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EKSPRESI TUMOR NECROSIS FACTOR (TNF-a) DAN GAMBARAN
HISTOPATOLOGI GINJAL PADA TIKUS ( Rattus norvegicus)
RENAL FIBROSIS PASCA INDUKSI STREPTOKINASE

ABSTRAK

Streptokinase adalah protein ekstracellildremolytic streptococci yang
digunakan untuk mengatasi permasalahan penyakiturjgndan sumbatan
pembuluh darah. Streptokinase bersifat toksik daenymbabkan kerusakan
diberbagai organ tubuh diantaranya kerusakan gygal dapat menyebabkan
renal fibrosis. Renal Fibrosis terjadi karena adajayingan fibrosa yang banyak
mengandung serat kolagen akibat dari kerusakaiseselpitel pada organ ginjal.
Berkembangnya kerusakan ginjal dari fase akut nderfjlarosis ginjal ditandai
dengan adanyglomerulosclerosis dan fibrosis tubulointerstitial serta peningkatan
eksprestumor necrosis factor-a (TNF-o). Tujuan penelitian ini untuk mengetahui
ekspresi TNFe dan gambaran histopatologi ginjal pada tikesal fibrosis yang
diinduksi dengan Streptokinase. Dalam penelitian tikus dibagi dalam 4
kelompok vyaitu kontrol (A), Streptokinase 1 x 600 (B), Streptokinase 2 x
6000 1U dengan interval waktu lima hari (C), Staiiase 3 x 6000 IU dengan
interval waktu lima hari (D). Induksi pada tikuslakiukan dengan induksi
Streptokinase sebanyak 6000 IU pada bagian ek@raeotravena pada vena
coccygea. Data yang diamati dalam penelitian ini adalah lgaman histopatologi
dan ekspresi TNl yang diamati dengan metode immunohistokimia. Hasil
penelitan pada gambaran histopatologi ginjal paswduksi Streptokinase
menunjukkan adanya perubahapithelial mesenchymal transtition (EMT)
menjadi fibroblas dan myofibroblas yang mengindikais terjadinya renal
fibrosis. Hasil analisis statistika terhadap ekspiNF-o berbeda nyata secara
signifikan (P>0,05) dan persentase ekspresi TNf&ng meningkat sebesar
350% pada kelompok D yang diinjeksikan 3 x 6000dikhgan interval waktu
lima hari dibandingkan dengan kontrol.

Kata kunci : Renal fibrosis, Streptokinase tumor necrosis factor (TNF-o),
histopatologi ginjal.



Expression ofTumor Necrosis Factor (TNF-a) and Renal Histopathological
Appearance in Rats Rattus norvegicus) Renal Fibrosis Post Induced
Streptokinase

ABSTRACT

Streptokinase is thp-hemolytic streptococci extracelluler protein tlsat
used to overcome the problems of heart diseasebowtl vessel blockage.
Streptokinase is toxic to various organs especiadhyal that can lead to renal
fibrosis. Renal fibrosis is a fibrotic tissue cammh in renal that contains collagen
fibers that caused epithelial cells damaged. Theldepment of kidney damage
from the acute phase to renal fibrosis is charetdrby glomerulosclerosis,
tubulointerstitial fibrosis and also highly expressof TNF< . The purpose of
this study was to determine the expression of TBNBnd histopathology
appearance of renal fibrosis on streptokinase eduats. In this study, rats were
divided into 4 groups: control (A), 1 x 6000 IU egptokinase induced (B), 2 X
6000 IU streptokinase induced with five days in&rv (C), 3 x 6000 IU
streptokinase induced five in days intervals (Dhe rats were injected with
streptokinase on vena coccygea. The histopathabbdgdney were confirmed
microscopically and TNF-expression were determine by immunohistochemistry.
The renal histopathology of rat induced Streptog&nahowed the transformation
of epithelial mesenchymal transtition (EMT) intdroblast and myofibroblast
which indicates the occurrence of renal fibrosigtiStic analisis showed that
TNF-o expression were significantly different betweemups (P>0,05). The
TNF-a expression rats that induced by 3 x 6000 IU we filays interval could
increase 350% compar with control.

Keywords:Renal fibrosis, StreptokinaseTumor Necrosis Factor (TNF-o), Renal
histopathology.
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BAB 1 PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Fibrosis merupakan jaringan fibrosa yang banyak gaedung serat
kolagen akibat dari kerusakan sel-sel epitel padgmro ginjal. Fibrosis ginjal
terjadi karena inflamasi pada sel-sel epitel tubulan glomerulus. Fibrosis ginjal
ini merupakan awal dari kejadi@hronic Kidney DiseaséCKD), dimana CKD
sendiri merupakan penyakit kerusakan ginjal krordgag sifatnyairreversible
menjadikan penanganan yang dilakukan selama inijadierkurang efektif
(Chatziantoniou, 2005).

Di Amerika Serikat berdasarkan data déidney Disease Outcomes Quality
Initiative (KDOQI) didapat 8,3 juta orang menderita penyadihjal kronik
(Slattery, 2005). Indonesia pada tahun 1995, dilpoadanya 170 pasien yang
dirawat di rumah sakit pendidikan dalam 12 buladé®gkan di Amerika Serikat
pada hewan, prevalensi dari penyakit tersebutidiast sebesar 1,6 - 20% untuk
pet animal. Anjing umur < 7 tahun beresiko terkpaayakit ini sebesar 0.3% dan
pada anjing dengan umur > 7 tahun sebesar 0.®6.28da kucing, untuk yang
berumur < 7 tahun resiko terkena penyakit ini sebés2 - 0.6% dan untuk
kucing > 7 tahun resiko kejadiannya meningkat hin@d® - 8.6% (Francey dan
Ariane, 2008; Kirk, 2000).

Penanganan kasus kerusakan ginjal yang masih dkimkagn dapat
tertangani dengan efektif dan baik adalah padadase, dimana kerusakan yang

terjadi masih bersifateversibelsehingga masih terdapat kemungkinan jaringan



ginjal dapat kembali seperti pada keadaan normailayaun, sampai dengan saat
ini pemeriksaan untuk CKD sendiri baru dapat terkigt pada saat penyakit
tersebut sudah dalam fase kronis.

Pada penelitian terdahulu telah dirancangkan ppayidaewan model renal
fibrosis dengan menggunakan induisiclosporine-A(CsA) dengan pengukuran
level TGF$, ekspresi E-chaderin dan aktivitas enzim proté@sati dkk., 2013).
Namun pembuatan hewan model fibrosis ginjal dengaenggunakan
cyclosporin-Adibutuhkan waktu selama 28 hari dan biaya yangtdtikan relatif
mahal sedangkan streptokinase relatif lebih murah tbih mudah untuk
didapatkan.

Streptokinase merupakan protein ekstracellgldremolytic streptococci
yang diekstraksi dari filtrat kultur yang diproduk®leh semua strain
StreptococcusGrup C. Streptokinase digunakan untuk mengatashgsalahan
seputar penyakit jantung sepemiyocardiac infark dan mampu mengatasi
masalah yang ditimbulkan akibat sumbatan pada plkemmarah (Tjay, 2007).
Streptokinase berpotensi untuk digunakan untuk ksidhewan model fibrosis
ginjal. Streptokinase diduga memiliki efek sampbegupa nefrotoksik, selain itu
bila dibandingkan dengan penggunasgulosporin-Apada penelitian sebelumnya
(Liu, 2010). Streptokinase merupakan aktivator piasgen yang tidak selektif,
sehingga mampu menyebabkan terjadinya fibrinolgas pemecahan protein
extraceluler matrixdi seluruh sistem peredaran darah kemudian teralasimdi

ginjal, hal ini akan memicu terjadinya fibrosis paginjal (Sacher, 2004).



Penelitian yang dilakukan sejauh ini belum memlagrikinformasi
mengenai tanda-tanda kemunculan fibrosis ginjai é&spresi TNF-o dan
perbandingan tingkat keparahan kerusakan ginjahloigbengamatan gambaran
histopatologi glomerulus dan tubulus interstitialdp tikus Rattus norvegicys
pasca induksi streptokinase sangat penting dilakukéuk memberikan informasi

terjadinya progresifitas tersebut.

1.2 Rumusan M asalah

Rumusan masalah yang akan dipecahkan dalam panéfitiadalah

1. Bagaimana perubahan ekspriesnor necrosis factofTNF-o) pada tikus
(Rattus norvegicygenal fibrosispasca induksi streptokinase ?

