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ABSTRAK

Rosaria Dian Lestari, NIM. 070100011005. Program Pascasarjana Fakultas Kedokteran
Universitas Brawijaya Malang. 6 Januari 2018. Efek Darapladib Sebagai Penyekat Selektif
Lp-PLA2 Terhadap Ekspresi Interleukin-1p dan Interleukin-6 pada Jantung Tikus Sprague-
Dawley Model Diabetes Mellitus Tipe 2. Komisi Pembimbing Ketua: Titin Andri Wihastulti,
Anggota: Djanggan Sargowo, Hidayat Sujuti, Umi Kalsum.

Penyakit metabolik seperti diabetes mellitus tipe 2 (DMT2) merupakan suatu kondisi
pro inflamasi dan dapat menurunkan fungsi dari jantung. Pola classical western diet yang
mengandung banyak lemak dan gaya hidup sedenter (kurang aktif bergerak) juga memiliki
efek pada patofisiologi kardiovaskuler. Makanan tinggi lemak saat ini juga dikaitkan dengan
dengan efeknya pada patofisiologi jantung, seperti inflamasi dan disfungsi kontraktilitas
jantung. Resistensi insulin yang merupakan penanda dari diabetes mellitus tipe 2
merupakan faktor resiko dari terjadinya gagal jantung, yang merupakan penyebab
kematian utama pada pasien dengan DMT2.

Terdapat hubungan antara inflamasi kronis ringan dan kelainan metabolik, yang
berhubungan dengan abnormalitas produksi sitokin. Inflamasi adalah respon pertama dan
utama dari jantung pada kondisi diabetes, dan secara aktif terlibat dalam proses terjadinya
gagal jantung pada kardiomiopati diabetik. Beberapa sitokin pro inflamasi yang meningkat
ekspresinya pada obesitas dan diabetes adalah Interleukin-1p (IL-1p) dan Interleukin-6 (IL-
6).

Lipoprotein-Associated Phospholipase A2 (Lp-PLA2) dikenal dapat meregulasi
proses inflamasi. Darapladib adalah obat baru yang secara selektif menghambat kerja
enzim Lp-PLA2, sehingga memiliki efek anti inflamasi. Sehingga penelitian ini dilakukan
bertujuan untuk menyelidiki apakah Darapladib sebagai penyekat selektif Lp-PLA2 dapat
mencegah terjadinya proses inflamasi pada jantung tikus Sprague-Dawley model DMT2
dengan menurunkan produksi sitokin pro inflamasi, khususnya IL-1 dan IL-6.

30 tikus Sprague-Dawley dibagi menjadi 3 kelompok, yaitu kelompok normal (N),
diabetes mellitus tipe 2 (DM) dan diabetes mellitus tipe 2 dengan terapi Darapladib
(DMDP). Masing-masing kelompok dibagi menjadi periode perlakuan 8 minggu dan 16
minggu. Kelompok normal diberi pakan normal dan minum ad lib, sementara kelompok DM
mendapat pakan tinggi lemak selama 4 minggu. Kemudian diberikan injeksi Streptozotozin
(STZ) dosis rendah pada intraperitoneal pada akhir minggu ke 4. Pemberian pakan tinggi
lemak kemudian dilanjutkan sampai 8 minggu dan 16 minggu. Darapladib diberikan pada
kelompok DMDP per oral dengan dosis 20mg/kg selama 8 dan 16 minggu. Parameter pada
penelitian ini adalah ekspresi IL-13 dan IL-6 pada jantung tikus Sprague-Dawley model
diabetes mellitus tipe 2, yang diukur menggunakan metode immunofluoresensi dan
dikuantifikasi menggunakan software Fluoview v.1.7.A. Penelitian ini juga mengukur kadar
gula darah puasa, kadar insulin plasma dan resistensi insulin menggunakan rumus
Homeostatic Model Assessment for Insulin Resistance (HOMA-IR).

Kelompok DM memiliki kadar glukosa darah puasa dan insulin plasma yang tertinggi
dibandingkan kelompok lain, dan secara signifikan lebih tinggi dibandingkan dengan
kelompok normal. Sementara kelompok DMDP memiliki kadar glukosa darah puasa dan
plasma insulin yang secara signifikan lebih rendah dibandingkan dengan kelompok DM.
Pada akhir masa perlakuan, kelompok DM memperlihatkan kondisi resistensi insulin
(HOMA-IR > 1.716) sementara kelompok normal dan DMDP tidak memperlihatkan kondisi
resistensi insulin (HOMA-IR < 1.716).

Pada periode perlakuan 8 minggu, ekspresi IL-1f pada kelompok normal berbeda
signifikan dengan kelompok DM, sementara kelompok DMDP menunjukkan penurunan
yang tidak signifikan apabila dibandingkan dengan kelompok DM. Ekspresi IL-6 pada
kelompok normal berbeda signifikan jika dibandingkan dengan kelompok DM, serta pada
kelompok DMDP . juga menunjukkan penurunan yang signifikan jika dibandingkan dengan
kelompok DM. Pada periode perlakuan 16 minggu, ekspresi IL-1p pada kelompok normal
berbeda signifikan jika dibandingkan dengan kelompok DM, tetapi kelompok DMDP tidak
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menunjukkan penurunan yang signifikan jika dibandingkan dengan kelompok DMDP.
Ekspresi IL-6 pada kelompok normal berbeda signifikan dibandingkan dengan kelompok
DM, tetapi kelompok DMDP tidak menunjukkan penurunan yang signifikan jika
dibandingkan dengan kelompok DM.

Hal yang terlihat pada penelitian ini adalah Darapladib sebagai penyekat selektif
enzim Lp-PLA2 dapat menurunkan ekspresi IL-6 pada jantung tikus Sprague-Dawley
model DMT2 pada periode perlakuan 8 minggu. Sehingga dapat ditarik kesimpulan bahwa
proses inflamasi pada jantung tikus Sprague-Dawley model DMT2 dapat dicegah pada
fase awal oleh Darapladib. Penelitian lebih lanjut diperlukan untuk melihat efek Darapladib
secara lokal pada jaringan jantung, khususnya pada model DMT2, dengan mengukur
ekspresi dan aktivitas enzim Lp-PLA2 pada jaringan jantung.hewan coba model diabetes
mellitus tipe 2.
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ABSTRACT

Rosaria Dian Lestari, NIM. 070100011005. Postgraduate Program Faculty of Medicine
Universitas Brawijaya Malang. January 6" 2018. The Effect of darapladib as an Lp-PLA2
Inhibitor to Interleukin-18 and Interleukin-6 Expression on the Heart of Diabetes Mellitus
Model Sprague-Dawley Rats. Supervisor Chairman: Titin Andri Wihastuti, Members:
Djanggan Sargowo, Hidayat Sujuti, Umi Kalsum.

Metabolic diseases such as type 2 diabetes mellitus (T2DM) is a pro-inflammatory
condition and may lead to compromised myocardial function. The classical western diet
which contain a lot of fat and sedentary life style also has effects on cardiovascular
pathophysiology. High fat diet even now related to many pathologic effects happened on
heart, such as inflammation and contractility dysfunction of the heart. Insulin resistance,
which is a hallmark of T2DM is a risk factor of heart failure, the leading cause of death in
T2DM patients.

There is a potential link between chronic low-grade ‘inflammation and metabolic
disorders, which are associated with abnormal cytokine production. Inflammation is the first
respond of the heart in diabetic state, and is actively related to heart failure in diabetic
cardiomyopathy. Some of the pro-inflammation cytokine which expression altered in
obesity and diabetes are interleukin-1f (IL-18) and interleukin-6 (IL-6).

Lipoprotein-Associated Phospholipase A2 (Lp-PLA2) regulates the inflammatory
process. Darapladib is a novel drug that selectively targets the active-site serine residue of
enzyme Lp-PLA2 and therefore has anti-inflammation effect. Therefore, this study wanted
to investigate whether Darapladib as an Lp-PLA2 inhibitor can prevent the inflammatory
process happened in the heart of Sprague-dawley T2DM rat model by reducing pro-
inflammatory cytokine, especially IL-1p and IL-6.

30 Sprague-Dawley rats were divided into three groups which was normal (N), T2DM
(DM), and T2DM with Darapladib administration (DMDP) group. Each group was divided
into 8 and 16 weeks (early and late phase). The normal group received normal diet and
water ad lib and the T2DM model was made by inducted the SD rats with High Fat Diet
(HFD) for 4 weeks and then Streptozotozin (STZ) low dose was injected in intraperitoneal
at the end of week 4. The HFD was then continued for 8 and 16 weeks. Darapladib was
given to the DMDP rats per oral with the dose of 20mg/kg for 8 and 16 weeks. The
parameters in this study are IL-1p and IL-6 expressions in heart, measured using
immunofluorescence. We also measured the fasting glucose level, plasma insulin level and
insulin resistance using HOMA-IR formulation.

The DM groups are having the highest fasting glucose and plasma insulin levels that
are significantly higher compared to the normal groups. While the DMDP groups had a
lower fasting glucose and plasma insulin levels that are significantly different from the DM
groups. At the end of the study, the DM groups revealed an insulin resistance (HOMA-IR
> 1.716) while the normal and DMDP groups showed no insulin resistance (HOMA-IR <
1.716).

In early phase, the IL-1B expression in normal group was significantly different from
DM, while in DMDP group the decreasing trend is not significantly differ from the DM. The
IL-6 expression was significantly different in normal and DM group, and also in DMPDP
compared with DM group. In late phase, the IL-1B expression in normal group was
significantly different from the DM group, while in DMDP. group the decreasing trend is
significantly differ from the DM group. The IL-6 expression in normal group was significantly
different from the DM group, while in DMDP the decreasing trend is not significantly differ
from the DM group.

As a conclution, Darapladib as a selective inhibitor of enzyme Lp-PLA2 could reduce
the expression of IL-6 on the heart of SD T2DM model rats in 8 weeks of serial time.
Therefore, inflammatory process in the heart of Sprague-Dawley T2DM rats model could
be reduced by Darapladib in early phase of diabetes mellitus. Further reaserach is needed
to find out the effect of Darapladin locally in heart tissue, by measuring the expression and
activity of enzyme Lp-PLA2 on heart, especially in T2DM model.
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KATA PENGANTAR

Dengan memanjatkan puji syukur kehadirat Allah SWT, atas limpahan rahmat
dan hidayah-Nya penulis dapat menyelesaikan tesis yang berjudul:  Efek
Darapladib Sebagai Penyekat Selektif Lp-PLA2 Terhadap Ekspresi Interleukin-13
Dan Interleukin-6 Pada Jantung Tikus Sprague-Dawley Model Diabetes Mellitus
Tipe 2.

Di dalam tulisan ini, disajikan pokok-pokok bahasan yang meliputi peran
enzim Lp-PLA2 yang dikenal memiliki dualisme sebagai pro-inflamasi dan anti-
inflamasi. Ketertarikan penulis akan topik ini didasari fakta bahwa diabetes melitus
tipe 2 (DMT2) merupakan suatu kondisi pro-inflamasi dan meningkatkan
kemungkinan terkena penyakit kardiovaskuler. Sementara penyebab utama
kematian pada DMT2 adalah gagal jantung. Darapladib merupakan penyekat
selektif dari Lp-PLA2 yang diharapkan dapat menurunkan resiko terjadinya
inflamasi yang merupakan dasar patogenesis penyakit jantung pada DMT2.
Sehingga penelitian ini  bertujuan untuk membuktikan bahwa pemberian
Darapladib mampu menurunkan inflamasi yang terjadi pada jantung dengan cara
mencegah aktivasi NF-kB dan ekspresi sitokin pro-inflamasi yaitu IL-1p dan IL-6
pada jantung tikus Sprague-dawley yang diinduksi oleh pemberian high fat diet
(HFD) dan injeksi streptozotocin (STZ).

Dengan selesainya tesis ini, penulis menyampaikan ucapan terima kasih yang
sebesar-besarnya kepada:

1. Dr. Titin Andri Wihastuti, S.Kp, M.Kes., sebagai pembimbing pertama yang
telah dengan sabar membimbing mulai proses penentuan topik, penulisan

proposal sehingga saya dapat menyelesaikan tesis ini.
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koreksi pada penulisan tesis ini.
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masukan dan koreksi pada penulisan Tesis ini.

Laboran LSIH yang telah menyempatkan waktunya untuk mendampingi
penelitian ini.
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Diabetes mellitus tipe 2 (Type 2 Diabetes Mellitus-T2DM) merupakan
suatu kondisi pro-inflamasi dan dapat meningkatkan resiko terkena penyakit
jantung koroner (Duncan et al., 2003; Klover et al., 2003; Kolb and Mandrup-
Poulsen, 2005). Penyakit metabolik seperti obesitas dan diabetes mellitus tipe
2 dapat membuat terjadinya hipertopi kardia dan mengganggu fungsi miokard.
Walaupun terdapat peran genetik, usia, obesitas dan gaya hidup kurang
bergerak (sedentary life style) adalah faktor predisposisi perkembangan
penyakit diabetes mellitus tipe 2 (Srinivasan et al., 2005).

Pola classical western diet yang mengandung banyak lemak juga dapat
menginduksi terjadinya resistensi insulin pada jantung, yang memiliki
beberapa efek pada fisiologi kardiovaskuler dan tampaknya berperan dalam
perkembangan penyakit kardiovaskuler. Bahkan diet tinggi lemak telah
dihubungkan dengan sejumlah efek yang terjadi pada jantung, termasuk
diantaranya adalah inflamasi, hipertrofi, fibrosis dan disfungsi kontraktilitas
(Tikellis et al., 2008). Resistensi insulin, yang merupakan penanda dari
diabetes mellitus tipe 2 juga merupakan faktor resiko dari terjadinya gagal
jantung, yang merupakan penyebab kematian utama pada diabetes mellitus
tipe 2 (Palomer et al., 2013). Tetapi walaupun data epidemiologis telah
menunjukkan bukti tersebut, mekanisme dimana diabetes mellitus tipe 2
mempengaruhi jantung masih belum sepenuhnya terungkap.

Penyakit kardiovaskuler saat ini dikategorikan sebagai penyebab kematian

utama di dunia. Penyakit jantung iskemik dan stroke juga masuk pada 10
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kelompok teratas penyebab kematian di seluruh dunia, dan tetap tercatat pada
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penyebab utama kematian di seluruh dunia pada 15 tahun terakhir (WHO,
2014; Benjamin et al., 2017). Sejumlah besar kasus kematian yang terkait
kardiovaskuler muncul disebabkan oleh atherosklerotik dan komplikasi akut
dari atherosklerotik, utamanya disebabkan oleh disrupsi plak. - Inflamasi
merupakan mekanisme penting dari terjadinya disrupsi plak dan sangatlah
penting untuk mengetahui mekanisme molekulernya (Libby, 1998; Libby et al.,
2014).

Inflamasi kronis subklinis muncul pada kondisi resistensi insulin dan
diabetes mellitus tipe 2. Penyakit-penyakit ini berhubungan dengan sindroma
metabolik dan dicirikan dengan produksi sitokin yang abnormal, peningkatan
protein fase akut, dan aktivasi jalur sinyal inflamasi (Maedler et al., 2011).

Respon utama yang muncul pada jantung terhadap kondisi diabetes
adalah stress oksidatif, inflamasi, disfungsi endotel, fibrosis kardia, hipertrofi
dan apoptosis, dimana pada keseluruhannya terdapat peran dari Nuclear
Factor (NF)-«xB. Inflamasi pada jantung adalah hal yang muncul dan terlihat
pada awal respon terhadap diabetes dan secara aktif terlibat dalam
perkembangan terjadinya gagal jantung pada kardiomiopati diabetik (Lorenzo,
Picatoste and Ares-Carrasco, 2011). Beberapa sitokin pro-inflamasi yang
diketahui meningkat kadarnya di sirkulasi pada pasien obesitas dan diabetes,
adalah Tumor Necrosis Factor/TNF-a dan Interleukin-6 (IL-6), yang berperan
dalam proses fisiologis yang berkaitan dengan obesitas dan resistensi insulin
di dalam jantung (Gray and Kim, 2011).

Interleukin adalah protein-protein yang memfasilitasi perkembangan dan
propagasi respon imun dengan memediasi interaksi antara sejumlah besar
kelompok sel imun dan inflamasi. Interleukin diperkirakan memainkan peran

penting dalam perkembangan penyakit yang mengenai otot jantung (Han et
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al., 1991). Sitokin-sitokin ini mungkin disintesis dan dilepaskan secara lokal di
dalam miokardium oleh limfosit dan makrofag (Francis et al., 1998).
Interleukin-1 (IL-1) merupakan mediator pro-inflamasi utama pada proses
inflamasi akut dan kronis (Dinarello, 2011). IL-1 merupakan bentuk utama
darilL-1 yang ada dalam sirkulasi (Stutz, Golenbock and Latz, 2009; Dinarello,
2011). Penelitian oleh Han, et al. (1991) menemukan bahwa interleukin yang
diekspresikan oleh sel-sel non-sirkulatorik (IL-1f, IL-4 dan IL-8) ditemukan
terdeteksi dalam sampel jaringan jantung manusia. Di dalam miokardium, IL-
18 mRNA dan proteinnya ditemukan di dalam sel-sel endothelial di dalam
pembuluh darah kecil, di regio intersitiel diantara miosit dan di dalam miosit
jantung itu sendiri. Hal ini mendukung teori bahwa produksi IL-1p didalam
miokardium dan arteri koronaria dapat merupakan faktor penting dalam
terjadinya disfungsi miokard pada kardiomiopati dan kemungkinan kondisi lain
dimana sel-sel inflamasi menginvasi jaringan jantung (Francis et al., 1998).
Interleukin-6 (IL-6) diketahui juga merupakan penanda inflamasi.
Peningkatan kadar IL-6 dalam serum berhubungan dengan peningkatan
resiko terkena penyakit kardiovaskuler (Papanicolaou et al., 1998; Ridker et
al., 2000; Bennet et al., 2003). Peningkatan kadar IL-6 juga berperan dalam
patogenesis resistensi insulin. Pada jantung, IL-6 menginduksi faktor
transkripsi STAT1 dan STAT3, yang mentargetkan gen yang mengkode
protein yang diaktivasi dibawah kondisi stress seperti misalnya pada infark
mioakrd akut dan stimulus hipertrofi (Boengler et al., 2008). Karenanya terapi
yang ditujukan pada usaha untuk menurunkan regulasi sekresi IL-6 selama
obesitas, dapat meningkatkan fungsi jantung dan selanjutnya menurunkan

resiko munculnya penyakit kardiovaskuler (Palomer et al., 2013).
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Lipoprotein-Associated Phospholipase A2 (Lp-PLA2) diketahui sebagai
suatu asetilhidrolase pengaktivasi platelet - (Platelet  Activating Factor
Acetylhydrolase/PAF-AH). Enzimnya tersusun dari molekul dengan berat 45
KDa, disekresikan oleh monosit, limfosit T, makrofag, sel-sel mast, dan
utamanya oleh sel-sel inflamasi (Zhu, 2016). Lp-PLA2 menghidrolisis LDL
teroksidasi (ox-LDL) menjadi lisofosfatidilkolin (LysoPC) dan mengoksidasi
asam lemak (MacPhee et al., 1999). LysoPC menginduksi sitokin-sitokin pro-
inflamasi, seperti IL-1B, IL-6 dan (TNF-a) (Carlquist, Muhlestein and
Anderson, 2007). Proses inflamasi sendiri telah lama dikenal sebagai
komponen penting dari patogenesis sindroma metabolik (Koh, Han and Quon,
2005) dan Lp-PLAZ2 telah dilaporkan berkorelasi dengan beberapa komponen
dari sindroma metabolik (Ballantyne et al., 2004; Persson et al., 2007).

Sejumlah obat yang bekerja sebagai inhibitor selektif Lp-PLA2 mulai
dikembangkan dan diteliti secara in vitro dan in vivo, salah satunya darapladib
(Hassan, 2015). Darapladib dilaporkan memiliki sifat anti aterogenik dan
antiinflamasi melalui hambatan pada proses perluasan plak aterosklerosis
dan menurunkan hidrolisis oxLDL dan produk lysoPC (Stafforini and
Zimmerman, 2014)

Penelitian yang dilakukan akhir-akhir ini- makin mengungkap bukti
bahwa terdapat hubungan potensial antara inflamasi kronis ringan pada
jantung dan disregulasi metabolik. Mekanisme yang mendasari hubungan
inflamasi, gagal jantung dan kardiomiopati dilatasi adalah hal yang tidak
sederhana, karena menggabungkan antara metabolisme sistemik yang
abnormal dan perubahan fenotipe kardiomiosit. Hal ini mendasari adanya
peran signifikan dari inflamasi jantung pada patogenesis penyakit jantung

akibat diabetes. Karenanya penelitian ini bertujuan untuk mengetahui apakah
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Darapladib yang berperan sebagai penyekat selektif Lp-PLA2 dapat
mencegah terjadinya fase awal proses inflamasi pada jantung T2DM dengan

mereduksi sitokin pro-inflamasi, khususnya IL-1 dan IL-6.

1.2 Rumusan Masalah
1. Apakah Darapladib sebagai penyekat selektif enzim  Lipoprotein-
Associated Phospholipase A2 (Lp-PLA2) dapat menurunkan ekspresi
Interleukin-1B (IL-1p) pada jantung tikus Sprague-Dawley model diabetes

mellitus tipe 27?
2 Apakah Darapladib sebagai penyekat selektif enzim Lipoprotein-
Associated Phospholipase A2 (Lp-PLA2) dapat menurunkan ekspresi
Interleukin-6 (IL-6) pada jantung tikus Sprague-Dawley model diabetes

mellitus tipe 27?

1.3 Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan Umum
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh pemberian
Darapladib sebagai penyekat selektif enzim Lipoprotein-Associated
Phospholipase A2 (Lp-PLA2) untuk menghambat terjadinya proses
inflamasi pada jantung tikus Sprague-Dawley model diabetes mellitus
tipe 2
1.3.2 Tujuan Khusus
1. Untuk mengetahui apakah Darapladib sebagai penyekat selektif
enzim Lipoprotein-Associated Phospholipase A2 (Lp-PLA2) dapat
menurunkan ekspresi Interleukin-1B (IL-1B) pada jantung tikus

Sprague-Dawley model diabetes mellitus tipe 2.



2. Untuk mengetahui apakah Darapladib sebagai penyekat selektif
enzim Lipoprotein-Associated Phospholipase A2 (Lp-PLA2) dapat
menurunkan ekspresi Interleukin-6 (IL-6) pada ‘jantung tikus

Sprague-Dawley model diabetes mellitus tipe 2.

=
o
3
-
|
—
[—
o
—-—
L% ]
o
——
a2
S

1.4 Manfaat Penelitian
1.4.1 Manfaat Keilmuan
Manfaat keilmuan yang didapat adalah menambah pengetahuan
dan pemahaman mengenai mekanisme efek Darapladib sebagai
penyekat selektif enzim Lipoprotein-Associated Phospholipase A2 (Lp-
PLA2) dalam menghambat terjadinya inflamasi pada jantung tikus
Sprague-Dawley model diabetes mellitus tipe 2
1.4.2 Manfaat Praktis
Manfaat praktis  yang didapat adalah menambah pengetahuan
mengenai manfaat penyekat selektif Lp-PLA2 untuk menghambat atau
mencegah terjadinya inflamasi pada diabetes mellitus tipe 2, sehingga
dapat mencegah terjadinya penyakit jantung dan pembuluh darah, dan
pada akhirnya mencegah terjadinya kematian akibat penyakit jantung

dan pembuluh darah pada diabetes mellitus tipe 2.
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2.1 Jantung dan Pembuluh Darah
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2.1.1 Anatomi, Histologi dan Fisiologi Jantung dan Pembuluh darah

Jantung merupakan bagian dari tubuh yang berfungsi sebagai
pompa penghisap dan penyalur darah ke seluruh bagian tubuh.
Jantung terdiri dari 2 pompa muskuler yang walaupun terpisah, tetapi
beraksi selaras, membedakan sirkulasi mejadi 2 komponen: sirkulasi
pulmonal dan sirkulasi sistemik. Bagian kanan jantung menerima
darah dengan oksigen minimal, dari seluruh tubuh, melalui vena cava
superior dan inferior; dan memompanya melalui trunkus pulmonalis
dan arteri menuju paru untuk menerima oksigenasi. Jantung sebelah
kiri menerima darah yang teroksigenasi dari paru melalui vena
pulmonalis dan memompanya menuju aorta untuk didistribusikan ke
seluruh tubuh. Karbondioksida ditukar dengan oksigen di dalam kapiler
paru, kemudian darah yang kaya oksigen akan kembali ke jantung kiri
(atrium Kiri) melalui vena pulmonalis. Sirkuit ini, dari ventrikel kanan
menuju paru kemudian ke atrium kiri dinamakan sirkulasi pulmoner.
Ventrikel kiri menampung darah yang kaya oksigen yang dikembalikan
ke jantung dari sirkulasi pulmoner melalui arteri sistemik (aorta dan
cabang-cabangnya), menukarkan oksigen dan nutrisi dengan
karbondioksida di kapiler-kapiler dalam tubuh. Kemudian darah yang
rendah oksigen ini kembali ke jantung (atrium kanan) melalui vena
sistemik (vena cava superior dan inferior). Sirkuit dari ventrikel Kiri

menuju atrium kanan ini disebut sirkulasi sistemik (Moore, Dalley and
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Agur, 2010).
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Terdapat 3 tipe pembuluh darah: arteri, vena dan kapiler. Darah
dengan tekanan tinggi meninggalkan jantung dan didistribusikan ke
seluruh tubuh oleh cabang arteri berdinding tebal. Pembuluh darah
dengan posisi paling akhir, arteriol, akan menghantarkan oksigen kaya
darah ke kapiler. Kapiler kemudian akan membentuk lempeng kapiler
(capillary bed), dimana terjadi pertukaran oksigen, nutrisi, produk sisa
dan substansi lain dengan adanya cairan ekstraseluler. Darah dari
lempeng kapiler lewat menuju venula berdinding tipis. Venula
kemudian berjalan menuju vena kecil dan kemudian ke vena yang
lebih besar. Vena paling besar, yaitu vena cava superior dan inferior,
mengembalikan darah dengan oksigen rendah ke dalam jantung
(Moore, Dalley and Agur, 2010).

