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Ekspresi Tumor Necrosis Factor (TNF)-a dan Inducible Nitric Oxide Synthase
(INOS) pada Tikus (Rattus norvegicus) Hasil Induksi Tiroglobulin
Kambing (CTg) Sebagai Upaya Optimasi Hewan Model
Autoimmune thyroiditis (AITD)

ABSTRAK

Autoimmune thyroiditis (AITD) merupakan penyakit autoimun spesifik pada
kelenjar tiroid dan mengakibatkan disfungsi tiroid, yang ditandai oleh adanya
infiltrasi sel mononuklear yang menghasilkan sitokin proinflamasi salah satunya
adalah TNF-a dan mediator iNOS sebagai marker kerusakan jaringan. Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui peningkatan ekspresi TNF-a dan iNOS pada tikus hasil
induksi tiroglobulin kambing (CTg) sebagai upaya optimasi pembuatan hewan model
AITD. Tikus yang digunakan adalah Rattus norvegicus strain Wistar betina umur 8-
12 minggu dengan berat badan 100-150 gram. Tikus dibagi dalam tiga kelompok
yaitu PO (tanpa induksi CTg), P1 (induksi CTg dosis 100 pg/ml), dan P2 (induksi
CTg dosis 200 pg/ml). Induksi CTg yang diemulsikan dengan CFA dilakukan pada
hari ke-0 dan dibooster dengan CTg yang diemulsikan dengan IFA pada hari ke-14
dan ke-28. Ekspresi TNF-a dan iNOS diamati dengan metode imunohistokimia dan
presentase area dihitung menggunakan software Axio Vision. Data dianalisis
menggunakan uji One Way ANOVA dan dilanjutkan dengan uji Tukey HSD. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa induksi CTg secara subkutan pada bagian cervical
dapat meningkatkan ekspresi TNF-a dan iNOS secara signifikan (p<0,05). Intensitas
ekspresi TNF-a meningkat lebih tinggi pada P2 (1639%) daripada P1 (487%) jika
dibandingkan dengan P0O. P2 juga mengekspresikan iNOS dengan intensitas lebih
tinggi (4118%) daripada P1 (1729%) jika dibandingkan dengan P0O. Jumlah TNF-a
dan iNOS pada jaringan tiroid berbanding lurus dengan tingkat kerusakan jaringan
dan jumlah dosis CTg yang diinduksikan. Hal tersebut mengindikasikan adanya
inflamasi dan reaksi stress oksidatif pada jaringan tiroid serta menjadi penanda AITD.

Kata kunci : Autoimmune thyroiditis, Rattus norvegicus, Tiroid, CTg, TNF-a, iNOS
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Tumor Necrosis Factor (TNF)-a and Inducible Nitric Oxide Synthase (iINOS)
Expression in Rat (Rattus norvegicus) Induced by Caprine Thyroglobulin
(CTg) as an Optimum Method to Develop Animal Model
of Autoimmune thyroiditis (AITD)

ABSTRACT

Autoimmune thyroiditis (AITD) is a specific autoimmune disease affected thyroid
gland that can lead to thyroid dysfunction caused by mononuclear infiltration which
produced proinflammatory cytokine like TNF-a and iNOS as the marker of tissue
damage. This study was aimed to investigate the increasing of TNF-a and iNOS
expression in rat induced by caprine thyroglobulin (CTg) as the optimum method to
develop animal model of AITD. Animal model that used were female Rattus
norvegicus Wistar strain with age 8-12 weeks and 100-150 gram body weight. It
divided into three groups which were PO (no CTg induction), P1 (100 ug/ml dose
CTg induction), and P2 (200 pg/ml dose CTg induction). Induction of CTg
emulsified with CFA conducted on day-0 and boosted using CTg emulsified with I[FA
on day-14 and day-28. TNF-a and iNOS  expression observed by
immunohistochemistry method and counted using Axio Vision. Data was analyzed
using One Way ANOVA test and continued with Tukey HSD test. The result showed
CTg induction subcutaneously in cervical area increased TNF-a dan iNOS expression
significantly (p<0,05). P2 expressed TNF-a (1639%) higher than P1 (487%)
compared with P0. P2 also expressed iNOS with higher intensity (4118%) than P1
(1729%) compared with PO. TNF-a and iNOS in rat thyroid were expressed as high
as the tissue severity and CTg dose injected. It was indicated inflammation and
oxidative stress reaction in thyroid tissue which marked AITD.

Key words : Autoimmune thyroiditis, Rattus norvegicus, Thyroid, CTg, TNF-a, iNOS
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BAB 1 PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang Penelitian

Autoimmune thyroiditis (AITD) merupakan penyakit autoimun pada organ
spesifik kelenjar tiroid yang biasanya berupa Hashimoto Thyroiditis (HT) atau
hipotiroidisme dan Grave'’s disease atau hipertiroidisme (Weetman, 2001). Menurut
Weetman dan McGregor (1996) dalam Burek er al. (2003), penyakit autoimun
spesifik ini ditandai dengan adanya infiltrasi sel mononuklear pada kelenjar tiroid dan
produksi autoantibodi tiroglobulin (Tg) dan tiroid peroksidase (TPO). Penderita
penyakit ini pada umumnya mengalami gangguan metabolisme yang diakibatkan oleh
destruksi kelenjar tiroid yang berujung pada disfungsi kelenjar tiroid dalam
meregulasi hormon tiroid.

Penyakit autoimun termasuk Hashimoto Thyroiditis (HT) dan Grave'’s disease
mempengaruhi 5-10% populasi dan ditandai oleh respon imunitas yang terlalu aktif
dari tubuh yang diarahkan ke jaringan sendiri sehingga menyebabkan inflamasi
kronis. Hashimoto thyroiditis merupakan penyakit autoimun yang menyebabkan
hipotiroidisme primer paling banyak. Rata-rata 1 sampai 1,5 dalam 1000 orang di
dunia memiliki penyakit itu. Penyakit ini lebih sering ditemukan pada wanita
dibandingkan pria dengan rentang usia antara 45 dan 65 tahun (Sieminska et al.,
2010). Di Indonesia, tidak ada data yang menunjukkan secara spesifik mengenai
pelaporan kasus tiroiditis yang disebabkan autoimun. Hal ini disebabkan karena

minimnya database yang dimiliki oleh Departemen Kesehatan RI. Pada hewan, kasus



autoimmune thyroiditis dilaporkan banyak terjadi pada hewan kesayangan khususnya
anjing. Dodds (2000) menganalisa penyakit tersebut pada 1060 kasus yang
ditemukan pada anjing di wilayah California antara Januari tahun 1995 sampai
Januari tahun 1999. Pada penyakit tersebut, 96% dari total kasus ini didominasi oleh
anjing ras murni yaitu golden retriever, shetland sheepdog, american cocker spaniel,
boxer, doberman pincher, labrador retriever, german shepherd, akita, irish setter,
english setter, old english sheepdog, dan collie.

Autoimmune thyroiditis disebabkan oleh adanya self antigen yang memicu sistem
imun untuk menyerang tubuh sendiri melalui produksi antibodi anti-tiroid (Weetman,
2004). Patomekanisme dari penyakit ini belum diketahui secara mendalam, namun
beberapa penelitian membuktikan adanya korelasi kejadian penyakit ini dengan faktor
genetik, pola makan, jenis kelamin, faktor usia serta lingkungan (Tomer dan Huber,
2009; Brooks 2010). Pengembangan hewan model AITD dilakukan untuk
mempelajari secara mendalam mengenai patomekanisme dari penyakit autoimun
tersebut. Lee dan Chiang (2012) menyebutkan bahwa hewan model autoimun dibagi
menjadi tiga jenis yaitu induced, spontaneus, dan genetically-engineered models.
Hewan model AITD jenis induced models bisa didapatkan dengan menginduksi
antigen berupa tiroglobulin (Tg), tiroid peroksidase (TPO), atau thyroid stimulating
hormone receptor (TSHR). Tiroglobulin lebih banyak dipilih sebagai inducer untuk
membuat hewan model AITD karena kandungan Tg yang lebih banyak dalam tiroid
dibandingkan dengan TPO dan TSHR. Penelitian-penelitian sebelumnya

menggunakan tiroglobulin tikus (MTg), tiroglobulin babi (PTg), tiroglobulin sapi



(BTg), dan tiroglobulin manusia (HTg). Pada penelitian ini, tiroglobulin yang
digunakan adalah tiroglobulin kambing (CTg). Tiroglobulin kambing dipilih sebagai
inducer selain karena sumber organ mudah didapatkan, preparasi organ mudabh,
ukuran organ besar, dan juga karena tiroglobulin setiap spesies memiliki kesamaan
fisik, biokimia, dan struktur molekul (Zhou dan Gill, 2005).

Pada keadaan autoimmune thyroiditis, terjadi inflamasi kronis di jaringan tiroid
sehingga dihasilkan produk-produk dari sel mononuklear, beberapa diantaranya
adalah tumor necrosis factor (TNF)-a dan nitric oxide (NO). Tumor necrosis factor
(TNF)-a merupakan sitokin yang dapat menjadi suatu penanda kerusakan jaringan.
Peran sitokin ini banyak diyakini terlibat dalam patogenesis penyakit autoimun
(Uysal et al, 2012). Dalam beberapa penelitian sebelumnya, TNF-o ditemukan
sebagai mediator inflamasi yang memacu penyebab terjadinya destruktif sel tiroid
melalui proses nekrosis dan apoptosis jaringan.

Sebagai produk dari makrofag dan neutrofil, nitric oxide (NO) yang dikatalis
oleh inducible nitric oxide synthase (iNOS) berfungsi sebagai sistem pertahanan
tubuh dari antigen. Nitric oxide merupakan radikal oksigen bebas yang dapat
menyebabkan terjadinya stres oksidatif pada jaringan yang mengalami kerusakan.
Katalisator iNOS juga terlibat dalam proses autoimun dan inflamasi jaringan (Yoon
et al. 2009). Pengukuran aktivitas iNOS merupakan salah satu parameter yang
penting untuk dapat melihat adanya kerusakan pada jaringan tiroid.

Oleh karena itu, pada penelitian ini akan dipelajari mekanisme dari patogenesis

autoimmune thyroiditis pada hewan model tikus yang diinduksi dengan CTg dengan



menganalisa ekspresi TNF-a dan aktivitas iNOS sebagai parameter dari adanya
kerusakan jaringan tiroid.
1.2 Rumusan Masalah

1. Bagaimanakah ekspresi tumor necrosis factor (TNF-a) pada organ tiroid tikus
(Rattus norvegicus) yang diinduksi tiroglobulin kambing (CTg) sebagai
penanda autoimmune thyroiditis?

2. Bagaimanakah ekspresi inducible nitric oxide synthase (iINOS) pada organ
tiroid tikus (Rattus norvegicus) yang diinduksi tiroglobulin kambing (CTg)
sebagai penanda autoimmune thyroiditis?

1.3 Batasan Masalah

Beberapa batasan masalah dalam penelitian ini adalah :

1. Hewan coba yang digunakan adalah tikus (Rattus norvegicus) betina strain
Wistar umur 8-12 minggu dengan berat badan berkisar 100-150 gram yang
didapat dari Unit Pengembangan Hewan Penelitian (UPHP) Universitas
Gadjah Mada Yogyakarta. Penggunaan hewan coba telah mendapat sertifikat
laik etik No. 140-KEP-UB dari Komisi Etik Penelitian Universitas Brawijaya
(Lampiran 1).