2. Bagaimana perubahan gambaran histopatologi girgdh gikus Rattus
norvegicuj renal fibrosispasca induksi streptokinase?

1.3 Batasan M asalah
Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikaakampenelitian ini
dibatasi pada :

1. Hewan coba yang digunakan adalah tiklkat{us norvegicygantan dari
Unit Pengembangan Hewan Percobaan (UPHP) UniverGigajah Mada
Yogyakarta dengan umur 10 minggu dan berat badaaraari50-250
gram. Penggunaan hewan coba pada penelitian @ temendapatkan
persetujuan sertifikat laik etik yang diperoleh daarkan keputusan
No0.132-KEP-UB (Lampiran 5).

2. Optimasi pembuatan keadaan renal fibrosis pada memadel dilakukan

dengan injeksi streptokinase dosis 6000 IU dibagior venacoccygea



dengan dosis 1 x 6000 IU, 2 x 6000 IU dan 3 x 600@alam interval
lima hari.

Variabel yang diamati dalam penelitian ini adal&bpgesitumor necrosis
factor (TNF-a) dengan uji Imunohistokimia (IHK) dan kerusakarirjgan
ginjal ditandai dengan adanygithelial mesenchymal transtitiqeMT)
pada tubulus ginjal, adanya lesi, serta penebal@megulus pada
gambaran histopatologi ginjal dengan pewarnaan esiden Eosin

(HE).

1.4 Tujuan Penelitian

1.

2.

Untuk mengetahui terjadinya perubahan eksprasior necrosis factor
(TNF-0) pada tikus Rattus norvegicysrenal fibrosis pasca induksi
streptokinase.

Untuk mengetahui terjadinya perubahan gambararogasilogi ginjal

pada tikus Rattus norvegicygenal fibrosispasca induksi streptokinase.

1.5 Manfaat Pendlitian

1.

Memberi informasi tentang persiapan hewan coba stikRattus
norvegicug renal fibrosis
Menjelaskan dosis efektif induksi streptokinaseukmenyiapkan hewan

model fibrosis.



BAB 2 TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Streptokinase

Streptokinase adalah protein bakteri murni yandksdieksi dari filtrat
kultur yang diproduksi oleh straig-hemolitik streptokokus Grup C yang
merupakan glikoprotein rantai tunggal dengan beratekul 45.000-50.000Da
dan sangat rendah kandungan karbohidrat (<10%gptSkinase memiliki berat
molekul 47 kDa dan terdiri dari 414 residu asamramiProtein menunjukkan
aktivitas maksimum pada pH 7,5 dan isoelektrik pH(@aylor dan Botts, 1968).

Streptococcusadalah bakteri Gram positif berbentuk bulat yangase
khas membentuk pasangan atau rantai selama masapehannya.Merupakan
golongan bakteri yang heterogen. Lebih dari 90%kisif Streptococcugpada
manusia disebabkan ol&treptococcug-hemolitik group A dan C. Kumpulan ini
diberi nama spesiestreptococcus pyogenéselson, 2000).

Menurut Starr C (2006%treptococcus smelepaskan sejumlah protein,
termasuk beberapa faktor virulensi, kepada inangnya

a. Streptolisin O dan S : adalah toksin yang merupalasar sifat beta-

hemolisis organisme. Streptolisin O ialah racun gydverpotensi
mempengaruhi banyak tipe sel termasuk neutrofigtepgt, dan
organella subsel.

b. Eksotoksin Streptococcus pyogenes dan C : Keduanya adalah

superantigen yang disekresi oleh sejumlah str&imeptococcus

pyogenes



c. Streptokinase : Secara enzimatis mengaktifkan piasgan, enzim
proteolitik, menjadi plasmin yang akhirnya menceriarin dan
protein lain.

Streptokinase merupakan enzim yang diproduksi gilabmolitik bakteri
streptococcukelompok C yang dapat mengubah plasminogen mepjadmin.
Streptokinase merupakan agen trombolitik banyakirdi§an untuk melarutkan
trombus pembuluh darah. Efek trombolitik mengikataa khusus dan kuat
untuk plasminogen dengan memicu adanya perubahdam damolekul
plasminogen yang menjadikan enzim tersebut mempjadeolitikaktif. Kompleks
plasminogen streptokinase merubah enzim proteadiiik plasminogen menjadi
plasmin yang aktif (Ryan dan Ray, 2004).

Streptokinase mengubah plasminogen menjadi plag@ng kemudian
akan mengaktivasi kaskade komplemen, menyebabkanegadan protein
extraceluler matrixdan menginduksi pelepasan vasoaktif bradikininsildga
akan terjadi inflamasi jaringan dan menyebar kekstir glomelurus yang normal,
menyebabkan munculnygdomelurosclerosisian fibrosis ginjal (Pardede, 2009).

Aktivasi plasminogen yang berlebihan mampu memianjadinya
terjadinya akumulasi dan deposisi dari EMpithelial mesenchymal transtitipn
Hal ini dikarenakan ketika plasminogen teraktivdesn berubah menjadi plasmin,
maka kemudian plasmin akan mengaktivasi kaskadepleanen, menyebabkan
pemecahan proteextracelular matrix Pemecahan proteextracelular matrixini

kemudian akan terakumulasi dan terdeposisi dan ak@mginduksi keberadaan



fibroblas dan myofibroblas pada sel-sel ginjal,isgga terbentuk jaringan fibrosa
pada ginjal (Pardede, 2009).

Hasil penyelidikan klinis — imunologis dan percobgzada hewan coba
menunjukkan adanya proses imunologis sebagai pahytebbentuknya kompleks
antigen-antibodi yang melekat pada membran baghdimerulus dan kemudian
merusaknya, proses auto-imun baksgreptococcug-hemolitik yang nefrotoksik
dalam tubuh menimbulkan autoimun yang merusak glolme dan streptokokus
nefritogen dan membran basalis glomerulus mempukyiponen antigen yang
sama sehingga terbentuk zat anti yang langsungsalemmembran basalis ginjal

yang menyebabkan terjading@nal fibrosis(Nelson, 2000).

2.2 Renal Fibrosis

Renal fibrosisditandai dengan adanyglomerulosclerosisdan fibrosis
tubulointerstitial merupakan tahap akhir dari begdiapenyakit ginjal kronis
(CKD). Pada penderita penyakit ginjal kronis ditdwau lesi pada jaringan yang
menyebabkan perkembangan jaringan organ banyakwken lesi dan bersifat
reversible Ciri fibrosis adalah terdapatnyaylumeronecrosis dan tidak
ditemukannydubulointestinal spacepada kondisi tersebut terjadi sintesis protein
extracelullar matrix(Vergoulas, 2009).

Kerusakan pada glomerulus berperan penting dalandeteksi penyakit
gagal ginjal, walaupun masih belum diketahui peayebecara jelas kerusakan
glomerulus yang terjadi akibat luka atau karenayakih renal fibrosis(Perrella

and Noll, 1996). Secara histologi tubulointestirfddrosis menjadi prediksi



prognosis berbagai penyakit utama dan sekunderpdanyakit yang terjadi di
glomerulus (Border,1998 dan Pintavorn,1997).
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Gambar 2.1 Glomerulus Normal. Tanda panah menunjukkan intepékl parietal yang
meliputi kapsul Bowman (Hematoksilin Eosin) (pedras 300x) (Bariety
et al, 2006).
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Gambar 2.2 Glomerulosclerosisditandai dengan adanya penebalan pada membran
kapiler glomerulus 1), membran tubulus dan arteriol (Hematoksilin
Eosin) (perbesaran 40x) (Werettal, 2003).
Ket: Penebalan pada membran tubulwessels kapsula bowman,
capillary loops



Renal fibrosisberperan pada pathogenesis penyakit ginjal stadiwead
pada struktur tubulus interstisial. Kapiler periildy merupakan lanjutan dari
arteriol eferen glomerulus. Gangguan pada kapildomegrulus normal
menyebabkan terjadinya@jlomerulosclerosis secara otomatis mengakibatkan
penurunan fungsi tubulus dari aliran darah perigibberhubungan dengaanal
fibrosis interstisial mengakibatkan fibrosis tubulointerstisial danahgnya
kapiler peritubuler secara histopatologi pada Ganth& (Matsumotoet al.,

2004).