Sistem konduksi jantung terdiri dari nodus intrinsik khusus yang
secara ritmis membuat stimulus dan kumpulan otot jantung yang
mengkonduksikan impuls. Hasilnya adalah = kontraksi yang
terkoordinasi dari atrium dan ventrikel. Ritme pembentukan dan
kecepatan konduktivitas ditingkatkan oleh divisi simpatis dan diinhibisi
oleh parasimpatis dari sistem saraf otonom  untuk -mencukupi
kebutuhan dan mempertahankan energi. Nodus sinoatrial (SA node)
dan nodus atrioventricular (AV-node) disuplai oleh cabang nodal dari
arteri coronaria dekstra. Bundel atrioventricular dan cabang-
cabangnya disuplai oleh arteri coronaria sinistra. Oklusi dari salah satu
arteri koroner dengan infark sebagian dari nodal atau jaringan
konduktif dapat menjadikan seseorang memerlukan bantuan
pacemaker kardia buatan. Efek sistem saraf otonom pada arteri

koronaria masih paradoks. Stimulasi simpatis membuat terjadinya
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vasodilatasi dan stimulasi parasimpatis buat terjadinya vasokonstriksi
(Moore, Dalley and Agur, 2010)

Otot lurik yang membentuk dinding muskuler jantung disebut
miokardium. Beberapa otot jantung juga ada pada dinding aorta, vena
pulmonalis, dan vena cava superior. Kontraksi otot jantung tidak
dibawah kontrol volunter. Denyut jantung diregulasi secara intrinsik
oleh suatu pacemaker, suatu sistem yang menghantarkan impuls,
yang tersusun dari otot jantung khusus, yang nantinya akan
dipengaruhi oleh sistem saraf otonom. Otot lurik jantung tampak
bergaris di bawah mikroskop. Otot lurik ini dicirikan dengan kecepatan
dan kekuatan kontraksinya. Otot lurik jantung berbeda dengan otot
lurik skeletal dari lokasi, penampakan, tipe aktivitasnya dan
stimulusnya. Untuk mendukung aktivitas jantung yang tinggi dan terus
menerus, maka diperlukan aliran darah 2 kali lebih banyak ke otot lurik
jatung, dibandingkan dengan otot lurik skeletal (Moore, Dalley and
Agur, 2010)

Pada dinding atrium, endocardium terdiri atas endotel, yaitu sebuah
lapisan jaringan ikat subendotel tebal, dan miokard tebal pada
muskulatur yang tersusun longgar. Epikard membungkus jantung yang
diluarnya. dilapisi selapis mesotel. Lapisan subepikard terdiri dari
jaringan ikat dan lemak yang jumlahnya bervariasi pada bagian jantung
yang berbeda. Endokard ventrikel lebih tipis jika dibandingkan dengan
endokard atrium, sedangkan miokardnya tebal dan lebih padat.
Epikard dan jaringan ikat subepikard menyatu dengan epitel lain dan
jaringan ikat yang ada di atrium. Serat purkinje atau serat penghantar
impuls yang terdapat pada jaringan subendotel yang longgar. Serat ini

berbeda dengan serat otot jantung biasa, karena ukurannya lebih



besar dan terpulas lebih lemah. Pada potongan melintang, serat
purkinje terlihat memiliki lebih sedikit myofibril yang tersebar di perifer,
meninggalkan sitoplasma perinuclear yang tampak terang. Serat

purkinje menyatu denan serat jantung pada serat peralihan; bagian
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atas serat sesuai dengan serat purkinje dan bagian bawah sesuai
dengan serat otot jantung biasa (Eroschenko, 2003)
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Gambar 2.1 Gambaran Histologis Sel Otot Jantung (Eroschenko, 2003)

2.1.2 Anatomi, Histologi dan Fisiologi Jantung Tikus Sprague-Dawley

Penggunaan hewan coba dalam riset bukanlah hal yang baru. Pada

tahun 150 M, diseksi manusia telah dilarang karena alasan etik,

sehingga percobaan menggunakan hewan coba mulai berkembang.

Saat ini, tikus adalah hewan yang paling banyak digunakan dalam
percobaan klinis (de Carvalho and Thomazini, 2013).

Jantung tikus berada pada rongga dada sebelah kiri, diatas

diafragma. Jantung terdiri dari 4 ruang (2 atrium dan 2 ventrikel) dan

S

terbungkus oleh selaput perikardia. Perikardia tersusun atas 2 lapisan,

yaitu lamina parietalis dan lamina visceralis. Diantara kedua lapis
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tersebut terdapat ruang perikardia yang berisi cairan perikardia. Otot
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jantung walaupun tidak dibawah kontrol kesadaran, tetapi terdiri dari
otot lurik, dengan ciri khas adanya diskus intercalatus (Manitoba, tanpa
tahun; Biologi, 2016).

Sistem sirkulasi vertebrata terdiri dari pembuluh darah dan sistem
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limfatika. Sistem peredaran darah pada vertebrata adalah sistem
tertutup. Struktur umum dari sistem sirkulasi tikus hampir sama dengan
manusia. Sirkulasi pulmoner membawa darah ke paru untuk
oksigenasi dan kemudian kembali ke jantung. Darah dari bagian
posterior tubuh akan memasuki atrium kanan jantung melalui vena
cava inferior dan vena cava superior. Darah mengalir dari atrium kanan
ke ventrikel kanan melalui katup trikuspidalis. Darah kemudian
dipompa melalui katup semilunaris dan menuju trunkus pulmonaris
dimana darah akan menuju ke paru melalui arteri pulmonari dan akan
terjadi proses oksigenasi. Darah kemudian akan menuju atrium kiri dan
menuju ventikel kiri melalui katup bikuspidalis (atau katup mitral).
Darah akan meninggalkan ventrikel Kkiri jantung melalui katup
semilunar aorta dan memasuki aorta. Aorta memiliki arkus yang
mengarah ke sisi kepala sebelum arteri tersebut mengarah turun ke
cavum thoracica. Aorta memiliki 4 area umum, yaitu: (1) Aorta
ascending, pada bagian atas pembuluh darah yang dimulai dari atrium,
(2) Arcus aorta, tempat dimana aorta membelok ke kiri, (3) Aorta
Descending, setelah belokan, aorta dapat dilacak melalui diafragma,
(4) Aorta abdominalis, aorta yangmelalui diafragma dan memasok

darah untuk ekstrimitas bawah (Biologycorner, tanpa tahun; Manitoba,

S

tanpa tahun).
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Arteri  coronaria berlokasi pada bagian atas jantung dan
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menyediakan darah untuk jantung. Cabang aorta yang pertama terlihat
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adalah arteri brachiocephalica, arteri ini bercabang menjadi arteri
carotis communis kanan, yang mensuplai bagian kanan leher; dan
arteri subclavia kanan, yang mensuplai bahu dan lengan kanan. Pada

bagian anterior dari arkus aorta adalah arteri carotis communis Kiri,
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yang mensuplai darah untuk leher bagian kiri. Arteri ini akan bercabang
menjadi arteri carotis interna dan eksterna. Pada bagian kiri dari arteri
carotis communis_Kkiri adalah arteri subclavia kiri, yang mensuplai
darah untuk bahu dan lengan kiri. Arteri subclavia akan menjadi arteri
aksillaris ketika memasuki lengan atas (Biologycorner, tanpa tahun).
Secara umum, darah akan meninggalkan jantung dan memasuki
satu atau lebih arteri besar dan cabang-cabangnya, sampai arteri-
arteri tersebut akan mengecil ukurannya dan akan menuju ke seluruh
jaringan tubuh. Di dalam jaringan, arteri-arteri kecil (atau arteriol) akan
menuju ke pembuluh darah yang lebih kecil lagi, yaitu arteriol, dimana
metabolit dan gas ditukar antara darah dan jaringan. Bagian sistem
peredaran darah antara jantung dan kapiler adalah sistem arterial.
Selanjutnya setelah meninggalkan kapiler, darah kemudian memasuki
pembuluh darah kecil (venule) yang merupakan bagian dari sistem
venous. Venula-venula akan bergabung membentuk vena yang lebih
besar yang akan menuju ke jantung. Sehingga sistem venous akan
terdiri dari bagian pembuluh darah dari kapiler yang berlokasi pada
jaringan tubuh dan paru menuju ke jantung (Manitoba, tanpa tahun)
Greene (1935) dalam penelitian oleh De Carvalho dan Thomazini

(de Carvalho and Thomazini, 2013) menjelaskan tentang vena

S

thoracica. Vena ini dibentuk dengan pengaruh vena jugularis interna

NIVERSITA

dan vena subclavia setinggi iga pertama. Kemudian pembuluh darah
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ini akan berjalan di ventral menuju ke permulaan vena subclavia dan
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2.1.3

berjalan turun (ke arah ekor) menuju atrium kanan. Vena kanan lebih
pendek dan terbuka langsung pada bagian posterior atrium. Vena
sebelah kiri berjalan lebih pada area posterior dari lengkung aorta,
vena pulmonalis, dan tuba bronkial kiri, memasuki atrium dibawah
vena cava inferior.

Halpern (1957) dalam penelitian oleh De Carvalho dan Thomazini
(de Carvalho and Thomazini, 2013) menjelaskan mengenai sistem
vaskularisasi ganda pada jantung tikus. Sistem yang sama ditemukan
pada ikan dan mamalia lain, yang tampaknya akan hilang selama
perkembangan filogenik. Riset ini menyimpulkan bahwa otot kardia
jantung tikus divaskularisasi oleh arteri koronaria dan sistem ekstra
kardia. Adanya sistem ini akan membantu riset yang membutuhkan
jalur alihan dari peredaran darah, karena suplai atrium dan ventrikel
terpisah, dan karenanya suplai untuk nodus  sinoatrial dan
atriventrikular juga berdiri sendiri-sendiri. Penulis juga menjelaskan
adanya sistem yang belum. pernah dilihat pada mamalia. Sistem ini
dibentuk oleh vena yang bermula di hati dan berakhir pada vena cava
superior. Sistem ini dibuat oleh 2 vena yang lebih besar yang
menyilang linea media dan pada akhir vena cava inferior, berbalik ke
arah lateral menuju sumbernya. Vena-vena bermuara pada conus di

dalam ventrikel kanan dan vena cephalika sentral pada ventrikel kiri.

Imunologi Jantung dan Pembuluh Darah

Penyakit jantung dan pembuluh darah dahulu disangka sebagai
penyakit metabolik dibandingkan penyakit akibat inflamasi, dimana
perubahan metabolisme lipid dan glukosa dihubungkan dengan

progresi kelainan pada arteri koroner dan gangguan fungsinya. Tetapi
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saat ini, respon inflamasi selama terjadinya serangan jantung mulai
berkembang penelitiannya (Van Tassell et al., 2013). Pasien dengan
penyakit koroner akut memiliki penanda inflamasi yang meningkat,
termasuk diantaranya CRP (C-reactive protein) yang menggantikan
peran aktiitas IL-1 (Libby, Ridker and Maseri, 2002).

Sistem imun telah berevolusi sehingga memungkinkan pertahanan
pejamu terhadap patogen yang menginvasi, dan juga membuat
pertumbuhan jaringan dan perbaikan selama perkembangannya atau
selama terjadi jejas jaringan steril, seperti yang dapat terjadi pada
miokardium. Seperti pada hampir semua jaringan, sel-sel imun primer
yang ada pada jantung adalah makrofag, yang terlihat ada di dekat sel-
sel endothel atau di dalam ruang interstisial, dan sebagian kecil (jika
ada) monosit ditemukan di jaringan jantung. Populasi dari sel dendritik
(dentritic  cells/DC) tersebar di dalam jaringan kardia, beberapa
berlokasi di katup kardia, dimana disana mereka akan mengambil
contoh antigen. Sel mast ditemukan di jaringan kardia yang sedang
mengalami relaksasi dan diteorikan menjadi pemicu awal utama dari
respon imun. Sejumlah kecil sel B dan sel T regulator juga ada pada
jaringan kardia yang sedang mengalami relaksasi, sementara netrofil
umumnya. tidak ditemukan di-dalam jaringan kardia yang tidak
mengalami inflamasi (Epelman, Liu and Mann, 2015).

Miokardium dapat mengalami jejas melalui berbagai proses
patofisiologi, yang dapat dikelompokkan menjadi etiologi iskemik dan
non-iskemia. Jejas iskemia merupakan mekanisme terjadinya jejas
yang umum terjadi pada jantung. Oklusi dari pembuluh darah koroner
setelah ruptur plak akut juga dapat memicu 2 hal, yaitu infark miokard

yang muncul jika aliran darah tidak dapat dikembalikan, yang berakibat
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pada anoksik permanen dan jejas jaringan karena kekurangan nutrisi.
Jika aliran darah dapat dikembalikan pada kondisi iskemia (tetapi
jaringan masih hidup), jejas reperfusi (inflammatory reperfussion
injury) juga dapat muncul (Epelman, Liu and Mann, 2015).

Endothelium sendiri adalah suatu organ yang memegang peran
dalam beberapa faktor resiko kardiovaskuler, dan merupakan inisiator
awal dari inflamasi vaskuler dan atherosclerosis. Disfungsi endotel
dicirikan dengan terganggunya respon vasomotor (berkurangnya
vasodilatasi dan peningkatan kontraksi yang dependen endothel),
proliferasi sel, adhesi/agregasi platelet, permeabilitas vaskuler dan
interaksi endotel-lekosit yang berpartisipasi dalam inflamasi vaskuler
(Savoia and Schiffrin, 2007).

Hiperkolesterolemia, hipertensi dan resistensi insulin berkontribusi
pada disfungsi endotel dan inflamasi pada dinding vaskuler, seperti
pada peningkatan oksidasi lipoprotein, proliferasi sel otot polos,
deposisi matriks ekstraseluler, adhesi sel dan pembentukan thrombus;
semua proses ini akan terlibat dalam perkembangan atherosclerosis
dan penyakit jantung iskemik (Ross, 1999; Libby, 2002; Savoia and
Schiffrin, 2007). Pasien dengan penyakit kardiovaskuler muncul
dengan peningkatan ekspresi dan konsentrasi plasma dari penanda
dan mediator inflamasi, seperti CRP dan molekul-molekul adhesi
(Blake and Ridker, 2001; Savoia and Schiffrin, 2007).

Sitokin pro-inflamasi dipandang berperan dalam disfungsi jantung
setelah mengalami jejas akut (Zhang et al., 2007). Penelitian yang
dilakukan oleh Maass, et al., (2002) menemukan peran lain dari IL-6

yang berhubungan dengan TNF-a dan IL-1f: IL-6 dapat memperberat
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efek depresif miokardial dari TNF-o. dan IL-1f. Bagaimana perubahan
akut atau kronis dari IL-6 dapat mempengaruhi depresi miokardial
setelah terjadi jejas akut masih belum diketahui. Terdapat penelitian
yang menyebutkan bahwa terdapat peran aktif dari sitokin ini pada
kondisi 'inflamasi akut (Riedemann et al., 2003), sementara ada
pendapat lain yang menyatakan perannya sebagai penanda (Remick
et al., 2005) atau mediator anti-inflamasi (Xing et al., 1998). Depresi
miokard setelah terjadinya jejas akut diperkirakan dimediasi oleh TNF-
o dan IL-1B, yang akan menginisiasi kaskade termasuk menginduksi
produksi Nitrat oksida/NO dan radikal bebas, dan meningkatkan
apoptosis miokardial. Walaupun IL-6 memainkan peran sebagai
protein fase akut, perannya dalam mendepresi fungsi miokard belum
sejelas fungsi TNF-a dan II-1p3. Penelitian oleh Zhang, et al. (2007)
mendukung hipotesis bahwa IL-6 adalah mediator aktif untuk respon
inflamasi di dalam jantung, dimana tikus dengan model defisiensi IL-6
menunjukkan respon inflamasi yang lebih ringan, menurunkan
apoptosis dan meningkatkan fungsi kontraktilitasnya, sementara tikus
yang mengekspresikan I-6 di dalam otot jantungnya menunjukkan
inflamasi yang lebih hebat, meningkatkan jumlah apoptosis dan
mendepresi fungsi-kontraktilitas jantung. Interleukin-6 (IL-6) adalah
sitokin inflamasi sekunder yang menginduksi peningkatan konsentrasi
plasma dari fibrinogen, Plasminogen Activator Inhibitor-1 (PAI-1), dan
CRP, dan pada pria sehat peningkatan kadar IL-6 dihubungkan
dengan peningkatan resiko infark miokard (Ridker, et al., 2000).
Interleukin-1 (IL-1) adalah sitokin inflamasi yang terlibat dalam

tahap awal proses inflamasi. Kadar IL-1 meningkat pada pasien
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dengan panyakit jantung koroner (Waehre et al., 2004). Terdapat
beberapa pendapat bahwa sitokin seperti IL-1 memainkan peran
dalam patogensis disfungsi kardia. Walaupun IL-1 tidak beraksi

sendirian dalam kondisi adanya jejas pada mioakrdia, tetapi jika
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berhubungan dengan molekul pro-inflamasi dan efektornya, dapat
meningkatkan respon mioakrdial terhadap adanya jejas. IL-1
diproduksi oleh sel-sel miokardial sebaai respon terhadap adanya jejas
(Long, 2001). Dalam penelitiannya yang menggunakan trabekula atrial
yang diambil dari operasi jantung, Cain, et al. (1999) menemukan
bahwa IL-1 mendepresi fungsi miokard dan efek ini sinergis dengan

TNF-a (Cain et al., 1999)

The Cytokine Hypothesis of
Myocardial Dysfunction

Myocardial Injury

Inflammatory CellsFibroblasts

@~ —p ECM genes
Y

otherGFs & Cks
Cytpkines

/ -
s — TEE— == b

Myocyte Hypertrophied Failing Myocyte
Myocyte (Heart Failure)

Gambar 2.2 Gambar Skematis Peran Sitokin Dalam Disfungsi Miokard.
“Cytokine Hypothesis” dari disfungsi miokard pada saat terjadi jejas pada miokard
dihubungkan dengan kerjasama antara molekul-molekul pro-inflamasi yang dikeluarkan
oleh sel-sel efektor imun dan sel-sel intrinsik pada jantung itu sendiri. Sitokin-sitokin ini
kemudian bertindak baik sebagai parakrin (pada miosit kardia) dan autokrin (pada
fibroblast kardia) yang kemudian akan memfasilitasi terjadinya perubahan fenotipe dan
fungsi miokardia menjadi suatu kondisi yang dinamakan gagal jantung (heart failure).
(Long, 2001).

Apabila ekspresi lokal dari sitokin-sitokin pro-inflamasi ini dapat

dijadikan target untuk terapi, respon miokardial terhadap adanya jejas
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baik pada saat fase akut atau saat telah terjadi remodeling jantung,

akan dapat dimodifikasi (Long, 2001)

2.2 Penyakit pada Jantung dan Pembuluh Darah
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2.2.1  Penyakit Jantung dan Pembuluh Darah: Penyebab Utama Kematian
di Dunia

Terdapat dua penyebab kematian utama di dunia, yaitu penyakit
jantung koroner (PJK) dan stroke; kedua penyakit ini bertanggung jawab
pada lebih dari 12 juta kematian (22% dari total 55 juta). 7 juta kematian
disebabkan oleh PJK dan 5 juta sisanya disebabkan oleh stroke; dengan
6 juta penyebab lain juga didasarkan pada penyebab terjadinya PJK.
Umumnya kematian karena PJK muncul pada negara-negara miskin,
dengan alasan demografis. Pola ini tidak akan berubah pada tahun 2020
dengan PJK dan stroke akan tetap menjadi 2 penyebab utama kematian
dan keduanya juga menjadi salah satu penyebab utama terjadinya
disabilitas seumur hidup (disability adjusted life years lost/DALYS)
(Beaglehole, Saracci and Panico, 2001).

Penyebab awal terjadinya PJK secara epidemik sudah banyak
diketahui. Faktor resiko mayor (diet yang tidak tepat, kurang aktivitas
fisik, yang diekspresikan melalui kadar lipid yang tidak terkendali,
obesitas, dan peningkatan tekanan darah; bersama dengan
penggunaan tembakau) menjelaskan sekitar 75% kemunculan kasus
PJK baru, paling tidak pada negara berkembang pada tahun 1970an
dan 1980an (Stamler, Stamler and Neaton, 1999).

Banyak yang dapat dipelajari mengenai prioritas pencegahan dari

banyak riset yang meneliti hubungan dari berbagai strategi pencegahan
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untuk PJK pada pertengahan 1960-an, dan lebih awal lagi untuk stroke
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2.2.2

(Rosamund, Folsom and Chambless, 2001). Awalan dari strategi
pencegahan ini dapat dimulai dari perubahan diet dan reduksi jumlah
rokok khususnya pada pria. Tetapi tidak ada bukti bahwa strategi
pencegahan ini menunjukkan hasil berarti (baik pada prevensi primer

maupun sekunder) (Beaglehole, Saracci and Panico, 2001).

Patomekanisme Penyakit Jantung dan Pembuluh Darah

Penelitian menggunakan angiografi yang dilakukan sebelum dan
sesudah infark miokard biasanya menghasilkan gambaran adanya
penyempitan arteri lebih dari 50% sebelum terjadinya kondisi akut
miokard (Little et al., 1988). Karenanya mekanisme terjadinya oklusi
luminal tampaknya menjadi penentu terhadap terjadinya kejadian ruptur
plak, aktivasi platelet, dan pembentukan trombus yang berakhir pada
kondisi penyakit jantung koroner (Koh, Han and Quon, 2005). Inflamasi
kronis merupakan kondisi patogenik dari atherosclerosis (Ross, 1999).
Inisiasi awal dari inflamasi vaskuler bervariasi. Jejas langsung pada
dinding vaskuler dapat membuat sel-sel endotel dan sel otot polos dari
arteri besar menjadi aktif secara transkripsional dan mensintesis
protein-protein pro-inflamasi, termasuk diantaranya kemokin, molekul
adhesi sel (cell adhesion molecules/CAMSs) dan sitokin-sitokin seperti
factor pertumbuhan (growth factor/GF) dan substansi protrombogenik.
Sitokin yang diaktivasi makrofag dan sel-sel otot polos yang mensekresi
matriks metalloproteinase, yang ketika diaktivasi akan merusak jaringan
penghubung diantara dinding pembuluh darah dan menipiskan lapisan
fibrosa yang melindungi plak yang mudah ruptur. Hal ini nantinya akan
meningkatkan potensi terjadinya ruptur plak dikarenakan paparan

elemen-elemen trombogenik plak (Libby, 1998).
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Disfungsi endotel yang dicirikan oleh turunnya produksi NO dan
meningkatnya sintesis serta sekresi dari endothelin-1 menambah efek
vasokonstriktor dan meningkatkan sintesis serta pelepasan sitokin pro-
inflamasi. Turunnya produksi NO juga membuat terjadinya agregasi
platelet dan pelepasan GF di dalam dinding pembuluh darah (Ross,
1999; Koh, 2000; Vincent, Montagnani and Quon, 2003). Peningkatan
kadar asam lemak bebas yang berhubungan dengan resistensi insulin,
obesitas, diabetes dan sindroma metabolik menyebabkan disfungsi
endotel dengan cara mengaktivasi jalur respon inflamasi sistem imun
alamiah dari nuclear transcription factor, nuclear factor-kappaB (NF-«f3)
(Vincent,  Montagnani and Quon, 2003). Karenanya inflamasi
berkontribusi pada terjadinya disfungsi endotel; sementara disfungsi
endotel sendiri akan meningkatkan resiko terjadinya inflamasi. Hasil ini
akan menurunkan bioaktivitas NO, dan merupakan faktor penting untuk
mengawali  terjadinya atherosclerosis. Hal ini juga menjelaskan
mengapa penanda inflamasi akut juga menggambarkan peningkatan
resiko terjadinya penyakit kardiovaskuler dan menggambarkan transisi
dari angina stabil menjadi angina tidak stabil yang dihubungkan dengan
respon inflamasi sistemik (Koh, Han and Quon, 2005)

Inflamasi . berkontribusi- - pada banyak karakter plak yang
berimplikasi pada pathogenesis sindroma koroner akut (ACS/Acute
Coronary Syndrome). Terdapat 2 mekanisme yang terjadi pada hampir
semua ACS: ruptur dari tutup fibrous plak dan erosi superfisial dari
intima. Jalur dimana inflamasi memicu rupturnya lapisan fibrosa dari
plak jelas sekali melibatkan inflamasi. Erosi superfisial memiliki

hubungan yang kurang jelas dengan inflamasi. Terdapat beberapa ciri
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plak yang dapat menyebabkan ACS, termasuk diantaranya adalah
selaput fibrosa yang tipis, adanya banyak makrofag, inti lipid (nekrotik)
yang besar, terdapat kalsifikasi, dan remodeling pembuluh darah (Libby

etal., 2014).
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Gambar 2.3. Jejas pada permukaan arteri mengaktivasi sel-sel endothelial dan
menginisiasi sintesis protein pro-inflamasi termasuk kemokin, sel-sel molekul adhesi dan
sitokin-sitokin seperti faktor pertumbuhan dan substansi protrombogenik. Monosit ditarik
menuju dinding pembuluh darah kemudian berubah menjadi makrofag, yang akan
memakan LDL teroksidasi (oxidized low-density lipoprotein) dan menjadi sel busa (Koh,
Han and Quon, 2005).

Plak yang telah ruptur menyebabkan infark miokard akut yang fatal,
biasanya memiliki kapsul fibrosa yang tipis. Inflamasi menyebabkan
metabolisme kolagen, komponen utama yang membentuk kapsula
fibrosa. Sinyal inflamasi seperti sel T helper 1 (Tw1) interferon-y merusak
kemampuan sel otot polos, yang merupakan sumber utama dari hampir
seluruh kolagen interstisial, untuk mensintesis kolagen baru yang
diperlukan = untuk = memperbaiki dan  ~mempertahankan = matriks
ekstraseluler dari kapsula fibrosa. Beberapa data menyebutkan bahwa

peran dari proteinase yang mendegradasi matriks sangat diregulasi oleh

S

mediator-mediator inflamasi, sebagai kontributor pada dissolusi dari

kolagen interstisial yang menipis dan memperlemah kapsula fibrosa dan
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kemudian menyebabkan plak rentan untuk ruptur (Libby et al., 2014).
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Gambar 2.3 ini menunjukkan diagram potongan melintang dari
intima pada bagian arteri yang terkena atherosclerosis. Perubahan
hidrodinamika, yang digambarkan pada sisi kiri atas menyebabkan
hilangnya: fungsi atheroprotektif dari sel-sel endothelial —termasuk
vasodilator, anti-inflamasi, fibrinolitik, dan komponen antikoagulan.
Antigen yang dipresentasikan pada Antigen-presenting Cells (APC)
seperti sel dendritik (DC/Dendritic cells) dapat mengaktivasi sel limfosit
TH1 untuk memproduksi interferon-y (IFN-y), yang akan mengaktivasi
makrofag (M¢, berwarna kuning). Subtipe lain dari limfosit (digambarkan
berwarna biru) termasuk sel limfosit TH2, yang dapat membuat sitokin
anti_inflamasi interleukin-10 (IL-10) dan sel T regulator uang
mensekresikan  sitokin  anti-inflamasi- yang berubah  menjadi
transforming growth factor-g (TGF-B). Pada permukaannya, makrofag
mengandung toll-like receptor (TLR) 2 dan 4, yang dapat mengikat pola
molekuler yang menyerupai pathogen dan pola molekuler yang terkait
kerusakan. TLR intraseluler 3, 7, 9 juga mungkin berkontribusi pada
akumulasi lipid dan fungsi pro-atherogenik lain dari makrofag. Makrofag
dapat menjadi pemicu stress dari reticulum endoplasma (ER) dibawah
kondisi atherogenik. Kristal kolesterol ditemukan di dalam plak dapat
mengaktivasi NOD-, LRR-, dan pyrin domain-yang mengandung 3
inflammasome yang dapat membuat IL-13 matur dari prekursor
inaktifnya. Makrofag yang teraktivasi mensekresikan kolagenase yang
dapat mendegradasi kolagen interstisial tripel heliks yang memperkuat
struktur ~ kapsula  fibrosa. = Makrofag = yang teraktivasi  juga
mengekspresikan faktor jaringan, yang merupakan prokoagulan poten,

dan mengelaborasi sitokin pro-inflamasi yang memperkuat dan
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mempertahankan proses inflamasi di dalam plak. Ketika terjadi ruptur
plak karena kekurangan kolagen, kapsula fibrosa yang lemah, adanya
darah di lumen dapat berhubungan dengan faktor jaringan di inti lipid,
yang akan memicu terbentuknya formasi thrombus (berwarna merah).
Ketika terbentuk thrombus, lekosit polimorfonuklear (PMN) dapat
berakumulasi dan membentuk myeloperoxidase (MPO), yang pada
gilirannya akan mengelaborasi asam hipoklorus yang merupakan pro-
oksidan poten. Sel-sel PMN yang hampir mati akan mengeluarkan DNA
yang dapat membentuk neutrophil extracellular traps (NET), yang dapat
menjebak lekosit dan mempropagasi thrombosis. Sel-sel inflamasi lain
memodulasi atherosclerosis. Limfosit B1 mensekresikan antibodi
natural yang dapat menginhibisi inflamasi plak. Sebaliknya, limfosit B2,
sebagian melalui B-cell activating factor (BAFF), dapat memicu
inflamasi dan komplikasi plak. Sel mast dapat memperbesar
atherogenesis dengan melepaskan histamin dan sitokin I[FN-y dan IL-6.
Konsekuensi dari ruptur plak ini tergantung tidak hanya pada kondisi
solid pada plak intima, tetapi juga pada fase cairan darah, seperti yang
terlihat pada sisi kanan atas. Inflamasi sistemik dapat membangkitkan
sitokin, menjadikan produksi berlebihan dari IL-6 yang akan memicu
respon hepatik fase akut. Reaktan fase akut (tidak diperlihatkan pada
gambar) berpartisipasi secara langsung pada formasi thrombus.
Reaktan fase akut lain, plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1) dapat
memperbaiki fibrinolysis dengan menginhibisi mediator fibrinolotik
endogen, urokinase- dan tissue-type plasminogen activators (UPA dan

tPA) (Libby et al., 2014)
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Gambar 2.4 Inflamasi dalam Ruptur Plak dan Trombosis.