2. Pembuatan hewan model tikus AITD menggunakan tiroglobulin kambing
(CTg) yang diemulsikan dengan CFA dan IFA yang diinjeksikan secara
subkutan pada bagian cervical dengan dosis 100ug/ml dan 200pg/ml (Zhou

dan Gill, 2005; Song et al., 2010).



3. Variabel yang diamati dalam penelitian ini adalah ekspresi tumor necrosis
factor (TNF)-a dan inducible nitric oxide synthase (iNOS) melalui metode
imunohistokimia.

1.4 Tujuan Penelitian

1. Mengetahui ekspresi tumor necrosis factor (TNF)-a sebagai penanda AITD
pada organ tiroid tikus (Rattus norvegicus) yang diinduksi tiroglobulin
kambing (CTg).

2. Mengetahui ekspresi inducible nitric oxide synthase (iINOS) sebagai penanda
AITD pada organ tiroid tikus (Rattus norvegicus) yang diinduksi tiroglobulin
kambing (CTg).

1.5 Manfaat Penelitian

Penelitian ini diharapkan akan bermanfaat untuk mengetahui peningkatan
ekspresi tumor necrosis factor (TNF-a) dan inducible nitric oxide synthase (INOS)
pada hewan model tikus (Rattus norvegicus) untuk membuktikan tiroglobulin
kambing (CTg) dapat menginduksi terjadinya autoimmune thyroiditis (AITD) serta
dapat menghasilkan hewan model tikus AITD baru dengan dosis induksi yang

optimal.



BAB 2 TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Hewan Coba Tikus (Rattus norvegicus) Model Autoimmune Thyroiditis

Hewan percobaan adalah hewan yang sengaja dipelihara dan diternakan untuk
dipakai sebagai hewan model guna mempelajari dan mengembangkan berbagai
macam bidang ilmu dalam skala penelitian atau pengamatan laboratorik. Di bidang
ilmu kedokteran selain untuk penelitian, hewan percobaan juga sering digunakan
sebagai keperluan diagnostik. Hewan percobaan yang umum digunakan dalam
penelitian ilmiah adalah tikus (Rattus norvegicus). Ciri-ciri morfologi Rattus
norvegicus antara lain panjang tubuh total 440 mm, panjang ekor 205 mm, kepala dan
badan lebih pendek dari ekornya, serta telinga relatif kecil dan tidak lebih dari 20-23
mm (Myers dan Armitage , 2004).

Penelitian ini menggunakan Rattus norvegicus strain Wistar karena strain ini
merupakan strain yang paling banyak dikembangkan di Indonesia dan juga
didasarkan oleh morfologi tubuh yang lebih besar dibandingkan dengan Rattus
norvegicus strain lainnya. Rattus norvegicus digunakan sebagai hewan coba model
karena hewan tersebut memiliki kebutuhan asam amino esensial yang sama seperti
manusia, adanya kemiripan fungsi, bentuk organ, proses biokimia serta proses
biofisik antara tikus dan manusia, sehingga penelitian yang dilakukan dapat
diaplikasikan pada manusia (Hedrich, 2006). Sistem klasifikasi tikus Rattus

norvegicus menurut Myers dan Armitage (2004) adalah sebagai berikut:



Kingdom : Animalia

Filum : Chordata

Kelas : Mammalia

Ordo : Rodentia

Subordo : Myomorpha

Famili ~ : Muridae

Genus  : Rattus

Spesies  : Rattus norvegicus

Penyakit autoimmune thyroiditis merupakan penyakit autoimun dengan angka
kejadian yang tinggi di dunia. Hal ini mendasari banyaknya penelitian yang dilakukan
untuk menemukan alat deteksi dini sebagai upaya pencegahan dan pengobatan
terhadap penyakit ini sehingga diperlukan adanya hewan model autoimmune
thyroiditis. Tikus Rattus norvegicus adalah jenis hewan yang dapat digunakan
sebagai hewan coba model AITD. Kong (1996) menyebutkan dalam Zhou dan Gill
(2005) bahwa hewan model autoimmune thyroiditis atau yang disebut juga sebagai
Experimental Animal AITD (EAT) dapat diinduksi dengan tiroglobulin (Tg) sebagai
autoantigen pada tiroid. Tiroglobulin yang biasanya dipakai sebagai inducer adalah
tiroglobulin tikus (MTg), tiroglobulin babi (PTg), tiroglobulin sapi (BTg), dan
tiroglobulin manusia (HTg). Penelitian ini menggunakan tiroglobulin kambing (CTg)
untuk membuktikan bahwa CTg juga dapat menginduksi terjadinya AITD pada tikus
karena pada dasarnya semua tiroglobulin memiliki struktur biokimia dan kandungan

molekul yang sama.



2.2 Patomekanisme Autoimmune Thyroiditis

Autoimmune thyroiditis biasanya berupa Hashimoto Thyroiditis (hipotiroidisme)
dan Grave'’s disease (hipertiroidisme), menyebabkan kerusakan pada organ tiroid
sehingga mengganggu fungsi regulasi hormon tiroid di dalam tubuh. Penyebab dari
penyakit ini karena adanya kegagalan dari sistem imunitas tubuh yang dipicu oleh
banyak faktor misalnya oleh pola makan, genetik, jenis kelamin, usia dan faktor
lingkungan (Brooks, 2010; Tomer dan Huber, 2009). Weetman dan McGregor (1996)
menyebutkan dalam Burek et al. (2003) bahwa penyakit Hashimoto Thyroiditis
disertai oleh kerusakan jaringan tiroid karena inflamasi yang diakibatkan oleh sel
mononuklear dan produksi tiroglobulin autoantibodi dan tiroid peroksidase
autoantibodi. Hal ini didukung oleh hasil penelitian Burek ef al (2003) yang
mengindikasikan adanya sitokin-sitokin Th-1 dan Th-2 yang terlibat dalam
patogenesis penyakit autoimun. Hasil tersebut didapat berdasarkan pengukuran
mRNA sitokin-sitokin tersebut. Ekspresi MHC-II memiliki peranan dalam proses
infiltrasi sel mononuklear pada sel tiroid. Infiltrasi sel mononuklear adalah salah satu
dari penanda terjadinya inflamasi pada suatu jaringan. Inflamasi merupakan keadaan
fisiologis (normal) yang merupakan respon imunitas tubuh terhadap kerusakan
jaringan (Yoon et al., 2009).

Patogenesis dari penyakit Grave’s disease masih belum diketahui dengan
mendalam, namun ditemukan adanya produksi yang berlebihan terhadap hormon
tiroid. Terjadinya infiltrasi sel inflamatori dan adanya produksi sitokin juga diduga

sebagai respon autoimunitas pada kasus ini. Hiperplasia dan hipertropi pada sel tiroid



dapat mengarahkan penyakit ini serupa dengan kasus penyakit gondok (Hubbard,
2011).

Produksi sitokin proinflamasi seperti TNF-a dan iNOS dapat dikaitkan dengan
mekanisme inflamasi yang terjadi pada kasus autoimmune thyroiditis. Sitokin TNF-a
dan iNOS juga merupakan mediator dalam proses kerusakan jaringan dan kematian
sel baik secara apoptosis maupun nekrosis. Menurut Weetman dan McGregor (1996)
dalam Baki et al. (2012), sitokin berpartisipasi dalam induksi dan tahapan efektor
dalam sistem imun serta terlibat sebagai marker dalam perkembangan autoimmune
thyroiditis. Sitokin termasuk TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, dan IL-12 muncul pada
sel folikuler tiroid dan diproduksi oleh sel inflamatori intratiroidal.

2.3 Tiroglobulin

Tiroglobulin (Tg) adalah protein yang disintesis paling banyak di dalam sel
folikel tiroid dengan jumlah hampir 75% dari total protein yang terkandung dalam
tiroid. Walaupun berasal dari spesies yang berbeda, semua tiroglobulin adalah sama
berdasarkan dari keadaan fisik, biokimia, dan kandungan molekul yang terdapat di
dalamnya (Kong, 1996; Verschueren et al., 1991; Zhou dan Gill, 2005). Tiroglobulin
merupakan molekul glikoprotein besar yang mengandung 5496 asam amino dengan
berat molekul sekitar 660 kDa dan koefisien endapan sebesar 19S. Molekul ini juga
mengandung sekitar 140 residu tirosil dan sekitar 10% karbohidrat dalam bentuk
manosa, N-asetilglukosamin, galaktosa, fukosa, asam sialat, dan sulfat kondroitin
(Anwar, 2005). Hormon tiroid disimpan dalam bentuk tiroglobulin yang terletak

dalam folikel-folikel yang berisi koloid. Pada kasus autoimmune thyroiditis,



10

tiroglobulin berperan sebagai auto-self antigen yang memicu respon dari sistem
imunitas tubuh untuk menyerang diri sendiri sehingga berakibat pada kerusakan tiroid
dan gangguan fungsi hormonal (Weetman, 2004).

2.4 Sitokin Tumor Necrosis Factor Alfa (TNF-a)

Tumor necrosis factor merupakan mediator utama pada respon terhadap bakteri
gram negatif dan berperan dalam respons imun bawaan terhadap berbagai
mikroorganisme penyebab infeksi yang lain, serta bertanggungjawab atas banyak
komplikasi sistemik yang disebabkan infeksi berat. Sitokin TNF-a diproduksi oleh
berbagai jenis sel termasuk makrofag, sel T, B, NK, dan Kupfer. Pembentukannya
terjadi sebagai respons terhadap rangsangan bakteri, virus, dan sitokin (IL-1, IL-6,
IFN-y), kompleks imun, dan reactive oxygen intermediate (ROI). TNF-a dikenal
dengan berbagai nama yaitu cachectin, necrosin, sitotoksin makrofag, atau faktor
sitotoksik (Abbas et al., 2000). Bersama-sama dengan IFN-y, TNF-a bersifat
sitotoksik bagi banyak jenis sel tumor. TNF-a juga terbukti merupakan modulator
respons imun kuat yang memperantarai induksi molekul adhesi, sitokin lain, dan
aktivasi neutrofil. Male et al. (1996) menyatakan bahwa lokasi TNF-a dan TNF-3
pada region MHC kromosom 6 dan 17 menimbulkan dugaan bahwa molekul ini
bertanggung jawab atas beberapa efek yang berhubungan dengan MHC. TNF-a

memiliki efek biologis sebagai berikut :
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a. Menginisiasi neutrofil dan monosit ke tempat infeksi serta mengaktifkan
sel-sel tersebut untuk menyingkirkan mikroba
b. Mengaktivasi makrofag untuk mensekresi kemokin dan menginduksi
kemotaksis dan pengerahan leukosit
c. Mengaktivasi fagosit mononuklear untuk mensekresi IL-1
d. Menginduksi apoptosis sel inflamatori yang sama (Karnen dan Iris, 2010)
2.5 Hubungan TNF-a dengan Autoimmune Thyroiditis

Penyakit autoimmune thyroiditis ditandai dengan adanya kerusakan pada
jaringan tiroid. Kerusakan tersebut disebabkan oleh infiltrasi sel inflamatori yang
menandakan terjadinya inflamasi pada daerah tersebut. Proses inflamasi adalah
proses yang melibatkan sel-sel imun yang bersifat protektif terhadap trauma, infeksi,
atau kerusakan jaringan (Zedler dan Faist, 2006; Mariathasan dan Monack, 2007;
Choy et al., 2008). Sel-sel inflamatori, salah satunya adalah makrofag, akan
menghasilkan sitokin-sitokin proinflamasi yang dalam kadar tertentu dapat bersifat
patogen dan memperparah kerusakan yang ada.