Gambar 2.3 Histopatologi ginjal tikusRattus norvegicydibrosis ginjal pada inti sel
epitel tubulus ) (Perbesaran 220x) (Wati dkk., 2013).
Ket :Sel epitel berubah menjadi fibroblas dan laefgan inti.

Proses fibrosis ginjal yang menyebabkan penurunangsi ginjal
menyebabkan kerusakan glomerulus dan tubulus sghitegjadirenal fibrosis
yang ditandai dengan adanya inflamasi pada gighingrinsik. Proses fibrosis

ginjal dibagi menjadi dua tahap (Benigni, 1996).
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1. Tahap reversibel yaitu peningkatan fibrosis akibat faktor patogeany
menyebabkan kerusakan sel pada ginjal. Sel yanggaeni kerusakan
menghasilkan sitokin, seperti interleukin-1 damor nekrosis faktes (TNF-
a). Sitokin ini menarik serangkaian sel inflamasilada darah seperti
trombosit, limfosit dan makrofag ke sel mesangi#lltrasi interstitial ginjal,
dan pelepasan hasil mediator inflamasi terjadi pselayang melekat pada
ginjal (Blasi, 2003).Faktor sitokin menyebabkan proliferasi fibroblasind
aktivasi sintesisextracelular matrix(ECM) pada sel-sel ginjal intrinsik, sel
mesangial, glomerulus, sel epitel tubulus diubahnjetd myofibroblas.
Struktur dan fungsi ginjal yang rusak melakukarbpéan dari sel yang rusak
dengan mengembalikan fungsi sel epitel normal denganahan sel yang
rusak ke myofibroblas yang merupakan tahap awgdieryarenal fibrosis
(Ando dkk., 1999).

2. Tahap pembentukanrenal fibrosis ketika sel mengalami inflamasi
menghasilkan sitokin menyebabkan kerusakan padal.giel epitel normal
berubah menjadi myofibroblas sehingga terjadi pmtan sintesis pada
extracelular matrix (ECM). Akumulasi extraceluler matrix menyebabkan
ketidakseimbangan dalam sintesis menghasilkan g@mninfibrosa sehingga
terjadi glomerulosclerosistubulus ginjal mengalami fibrosis tubulointerisdit
dan pembuluh darah di ginjal membentuk fibrosisn@eren. Pada tahap
pembentukan fibrosis fungsi ginjal secara bertah@gngalami penurunan
yang dapat menyebabkan gagal ginjal. Secara kilikenal sebagai gagal

ginjal stadium akhir. Meskipun pencegahanal fibrosisdapat diterapi tetapi
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renal fibrosisyang telah mencapai tahap klinis gagal ginjal sdilterbaiki
(Ando dkk., 1999).

Peran Tumor Necrosis Factes (TNF-o) dalamrenal fibrosis sebagai
mediator respon imun inflamasi dapat meningkatkenrmgabilitas pembuluh
darah, sehingga merekrut neutrofil menghasilkanrofag dan ke tempat infeksi
yang menyebabkan pembekuan darah terjadi infeksisyffa, 2001).Renal
fibrosis merupakan proses dimana peristiwa seluler banyajadi secara
bersamaan. Peristiwa ini meliputi peningkatan pksdwextracellular matrix
penghambatan degradasixtracellular matrix dapat menyebabkan reseptor
matriks mengaktivasi mesangial dan fibroblaspitel mesenchymal transisi
tubular, infiltrasi sel monosit dan limfosit, dapagptosis sel. Secara luas pada
peran tumor necrosis factoe- (TNF-o) dalam perkembangarenal fibrosis
memiliki peran penting dalam jaringan yang menyé&balyenal fibrosis Oleh
karena itu TNFe mempunyai efek pada sel pembuluh darah, mengaktiva
endotel pada terjadinya adhesi leukosit dan aktipaskoagulan yang dapat
meningkatkan kerusakan lekemik serta mengaktifka@uatrofil. Peningkatan

leukosit pada endotel dan adhesi leukosit pada pkinldarah (Sukt al, 2001).

2.3 Tumor Necrosis Factor (TNF-a)

Tumor Necrosis Factes (TNF-o) dibentuk atas 212 asam amino diatur pada
homotrimers yang stabil dengan berat molekul 51 .kKDiF-a adalah suatu
sitokin yang bersifat pleiotropik, yang sebagiasdredihasilkan oleh monosit,
makrofag dan sel T. Ekspresi dan sintesa dari @&N#hasilkan oleh sel-sel

hematopoetik dan sel intrinsik ginjal, termasuk seésangial, glomerulus,
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endotel, dendrit, sel tubulus ginjal menghasilkaoke ini. Penelitian pada saat
ini memperlihatkan bahwa, TN&-dapat disimpan di dalam sel dalam bentuk
proaktif, dan enzim yang dapat merubah TdNSecara cepat dapat meningkatkan
kadar TNFe yang aktif (Gonzalez dan Fernandez, 2008). Merdtrgla kadar
TNF-o terdapat pada keadaan inflamasi akut dan krorgdPet al., 2007).

Tumor necrosis factea (TNF-o) memiliki banyak fungsi bermanfaat bagi
organisme. Hal ini sangat penting, baik dalam kelk®ab bawaan dan untuk
respon awal terhadap patogen, tetapi juga memhartik mempromosikan Thl
kekebalan. Peradangan adalah sebagian besar gesgdermanfaat, misalnya,
dalam penyembuhan luka dan penyembuhan tumor. af Nfga penting dalam
induksi respon fase akut dalam mengatur metabolemegi (Palladino, 2003).

Sitokin TNFa mempunyai efek biologis sebagai protein imuno nietdu
(memodulasi pertumbuhan dan diferensiasi sel B ndapaoduksi antibodi),
mengaktifkan netrofil dan makrofag, merangsang hepuasis, sitotoksik dan
sitostatik langsung terhadap berbagai tahap perbarbsel tumor. TN juga
memiliki kemampuan untuk menginduksi ekspresi $itahtokin lain (IL-1, IL-6,
IL-8 dan IFNf) dan sebagai mediator yang mempromosikan inflasetsingga
disebut sitokin proinflamasi. Sitokin proinflamasmemainkan peranan
fundamental dalam pertahanan imun. Diantara sitpkainflamasi yang paling
berperan adalah TN&-dan dapat dipakai sebagai indikator bahwa sel ni@mga
stres oksidatif, apoptosis atau nekrosis (Patkal, 1994). Model hewan TNE-

efektif pada pengobatan penyakit sindrom genetikgydisebabkan oleh mutasi
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pada reseptor TNE- dan peningkatan TNE&edapat mempercepat fibrosis

tubulointerstisial ginjal (Palladino dkk., 2003).

2.4Hewan Coba Tikus (Rattus norvegicus) M odel Renal Fibrosis

Hewan coba merupakan hewan yang sengaja dipelimarg digunakan
untuk sebagai hewan model untuk mempelajari dangemabangkan berbagai
macam bidang ilmu dalam skala penelitian atau peag@n penelitian.Hewan
coba tikus putih Rattus norvegicusdiinduksi streptokinase dosis 6000 U
mampu menyebabkan terjadinya fibrinolisis dan pexhan fibrinogen di seluruh
sistem peredaran darah sehingga mampu menyebadradirtya fibrosis ginjal.
Tikus putih Rattus norvegicusymum digunakan sebagai hewan modial
fibrosis dikarenakan memiliki beberapa keunggulan yaitu kagam amino dan
sistem metabolismenya yang hampir sama dengan Imangshingga
memudahkan dalam melakukan penelitian (Miderl, 2010).Rattus norvegicus
memiliki ciri antara lain rambut tubuh berwarna iputdan mata yang merah,
panjang tubuh total 440 mm, panjang ekor 205 mmhstdootRattus norvegicus

pada usia dewasa adalah sekitar 250-500 gram (P210t&7).
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Sistem klasifikasi tikugattus norvegicusnenurut Sharp dan La Regina

(1998) adalah sebagai berikut:

Kingdom : Animalia

Filum : Chordata

Kelas : Mammalia

Ordo : Rodentia
Subordo : Myomorpha
Famili : Muridae

Genus Rattus

Spesies Rattus norvegicus
Galur : Wistar

Tikus putih Rattus norvegicysmerupakan spesies ideal untuk uiji
toksikologi dan memiliki fisiologis yang mirip deag manusia(Kusumawati,
2004). Hewan modelrenal fibrosis telah dipelajari setelah induksi
aminonucleosidecyclosporine angiotensin converting enzyn{&lahr and
Morrissey, 2002). Aminonucleoside atau yang biasa disebut dengan
Puromycin  Aminonucleoside merupakan antibiotik yang bersifat
antineoplasticdan menyebabkaglumerosclerosipadanephrosisdi tikus.
Induksi Aminonucleosideuntuk mendapatkan hewan model fibrosis ginjal
sangat cepat yaitu 15 hari setelah di induksninonucleosidedan
membutuhkan biaya yang besar (Caufetiél, 1976).