Antigen

Luasnya inti - nekrotik juga menggambarkan plak - yang
menyebabkan ACS. Inflamasi plak dapat membuat terjadinya inti
nekrotik, dan pada akhirnya nekrosis plak dapat memperburuk inflamasi
pada atheromata tahap lanjut. Inti nekrotik mengandung sel-sel mati dan
detritusnya, dan karena hampir seluruh sel mati terdiri dari makrofag
busa, maka debris lipid juga ada di sekitarnya. Inti nekrotik tampaknya
berkontribusi terhadap terjadinya ruptur plak dan ACS karena inti ini
mengandung komponen inflamasi, proteolitik, dan trombogenik (Galis et
al., 1994; Ball et al., 1995; Tabas, 2005). Lebih lagi, komponen materi
yang kaya akan lipid pada inti nekrotik menempatkan tekanan
biomekanik pada bagian atas kapsul fibrosa dan karenanya
berkontribusi pada ruptur kapsul (Finet et al., 2007).

Sel-sel mati yang terakumulasi di inti nekrotik tampaknya memiliki

S

2 sumber: kematian sel sekunder karena kombinasi apoptosis dan

pembersihan efektif dari sel-sel apoptotik (efferocytosis) dan nekrosis
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seluler primer, yang juga dikenal sebagai necroptosis atau oncosis.
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Makrofag memiliki umur yang panjang (relatif), tetapi perubahan
makrofag 'di intima muncul pada tiap tahap atherosclerosis. Pada lesi
tahap awal, efferocytosis yang efisien oleh sel fagosit tetangga, yang
adalah makrofag, membatasi nekrosis makrofag sekunder (Moore and
Tabas, 2011; Thorp, Subramanian and Tabas, 2011). Ketika terjadi
perkembangan suatu lesi, apoptosis sel intima meningkatkan beberapa
hal, termasuk stimulus inflamasi dan faktor-faktor yang membuat
terjadinya kondisi oksidatif dan stress pada reticulum endoplasma.
Stressor ini memicu jalur apoptosis dari mitokondria dan tampaknya
bekerja dengan faktor plak lain yang mengaktivasi TLR, reseptor
kematian dan jalur apoptotik mitokondria lainnya (Libby et al., 2014).

Ketika plak makin besar, mekanisme efferocytosis mulai rusak,
membuat terjadinya nekrosis sekunder dari sel-sel apoptotik dan
hilangnya sinyal anti-inflamasi yang dimediasi oleh efferocytosis. Ekor
sitoplasmik dari reseptor efferocytosis biasanya memediasi jalur anti-
inflamasi ini dan berakibat pada produksi IL-10 dan TGF-B (Fadok,
Bratton and Henson, 2001). Pelepasan damage-associated molecular
pattern (DAMP) dari sel-sel yang nekrotik tampaknya makin
memperbesar inflamasi pada plak. DAMP memicu jalur inflamasi pada
makrofag dengan mengaktivasi reseptor imun alami, termasuk TLR, dan
DAMP tampaknya membuat progresi plak yang membuat seseorang
rentan terkena ACS (Libby et al., 2014).

Adanya lokasi kalsifikasi menggambarkan plak yang berhubungan
dengan ACS. Lempeng besar dari mineral kalsium dapat mempengaruhi
stabilisasi plak. Konsep terbaru memperkenalkan kalsifikasi sebagai

proses yang aktif dan dinamis yang sangat tergantung pada sel-sel
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inflamasi dan sinyaling (Libby et al., 2014). Percobaan pada mencit
dengan ' defisiensi  makrofag CSF, suatu aktivator makrofag,
menggambarkan adanya akumulasi kalsium pada atheromata, yang

dikarenakan terganggunya aktivitas - osteoclastic pada fagosit
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mononuclear (Rajavashisth et al., 1998)

2.3 Diabetes Mellitus Tipe 2
2.3.1 Patofisiologi Diabetes Mellitus Tipe 2

Nutrisi berlebih merupakan penyebab utama diabetes mellitus tipe
2, dan karenanya, paparan glukosa, leptin, dan asam lemak bebas pada
sel islet akan menginduksi produksi dan pelepasan IlI-13 (Dinarello,
Donath and Mandrup-Poulsen, 2010). Glukosa dengan konsentrasi
tinggi sangat berhubungan dengan aktivasi thioredoxin-interacting
protein (TXNIP) (Shalev et al., 2002; Chen et al., 2008; Koenen et al.,
2011). Reactive Oxygen Species akan menghilangkan ikatan antara
TXNIP dari thioredoxin dan setelah dibebaskan, TXNIP akan berikatan
dengan protein yang dinamakan nucleotide-binding domain dan leucine-
rich repeat containing protein 3 (NLRP3), yang pada akhirnya akan
mengaktivasi kaspase-1 dan memproses prekursor IL-1p yang inaktif
menjadi bentuk IL-1p yang matur dan aktif (Robertson et al., 2004; Zhou
et al., 2010). Ketika dilepaskan, IL-13 dapat memperbesar sinyalnya
dengan auto-aktivasi melalui ikatan dengan reseptor | IL-1 yang akan
membuat terjadinya siklus inflamasi. IL-1B akan menginduksi dirinya
sendiri seperti kemokin, dan pada akhirnya akan menarik makrofag

menuju ke jaringan yang inflamasi, seperti sel islet dan jaringan adiposa

BRAWIJAYA

(Boni-Schnetzler et al., 2008; Dinarello, 2011; Koenen et al., 2011).
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Penelitian yang dilakukan oleh Spranger, et al. (2003) juga
menunjukkan bahwa adanya kombinasi peningkatan IL-1f dan IL-6
dibandingkan kenaikan dari IL-6 saja, secara independen meningkatkan
resiko terjadinya diabetes mellitus tipe 2. Hal ini menunjukkan bahwa
reaksi inflamasi subkkinis juga memiliki peran dalam pathogenesis
diabetes mellitus tipe 2 (Spranger et al., 2003).

Seperti yang dapat dilihat pada gambar 2.4, autostimulasi seringkali
muncul pada saat terjadi kondisi ketidakseimbangan antara agonis IL-
1B terhadap antagonis alamiahnya, yaitu IL-1Ra. Pada diabetes tipe 2,
kadar IL-1IRa yang lebih rendah  menunjukkan bahwa
ketidakseimbangan ini berkaitan dengan kondisi inflamasi pada sel islet
(Dinarello, Donath and Mandrup-Poulsen, 2010). Bahkan pada pasien
dengan diabetes tipe 2, ketika terjadi peningkatan IL-1f3, ekspresi IL-1Ra
ditemukan menurun pada sel islet (Maedler et al., 2002, 2004).
Selanjutnya, sel beta pankreas akan terpapar pada efek tersebut,
karena banyaknya paparan terhadap reseptor IL-1 tipe | (Boni-
Schnetzler et al., 2009). Sekali teraktivasi, autostimulasi IL-13 akan
menetap dan melibatkan aktivasi NF-«kf3 (Boni-Schnetzler et al., 2008).
Karenanya, peningkatan konsentrasi nutrien dan adipokin dapat
menginduksi ekspresi gen IL-1f, sintesis dan pelepasannya pada sel
islet pankreas. Bergantung pada besarnya stress dan kadar sitokin anti-
inflamasi alami, khususnya IL-1Ra, hal ini dapat memicu proses
inflamasi' yang luas. Juga dimungkinkan bahwa pada lingkungan
mikroskopis sel islet pada diabetes tipe 2, anggota lain dari familial I1-1

yang juga memiliki efek toksik pada sel beta, dapat menyeimbangkan
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jumlah anggota anti-inflamasi dari familial IL-1 seperti reseptor IL-1 tipe
Il atau reseptor Ig IL-1 yang berhubungan (Dinarello, 2009).
Selama proses infeksi, jejas atau pada saat ada respon imunologis,

IL-18 menginduksi produksi sitokin dan kemokin dari epitel, endotel dan

-
o
<

-
=
—
T
o

=2
"y
o
f o 2
Qo
S

sel-sel imunokompeten. Efek dari IL-1f ini juga tampak pada sel islet
pankreas dan berakibat pada pemanggilan makrofag. Infiltrasi makrofag
akan meningkatkan produksi IL-1p lokal. Blokade atau netralisasi dari
aktivitas IL-1p akan mencegah siklus autostimulasi Il-13 dan mencegah
infiltrasi sel imun yang mengakibatkan efek toksik langsung pada sel

beta (Mandrup-Poulsen et al., 1986; Weksler-Zangen et al., 2008).
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Gambar 2.5 Produksi Il-1p dan IL-1Ra pada makrofag yang menginfiltrasi sel
islet. (1) Makrofag sel islet merespon pada konsentrasi lokal dari 1I-18, TNF-o. dan
kombinasi dari peningkatan kadar glukosa dan free fatty acid (FFA). (2) Sinyal tranduksi
yang berbeda akan memicu ekspresi-gen dari IL-18 dan II-1Ra. (3) IL-1Ra ditranslasikan
sebagai bentuk yang disekresikan (sIL-1Ra). (4) II-1B ditranslasikan sebagai precursor
inaktif (pro-IL1B). (5) Prekursor dari 1l-1p memerlukan proses oleh kaspase-1 melalui
aktivasi NLRP3. (6) Setelah pembelahan oleh kaspase-1, bentuk IL-1p aktif disekresikan.
(7) Didalam sel islet, IL-1B berikatan dengan reseptor tipe 1 pada sel beta dan menginisiasi
kematian sel. (8) IL-1Ra berkompetisi dengan IL-1p untuk berikatan dengan reseptor II-1
pada sel beta, yang memproteksi sel beta dari IL-1p yang menginduksi kematian sel. (9)
Garis putus-putus mengindikasikan turunnya produksi IL-1Ra yang berakibat pada kondisi
defisiensi IL-1Ra dan peningkatan aktivitas 1I-1B pada sel beta (Dinarello, Donath and
Mandrup-Poulsen, 2010)
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2.3.2 Hubungan Diabetes Mellitus Tipe 2 dengan Penyakit Jantung dan
Pembuluh Darah
Pada individu yang menderita diabetes mellitus, maka resikonya

untuk terkena penyakit jantung akan meningkat, dan kondisi ini
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umumnya muncul pada diabetes tipe 2. Bahkan penyakit jantung adalah
penyabab kematian utama pada individu yang terkena diabetes tipe 2.
Studi Framingham adalah salah satu bukti utama yang menunjukkan
bahwa individu dengan diabetes lebih rentan terkena penyakit jantung
dibandingkan individu yang bebas diabetes (Mahmooda et al., 2014).
Hiperkolesterolemia, hipertensi, dan resistensi insulin berkontribusi
pada disfungsi endotel yang diikuti dengan terjadinya inflamasi pada
dinding pembuluh darah, meningkatkan oksidasi lipoprotein, proliferasi
sel-sel otot polos, deposisi matriks ekstraseluler, akumulasi materi kaya
lemak, aktivasi platelet, dan pembentukan thrombus. Kondisi patogenik
ini akan berkontribusi pada perkembangan atherosclerosis dan penyakit
jantung koroner (Ross, 1999; Koh, 2000; Vincent, Montagnani and
Quon, 2003; Tousoulis et al., 2010).

Kelainan metabolik seperti obesitas, resistensi insulin dan diabetes
mellitus tipe 2 dihubungkan dengan penyakt kardiovaskuler seperti
hipertrofi kardia dan gagal jantung. Kardiomiopati diabetik khususnya,
adalah suatu penyakit yang dicirikan dengan adanya kelainan dari
struktur dan fungsi dari otot jantung pada individu yang menderita
diabetes, yang pada akhirnya akan memicu terjadinya gagal jantung,
dan tidak secara langsung berkaitan dengan penyakit arteri coronaria
atau hipertensi. Beberapa mekanisme terlibat dalam patogenesis

kardiomiopati diabetik, seperti misalnya gangguan metabolisme energi

BRAWIJAYA

dan sinyal kalsium pada miokard. Gangguan metabolik yang terjadi

29



-
o
3

A ==
—
—
[—
o

e
L% ]
o
=T
(-5}
S

BRAWIJAYA

selama kondisi kardiomiopati diabetik dicirikan dengan peningkatan
oksidasi lipid, akumulasi TG intramiokardial, dan berkurangnya
penggunaan glukosa. Keseluruhan perubahan ini berakibat pada
terjadinya stress  oksidatif, disfungsi mitokondrial, dan apoptosis
kardiomiosit. Pada sisi lain, progresi gagal jantung dan hipertrofi kardia
biasanya menunjukkan peningkatan lokal dari sitokin di sel-sel kardia
dan aktivasi dari faktor transkripsi pro-inflammasi NF-kf. Penelitian
yang dilakukan akhir-akhir ini makin mengungkap bukti bahwa terdapat
hubungan potensial antara inflamasi kronis ringan pada jantung dan
disregulasi metabolik (Palomer et al., 2013).

Kardiomiopati diabetik yang merujuk pada perubahan struktur dan
fungsi jantung pasien, berhubungan dengan gangguan metabolisme
energi di dalam miokard, yang membuat terjadinya patogenesis
penyakit jantung. Penyakit diabetes yang mengenai jantung dicirikan
dengan adanya hipertrofi pada ventrikel kiri, kardiomiopati dilatasi dan
fibrosis ekstraseluler, yang kesemuanya akan mempengaruhi curah
jantung. Jika hal-hal tersebut diikuti oleh peningkatan oksidasi lemak,
akumulasi TG pada intramiokardium dan turunnya penggunaan glukosa,
maka akan berakibat terjadinya stress oksidatif, disfungsi mitokondria
dan apoptosis (Palomer et al., 2013).

Sintesis IL-1 yang diinduksi glukosa pada endotel vaskuler dan lesi
atherosklerotik  yang mengalami inflamasi di penyakit-penyakit
makrovaskuler tampaknya merupakan penyebab terjadinya respon
inflamasi ringan pada obesitas dan diabetes tipe 2 (Dinarello, Donath
and Mandrup-Poulsen, 2010). Sitokin-sitokin pro-inflamasi, termasuk

diantaranya IL-1p, IL-6 dan TNF-a dilepaskan dari makrofag kedalam
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dinding pembuluh darah selama periode respon inflamasi. Sitokin-
sitokin ini memediasi efek inflamasi jarak jauh, termasuk mengaktivasi
gen-gen hepatik, yang akan mengkode reaktan fibrinogen fase akut

(acute phase reactants fibrinogen), CRP, dan serum amyloid-A. CRP
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akan menginduksi sintesis sitokin, CAM, dan factor jaringan pada
monosit dan sel-sel endothelial. Faktor jaringan nantinya akan
mengaktivasi kaskade koagulasi ekstrinsik, yang akan memberikan
gambaran hubungan antara inflamasi dan thrombosis (Gabay and

Kushner, 1999) (gambar 2.5)
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Gambar 2.6. Sitokin-sitokin pro-inflamasi seperti Interleukin-1p, IL-6, dan Tumor necrosis

factor (TNF)-a dilepaskan dari arteri yang mengalami jejas dan menginisiasi hepar untuk

mensintesis reaktan fase akut. Beberapa reaktan fase akut memiliki efek pada segmen
arteri dan berkontribusi pada respon inflamasi (Koh, Han and Quon, 2005).

Walaupun resistensi insulin dan kegagalan sel p tetap dikenal

sebagai penyebab utama dalam perkembangan diabetes tipe 2,

paradigma  lain - telah  berkembang. ' Terdapat temuan - yang

mengindikasikan dasar patologi inflamasi untuk penyakit jantung dan
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pembuluh darah. Misalnya pada penelitian oleh Duncan, et al. (2003)
pada penelitian jangka panjang yang melibatkan individu sehat,
didapatkan bukti bahwa inflamasi sistemik ringan dapat memprediksi
terjadinya diabetes mellitus tipe 2 di masa yang akan datang. Temuan
ini menunjang hipothesis bahwa diabetes adalah penyakit inflamasi,
seperti juga pada proses penyakit metabolik (Duncan et al., 2003).

Resistensi insulin adalah ciri utama dari DMT2, dan berkembang
pada banyak organ, termasuk jantung. Dibandingkan dengan perannya
pada organ lain, peran fisiologis dari resistensi insulin pada jantung
masih belum banyak diketahui (Gray and Kim, 2011). Peningkatan
insulin akan memfasilitasi uptake dan metabolisme glukosa, yang
merupakan sumber energi jantung yang utama (60-70%). Insulin juga
menginduksi uptake asam lemak (FA/fatty acid) dan dapat
mendegradasi FA menjadi sumber energi sekunder bagi jantung (20%).
Insulin juga dapat mereduksi konsumsi oksigen miokardium dan
meningkatkan = efisiensi jantung (kerja jantung/konsumsi oksigen)
(lliadis, Kadoglou and Didangelos, 2011).

Insulin juga memiliki peran terhadap kontraktilitas jantung, dengan
mempengaruhi kontraksi kardiomiosit dan mempengaruhi relaksasi
miokardial. Insulin juga meningkatkan biogenesis ribosomal dan sintesis
protein. Insulin juga dapat menstimulasi VEGF dan karenanya dapat
memicu angiogenesis, untuk mempertahakan keseimbangan antara
hipertropi kardia dan perfusi darah. Insuin mensupresi aktivitas enzim
proteolitik yang dikenal sebagai kaspase, dan mereduksi apoptosis,
sehingga insulin juga dikenal untuk pertahanan sel. Insulin yang
berperan pada endotel arteri koroner, mengaktivasi eNOS dan

meningkatkan produksi NO dari L-arginine. Efek vasodilatasi dari insulin
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ini meningkatan jumlah kapiler yang terbuka dan meningkatkan aliran
darah pada arteri koroner (lliadis, Kadoglou and Didangelos, 2011).
Gambar 2.6 merangkum efek menguntungkan dari insulin pada fungsi,

morfologi dan perfusi miokard.
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Gambar 2.7 Peran Insulin pada Jantung.

2.3.2.1 Diabetes dan Metabolisme Jantung

Jantung memiliki kapasitas untuk beradaptasi terhadap
berbagai  kondisi  patofisiologi dengan menyelaraskan
metabolismenya terhadap karbohidrat dan asam lemak.
Hilangnya fleksibilitas metabolik ini berhubungan dengan kondisi
patologis yaitu hipertrofi kardia dan gagal jantung (Palomer et al.,
2013). Pada kondisi 'diabetes, dan juga pada kondisi
hiperinsulinemia dan hiperglikemia, munculnya resistensi insulin

pada jantung, bersama dengan peningkatan lipolisis sistemik

S

memperlihatkan bahwa sumber energi jantung bergantung

hanya kepada (3-oksidasi asam lemak mitokondria (Burkart et al.,
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2007). Turunnya uptake dan penggunaan glukosa pada jantung
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berakibat pada perubahan jalur sinyal insulin yang kemungkinan
berperan dalam hilangnya kapasitas untuk berganti antara jalur
glukosa dan asam lemak pada resistensi insulin dan bentuk
defisiensi insulin pada diabetes (Duncan et al., 2007).

Penelitian oleh Park, et al. (2005) memperlihatkan bahwa
pemberian pakan tinggi lemak dalam waktu hanya 10 hari cukup
untuk membuat model resistensi insulin pada jantung tikus,
dikarenakan adanya asupan lipid berlebih, yang nantinya akan
meningkatkan penggunaan lipid dan menurunkan metabolisme
gkukosa pada jantung. Sementara resistensi insulin pada otot
lurik, jaringan adiposa dan jantung berkembang setelah 3
minggu pemberian pakan tinggi lemak. Hal ini mengindikasikan
bahwa resistensi insulin pada jantung yang diinduksi oleh
pemberian pakan tinggi lemak berkembang terpisah dari
perubahan metabolisme glukosa sistemik dan hiperinsulinemia
sistemik. Pemberian pakan tinggi lemak pada tikus akan
menderegulasi metabolisme jantung dan akhirnya memicu
remodeling jantung yang patologis dan disfungsi sistolik (Park et
al., 2005).

Walaupun kadar oksidasi lemak tampak lebih tinggi pada
jantung yang terkena diabetes, akumulasi lipid pada miokardium
merupakan hal yang menyebabkan penyakit ini. Jantung bukan
merupakan lokasi utama untuk penyimpanan lemak, tetapi asam
lemak dapat disimpan dalam bentuk triacylglycerols (TG) dan
fosfolipid di dalam kardiomiosit, khususnya ketika jumlahnya
banyak, seperti kondisi yang muncul pada diabetes atau

obesitas (Finck and Kelly, 2002). Jika hal ini berlangsung lebih
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lama, maka jantung akan mulai untuk mengakumulasikan
intermediate lipid yang toksik untuk jantung, seperti ceramide
dan diacylglycerol, dan ROS, yang berhubungan dengan
perkembangan resistensi insulin dan lipotoksik kardiomiopati
(Duncan et al., 2007). Lipotoksik kardiomiopati dicirikan dengan
disfungsi mitokondria dan peningkatan konsumsi oksigen
miokard, semuanya berhubungan dengan apoptosis miosit dan
disfungsi kontraktilitas. Bahkan sebenarnya terdapat hubungan
kuat antara akumulasi lipid intrakardial dan gagal jantung
(Pagano et al., 2008).

Dibawah stimulus patologis, miokard akan
mensekresikan sejumlah  sitokin dan kemokin  pro-inflamasi,
seperti TNF-a,, MCP-1, dan IL-6 (Ancey et al., 2003), yang akan
memberikan beberapa efek autokrin pada sel-sel jantung.
Peningkatan kadar dari sitokin dan kemokin pro-inflamasi ini
berhubungan dengan inflamasi miokard, gagal jantung dan
kardiomiopati dilatasi (Takano et al., 2000; Ding et al., 2006).
Ekspresi sitokin pro-inflamasi berada di bawah kontrol NF-«xf
yang akan teraktivasi dalam kondisi miokarditis, gagal jantung
kongestif, dan hipertrofi kardia. Beberapa stimulus eksogen dan
endogen dapat menginduksi NF-«f, terutama adalah sitokin pro-
inflamasi sendiri, kondisi hiperglikemia, peningkatan kadar asam
lemak bebas di plasma, ROS, angiotensin Il, endothelin 1, TLR,

lipoprotein dan anoksia (Palomer et al., 2013).
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2.4 Interleukin-1p (IL-1B)
Interleukin-1 (IL-1) pertama kali dideskripsikan pada tahun 1972 sebagai
lymphocyte-activating factor. Aktivitasnya tidak terbatas hanya pada sistem

imun, tetapi juga terlibat dalam regulasi kadar kalsium darah, stimulasi
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proliferasi berbagai sel, regulasi tekanan darah, atau modulasi fase tidur. IL-1
merepresentasikan salah satu mediator respon inflamasi yang penting, yang
dapat menginduksi kaskade molekul efektor pro-inflamasi. Banyak laporan
menyebutkan bahwa IL-1 terlibat dalam petogenesis beberapa penyakit
kardiovaskuler, khususnya yang dipotensiasi mediator pro-inflamasi (Vicenova
et al., 2009)

Interleukin-1 merupakan istilah untuk 2 protein yang saling berhubungan,
yaitu interleukin-1a. dan interleukin-1p, yang dikode oleh 2 gen yang berbeda.
Keduanya diproduksi sebagai konsekuensi dari stress atau jejas jaringan,
dimana prekursor 31-kDa yang menjalani proses proteolitik oleh- protease
spesifik selama proses maturasi. Sel-sel yang memproduksi IL-1 utamanya
adalah makrofag, tetapi sel-sel lain seperti netrofil, limfosit, sel-sel dendrit,
keratosit, sel endothelial, hepatosit, fibroblast atau sel-sel otot juga telah
menunjukkan kemampuan untuk mensintesis IL-1. Target utama dari IL-1
adalah sel-sel penting dari sistem imun, yaitu monosit, limfosit, granulosit, sel-
sel dendritik; tetapi sitokin ini juga mampu mempengaruhi sel lain seperti sel
epithelial, fibroblast, sel-sel endothelial atau sel otot polos (Vicenova et al.,
2009).

Yang menjadi hal penting dalam banyak penyakit inflamasi adalah

S

peningkatan pelepasan IL-1B bentuk aktif. Kaspase-1 adalah protein sistein

intraseluler yang membelah N-terminus 116 aa dari precursor IL-13, dan

NIVERSITA
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kemudian mengkonversi prekursor inaktif menjadi bentuk sitokin matur.
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Kaspase-1 ada pada makrofag jaringan dan sel-sel dendritik sebagai zimogen
inaktif dan memerlukan konversi menjadi bentuk enzim aktif melalui proses
autokatalisis (Netea, Nold-Petry and Nold, 2009). Pelepasan bentuk IL-1 aktif
dari monosit darah dikontrol ketat dengan hanya kurang dari 20% dari total
prekursor IL-1B diproses dan dilepaskan (Dinarello, 2011).

Inflamasi dan karsinogenesis berhubungan dengan pembentukan spesies
oksigen reaktif (Reactive oxygen species/ROS), dan ROS telah diteorikan untuk
mengaktivasi jalur inflammasome kaspase-1 (Zhou et al., 2010). Karena IL-13
tampaknya memainkan peran dalam karsinogenesis, adalah suatu hipotesis
yang menarik bahwa ROS mengaktivasi inflammasome secara langsung untuk
menginduksi pelepasan IL-1p dan memicu inflamasi (Dinarello, 2011).

Beberapa mekanisme dilaporkan untuk sekresi dan pemrosesan IL-1
matur, termasuk hilangnya keutuhan membran, diperlukannya fosfolipase C
dan lisosom sekretorik, dan terkelupasnya mikrovesikel membran plasma atau
badan multivesikuler yang mengandung eksosome (Dinarello, 2011).

Efek inflamasi yg dimediasi oleh IL-1 dapat dihambat oleh inhibitor alami
yang efektif, yaitu antagonis reseptor IL-1 (IL-1 receptor anatogonist/IL-1Ra).
Molekul IL-1Ra yang larut berikatan dengan reseptor IL-1, tetapi interaksi ini
tidak memicu aktivasi jalur sinyal. IL-1Ra disintesis utamanya di monosit dan
makrofag, tetapi mungkin juga diproduksi oleh tipe sel lain (Vicenova et al.,
2009).

Makin banyak bukti yang menghubungkan adanya ketidakseimbangan
antara mediator-mediator pro-inflamasi dan peningkatan resiko patologi dari
jantung dan pembuluh darah. Beberapa penyakit kardiovaskuler tampaknya

memiliki komponen autoimun. Interleukin-1 (IL-1) merupakan regulator utama
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dari proses inflamasi pada eukariot dan telah terbukti terlibat dalam beberapa
penyakit kardiovaskuler (Vicenova et al., 2009).

