ]
Within | 10.474 20 524
Groups
Total (145225 24
VCAM Between| .014 4 004 46.908 000
Groups
Within | 002 20 000
Groups
Total 016 24 _
DISKONTI Between| 201 4 050 18.856 000
Giroups B
Within | .053 20 .003
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Within | .053 20 003
Groups
| Total 254 24
ELL Between| 003 4 o0 31.880 000
Groups |
Within | .001 20 000
Groups
otal 004 24
Post Hoc Tests
Multiple Comparisons
LSD
Mean |Std. Error|  Sig. 95%
Differenc| Confiden
c(-H ce
Interval
Dependent KT (J) Lower | Upper
Variable [WAKIWAKTU Bound | Bound
L
ENDOTEL [6jam 6 jam 4280 | 45768 361 -.5267 | 1.3827
12 jam 4020 | 45768 390 -.5527 | 1.3567
18 jam 4.0940 | 45768 000 3.1393 | 5.0487
24 jam 5.6900 | 45768 000 4.7353 | 6.6447
6 jam |6 jam -4280 | 45768 361 | -13827 | .5267
12 jam -.0260 | .45768 955 -9807 | .9287
18 jam 3.6660 | 45768 000 2.7113 | 4.6207
- 24 jam 52620 | 45768 000 43073 | 6.2167
12 jam |6 jam -4020 | 45768 3 -1.3567 | .5527
6 jam 0260 45768 955 -.9287 9807
18 jam 3.6920 | 45768 000 2.7373 | 4.6467
24 jam 5.2880 | 45768 000 4.3333 | 6.2427
18 jam H jam -4.0940 | 45768 000 | -5.0487 | -3.1393
6 jam -3.6660 | .45768 000 | 4.6207 | -2.7113
12 jam -3.6920 | .45768 000 | 4.6467 | -2.7373
24 jam 1.5960 | .45768 002 6413 | 2.5507
P4 jam 6 jam -5.6900 | .45768 000 | -6.6447 | -4.7353
6 jam -5.2620 | 45768 000 | 62167 | 4.3073
12 jam -5.2880 | 45768 000 | -62427 | -4.3333 |
18 jam -1.5960 | 45768 002 | -2.5507 | -.6413
VCAM 6jam 6 jam -.016100}.0055288| .009 [-.027633 |-.004567
12jam [-.0131001.0055288| .028 |-.024633|-.001567
18 jam 004900 1.0055288{ .386 |-.006633| .016433
24 jam 050500 {.0055288| .000 | .038967 | 062033




€95£00° | £96600-{ SE£€°  |61¥TE00 | 00TE00 - urel g
€9TS00° {€9€800-| LZ9 {61¥CE00°| 009100 wet gl wel 7|
€OTHPEO | LEL0Z0°| 0007 |61HTE007| 005L20° | welyy
£906T0° | LESSTO | 000 |61HTEO0°| 00€TZ0° | mmel gy
£96600° | €95€00-| €€ |6Ivzeo0| 00ZC00" | welZ|
£9€800° [£91600-] £79° |6THZE00"| 009100 uwel o wel g
€997£0" | LEI6YO'{ 000 [61¥T007] 006570 |  welpZ
COpLTO | LE6S10° | 000 |61¥TE00°| 002070 | wrl gl
£9€800° | €91S00-[ LT9 [61+TE00°| 009100 | welZ]
£€91600° | £9€800-| LT9 |61+¥TE0071 009100 - uef o wel g 113
CoczET | SE¥960° | 0007 | 10€9zED | 00SPoT | wwel gy
€766 | SEIE9T° | 000 |roc9zeo’foocise | welz
§9766T | SC191 | 000" [10£9Z€0°| 00ZIET el g
$9766C | SCIEOI° | 000" |[10€£9T€0°| 00ZIET el of wref 7] B
SEF960™-{595TET-| 000" |10£9Z€0° | 00SKHO1-| wel g