Cyclosporin-A  merupakan immunosupressan yang banyak
dipergunakan untuk bermacam macam penyakit misayaimmun yaitu
lupus eritematosus sistemik, reumatik, penyakit mdgologi misalnya

psoriasis dan penyakit penyakit ginjal antara kimdrom nefrotik resisten
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steroid. Penggunaadyclosporin Aini dibatasi efek toksik yang terjadi pada
ginjal, yaitu terjadinya kematian sel yang lebihjla dapat terjadi fibrosis
ginjal. Diduga oksigen reaktif (ROS) berperan tedmterjadinya efek toksik
pada ginjal (Sarro, 2008). Pembuatan hewan modetodis ginjal
menggunakarCyclosporinesebagaiimmunosupresanmembutuhkan biaya
yang besar dan memerlukan waktu yang lama (DavidsonPlumb, 2003).
Sesuai dengan penelitian Bobadilla and Gerando7j26@merlukan waktu
28 hari untuk membuat hewan model fibrosis ginjasih induksi
cyclosporine

Angiotensin  converting enzyme-inhibition(ACE inhibition)
merupakan obat yang sering digunakan pada penygidttensi. Pembuatan
hewan model dengan ACE inhibition sangat cepauysekitar satu minggu
(Klahr and Morrissey, 2002). ACE inhibition akan mmabulkan efek
nefrotoxic apabila dikombinasikan dengan aspirin sehingga etsatykan

glumeronephritigHall et al, 1994).
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BAB 3 Kerangka Konsep dan Hipotesis Penelitian

3.1 Kerangka Konsep

[Streptokinase]—> Tikus 4’[ Plasminogen]

A 4

[ Plasmin’ |

[ Fibrinoisis | ]

\4
[ Protein matriks ekstraselulle%

v

Vasoakiif bradikinii ]
1

v

Inflamasi

A 4

[ Kerusakan ginjal ]

/\

[ glomerulosclerosis] [ Fibrosis tubulointerstitig(EM T ) ]
I I

!
_Renal Fibros |

Keterangan : —— Injeksi
Efek pemberian Streptokinase
@ Parameter yang diamati

GAMBAR 3.1 Kerangka konsep penelitian
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Streptokinase merupakan plasminogen activator yamgngubah
plasminogen menjadi plasmin (Smith, 2003). Plasmmangaktivasi kaskade
komplemen, menyebabkan pemecahan praeiracelular matrix mendegradasi
fibrin yang menginduksi pelepasan vasoaktif bradikipada jaringan yang
memicu aktivitas makrofag. Aktivasi makrofag tenseimerangsang terbentuknya
sitokin TNFa (tumor nekrosis factow) yang dihasilkan pada proses inflamasi
dengan mengaktivasi sel intrinsik ginjal yang memgsi peningkatan sitokin.
TNF-o menyebabkan agregasi (perpindahan) dan aktivasiaii serta pelepasan
enzim proteolitik sehingga berperan dalam kerusgangan fibroblas sehingga
menyebabkan peningkatan proliferasi dextracelular matriks(Boyer et al,
2000). Akumulasi ECM éxtracelullar matrix)ditubulus dan terjadinya aktivasi
fibroblasts di interstitium menyebabkan myofibiedil berubah menjadi sel epitel
sendiri yaitu dengan membentekithelial-mesenchymal transitioqfeMT) yang
merupakan ciri fibrosis ginjalRastaldet al., 2002) Streptokinase dalam darah
berikatan dengan plasminogen sehingga glomerulog ya@enyaring darah saat
melewati ginjal terinflamasi menghasilkan jaringparut yang menyebabkan
terjadinya glomerulosclerosisyang ditandai dengan adanya lesi dan penebalan

pada glomerulusvergoulas, 200p

3.2 Hipotesis
Injeksi streptokinase dapat meningkatkan perubahapresi TNFo dan
menyebabkan terjadinya perubahan gambaran histogaigada tikus Rattus

norvegicu3 renal fibrosis.
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BAB4METODOLOGI PENELITIAN

4.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Biokimi Fakultas
Matematika dan llmu Pengetahuan Alam (MIPA) Uniitess Brawijaya Malang
dan pembuatan preparat di RS. Dr. Soetomo SuraPayeelitian dilakukan pada

bulan Januari sampai Juni 2013.
4.2 Bahan dan Alat Penelitian
4.2.1 Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini antairghéavan coba yaitu
tikus (Rattus norvegicysjantanstrain Wistarberumur 10 minggu, berat badan
tikus antara 150-250 gram, streptokinase, aquaalkshol 70%, alkohol 80%,
alkohol 90%, alkohol 95%, NaCl —fisiologis, antibgimer (Rat Anti TNFe),
antibodi sekunder berlabel biotin (Goat Anti Raodtin labeled, larutan PBS,
PBS-Azida, PFA 4%, 3% Hidrogen Peroksida@p), fetal bovine serunjFBS),
Strep Avidin Horse Radish Peroxidag8A-HRP), diamino benziding DAB),

HematoxilenEosin Entellan,Parafin dan Xylol.
4.2.2 Alat Penelitian

Peralatan yang dipergunakan dalam penelitian i y@ak pemeliharaan
hewan coba, seperangkat alat bedah, seperangkajetda (gelas objek, cawan
petri, labu takar, gelas ukuran100 ml), pipet tepesgaduk kaca, tabung mikro,

tabung polipropilen, vortex, autoclave, mikropipstpendofdispossable syringe
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oven, mikroskop cahaya,tabung reaksi, timer, tabonkyo, lemari pendingin,

pengaduk kaca, mikropipet, corong dan inkubator.
4.3 Rancangan Penelitian

Rancangan penelitian yang digunakan merupakan Rgana Acak
Lengkap (RAL) karena penelitian bersifat homogeawlin coba dibagi menjadi
empat kelompok vyaitu kelompok A merupakan tikus tkan(sehat) tanpa
perlakuan, kelompok B tikus di induksi streptokimdsx 6000 U, kelompok C
tikus diinduksi streptokinase 2 x 6000 IU dan kebak D tikus diinduksi
streptokinase 3 x 6000 IU. Masing-masing kelompeHRgkuan terdiri dari lima
ekor tikus sebagai ulangan. Penentuan jumlah samakim penelitian ini

ditentukan berdasarkan rumus (Kusriningrum, 2008):

P(n-1)>15

Keterangan :
4(n-1)>15 p = jumlah kelompok
n = jumlah ulangan yang diperlukan
4n-4 > 15
4n  >19
n =5

Berdasarkan perhitungan di atas, maka untuk 4 ksd&ndiperlukan
jumlah sampel atau ulangan paling sedikit 5 kallaaa setiap kelompok.

Sehingga diperlukan 20 hewan coba.



20

4.4 Variabel Penditian
Variabel yang diamati pada penelitian ini yaitu :
1. Variabel Bebas : Jumlah Pemberian streptokina8é 80.
2. Variabel tergantung : Ekspresi TNFdan gambaran histopatologi
jaringan ginjal
3. Variabel Kendali : TikugRattus norvegicugjengan jenis kelamin
jantan, umur 10 minggu, strain Wistar, berat badan

150-250 gram.

4.5 M etode Penédlitian
4.5.1 Persiapan Hewan Coba
Tikus yang digunakan untuk penelitian diadaptashadap lingkungan

selama tujuh hari dengan pemberian makanan berapsum basal pada
semua tikus.Tikus dibagi dalam 4 kelompok perlaku@atiap kelompok
perlakuan terdiri dari 5 ekor tikus. Komposisi nams basal disusun
berdasarkan stand#@ssociation of Analytical Communiti¢8OAC) (2005)
yaitu mengandung karbohidrat, protein 10%, lemak Bfiaeral, vitamin, dan

air 12%.