Interleukin-1 'merupakan model sitokin inflamasi dan berperan penting
pada fase awal inflamasi sebagai mediator (Weehre et al., 2004). Dari 11
anggota familial interleukin-1, IL-1B telah maju sebagai target terapi primer
untuk kondisi-kondisi inflamasi, yang dinamakan penyakit autoinflamasi.
Terdapat banyak bukti bahwa IL-1 memediasi inflamasi pada sel islet yang
merupakan penyebab/pathogenesis dari diabetes mellitus tipe 2. Proses
inflamasi kronis yang menyebabkan kegagalan sel beta untuk mensekresi
jumlah insulin yang cukup merupakan pathogenesis yang muncul pada individu
dengan diabetes mellitus tipe 2 (Weehre et al., 2004). Sitokin, melalui modulasi
respon_sel T, dapat menginduksi infiltrasi sel bulat (round cell infiltration)
(insulinitis) dan menghambat pelepasan insulin oleh sel beta (el Nawawy et al.,
1996). Insulinitis, didasarkan pada aktivasi patologis dari inflamasi alamiah oleh
sistem imun dikarenakan stress metabolik dan didasari oleh jalur sinyal IL-1
(Dinarello, Donath and Mandrup-Poulsen, 2010). Pasien dengan panyakit

jantung koroner juga memiliki peningkatan kadar IL-1 (Waehre et al., 2004)

2.4.1 Interleukin-1 (IL-1) dan Penyakit Kardiovaskuler
Penyakit - arteri . koroner/penyakit jantung koroner merupakan
penyakit = kronis yang merupakan akibat dari pembentukan plak
atheromatous di dalam arteri (yang disebut “atherosclerosis” -
pengerasan arteri) dan reduksi subsekuen dari diameter lumen arteri.
Kematian dapat terjadi ketika terjadi infark miokard, penyakit
serebrovaskuler, dan gagal ginjal. Faktor resiko Kklasik untuk

atherosclerosis diantaranya termasuk peningkatan kadar LDL, merokok,
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obesitas, diabetes atau gaya hidup sedenterik. Tetapi seiring berjalan
waktu, terbukti bahwa atherosclerosis juga memiliki komponen autoimun
dan banyak sitokin berpartisipasi dalam pathogenesis kelainan ini
khususnya pada individu yang tidak memiliki faktor resiko. Data terbaru
menunjukkan bahwa atherosclerosis berhubungan dengan aktivitas
proses inflamasi dan dengan peningkatan molekul pro-inflamasi sistemik,
seperti IL-1, IL-6, TNF atau CRP dan karenanya penyakit ini berubah dari
penyakit sederhana yang diakibatkan oleh akumulasi lemak menjadi
penyakit kompleks yang dipengaruhi oleh respon inflamasi pada dinding
arteri (Libby, 2002). Efek patogen dari IL-1 ada pada kemampuannya
untuk memodulasi sejumlah efek penting yang terlibat dalam kompleks
inflamasi dari proses atherogenesis, seperti inflamasi dinding pembuluh
darah, kemotaksis dan adhesi lekosit, serta ruptur plak (Libby, 1998; Von
der Thusen, 2003; Weehre et al., 2004).

Keterlibatan IL-1 selama proses atherogenesis dapat dicontohkan
dengan kemampuannya untuk membuat instabilitas plak atheromatous,
yang disebabkan oleh upregulasi matriks metalloproteinase pada lokasi
pembentukan plak. Peningkatan kadar sitokin pro-inflamasi IL-1 dan TNF
seperti juga kemokin IL-8 ditemukan di dalam plak atheromatous,
bersama dengan matriks metalloproteinase yang disintesis oleh sel otot
polos, sel-sel endothel dan makrofag. Endopeptidase dependen zinc ini
memiliki kemampuan untuk mendegradasi bermacam-macam komponen
dari matriks ekstraseluler dan lebih dalam lagi, memiliki kemampuan
untuk menginduksi pemecahan kolagen pada plak atheromatous. Matriks
metalloproteinase telah terbukti di-upregulasi oleh IL-1 dan sitokin pro-
inflamasi lain di dalam sel otot polos, sel-sel endotel dan makrofag; dan

sebaliknya induksinya di sel otot polos dapat diinhibisi oleh IL-1Ra.
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Peningkatan ekspresi matriks metalloproteinase diinduksi oleh sitokin
pro-inflamasi seperti IL-1 yang karenanya dapat memicu destabilisasi
plak atheromatous dan memicu thrombosis (Vicenova et al., 2009).

Potensi pro-atherogenik lain dari IL-1 adalah kemampuan sitokin ini
untuk memodulasi adhesi sel dan infiltrasi monosit subsekuen kedalam
ruang subendothelial (Vicenova et al., 2009). Ketiadaan dari IL-1p
menurunkan tingkat keparahan dari atherosclerosis pada tikus defisiensi
ApoE, melalui penurunan ekspresi vascular cell adhesion molecule-1
(VCAM-1) dan monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1) di dalam aorta
(Kirii et al., 2003). Molekul-molekul yang membuat terjadinya adhesi ini
tampaknya menarik monosit ke dalam intima arteri. Setelah terjadi adhesi,
monosit akan memasuki intima, berdiferensiasi menjadi makrofag dan
kemudian berubah menjadi sel busa, yang merupakan langkah kunci dari
terbentuknya atherogenesis (Vicenova et al., 2009).

Derajat terbentukny plak, progresi terbentuknya plak, dan ruptur
tergantung pada derajat inflamasi di dalam plak. Pada plak atherosklerotik
manusia, ekspresi IL-1a. dan IL-1B berhubungan dengan progresi plak
atherosklerotik, dengan ekspresi minimal pada arteri coronaria sehat, dan
terdapat peningkatan ekspresi pada plak atherosklerotik sederhana, dan
tinggi ekspresinya pada plak dengan komplikasi (Dewberry et al., 2000).
Penelitian eksperimental pada hewan coba atherosklerotik secara
konsisten menunjukkan bahwa delesi genetik atau inhibisi farmakologis
dari sinyal IL-1 menurunkan pembentukan dan progresi plak
atherosklerotik, sementara aktivitas IL-1 (oleh administrasi eksogen IL-13
atau downregulasi alamiah oleh IL-1Ra) akan memicu progresinya (Van

Tassell et al., 2013). IL-1 memediasi respon jaringan terhadap jejas
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endothel, berkontribusi pada respon intima proliferatif (Dewberry et al.,
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Gambar 2.8 Interleukin 1 (IL-1) dan Atherosklerosis. Riwayat atherosclerosis
dicirikan oleh adanya pembentukan plak, progresi (pertumbuhan), dan komplikasi. 1L-1
memainkan peran kunci dalam pembentukan, progresi dan komplikasi plak atherosklerotik.
Peningkatan aktivitas IL-1 menyebabkan destabilisasi plak, ruptur dan pembentukan
thrombus diatasnya (Van Tassell et al., 2013)

2.5 Interleukin-6 (IL-6)

Interleukin-6 (IL-6), adalah suatu polipeptida dengan 185 asam amino. IL-
6 adalah sitokin poliotropik dengan aktivitas biologis yang beragam, termasuk
kemampuannya untuk mentimulasi diferensiasi sel B, mengaktivasi timosit dan
diferensiasi sel T, mengaktivasi makrofag, menstimulasi hepatosit untuk
memproduksi protein fase akut, dan mengaktivasi sel Natural killer (NK). 1L-6
juga memiliki kemampuan pro dan anti-inlamasi. IL-6 diproduksi tidak hanya
oleh sel-sel imun dan sel aksesoris imunologis, termasuk monosit dan
makrofag; tetapi juga oleh komponen kardiovaskuler, seperti sel-sel endothelial,
sel-sel otot polos vaskuler, dan miosit iskemik. IL-6 adalah faktor inflamasi kunci
yang memiliki kepentingan dalam pathogenesis dan penyebab klinis dari

penyakit vaskuler atherosclerosis. Kompleks reseptor IL-6 terdiri dari 2
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glikoprotein yang terikat membran, suatu komponen yang terikat ligan dengan
berat 80 kD (yang dinamakan IL-6R) dan suatu komponen transduksi sinyal
dengan berat 130 kD (yang dinamakan gp130). Walaupun IL-6 dapat mengikat
[I-6R dan menunjukkan respon biologis, IL-6 juga mengaktivasi IL-6R yang
terlarut (Soluble IL-6R/sIL-6R). Kompleks IL-6/sIL-6R yang teraktivasi berperan
sebagai agonis poten yang mengikat komponen transduksi sinyal dari reseptor
yang terikat membran, gp130, dengan afinitas yang tinggi. Melalui mekanisme
ini, IL-6 dipercaya untuk mempotensiasi aktivitas biologisnya sendiri dan
menunjukkan efeknya pada sel-sel yang kekurangan IL-6R per se. Bahkan
kompleks IL-6/sIL-6R telah menunjukkan mampu menstimulasi rekrutmen
lekosit dan untuk mempromosikan respon inflamasi oleh sel endotelial (Kanda
and Takahashi, 2004)

Interleukin-6 ~adalah sitokin pro-koagulan utama. IL-6 meningkatkan
konsentrasi fibrinogen, inhibitor plasminogen aktivator tipe 1, dan CRP
(Willerson, 2004). Peningkatan kadar IL-6 dihubungkan dengan peningkatan
resiko terjadinya infark miokard di masa depan pada individu laki-laki sehat
(Ridker, Rifai, et al., 2000). Peningkatan kadar IL-6 telah dihubungkan dengan
resiko tinggi yang menyebabkan kematian pada inidividu dengan usia lanjut
(Tsutamoto et al., 1998). Konsentrasi IL-6 dihubungkan tidak hanya dengan
keparahan suatu penyakit, tetapi juga merupakan prediktor kuat untuk hasil
akhir dari penyakit tersebut, contohnya, didapatkan peningkatan kadar IL-6
pada pasien angina unstabil dengan komplikasi, dibandingkan dengan pasien
tanpa komplikasi (Biasucci et al., 1999; Kanda and Takahashi, 2004). Sitokin-
sitokin pro-inflamasi dapat berperan dalam destabilisasi dan kerusakan plak
atherosclerotic pada arteri coronaria. Adanya proses inflamasi merupakan ciri
dari lokasi ruptur plak atau erosi, dan sitokin-sitokin pro-inflamasi mampu meng-

upregulasi ekspresi matriks metalloproteinase, yang diketahui terlibat dalam
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remodeling vaskuler dan disrupsi plak (van der Wal et al., 1994; Rajavashisth

etal., 1999).

2.5.1 Interleukin-6 (IL-6) Dan Resiko Penyakit Jantung Dan Pembuluh
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Protein fase akut, yang bertanggung jawab pada sitokin pro-
inflamasi sistemik, seperti IL-6, meningkat pada penyakit kardiovaskuler
dan merupakan penanda prediktor untuk kejadian iskemik di masa yang
akan datang. Hal ini menunjukkan pentingnya peran sitokin pro-inflamasi
dan/atau protein fase akut di perkembangan awal lesi (Huber et al., 1999).
Penelitian yang dilakukan oleh Huber, et al. (1999) menunjukkan hasil
bahwa perubahan sitokin-sitokin pro-inflamasi dan protein fase akut
mungkin lebih dari sekedar penanda atherosklerosis, tetapi merupakan
partisipan nyata pada perkembangan awal lesi.

Penyakit jantung dan pembuluh darah umumnya muncul pada
proses inflamasi kronis yang ringan, yang dicirikan dengan peningkatan
kadar sitokin pro-inflamasi (IL-6, TNFo dan IL-1), molekul adhesi terlarut
(ICAM-1 dan P-selectin) dan protein fase akut yang merespon terhadap
sitokin termasuk diantaranya CRP, PAI-1, dan fibrinogen (Tracy, 1997).
Penelitian oleh Tracy (1999) menunjukkan bahwa IL-6 eksogen secara
signifikan meningkatkan perkembangan lesi lemak pada hewan coba
atherosclerosis, tetapi tidak pada hewan coba yang resisten terhadap
atherosclerosis. Hal ini menunjukkan bahwa faktor inflamasi memainkan
peranan penting dalam proses perjalanan penyakit.

Pada pasien PJK yang dirawat di rumah sakit, konsentrasi serum

IL-6 berhubungan dengan mortalitas karena penyakit jantung, sehingga
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diperlukan pemahaman mengenai jalur inflamasi untuk langkah
pencegahan terhadap penyakit jantung koroner (Su et al., 2013).
Terdapat juga bukti yang mendukung bahwa terdapat hubungan

yang potensial antara inflamasi kronis ringan dan kelainan metabolik
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seperti resistensi insulin, obesitas dan diabetes mellitus tipe 2, yang
berhubungan dengan produksi sitokin yang abnormal. Produk lemak yang
ada dalam diet sehari-hari akan mempengaruhi ekspresi gen, struktur,
metabolisme dan fungsi kontraksi dari jantung. Bahkan pada tikus yang
diberikan pakan tinggi lemak akan berakibat pada terjadinya resistensi
insulin miokard dan berhubungan dengan beberapa efek yang langsung
terjadi pada jantung, termasuk inflamasi, hipertrofi, fibrosis dan disfungsi
kontraktilitas (Tikellis et al., 2008). Metabolisme glukosa dalam jantung
menurun pada tikus obese yang diberikan pakan tinggi lemak, dalam
proses yang berhubungan dengan peningkatan kadar sitokin pro-
inflamasi (Hwi et al., 2009). Pada sisi lain, progresi gagal jantung dan
hipertrofi kardia biasanya menaikkan secara lokal kadar sitokin seperti IL-
6, MCP-1, dan TNF-a (Haugen et al., 2007). Molekul-molekul ini
menunjukkan beberapa efek autokrin di dalam sel kardia melalui aktivasi
downstream dari NF-xf3, yang mungkin berkontribusi pada kondisi yang
berhubungan dengan inflamasi-miokard, seperti jejas iskemik miokard,
gagal jantung, dan kardiomiopati dilatasi (Takano et al., 2000; Ding et al.,
2006)

Peran insulin pada jantung tampak jelas berkurang pada kondisi

S

diabetes mellitus tipe 2, contohnya pada miosit yang diisolasi dari jantung

tikus yang diberi diet tinggi lemak (Palomer et al., 2013). Insulin membuat

IVERSITA

terjadinya pengambilan (uptake) dan penggunaan glukosa, insulin juga
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menurunkan konsumsi oksigen pada miokard dan meningkatkan efisiensi
kardia (lliadis, Kadoglou and Didangelos, 2011). Sebagai konsekuensi
dari terjadinya resistensi insulin, pengambilan basal glukosa menurun,

yang berkaitan dengan penurunan kadar GLUT4 dan menurunnya
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regulasi dari aktivitas glikolitik, seperti yang dapat dilihat pada tikus yang
secara genetis db/db. Pada tikus Zucker obese, pengambilan asam lemak
terganggu pada jantung yang tampaknya muncul pada fase awal dari
proses diabetogenik, dibandingkan dengan disregulasi pengambilan
glukosa. Hal ini mungkin berperan pada akumulasi lipid intraseluler yang
tampak sangat jelas dan telah banyak didemonstrasikan pada model
obese dan diabetes tipe 2, yang berkaitan dengan disfungsi miokard
(Palomer et al., 2013).

Pada pasien dengan gagal jantung yang menjalani transplantasi
jantung, serum IL-6 berhubungan dengan reduksi kontraktilitas miokardial
(Deng et al., 1998). IL-6 dan reseptor spesifiknya (IL6R) ditingkatkan
regulasinya pada miokardium yang mengalami kerusakan (Plenz, Fang
and Tjan, 2001). Penelitian yang dilakukan oleh Plenz, et al. (2002)
menemukan bahwa miosit dan sel-sel endothelial mikrovaskuler adalah

tipe sel pada jantung yang mengekspresikan IL-6 (Plenz et al., 2002).

2.6 Lipoprotein-Associated Phospholipase A2 (Lp-PLA2)
Lipoprotein-associated phospholipase A2 (Lp-PLA2) merupakan suatu
enzim yang dapat menghidrolisis fosfolipid teroksidasi untuk membentuk
lisofosfatidilkolin dan asam lemak teroksidasi, yang memiliki kemampuan pro-
inflamasi (Ballantyne et al., 2004). Tetapi, kemampuan Lp-PLA2 dalam

menghidrolisis platelet-activating factor (PAF) dan fosfolipid lain juga dapat

BRAWIJAYA

mereduksi kejadian inflamasi (Tjoelker et al., 1995). Lp-PLA2 terkait utamanya
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dengan LDL dan aktivitas enzimatiknya meningkat dengan adanya LDL
(Karabina et al., 1994).

LP-PLA2 termasuk anggota superfamili dari enzim fosfolipase A2. Lp-PLA2
merupakan protein dengan berat 45-kDA dengan 441 asam amino yang
berbeda dengan anggota lain dari famili fosfolipase A2 karena independen
terhadap kalsium. Isoform yang disekresikan pertama kali diidentifikasi sebagai
dasar dari kemampuannya untuk mendegradasi platelet-activating factor (PAF),
sehingga Lp-PLA2 juga dikenal sebagai PAF-acetylhydrolase. Kontras dengan
enzim fosfolipase A2 lain, Lp-PLA2 beraksi pada bagian fosfolipid yang larut air
dengan rantai sn-2 yang terpotong secara oksidatif, yang membuatnya
kekurangan aktivitas enzimatik pada rantai panjang asam lemak di dalam
fosfolipid yang ditemukan di membrane seluler (Zalewski and Macphee, 2005).

Gen untuk Lp-PLA2 berada pada kromosom 6, dan produksi enzim ini
muncul besar-besaran di monosit dan makrofag dalam sirkulasi dan jaringan,
dan dalam jumlah yang lebih sedikit oleh sel T limfosit dan sel mast. Hampir 2/3
dari massa Lp-PLAZ2 terikat pada LDL-C dan 1/3 lainnya terdistribusi diantara
HDL-C dan partikel VLDL. Kadar Lp-PLA2 dapat diukur pada anak-anak,
karena hepar dan lien masih besar dan merupakan reservoir besar dari sel yang
memproduksi enzim ini. Ketika terjadi atherosclerosis oada 10 tahun pertama
kehidupan, kadar LP-PLA2 meningkat (McCullough, 2009).

Hubungan antara penyakit kardiovaskuler dan Lp-PLA2 telah banyak
dipelajari saat ini. Enzim Lp-PLA2 telah banyak dilaporkan berhubungan
dengan beberapa penanda resiko dan kejadian dari penyakit kardiovaskuler.
Hal ini berhubungan langsung dengan hidrolisis platelet-activating factor (PAF)
dan fosfolipid teroksidasi, yang merupakan fungsi protektif dari Lp-PLAZ2. Tetapi
kemampuan menghidrolisis lipid bioaktif dan menghasilkan = LysoPC,

merupakan komponen pro-inflamasi dari enzim ini. Karenanya distribusi Lp-
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PLAZ2 di dalam fraksi lipid menekankan adanya peran ganda dari enzim ini pada
proses inflamasi; karena enzim Lp-PLA2-HDL berkontribusi pada reduksi dari
atherosclerosis, sementara Lp-PLA2-LDL akan menstimulasi proses ini (Silva,
Mello and Damasceno, 2011). Mayoritas Lp-PLA2 dalam plasma akan
berikatan dengan LDL, sementara sebagian kecil berhubungan dengan HDL.
Lp-PLA2 juga berikatan dengan lipoprotein (a), VLDL dan sebagian kecil
lipoprotein lain. Data dari penelitian pada ras Kaukasia menunjukkan bahwa Lp-
PLA2 plasma (yang secara primer berhubungan dengan LDL) adalah faktor
resiko dari terjadinya penyakit jantung dan pembuluh darah (sebagai tambahan
dari adanya faktor resiko konvensional). Di sisi lain, Lp-PLA2 yang
berhubungan dengan HDL juga mengekspresikan aktivitas anti-atherogenik
dan berhubungan dengan prunurunan resiko kematian akibat penyakt jantung

(Constantinos and Tselepis, 2014).

2.6.1 Peran Antioksidan dari Lp-PLA2

Stress: oksidatif sangat berhubungan dengan inflamasi dan
pembentukan lipid bioaktif. Lipid bioaktif ini, seperti PAF, substansi mirip
PAF, fosfolipid teroksidasi, telah diidentifikasi ada di dalam plak
atherosklerotik (Okamura et al., 2007). Produk-produk yang menyerupai
PAF dibentuk ketika fosfolipid dari membran sel mengalamasi kerusakan
oksidatif, yang berakibat pada terbentuknya komponen yang memiliki
struktur dengan residu peroksida yang lebih pendek pada rantai karbon
keduanya dan menyerupai aksi dari PAF (Tjoelker and Stafforini, 2000).
Dengan adanya fosfolipid teroksidasi, LP-PLA2 akan menyingkirkan
fragmen ini dan bertindak sebagai antioksidan. Hal ini disebabkan oleh

ekspresi berlebihan dari Lp-PLA2 yang akan memproteksi sel dari
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apoptosis yang diinduksi oleh reactive oxygen species (ROS) melalui
hidrolisis fosfolipid (Silva, Mello and Damasceno, 2011).

Sebagai tambahan, ox-LDL dan LDL (-) diketahui memiliki faktor
penting dalam inisiasi dan perkembangan atherosclerosis (Glass and
Witztum, 2001; Benitez et al., 2003). Pembentukan fosfolipid teroksidasi
pada LDL akan menstimulasi aktivitas Lp-PLA2 (Heery et al., 1995).
Aktivitas Lp-PLA2 dalam menghidrolisis komponen lipid menggambarkan
peran anti-atherogenik yang penting. Lp-PLA2 mampu menghidrolisis
fosfolipid teroksidasi, meminimalkan pembentukan LDL yang sangat
teroksidasi, dan meningkatkan bentuk LDL yang teroksidasi minimal
(Watson et al., 1995). Sementara itu,Benitez et al. (2003) menemukan
bahwa komponen utama Lp-PLA2 berhubungan dengan LDL (-)
dibandingkan dengan LDL (+), menggambarkan bahwa pelepasan
kemotaktik yang diinduksi oleh LDL (-) dapat merupakan akibat dari
tingginya aktivitas Lp-PLA2 (Benitez et al., 2003). Bahkan sebenarnya
LDL (-) dapat dibentuk oleh Lp-PLA2, walaupun asal dari sub kelompok
LDL ini juga dapat cocok dengan reaksi oksidatif dan mekanisme lain
seperti glikosilasi non-enzimatik, perubahan pada ApoE dan Apo Cll, dan
sebab lainnya (Mello et al., 2011).

Aktivitas Lp-PLAZ2 juga penting dalam menurunkan imunogenesitas
dari ox-LDL, suatu fenomena yang dapat dihubungkan dengan
penurunan fosfolipid teroksidasi pada pasien-pasien dengan penyakit
jantung koroner dan pada individu sehat (Lourida et al., 2006). Noto et al.
(2003) menunjukkan bahwa pada hewan, Lp-PLA2 memproteksi
lipoprotein dari oksidasi, lebih sedikit memproduksi lipoprotein pro-

atherogenik, dan mempertahankan fungsi HDL (Noto et al., 2003).
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2.6.2 Aksi Pro-inflamasi dari Lp-PLA?2
Walaupun memiliki efek antioksidan yang telah dideskripsikan diatas,
hubungan antara LpPLA2 dan reaksi inflamasi menggambarkan

kebanyakan penelitian pada tahun-tahun terakhir ini (Silva, Mello and
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Damasceno, 2011). Ketika Lp-PLA2 menghidrolisis lipid bioaktif,
menurunkan aktivitas biologisnya, metabolit yang paling banyak dibentuk
adalah lysofosfolipid. Lipid ini terlibat dalam proses atherosklerotik dan
menunjukkan peran destruktif dari Lp-PLA2, yang berkontribusi dalam
respon inflamasi (Itabe, 1998; Benitez et al., 2003).

Lp-PLA2 adalah enzim monomer yang menghidrolisis ikatan ester
dari sn-2, terutama jika kelompok acyl pendek berada pada posisi sn-2
dari fosfolipid yang teroksidasi. Di dalam plasma, 80% Lp-PLA2
ditemukan berikatan dengan LDL, utamanya LDL dengan berat molekul
kecil, dan sekitar 20% dihubungkan dengan HDL. Enzim ini menghasilkan
2 produk bioaktif, yaitu LysoPC dan NEFA, yang dapat mempotensiasi
atherogenesis (Szmitko et al., 2003).

LysoPC adalah faktor kemotaktif poten untuk monosit dan
menginduksi ekspresi molekul adhesi lekosit mononuclear pada sel-sel
endothelial. Sifat ini dapat menginisiasi penambahan lesi. Ketika lekosit
telah berada dalam plak yang sedang berkembang, LysoPC dapat
berkelompok dengan peptida dan bertindak sebagai antigen yang
menstimulasi sel T. Pada aktivasi sel T, reaksi imun di dalam dinding
pembuluh darah tidak hanya ditahan tetapi malah ditingkatkan (Szmitko

et al., 2003).

BRAWIJAYA

49



-
o
<

-
=
—
T
o

=2
"y
o
f o 2
Qo
T

BRAWIJAYA

p

—— - 3
—— == . o o
> 2z o o 2
o, - A
P 5 8
e éPIaque Destabilization ) e
- E ¥ —
e — - N — ~— ’s
Lp-PLA2 { biLe 3 *)—L_Aw‘:r».&
oxlbL/\ lysoPC = = S
" "
T-cell .
U -ce | Atlon xTNF

Gambar 2.9 Lp-PLA2 dan PARs (Protease-Activated Receptors), mediator-

mediator inflamasi. Lp-PLA2 dan PARs berperan dalam proses pro-inflamasi dan pro-

atherogenik. Lp-PLA2 mengkonversi oxLDL menjadi lysoPC yang dapat membuat

terjadinya adhesi lekosit, proliferasi sel otot polos vaskuler dan mengaktivasi proliferasi sel

T, dapat mengaktivasi makrofag dan membuat terjadinya kematian sel otot polos vaskuler,

berkontribusi pada destabilisasi plak. Aktivitas PAR juga dapat meningkatkan pemanggilan

lekosit dan progresi plak dengan menginduksi sel otot polos vaskuler untuk berproliferasi,

bermigrasi, dan mensintesis kolagen. PAR juga berperan dalam menstimulasi sekresi

sitokin pro-inflamasi, IL-6 dan kemudian keduanya akan mengaktivasi dan memanggil

platelet, yang membuat terjadinya thrombosis. Ekspresi PAR diperkuat oleh IL-1 dan oleh

TNF, yang keduanya merupakan produk yang disekresi oleh sel T yang teraktivasi
(Szmitko et al., 2003)

Ketika plak mulai berkembang, lysoPC dapat membuat terjadinya

proliferasi sel otot polos vaskuler dengan mengaktivasi sintesis DNA.

Tetapi pada konsentrasi yang lebih tinggi, biasanya setelah sintesis ox-

LDL yang berkepanjangan dan adanya aktivitas Lp-PLA2, LysoPC akan

menginduksi kombinasi kematian apoptotik dan non-apoptotik pada sel

otot polos vaskuler. Akibatnya, aktivitas Lp-PLA dapat pada akhirnya

membuat destabilisasi plak, meningkatkan kemungkinan terjadinya ruptur

dan thrombosis. Lebih jauh lagi, aktivitas Lp-PLA2 dapat meningkatkan

toksisitas ox-LDL terhadap makrofag, membuat terjadinya bentukan sel

busa dan pelepasan beberapa komponen pro-atherogenik (Szmitko et al.,

2003).
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Gambar 2.10 Gambaran skematik dari mekanisme pro-atherogenik dari Lp-
PLA2 di dalam dinding pembuluh darah. Lp-PLA2 berikatan dengan apoB pada
LDL, yang merupakan pembawa primernya; yang akan mengantarkan Lp-PLA2 ke
segmen dimana terjadi lesi dari dinding arteri. Oksidasi LDL subsekuen membuat
terjadinya pembentukan fosfolipid yang terputus pada posisi sh-2, yang membuatnya
rentan terhadap hidrolisis enzimatik oleh Lp-PLA2. Hal ini akan berakhir pada
pembentukan 2 mediator lipid bioaktif, lysophosphatidylcholine (lysoPC) dan oxidized
nonesterified fatty acid (ox-NEFA), yang memiliki peran penting dalam mengundang sel-
sel inflamasi ke area lesi dan secara local meningkatkan mediator-mediator inflamasi.
Influx dari sel-sel inflamasi yang mengekspresikan LP-PLA2 meningkatkan konsentrasinya
di dalam dinding pembuluh darah. Mediator lipid bioaktif yang dibentuk oleh Lp-PLAZ2 juga
sitotoksik terhadap makrofag, yang akan memfasilitasi pembentukan intik nekrotik lipid di
lesi atherosklerotik kompleks (Zalewski and Macphee, 2005).