TNF-a merupakan salah satu sitokin utama yang memiliki peran penting dalam
inisiasi dan regulasi sitokin lainnya ketika terjadi inflamasi. TNF-o adalah sitokin
proinflamasi yang diproduksi oleh makrofag, monosit, sel epitelial, dan limfosit, yang
menginduksi produksi dari [IFN-y dan IL-6. TNF-a terbukti menyebabkan sitotoksitas
pada sel-sel tiroid dan meningkatkan regulasi ekspresi MHC-I yang diikuti oleh

kerusakan tiroid (Baki et al., 2012).
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2.6 Inducible Nitric Oxide Synthase (iNOS)

Nitric oxide adalah molekul intraseluler dan interseluler yang bertugas untuk
memberikan sinyal yang terlibat dalam berbagai regulasi dari mekanisme fisiologis
dan patofisiologis di kardiovaskular, syaraf, dan sistem imunitas tubuh. Nitric oxide
bertindak sebagai mediator biologi yang mirip dengan neurotransmitter dalam sistem
syaraf, berperan dalam regulasi darah pada pembuluh darah di sistem vaskular, dan
merupakan suatu sistem pertahanan tubuh yang penting dalam sistem imun. Hal ini
bertentangan dengan fungsi lain NO yaitu sebagai molekul oksigen bebas dan dapat
bertindak sebagai agen sitotoksik pada proses patologis, terutama pada proses
inflamasi (Aktan, 2004; Alderton et al., 2001; Bogdan, 2001; Dawn dan Bolli, 2002;

Moncada dan Higgs, 1991).

HzN\/ NH,* HEN\{ N-OH HN O
NH NADPH NH  1/2 NADPH NH
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[ 0 0,
? [ ( Nitric oxide
J\ AN *
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L-Arginine N"=hydroxy-L-arginine L-Citrulline

Gambar 2.1 Reaksi sintesis NO dari L-Arginin (Alderton er al.(2001) dalam
Aktan (2004)).

Biosintesis NO pada organisme berasal dari L-arginin dan molekul oksigen

dengan memanfaatkan NADPH sebagai elektron donor dan menggunakan heme,
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FMN, FAD, dan tetrahidrobiopterin (H4B) sebagai kofaktor melalui reaksi yang
membutuhkan lima elektron. Reaksi keseluruhan terdiri dari dua langkah konversi
oksidatif L-arginin terhadap NO dan L-sitrulin melalui N"-hidroksi-L-arginin
(NOharginin) sebagai intermediet, dengan monooksigenase I dan monooksigenase 11
(Gambar 2.1).

Produksi NO di dalam tubuh dikatalis oleh sebuah kelompok enzim yang disebut
nitric oxide synthase (NOS) dengan berat molekul 130-160 kDa. Ada tiga jenis
isoform NOS yang telah diketahui hingga saat ini. Ketiga isoform tersebut adalah
eNOS (endothelial NOS, NOS 1), iNOS (inducible NOS, NOS II) dan nNOS
(neuronal NOS, NOS III). Isoform iNOS tidak dipresentasikan pada resting cells
tetapi dapat diinduksi oleh imunostimulator sitokin, produk bakteri, atau infeksi pada
sejumlah sel, termasuk endotelium, hepatosit, monosit, sel mast, makrofag, dan sel
otot polos (Aktan, 2004). Nitric oxide merupakan molekul oksigen bebas sehingga
bersifat sangat reaktif apabila berikatan dengan radikal bebas sehingga
mengakibatkan stress oksidatif pada jaringan yang dapat berakhir dengan kerusakan
dan kematian sel.

2.7 Hubungan iNOS dengan Autoimmune Thyroiditis

Kerusakan sel tiroid pada kejadian autoimmune thyroiditis tidak hanya
disebabkan oleh produksi sitokin proinflamasi yang diproduksi oleh makrofag. Pada
keadaan inflamasi, makrofag juga menghasilkan NO yang dikatalis oleh iNOS.
Aktivasi iNOS mengarah ke destruksi organ pada proses inflamasi dan proses

autoimun. Faktor transkripsi misalnya NF-kB dan AP-1 memediasi ekspresi iNOS
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pada proses tersebut. Nuclear factor kappaB (NF-kB) terdapat di dalam sitosol dalam
bentuk kompleks inaktif IkB-NFkB. Kompleks [kB-NFkB difosforilasi oleh IxB
Kinase (IKK) melalui aktivasi oleh stimulator seperti inducer eksogen, inducer
endogen (sitokin, interferon), dan TNF-a, yang memfasilitasi proses translokasi NF-

kB dari sitosol ke nukleus dan menginduksi ekspresi iNOS (Aktan, 2004).
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Gambar 2.2 Jalur aktivasi iNOS melalu NF-xB dan STAT (Aktan, 2004).

Destruksi jaringan tiroid yang disebabkan oleh makrofag dan sitokin-sitokin
proinflamasi secara langsung juga dapat menginduksi iNOS untuk meregulasi NO
yang memperparah keadaan autoimmune thyroiditis. Aktivitas iINOS melalui
makrofag diregulasi dan dimodulasi oleh toll-like receptor dan CD14 yang diaktivasi

melalu jalur NF-xB. Sedangkan IFN-y yang dihasilkan oleh Th-1 menginduksi iNOS
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melalui jalur Jak-STAT. Jalur tersebut dapat meningkatkan induksi iNOS dan
produksi NO (Gambar 2.2).
2.8 Gambaran Histopatologi Autoimmune Thyroiditis

Tiroid memiliki kemampuan untuk menyimpan sekresi yang lebih besar daripada
setiap kelenjar endokrin, dan hal ini tercermin di dalam stuktur histologisnya.
Kelenjar tiroid tersusun atas timbunan folikel-folikel berbentuk oval dalam ukuran
yang berbeda-beda. Area antar folikel diisi oleh jaringan ikat yang dipenuhi oleh
pembuluh darah, dan didalamnya dapat ditemukan beberapa limfosit dan histiosit.
Pada dinding folikel terdapat dua jenis sel yaitu prinsipal (folikular) dan
parafolikular. Jenis folikular ini merupakan jenis sel yang paling banyak dan
mempunyai sitoplasma basofil dan merupakan sumber koloid atau tiroglobulin dan
dari hormon tiroid triiodotironin (T3) dan tiroksin (T4) yang disimpan dalam koloid
terikat dengan tirosin. Setiap folikel merupakan unit mikroskopik dan dilapisi oleh
epitel sekretori yang tersusun atas lapisan tunggal sel-sel kuboid atau kolumner
rendah. Tiroid tikus normal mengandung kira-kira 100.000 folikel dan bervariasi
besar ukurannya. Semakin besar folikel biasanya semakin berlokasi dekat perifer dan
makin kecil makin ke arah pusat. Apabila tiroid inaktif, terdapat kecenderungan
koloid tertimbun dan epitelnya menjadi kuboid rendah atau skuamosa sedangkan
apabila terlalu aktif, koloid menjadi kosong, dan epitel menjadi kolumner serta

berlipat-lipat (Craigmyle, 1987).
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Gambar 2.3 Gambaran histopatologi sel tiroid penderita HT dengan pewarnaan
HE (400X). Keterangan: (a) Infiltrasi sel mononuklear pada tiroid.
Tanda panah = Infiltrasi sel mononuklear. (b) Lesi pada jaringan
tiroid. Tanda panah = Ilymphoepithelial lesions (LELs) (Amani,
2011).

Kondisi patologis pada hewan yang mengalami autoimmune thyroiditis dapat
diamati pada perubahan gambaran histopatologi jaringan tiroidnya. Perubahan ukuran
dan bentuk sel akan tampak jelas pada sel-sel abnormal akibat destruksi kelenjar
tiroid oleh autoantibodi dan sel T. Hasil penelitian Amani (2011) terhadap jaringan
tiroid yang diisolasi dari penderita Hashimoto Thytoiditis (HT) membuktikan adanya
infiltrasi sel mononuklear yang disertai dengan perubahan struktur folikel-folikel
tiroid. Infiltrasi sel mononuklear pada jaringan tiroid ditemukan tersebar merata
sekitar folikel tiroid yang mengalami atropi (Gambar a). Perubahan bentuk juga
terjadi pada bagian epitel yang menjadi tidak utuh dan koloid yang tampak kosong.

Folikel tiroid yang rusak tersebut mengalami focal LELs dengan infiltrasi sel

mononuklear di sekitarnya (Gambar b) (Gambar 2.3).
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Perubahan jaringan tiroid yang mengalami AITD juga dapat diamati dengan
menggunakan metode pewarnaan imunohistokimia. Melalui metode pewarnaan
tersebut, akan terlihat perubahan warna yang mengindikasikan adanya ikatan antibodi

dan antigen pada jaringan tiroid.

Gambar 2.4 Gambaran jaringan tiroid penderita HT dengan metode pewarnaan
imunohistokimia. Keterangan: (a) Ekpresi sel CD20 (200X). (b)
Ekspresi sel T CD3" (200X). (c) Ekspresi sel T CD3" (200X). (d)
Ekpresi sel B CD20" (400X). Tanda panah = ekspresi antigen

(Amani, 2011).
Penelitian Amani (2011) terhadap penderita Hashimoto Thyroiditis,
menemukan adanya ekspresi sel T (CD20,, CD3") dan sel B (CD20", CD3") pada
folikel-folikel tiroid. Secara umum, sel CD20 diekspresikan dengan intensitas tinggi

dan tersebar tidak merata pada folikel tiroid (Gambar a). Sel T CD3" juga

diekspresikan dengan intensitas tinggi dan tersebar merata di sekitar folikel tiroid
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(Gambar b). Selain itu, sel T CD3" pada jaringan tiroid tersebut juga diekspresikan
dengan bentuk persebaran seperti zona mantel yang mengelilingi folikel tiroid
(Gambar c). Secara spesifik, sel B CD20" diekspresikan dengan intensitas yang lebih
rendah dibandingkan sel T CD20" pada jaringan tiroid penderita HT (Gambar d)

(Gambar 2.4).