Tikus dikandangkan dalam kandang yang berukurab 2 23.75 x 17.5
cm, dengan jumlah sesuai dengan jumlah tikus yaggnekan.Kandang
terbuat daristainless steelKandang tikus berlokasi pada tempat yang bebas
dari suara ribut dan terjaga dari asap industtiaspolutan lainnya. Lantai
kandang mudah dibersihkan. Suhu optimum ruangamkurkus adalah 22-

24°C dan kelembaban udara 50-60% dengan ventilasi giakugp.
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452 Preparas Streptokinase

Dosis streptokinase yang digunakan untuk induksial fibrosis sebanyak
6000 IU. Streptokinase memiliki kandungan sebany#00.000 IU dilarutkan
dengan ringer laktat sebanyak 2 ml kemudian dih@nkan. Selanjutnya diambil
1 ml yang mengandung 750.000 IU dan kemudian dkarudengan ringer laktat
sampai 5 ml. Selanjutnya diambil 1 ml yang berendungan 150.000 IU untuk
mendapatkan streptokinase dengan dosis 6000 |kuttidan perhitungan sebagai

berikut :

Stok awal = 1.500.000 / 2mL = 750.000 IU/mL
750.000 IU / 5mL = 150.000 / mL

Pengunaan = 150.000~1mL = 150 [U/ul

6000 U
150 1U/pl
40 pl

Selanjutnya diambil 40 pl dari larutan stok Il sesdengan perhitungan
larutan pada Tabel 4.1. Masing-masing larutan digrkan ringer laktat sampai

dengan 100ul dengan penjelasan dosis streptokizaetabel 4.1.

Tabel 4.1 Dosis Streptokinase

Persediaan Volume Dosis Keterangan
Stok | 2 mL 1.500.000 IU  Per 1 mL kandungan 750.000
Stok Il 5mL 750.000 U Per 1 mL kandungan 150.000
Stok I 1mL 150.000 1U Digunakan sebag&ickuntuk
pemberian dari perlakuan
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4.5.3 Injeksi Streptokinase Pada Bagian ekor Tikus

Streptokinase ini diinduksi pertama kali denganisi&@00 IU dibagian
ekor venacoccygeasebanyak 100uL pada kelompok B, C dan D. Kemulitiza
hari berikutnya diinduksi streptokinase pada kelokn@ dan D, dan lima hari
kemudian diinduksi streptokinase pada kelompok iRug putih diinduksi secara
intravena pada venaoccygeadengan perhitungan dosis streptokinase dapat
dilihat di lampiran 2.5. Setelah dilakukan injeksrakhir ditunggu selama lima
hari lagi untuk dilakukan pembedahan untuk mergetperbedaan efek dari

induksi tersebut pada setiap kelompok.
4.5.4 Pengambilan Jaringan Pada Bagian Ginjal

Pengambilan organ ginjal tikus putiRdttus norvegicysdilakukan pada
hari ke lima setelah diinduksi terakhir. Langkahahwang dilakukan dengan
mendislokasi hewan coba pada bagian leher kemutllakukan pembedahan.
Tikus diletakkan dengan posisi terlentang diatgzapapembedahan. Kemudian
dibedah pada bagian abdomen kemudian diambil ogjajal, diisolasi dan
dipotong. Organ ginjal mula-mula dibilas dengan Nigiologis 0,9%.

Kemudian ginjal dimasukkan dalam larufzaraformaldehidd% (PFA).
4.5.5 Pembuatan Peparat Histologi Dengan Pewarnan Hematoxylin Eosin
(HE)

Proses pembuatan preparat histopatologi dilakukagah beberapa tahap
yaitu pemotongan organ, isolasi, fiksasi, dehidrasibedding, blok paraffin dan

pewarnaan HE (lampiran 3).
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4.5.6 Uji Imunohistokimia

Langkah-langkah dalam metode pewarnaan Imunohistakyaitu dengan
pembuatan preparat dapat dilihat pada lampiranefaPat direndam kedalam
xylol I, xylol II, alkohol bertingkat (100%, 90%,086, 70%), aquadest selama 1 x
5 menit kemudian preparat dicuci dengan PBS pH sélama 3x5 menit
selanjutnya ditetesi 3%, selama 20 menit. Dicuci kembali dengan PBS pH
7,4 selama 5 menit selama 3 kali dan diblok denB&#A 1% dalam PBS selama
30 menit dengan suhu ruang. Dicuci kembali denB&$ pH 7,4 selama 5 menit
3 kali selanjutnya diinkubasi dengan antibodi prirfigat Anti TNFe) selama 24
jam dengan suhu®@ dan dilakukan pencucian kembali dengan PBS pH 7,
selama 5 menit 3 kali. Berikutnya diinkubasi dengaibodi sekunder berlabel
biotin (Goat AntiRat IgG biotin labelefselama 1 jam dengan suhu ruang. Dicuci

kembali dengan PBS pH 7,4 selama 5 menit 3 Kkali.

Preparat ditetesi dengan SA-HRRrep Avidin Horse Radish Peroxidase
selama 40 menit dengan suhu ruang. Kemudian diambali dengan PBS pH
7,4 selama 5 menit 3 kali. Ditetesi dengan DABafmano Benzidineselama 10
menit dengan suhu ruang. Dicuci kembali dengan pPBS,4 selama 5 menit 3
kali. SelanjutnyacounterstaningmenggunakarHematoxylenselama 5 menit.
Dicuci dengan air mengalir. Dibilas dengan aquadi®s dikeringkan. Tahapan
terakhir di mounting denganentellan dan ditutup dengamover glass Hasil

diamati menggunakan mikroskop (Calnek, 1997).
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457 AnalisisData

Analisis data yang digunakan dalam penelitian afuymenggunakan analisa
kualitatif deskriptif untuk gambaran histopatolagnjal dan kuantitatif statistik
untuk ekspresi TNk dengan uji ANOVA untuk mengetahui perbedaan antar
perlakuan yang dilanjutkan dengan uji BNJ 5% umhéngetahui perlakuan yang

memberikan hasil terbaik (Kusriningrum, 2008).
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BAB 5HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1 Ekspresi Tumor Necrosis Faktor (TNF-a) Pada Ginjal Renal Fibrosis
Ekspresitumor necrosis factea (TNF-a) pada ginjakenal fibrosissetelah

dilakukan injeksi dengan streptokinase menunjukkasil yang berbeda nyata

antara tikus kontrol tanpa pemberian streptokirdessgan tikus yang mendapat

perlakuan streptokinase ditunjukkan pada Gambar 5.1

Gambar 5.1:Ekpresi Tumor Necrosis FaktofTNF-o) pada Renal Fibrosis
(Perbesaran 400x).
Keterangan: A =ginjal tikus kontrol; B = ginjal tik renal fibrosis dosis 1 x 6000 IU; C =
ginjal tikus renal fibrosis dosis 2 x 6000 IU dan=Dginjal tikus renal
fibrosis dosis 3 x 6000 U] ekspresi TNFe.
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Ekspresi TNFe. pada organ ginjal ditunjukkan dengan adanya weohéat
pada gambaran Imunohistokimia (IHK) ginjal yangudjukkan dengan tanda
panah {). Hasil EkspresirNF-o menunjukkan adanya warna coklat pada bagian
sitoplasma seperti ditunjukkan Gambar 5.1 dengamgja rata-rata ekspresi TNF-

a pada Tabel 5.1.

Tabel 5.1 Ekspresi Tumor Necrosis Faktor(TNF-a) Pada Tikus Perlakuan

Kelompok Perlakuan Rata-rata Ekspres Peningkatan Ekspresi
TNF-a TNF-a terhadap
kontrol (%)
Kontrol (A) 0,6(+0,17 0
Streptokinase 1 x 6000 1,08 +0,09 80
IU (B)
Streptokinase 2 x 6000 1,83 + 0,08 204
IU (C)
Streptokinase 3 x 6000
IU (D) 2,72 +0,2d 350

Ket : Angka dengasuperscript(notasi) berbeda menunjukkan perbedaan antar

perlakuan dengan uji BNJ 5%.

Hasil ANOVA menunjukkan adanya perbedaan antaiagadn, dilanjutkan
dengan uji BNJ yang menunjukkan hasil berbeda ngatar perlakuan secara
signifikan (p>0,05). Persentase peningkatan rataekspresi TNFe: (Tabel 51)
tertinggi didapatkan pada perlakuan streptokinas®&@00 IU (D) sebesar 350%.