Walaupun Lp-PLA2 diekspresikan pada banyak jaringan, enzim di
sirkulasi diturunkan dari sel-sel hematopoetik (Zalewski and Macphee,
2005). Pada manusia, sekitar 70-80% enzim berhubungan dengan LDL
karena adanya interaksi protein-protein spesifik antara n-terminus dari
Lp-PLA2 dan C-terminus dari apoB. Diantara partikel-partikel LDL yang
berbeda, Lp-PLAZ2 lebih suka berhubungan dengan fraksi LDL yang lebih
kecil dan lebih berat, yang dipercaya juga lebih pro-atherogenik. LDL
yang memiliki muatan negatif menginduksi ekspresi gen inflamasi dan

adhesi monosit terhadap permukaan sel endothelial yang konsisten
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dengan efek potensi Lp-PLA2 yang pro-atherogenik (Zalewski and
Macphee, 2005).

Pada lesi atherosklerotik manusia, 2 sumber utama dari Lp-PLA2
dapat diidentifikasi, termasuk diantaranya yang dibawa kedalam intima
yang berikatan dengan LDL (dari sirkulasi) dan yang disintesis de novo
oleh plak sel-sel inflamasi (makrofag, sel T, sel mast) (Hakkinen et al.,
1999). Deposisi dari apolipoprotein B (Apo B), yang mengandung LDL-
C, diperlukan untuk perkembangan awal atherosclerosis. Ketika LDL-C
sudah terperangkap dalam subintima, apoB akan memfasilitasi beberapa
langkah upregulasi dari molekul adhesi dan kemoatraktan permukaan sel
yang merekrut monosit dan makrofag ke dalam atheroma. Makrofag
memainkan peran dalam memakan kolesterol dan madifikasi lebih lanjut
oleh beberapa bentuk dari familia fosfolipase. Pelepasan asam lemak
bebas dan LysoPC menyediakan metabolit untuk beberapa jalur
inflamasi, dan hal ini telah dipertimbangkan untuk menjadi mekanisme
utama dari inflamasi yang disebabkan oleh fosfolipase. Fosfolipase
kemudian membuat agregasi dan akumulasi LDL-C. Kelompok
fosfolipase IIA dapat dipertimbangkan menjadi enzim kunci dalam proses
awal berbagai penyakit inflamasi dan dapat menyebabkan resolusi
sebagian dari proses inflamasi. Akhir-akhir ini, fosfolipase yang
disekresikan grup V dan grup X serta platelet-activating factor
acetylhydrolase telah dikenal sebagai enzim penting dalam
atherosclerosis, yang akan memodifikasi LDL-C dan membentuk
akumulasi di kumpulan lemak (McCullough, 2009).

Terdapat banyak jenis lisofosfolipid, tetapi hasil utama dari aksi Lp-
PLA2 adalah LysoPC (Schmitz and Ruebsaamen, 2010). Hidrolisis dari

fosfolipid teroksidasi pada LDL yang dimediasi oleh Lp-PLA2 dapat
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menggambarkan jalur yang tepat untuk mengetes hipotesis inflamasi.
Oksidasi LDL berakibat pada sejumlah modifikasi yang mempengaruhi
komponen' fosfolipid dan apolipoprotein B (apoB), yang mengubah

molekulnya menjadi bentuk yang sangat berbeda dari bentuk aslinya.
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Reaksi ini termasuk pembentukan dari hidroperoksida lemak dan aldehid
(misalnya: malondialdehid, 4-hydroxynonenal) yang bereaksi dengan
residu lisin dari apoB, meningkatkan komponen psikokimiawi dari LDL
(Mertens and Holvoet, 2001). Peningkatan LDL dalam sirkulasi
dihubungkan dengan kerapuhan plak, disfungsi endotel, dan resikonya
akan lebih tinggi pada pasien dengan sindroma coroner akut (Zalewski
and Macphee, 2005). Sampai saat ini, modifikasi oksidatif dari LDL
diasumsikan akan bertanggung jawab pada beberapa reaksi yang terlibat
pada proses atherogenesis (Steinberg, 2002). Tetapi modifikasi oksidatif
dari asam lemak tak jenuh pada posisi sn-2 dari fosfolipid diantara
molekul LDL membuatnya lebih rentan terhadap hidrolisis oleh Lp-PLAZ2,
menambahkan 2 produk tambahan: lysophosphatidylcholine (lysoPC)
dan oxidized non-esterified fatty acid (NEFA) (gambar 2.8). Akumulasi
beberapa fosfolipid teroksidasi dan lysoPC telah dilaporkan ditemukan
pada model penelitian atherosclerosis (Hara and Takeomi, 1990; Watson

et al., 1997).

2.6.3 Lp-PLA2 sebagai Pananda Resiko Kardiovaskuler
Terdapat 2 kemungkinan utama dari kerja enzim Lp-PLA2 dalam
hubungannya dengan penyakit kardiovaskuler: aksinya sebagai
antioksidan, dimana proses hidrolisis ini mereduksi fosfolipid teroksidasi

di plasma dan oxLDL yang berkontribusi dalam pembentukan LDL (-); dan

BRAWIJAYA

aksi inflamasi, dimana hidrolisis  PAF, produk PAF atau - fosfolipid
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teroksidasi membentuk lisofosfolipid yang akan menstimulasi inflamasi,
sehingga proses atherogenik akan terstimulasi. Lp-PLA2 menunjukkan
aksi ganda, yang berhubungan langsung dengan LDL (pro-atherogenik)

atau yang berhubungan dengan HDL (anti-atherogenik) (Silva, Mello and
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Gambar 2.11 Peran Lp-PLA2 dalam penyakit kardiovaskuler (Silva, Mello and
Damasceno, 2011)

Adanya perkembangan analisis dan gambaran dari atherosclerosis
telah membuat beberapa penemuan yang menghubungkan penanda
biologis terlarut dan resiko penyakit kardiovaskuler (Zalewski and
Macphee, 2005). Sampai saat ini, kadar malondialdehid dalam serum,
suatu penanda untuk oksidasi lipid, juga merupakan prediktor kuat untuk
penyakit kardiovaskuler (Walter et al., 2004). Hal ini dapat menjelaskan
adanya paparan yang lebih besar pada dinding pembuluh darah terhadap
LDL yang telah dimodifikasi secara oksidatif, tetapi juga mengindikasikan

peningkatan dalam substrat untuk Lp-PLA2. Karena kadar Lp-PLA2

S

dalam plasma dapat diukur, hubungan antara mediator-mediator lipid dan

penyakit kardiovaskuler memainkan peranan yang mendukung bukti

BRAWIJAYA

NIVERSITA

bahwa Lp-LA2 memainkan peran penting dalam populasi yang memiliki
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resiko. Beberapa penelitian menunjukkan bahwa kadar Lp-PLA2 lebih
tinggi pada seseorang dengan penyakit kardiovaskuler di kemudian hari.
Pada hampir seluruh penelitian, estimasi penghitungan resiko kematian,
penyakit jantung koroner atau stroke tetap signifikan walaupun setelah
memasukkan faktor resiko lain (Packard et al., 2000; Ballantyne et al.,
2004). Karena kadar Lp-PLA2 dependen terhadap kadar pembawanya,
yaitu LDL-kolesterol, didapatkan interaksi signifikan pada pengukuran
kedua penanda ini (Ballantyne et al., 2004). Sementara kadar CRP dan
Lp-PLA2 tidak saling berhubungan, karena tampaknya kedua penanda ini
berada pada jalur inflamasi yang berbeda. Tetapi kedua penanda ini tetap
memiliki nilai prediktif terhadap resiko kardiovaskuler (Ballantyne et al.,
2004; Oei, 2005).

Penelitian yang dilakukan oleh Ballantyne, et al. (2004) menunjukkan
bahwa Lp-PLA2 dan CRP dapat digunakan untuk mengidentifikasi
individu yang memiliki faktor resiko tinggi untuk terkena penyakit jantung
koroner. Pada penelitian yang dilakukan oleh Persson, et al., (2007)
didapatkan kesimpulan bahwa pada populasi non-diabetik, Lp-PLA2
berhubungan dengan kejadian sindroma metabolik. Peningkatan kadar
Lp-PLA2 dalam plasma berhubungan dengan peningkatan resiko insiden
penyakit kardiovaskuler (walaupun tanpa didahului sindroma metabolik).
Adanya aktivitas Lp-PLA2 dan sindroma metabolik dapat mengidentifikasi
individu dengan resiko tinggi terkena penyakit jantung dan pembuluh
darah (Persson et al., 2007). Beberapa penelitian telah menemukan bukti
produksi Lp-PLA2 pada lokasi atherosklerosis pada aorta hewan coba.
Lp-PLA2 juga dapat diukur pada sirkulasi koroner, di sinus coronaria
dengan konsentrasi yang meningkat, membuat adanya pendapat bahwa

terdapat hubungan antara produksi enzim ini denngan jaringan
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atheromatous (Lavi et al., 2007). Beberapa penelitian histopatologis telah
menemukan Lp-PLA di dalam plak atherosklerotik yang rawan ruptur atau
memiliki selubung fibrosa yang tidak intak dan telah berkembang menjadi
trombus. Intensitas pewarnaan lokal dari Lp-PLA2 tampaknya berkaitan
dengan kerapuhan plak (Kolodgie et al., 2006). Saat ini hanya penanda
resiko ini saja yang berlokasi dan langsung tertuju pada pembuluh darah
yang terkena atherosklerotik (McCullough, 2009).

Di dalam darah, Lp-PLA2 diukur dari massanya dan aktivitasnya. Alat
untuk mengukur massa Lp-PLAZ2 tersedia di Amerika Serikat sejak tahun
2005 (PLAC; Diadexus, San Francisco Selatan, CA) diindikasikan untuk
prediksi resiko penyakit jantung koroner dan stroke. Aktivitas Lp-PLA2
dapat diukur menggunakan 3H-platelet activating factor dalam
pemeriksaan aktivitas radiometric tinggi (McCullough, 2009).

Penelitian lain menyebutkan bahwa aktivitas Lp-PLA2 berhubungan
dengan resistensi insulin dan mampu memprediksi insiden pada diabetes
pada individu berusia tua. Beberapa penelitian klinis juga menunjukkan
bahwa Lp-PLA 2 meningkat secara signifikan pada PJK pada individu
diabetik sebelum melakukan prosedur angioplasti (Nelson et al., 2012;
Fortunato et al., 2014). Nelson (2012) menyatakan bahwa aktivitas Lp-
PLA2 tampak lebih bermakna pada individu dengan T2DM dibandingkan
individu nonDM. Terdapat juga hubungan yang berkorelasi positif antara
resistensi insulin dan aktivitas Lp-PLA2 (Nelson et al., 2012). Fortunato
(2014) juga menyatakan bahwa kadar Lp-PLAZ2 lebih tinggi pada individu
T2DM dibandingkan kelompok non-DM (Fortunato et al., 2014). Hatoum
(2010) menyimpulkan bahwa aktivitas Lp-PLA2 sangat berkaitan dengan
insiden panyakit jantung koroner pada individu dengan T2DM dan bahwa

aktivitas Lp-PLA2 berhubungan positif dengan lesi yang tidak stabil
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2.6.4

dibandingkan dengan atherosklerotik saja (Hatoum et al., 2010).
Penelitian yang dilakukan oleh Garg, et al., (2015) menemukan bahwa
aktivitas Lp-PLA2 tinggi pada tahap awal diabetes tipe 2, dan kondisi
hiperglikemia ditemukan juga berhubungan dengan tingginya aktivitas Lp-

PLA2 (Garg, Madhu and Suneja, 2015).

Peran Lp-PLA2 Pada Sindroma Metabolik Dan Diabetes Mellitus

Seperti yang telah diketahui, penyakit jantung koroner akan
berkembang lebih cepat dan lebih serius pada pasien diabetes
dibandingkan pasien non diabetes (Naito, 2015). Beberapa penelitian
telah menunjukkan adanya peningkatan resiko terjadinya penyakit
kardiovaskuler = yang  dikaitkan dengan sindroma - metabolik
(MetS/Metabolic Syndrome) (Isomaa et al., 2001; Haffner, 2006). Apakah
faktor resiko ini juga dipengaruhi oleh faktor lain yang berkaitan dengan
penyakit jantung koroner masih kontroversial.

Lp-PLA2 adalah suatu penanda inflamasi yang berhubungan
dengan beberapa komponen yang mendukung terjadinya MetS, yaitu
kolesterol LDL, penyakit atherosklerotik, dan insidensi penyakit jantung
koroner (MacPhee et al., 1999; Packard et al., 2000; Ballantyne et al.,
2004; Koenig et al., 2004; Oei, 2005; Persson et al., 2007), tetapi belum
ada penelitian yang menyebutkan resiko yang berhubungan dengan
MetS yang ditemukan berhubungan dengan peningkatan kadar Lp-PLAZ2.
Pengaruh Lp-PLA2 pada penyakit jantung koroner dapat dilihat dari
massanya atau aktivitas dari enzim ini (Packard et al., 2000; Ballantyne
et al., 2004; Koenig et al., 2004; Oei, 2005). Penelitian yang dilakukan
oleh Persson, et al. (Persson et al., 2007) menunjukkan bahwa aktivitas

Lp-PLA2 berkaitan dengan kelima komponen MetS, yaitu obesitas
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abdominal, hipertriglisemia, kadar HDL rendah, tekanan darah tinggi, dan
peningkatan kadar glukosa darah puasa. Kadar aktivitas Lp-PLA2 yang
lebih tinggi pada plasma berhubungan dengan peningkatan resiko insiden
terjadinya penyakit jantung koroner yang disebabkan karena MetS
(Persson et al., 2007).

Penelitian yang dilakukan oleh Nelson, et al. (2012) menunjukkan
bahwa aktivitas Lp-PLA2 berhubungan dengan peningkatan resiko
terjadinya diabetes mellitus tipe 2, hal ini berkaitan dengan terjadinya
resistensi insulin yang tercatat lebih besar pada individu dengan kadar
aktivitas Lp-PLA2 yang lebih tinggi (Nelson et al., 2012). Beberapa
analisis lain juga mengatakan bahwa individu dengan diabetes memiliki
kadar massal/aktivitas Lp-PLA2 yang lebih tinggi dibandingkan individu
non DM (Kudolo, Bressler and DeFronzo, 1997; Serban et al., 2002; Basu
et al., 2007; Furberg et al., 2008). Terdapat beberapa mekanisme yang
mungkin mendasari hubungan Lp-PLA2 dengan diabetes, termasuk
diantaranya ' adalah peningkatan aktivitas inflamasi yang berkaitan
dengan aktivitas hidrolisis ox-fosfolipid oleh Lp-PLA2 yang dapat
menginduksi resistensi insulin (Noto, Chitkara and Raskin, 2006; lwase et
al., 2008). Peningkatan Lp-PLA2 juga merupakan penanda bagi inflamasi
jaringan adiposa, dan proses metabolik lain sepeti meningkatnya fluksasi
asam lemak, dan/atau perturbasi adipokin, yang mendasari
perkembangan resistensi insulin dan gagalnya sel beta pankreas (Rabe
et al., 2008). Karena adanya inflamasi pada jaringan adiposa, maka
dimungkinkan adanya infiltrasi monosit/makrofag pada kompartemen
adiposa yang dapat memicu peningkatan kadar Lp-PLA2 secara lokal

(Nelson et al., 2012).
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2.7 Darapladib  sebagai Penyekat  Selektif Lipoprotein-associated
phospholipase A2 (Lp-PLA2)
Perkembangan atherosklerotik vaskuler bervariasi dan terkait dengan

inflamasi vaskuler. Dari titik pandang terapeutik, tantangan yang ada adalah
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bagaimana = mengidentifikasi  jalur inflamasi yang spesifik terhadap
atherosklerotik, dimana intervensi terapeutik akan berakibat pada perbaikan
vaskuler tanpa mempengaruhi kemampuan pertahanan pasien (misalnya
selama masa infeksi) (Zalewski and Macphee, 2005). Sebagai kelainan yang
disebabkan oleh akumulasi lipid, atherotrombosis diketahui sangat dipengaruhi
oleh aktivitas inflamasi yang berinteraksi dengan lipoprotein atherogenik yang
mempercepat progresi penyakit, yang akhirnya berakibat pada ruptur plak dan
manifestasi klinis yang bermakna (Ridker and Luscher, 2014). Lipoprotein-
associated phospholipase A2 (Lp-PLA2) telah diidentifikasi sebagai penanda
resiko terjadinya penyakit akibat atherosclerosis (Collaboration, 2010) dan
karenanya merupakan target untuk intervensi terapeutik.

Peran dari Lp-PLA2 yang berproses dengan oxLDL, inflamasi dan
atherogenesis memperlihatkan bahwa inhibisi dari enzim ini dapat memainkan
peran positif dalam terapi penyakit kardiovaskuler (Hu et al., 2011). Inhibisi Lp-
PLA2 oleh penyekat selektif tidak mencegah oksidasi LDL tetapi menginhibisi
pelepasan Lyso-PC yang tampaknya berperan dalam sitotoksisitas dan efek
induksi apoptosis oleh ox-LDL pada makrofag. Karena itu, inhibisi Lp-PLA2
mungkin dapat menggambarkan suatu target terapi baru untuk menghindari
terjadinya atherosclerosis (Szmitko et al., 2003).

Darapladib adalah penyekat selektif untuk Lp-PLA2 yang masih diteliti
potensinya untuk menstabilisasi plak aterosklerotik beresiko tinggi dan

potensinya dalam menurunkan penyakit kardiovaskuler (Mohler et al., 2008;
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Wilensky et al., 2008). Darapladib telah menjalani fase pengembangan Klinis
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lanjut sebagai agen anti atherosklerotik potensial ketika diberikan bersama
kombinasi dengan terapi standar pada pasien dengan sindroma koroner akut
atau pada penyakit jantung koroner (Mohler et al., 2008; Serruys et al., 2008).
Obat ini telah terbukti aman dan ditoleransi dengan baik pada riset klinisnya.
Dosis 160 mg menghasilkan efek yang signifikan dalam menghambat kerja Lp-
PLA2 dalam plasma dan mencegah progesi inti nekrotik pada plak; yang
merupakan determinan utama terjadinya kerapuhan pada plak (Serruys et al.,
2008). Walaupun efek farmakokinetiknya dan interaksinya dengan obat lain
minimal, Darapladib gagal pada fase Il percobaan klinis, karena tidak
menunjukkan hasil yang signifikan dalam menurunkan resiko terkana penyakit
koroner dibandingkan dengan pemberian plasebonya (The SOLID-TIMI 52
Randomized Clinical Trial) (O’'Donoghue et al., 2014) . Hal ini membuat
Darapladib merupakan obat yang menarik untuk diteliti efeknya (Heriansyah,
Wihastuti, et al., 2016).

Penelitian sebelumnya melaporkan bahwa penyekat selektif spesifik Lp-
PLA2, Darapladib, memperingan kondisi inflamasi pada pasien dengan
penyakit jantung koroner yang stabil, dan mencegah terjadinya perluasan inti
nekrotik; yang merupakan faktor kunci dari terjadinya ruptur plak (Mohler et al.,
2008; Serruys et al., 2008). Pada riset dengan hewan coba, inhibisi Lp-PLA2
oleh Darapladib -menurunkan kompleks plak atherosklerotik pada - arteri
koronaria pada hewan babi yang diinduksi diabetes dan hiperkolesterolemia
(Wilensky et al., 2008). Penelitian oleh Hu, et al. (2011) memperlihatkan bahwa
inhibisi Lp-PLA2 oleh Darapladib menurunkan inflamasi dan formasi plak
atherosklerotik pada tikus dengan defisiensi reseptor LDL dengan diet tinggi
lemak (Hu et al., 2011). Penelitian dengan menggunakan tikus dengan model
defisiensi ApoE menunjukkan bahwa Darapladib mengurangi inflamasi in vivo

dan menurunkan pembentukan plak pada tikus; mendukung perannya sebagai
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anti-atherogenik selama perkembangan atherosclerosis (Wang et al., 2011).
Hal ini dapat merupakan strategi baru untuk terapi atherosklerotik. Penelitian
lain juga menunjukkan bahwa pada pasien dengan penyakit arteri perifer,
Darapladib efektif dalam mereduksi aktivitas Lp-PLA2 (Berger et al., 2011).
Penelitian lain oleh Heriansyah, et al. (2016) menunjukkan bahwa pemberian
darapladib mampu menurunkan kadar ox-LDL dan jumlah sel busa pada tikus
Sprague-Dawley model dislipidemia. Darapladib juga mampu menurunkan
ketebalan jaringan adiposit perivaskuler (perivascular adiposit tissue/PVAT)
pada hewan coba yang menerima diet tinggi lemak (Heriansyah, Wihastuti, et

al., 2016).

2.7.1 Metabolisme Darapladib

Darapladib dikembangkan oleh GlaxoSmithKline plc, merupakan
inhibitor Lp-PLA2 terbaru yang memiliki sifat farmakokinetik lebih baik,
dengan interaksi antar obat yang minimal dan memiliki kadar di dalam
darah yang stabil dengan penggunaan oral sekali sehari. Studi
menggunakan babi model diabetes menunjukkan bahwa darapladib
dapat menurunkan progresivitas plak arteri melalui penurunan jumlah
makrofag inflamasi di dalam plak dan menurunkan respon sel T (Riley
and Corson, 2009).

Inhibisi Lp-PLA2 menggunakan Darapladib dapat menurunkan
pembentukan jejas atherosklerotik pada hewan coba dan meningkatkan
stabilitas dari plak atherosklerosis melalui penghambatan inflamasi
vaskuler (Serruys et al., 2008; Wilensky et al., 2008). Pada model babi
hiperkolesterol, terapi menggunakan Darapladib dengan dosis
10mg/kg/hari dapat menurunkan 84% aktivitas Lp-PLA2, mengurangi

area plak dan kejadian nekrotik pada inti plak dibandingkan dengan
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kontrol (Wilensky et al., 2008). Terapi dengan Darapladib juga
menurunkan ekskresi beberapa gen yang berhubungan dengan
aktivitas lekosit (CD68, reseptor kemokin/ligan mRNA). Data-data ini
menunjukkan bahwa terapi menggunakan Darapladib memiliki efek
penting dalam jalur kunci inflamasi (Rosenson and Hurt-Camejo, 2012).

Pada uji klinis fase | dan Il, darapladib memiliki efek menurunkan
aktivitas Lp-PLA2 sebanyak 95%. Darapladib dapat mencegah
kemotaksis monosit dan produksi asam lemak teroksidasi. Darapladib
juga dapat menurunkan level hsCRP dan IL-6 (Charo and Taub, 2011).
Studi oleh Zhang et al. (2016) membandingkan pemberian darapladib
dosis rendah (25mg/kgBB/hari) dan dosis tinggi (50mg/kgBB/hari) pada
tikus Sprague dawley yang diberikan HFD selama 10 minggu
menunjukkan bahwa pada dosis rendah dapat menurunkan level Lp-
PLA2 serum secara signifikan pada tikus model aterosklerosis (Zhang
et al., 2016). Pada manusia, darapladib dapat ditoleransi dengan baik
pada dosis 40,80 dan 160 mg perhari dan dapat menurunkan aktivitas
Lp-PLA2 sebesar 66% selama 12 minggu terapi. Efek samping
ditemukan pada 16-36% subyek, di ataranya diare dan malodor pada
urin dan feses (Rosenson and Stafforini, 2012).

Aktivitas darapladib dipengaruhi - oleh level profil - lipid.
Penggunaan obat-obatan penurun kolesterol dapat mempengaruhi efek
darapladib dalam mencegah perkembangan lesi atherosklerosis yang
tidak stabil. Enzim Lp-PLA2 dilaporkan dapat menurunkan marker
inflamasi IL-6 sebesar 12.3% tapi tidak mempengaruhi CRP. Meskipun
nama lain Lp-PLA2 adalah PAF-AH karena kemampuannya dalam
menghidrolisa PAF, tetapi darapladib belum dilaporkan berpengaruh

pada fungsi platelet (Steen and O’Donoghue, 2013).
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M. Dave, et al. (2014) menyatakan dalam penelitiannya bahwa
ekskresi preklinis dan studi metabolisme pada tikus dan anjing
memperkirakan bahwa absorbsi Darapladib, berdasarkan sekresi bilier
dan ekskresi-nya di urine dari materi berbahan radioaktif, cukup rendah,
sekitar 4% dari dosisnya, dengan kebanyakan dosis akan dieliminasi
sebagai obat yang tidak terabsorbsi melalui feces. Rute utama eliminasi
dari obat yang diabsorbsi adalah melalui sekresi bilier. Pemberian
melalui rute intravena memperlihatkan bahwa proses eksresinya,
dimana Darapladib akan dieliminasi adalah melalui feces dan urine
sebagai obat atau metabolit. Pada penelitian sebelumnya, terlihat
bahwa darapladib diakumulasi (30-60%) pada sirkulasi sistemik setelah

beberapa dosis oral (Dave et al., 2014).
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KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS
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Bagan 3.1. Kerangka Konsep. Jantung memiliki kapasitas untuk beradaptasi terhadap
berbagai kondisi patofisiologi degan menyelaraskan metabolismenya terhadap karbohidrat
dan asam lemak. Pemberian pakan tinggi lemak dapat membuat terjadinya resistensi
insulin ada jantung tikus, dikarenakan adanya asupan lipid berlebih, yang nantinya akan
meningkatkan penggunaan lipid dan menurunkan metabolisme gkukosa pada jantung
(Park et al., 2005). Pada kondisi diabetes, asam lemak akan disimpan dalam bentuk TG
dan fosfolipid di dalam kardiomiosit (Finck and Kelly, 2002). Akumulasi lipid pada miokard
merupakan hal yang menyebabkan inflamasi pada jantung. Jika hal ini berlangsung lebih
lama, maka jantung akan mulai untuk mengakumulasikan intermediate lipid yang toksik
untuk jantung, seperti ceramide dan diacylglycerol, dan ROS, yang berhubungan dengan
perkembangan resistensi insulin dan lipotoksik kardiomiopati (Duncan et al., 2007).
Lipotoksik kardiomiopati dicirikan dengan disfungsi mitokondria dan peningkatan konsumsi
oksigen miokard, semuanya berhubungan dengan apoptosis miosit dan disfungsi
kontraktilitas (Pagano et al., 2008). Dibawah stimulus patologis, miokard akan
mensekresikan sejumlah sitokin dan kemokin pro-inflamasi (Ancey et al., 2003), seperti IL-
1B dan IL-6. Peningkatan kadar dari sitokin dan kemokin pro-inflamasi ini berhubungan
dengan inflamasi miokardia, gagal jantung dan kardiomiopati dilatasi (Takano et al., 2000;
Ding et al., 2006). Ekspresi sitokin pro-inflamasi berada di bawah control NF-kf yang akan
teraktivasi dalam kondisi miokarditis, gagal jantung kongestif, dan hipertrofi kardia.
Beberapa stimulus eksogen dan endogen dapat menginduksi NF-xf, terutama adalah
sitokin pro-inflamasi sendiri, kondisi hiperglikemia, peningkatan kadar asam lemak bebas
di plasma, ROS, angiotensin Il, endothelin 1, toll-like receptors, lipoprotein dan anoksia
(Palomer et al., 2013). Lp-PLA2 adalah suatu penanda inflamasi yang berhubungan
dengan beberapa komponen yang mendukung terjadinya sindroma metabolik, salah
satunya yaitu tingginya kolesterol LDL (MacPhee et al., 1999; Packard et al., 2000;
Ballantyne et al., 2004; Koenig et al., 2004; Oei, 2005; Persson et al., 2007). Aktivitas LP-
PLA2 berhubungan dengan peinngkatan resiko terjadinya diabetes melltus tipe 2, hal ini
berkaitan dengan terjadinya resistensi insulin yang tercatat lebih besar pada individu
dengan kadar aktivitas Lp-PLA2 yang lebih tinggi (Nelson et al., 2012). Pemberian
penyekat selektif Lp-PLA2 (darapladib) akan menghambat aktivitas Lp-PLA2, sehingga
diharapkan dapat mempengaruhi ekspresi penanda inflamasi (IL-1p dan IL-6) di jantung.