BAB 3 KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS PENELITIAN

3.1 Kerangka Konsep

Tikus (Rattus norvegicus)
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Gambar 3.1 Kerangka konseptual induksi CTg pada tikus hewan model AITD
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Pada penyakit autoimmune thyroiditis, tiroglobulin berperan sebagai self-antigen
dan target antibodi anti-tiroid. Selain itu, dalam kondisi AITD, sel mononuklear
mengekspresikan beberapa molekul yang memodulasi autoimunitas intratiroidal.
Protein CTg yang diemulsikan dalam CFA lalu diinduksikan ke tikus akan dikenali
oleh antigen presenting cell (APC). Antigen presenting cell (APC) akan
mempresentasikan antigen melalui MHC-II ke sel T CD4". Sel T CD4 yang
teraktivasi akan berproliferasi dan berdiferensiasi menjadi Th1 dan Th2. Sel Thl akan
mengeluarkan IFN-y untuk mengaktivasi makrofag. Makrofag yang teraktivasi akan
menghasilkan sitokin proinflamasi, salah satunya adalah TNF-o yang menjadi
penanda kerusakan jaringan pada tiroid. Sel Th2 menghasilkan IL-4 untuk
mengaktifkan sel B sehingga sel B berdiferensiasi menghasilkan sel B memori dan
sel B plasma. Induksi CTg yang diemulsikan dalam IFA pada tikus membuat antigen
akan dikenali oleh sel-sel memori yang menginisiasi sel B plasma kemudian
memproduksi antibodi anti-tiroglobulin yang akan berikatan dengan tiroglobulin pada
tiroid tikus. Pembacaan CTg sebagai antigen oleh sel T menyebabkan antibodi
tiroglobulin tersebut juga mengenali tiroglobulin dari organ tiroid tikus sebagai
antigen karena adanya kemiripan struktur kimiawi maupun molekul yang terkandung
di dalam kedua protein tiroglobulin tersebut sehingga antibodi anti-tiroglobulin akan
menyebabkan terjadinya reaksi inflamasi yang berakibat kerusakan organ tiroid tikus.
Kerusakan yang terjadi pada sel tiroid juga akan menginisasi makrofag untuk
menghasilkan nitric oxide (NO) yang dikatalis oleh inducible nitric oxide synthase

(INOS). Aktivasi iINOS tersebut akan menyebabkan kerusakan jaringan melalui reaksi
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stress oksidatif. Kerusakan yang terjadi pada sel tiroid akibat autoantibodi (Tg Ab)
akan mengaktivasi sel Tc. Sel Tc yang diaktifkan melalui sitokin IL-2 dan IFN-y
kemudian mengekpresikan koreseptor CD8" dan menghancurkan sel yang terinfeksi
antigen spesifik melalui induksi apoptosis. Mekanisme apoptosis tersebut melibatkan
TNF-o melalui protein Fas yang berikatan dengan FasL pada sel yang

mengekspresikan antigen.

3.2 Hipotesis Penelitian
Induksi tiroglobulin kambing (CTg) pada hewan coba tikus (Rattus norvegicus)
akan menyebabkan terjadinya autoimmune thyroiditis yang ditandai dengan adanya

ekspresi TNF-a dan iNOS melalui pemeriksaan imunohistokimia.



BAB 4 METODOLOGI PENELITIAN

4.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan pada bulan Maret-Juni 2013 di Laboratorium Biokimia,
Laboratorium Fisiologi Hewan, dan Laboratortum Biomolekuler, Fakultas
Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Brawijaya Malang, dan

Laboratorium Patologi Klinik Rumah Sakit Dr. Soetomo Surabaya.

4.2 Alat dan Bahan Penelitian

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini adalah kandang tikus, scalpel,
gunting, pinset bedah, object glass, cover glass, mortar, sentrifus (Hettich EBA III),
timer, sonikator (Branson 200), vortex (GUO HUQ), tabung eppendorf, mikropipet,

spuit 1cc, spektrofotometer, dan mikroskop cahaya.

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah tikus putih (Rattus
norvegicus), pakan, organ tiroid kambing, phosphat buffer saline asida (PBS-asida),
larutan phosphat buffer saline tween-phenyl methyl sulfonyl fluoride (PBST-PMSF),
pasir kuarsa, etanol 30%, etanol 50%, etanol 70%, etanol 80%, etanol 95%, etanol
absolut, larutan biuret 80%, ddH2O/aquades, tiroglobulin (CTg), Tris HCI, Complete
Freud’s Adjuvant (CFA) (Sigma F-5881, USA) serta Incomplete Freud’s Adjuvant
(CFA) (Sigma F-5881, USA), formaldehida, natrium klorida (NaCl), prophylene,
xylol, parafin, hidrogen peroksida, bovine serum albumin, anti-mouse TNF-a, anti-
mouse iINOS, chromogen diamino benzidine (DAB), rabbit anti-rat IgG biotin

labelled, strep avidin-horseradish peroxidase (SA-HRP), hematoksilen, dan entellan.

22
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4.3 Tahapan Penelitian
Tahapan yang dilakukan dalam penelitian ini adalah :
1. Rancangan penelitian
2. Persiapan hewan coba
3. Isolasi tiroglobulin kambing (CTg)
4. Preparasi dan penghitungan dosis CTg
5. Persiapan hewan model autoimmune thyroiditis
6. Pembuatan preparat histopatologi
7. Pembuatan preparat imunohistokimia TNF-a dan iNOS
8. Pemeriksaan ekspresi TNF-a dan iNOS
9. Analisis data
Tahapan penelitian dapat dilihat secara skematis pada alur penelitian di Lampiran 2.
4.4 Prosedur Kerja
4.4.1 Rancangan Penelitian
Penelitian ini bersifat eksperimental menggunakan Rancangan Acak Lengkap
(RAL). Hewan coba dibagi menjadi tiga kelompok yaitu :
a. Kelompok kontrol yang merupakan tikus tanpa injeksi CTg (PO)
b. Kelompok yang diinjeksi dengan emulsi CTg dan Complete Freud’s Adjuvant
(CFA)/Incomplete Freud’s Adjuvant (IFA) (P1) sebanyak 0,2ml dengan dosis

CTg sebesar 100pg/ml.
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c. Kelompok yang diinjeksi dengan emulsi CTg dan Complete Freud’s Adjuvant

(CFA)/Incomplete Freud’s Adjuvant (IFA) (P2) sebanyak 0,2ml dengan dosis

CTg sebesar 200pg/ml.

Sampel penelitian ini menggunakan hewan coba berupa tikus (Rattus
norvegicus) betina strain Wistar berumur 8-12 minggu. Berat badan tikus antara 100-
150 gram. Hewan coba diaklimatisasi selama tujuh hari untuk menyesuaikan dengan
kondisi di laboratorium. Estimasi besar sampel dihitung berdasarkan rumus

(Montgomery dan Kowalsky, 2011) :

P(n-1)>15 Keterangan :

o=l P = jumlah kelompok

3n-3 >15

3n > 18 n = jumlah ulangan yang diperlukan
n >6

Berdasarkan perhitungan di atas, maka setiap kelompok diperlukan jumlah
sampel atau ulangan paling sedikit enam kali sehingga dibutuhkan 18 ekor hewan
coba. Adapun variabel yang diamati dalam penelitian ini adalah :

Variabel bebas : Variasi dosis CTg

Variabel tergantung  : Ekspresi TNF-a dan iNOS

Variabel kendali : Berat badan tikus, umur, dan jenis kelamin.

4.4.2 Persiapan Hewan Coba
Tikus yang digunakan untuk penelitian diaklimatisasi sebagai proses adaptasi
terhadap lingkungan selama tujuh hari dengan pemberian makanan berupa ransum

basal (Tabel 4.1) pada semua tikus. Tikus dibagi dalam tiga kelompok perlakuan
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yang masing-masing terdiri dari enam ekor tikus. Tikus dikandangkan dalam kandang
plastik yang berukuran 17.5 x 23.75 x 17.5 cm. Kandang yang digunakan berjumlah
enam buah kandang dengan masing-masing kandang diisi oleh tiga ekor tikus.
Kandang tikus berlokasi pada tempat yang bebas dari suara ribut dan terjaga dari asap
industri serta polutan lainnya. Lantai kandang mudah dibersihkan dan disanitasi.
Suhu optimum ruangan untuk tikus adalah 22-24°C dan kelembaban udara 50-60%
dengan ventilasi yang cukup (namun tidak ada jendela terbuka). Komposisi ransum
basal disusun berdasarkan standar AOAC (2005) yaitu mengandung karbohidrat,
protein, lemak, mineral, vitamin, dan air.

Tabel 4.1 Komposisi ransum basal untuk tikus percobaan. Sumber: AOAC (2005)

Bahan-Bahan Jumlah (%)
Protein kasein X=1,60 x 100%N sampel (10% port)
Minyak jagung [(8-X) x % ekstrak eter]| / 100

Campuran mineral  [(5-X) x % kadar abu] / 100

Campuran vitamin 1

CMC [(1-X) x % kadar serat kasar] / 100
Air [(5-X) x % kadar air] / 100
Maizena Untuk membuat 100%

4.4.3 Isolasi Tiroglobulin Kambing (CTg)

Protein CTg diisolasi dari organ tiroid kambing dengan menghaluskan tiroid
menggunakan mortar dingin yang dilanjutkan dengan sonikasi dan sentrifugasi.
Supernatan yang terbentuk kemudian ditambah etanol absolut dan disentrifugasi.

Hasilnya berupa endapan crude protein yang akan diinduksikan pada tikus. Tahapan
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isolasi protein tiroglobulin dari organ tiroid kambing secara skematis dapat dilihat

pada Lampiran 3.

4.4.4 Preparasi dan Penghitungan Dosis CTg

Penentuan dosis optimasi CTg didasarkan pada penelitian Zhou dan Gill (2005)
dan Song et al. (2011). Pada kelompok P1 digunakan dosis CTg 100 ug/ml dalam
Tris HCI yang diemulsikan menggunakan perbandingan 1 : 1 dengan CFA atau IFA.
Pada kelompok P2 digunakan dosis CTg 200 ng/ml dalam Tris HCI yang diemulsikan
menggunakan perbandingan 1 : 1 dengan CFA atau IFA. Penghitungan dosis CTg
didasarkan pada hasil pengukuran kadar protein CTg melalui uji biuret dan hasil
spektrofotometri. Penghitungan dosis CTg yang diisolasi dari organ tiroid kambing

dapat dilihat di Lampiran 5.

4.4.5 Persiapan Hewan Model Autoimmune Thyroiditis

Pada kelompok pertama (P0), tikus tidak diinduksi CTg dan merupakan
kelompok kontrol. Pada kelompok kedua (P1), tikus diinduksi dengan emulsi CTg
dan Complete Freud’s Adjuvant (CFA) secara subkutan pada bagian cervical
sebanyak 0,2 ml dengan dosis CTg sebesar 100pug/ml pada hari ke-0 kemudian
dilakukan booster menggunakan emulsi CTg dan Incomplete Freud’s Adjuvant (IFA)
sebanyak 0,2 ml dengan dosis CTg sebesar 100 pg/ml pada hari ke-14 dan ke-28.
Pada kelompok ketiga (P2), tikus diinduksi emulsi CTg dan Complete Freud’s
Adjuvant (CFA) secara subkutan pada bagian cervical sebanyak 0,2ml dengan dosis

CTg sebesar 200 pg/ml pada hari ke-0 lalu dilakukan booster menggunakan emulsi
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CTg dan Incomplete Freud’s Adjuvant (IFA) sebanyak 0,2 ml dengan dosis CTg
sebesar 200 pg/ml pada hari ke-14 dan ke-28. Jadwal induksi tikus sebagai hewan

model AITD secara skematis dapat dilihat pada Lampiran 6.

4.4.6 Pembuatan Preparat Histopatologi

Tikus dikorbankan pada hari ke-34 dengan cara dislokasi leher kemudian
dibedah dan diambil organ tiroidnya. Sampel tiroid dicuci dengan menggunakan
NaCl fisiologis 0,9% untuk menghilangkan darah. Proses pembuatan preparat
histologi terdiri dari fiksasi, dehidrasi, infiltrasi, penjernihan, embedding, sectioning,
penempelan di gelas objek, serta pewarnaan.

Fiksasi dilakukan dengan cara organ tiroid direndam dalam larutan formaldehid
10%. Dehidrasi dilakukan menggunakan larutan etanol secara bertingkat dari
konsentrasi 30%, 50%, 70%, 80%, 95%, sampai konsentrasi absolut. Lama jaringan
dalam larutan etanol berkisar antara 10 menit hingga 30 menit. Proses dehidrasi
berjalan dalam kondisi teragitasi dan pada suhu 4°C. Selanjutnya adalah tahap
penjernihan yaitu jaringan dipindahkan dari alkohol absolut III ke larutan penjernih
yaitu xylol I (1 jam), xylol II (1 jam), dan xylol III (30 menit pada suhu kamar dan 30
menit pada inkubator).