SOLYEL {SO€T00™~| ¥S0° [10£9Z€0°| 002990 | welz]
SOLPEL [SOEI00-] $SO°  [10£92£0°| 004990 wel g
co/bel [So€100-] ¥S0° [10£9Z£0°| 00L990° aref o mel gt
SCICo1-{59266T7-| 000 |10€9Z€0°|00T1cT-| wrel v

SOCTON [S9LPEI™-] ¥S0° |T10€9TE0°[00£990-| welgy

S90890° [$90890-| 000°1 {I0€9TE0°| 000000 ure! o
c90890° [ S90890°-] 000°T [LOE9ZE0 | 000000 wrel of wrel 71
SEIE91-| 97662 -] 000 [10£92€0°|00Z1£7-] mmelg L
S9L100™ [SOLYET-| S0 |10£9Z£0°100L990-] WB{g]

$90890° {$90890-] 000°1 [10€97£0°| 000000 | umelZy

$90890° [ €90890-] 000'T |10£97£0°| 000000 uel o wel g
ccie91-[coze6z-| 0000 [10£9z€0°|00zIcT -] wefpg

COc100” [SoLyEl™-] #S0° |10€9z£0°{00L990-] toel gy

$90890° [$90890-} 000'T |10€970°| 000000 | welZ]
$90890° [590890-| 0001 {10£9Z€0°| 000000 we{g wel9 [INOJASIC]
L90VE0-| €€1LS0-] 0007 ([88TSS00°{009sH0™-| welg]
L90TSO-| €€16L0-] 0007 |887SS00°|009£90-| welgy
L90SS0-| €E18L0-] 000 |887S500°{ 009990 el g
19680~ | £€0790-| 000" {882SS00°|00050~|  wret o wrel 47
€E1LSO° | L90VED | 0007 {88TSS00°| 0095+0° | el 7
L9V900™-| £€5620-| 00" (8875007000810~ wuelzy
L9v6007-| €€5TE0-| 1007 |88TSS00°| 000120 ursf 9

c€9900" | €EP910-| 98¢  |8875500° | 00600 - urel o aml g1
£EI1GL0° | 2907S0° | 0007 [337SSO0°| 009€90° | Wl 7
£ES6Z0° [ L9¥900° | +00°  [R8ZSSO0T| 0008107 |  wmig]
£€C800° [ €€CKIO-] €65  [88TES00°| 000£00 - urel g
£60470° | L9ST100° | 820" [88TSS00°| 00110 wef g uel g
| €€1820° | 290550 | 000" [887SS007| 009990 | wrel 47
€570 | Love00" | 100"  [88ZSs007| ooo1co | umlg]
€ECHIQ [ ££6800-] €65 [88TsS007| 000c00" | welg]
€€94T0° | £9S¥00° | 600" |88TSS00'| 001910 welg welg

L9



68

I8jam | .019100 [.0032419] 000 | .012337 | 025863
D4jam | 024300 [.0032419] 000 | .017537 | 031063
18jambjam  |-.020700[.0032419] 000 |-.027463 |-.013937
6jam _ |-.022300].0032419] .000 |-.029063|-.015537
12jam |-.019100).0032419] 000 |-.025863|-012337
D4 jam | 005200 |.0032419] 124 |-.001563 | .011963
D4 jam 6 jam  |-.025900].0032419] 000 _|-.032663 |-.019137
Gjam  |-.027500[.0032419] 000 |-.034263-.020737
12jam  |-.024300|.0032419] 000 |-031063 [-017537
18jam  |-005200].0032419] 124 [-.011963 | .001563

* The mean diffcrence is significant at the .05 level.
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Lampiran 3. Foto-foto Hasil penelitian

Gambar Pewarnaan VCAM-1 PG, dengan pembesaran 1000x
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Foto-foto Hasil Penelitian

Pewarnaan VCAM-1

Wama VCAM coklatua 7

-

| Foto VCAM-1 P3 pembcesaran 1000x | Foto VCAM-1

P4 pembesaran 1000x |
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Pewarnaan HE