3.2 Hipotesis

Pemberian Darapladib sebagai penyekat selektif Lp-PLA2 pada tikus Sprague-
Dawley model diabetes mellitus tipe 2 dapat menurunkan ekspresi IL-1p dan IL-6
sebagai mediator inflamasi pada jantung tikus, sehingga dapat mencegah
terjadinya proses inflamasi yang berperan dalam patologi penyakit jantung akibat

diabetes mellitus tipe 2.
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Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratorik dengan
desain serial post test with control group secara in vivo, paralel 3 kelompok,
menggunakan hewan coba tikus Sprague Dawley (SD). Dipilihnya tikus
tersebut didasarkan atas beberapa laporan ilmiah terdahulu yang menyebutkan
SD merupakan model tepat untuk menginduksi atherosklerosis dengan
pemberian diet tikus aterogenik/high fat diet (HFD). SD adalah model non-
genetik (transgenic) yang tepat pula untuk memperlihatkan bagaimana
munculnya resistensi insulin dan DMT2 seperti pada manusia melalui induksi
dengan HFD dan streptozotocin (STZ) dosis rendah.

Tiga kelompok dalam penelitian ini meliputi kelompok kontrol negatif dan
kelompok kontrol positif (DMT2) serta kelompok perlakuan yaitu DMT2 yang
diberikan penyekat selektif Lp-PLA2 (Darapladib/DP) dengan dosis 20 mg/kg
berat badan/hari. Pengamatan dilakukan secara serial setelah 8 dan 16 minggu
setelah pemberian darapladib untuk menilai ekspresi IL-1B dan IL-6 pada

jantung tikus Sprague-Dawley model DMT2

4.2 Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian dilakukan di Laboratorium Biosains dan Laboratorium Sentral
llImu Hayati Universitas Brawijaya (LSIH-UB) Malang dan Departemen Patologi
Anatomi (PA) FK Universitas Brawijaya (FKUB) Malang dari bulan Juli 2016

hingga Desember 2016.

BRAWIJAYA
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4.3 Populasi dan Sampel Penelitian
4.3.1 Populasi Penelitian
Populasi penelitian ini adalah tikus Sprague-Dawley yang diperoleh

dari Institut Pertanian Bogor

4.3.2 Sampel Penelitian
Sampel penelitian ini adalah tikus Sprague Dawley berjumlah 30

ekor yang memenuhi kriteria inklusi

4.3.3 Kriteria Inklusi
1. Tikus galur Sprague-Dawley
2. Berat 150-200 gram
3. Usia 6-8 minggu

4. Sehat (ditandai dengan pergerakan aktif, bulu dan mata bersih)

4.3.4 Kriteria Eksklusi
1. Tikus sakit

2. Tikus mati saat penelitian berlangsung

4.3.5 Besar Sampel
Besar sampel ditentukan menggunakan rumus Ferderer (1966),
yang dikutip oleh Supranto (2000), yaitu sebagai berikut:

(t-1) (r-1) > 15

keterangan:
(6-1) (r-1) 2 15 t = jumlah perlakuan
(r-1) >3 r = jumlah ulangan

(Federer, 1966)
r>4
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Dengan jumlah perlakuan sebanyak 6 (Normal 8, Normal 16, DM 8,

DM 16, DMDP 8, dan DMDP 16), diperoleh jumlah replikasi/ulangan

minimal tiap kelompok adalah 4 ekor tikus. Mengingat potensi risiko

kematian dan kegagalan yang lebih besar maka ditambahkan antisipasi

kegagalan 10% sehingga ditetapkan ulangan sebesar 5 ekor tikus tiap

kelompok. Dengan demikian, jumlah keseluruhan sampel/ulangan yang

diperlukan dalam penelitian ini adalah 30 ekor tikus.

Berikut merupakan rincian 6 kelompok perlakuan yang digunakan

dalam penelitian ini:

1.

2.

Kelompok 1: diberi pakan standar selama 8 minggu.

Kelompok 2: diberi pakan standar selama 16 minggu.

Kelompok 3: diberi HFD selama 8 minggu dan injeksi STZ
intraperitoneal dosis 30mg/kgBB setelah 4 minggu pemberian HFD.
Kelompok 4: diberi HFD selama 16 minggu dan injeksi STZ
intraperitoneal dosis 30mg/kgBB setelah 4 minggu pemberian HFD.
Kelompok 5: diberi HFD selama 8 minggu dan injeksi STZ
intraperitoneal dosis 30mg/kgBB setelah 4 minggu pemberian HFD,
ditambahkan pemberian darapladib per oral dosis 20mg/kgBB
selama 8 minggu.

Kelompok 6: diberi HFD selama 16 minggu dan injeksi STZ
intraperitoneal dosis 30mg/kgBB setelah 4 minggu pemberian HFD,
ditambahkan pemberian darapladib per oral dosis 20mg/kgBB

selama 16 minggu.
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4.4 Variabel Penelitian
4.4.1 Identifikasi Variabel
a. Variabel bebas: Darapladib (penyekat selektif Lipoprotein-
associates phospholipase A2)

b. Variabel tergantung: Kadar glukosa, insulin dari serum tikus,
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resistensi insulin (menggunakan formula HOMA-IR), ekspresi IL-
1B pada jantung tikus Sprague-Dawley, ekspresi IL-6 pada
jantung tikus Sprague-Dawley

c. Variabel kendali: Diabetes Mellitus tipe 2

4.4.2 Hubungan Antar Variabel

VARIABEL KENDALI
Diabetes Mellitus tipe 2

VARIABEL BEBAS VARIABEL TERGANTUNG
Darapladib Kadar glukosa, insulin, HOMA-IR,
(penyekat selektif Lp-PLA2) Ekspresi IL-1p dan IL-6 pada jantung

tikus Sprague-Dawley

Bagan 4.1 Bagan Hubungan Antar Variabel. Variabel bebas akan secara langsung
mempengaruhi variable tergantung, dengan variabel kendali juga dapat mempengaruhi
variable tergantung secara tidak langsung.

4.4.3 Definisi Operasional Variabel
a. Darapladib adalah penyekat selektif lipoprotein-associated
phospholipase A2 (Lp-PLA2) yang dalam perkembangannya

adalah  obat untuk terapi atherosklerosis. Darapladib

S

dikembangkan  oleh Human - Genome Sciences  yang

bekerjasama  dengan GlaxoSmithKline - (GSK). - Pemberian

NIVERSITA
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darapladib dilakukan peroral dosis 20mg/kgBB/hari. Lama
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pemberian Darapladib adalah 8 dan 16 minggu bergantung pada
kelompok perlakuan.

Kadar Glukosa darah: diabetes mellitus tipe 2 dapat didiagnosis
terjadi pada hewan coba setelah pengukuran kadar glukosa
darah menggunakan GlucoDR (All Medicus Co, Ltd., Dongan-
gu, Anyang-Si, Korea). T2DM dapat didiagnosis terjadi apabila
kadar glukosa darah puasa 7.5 mmol/L (~136 mg/dL) dan
glukosa darah acak 10.4 mmol/L (~208 mg/dL) (Wang et al.,
2010).

Resistensi Insulin: kadar insulin dalam plasma tikus diukur
menggunakan metode sandwitch ELISA dengan menggunakan
RAT INS (insulin) ELISA kit (Cat. No. E-EL-R 2466). Hasilnya
diekspresikan dalam unit ng/mL. untuk mengkonversi kadar
insulin plasma menjadi IU/L, digunakan formula WHO dengan
membagi hasilnya dengan 0.0347 (1 IU sebanding dengan
0.0347 mg/L (Heriansyah, Adam, et al., 2017). Pengukuran
resistensi insulin dapat dilakukan menggunakan formulasi
HOMA-IR (Homeostatic model assessment-insulin resistance)
yang dimodifikasi dari penelitian yang dilakukan oleh van Dijk, et
al. (2013) yang mengukur model resistensi insulin pada tikus.
Formulasi ini membutuhkan darah dari glukosa darah puasa dan

kadar insulin plasma dengan menggunakan formula berikut:

BMaiayE 4 FBS x FINS
L1441
HOMA-IR : Homeostatis Model Assessment-Insulin Resistance
FBS : Fasting Blood Glucose/gula darah puasa (mmol/L)
FINS : Fasting Insulin Plasma/insulin plasma puasa (uU/mL)
14.1 : faktor pembagi
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Interpretasi dari HOMA-IR, apabila hasilnya >1.716 maka dapat
dikategorikan sebagai resistensi insulin dengan sensitivitas
83.87% dan spesifisitas  80.56% (van Dijk et al., 2013;

Heriansyah, Andri, et al., 2017).
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d. Ekspresi interleukin-13 (IL-1p) pada jantung tikus Sprague
Dawley adalah kadar sitokin pro-inflamasi yang dapat menjadi
satu indikator terjadinya peradangan. Ekspresinya dilihat pada
jaringan jantung tikus Sprague-Dawley menggunakan metode
immunofluoresensi dengan confocal laser scanning microscopy
(Olympus  Corporation, - Tokyo, Japan) dan @ kemudian
dikuantifikasi- menggunakan piranti lunak Olympus Fluo View
Software (version 1.7A; Olympus Corporation)

e. Ekspresi interleukin-6 (IL-6) pada jantung tikus Sprague Dawley
adalah kadar sitokin pro-inflamasi yang dapat menjadi satu
indikator terjadinya peradangan. Ekspresinya dilihat pada
jaringan jantung tikus Sprague-Dawley menggunakan metode
immunofluoresensi. dengan confocal laser scanning microscopy
(Olympus  Corporation, Tokyo, Japan) dan  kemudian
dikuantifikasi menggunakan piranti lunak Olympus Fluo View

Software (version 1.7A; Olympus Corporation)

4.5 Alat dan Bahan Penelitian
1. Perawatan Hewan Coba
Botol air minum, timbangan berat badan dengan neraca Sartorius, dan bak

plastik berukuran 45 cm x 35,5 cm x 14,5 cm dengan tutup kandang terbuat
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dari kawat dan sekam di dalamnya. Setiap perlakuan yang terdiri dari 4
hewan dengan satu tikus satu kandang standart

Pembuatan Ransum Makanan Diet Normal

Diet normal (ND) diberikan selama masa aklimasi untuk semua kelompok
dan untuk kelompok kontrol negatif selama masa pengamatan. Diet normal
yang digunakan adalah pakan yang direkomendasikan oleh American
Institute of Nutrition (AIN)-93 dengan kandungan air, tepung jagung,
kasein, vitamin, mineral, kolin dan gelatin.

ND mengandung total energi Kalori (kcal/gram) sebesar 3,43 (karbohidrat
67 %, protein 21% dan lemak 12 %), sedangkan HFD mengandung total
energi Kalori sebesar 5,29 (40 % lemak, 35 % karbohidrat dan 25%
protein).

Pembuatan Ransum Pakan Aterogenik (High Fat Diet)

Pakan aterogenik (HFD) diberikan untuk kelompok kontrol positif dan
kelompok perlakuan DMT2 yang diberikan darapladib selama masa
pengamatan. Komposisi gizi HFD ini mengadaptasi formula yang
digunakan oleh Srinivasan, et al. (2005) dengan komposisi sebagai berikut:

Tabel 4.1 Komposisi HFD

Kandungan Diet (gram/kg)
Tepung diet standar 365
Lemak babi 310
Kolesterol 10
Kasein 250
Campuran vitamin dan mineral 60
Asam kolat 3
Tepung ragi 1
Garam (Natrium klorida) 1

Tiap kilogram campuran vitamin dan mineral mengandung Vitamin

A 2000000 IU, Vitamin D3 400000 IU, Vitamin B2 0.8 gram, Vitamin E 300
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unit, Vitamin K 0,4 gram, Kalsium pantotenat 1 gram, Nikotinamid 4 gram,
Vitamin B12 2,4 gram, Kolin klorida 60 gram, Kalsium 300 gram, Mangan
2,75 gram, lodium 0,1 gram, Besi 3 gram, Seng 6 gram, Tembaga 0,8 gram

dan Kobalt 0,18 gram. Pakan diberikan tiap hari sebesar 26 gram
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4. Darapladib
Darapladib didapatkan dari GlaxoSmithKline dalam bentuk bubuk.
Darapladib diberikan pada hewan coba peroral dengan dosis 20mg/kg
berat badan tikus
5. Pembedahan tikus
a. Alat : Gunting bedah, steroform 2, pinset 2, kapas, jarum pentul
2 set
b. Bahan . Eter, Parafin, Formalin 10% 500 ml, Alkohol 100%, 96%,
85%, 70%, 50%, Xylol, wadah plastic + tutup 20 buah.
6. Pemeriksaan ekspresi IL-1f dan II-6 jantung tikus dengan metode
immunofluoresensi
a. Alat : Coverslip, glass slide, CLSM (Confocal Laser Scaning
Microscope)
b. Bahan :PHEMO buffer (Pipes 0,068 M, HEPES 0,0025 M, EGTA
0,005M, MgCl 0,003 M, 10 % DMSO, PH 6,8), formaldehid,
glutaryldehid, triton x-100, 10% goat serum/PBS, antibodi terhadap

IL-1B dan IL-6

4.6 Prosedur Kerja Penelitian
Dalam pelaksanaannya peneliti dibantu oleh 2 orang staf Laboratorium
Biosains Universitas Brawijaya dan 9 orang mahasiswa FKUB yang bertugas

memelihara, memberi pakan, menjaga sanitasi dan higienitas perkandangan
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serta mengawasi kebugaran dan kesehatan tikus. Untuk uji laboratorium

dibantu oleh 6 orang staf Laboratorium Biosains dan 2 orang staf LSIH-UB

serta 4 orang staf Departemen PA FKUB Malang.

46.1

4.6.2

Fase Persiapan

Fase ini merupakan masa penyesuaian yang lamanya 1 minggu,
ditujukan agar tikus menjadi terbiasa dengan lingkungan baru,
sehingga siap untuk diteliti. Pada periode ini seluruh hewan coba
diberikan ND. Pakan diberikan sekali dalam sehari kemudian diganti
pada hari berikutnya. Pakan memiliki berat masing-masing 26 gram,
Sisa pakan diambil dan ditimbang setelah 24 jam. Hasilnya kemudian
dihitung sebagai rata-rata asupan pakan harian tikus/kelompok/hari.
Setelah dilakukan aklimatisasi, dilanjutkan ke tahap randomisasi tikus
untuk dikelompokkan ke dalam masing-masing kelompok perlakuan.
Fase Perlakuan

Tikus dibagi menjadi kelompok-kelompok yang telah ditentukan
sebelumnya. Terdapat 6 kelompok yang dibagi menjadi 2 kelompok
kontrol negatif (Normal/N8 dan N16), 2 kelompok kontrol positif
(Diabetes mellitus/DM8 dan DM16) dan 2 kelompok perlakuan yang
diberikan darapladib (Diabetes mellitus + Darapladib/DMDP8 dan
DMDP16). Kelompok kontrol negatif diberikan diet normal sedangkan
kelompok kontrol positif dan kelompok perlakuan diberikan HFD dan
STZ. Pada fase ini dilakukan penimbangan berat badan menggunakan
timbangan analitik dengan tingkat ketelitian 0,01 kg. Berat badan tikus
dinyatakan dalam gram. Asupan makan tikus adalah selisih antara
berat pakan sebelum dan sesudah dimakan yang dinyatakan sebagai
asupan harian. Asupan harian kemudian dikonversikan menjadi nilai

gizi yaitu kalori, protein, lemak dan karbohidrat.

74



4.6.2.1 Pembuatan Hewan Coba Model DMT2
Kelompok kontrol positif dan kelompok darapladib, diberikan
injeksi  streptozotocin  (STZ) intraperitoneal dengan dosis

rendah 30 mg/kgBB setelah 4 minggu pemberian HFED. Hal ini
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didasarkan pada studi literatur menunjukkan bahwa injeksi
streptozotocin setelah pemberian HED selama 4 minggu dapat
menginduksi terjadinya sindroma resistensi insulin pada tikus,
yang ditandai dengan peningkatan berat badan (obesitas),
hiperglikemia ringan, hipertrigliserimia, hiperkolesterolemia,
dan hiperinsulinemia kompensatorik, suatu kondisi yang
menyerupai kondisi prediabetik pada manusia; sementara
injeksi STZ dosis rendah akan merusak sel beta pankreas, dan
berakibat pada terjadinya resistensi insulin, yang menyerupai
kondisi DMT2 pada manusia (Reed et al., 2000; Srinivasan et
al., 2005). Penelitian oleh Srinivasan, et al. (2005)
menyebutkan bahwa dosis optimum injeksi STZ untuk
menginduksi  terjadinya DMT2 adalah dengan dosis
30mg/kgBB.

Tujuh hari setelah injeksi STZ, dilanjutkan dengan pengecekan
glukosa darah untuk memastikan telah terjadi hiperglikemia
pada tikus. Tikus yang mengalami hiperglikemia, yang ditandai
dengan kadar glukosa darah puasa 7.5 mmol/L (~135 mg/dL)
atau acak 10.4 mmol/L (~208 mg/dL) (Wang et al., 2010) dapat
dikategorikan menjadi tikus DM. Apabila tikus tidak mengalami
hiperglikemia 7 hari setelah penyuntikan STZ, maka STZ dapat

diberikan lagi melalui injeksi intraperitoneal dengan dosis

BRAWIJAYA

75



sama, kemudian kadar gula darah diukur kembali 7 hari setelah
penyuntikan.
4.6.2.2 Prosedur Pemberian Darapladib

Setelah pemberian HFD selama 8 minggu dan pemberian
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injeksi STZ, kelompok perlakuan diberikan darapladib peroral
dengan dosis 20 mg/kgBB perhari selama serial waktu yang
telah ditentukan. Dosis darapladib pada penelitian ini
didasarkan pada penelitian pendahuluan yang
membandingkan berbagai dosis darapladib (10mg/kgBB,
20mg/kgBB, 40mg/kgBB) pada tikus Sprague-dawley dan
didapatkan hasil pada dosis 20mg/kgBB terjadi penurunan
signifikan level Lp-PLA2 baik dalam level mRNA maupun
protein (Heriansyah, Wihastuti, et al., 2016)
4.6.2.3 Prosedur Pembedahan Tikus

Pada akhir fase perlakuan dilakukan eutanasia dengan cara
dibius dengan injeksi ketamin intraperitoneal dengan dosis 15-
20 mg/kg, kemudian dilakukan pembedahan tikus. Pembiusan
dan pembedahan dilakukan oleh peneliti dan staf laboratorium.
Darah diambil dari jantung, kemudian ditempatkan pada
venojec. Untuk mendapatkan plasma sampel darah
disentrifugasi 3000 rpm selama 10 menit. Plasma yang
diperoleh akan dipakai untuk pemeriksaan kadar insulin.
Jaringan jantung dipotong dan dicuci dengan PBS untuk
menghilangkan sisa bekuan darah, kemudian diambil 1/3
bagian untuk dimasukkan dalam botol flakon dan disimpan

pada suhu -20 °C guna pembuatan sediaan paraffin block

BRAWIJAYA

untuk pemeriksaan immunoflouresence.
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4.7 Uji Laboratorium

4.7.1

4.7.2

Pengukuran Kadar Glukosa Darah

Pengukuran glukosa  darah puasa dilakukan dengan metode
enzimatik, setelah tikus dipuasakan selama 16 jam. Pengukuran kadar
glukosa puasa pada kelompok kontrol positif dan kelompok perlakuan
dilakukan setelah 4 minggu pemberian HFD sebelum diinjeksikan STZ
dosis rendah, 7 hari setelah injeksi STZ dan di akhir masa perlakuan
sebelum eutanasia. Pengukuran glukosa darah puasa khusus tikus
kelompok kontrol negatif dilakukan bersamaan dengan waktu
pengukuran tikus DMT2 yaitu sesaat sebelum pemberian STZ dan di
akhir masa pengamatan untuk memperoleh kadar glukosa darah dasar
(baseline value). Pemeriksaan dilakukan dengan mengambil sampel
darah dari ujung ekor tikus (vena lateralis). Pengukuran kadar gula
darah menggunakan glukometer (GlucoDr Co.Ltd.Korea). Satuan
skala pengukuran yang terbaca mg/dL dan dikonversi menjadi mmol/L.
Pengukuran Kadar Insulin Plasma dan Resistensi Insulin
Pengukuran kadar insulin dilakukan untuk mengkonfirmasi terjadinya
hiperinsulinemia dan menghitung formula resistensi insulin pada
kelompok DMT2 dan untuk menentukan kadar dasar (baseline value)
insulin pada kelompok kontrol negatif. Pengukuran kadar insulin
dilakukan pada akhir periode pengamatan. Pengukuran menggunakan
metode enzyme linked immunoabsorbent assay (ELISA),
memanfaatkan prinsip ikatan spesifik antigen-antibodi. Langkah
pertama, antibodi monoklonal yang spesifik terhadap insulin tikus
dimobilisasi ke 96 dasar sumur piringan mikro. Selanjutnya larutan
standar, kontrol dan sampel bersama antibodi monoklonal konjugat

enzim horseradish peroxidase dituangkan ke dalam sumur-sumur
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tersebut untuk membentuk lapisan dengan antibodi konjugat.
Intensitas warna yang terbentuk, berupa optical density (OD) dibaca
dengan microplate reader pada panjang gelombang 450 nm dan
hasilnya secara proporsional ‘menunjukkan - kadar  insulin - yang

terkandung di dalam sampel. Satuan skala pengukuran yang
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didapatkan adalah ng/dL dan dikonversi menjadi plU/mL
menggunakan formula  WHO dengan membagi hasilnya dengan
0.0347 (1 IU sebanding dengan 0.0347 mg/L (Heriansyah, Adam, et
al., 2017). Pengukuran resistensi insulin  dapat dilakukan
menggunakan formulasi HOMA-IR (Homeostatic model assessment-
insulin resistance) yang dimodifikasi dari penelitian yang dilakukan
oleh van Dijk, et al. (2013) yang mengukur model resistensi insulin
pada tikus. Formulasi ini membutuhkan darah dari glukosa darah

puasa dan kadar insulin plasma dengan menggunakan formula

berikut:
1Byl 1p — FBS x FINS
144
HOMA-IR : Homeostatis Model Assessment-Insulin Resistance
FBS : Fasting Blood Glucose/gula darah puasa (mmol/L)
FINS : Fasting Insulin Plasma/insulin plasma puasa (uU/mL)
14.1 . faktor pembagi

Interpretasi dari HOMA-IR, apabila hasilnya >1.716 maka dapat
dikategorikan sebagai resistensi insulin dengan sensitivitas 83.87%
dan spesifisitas 80.56% (van Dijk et al., 2013; Heriansyah, Andri, et al.,
2017)

4.7.3 Pemeriksaan Kadar IL-1p Jantung

S

Pemeriksaan kadar IL-1p dari jaringan jantung diukur menggunakan

NIVERSITA

BRAWIJAYA

tehnik immunofluorosensi. Jaringan jantung difiksasi - menggunakan

PHEMO buffer (68mM PIPES, 25 mM, HEPES, pH 6.9, 15 mMEGTA,
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4.7.4

3 mM MgClz, 10% [v/v] dimethyl sulfoxide yang mengandung 3.7%
formaldehyde, dan 0.05% glutaraldehyde) dan diproses menggunakan
label immunofluororesensi antibodi anti-rat IL-148 menggunakan
antibody sekunder rhodamin (BIOS Inc. Boston, M.A., USA) dan
prosedurnya sesuai petunjuk pada kit yang dipakai. Parameter ini
diobservasi dengan mikroskop konfokal laser (Olympus Corp., Tokyo,
Japan) dan dianalisis secara kuantitatif menggunakan perangkat lunak
Olympus FluoView (versi 1.7A; Olympus corp.)

Pemeriksaan Kadar IL-6 Jantung

Pemeriksaan kadar IL-6 dari jaringan jantung diukur menggunakan
tehnik immunofluorosensi. Jaringan jantung difiksasi menggunakan
PHEMO buffer (68mM PIPES, 25 mM, HEPES, pH 6.9, 15 mMEGTA,
3 mM MgCl,, 10% [v/v] dimethyl sulfoxide yang mengandung 3.7%
formaldehyde, dan 0.05% glutaraldehyde) dan diproses menggunakan
label immunofluororesensi antibodi anti-rat IL-6 menggunakan antibodi
sekunder FITC (Santacruz, USA) dan prosedurnya sesuai petunjuk
pada kit yang dipakai. Parameter ini diobservasi dengan mikroskop
konfokal laser (Olympus Corp., Tokyo, Japan) dan dianalisis secara
kuantitatif menggunakan perangkat lunak Olympus FluoView (versi

1.7A; Olympus corp.)
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4.8 Prosedur Penelitian

1. Dipilih 30 tikus Sprague Dawley berumur 6-8 minggu dengan berat 150 —

200 gram

2. Masing-masing tikus ditempatkan dalam kandang berukuran 40 x 30 x 20

cm beserta perlengkapan tempat makan dan minumnya. Kandang terbuat

dari fiber glass, dilengkapi dengan pengatur suhu dan kelembapan digital.

3. Tikus diadaptasi selama 1 minggu dengan diberikan pakan standard dan

diberi minum ad libitum. Diet diberikan sebanyak 26g/ekor tikus/hari, sisa

pakan diambil dan ditimbang setelah 24 jam. Hasilnya dihitung sebagai

rata-rata asupan pakan harian tikus/kelompok/hari

4. Setelah adaptasi, tikus dipilih secara acak dan dikelompokkan menjadi 6

kelompok, masing-masing kelompok berisi 5 ekor tikus

a.

b.

Kelompok 1: diberi pakan standar selama 8 minggu.

Kelompok 2: diberi pakan standar selama 16 minggu.

Kelompok 3: diberi HFD selama 8 minggu dan injeksi STZ
intraperitoneal dosis 30mg/kgBB setelah 4 minggu pemberian HFD.
Kelompok 4: diberi HFD selama 16 minggu dan injeksi STZ
intraperitoneal dosis 30mg/kgBB setelah 4 minggu pemberian HFD.
Kelompok 5: diberi HFD selama 8 minggu dan injeksi STZ
intraperitoneal dosis 30mg/kgBB setelah 4 minggu pemberian HFD,
ditambahkan pemberian darapladib per oral dosis 20mg/kgBB selama
8 minggu.

Kelompok 6: diberi HFD selama 16 minggu dan injeksi STZ
intraperitoneal dosis 30mg/kgBB setelah 4 minggu pemberian HFD,
ditambahkan pemberian darapladib per oral dosis 20mg/kgBB selama

16 minggu.
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Penimbangan berat badan dilakukan menggunakan timbangan analitik
dengan tingkat ketelitian 0.01kg. Berat tikus dinyatakan dalam gram.
5. Pada akhir perlakuan, tikus kemudian dianestesi kemudian dibedah dan

dilakukan pengambilan darah intrakardial serta dilakukan pengambilan
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jaringan jantung tikus
6. Setelah prosedur pembedahan selesai, dilakukan penguburan tikus pada

tempat yang telah disediakan.