Kelompok tikus kontrol (A) tanpa perlakuan terdapadikit warna coklat
pada organ ginjal dikarenakan dalam keadaan nosiekin pasti terdapat
didalam tubuh walaupun dalam jumlah sedikit sebaggiem kekebalan tubuh.
Menurut Baratawidjaja (2004) TNé-merupakan suatu protein yang dihasilkan

leukosit untuk meransang dan mengaktifkan sistenuninterhadap respon
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inflamasi, dimana dalam keadaan normal membantwgpat pada sistem
kekebalan tubuh untuk memicu reaktivitas imun paganitas nonspesifik
maupun spesifik. Timbulnya warna coklat disebabdatam proses pewarnaan
Imunohistokimia (IHK) antigen dalam ginjal berikatalengan antibodi primer
(Rat Anti TNFe) selanjutnya dilabeli oleh antibodi sekunder (Géati Rat
biotin labeled) setelah semua berikatan dilakukan penambahantraubs
DiaminobenzidingdDAB) yang bertujuan untuk menghasilkan warna abklada
sitokin (TNFw). Menurut Goer (1993) Penambahan subB@&minobenzidine
(DAB) akan memberikan warna coklat terhadap antigemg berikatan dengan
antibodi primer yang dilabeli antibodi sekunder.

Semua kelompok tikus yang diinduksi streptokinake6000 IU (B), 2 x
6000 IU (C), 3 x 6000 IU (D) menunjukkan peningkatkspresi TNFe (Tabel
5.1). Hal ini berarti bahwa streptokinase mampu mengaktiyplasminogen
menjadi plasmin menyebabkan pemecabatracelular matrixsehingga terjadi
degradasi fibrin serta pelepasan vasoaktif bramfikyang terakumulasi pada
ginjal. Proses tersebut mengakibatkan terjadinylanrasi, kemudian makrofag
mengaktivasi sel intrinsik ginjal untuk mensekresiokin sehingga terjadi
peningkatan ekspresi TNk- Ekspresi TNFe pada penelitian ini ditunjukkan
dengan adanya warna coklat pada Imunohistokimi&)lginjal tepatnya pada
sitoplasmadikarenakansaat streptokinase masuk kedalam tubuh membentuk
kompleks antigen yang dikenali oleh antibodi yargjekat pada membran basalis
glomerulus dan tubulus ginjal sehingga antigen awinjndikator terjadinya

proses inflamasi, selanjutnya dikenali okefitigen Presenting Ce{APC) berupa
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makrofag sehingga antigen tersebut terfagosit rderacil-kecil yang akan
berikatan dengan MHOMajor Histocompability Complexjlan antigen tersebut
dibawa kepermukaan sitoplasma yang selanjutny&dian dengan sel intrinsik
ginjal sehingga menghasilkan TNF (Green and Flavell, 2000). Rata-rata
ekspresi TNFe yang dihasilkan pada preparat IHK ginjal dihittmgnggunakan
program Axio vision dan dikonversikan ke dalam persentase area untuk
mengetahui peningkatan ekspresi ThlF-

Ekspresi TNFe pada tikus yang diinduksi streptokinase mengalami
peningkatan terhadap kontrol, seperti tampak padeelT5.1, ditunjukkan dengan
adanya peningkatan persentase antar kelompok yangatami perbedaan yaitu
pada kelompok kontrol (A) 0%, kelompok (B) mengaldmnaikan yaitu 80%
sedangkan kelompok (C) dan kelompok (D) mengalasnirgkatan yang tinggi
yaitu 204% dan 350% sesuai hasil persentase peatarglekspresi TNk-pada
lampiran 4.2. Nilai persentase dalam setiap keldmgliperoleh dari lima foto
dalam satu perlakuan. Pengamatan ekspresi d N&da masing-masing ulangan
dilakukan dengan penilaian pada lima bidang pandarigr kelompok dengan
demikian diperoleh rata-rata dari lima bidang pamgdsesuai lampiran 4.1. Hasil
perhitungan persentase peningkatan ekspresid N&sca induksi streptokinase
ditunjukkan pada Gambar 5.1 sesuai pernyatan C&lr#k7) bahwa nilai persen
area dapat diperoleh dari hasil foto sesuai bidzemgdangnya yang ditentukan
dari banyaknya ulangan dalam 1 perlakuan. Hasihgyadiperoleh kemudian

dikonversikan ke dalam persentase yang dapat manandtu kenaikan maupun
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penurunan sel dalam suatu penyakit dan dilakukangtpeingan secara
persentase (Calnek, 1997).

Persentase diatas menunjukkan peningkatan ekspxési akibat induksi
streptokinase yang mengaktivasi makrofag untuk masitkan sitokin yang
menstimulasi inflamasi pada sel intrinsik ginjalndan mensekresi sitokin
sehingga menyebabkaagregasi (perpindahan) dan aktivasi neutrofil serta
pelepasan enzim proteolitik dalam kerusakan ginfitokin mengaktifasi
jaringan fibroblas pada tubulus ginjal serta pekatgn proliferasiextracelular

matrix (Boyeret al, 2000).

5.2 Histopatologi Ginjal Renal Fibrosis Dengan Pewarnaan Hematoxylin
Eosin (HE)

Hasil pengamatan gambar histopatologi ginjal mewikgn perbedaan
antar perlakuan dimana kelompok A kontrol tanpduksi sehat dan induksi
streptokinase dengan dosis 6000 IU pada tikus aectaavena kelompok B (1 x
6000 IU), kelompok C (2 x 6000 IU) dan kelompok ® X 6000 IU) dengan
interval waktu lima hari. Berdasarkan perlakuan agetkan gambaran

histopatologi pada jaringan ginjal tikus sepertipp&ambar 5.2
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Gambar 5.2:Hasil Pewarnaan HE pada Ginjal Renal Fibrosis(Panag 400x).
Keterangan: A = ginjal tikus kontrol; B = ginjaktis renal fibrosis dosis 1 x 6000 IU; C
= ginjal tikus renal fibrosis dosis 2 x 6000 IU dBn= ginjal tikus renal

fibrosis dosis 3 x 6000 IU. Anak panah menunjuktajadinya perubahan

antar perIakuan,TQ fibrosis, (T) EMT(epithel mesenchymal transitigrib
(kapsula Bowman), G (Glomerulus).

Hasil pengamatan histopatologi ginjal (Gambar p&ja kelompok B, C,
dan D yang mendapatkan induksi streptokinase selkahy 6000 IU, 2 x 6000
IU, 3 x 6000 IU telah terjadi fibrosis atau pemtudsan jaringan fibrosa yang

ditunjukkan dengan tanda panah bewarna meﬁarR(enal fibrosisterjadi akibat
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proses keradangan kronis dan luka pada jaringaa penurunan fungsi organ
ginjal. Pemberian streptokinase ini ternyata dapetginduksrenal fibrosisyang
ditandai dengan adanya lesi dan penebalan glonseryiing menyebabkan
terjadinya glomerulosclerosisdan terdapatnya EMT yang berubah menjadi
fibroblas ke myofibroblas yang menunjukkan terjgdiribrosis tubulointerstitial
yang diinterpretasikan pada masing-masing perlakuan