Pewarnaan HE PO, pembesaran 1008x Pewarnaan HE P1, pembesaran 1000x

Diskontinvuitas ELI

Pewarnaan HE P3, pembesaran 1000x Pewarnaan HE P4, pembesaran 1000x
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Lampiran 4
Pembuatan Preparat Immunohistokimia VCAM-1
Fiksasi

Bertujuan untuk menghentikan proses metabolisme jaringan, mencegah
terjadinya degenerasi pasca mati, mematikan kuman atau bakteri, menjadikan
jaringan lebih keras sehingga lebih mudah dipotong dan meningkatkan afinitag
jaringan terhadap bermacam-macam zat warna.
Cara kerja : Hasil eksisi pembuluh darah aorta difiksasi dengan dimasukan pot

plastik yang berist buffer formalin 10%.

Cuci dengan air mengalir + 20 menit

Dehidrasi dan Clearing
Bertujuan  untuk menarik  air  dari  jaringan, membcrsihkan, dan

menjernihkan jaringan.

Tahapan dehidrasi:
Bahan Ulangan Lama
Alkohol 70 % 2X ' 1 jam
Alkohol 80% 2X 1 jam
Alkohol 96% 2X 1 jam
Alkohol Absolut 27X ) 1jam

Tahapan clearing: xylol/xylenc
l Bahan Ulangan Lama

| Xylol/xylene 3X 1 jam

Infiltrasi
Untuk menginfilirasi jaringan dengan parafin. Parafin ini akan menembus
ruangan antar se] dan dalam sel sehingga jaringan menjadi lebih tahan terhadap

pemotongan.
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Impreknasi parafin (1 bagian parafin murni: 1 bagian xylene)

Bahan Ulangan Lama
Impreknasi 1X 15 —30 menit
parafin
Impreknasi 3X 2 jam
parafin |

Pembuatan Balok Parafin
Bertujuan supaya jaringan mudah dipotong. Menggunakan reagen paraffin
cair.

Cara kerja : Disiapkan beberapa cetakan besi yang sebelumnya telah diolesi
gliscrin dengan maksutd mencegah melekatnya parafin pada
cetakan besi tersebut. Kemudian cetakan besi tersebut diisi dengan
parafin cair dan panas. Selanjutnya organ cndotel dimasukan

dengan pinset ke dalam cctakan besi.

Pemotongan
Untuk memotong jaringan setipis mungkin agaf dapat dilihat di bawah
mikroskop menggunakan alat mikrotom.
Carakerja: Pemotongan diambil secara random, tiap 10 kali pemotongan yang
dilakukan seri, diambil satu dengan ketebalan 2-6pm. Dibiarkan

kering di udara.

Deparafinisasi
Bahan Ulangan Lama
Xylol 3X 5 menit
Alkohol absohut 2X 3 menit
Alkohol 96% 2X 3 menit
| Alkohol 80% 1X 3 menit
Alkohol 70% IX 3 menit

Cuci dengan air mengalir £ 1 menit
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Tahapan Pewarnaan VCAM-1

1. Trypsin 0,025% + selama 15 — 30 menit, pada suhu 37°C, cuci dengan PBS
pH 7,4 selama 5 menit dan diulang sekali.

2. Tambahkan H202 3% (1 bagian H202 30%+9 bagian aqua) selama 10 menit.

3. Cuci PBS selama 5 menit dan diulang sekali lagi.

4, Primcr Antibodi primer VCAM-1 selama 45 menit hingga 1 jam.

5. Cuci dengan PBS selama 5 menit dan diulang sekali lagi.

6. Antibodi sekunder selama 30 menit.

7. Cuci dengan PBS selama 5 menit dan diulang sekali lagi.

8. Streptavidin selama 30 menit.

9. Cuci dengan PBS selama 5 menit dan diulang sekali lagi.

10. DAB — chromogen selama 6 hingga 10 menit.

11. Cuci dengan PBS, Aqua dan air mengalir masing-masing 5 menit.

12. Pewarnaan counter: Meyer’s Haemotoxylin selama 10 hingga 15 menit.

13. Cuci dengan air mengalir.
14. Dikeringkan diudara.

15. Mounting.