Proses infiltrasi yang dilakukan dalam parafin cair yang ditempatkan dalam
inkubator bersuhu 58-60°C. Jaringan dimasukkan dalam parafin cair I, parafin cair II,
dan parafin cair III masing-masing selama 1 jam di dalam oven. Embedding

dilakukan dengan cetakan yang didalamnya diisi parafin cair. Setelah membeku, hasil
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cetakan tersebut dipotong-potong dan ditempelkan pada blok kayu. Blok tersebut
dipasang pada mikrotom dan diatur agar posisinya sejajar dengan posisi pisau. Blok
parafin dipotong dengan ketebalan 5 um. Pada awal pemotongan dilakukan trimming
karena jaringan yang terpotong masih belum sempurna. Jaringan diletakkan diatas
kaca objek. Sediaan tersebut disimpan pada inkubator dengan suhu 37°C selama
semalam (Vara, 2005).
4.4.7 Pembuatan Preparat Imunohistokimia Tumor Necrosis Factor (TNF)-a
Jaringan sebelum diwarnai harus melalui proses deparafinasi dan rehidrasi.
Proses deparafinasi dengan menggunakan xy/o/ bertingkat 1-3 masing-masing selama
5 menit. Lalu dilanjutkan dengan proses rehidrasi dengan menggunakan alkohol
absolut I, IT dan III masing-masing 3 menit, alkohol 95%, 90%, 80% dan 70% secara
berurutan masing-masing selama 3 menit. Selanjutnya jaringan dicuci dengan
aquadest dan PBS pH 7.,4. Selanjutnya, direndam dalam 3% H,0O, selama 10 menit.
Kemudian preparat dicuci dengan PBS pH 7,4 selama 3x5 menit. Blocking dilakukan
dengan menggunakan BSA 2% selama 60 menit. Diinkubasi dengan antibodi primer
anti mouse TNF-o semalam pada suhu 4°C. Setelah diinkubasi dengan antibodi
primer dicuci dengan PBS pH 7.4 selama 3x5 menit. Selanjunya ditambah dengan
antibodi sekunder rabbit anti rat IgG biotin labelled dan diinkubasi selama 1 jam.
Dicuci dengan PBS pH 7,4 selama 3x5 menit. Kemudian ditambahkan reagen
diamino benzidine (DAB) selama 10-20 menit pada suhu ruang. Preparat dibilas
dengan aquadest selama 3x5 menit. Dicuci dengan PBS pH 7,4 selama 3x5 menit.

Dilakukan counterstaining dengan mayer’s hematoxylin selama 10 menit dan dicuci



29

dengan air. Selanjutnya, preparat dikering anginkan dan dilakukan mounting

menggunakan entellan kemudian ditutup dengan cover glass (Vara, 2005).

4.4.8 Pembuatan Preparat Imunohistokimia Inducible Nitric Oxide Synthase
(iINOS)

Preparat diinkubasi dengan antibodi primer anti mouse iNOS semalam pada
suhu 4°C. Setelah diinkubasi dengan antibodi primer dicuci dengan PBS pH 7,4
selama 3x5 menit. Selanjunya ditambah dengan antibodi sekunder rabbit anti rat IgG
biotin labelled dan diinkubasi selama 1 jam. Dicuci dengan PBS pH 7,4 selama 3x5
menit. Kemudian ditambahkan reagen diamino benzidine (DAB) selama 10-20 menit
pada suhu ruang. Preparat dibilas dengan aquadest selama 3x5 menit. Dicuci dengan
PBS pH 7.4 selama 3x5 menit. Dilakukan counterstaining dengan mayer’s
hematoxylin selama 10 menit dan dicuci dengan air. Selanjutnya, preparat dikering
anginkan dan dilakukan mounting menggunakan entellan kemudian ditutup dengan

cover glass (Vara, 2005).

4.4.9 Pemeriksaan Ekspresi TNF-a dan iNOS

Pemeriksaan preparat imunohistokimia untuk melihat ekspresi TNF-o dan
INOS dilakukan dengan menggunakan mikroskop cahaya dengan perbesaran lemah
(100X) hingga perbesaran kuat (400X). Hasil pengamatan ekspresi TNF-a dan iNOS
kemudian diuji secara kuantitatif untuk mengukur presentase area menggunakan

software Axio Vision dengan pengukuran pada lima bidang pandang (Lampiran 7).
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4.5 Analisis Data

Data yang diperoleh dari hasil pemeriksaan ekspresi tumor necrosis factor
alpha (TNF-a) dan inducible nitric oxide synthase (iINOS) dengan pewarnaan
imunohistokimia dianalisis secara statistik menggunakan program SPSS for Windows
dengan analisis ragam ANOVA untuk mengetahui perbedaan nyata antar kelompok.
Apabila terdapat perbedaan nyata, uji dilanjutkan dengan Tukey HSD (a = 0,05)

untuk mengetahui signifikansi data tersebut (Astuti, 2010).



BAB 5 HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1 Ekspresi Tumor Necrosis Factor (TNF)-a pada Tikus Hasil Injeksi CTg

Sebagai Hewan Model Autoimmune Thyroiditis

Pembuatan tikus model AITD (EAT) dilakukan dengan cara menginjeksikan
CTg yang diemulsikan dengan CFA atau IFA secara subkutan pada bagian cervical.
Complete Freud Adjuvant (CFA) mengandung mikobakterium inaktif dan diberikan
pada injeksi awal sebagai preimun, sedangkan Incomplete Freud Adjuvant (IFA)
tidak mengandung mikobakterium dan diberikan pada beberapa injeksi selanjutnya
sebagai booster. Injeksi CTg dilakukan dengan dosis pemberian sebesar 100ug/ml
dan 200pg/ml. Pemberian CTg dengan dua jenis dosis bertujuan untuk mengetahui
dosis optimum yang dapat menginduksi terjadinya autoimmune thyroiditis yang
diketahui dari tingkat kerusakan jaringan tiroid.

Berdasarkan pengamatan terhadap preparat histopatologi jaringan tiroid
dengan pewarnaan imunohistokimia, jaringan tiroid pada tikus yang tidak diinjeksi
CTg dengan tikus yang diinjeksi CTg memberikan perbedaan gambaran baik dari
segi struktur jaringan maupun TNF-a yang diekspresikan. Ekspresi TNF-a tersebut

ditandai dengan warna coklat yang muncul pada jaringan tiroid.

31
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Gambar 5.1 Ekspresi Tumor Necrosis Factor (TNF)-a dengan pewarnaan
imunohistokimia pada jaringan tiroid tikus.
Keterangan : (A) Jaringan tiroid tikus normal tanpa injeksi CTg; (B) Jaringan
tiroid tikus yang diinjeksi CTg dosis 100 pg/ml; (C) Jaringan tiroid tikus
yang diinjeksi CTg dosis 200 pg/ml. Panah=ekspresi TNF-a (coklat).
Perbesaran 400X.

Pewarnaan imunohistokimia dilakukan pada preparat jaringan tiroid tikus untuk
mengetahui ekspresi TNF-a pada jaringan tersebut. Pada jaringan tiroid tikus, warna
coklat merupakan visualisasi dari ekspresi TNF-o yang berada di dalam jaringan
tersebut. Tingkat kerusakan yang terjadi pada setiap kelompok juga menunjukkan
perbedaan tidak hanya dari intensitas TNF-a yang diekspresikan, tetapi dapat pula
dilihat dari struktur jaringan tiroid yang mengalami perubahan (Gambar 5.1).

Pada kelompok tikus kontrol yang tidak diinjeksi CTg, sitokin TNF-a

diekspresikan dengan intensitas yang rendah di antara folikel-folikel tiroid. Secara
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struktural, folikel-folikel tiroid tersebut berukuran normal dan berisi koloid serta
dikelilingi sel epitel pipih selapis (Gambar 5.1 A). Sitokin TNF-a pada jaringan tiroid
kelompok tikus yang diinjeksi CTg dosis 100 pg/ml diekspresikan dalam intensitas
yang lebih tinggi dibandingkan dengan kelompok tikus normal. Ekspresi TNF-a
tersebut tersebar merata hampir di semua bagian folikel tiroid dan diitkuti dengan
perubahan struktur folikel-folikel tiroid yang kondisinya sudah tidak utuh. Sel-sel
parafolikular tidak terlihat jelas dan disertai dengan penyempitan area folikel
(Gambar 5.1 B). Jaringan tiroid kelompok tikus yang diinjeksi CTg dosis 200 pg/ml
menunjukkan tingkat kerusakan jaringan yang paling parah dibandingkan dengan dua
kelompok sebelumnya. Sitokin TNF-a diekspresikan dengan intensitas yang lebih
tinggi pada kelompok dosis tersebut dan tersebar tidak merata. Area folikel semakin
sempit sehingga batas antar folikel menjadi tidak jelas dan sel-sel parafolikular juga
tidak terlihat jelas (Gambar 5.1 C).

Kerusakan jaringan tiroid yang terjadi pada kelompok tikus yang diinjeksi
dengan CTg dosis 100 ug/ml dan dosis 200 pg/ml disebabkan oleh meningkatnya
aktivasi makrofag dan produksi autoantibodi terhadap tiroglobulin. Makrofag
teraktivasi karena adanya pengenalan Tg sebagai autoantigen sehingga memicu
respon imunitas tubuh dan menyebabkan terjadinya inflamasi pada jaringan tiroid.
Selain itu, pengenalan tersebut juga menginisiasi proliferasi sel T yang berperan
dalam respon imun spesifik pada jaringan tiroid. Sel T berproliferasi menjadi sel Th1
dan sel Th2. Makrofag dan sel Thl akan menghasilkan sitokin pro-inflamasi, salah

satunya adalah sitokin TNF-o yang menjadi penanda terjadinya kerusakan jaringan.
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Sedangkan sel Th2 akan mengaktivasi sel B untuk pembentukan autoantibodi yang
akan menyerang tiroglobulin sehingga terjadi kerusakan pada jaringan tiroid tikus.
Hasil pengamatan terhadap ekspresi TNF-o pada preparat jaringan yang
diwarnai dengan metode imunohistokimia selanjutnya diamati dengan menggunakan
program axio vision untuk mengetahui presentase area dari ekspresi TNF-o yang
dimunculkan oleh setiap kelompok perlakuan.
Tabel 5.1 Rata-rata Persentase Area Ekspresi TNF-a pada Kelompok Tikus

Normal dan Kelompok Tikus yang Diinduksi CTg
Peningkatan Persentase

3 _oy (O
Kelompole  Ekspresi TNE-0.%6) ey Ekcspresi TNF-o
terhadap Kontrol (%)
A (Tanpa Injeksi CTg) 0,20 + 0,04" 0
B (Dosis 100 pg/ml) 1,18+ 0,28" 487
C (Dosis 200 pg/ml) 3,48 £0,53¢ 1639

Keterangan : Perbedaan notasi (a,b,c) menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan
antar kelompok terhadap ekspresi TNF-a (p<0,05).