4.9 Analisis Data
Glukosa darah, resistensi insulin, HOMA-IR, ekspresi IL-1p dan dan IL-6
dicatat dan dilakukan uji normalitas Shapiro-Wilk untuk menentukan
normalitas dari data. Data kemudian dianalisis menggunakan uji one-way
ANOVA untuk menentukan efek administrasi Darapladib pada ekspresi IL-13
dan IL-6 pada jantung tikus Sprague-Dawley. Analisis ini kemudian dilanjutkan
dengan uji post hoc menggunakan metode Duncan untuk mendeteksi
perbedaan parameter pada tiap kelompok perlakuan. Seluruh analisis diatas
dilakukan menggunakan perangkat lunak SPSS statistik versi 21, dan p< 0.05

dianggap sebagai hasil yang signifikan secara statistik

BRAWIJAYA
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4.10 Alur penelitian

30 ekor Tikus Sprague-Dawley

i

Diadaptasi selama 1 minggu

Diet Normal

v

v

HFD
Selama 4 minggu
Injeksi STZ pada Cek GDP 1
akhir minggu ke 4 minggu setelah
inj STZ
DMT2

Kelompok kontrol negatif

Kontrol positif

Kelompok perlakuan

N8:
diet normal
selama 8
minggu

N16:
diet normal
selama 16

minggu

DMS8:
lanjutkan
pemberian
HFD sampai

total 8 minggu

DMDP8:
lanjutkan HFD dan
beri darapladib
20mg/kgBB sampai
total 8 minggu

DML16:
lanjutkan
pemberian
HFD sampai
total 16 minggu

DMDP16:
lanjutkan HFD dan
beri Darapladib
20mg/kgBB sampai
total 16 minggu

Tikus dibedah

Pengambilan darah

A\ 4

Pengukuran kadar
gula darah, kadar
insulin, dan
HOMA-IR

Pengambilan organ jantung

:

Pengukuran ekspresi IL-13
jantung dengan metode
immunofluorosensi

Pengukuran ekspresi IL-6
jantung dengan metode
immunofluorosensi

v

Analisis Data
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BAB 5

HASIL PENELITIAN DAN ANALISIS DATA

Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui pengaruh pemberian penyekat
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selektif Lp-PLA, (darapladib) terhadap ekspresi sitokin pro-inflamasi yaitu IL-13
dan IL-6 pada jaringan jantung Tikus Sprague-Dawley model diabetes mellitus tipe
2 (DMT2). Hasil pada penelitian ini diekspresikan dalam bentuk rata-rata + standar
deviasi. Berikut ini merupakan data asupan pakan, perubahan berat badan, kadar
glukosa darah, kadar insulin plasma, resistensi insulin yang diukur menggunakan
formulasi HOMA-IR, serta ekspresi IL-138 dan IL-6 pada jaringan jantung Tikus

Sprague-Dawley model DMT?2.

5.1 Data Asupan Pakan dan Perubahan Berat Badan
Rata-rata asupan pakan tiap kelompok per hari dan perubahan berat badan
tikus dipaparkan pada tabel 5.1 dan gambar 5.1. Berat badan awal diukur pada
minggu pertama setelah masa aklimatisasi, sedangkan berat badan akhir
didapatkan sebelum tikus dibedah, pada akhir minggu ke 8 atau minggu ke 16.

Tabel 5.1 Rata-rata asupan pakan/hari dan perubahan berat badan pada

tiap kelompok

Pakan/hari Berat Badan (Gram)
Kelompok (Gram) Rata-rata = SD
Perlakuan Ratas-glta + Aitinl i % Per;é)ahan
N8 18.75+3.83 208 +9.19 167 + 13.55 -19.73 + 5.352
DM8 23.30+1.12 176 +22.11 300.8+40.35  +70.98 + 10.93°
DMDP8 23.03+1.98 168 +33.01 360.2 + 51.47 +117.79 + 35.15°
N16 21.13+5.62 215+10.36 269 + 15.86 +25.19 + 6.51¢
DM16 2354+ 1.67 157.2+26.82 361 +38.97 +134.63 + 42.12°

DMDP16 = 24.05+1.06 161.2+21.06 376.4+19.87 +135.82 + 24.44¢

Keterangan: Rata-rata perubahan berat badan yang diikuti oleh notasi huruf yang sama
menunjukkan tidak ada perbedaan secara signifikan antar dua kelompok (Mann whitnet
test p=0.05)
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Tabel 5.1 menunjukkan rata-rata asupan pakan tikus Sprague Dawley tiap
kelompok dalam tiap bulannya. Kelompok yang memiliki rata-rata asupan
pakan paling rendah adalah kelompok N8 yaitu 18.75 + 3.83 gram/hari

sedangkan kelompok dengan rata-rata asupan pakan paling tinggi adalah
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kelompok DM16 yaitu 24.05 + 1.06 gram/hari.

Perubahan Berat Badan pada Tiap Kelompok

200.00=)

300.00

Berat badan (gram)

H awal
[Jakhir

DM8 DMDP8 N16 DM16 DMDP16

Gambar 5.1 Grafik perubahan berat badan pada awal dan akhir perlakuan
pada tiap kelompok. Uji paired T-test menunjukkan signifikansi berat badan akhir
perlakuan dibandingkan dengan awal aklimatisasi, tanda (*) menunjukkan p < 0.05. Mann
whitney test menunjukkan signifikansi perubahan berat badan pada masing-masing
kelompok, #: p < 0.05.

Gambar 5.1 menggambarkan analisis statistik menggunakan paired t-test
yang menunjukkan bahwa terdapat penurunan berat badan sekitar 19% (p <
0.05) pada kelompok normal 8 minggu sedangkan pada kelompok normal 16

minggu terjadi peningkatan berat badan signifikan sebesar 25% (p < 0.05).

S

Sedangkan pada kelompok DM menunjukkan adanya peningkatan berat

badan yang signifikan sebesar 70% (p < 0.05) pada kelompok DM8 minggu
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dan 134% (p < 0.05) pada kelompok 16 minggu. Pada kelompok DMDP
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menunjukkan adanya peningkatan berat badan yang signifikan sebesar 117%
(p < 0.05) pada kelompok DMDP8 dan 135% (p < 0.05) pada kelompok DMDP
16 minggu. Peningkatan berat badan paling besar ditunjukkan oleh kelompok

DMDP16 vyaitu sebesar 135% sedangkan paling kecil ditunjukan oleh
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kelompok N16 yaitu 25%.

Analisis statistik menggunakan mann whitney test yang menunjukkan
adanya perubahan berat badan yang signifikan pada kelompok DM8
dibandingkan dengan kelompok N8 (p < 0.05) tetapi tidak ada perbedaan yang
bermakna antara peningkatan berat badan pada kelompok DMDP8
dibandingan dengan DM8 (p > 0.05). Pola yang sama ditunjukkan pada
kelompok 16 minggu, dimana terdapat peningkatan berat badan yang
signifikan pada kelompok DM16 dibandingkan dengan kelompok N16 (p <
0.05) tetapi tidak ada perbedaan yang bermakna antara peningkatan berat
badan pada kelompok DMDP16 dibandingkan dengan DM16 (p > 0.05)
(gambar 5.1).

Peningkatan berat badan pada kelompok tikus yang diberi pakan HFD
berbeda signifikan dengan peningkatan berat badan yang terjadi pada tikus
yang diberikan pakan normal, dimana pada kelompok normal hanya terjadi
peningkatan berat badan sekitar 25% sedangkan pada kelompok yang

diberikan pakan HFD mengalami peningkatan berat badan sekitar 70-115%.

5.2 Pengukuran Kadar Glukosa Puasa, Kadar Insulin dan Resistensi Insulin
Untuk mengetahui keberhasilan dalam proses pembuatan tikus model

DMT2 maka dilakukan pengukuran kadar glukosa darah puasa dan kadar

S

insulin. " Kemudian dilakukan penghitungan resistensi insulin dengan
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menggunakan rumus homeostatic model assessment-insulin  resistance

UN

(HOMA-IR) pada tikus. Resistensi insulin bisa ditegakkan bila nilai HOMA-IR
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>1.716. Hasil pengukuran kadar glukosa darah puasa, kadar insulin dan
resistensiinsulin dapat dilihat pada tabel 5.2 dan 5.3 dan gambar 5.2. Tabel 5.2
memperlihatkan kadar rata-rata glukosa darah puasa, kadar insulin plasma dan
resistensi insulin pada minggu ke 5, 1 minggu setelah penyuntikan STZ dosis
rendah dan dipastikan tikus mengalami hiperglikemia dan hyperinsulinemia.
Tabel 5.3 memperlihatkan kadar rata-rata glukosa darah puasa, insulin dan

HOMA-IR di akhir minggu ke 8 atau ke 16 sebelum tikus dibedah.

Tabel 5.2 Rata-Rata Kadar Glukosa Darah Puasa, Kadar Insulin dan
Resistensi Insulin pada Tiap Kelompok, pada Minggu Ke 5, Sebelum

Pemberian Darapladib

Kelompok  Gula Darah Insulin Plasma HOMA-IR Interpretasi

Mmol/L) (pU/mL)
N8 7.33 1.23 0.641 N
DM8 8.27 341 2.001 R
DMDP8 13.912 1.77 1.747 R
N16 5.9 1.52 0.638 N
DM16 7.87 11.57 6.458 R
DMDP16 18.42 2.34 3.061 R

N: normal, R: resistensi insulin.

Tabel 5.3 Rata-rata Kadar Glukosa Darah Puasa, Kadar Insulin dan

Resistensi Insulin pada Tiap Kelompok di Akhir Perlakuan

Gula Darah Insulin
Plasma HOMA-IR \

Kelompok Mmol/L) Interpretasi

(mean=SD) (rU/mL) (MeanzSD)

(Mean£SD)

N8 5.24+0.23  1.37+0.11'  0.51+0.05 N
DM8 8.46+0.91°  3.48+ 0.502 2.07 +0.16" R
DMDP8 546 +0.63%  1.64+0.163 0.64 +0.11" N
N16 4.7 +0.562 1.45+0.061  0.48+0.05 N
DM16 7.89+0.28°  11.60+1.19*  6.48+0.55" R
DMDP16 544+0.60% = 2.43+0.24° 0.93 + 0.08* N

Keterangan: Rata-rata kadar glukosa darah puasa, insulin plasma dan HOMA-IR yang
diikuti oleh notasi huruf yang sama menunjukkan tidak ada perbedaan secara
signifikan antar dua kelompok (Mann whitney test p=0.05). N: normal, R: resistensi
insulin,
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Analisis statistik uji normalitas Saphiro-Wilk data kadar glukosa darah
puasa, insulin plasma dan HOMA-IR diperoleh hasil sebaran data tidak normal
(p < 0.05) dan uji homogenitas Levene’s Test menunjukkan sebaran data tidak

homogen (p < 0.05). Uji Kruskal-Wallis menunjukkan nilai p < 0.05 yang berarti

-
o
3

A ==
—
—
[—
o

e
L% ]
o
=T
(-5}
S

terdapat perbedaan antara kadar glukosa darah puasa, insulin plasma dan
HOMA-IR yang bermakna pada tiap kelompok perlakuan.

Kadar Glukosa Darah Puasa, Kadar Insulin dan HOMA-IR

A) Kelompok 8 Minggu B) Kelompok 16 minggu

1000~ | F ¥ 14,00~ *

5.00— * T7.00—
* &
—I
[ =
0.00— S ey 0,00~ . !
KGD Puasa Insulin Plasma HOMA-R KGD Puasa Insulin Plasma HOMA-IR
{mmaoliL) (melimL) {mmollL) {meUimL)

[N  MWom  ZiDwmDP

Gambar 5.2 Grafik Kadar glukosa darah puasa, kadar insulin dan HOMA-IR
pada tiap kelompok: (a) 8 minggu, (b) 16 minggu. * menunjukkan adanya
perbedaan signifikan antar kelompok dengan p < 0.05 (Mann-Whitney test p=0.05)
Berdasarkan uji analisa mann-whitney pada tiap kelompok didapatkan
bahwa kelompok DM, baik DM8 maupun DM16 memiliki kadar glukosa darah
puasa dan insulin plasma yang lebih tinggi secara signifikan dibandingkan
dengan kelompok normal (p < 0.05). Sedangkan pada kelompok DMDP baik
DMDP8 maupun DMDP16 memiliki kadar glukosa darah puasa dan insulin
plasma yang lebih rendah secara signifikan dibandingkan kelompok DM (p <

0.05).

Berdasarkan hasil perhitungan resistensi insulin . menggunakan rumus

BRAWIJAYA

HOMA-IR pada tabel 5.3 dapat dilihat bahwa pada kelompok DM, baik DM8
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maupun DM16 sama-sama mengalami resistensi insulin dengan nilai HOMA IR
> 1,716 sedangkan pada kelompok DMDP, baik DMDP8 maupun DMDP16
tidak terjadi resistensi insulin dengan nilai HOMA IR < 1,716. Kelompok DM8

dan DM16 memiliki- nilai HOMA-IR 'yang lebih tinggi secara ‘signifikan
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dibandingkan dengan kelompok normal (p < 0.05). Sedangkan kelompok
DMDP8 dan DMDP16 memiliki nilai HOMA-IR yang lebih rendah secara

signifikan dibandingkan dengan kelompok DM (p < 0.05).

5.3 Analisis Immunofluorescence

Hasil pengecatan immunofluorescence yang diamati menggunakan
confocal laser scanning microscope dapat dilihat pada gambar 5.3 dan gambar
5.5. Pengamatan ekspresi IL-1B dilakukan dengan menggunakan antibodi
sekunder FITC sehingga pendaran berwarna hijau menunjukkan ekspresi
aktivasi IL-1p yang berada di dalam miosit dan pada ruang interstitiel diantara
miosit. Sedangkan pengamatan ekspresi IL-6 menggunakan antibodi sekunder
rhodamin yang memberikan pendaran berwarna merah.

Hasil Immunofluorescence staining dikuantifikasi menggunakan Olympus
FluoViewSoftware (Ver. 1.7A; Olympus Corporation) dan rata-rata masing-
masing parameter tiap kelompok yang dapat dilihat pada tabel 5.4 dan gambar

5.6.
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Gambar 5.3 Hasil pengecatan Immunofluorescence yang menunjukkan
ekspresi IL-1B pada jantung tikus Sprague-Dawley berbagai kelompok
perlakuan (perbesaran 400x). Keterangan: Ekspresi IL-1p ditunjukkan oleh pendaran
berwarna hijau (tanda panah putih). N adalah kelompok kontrol negatif yaitu tikus yang
diberikan diet normal. DM adalah kelompok kontrol positif yaitu tikus yang diberi HFD-STZ.
DMDP adalah kelompok perlakuan yaitu tikus yang diberi HFD-STZ dan darapladib. 8 dan
16 menunjukkan serial waktu perlakuan.
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Gambar 5.4 Hasil pengecatan Immunofluorescence yang menunjukkan
ekspresi IL-6 pada jantung tikus Sprague-Dawley berbagai kelompok
perlakuan (perbesaran 400x). Keterangan: Ekspresi IL-6 ditunjukkan oleh pendaran
berwarna merah (tanda panah putih). N adalah kelompok kontrol negatif yaitu tikus yang
diberikan diet normal. DM adalah kelompok kontrol positif yaitu tikus yang diberi HFD-STZ.
DMDP adalah kelompok perlakuan yaitu tikus yang diberi HFD-STZ dan darapladib. 8 dan
16 menunjukkan serial waktu perlakuan.
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Gambar 5.5 Hasil analisis pengecatan immunofluoresensi yang
menunjukkan ekspresi IL-18 dan IL-6 pada jantung tikus Sprague-Dawley
menggunakan software Fluoview v.1.7.A

Keterangan: Yang terlihat pada gambar adalah grafik rata-rata intensitas pada Regio of
Interes (Kiri) kelompok Normal (kanan) Kelompok DM

Tabel 5.4 Rata-rata ekspresi IL-1f dan IL-6 jantung

. Kelompok 8 minggu 16 minggu
Vaiaye (n=5) Rata-rata + SD Rata-rata + SD
N 542.35 + 28.92° 838.71 + 69.352
I(:gl/ﬁ“_) DM 859.93 + 133.62° 1373.74 + 197.96°
DMDP 780.51 + 59.28° 1173.86 + 292.44°
IL-6 N 549.50 + 28.92* 946.52 + 61.79*
(pg/mL) DM 1237.91 + 372.062 1627.52 + 243.842
DMDP 867.83 + 76.18° 1406.52 + 440.622

Keterangan: Rata-rata nilai sitokin yang diikuti oleh notasi huruf yang sama menunjukkan
tidak ada perbedaan secara signifikan antar dua kelompok (Anova dan Post Hoc Duncan
multiple range test p=0.05)

Berdasarkan uji normalitas menggunakan uji saphiro wilk didapatkan
sebaran data normal dengan nilai p = 0.402 untuk parameter IL-13 dan p =
0.020 untuk parameter IL-6 (p > 0.05). Dari hasil uji ANOVA diperoleh nilai p =
0.000 dan p = 0.001 untuk parameter IL-1p dan IL-6 (p < 0.05) sehingga dapat
disimpulkan bahwa “terdapat sedikitnya dua kelompok data yang mempunyai
perbedaan ekspresi IL-18 dan IL-6 secara bermakna”. Hasil selengkapnya

dapat dilihat pada lampiran.
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Gambar 5.6 Grafik rata-rata IL-18 dan II-6 pada Jantung Tikus Sprague
Dawley Model Diabetes Mellitus tipe 2. (Grafik kiri) waktu perlakuan 8 minggu.
Tanda * menunjukkan signifikansi jika dibandingkan dengan kelompok Normal, tanda #
menunjukkan signifikansi jika dibandingkan dengan kelompok DM. (Grafik kanan) Tanda *
menunjukkan signifikansi jika dibandingkan dengan kelompok Normal

Pada kelompok perlakuan 8 minggu, didapatkan hasil yang signifikan dari
efek Darapladib terhadap ekspresi IL-1B dengan p<0.05 untuk ketiga kelompok
[F(2,12) = 18.45, p = 0.000]; dan juga terdapat efek yang signifikan dari
pemberian Darapladib terhadap ekspresi IL-6 jantung tikus untuk tiga kelompok
perlakuan [F(2,12) = 12.28, p = 0.001]. Karena ditemukan hasil yang secara
statistik signifikan, maka perlu dilakukan uji Post Hoc. Uji Post Hoc
menggunakan metode Duncan mengindikasikan bahwa nilai rata-rata dari
ekspresi IL-1p pada kelompok N8 (M = 542.35, SD = 28.92) secara signifikan
berbeda dengan ekspresi IL-f pada kelompok DM8 (M = 859.93, SD = 133.62).
Tetapi ekspresi IL-13 pada kelompok DMDP8 (M = 780.51, SD = 59.28) tidak
berbeda secara signifikan dari kelompok DM8.

Sementara nilai rata-rata ekspresi IL-6 pada kelompok N8 (M = 549.50, SD
= 28.92) berbeda secara signifikan jika dibandingkan dengan ekspresi IL-6
pada kelompok DM8 (M = 1237.91, SD = 372.06), begitu juga ekspresi IL-6

pada kelompok DMDP8 (M = 867.83, SD = 76.18) juga berbeda secara

<C
=
=

signifikan jika dibandingkan dengan ekspresi IL-6 pada kelompok DM.
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Untuk kelompok perlakuan 16 minggu, terdapat nilai signifikan dari efek
pemberian Darapladib terhadap ekspresi IL-p pada jantung tikus di 3 kelompok,
dengan nilai p < 0.05 [F(2,12) = 8.47, p = 0.005]; dan juga terdapat nilai yang

signifikan dari pemberian Darapladib' terhadap ekspresi IL-6 pada ketiga
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kelompok [F(2,12) = 7.03, p = 0.010]. Uji komparasi Post Hoc menggunakan
metode Duncan mengindikasikan bahwa nilai rata-rata dari ekspresi IL-1 pada
kelompok N16 (M = 838.71, SD = 69.35) berbeda secara signifikan terhadap
ekspresi IL-1p pada jantung tikus kelompok DM16 (M = 1373.74, SD = 197.96).
Tetapi tidak terdapat perbedaan yang signifikan pada kelompok DMDP16 (M =
1173.86, SD = 292.44) jika dibandingkan dengan kelompok DM16.

Ekspresi IL-6 pada kelompok N16 (M = 946.52, SD = 61.79) berbeda
secara signifikan jika dibandingkan dengan ekspresi IL-6 pada kelompok DM16
(M =1627.52, SD = 243.84). Tetapi ekspresi |lI-6 pada kelompok DMDP16 (M
= 1406.52, SD = 440.62) tidak berbeda secara signifikan jika dibandingkan

dengan kelompok DM16.
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Diabetes mellitus tipe 2 (Type 2 Diabetes Mellitus-T2DM) merupakan
suatu kondisi pro-inflamasi dan dapat meningkatkan resiko terkena penyakit
jantung koroner (Duncan et al., 2003; Klover et al., 2003; Kolb and Mandrup-
Poulsen, 2005). Resistensi insulin, yang merupakan penanda dari diabetes
mellitus tipe 2 juga merupakan resiko dari terjadinya gagal jantung, yang
merupakan penyebab kematian utama pada diabetes mellitus tipe 2 (Palomer
etal., 2013).

Respon utama yang muncul pada jantung terhadap kondisi diabetes
adalah stress oksidatif, inflamasi, disfungsi endotel, fibrosis kardia, hipertrofi
dan apoptosis, dimana pada keseluruhannya terdapat peran dari Nuclear
Factor (NF)-xp. Inflamasi pada jantung adalah hal yang muncul dan terlihat
pada awal respon terhadap diabetes dan secara aktif terlibat dalam
perkembangan terjadinya gagal jantung pada kardiomiopati diabetik (Lorenzo,
Picatoste and Ares-Carrasco, 2011). Beberapa sitokin pro-inflamasi yang
diketahui meningkat kadarnya di sirkulasi pada pasien obesitas dan diabetes,
adalah Tumor Necrosis Factor/TNF-a dan Interleukin-6 (IL-6), yang berperan
dalam proses fisiologis yang berkaitan dngan obesitas dan resistensi insulin
di dalam jantung (Gray and Kim, 2011).

Interleukin diperkirakan memainkan peran penting dalam perkembangan
penyakit yang mengenai otot jantung (Han et al., 1991). Sitokin-sitokin ini
mungkin sintesis dan dilepaskan secara lokal di dalam miokardium oleh

limfosit dan makrofag (Francis et al., 1998).
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Penelitian oleh Han, et al. (1991) menemukan bahwa interleukin yang
diekspresikan oleh sel-sel non-sirkulatorik (IL-1f, 1I-4 dan IL-8) ditemukan
terdeteksi dalam sampel jaringan jantung manusia. Di dalam miokardium, IL-
18 mRNA dan proteinnya ditemukan di dalam sel-sel endothelial di dalam
pembuluh darah kecil, di regio intersitiel diantara miosit dan di dalam miosit
jantung itu sendiri. Hal ini mendukung teori bahwa produksi IL-1 didalam
miokardium dan arteri koronaria dapat merupakan faktor penting dalam
terjadinya disfungsi miokard pada kardiomiopati dan kemungkinan kondisi lain
dimana sel-sel inflamasi menginvasi jaringan jantung (Francis et al., 1998).

Interleukin-6 (IL-6) diketahui ~juga merupakan penanda inflamasi.
Peningkatan kadar IL-6 juga berperan dalam patogenesis resistensi insulin.
Pada jantung, IL-6 menginduksi faktor transkripsi STAT1 dan STATS3, yang
mentargetkan gen yang mengkode protein yang diaktivasi dibawah kondisi
stress seperti misalnya pada infark miokard akut dan stimulus: hipertrofi
(Boengler et al., 2008).

Lp-PLA2 menghidrolisis LDL teroksidasi (ox-LDL) menjadi lisofosfatidilkolin
(LysoPC) dan mengoksidasi asam lemak (MacPhee et al., 1999). LysoPC
menginduksi sitokin-sitokin pro-inflamasi, seperti IL-1B, IL-6 dan (TNF-a)
(Carlquist, Muhlestein and Anderson, 2007). Proses inflamasi sendiri telah
lama dikenal sebagai komponen penting dari patogenesis sindroma metabolik
(Koh, Han and Quon, 2005) dan Lp-PLA2 telah dilaporkan berkorelasi dengan
beberapa komponen dari sindroma metabolik (Ballantyne et al., 2004;

Persson et al., 2007).
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6.1 Pemberian HFD dan STZ dalam menginduksi DMT2
Pada penelitian ini digunakan komposisi pakan yang berbeda pada
masing-masing kelompok untuk melihat efek pemberian HFD terhadap

kondisi DMT2. Banyak penelitian yang menyatakan bahwa pada tikus yang
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diberikan pakan tinggi lemak (high fat diet/HFD) akan memicu terjadi kondisi
resistensi insulin, tetapi tidak memicu kondisi hiperglikemia atau diabetes
(Tanaka et al., 2007; Flanagan et al., 2008; Zhao et al., 2008). Sehingga dapat
disimpulkan bahwa pemberian pakan tinggi lemak dapat menginisiasi kondisi
resistensi insulin yang merupakan ciri utama dari diabetes mellitus tipe 2.
Pada saat yang sama, streptozotozin (STZ) juga banyak digunakan untuk
memproduksi model diabetes mellitus yang dependen insulin ataupun model
non dependen insulin, dengan menginduksi kematian sel B melalui proses
alkilasi DNA (Szkudelski, 2001). Pemberian STZ dosis rendah diketahui dapat
menginduksi gangguan sekresi insulin ringan yang merupakan kondisi yang
sama dengan diabetes mellitus tipe 2 (Reed et al., 2000; Srinivasan et al.,
2005). Pemberian HFD dan STZ yang digunakan untuk memicu terjadinya
DMT2 pada penelitian ini disebabkan beberapa penelitian menyebutkan
bahwa pembuatan hewan coba dengan menggabungkan kedua metode
tersebut dapat meniru kondisi alamiah dari karakter metabolisme pada DMT2
(Reed et al., 2000; Srinivasan et al., 2005), melalui beberapa mekanisme yaitu

resistensi insulin, dislipidemia dan perlemakan organ (Skovsg et al., 2015).

6.1.1 Pemberian HFD dan STZ dalam Menginduksi Peningkatan Berat
Badan
Grafik 5.1 menunjukkan jumlah pakan per hari yang dikonsumsi

oleh masing-masing kelompok  tikus. Kelompok kontrol negatif

BRAWIJAYA
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mengkonsumsi jumlah pakan yang lebih rendah dibandingkan dengan
kelompok kontrol positif maupun kelompok perlakuan. Hal ini berakibat
pada turunnya berat badan tikus kelompok N8 pada akhir perlakuan

dibandingkan berat di awal perlakuan. Hal ini kemungkinan

-
o
3

A ==
—
—
[—
o

e
L% ]
o
=T
(-5}
S

disebabkan oleh masih perlunya adaptasi lebih lanjut untuk tikus
kelompok 8 minggu, sedangkan kelompok 16 minggu sudah dapat
beradaptasi dengan lingkungan dan pakannya.

Peningkatan berat badan pada pemberian pakan HFD selama 16
minggu berkisar antara 70% hingga 117% sedangkan pada pemberian
pakan HFD selama 24 minggu terjadi peningkatan berat badan antara
134% hingga 135%. Peningkatan berat badan pada kelompok tikus
yang diberi pakan HFD berbeda signifikan dengan peningkatan berat
badan yang terjadi pada tikus yang diberikan pakan normal, dimana
pada kelompok normal hanya terjadi peningkatan berat badan sekitar
25%. Penelitian yang dilakukan oleh Umami dan Nugroho (2015) pada
tikus Wistar yang diinduksi oleh STZ dan HFD selama 8 minggu
memiliki rerata asupan pakan yang lebih tinggi dibandingkan dengan
kelompok dengan pakan normal. Penelitian yang dilakukan oleh
Srinivastan et al. (2005) menggunakan tikus Sprague-Dawley yang
diberi pakan HFD selama 2 minggu dan diinduksi oleh STZ dosis
rendah 35mg/kgBB intraperitoneal juga menunjukkan peningkatan
berat badan yang signifikan. Pada penelitian yang dilakukan Skovsg
et al. (2015) menyebutkan pemberian pakan high fat/high sucrose

(HF/HS) selama 5 minggu dapat menginduksi peningkatan prosentase

S

lemak tubuh. Penelitian oleh Zhang et al. (2008) menggunakan tikus

IVERSITA

wistar yang diberikan HFD selama 4 minggu diikuti oleh injeksi STZ
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multipel dosis rendah 30 mg/kgBB memiliki intake kalori yang lebih
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besar secara signifikan dibandingkan kelompok normal dan
mengalami  peningkatan berat badan yang tidak signifikan
dibandingkan kelompok normal.