Hasil gambaran histopatologi pada Gambar 5.2 mekkan adanya
perbedaan antara tikus kontrol dengan tikus yangdayat perlakuan dengan
streptokinase Pada tikus kontrol (A) yang tidak diperlakukan damg
streptokinase menunjukkan gambaran histopatologigi@merulus dan jaringan
atau sel-sel di sekitarnya masih normal ditunjukida banyaknya sel yang masih
berinti dan tubulus ginjal yang masih normal ditikkjan dengan sel epitel yang
berbentuk kuboid. Tikus yang diperlakukan dengamepsbkinase (B)
menunjukkan gambaran histopatologi ginjal yang htefaengalami kerusakan
pada glomerulus, seperti ditunjukkan oleh huruf @yupa adanya lesi pada
glomerulus yang menyebabkafomerulosclerosiserupa penebalan membran
basalis sampai menutupi kapsula bowman dan temgpaEMT gpithel
mesenchymal transitioryang di tunjukkan dengan tanda panah berwarna gunin
(1) yang telah menghasilkan fibrosis ginjal (Gamb& kelompok B). EMT ini
merupakan proses deferensiasi sel epitel normalaaiefibroblas. Ciri-ciri dari
sel fibroblas ini memiliki bentuk runcing (KalurR009). Terbentuknya EMT
ditandai dengan terjadinya degradasi membran bdaal terbentuknya sel

mesenkim yang bermigrasi dari lapisan sel epitelnupe interstisial. Sel
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mesenkim, merupakan sel progenitor yang dapat bharuatenjadi bermacam sel
penunjang termasuk sel epitel pada saat embrioleggantung kondisi
lingkungannya.Perubahan ini sangat penting saatieggmesis dan pembentukan
organ. Proses terjadinya EMT ditemukan pada bebekapdaan patologi yaitu
terjadinya jaringan fibrosis akibat luka pada diniéerusakan ginjal terjadi oleh
karena sel mesenkim akan berubah menjadi fibrobklanjutnya fibroblas akan
menghasilkarextracelular matrixdi interstisial ginjal sehingga terjadi fibrosis
ginjal. Sebaliknya bila mesenkim kembali membergek epitel melalui proses
mesenchym epithelial transiti¢MET) maka akan terjadi perbaikaenal fibrosis
(Kaluri, 2009).Renal fibrosisdapat dilihat dengan tampaknya kerusakan struktur
tubulus, kerusakan komponen basal membran tub&NST) ginjal, kerusakan
kapiler interstitial dengan peningkatan matrik ekstllular dan sel myofibroblas
(Zeisberg, 2008).

Kelompok (C) menunjukkan gambaran histopatologijajiryang telah
mengalami kerusakan pada glomerulus yang tampala pagsula bowman
semakin melebar dari normalnya dan terjadi hasilmgkatanrenal fibrosisyang
ditandai dengan panah berwarna mer#h dan kelompok (D) menunjukkan
gambaran histopatologi ginjal yang mengalami pekabdebih luas pada kapsula
bowman dan terjadinya peningkatan fibrosis ginjahy lebih banyak yang
ditandai dengan panah berwarna mer$h (

Hasil gambaran histopatologi (Gambar 5.2) padarkptik (B) (C) dan (D)
menunjukkan bahwa telah terjadi kerusakan padaabhagomerulus seperti yang

ditunjukan oleh huruf (G), yaitu berupa lepasnybeggtel dari membran basal
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serta hilangnya inti sel epitel. Hasil tersebut omgukan adanya proses
neprotoksik dari streptokinase yang menimbulkarsskkepitel pada organ ginjal
mengalami glomerulosclerosis yang terlihat dengan terjadinya penebalan
membrana basalis, sklerosis mesangial yang difard histopatologi, gambaran
utama yang tampak adalah penebalan membran badamEnsi mesangium yang
kemudian menimbulkarglomerulosclerosisnoduler atau difus (Dellman and

Eurell, 2006).
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BAB 6 PENUTUP

6.1 Kesimpulan

1) Induksi streptokinase dengan injeksi 1 x 6000 I, @00 U, 3 x 6000
IU menyebabkan terjadiny@nal fibrosisdengan meningkatnya ekspresi
Tumor Necrosis Factos-(TNF-u).

2) Hasil pengamatan histopatologi menunjukkan perbedaatara tikus
kontrol A tidak terjadi kerusakan histopatologi jgin terbukti masih
banyak sel yang masih berinti dan glomerulus yamgnal. Kerusakan
histopatologi organ ginjal terjadi pada tikus Bdén D terdapat lesi pada
glomerulus dan menghasilkan EMT yang berubah mefijabblas ke
myofibroblas menyebabkan renal fibrosis.

6.2 Saran

Perlu dikaji lebih lanjut efek induksi streptokieaserhadap munculnya
renal fibrosis pada sitokin-sitokin proinflamasiniaya dan dilakukan penelitian
lanjutan menggunakan bahan terapi herbal untukpiterenal fibrosis pasca

induksi streptokinase.
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Lampiran 1 Konsep Penelitian

1.1 Rancangan Perlakuan

Perlakuan Tikus Ikontrol, injeksli(B,C,D) injell(ﬁl,D) inje;ksi (D) Hasil
1 1 >

|
Streptokinase Tanpa perlakuar|1, Day 1 y ®a Day 11 Day 16

o /

Keterangan:

1. Hari 1 dilakukan injeksi pada bagian ekor secanawena sebanyak 6000
IU dengan menggunakan Streptokinase pada kelofpGk dan D.

2. Hari 6 dilakukan injeksi pada bagian ekor secanauena sebanyak 6000
IU dengan menggunakan Streptokinase pada kelompaa®.

3. Hari 11 dilakukan injeksi pada bagian ekor secateavena sebanyak
6000 IU dengan menggunakan Streptokinase pada gelob.

4. Hari 16 dilakukan pembedahan untuk memperoleh hasil ekspresi
Tumor Necrosis FactofTNF-o) dan gambaran Histopatologi ginjal.
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|

1.2 Kerangka Operasional
[ TIKUS ]
\4 A A 4 P A
Kelompok A Kelompok B Kelompok C Kelompok D }
(Kontrol) . \ ,
A 4 l l
Injeksi Injeksi Injeksi
streptokinase streptokinase streptokinase
1 x 6000 U 1 x 6000 IU 1 x 6000 U
- J
v 5 hari
Injeksi Injeksi
streptokinase streptokinase
1 x 6000 IU 1 x 6000 IU
J
5 hari
y
Injeksi
streptokinase
1 x 6000 IU
v 5 hari
[ Pembedahe

\ 4

[ Pengambilan organ ginjal untuk preparat histolo%ﬂ

P

a
[ Uji Imunohistokimia (TNFe) ]

Pembutan Preparat Histopatologi
dengan pewarnaan HE
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Lampiran 2 Pembuatan L arutan

2.1 Pembuatan larutan phosphate buffer saline (PBS) pH 7,4

KCI sebanyak 0,1 gram, KIRO, sebanyak 0,1 gram, NaCl sebanyak 4 gram
dan NaHPQO,.H,O sebanyak 1,08 gram dicampur dan dilarutkan d&&éh ml
aquades steril dan dihomogengkan menggunakan niagteter dalam gelas
kimi 500 ml pH larutan diatur hingga mencapai 7ghgan larutan NaOH 1 m
menggunakan pH meter. Kemudian dipindahkan larkédalam labu ukur 500

ml dan ditambahkan aquades steril hingga batas.

2.2 Pembuatan PBS-Azida
Diambil 200 ml larutan PBS dengan pH 7,4 dalam gedamia 250 ml.
Kemudian ditambah 8 tetes larutan azida 1 % (NaN8gan menggunakan pipet

tetes. Dihomogenkan larutan tersebut dengan mégstetier.

2.3 Pembuatan L arutan NaCl-fis 0,9%
Rumus NaCl-fis 0,9%= (0,9/100) x 500 ml = 4,5 g

Ditimbang NaCl sebanyak 4,5 gram dan dilarutkalelén dahulu dalam 100
ml aquades steril. Dipindahkan kedalam labu uk@ m0dan diencerkan dengan

aquades steril hingga tanda batas.