Ketiga kelompok perlakuan menunjukkan adanya perbedaan hasil ekspresi
TNF-a yang berbeda nyata dan signifikan (p<0,05) (Lampiran 9). Kelompok yang
diinjeksi dengan CTg dosis 200 pg/ml mengekspresikan TNF-o dengan intensitas
yang lebih tinggi (3,48 + 0,53) dibandingkan kelompok dosis 100 pg/ml (1,18 + 0,28)
dan kedua kelompok dosis tersebut mengekspresikan TNF-a lebih tinggi
dibandingkan kelompok kontrol yang tidak diinjeksi CTg (0,20 + 0,04) (Tabel 5.1).
Hal tersebut menunjukkan bahwa ekspresi TNF-o pada jaringan tiroid tikus yang
diinjeksi dengan CTg meningkat dari keadaan tiroid normal. Jika dibandingkan

dengan kelompok tikus tanpa injeksi CTg, kelompok tikus dosis 100 pg/ml
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mengalami peningkatan ekspresi TNF-a sebesar 487% sedangkan kelompok tikus
dosis 200 pg/ml mengalami peningkatan ekspresi TNF-a sebesar 1639% (Tabel 5.1).
Semakin tinggi dosis CTg yang diberikan pada tikus maka jumlah TNF- a yang
diekspresikan akan semakin tinggi. Hal tersebut mengindikasikan adanya pengaruh
dari jumlah dosis CTg yang diberikan terhadap TNF-a yang diekspresikan pada
jaringan tiroid tikus.

Dalam kondisi fisiologis, sitokin TNF-o diproduksi untuk mekanisme
homeostasis, sehingga pada kelompok perlakuan kontrol TNF-a tetap diekspresikan
dengan intensitas yang rendah. Sitokin TNF-a diproduksi dalam jumlah sedikit untuk
mempertahankan dan menjaga kondisi suatu jaringan. Sel T CDS8" yang berfungsi
sebagai sel sitotoksik memproduksi sitokin TNF-a yang berfungsi untuk menginduksi
proses apoptosis sel (Karnen dan Iris, 2010). Burek ef al. (2003) juga menyebutkan
dalam penelitiannya bahwa sel T CD8" dapat melisiskan sel-sel tiroid (tirosit) dengan
cara menghasilkan perforin/granzim atau melalui produksi sitokin TNF-a.

Kelompok tikus dengan injeksi dosis CTg 200 pg/ml mengekspresikan sitokin
TNF-a dengan intensitas yang lebih tinggi dibandingkan dengan kelompok dosis 100
png/ml karena jumlah antigen yang diinduksikan lebih banyak. Jumlah antigen yang
lebih banyak akan semakin meningkatkan respon aktivasi makrofag dan proliferasi
sel T. Hal tersebut didukung oleh pernyataan Yoon ef al. (2009) dalam penelitiannya
bahwa sitokin TNF-o merupakan salah satu sitokin yang sebagian besar diproduksi

oleh makrofag dan monosit yang teraktivasi.
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Penggunaan CFA sebagai adjuvan membantu pengenalan injeksi CTg sebagai
antigen oleh APC. Sementara itu, di dalam jaringan tiroid tikus telah terdapat
tiroglobulin yang awalnya tidak dikenali sebagai antigen. Injeksi CTg yang
diemulsikan dengan CFA akan mengintervensi sistem imun sehingga mengenali
tiroglobulin tikus tersebut sebagai antigen. Keadaan tersebut sejalan dengan
pernyataan Karnen dan Iris (2010) bahwa penggunaan adjuvan yang tepat dengan
protein self dapat menginduksi respon autoimun pada hewan model karena adjuvan
dapat memacu respons imun dengan afinitas tinggi serta memiliki kapasitas untuk
mengintervensi sistem imun yang selektif seperti sel B dan sel T.

Injeksi CTg mengakibatkan APC melalui MHC-II mempresentasikan
tiroglobulin sebagai autoantigen kepada sel CD4" sehingga tiroglobulin yang berada
di dalam tiroid tikus dikenali sebagai self antigen karena adanya kemiripan struktur
molekul dan biokimia antar tiroglobulin. Mayor histocompability complex-1I (MHC-
IT) diketahui memiliki kemampuan yang sangat potensial dalam proses presentasi
antigen dan berperan penting dalam terjadinya mekanisme autoimmune thyroiditis.
Analisis terhadap thyroid ephitelial cells (TEC) pada beberapa penderita penyakit
tiroiditis menunjukkan adanya molekul-molekul adhesi seperti intercellular adhesion
molecule-1 (ICAM-1) dan lymphocyte function associated antigen-3 (LFA-3) dalam
eksprest MHC-II. Molekul-molekul adhesi tersebut berfungsi dalam proses regulasi
sitokin TNF-a dan IFN-y serta meningkatkan adhesi antara sel T dan APC serta

memacu sinyal kostimulator untuk aktivasi sel T (Male et al., 1996).
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Injeksi CTg yang diemulsikan dengan IFA akan mengaktivasi sel B memori
yang kemudian menginisiasi sel B plasma untuk membentuk antibodi terhadap
tiroglobulin. Antibodi terhadap tiroglobulin diproduksi oleh sel B yang teraktivasi
melalui sitokin IL-4 yang dihasilkan oleh sel Th2 hasil proliferasi sel T CD4" naif
(Burek et al., 2003). Semakin banyak jumlah CTg yang diinjeksikan ke dalam tubuh
tikus maka produksi antibodi pun akan semakin tinggi. Ikatan antara antibodi (Tg-
Ab) dengan antigen (Tg) akan menghantarkan sel-sel tiroid ke mekanisme
pemusnahan efektor. Mekanisme tersebut melibatkan aktivasi sel mononuklear
(makrofag dan monosit) melalui regulasi sel T CD4", sel T CD8" (Tc), dan aktivitas
sitolitik antibody dependent cell (mediated) cytotoxity (ADCC) (Karnen dan Iris,
2010). Hal tersebut sesuai dengan penelitian Prete ef al. (1989) yang membuktikan
bahwa sitokin TNF-a dihasilkan dalam jumlah yang tinggi oleh sel T CD4" dan sel T
CDS8" pada penderita penyakit autoimmune thyroiditis.

Berdasarkan hasil penelitian ini, pemberian CTg yang diemulsikan dengan CFA
akan mengakibatkan presentasi tiroglobulin tikus sebagai antigen dan apabila
diemulsikan dengan IFA akan menginisiasi pembentukan antibodi terhadap
tiroglobulin sehingga dapat menyebabkan kerusakan pada jaringan tiroid yang
ditandai dengan adanya ekspresi sitokin TNF-o. Perbedaan variasi dosis pada
kelompok tikus yang diinjeksi CTg dan kelompok tikus tanpa injeksi CTg
menunjukkan perbedaan hasil yang signifikan. Jumlah dosis CTg yang diinjeksikan
pada tikus juga berbanding lurus dengan tingkat kerusakan yang terjadi pada jaringan

tiroid tikus tersebut.
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5.2 Ekspresi Inducible Nitric Oxide Synthase (iNOS) pada Tikus Hasil Injeksi
CTg sebagai Hewan Model Autoimmune Thyroiditis
Berdasarkan pengamatan terhadap preparat tiroid hasil pewarnaan
imunohistokimia, jaringan tiroid pada tikus memberikan perbedaan gambaran baik

dari segi struktur jaringan maupun ekspresi iNOS yang dihasilkan. Perbedaan

tersebut dihasilkan karena jenis perlakuan dan jumlah dosis CTg yang diinjeksikan.

Vg

Gambar 5.2 Ekspresi inducible nitric oxide synthase (iNOS) dengan pewarnaan
imunohistokimia pada jaringan tiroid tikus.
Keterangan : (A) Jaringan tiroid tikus normal tanpa injeksi CTg; (B) Jaringan
tiroid tikus yang diinjeksi CTg dosis 100 pg/ml; (C) Jaringan tiroid tikus
yang diinjeksi CTg dosis 200 pg/ml. Panah=eckspresi iNOS (coklat).
Perbesaran 400X.

Ekspresi iINOS pada jaringan tiroid divisualisasi menggunakan metode

imunohistokimia yang ditunjukkan oleh endapan berwarna coklat. Warna tersebut



39

menandakan adanya ikatan antara antibodi dengan antigen pada jaringan tiroid tikus.
Struktur jaringan tiroid tikus normal tidak mengalami perubahan. Lumen tiroid berisi
koloid dan dikelilingi oleh sel-sel epitel pipih selapis. iNOS diekspresikan dengan
intensitas rendah pada folikel tiroid tikus (Gambar 5.2 A). Pada kelompok tikus yang
diinjeksi dengan CTg dosis 100 pg/ml, iNOS diekspresikan dengan intensitas tinggi
dan tersebar merata pada jaringan tiroid. Terjadi perubahan warna menjadi lebih
muda pada beberapa folikel. Sel-sel parafolikular juga tidak terlihat jelas dan luas
area folikel mengalami penyempitan (Gambar 5.2 B). Ekspresi iNOS dengan
intensitas yang lebih tinggi dan tersebar tidak merata terlihat pada kelompok tikus
yang diinjeksi dengan CTg dosis 200 pg/ml. Folikel tiroid mengalami kerusakan
dengan sel-sel parafolikular yang tidak terlihat jelas dan diikuti oleh penyempitan
area lumen sehingga batas area antar folikel juga menjadi tidak tampak (Gambar 5.2
O).

Secara histologis, kelenjar tiroid terdiri dari banyak folikel berisi koloid yang
mengandung tiroglobulin dan dikelilingi oleh sel-sel epitel kubus selapis (Brown,
1992). Tiroglobulin pada jaringan tiroid tikus dikenali sebagai autoantigen karena
penggunaan CFA yang diemulsikan dengan CTg membantu tiroglobulin
dipresentasikan sebagai antigen oleh APC melalui MHC-II. Presentasi tersebut
kemudian mengaktivasi makrofag yang menghasikan produk peptide yaitu nitric
oxide (NO) sebagai mediator dalam mekanisme kerusakan jaringan. Van Den Hove et
al. (2002) menyebutkan bahwa pada tiroid, NO dihasilkan sebagai respon terhadap

interleukin-1 (IL-1) yang merupakan sitokin proinflamasi dan memediasi kerja
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sitokin pada tahap awal proses autoimun. Perubahan struktur jaringan tiroid yang
menjadi tidak utuh adalah salah satu ciri-ciri terjadinya kerusakan pada tiroid. NO
yang dihasilkan oleh thyroid epithelial cells (TEC) dapat merusak pelindung (barrier)
dari sel tersebut yang menyebabkan ketidakutuhan bentuk sel tiroid. Ketidakutuhan
bentuk sel mengakibatkan kegagalan fungsi dari sel epitel tiroid yang berperan dalam
mengatur regulasi tiroglobulin yang dibutuhkan untuk produksi hormon tiroid.
Kerusakan barrier sel tiroid juga dapat meningkatkan adhesi sel limfosit terhadap
tiroglobulin dan menghantarkan tiroglobulin ke mekanisme pemusnahan sel
(Rasmussen et al., 1994).

Hasil pengamatan terhadap ekspresi iNOS pada preparat jaringan yang diwarnai
dengan metode imunohistokimia selanjutnya diamati dengan menggunakan program
axio vision untuk mengetahui presentase area dari ekspresi yang dimunculkan oleh
setiap kelompok perlakuan. Data yang diperoleh kemudian dianalisis secara statistik
untuk mengetahui perbedaan antara ketiga kelompok tersebut.

Tabel 5.2 Rata-rata Persentase Area Ekspresi iNOS pada Kelompok Tikus

Kontrol, Kelompok Tikus Dosis 100 pg/ml, dan Kelompok Tikus
Dosis 200 pg/ml

Kelompok Ekspresi iNOS (%)

Peningkatan Persentase

Area Ekspresi iNOS
+
UEaiE=ID) terhadap Kontrol (%)
A (Tanpa Injeksi CTg) 0,10 +0,02° 0
B (Dosis 100 pg/ml) 1,80 + 0,26" 1729
C (Dosis 200 pg/ml) 4.13 £ 1,06¢ 4118

Keterangan : Perbedaan notasi (a,b,c) menunjukkan perbedaan yang signifikan antar
kelompok terhadap ekspresi iNOS (p<0,05).
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Hasil dari ketiga kelompok perlakuan menunjukkan adanya perbedaan rata-rata
jumlah ekspresi iINOS secara nyata dan signifikan (p<0,05) (Lampiran 9). Jumlah
INOS yang diekspresikan pada kelompok tikus normal tanpa injeksi CTg lebih kecil
(0,10 £ 0,02) dibandingkan dengan jumlah iNOS yang diekspresikan pada kelompok
tikus yang diinjeksi CTg. Jumlah iNOS yang diekspresikan pada kelompok tikus
yang diinjeksi CTg dosis 100 pg/ml (1,80 = 0,26) lebih kecil dibandingkan dengan
kelompok tikus yang diinjeksi CTg dosis 200 pg/ml (4,13 + 1,06). Jika dibandingkan
dengan jumlah iINOS yang diekspresikan pada kelompok tikus normal, kelompok
yang diinjeksi CTg dengan dosis sebesar 100 pg/ml mengalami peningkatan ekspresi
INOS sebesar 1729% sedangkan kelompok tikus yang diinjeksi dengan dosis 200
pg/ml mengalami peningkatan jumlah iNOS sebesar 4118%. Hal tersebut
menunjukkan adanya pengaruh antara jumlah dosis CTg yang diberikan dengan
intensitas iINOS yang diekspresikan (Tabel 5.2).

Pada jaringan tiroid normal, iINOS diekspresikan dalam jumlah yang kecil
karena dalam mekanisme fisiologis iNOS tetap dibutuhkan untuk menghasilkan NO.
Grisham et al. (1999) menyebutkan dalam Aktan (2004) bahwa pada konsentrasi
fisiologis, NO menghambat agregasi platelet proinflamasi, adhesi yang dimediasi
integrin, ekspresi gen yang menginduksi sitokin proinflamasi, faktor yang mengontrol
inflamasi vaskular, dan kerusakan oksidatif.

Pada kelompok tikus yang mendapat perlakuan injeksi CTg dosis 100 pg/ml,
INOS diekspresikan lebih banyak dibandingkan pada kelompok tikus normal.

Peningkatan ekspresi ini karena injeksi antigen CTg memicu peningkatan aktivasi
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makrofag untuk reaksi inflamasi. Ekspresi iNOS pada kelompok yang diinjeksi CTg
dengan dosis 200 pg/ml juga lebih banyak dibandingkan dengan kelompok dosis 100
png/ml. Hal tersebut disebabkan jumlah antigen yang diinjeksikan pada tikus lebih
banyak sehingga aktivasi makrofag juga meningkat. Peningkatan aktivasi tersebut
berbanding lurus dengan peningkatan jumlah sitokin IFN-y yang dihasilkan sebagai
salah satu sitokin proinflamasi. Tingginya jumlah sitokin IFN-y pada tiroid akan
meningkatkan produksi iNOS di jaringan tersebut (Brown, 2007). Keadaan ini sejalan
dengan pendapat Rao et al. (2000) dalam Aktan (2004) bahwa IFN-y mengaktivasi
jalur signal Jak-STAT untuk meningkatkan induksi iNOS dan produksi NO. Selain
itu, penggunaan adjuvant CFA yang mengandung mikobakterium inaktif berperan
dalam proses pengenalan antigen pada reseptor makrofag, sesuai dengan pendapat
Schroder et al. (2000) bahwa aktivitas iINOS pada makrofag diregulasi dan
dimodulasi pertama kali oleh molekul receptor seluler misalnya Toll-like receptor dan
CD-14 yang merupakan reseptor produk bakterial dan berperan penting dalam respon
proinflamasi monosit dan makrofag melalui aktivasi jalur nuclear factor kappa B
(NF-xB).

Banyaknya jumlah iNOS yang diekspresikan jaringan tiroid kelompok yang
diinjeksi dengan CTg berbanding lurus dengan tingkat kerusakan yang terjadi sesuai
pendapat Brown (2007), ketika iNOS diekspresikan, NO akan diproduksi terus
menerus dalam jumlah yang tinggi. Semakin banyak iNOS yang diekspresikan, maka
NO yang dihasilkan juga semakin banyak sehingga kerusakan tiroid juga semakin

parah. Jaringan tiroid kelompok dosis 100 pg/ml dan 200 pg/ml mengalami stress
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oksidatif karena sebagai radikal bebas, NO dapat dengan mudah berikatan dengan
molekul oksigen bebas dan menyebabkan kerusakan jaringan. Nitric oxide (NO) yang
berikatan dengan oksigen bebas akan membentuk reactive nitrogen oxide
intermediate (RNOI) dan peroxynitrite yang bersifat sitotoksik (Aktan, 2004).
Menurut penelitian Han et al. (2001) dalam Brown (2007), peroxynitrite dapat
menghambat respirasi mitokondria secara irreversibel dan merusak komponen-
komponen penyusun mitokondria, serta menghambat aktivitas dan level antioksidan
di dalam sel. Reaksi tersebut bersifat sangat reaktif dan menyebabkan terjadinya
stress oksidatif di jaringan tiroid yang berujung pada kematian sel tiroid tikus.

Peningkatan ekspresi iNOS memiliki korelasi penting dengan peningkatan
ekspresi TNF-a pada jaringan tiroid tikus yang diinjeksi dengan CTg. Keduanya
merupakan produk yang dihasilkan makrofag teraktivasi sebagai bentuk respon dalam
keadaan inflamasi jaringan. Sitokin TNF-o yang dihasilkan makrofag juga dapat
menginisiasi pembentukan iNOS melalui pengaktifan jalur NF-kB. Pengaktifan
tersebut akan meningkatkan kemampuan reseptor TLR dan CD14 yang memodulasi
pembentukan iNOS dan produksi NO (Song et al., 2007).

Berdasarkan hasil penelitian ini, injeksi CTg terbukti mengakibatkan kerusakan
pada jaringan tiroid ditandai dengan peningkatan ekspresi iNOS yang dihasilkan oleh
setiap kelompok . Perbedaan variasi dosis pada kelompok tikus yang diinjeksi CTg
dan kelompok tikus tanpa injeksi CTg menunjukkan jumlah ekspresi iNOS yang

berbeda serta berbanding lurus dengan kerusakan jaringan yang diakibatkan.



BAB 6 KESIMPULAN DAN SARAN

6.1 Kesimpulan

1. Injeksi tiroglobulin kambing (CTg) menyebabkan peningkatan ekspresi
tumor necrosis factor (TNF)-a dan inducible nitric oxide synthase (iNOS)
pada organ tiroid tikus (Rattus norvegicus) yang merupakan penanda
terjadinya AITD.

2. Jumlah dosis CTg yang diinjeksikan berbanding lurus dengan tingkat
kerusakan jaringan tiroid dimana dosis 200 pg/ml merupakan dosis yang
paling optimal dalam menginduksi terjadinya AITD pada hewan model tikus
(Rattus norvegicus).

6.2 Saran

1. Diperlukan proses purifikasi pada tahap isolasi protein tiroglobulin untuk
meningkatkan spesifitas inducer hewan model tikus autoimmune thyroiditis.

2. Diperlukan penelitian lebih lanjut terhadap spesifitas antibodi-tiroglobulin

yang dihasilkan pada hewan model tikus autoimmune thyroiditis.
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Lampiran 2. Skema alur penelitian.

[ Tikus (Rattus norvegicus) ]

'

Aklimatisasi 7 hari

v

v
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Kelompok Tanpa
Perlakuan (Kontrol)

(7 “\ (7 -\
Kelompok Perlakuan 1 Kelompok Perlakuan 2
\ J \ * J
4 ) Y
Injeksi CTg + CFA Injeksi CTg + CFA
Dosis 100pg/ml hari Dosis 200pg/ml hari
ke-0 ke-0
\. /U J
4 )

Injeksi CTg + IFA Injeksi CTg + IFA
Dosis 100pg/ml hari Dosis 200pg/ml hari
ke-14 dan ke-28 ke-14 dan ke-28
\_ J J

Pembedahan pada hari ke-34

dan isolasi organ tiroid tikus

!

Pembuatan preparat histopatologi dan pew:

arnaan imunohistokimia TNF-a dan INOS

[ Pengamatan preparat imunohistokimia dan analisa kuantitatif ]

[ Analisa data statistik ]

I Hasil I
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Lampiran 3. Tatalaksana isolasi protein tiroglobulin dari organ tiroid kambing (CTg)

[ Organ Tiroid

'S

Dipotong kecil-kecil menjadi 3 bagian

Ditimbang dengan berat masing-
masing 1 gram

Ditambah larutan PBST-PMSF
sebanyak 5X Volume Sample

Ditambah sedikit pasir kuarsa

Dihaluskan dengan mortar dalam

kondisi dingin

Dimasukkan dalam tabung propilen
steril

Digetarkan dengan vortex selama 10
menit

Disonikasi dengan sonikator selama 10

menit

\.

Disentrifus dengan alat sentrifugasi
selama 15 menit (6000 rpm)

[ Supernatan




[ Supernatan

)

7

Ditambah etanol absolute dingin
dengan perbandingan 1 : 1

Dibiarkan di freezer selama 24 jam
hingga terbentuk endapan

Disentrifuse dengan alat sentrifugasi
selama 15 menit (10000rpm)

Endapan

Dikeringkan di udara bebas hingga bau
etanol hilang

Ditambah buffer Tris HCI dingin
20mM dengan perbandingan 1 : 1

.

Divorteks lalu disimpan di dalam
freezer

Ekstrak Crude

Protein
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Lampiran 4. Analisis Kurva Baku Protein

Tabel 4.1 Hasil Pengukuran Larutan BSA

No. Larutan standar (ppm) Absorbansi
1 0 0
2 1000 0,01
3 2000 0,036
4 3000 0,099
5 4000 0,137
6 5000 0,187
7 6000 0,241
8 7000 0,308
9 8000 0,325
10 9000 0,391
11 10000 0,439
05
0.45 3
R2=0.973
0.35
5 03 R / y = 0.00004 x
E 0.25 /
A
® 015 %
0.1 — s
0.05 .
0 S ; ; ; ;
0 2000 4000 6000 8000 10000 12000
Konsentrasi (ppm)
Gambar 4.1 Grafik kurva baku BSA
Tabel 4.2 Hasil Perhitungan Kadar Protein CTg dengan Metode Biuret
Sampel Absorbansi Kadar Protein (ppm)
TG1 0,228 5700
TG2 0,228 5700

Dari hasil pengukuran tersebut, didapatkan kadar protein CTg sebesar 5700ppm =
570png/1000pl.
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Lampiran 5. Penghitungan dosis CTg

A. Dosis Perlakuan I
Pemberian dosis didasarkan pada pengukuran kadar protein hasil analisis kurva
baku protein. Hasil analisis kurva baku protein menunjukkan konsentrasi protein CTg
sebanyak 570 pg/ml. Jumlah konsentrasi protein yang dibutuhkan untuk mencapai
dosis optimasi adalah 100 pg/ml dalam volume 100 pl.
My XV, = MyXV,
570 ug/ml XV; = 100 pg/mlx 100 ul

T 100 pg/ml x100 pl
1o 570 pg/ml

= 17,54 ul

Berdasarkan penghitungan volume diatas, didapatkan volume protein CTg
sebanyak 17,54 ul yang kemudian ditambah dengan 82,46 pl Tris HCI, sehingga
volumenya menjadi 100 pl. Protein CTg tersebut lalu diemulsikan dengan CFA atau
IFA dengan perbandingan 1 : 1.