2.4 Pembuatan PFA (Parafor maldehid) 4%

V1M1 = V2M2

V1x37% =100 mL x4 %

V1 =10,8 mL

Langkah pertama yaitu membuat larutan NaCl Fisielo®,9% sebagai

pelarutnya yaitu ditimbang NaCl sebanyak 1,8 gralon dilarutkan dalam 200 mL
aquades dan distirrer. Larutan PFA 4% dpat dibeagdn mengambil 10,8 mL
formaldehid 37% dimasukkan dalam labu ukur 100 mah ditambahkan NaCl

Fisiologis sampai tanda batas.
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2.5 Pembuatan Larutan Streptokinase
Streptokinase sebanyak 1.500.000 IU ditmbahkantdaruinger laktat

sebanyak 2 mL dan dihomogenkan dengan vortex kemudibagi dengan 2
stock streptokinase yang mengandung 750.000 IUandal mL kemudian
ditambahkan lagi ringer laktat hingga 5 mL kemud@dihomogengkan lagi
dengan menggunakan vortex. Diambil 1 mL dari larw#khir yang mengandung
150.000 IU. Untuk menyiapkan larutan streptokindeegan dosis 6000IU per
ekor tikus dihitung kedalam konversi sebagai beriku
Streptokinase yang diberikan = Streptokinase (WJ)isi larutan (mL)

= Dosis / streptokinase yg diberikan
Streptokinase yang diberikan = 750.000 I mL =150 1U/pl

= 6000 IU /150 IU /ul

=40 pl



Lampiran 3 Diagram Alir Penelitian

3.1 Pengambilan organ pada hewan coba

[ Tikus (Rattus norvegicusﬂ

—Dibunuh dengan cara dislokasi leher

—Diletakkan di atas nampan bedah

— Ditata pada posisi ventral diatas

i Dibelah dari bagian bawah perut hingga ronggatpgerbuka

— Dibersihkan dengan NacCl Fisiologis

— Direndam dalam PBS pH 7,4

¢ Disimpan dalam PFA 4%
[ Ginjal dalam PFA 4% ]

3.2 Pembuatan preparat untuk pemeriksaan histologis

[ Ginjal dalm PFA 4%
— Diambil dan direndam dalam etanol 70% selama 24 jam

— Dimasukkan ke dalam etanol 80% selama 2 jam
— Dimasukkan ke dalam etanol 90% selama 20 menit

+ Dimasukkan ke dalam etanol 95% selama 20 meriamat3 kali

K

njal hasil dehidrasi dengan etan%ﬂ

— Dimasukkan dalam larutan xilol selama 20 menit sghk 2 kali
pada suhu ruang

— Dimasukkan ke dalam larutan xilol selama 30 meadgpsuhu
60 — 63C

— Dicelupkan dalam parafin cair

— Embedding blok parafin

—Didinginkan pada suhiu’@

[ Ginjal dalam blok parafin]

44
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[ Ginjal dalam bIok]

— Diiris seukuran 5 pm
— Dimasukkan ke dalam air hangat dengan suhu 38G- 40
— Diambil dengan objek glass

T Dikeringkan diatas hot plate dengan suhu 38°€40

v Diinkubasi pada suhu 38 —4Dselama 24 jam

E’repare

—Dideparafinasi dengan xilol selama 5 menit (3 kali)
—Dimasukkan ke dalam etanol absolute selama 5trigkali)

—Dimasukkan ke dalam etanol bertingkat (95%, 90%%,800%)
selama 5 menit lalu direndam dalam aquades

—Diwarnai dengan Hematoksilen selama 10 menit aitaggh
diperoleh hasil yang terbaik

1+ Dicuci air mengalir dan dibilas dengan aquades
—Diwarnai dengan Eosin 5 menit lalu direndam dalaoeaes

—Dimasukkan ke dalam etanol bertingkat (70%,890%%,986%)
selama 10 menit

—Dimasukkan ke dalam etanol absolute selama 5 r(i2kali)
—Dimasukkan ke dalam xilol selama 5 menit (2 kali)

1 Dikering anginkan

"—Dimounting dengan menggunakan entellan dan ditcatwer glass

[ Preparat H ]
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3.3 Metode I munohistokimia (TNF-a)

[ Preparat ginj: ]

A 4

[Xylol [, Xylol 1l, Alkohol bertingkat (100%, 90%, @, }

70%), Aquadest (1x5 menit)

v Dicuci PBS pH 7,4 selama 3x5 menit

r

3% Hidrogen Peroksida (dalaiionize watey 20 menit ]

N\

Dicuci PBS pH 7,4 selama 3x5 menit
y

FBS (etal Bovine Serujrb% dalam PBS, 30 meniﬂ

Dicuci PBS pH 7,4 selama 3x5 menit

v
P
(1:100) Antibodi PrimerRat Anti TNFe), semalam suhu’@ }

(diencerkan dalam 1% BSA dalam P
Dicuci PBS pH 7,4 selama 3x5 menit

-
(2497,5 ; 2,5) Antibodi sekunder berlabel biotiroéBAnti Rat biotin
labeled 1 jam suhu ruang

.

il Dicuci PBS pH 7,4 selama 3x5 menit

-

SA-HRP Gtrept avidin-Horseradish Peroxidgsg0-60 menit suhu ruang]

.

v Dicuci PBS pH 7,4 selama 3x5 menit
p
Chromogen DAB §,3-Diaminobenzidine tetrahydrochlorid&0-20 }

menit suhu ruar

Dicuci aquades selama 3x5 menit

Counter stain (Hematoksilen-Eosin) 5 menit suhlmgua]

¢ Dicuci aquades selama 3x5 menit

:

Pengamatan dibawah mikrosk%p

N\
[ Mounting dengan entellaﬁw




Lampiran 4 Hasi| Ekspresi TNF-a

4.1 jumlah sel yang mengekspresikan TNF-a

Tabel 4.1.1 Rata-rata Ekspresi TNF-a.
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Nama Persentase area Rata
sampel 1 2 3 4 5 rata
Kontrol (A) 0,47598958 0,53312! 0,80251736 0,584309; 0,62335! 0,60387
Streptokinasi | 1,04128472 | 1,08142361 | 1,12677083 | 1,07451976 | 1,09180107 | 1,0831¢

1x6000IU (B)
Streptokinas: | 1,90071180 | 1,83840277 | 1,76307291 | 1,72954211 | 1,93858538 | 1,83406:
2x6000IU (C)
Streptokinas: | 2,42994791 | 2,77126736 | 2,9692187 2,8356819 | 2,61127404 | 2,72347:
3x6000IU (D)

4.2 Perhitungan per sentase peningkatan untuk perlakuan streptokinase

Peningkatan ekspresi TNfF=rataan ekspresi TNE{streptokinase) - rataan ekspresi Ta(kentro)X100%
rataan ekspresi TN&kontrol)

1. Kontrol Sehat (A)

0,603877
2. Streptokinase (B)

,603877
3. Streptokinase (C)

0,603877
4. Streptokinase (D)

0,603877

=(0,603877 - 0,603877) x 10690%
=(1,08316 - 0,603877) x 100%0%8
= (1,834063 - 0,603877) x 100204%

=(2,723478 - 0,603877) x 100356%

4.3 Ekspres TNF-a pada tikus (Rattus norvegicus) kontrol (A) dan

perlakuan Streptokinase 1x60001 U (B), 2x60001 U (C), 3x60001 U (D)

3.5 4
3 -
2.5 A
2
1.5 A
1 -
0.5 -

|

Kontrol

Perlakuanl

Perlakuan2

Perlakuan3

Gambar 4.1.1Rata-rata Ekspres TNF-a
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4.4 Hasll Uji ANOVA

Sumber | Derajat JK KT FHIT F5%
keragaman bebas
Perlakua 3112,8502536 | 4,28341787 | 253,13** 2,12(
Acak 17| 0,270744 | 0,01692150
Total 20| 13,12099773

F Hitung (253,13) > F 5%2.16( 2,120) maka biditolak. Dengan tingkat
kesalahan 5% sudah cukup bukti untuk menyatakashapet pengaruh antar
perlakuan dengan pemberian Streptokinase 1 x 600@ Kk 6000 1U, 3 x 6000
IU, dianalisis lanjutan menggunakan uji (BNJ 5%juknmengetahui perlakuan

mana yang memberikan hasil yang berbeda.

4.5UJ1 BNJ

g tabel 4.53
BNJu = (¢, p, db galat) * KTG 0.028
BNJ

(0,05)  0.338994

a=0,05
A 0.60387 a
v = db galat
1.08316 b
n = banyak pengamatan B
C 1.83403 ¢

D 2.72348 d
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Interpretasi

berdasarkan uji BNJ, dapat disimpulkan bal

1.

2.

3.

4.

5.

6.

perlakuan A dan B mempunyai pengaruh yang berbeda
perlakuan A dan C mempunyai pengaruh yang berbeda
perlakuan A dan D mempunyai pengaruh yang berbeda
perlakuan B dan C mempunyai pengaruh yang be
perlakuan B dan D mempunyai pengaruh yang be

perlakuan C dan D mempunyai pengaruh yang berbeda

Jika nilai lebih kecil atau sama dengan uji BNJ %2338994) maka

perlakuan tersebut tidak memberikan beda yang nitaaini ditunjukkan dengan

pemberian notasi yang sama. Jika hasil nilai ujnifikei nilai lebih besar dari uji

BNJ 5% (0,338994) maka perlakuan tersebut mempupgagaruh yang

berbeda. Hal ini ditunjukkan dengan pemberian ngtasy berbeda.
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