Emulsi CTg + CFA =100 pl + 100 pl = 200 pl = 0,2 ml
Emulsi CTg + IFA =100 pul + 100 pl = 200 pl = 0,2 ml
Dari perhitungan tersebut, maka dosis optimasi yang diinduksikan pada

perlakuan I untuk setiap ekor tikus adalah 100 pg/ml sebanyak 0,2 ml.

B. Dosis Perlakuan I1
Pemberian dosis didasarkan pada pengukuran kadar protein hasil analisis kurva
baku standar protein. Hasil analisis kurva baku protein menunjukkan konsentrasi
protein CTg sebanyak 570 pg/ml. Jumlah konsentrasi protein yang dibutuhkan untuk
mencapai dosis optimasi adalah 200 pg/ml dalam volume 100 pl.
M XV, = MyxV,
570 pg/ml xXV; = 200 pg/mlx 100 ul

)] 200 pg/ml x100 pl
SN 570 pg/ml

= 35,08 pl
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Berdasarkan penghitungan volume diatas, didapatkan volume protein CTg
sebanyak 35,08 ul yang kemudian ditambah dengan 64,92 ul Tris HCI, sehingga
volumenya menjadi 100 pl. Protein CTg tersebut lalu diemulsikan dengan CFA atau
IFA dengan perbandingan 1 : 1.

Emulsi CTg + CFA =100 pl + 100 pl = 200 pl = 0,2 ml
Emulsi CTg +IFA =100 pul + 100 pl = 200 pl = 0,2 ml
Dari perhitungan tersebut, maka dosis optimasi yang diinduksikan pada

perlakuan II untuk setiap ekor tikus adalah 200 pg/ml sebanyak 0,2 ml.



Lampiran 6. Jadwal Induksi Tikus
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Kelompok Hari ke-
Tikus 0 14 21 28 34
PO - - - - Dibedah
P1 CTg + CFA CTg + IFA - CTg + IFA Dibedah
P2 CTg + CFA CTg + IFA - CTg + IFA Dibedah
Keterangan :

PO = Kelompok tikus tanpa perlakuan (kontrol)

P1 = Kelompok tikus perlakuan dosis 100ug/ pl
P2 = Kelompok tikus perlakuan dosis 200ug/ pl
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Lampiran 7. Metode Penggunaan Software Axio Vision 4.8.1

1. Pilih menu file > open image

icroscope _ Acquisition  Processing Annotations  Measure  Ewaluate  Archive Commander Tools Window  Help

Gpen Repor
Open Datatable..
Open Archive.
Image il Browser

Close culFs

Save cts
Save As.

Save as POF.

Save asRIF..

SaveAll

Save Report As Template

Importto 2.

LLERLCAOAS

Y

3

Select TWAIN device

print [

Print Preview

BEL @

Page Setup..

4E\SILATI\P3S0T6PG
SEASI\..AT1\P3080070.PG

|Opens an esting image

Recentfiles iR

Bxport Ctieb

TWAIN- camera image acquisition

Bit AltoF

L a
review | RO Copy ROL

2 @

Cut Copy Paste

W @ u
Live Snap Scale bar

a

Al @ w
Tet | Navigator Workfl

e |

Buka folder file, pilih gambar yang akan dihitung presentase areanya,

open

klik

View Microscope  Acquisition  Processing Annotations  Messure  Evaluate Archive Commander Tools Window Help

0 2 [

" New Open  Openimage Browser SoveAs

A 2]

opy ROI

4 a3

Cut Copy Paste

v a . A~ @ a8
Live Snap Scslebar Text | Navigator Workiow

! ® =
Preview | ROL Cc Spltter Gallery

Viorkarea

x

8 Micoscope
@ Cameros
@ ncubaton

@£ VivaTome

152 Sclings

0 HOR

5% Multidimensions Acquistion

(5-12] Image Processing

54y Messure

@ Bvluste

Type: PEG image
Size: 186 MB. »
Date modified: 6/20/2013 330 PM

File Edit View Micoscope Acquisiton Processing Annotations Messure Evaluste Archive Commander Tools Window Help

D 3 LS

" New Open  Openlmage Browser SaveAs

"] -3

Preview

I - S R Y | a
ROL Copy ROl | Cut Copy Paste | Live Snap Scolebar Tee | Navigator Workl

Wokarea

x| pozoossrrs | whx

B Microscope
& Comerss
&) Incubation
67 VivaTome
132 Scalings
@5 HOR
(5% Mubidimensionsl Accisition
/4] Image Processing
54y Measure
G Braluate

Info View | Gallry View |

axpARIE e AR »

I Jtort0as | I I




File Edit View Microscope Acquisition

4. Pilih menu measure > automatic measurement program > program wizard

0 2, B ® d

Processing Annotations | Messure | Evaluate Archive Commander Tools Window Help
" New Open  Openlmage Browser SaveAs

3 |a e E e

=& [x]
ARl A | @ a8 ®| =
Preview | ROI (npyROl‘@ Show Velues Text | Navigator Workflow Splitter Gallery
Po2eossrunG | oo | K<
W& ursor

x

2D View | Info View | Gallery View

ARRARIE|DAELE £
@i

e et ree o

H cre.
5.

Measurement program management akan muncul di jendela. Klik next.

Measurement Program Management

Select on exicting program to modfy or deleta T, or craste new program and start to setup the paramaters.

6.

Klik next (Brihtness, Contrast, and Gamma value) > next (Sigma Filter) >

next (Shading Correction) > next (Edge Enhancement).

Edge Enhancement

In this step you can enhance the edges of the objects. Thereby the separation of objects and background during segmentation is more precse. "Reset” activates the default settings for al parameters.

]
-
Threshold [
—
=
=

A 2IF
(RT3 =Y

Dereate
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7. Klik next (segmentation), pilih Object Definition > Click kemudian pilih area
pewarnaan berwarna coklat (ikatan antigen-antibodi).

Segmentation

In th step you define, which objects should be measured. Smply clck iside an object or draw an outine around 2 reference region. "Reset” actiates the defaul settings for 3l parameters.

]

Mode
@fnweimage () Snge cbjects
Object Defition

® cls © outine

cick
Tolerance: 3

o

Edge sze 1
("

WEC = @ F

Phase 11 Phase 1 [l
) HX@
(9]Phases may overiap

(9] Toggephases | hanmels

IS ——

[ IPropagate toal dhannels

AxALIF

T — >

8. Klik next (Deletion of Artifacts, Filling of Holes) > next (Automatic Object

Separation) > next (Interactive Processing of The Measurement Mask).

Automatic Meast

ing of the Mask
‘Separate objects by drawing separation lines. Objects can be deleted by ciicking inside an object or drawing a rectangle around the objects. Not already segmented objects can be added interactively.

|

e th crrnt ok foralmages
(VI Togde phases / channels
[ e—

Ax122IF

T B —
9. Klik next. Set Measurement Properties akan muncul di jendela.

Set Measurement Properties

In this didog you can load, set and store the propertes for further measurements

IA. Densitome 3
1A Densitometriaminimumare +
il ] v

- ) )




10. Klik next. Data hasil presentase area ekspresi iNOS dan TNF-a akan secara

otomatis ditabulasi di Microsoft Excel.

540 - Microsoft Excel =

Pagelayout  Formulas ~ Data  Review  View  Add-Ins @
E A L || S=nsert ~ || X~ f
IE2d =] 3 7 =212 %?
t——’ﬁ ﬁ‘:rﬁ — 5% Delete ~ || (8]~ Lﬁ
= 3= - S <0 .00/|| Conditional Format Cell k ~ Sort& Find &
F| B |18 % 2 ][ 8 Formatting ~ as Table ~ Styles ~ || & Format ~ || 2~ Filter~ Select ~
H | J K L R
1 AreaFrame[Pix AreaFrameuns p [Pi: filled D: D D: D D: D
2 7.834.368.000 7,834,368.000 2220 31,086.000 31,825.000 31,086.000 31,086.000 146.000 120.000 129.000 190.000 134.35
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Lampiran 8. Hasil Penghitungan Ekspresi TNF-a dan iNOS

Tikus Kelompok Normal Tikus Kelompok Dosis  Tikus Kelompok Dosis

100pg/ml 200png/ml
TNF-a iNOS TNF-a iNOS TNF-a iNOS
0,19 0,10 1,05 1,76 4,01 4,86
0,26 0,10 1,06 1,50 3,62 5,01
0,22 0,07 1,07 2,22 2,94 4,77
0,14 0,10 1,03 1,72 2,90 3,39
0,19 0,12 1,67 1,76 3,93 2,64

0,11 0,09 1,25 1,63 2,87 2,98




Lampiran 9. Analisis Statistika Ekspresi TNF-o dan iNOS
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ANOVA
Sum of Squares df Mean Square F Sig.

TNF Between Groups 28349 2 14.174|  118.079|  .000|

Within Groups 1.440 12 120

Total 29.789| 14
INOS  Between Groups 41.073 2 20.537 51.757 .000

Within Groups 4.761 12 397

Total 45.835| 14

Post Hoc Tests

Multiple Comparisons Tukey HSD

Depend Mean 95% Confidence Interval

ent Difference

Variable (I) TIKUS (J) TIKUS (I-J) Std. Error| Sig. | Lower Bound | Upper Bound

TNF  TANPA  DOSIS 100 -97560°| .21913| 002 -1.5602 -.3910)
INJEKSI posis 200 327900 .21913| 000 -3.8636 -2.6944
DOSIS  TANPAINJEKSI| 975607 .21913| .002 3910 1.5602
100 DOSIS 200 230340 .21913| 000 -2.8880 1.7188
DOSIS  TANPAINJEKSI| 3.27900] .21913| .000 2.6944 3.8636
200 DOSIS 100 230340 .21913| 000 1.7188 2.8880)

INOS TANPA  DOSIS 100 -1.69400°| 39839 .003 -2.7569 -.6311
INJEKSI posis 200 -4.03600°| .39839|  .000 -5.0989 -2.9731
DOSIS  TANPAINJEKSI| 1.69400| .39839| .003 6311 2.7569)
100 DOSIS 200 2.34200°| .39839| .000 -3.4049 -1.2791
DOSIS  TANPA INJEKSI| 4.03600| .39839| .000 2.9731 5.0989
200 DOSIS 100 2.34200| 39839 .000 1.2791 3.4049

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.



Descriptive Statistics

TIKUS Mean Std. Deviation N
TNF TANPA INJEKSI .2000 .04416 6
DOSIS 100 1.1756 .27801 6
DOSIS 200 3.4790 .52998 6
Total 1.6182 1.45870 18
INOS  TANPA INJEKSI .0980 .01789 6
DOSIS 100 1.7920 .26253 6
DOSIS 200 4.1340 1.05883 6
Total 2.0080 1.80939 18
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