Klasifikasi kelebihan berat badan dan obesitas pada manusia
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bergantung pada pengukuran indeks masa tubuh yang memiliki makna
akumulasi lemak berlebihan dan dapat mengganggu kesehatan.
Namun, masih belum ada definisi dan standard yang jelas mengenai
obesitas pada hewan coba, khususnya tikus (Skovsg et al., 2015).
Komposisi diet dan durasi pemberian diet akan mempengaruhi kondisi
tikus. Kelompok tikus yang diinduksi HFD dan STZ akan menunjukkan
jumlah asupan pakan yang lebih tinggi karena adanya gangguan
metabolisme glukosa dimana glukosa tidak dapat masuk ke dalam sel
sehingga tikus tersebut akan terus merasa lapar (Umami and Nugroho,
2015). Penelitian menunjukkan pemberian regimen diet HFD yang
mengandung 58% kalori berasal dari lemak, bila diberikan dalam
waktu singkat (2 minggu) dapat menginduksi resistensi insulin
dan/atau intoleransi glukosa sedangkan pada pemberian diet yang
lebih panjang (5 minggu) dapat juga menginduksi peningkatan
prosentase lemak tubuh. Sehingga dapat dikatakan bahwa pemberian
diet dalam jangka waktu pendek menyerupai kondisi prediabetes pada
manusia sedangkan pemberian dalam waktu yang lebih panjang akan
meningkatkan berat badan secara signifikan dan menyerupai keadaan
obesitas yang sesungguhnya (Reed et al., 2000; Skovsg et al., 2015).

Peningkatan berat badan yang ditemukan pada tikus yang diberikan

S

HFD kemungkinan terjadi karena konsumsi makanan kaya energi
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dalam bentuk lemak jenuh (lemak babi) yang dideposisi dalam
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berbagai bantalan lemak tubuh dan penurunan pengeluaran energi
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6.1.2

bila dibandingkan dengan hewan yang mengkonsumsi diet normal
(Srinivasan et al., 2005). Hal inilah yang menyebabkan peningkatan
berat badan yang bermakna pada kelompok tikus yang diberikan HFD

dengan STZ selama 8 minggu dan 16 minggu pada penelitian ini.

Pemberian HFD dan STZ dalam Menginduksi Hiperglikemia,
Hiperinsulinemia dan Resistensi Insulin

Pengukuran kadar glukosa darah puasa dan insulin plasma
digunakan untuk menghitung rumus HOMA-IR yang telah dimodifikasi
untuk tikus sehingga dapat menentukan kondisi resistensi insulin.
Tabel 5.3 menunjukkan bahwa pada kelompok DM8 dan DM16
mengalami peningkatan kadar glukosa darah puasa, insulin plasma
dan terjadi resistensi insulin, dengan masing-masing parameter
tersebut berbeda secara signifikan dibandingkan kelompok normal.
Reed et al. (2000) meneliti pemberian diet yang mengandung 40% kcal
lemak selama 2 minggu pada tikus Sprague dawley ternyata
menunjukkan keadaan resistensi insulin disertai dengan pemberian
STZ selama 3 hari dengan dosis 50mg/kgBB menyebabkan terjadinya
hiperglikemia. Pada penelitian yang dilakukan Skovso et al. (2015)
didapatkan pemberian high fat/high sucrose (HF/HS) selama 5 minggu
dapat menginduksi terjadinya toleransi glukosa terganggu disertai
hiperinsulinemia. Hasil yang serupa ditunjukkan oleh penelitian yang
dilakukan oleh Saleh et al. (2014) yang memberikan pakan HFD
sebanyak 10% dari berat badan tikus wistar dan air yang mengandung
20% fruktosa selama 8 minggu. Pada minggu ke 8 tikus diberikan
injeksi STZ dosis tunggal 35 mg/kgBB. Setelah 1 minggu pemberian

STZ, tikus tersebut mengalami obesitas (berat badan 250 + 20 gram),
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hiperglikemia persisten lebih dari 300mg/dL, hiperinsulinemia dan
dislipidemia sehingga ditegakkan sebagai tikus DMT2. Studi oleh
Schaalan et al. (2009) menggunakan HFD/fruktosa/STZ pada tikus
wistar dapat meningkatkan glukosa darah puasa, fructosamine,
insulin, HOMA, TG, kolesterol total, LDL, dan penurunan HDL.
Peningkatan berat badan dan terjadinya dislipidemia mendukung
terjadinya obesitas yang berperan utama dalam keadaan resistensi
insulin. Peningkatan insulin plasma dan kadar glukosa puasa juga
berperan dalam meningkatkan kejadian resistensi insulin (Shaw,
Sicree and Zimmet, 2010). Dalam keadaan fisiologis, reseptor insulin
pada seluruh sel dapat menurun apabila terjadi down regulation akibat
kondisi tingginya kandungan glukosa dalam darah. Apabila hal ini
terjadi secara terus menerus, maka akan terjadi desensitisasi reseptor
insulin dimana pada kondisi tersebut dibutuhkan insulin dalam plasma
yang lebih tinggi untuk dapat memasukkan glukosa ke dalam sel.
Hewan coba model DMT2 yang diberikan kombinasi diet tinggi lemak
dan glukosa dapat menginduksi terjadinya hiperinsulinemia, resistensi
insulin dan/atau intoleransi glukosa yang dilanjutkan dengan STZ yang
toksik terhadap sel beta dan akan menyebabkan penurunan masa sel
beta yang fungsional. Kedua stresor ini didesain untuk menyerupai
patologi dari DMT2 pada waktu yang lebih singkat dibandingkan yang
terjadi pada manusia (Zhang et al., 2008; Skovsg et al., 2015).
Resistensi insulin merupakan tanda khas dari DMT2 dan biasanya
disertai dengan kelainan metabolik dan kardiovaskuler seperti
dislipidemia, hipertensi, obesitas viseral, intoleransi glukosa dan
disfungsi endotel yang keseluruhan hal ini merupakan faktor resiko dari

penyakit kardiovaskuler. Gangguan sinyal insulin. melalui jalur PI3k
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6.1.3

tanpa disertai gangguan pada jalur MAPK berhubungan dengan
gangguan metabolisme = glukosa yang distimulasi insulin dan
meningkatkan resiko penyakit kardiovaskuler pada pasien DMT2.
Penumpukan metabolit lipid toksik (fatty acyl CoA, diacylglycerol dan
ceramide) pada otot skeletal, liver, adiposit, sel beta dan arteri
berkontribusi dalam terjadinya resistensi insulin, disfungsi sel beta dan
aterosklerosis (Reaven, 2005). Pada penelitian ini pemberian HFD dan
STZ pada tikus sprague dawley menunjukkan terjadinya resistensi
insulin, - hiperglikemia, hiperinsulinemia yang disertai dengan
gangguan profil lipid pada tikus model DMT2 sehingga dapat

meningkatkan resiko terjadinya inflamasi sistemik pada DMT2

Inflamasi pada Jantung Tikus Sprague Dawley model DMT2 yang
diinduksi HFD-STZ

Kelainan metabolik seperti obesitas, resistensi insulin dan DMT2
berhubungan dengan penyakit-penyakit kardiovaskuler seperti
hipertrofi jantung dan gagal jantung. Kardiomiopati diabetik khususnya,
dicirikan dengan adanya perubahan struktur dan fungsi dari otot
jantung pada individu yang menderita diabetes, yang berhubungan
dengan gangguan metabolisme energi miokard. Adanya peningkatan
oksidasi lipid, akumulasi TG intramiokard, dan penurunan penggunaan
glukosa, berakibat pada terjadinya stress oksidatif, disfungsi
mitokondria dan apoptosis (Palomer et al., 2013) .

Pemberian pakan tinggi lemak pada tikus berakibat pada terjadinya
resistensi insulin- miokard dan berhubungan dengan inflamasi pada
jantung (Tikellis et al., 2008). Tikus yang menerima HFD selama 7

minggu ternyata memiliki rata-rata berat jantung yang meningkat, dan
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menunjukkan adanya perubahan struktural serta akumulasi TG
(Ouwens et al., 2005).

Park et al. (2005) menyebutkan bahwa metabolisme glukosa
jantung yang distimulasi oleh insulin, tereduksi signifikan setelah
pemberian pakan tinggi lemak (HFD) selama 1.5 minggu (10 hari). HFD
akan menyebabkan adanya akumulasi AGE (Advanced glycation end
products) dan aktivasi dari RAGE (receptor for AGES) yang dapat
menyebabkan terjadinya jejas dan inflamasi pada jantung (Tikellis et
al., 2008).

Penelitian oleh Hwi, et al. (2009) menyebutkan bahwa asam lemak
dapat bertindak sebagai nutrisi penyebab stress yang menginduksi
terjadinya inflamasi pada jantung dengan mengaktivasi sinyal TLR4
dan meningkatkan kadar makrofag serta sitokin lokal pada jantung.
Dibawah stimulus patologis, miokard akan mensekresikan sejumlah

sitokin dan kemokin pro-inflamasi, seperti TNF-a, MCP-1, dan IL-6

(Ancey et al., 2003), yang akan memberikan beberapa efek autokrin
pada sel-sel jantung. Peningkatan kadar sitokin dan kemokin pro-

inflamasi ini berhubungan dengan inflamasi miokard.

Ekspresi sitokin pro-inflamasi berada di bawah kontrol NF-kf3 yang
akan teraktivasi dalam kondisi miokarditis. Beberapa stimulus eksogen
dan endogen dapat menginduksi NF-«f3, terutama adalah sitokin pro-

inflamasi sendiri, kondisi hiperglikemia, peningkatan kadar asam lemak
bebas di plasma, ROS, lipoprotein dan anoksia (Palomer et al., 2013).
Pada penelitian ini, kondisi inflamasi pada jantung tikus model

DMT2 dapat dilihat dengan meningkatnya ekspresi sitokin pro-inflamasi

IL-1B dan IL-6 pada perlakuan 8 minggu dan 16 minggu. Hal ini sesuai
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dengan penelitian yang dilakukan oleh Hwi, et al. (2009) yang
menyatakan bahwa sitokin-sitokin pro-inflamasi meningkat kadarnya
pada kondisi menurunnya metabolisme glukosa kardial pada tikus

obese yang diinduksi diet tinggi lemak.
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6.1.3.1 Ekspresi IL-18 pada Jantung Tikus Sprague Dawley model
DMT2
IL-1 telah banyak dihubungkan dengan pathogenesis
beberapa disfungsi miokard pada manusia. Kebanyakan dari
penelitian ini menghubungkan kadar IL-1 di sirkulasi dengan
sindroma penyakit jantung dan pembuluh darah (Long, 2001).
Beberapa penelitian mengukur adanya ekspresi IL-1 pada
jantung yang mengalami kelainan, seperti penelitian yang
dilakukan oleh Han, et al. (1991) dan Francis, et al. (1998) yang
menemukan adanya peningkatan ekspresi IL-13 pada jantung
pasien dengan kardiomiopati dilatasi. IL-1 juga ditemukan pada
jantung pasien dengan miokarditis viral (Matsumori, 2002).
Banyak peneliti yang menyatakan bahwa adanya gangguan
fungsi jantung yang ada pada kondisi miokarditis dan
kardiomiopati dilatasi dimediasi oleh pelepasan interleukin
diantara miokardium (Han et al., 1991).
IL-1 sendiri diproduksi oleh sel-sel miokard sebagai respon

terhadap terjadinya jejas (Long, 2001), IL-1 diproduksi oleh

S

beberapa tipe sel termasuk oleh makrofag, dan tampaknya

berperan dalam menurunkan kontraktlitas miosit dengan

IVERSITA

menstimulasi nitric oxide synthase (NOS) (Francis et al., 1998).
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Penelitian  yang dilakukan oleh Francis, et al. (1998)
menunjukkan bahwa mRNA IL-1 dan proteinnya ditemukan
berada pada makrofag yang menginfiltrasi regio interstitial
diantara miosit, dan pada beberapa sel miosit itu sendiri.

Pada penelitian ini nilai rata-rata ekspresi IL-1f pada jantung
tikus Sprague-Dawley model DMT2 meningkat signifikan jika
dibandingkan dengan ekspresi IL-13 pada jantung  tikus
Sprague-Dawley yang diberi diet normal, baik pada waktu
perlakuan 8 maupun 16 minggu. Ekspresi IL-1 tertinggi
ditemukan pada kelompok DM 16 minggu. Hal ini disebabkan
karena pakan tinggi lemak (HFD) dapet menginduksi terjadinya
stress pada jantung dan mengakibatkan terjadinya inflamasi
pada jantung (Hwi et al., 2009). Selain itu, HFD juga dapat
meningkatkan oksidasi lipid, menyebabkan terjadinya akumulasi
TG intramiokardial (Ouwens et al., 2005; Palomer et al., 2013).

Sementara itu, injeksi STZ dosis rendah akan merusak sel
beta pankreas, dan berakibat pada terjadinya resistensi insulin,
yang menyerupai kondisi DMT2 pada manusia (Reed et al.,
2000; Srinivasan et al., 2005). Resistensi insulin jika mengenai
jantung maka akan mengakibatkan pergantian sumber energi
jantung, dari glukosa menjadi oksidasi FA (lliadis, Kadoglou and
Didangelos, 2011). Jika kondisi ini berlangsung terus menerus,
maka akan memicu terbentuknya ROS yang selanjutnya akan
terjadi kondisi stress oksidatif (Duncan et al., 2007) dan memicu
terjadinya inflamasi pada jantung. ROS lebih lanjut dapat

mengaktivasi inflammasome sehingga menginduksi pelepasan
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IL-1B dan inflamasi lebih lanjut (Dinarello, 2011), sehingga makin
lama periode perlakuan, maka makin banyak ekspresi IL-18

yang didapat pada jantung yang mengalami inflamasi.
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6.1.3.2 Ekspresi IL-6 pada Jantung Tikus Sprague Dawley model
DMT2

Hasil yang serupa pada penelitian ditunjukkan oleh ekspresi

IL-6 pada tabel 5.4, dimana kelompok tikus DM memiliki
peningkatan ekspresi IL-6 pada jantung yang bermakna
dibandingkan dengan kelompok normal (p < 0.05), sedangkan
ekspresi IL-6 tertinggi juga ditemukan pada kelompok DM 16

minggu. Hal ini sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh

Tikellis, et al. (Tikellis et al., 2008) yang menunjukkan adanya

peningkatan signifikan dari ekspresi IL-6 dan TNF-o pada

jantung tikus yang diinduksi oleh diet tinggi lemak. Penelitian
oleh Hwi, et al. (2009) juga menunjukkan bahwa kadar IL-6
lokal pada jantung tikus yang diberi diet tinggi lemak meningkat
40% dibandingkan dengan tikus yang diberi pakan standar. Hal
ini menunjukkan bahwa diet tinggi lemak dapat menginduksi
terjadinya inflamasi miokardial, dan bahwa peningkatan sitokin
lokal mungkin dibebabkan adanya produksi dari sel setempat
seperti kardiomiosit atau makrofag yang menginfiltrasi miokard

IL-6 merupakan anggota sitokin pro-inflamasi dan dapat

S

diekspresikan pada miokardium di bawah kondisi stress, serta

mampu menginduksi hipertropi, apoptosis, dan kardiomiopati
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pada miosit (Haugen et al., 2007). Penelitian yang dilakukan
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oleh Plenz, et al. (2001) menemukan bahwa miosit dan sel-sel
endothelial mikrovaskuler adalah tipe sel pada jantung yang
mengekspresikan IL-6. Produksi 1L-6 juga dideteksi pada
supernatant dari hasil isolasi kardiomiosit (Zhang et al., 2007).

IL-6 mengakibatkan terjadinya down-regulation dari
metabolisme glukosa miokardial dan menyebabkan resistensi
insulin pada jantung dengan mensupresi AMPK dan sinyal
insulin pada jantung. Karena aktivasi AMPK dan metabolisme
glukosa adalah sumber utama dari energi untuk jantung dalam
kondisi stress seperti iskemia, inflamasi jantung yang diinduksi
oleh obesitas dan defek pada metabolisme glukosa jantung,
memainkan peran penting dalam pathogenesis  penyakit
jantung diabetik (Hwi et al., 2009).

Seperti yang telah dijelaskan di atas, pemberian HFD pada
tikus akan menginduksi terjadinya resistensi insulin pada
miokard dan menurunkan metabolisme glukosa, melalui suatu
proses yang berhubungan dengan peningkatan kadar sitokin
pro-inflamasi, seperti IL-6, MCP-1, dan TNF-a (Haugen et al.,
2007; Hwi et al., 2009). Molekul-molekul ini memicu efek
autokrin pada sel jantung melalui aktivasi downstream dari NF-
kP, yang berkontribusi pada suatu kondisi yang berkaitan
dengan inflamasi pada jantung (Takano et al., 2000; Ding et al.,
2006). Beberapa stimulus eksogen dan endogen dapat
menginduksi NF-kB, terutama adalah sitokin  pro-inflamasi
sendiri, kondisi hiperglikemia, peningkatan FA dalam darah dan

ROS (Palomer et al., 2013). Hal ini menjelaskan mengapa
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ekspresi IL-6 pada jantung tikus Sprague-Dawley model DMT2
lebih tinggi pada waktu perlakuan 16 minggu dibandingkan 8

minggu.
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6.2 Pengaruh Darapladib pada Tikus Sprague dawley Model DMT2 yang
Diinduksi HFD-STZ

6.2.1 Pengaruh Darapladib pada Glukosa Darah, Insulin Plasma
dan HOMA-IR

Kelompok yang diberikan HFD-STZ kemudian ditambahkan

darapladib pada serial waktu 8 minggu dan 16 minggu memiliki

perbedaan parameter yang signifikan dibandingkan dengan

kelompok DM. Kelompok perlakuan darapladib memiliki kadar

glukosa darah puasa dan insulin plasma yang lebih rendah

dibandingkan dengan kelompok DM. Berdasarkan nilai HOMA-

IRnya, kelompok darapladib terbukti tidak mengalami resistensi

insulin sehingga dapat dikatakan bahwa pemberian darapladib

dapat memperbaiki kondisi resistensi insulin yang terjadi pada

tikus model DMT2. Penelitian yang dilakukan pada 5474 orang

dengan DM menunjukkan bahwa terdapat hubungan antara

aktivitas Lp-PLA2 plasma dengan resistensi insulin dan dapat

digunakan untuk memprediksi insidensi DMT2 pada orang

dewasa dengan faktor resiko DM (Nelson et al., 2012). Studi lain

pada pasien dengan DMT2 yang baru terdiagnosis dan belum

diterapi menunjukkan adanya hubungan positif antara Lp-PLA2

dengan kadar glukosa darah puasa dan oxLDL (Garg, Madhu and

Suneja, 2015). Fortunato et al. (2014) menyebutkan bahwa level

BRAWIJAYA

Lp-PLA2 mengalami peningkatan yang signifikan, yaitu 5 kali lebih
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tinggi pada DMT2 dibandingkan dengan non-diabetik (Fortunato
etal., 2014).

Terdapat beberapa mekanisme yang menghubungkan Lp-
PLA2 dengan diabetes, di antaranya adalah adanya peningkatan
kondisi inflamasi yang berhubungan dengan peningkatan aktivitas
Lp-PLA2 dalam menghidrolisis oxidized phospholipid  (ox-PL)
yang dapat menginduksi terjadinya resistensi insulin dan
meningkatkan resiko terkena DMT2. Selain itu, peningkatan Lp-
PLA2 dihubungkan sebagai marker inflamasi pada jaringan
adiposa dan peningkatan FA maupun adipokin yang mendasari
terjadinya resistensi insulin dan kegagalan sel beta pankreas.
Meskipun beberapa penelitian banyak menghubungkan Lp-PLA2
dengan penyakit kardiovaskuler, beberapa studi mendukung
hubungan aktivitas Lp-PLA2 dengan diabetes melitus khususnya
DMT2. Infiltrasi monosit atau makrofag pada jaringan adiposa
dapat meningkatkan produksi Lp-PLA2 secara lokal. Namun,
terdapat hubungan yang lemah antara Lp-PLA2 dengan marker
inflamasi non spesifik seperti CRP. Hal ini menunjukkan bahwa
Lp-PLA2 merefleksikan jalur diabetogenik yang independen
dengan marker inflamasi-lain, dimana Lp-PLA2 lebih spesifik
berperan pada jalur inflamasi yang diperantarai oleh
lysophosphatidylcholine (LysoPC) dan oxidized non esterified fatty
acid (oxNEFA) (Nelson et al., 2012).

Lp-PLA2 dapat berperan sebagai produk maupun secara
langsung berkontribusi terhadap inflamasi jaringan adiposa. Lin et
al. (2016) menyebutkan bahwa aktivitas Lp-PLA2 sebagai anti

atau pro inflamasi bergantung pada distribusinya pada LDL atau
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HDL. HDL merupakan pembawa Lp-PLA2 di plasma yang memiliki
efek antiinflamasi, berlawanan dengan Lp-PLA2 yang terikat pada
LDL. Perubahan distribusi Lp-PLA2 terjadi pada individu dengan
DMT2, dimana terdapat peningkatan ikatan antara Lp-PLA2 dan
LDL sehingga berkontribusi dalam peningkatan aktivitas enzim ini
sebagai pro inflamasi. Selain itu, inflamasi jaringan adiposa turut
menyebabkan resistensi sel lemak terhadap insulin sehingga
berperan dalam peningkatan hidrolisis  trigliserida dan
peningkatan katabolisme HDL.

Garg, Madhu and Suneja (2015) menyebutkan bahwa
hiperglikemia dapat mempengaruhi aktivitas Lp-PLA2 dengan
adanya korelasi antara OxLDL dan level glukosa plasma. Hatoum
et al. (2010) menyebutkan bahwa HbAlc berkorelasi positif
dengan aktivitas Lp-PLA2 pada wanita. Nelson et al. (2012)
menghubungkan  HOMA-IR dengan aktivitas Lp-PLA2 pada
individu dengan DMT2 dan menyimpulkan adanya jalur baru yang
potensial antara Lp-PLA2 dengan resistensi insulin dan etiologi
DMT2. Studi pada pasien DMT2 yang sudah menjalani
pengobatan hipoglikemi menunjukkan bahwa aktivitas Lp-PLA2
masih meningkat pada individu tersebut sehingga aktivitas enzim
ini tidak dipengaruhi oleh obat-obatan diabetes. Namun, status
glikemik HbA1C yang membaik dapat menurunkan aktivitas Lp-
PLA2. Pentingnya terapi hiperglikemia pada tahap awal dapat
menurunkan aktivitas Lp-PLA2 dan dapat menurunkan insiden
PJK pada pasien diabetes (Nelson et al., 2012). Hasil dari
penelitian ini mendukung teori yang menyebutkan bahwa aktivitas

Lp-PLA2 memiliki hubungan dengan hiperglikemia-
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6.2.2

hiperinsulinemia dan resistensi insulin, dimana penghambatan
aktivitas Lp-PLA2 secara dini oleh darapladib yaitu sejak 8 minggu
atau 16 minggu pemberian HFD dapat menyebabkan
normoglikemia, normoinsulinemia dan penurunan kadar HOMA-IR

pada tikus model DMT?2.

Peran Darapladib pada Inflamasi pada Jantung

Darapladib adalah penyekat selektif dari Lp-PLA2. Lp-PLA2
sendiri adalah suatu enzim yang mungkin menghubungkan antara
metabolisme lipid dan inflamasi. Percobaan klinis fase 2 untuk
Darapladib menunjukkan adanya inhibisi Lp-PLA2 dan efek yang
menjanjikan pada marker inflamasi dan stabilitas plak (Riley and
Corson, 2009). Penelitian oleh Bhagwat, Yadav and Gupte (2016)
menunjukkan peran Lp-PLA2 sebagai penanda jantung yang
independen untuk prediksi kejadian penyakit jantung koroner.
Konsentrasi Lp-PLA2 dihubungkan dengan resiko penyakit
kardiovaskuler (Mohler et al., 2008) dan juga memiliki hubungan
dengan DMT2 serta merupakan faktor yang berhubungan dengan
pathogenesis diabetes, terutama inflamasi (Nelson et al., 2012).

Pasien dengan kelainan metabolik diabetes memiliki jumlah
small dense LDL yang lebih tinggi, yang dapat berpotensi
meningkatkan transport Lp-PLA2 di sirkulasi. Garg, Madhu and
Suneja (2015) menyebutkan bahwa small dense LDL (sdLDL)
lebih  mudah dioksidasi dan diambil oleh makrofag di area
makrovaskuler dan menyebabkan aterogenesis. Aktivitas Lp-
PLA2 meningkat pada pasien dengan DMT2 pada fase awal

penyakit. Pada DMT2, level LDL termodifikasi meningkat karena
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mudah mengalami oksidasi. Lp-PLA2 menghidrolisis fosfolipid
dari oxLDL untuk memproduksi LysoPC dan oxNEFA. Kedua
produk ini bersifat pro-inflamasi dan aterogenik dan merupakan
kontributor  penting terjadinya resiko PJK (Garg, Madhu and
Suneja, 2015).

Jalur NF-xB dan MAPK berhubungan erat dengan respon
inflamasi pada sel. Penelitian menyebutkan bahwa jalur NF-xf3
Dan MAPK berhubungan dengan regulasi Lp-PLA2 (Han et al.,
2015). Tabit, Chung and Vita (2010) menyebutkan bahwa jalur
sinyal NF-xB dapat mengganggu sinyal insulin melalui inhibisi
insulin receptor substrate 1, Akt (protein kinase B) dan fosforilasi
eNOS yang menyebabkan = penurunan  produksi  NO,
meningkatkan kejadian inflamasi dan disfungsi endotel.

Peran Lp-PLA2 yang berproses dengan ox-LDL dan inflamasi
memperlihatkan bahwa inhibisi dari enzim ini dapat memainkan
peran positif dalam terapi penyakit kardiovaskuler (Hu et al.,
2011). Inhibisi Lp-PLA2 oleh Darapladib tidak mencegah oksidasi
LDL tetapi menginhibisi pelepasan LysoPC yang tampaknya
berperan dalam sitotoksisitas dan induksi apoptosis oleh ox-LDL
pada makrofag (Szmitko et al., 2003). Tetapi saat ini kebanyakan
penelitian yang menggunakan Darapladib mengukur penanda
inflamasi yang ada di dalam sirkulasi, dan belum ada yang
menghubungkan = kemampuan Darapladib sebagai penyekat
selektif Lp-PLA2, dengan penanda inflamasi pada jaringan

jantung.
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6.2.2.1 Peran Darapladib terhadap Ekspresi IL-13 pada

Jantung Tikus Sprague-Dawley Model DMT2
Pada kondisi diabetes atau obesitas, asam lemak

disimpan dalam bentuk TG dan fosfolipid di dalam
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kardiomiosit - (Park et al.,, 2005). Makrofag dapat
menginisiasi  produksi IL-18 melalui inflammasome
sebagai responnya terhadap akumulasi kolesterol (Back
and Hansson, 2015). Jika hal ini berlangsung terus
menerus, maka jantung akan mulai membentuk
intermediate lipid yang toksik bagi jantung (Burkart et al.,
2007). Di bawah stimulus patologis ini, miokard akan
mensekresikan sejumlah - sitokin dan kemokin pro-
inflamasi, seperti TNF-o,, MCP-1 dan IL-6 (Pagano et al.,
2008)

Lp-PLA2 yang utamanya berikatan dengan kolesterol
LDL, dapat dihambat aktivitasnya di plasma dan arteri oleh
darapladib selaku penyekat selektif Lp-PLA2 (Back and
Hansson, 2015). Belum ada penelitian yang menunjukkan
efek inhibisi dari aktivitas Lp-PLA2 lokal pada kondisi
inflamasi pada jantung, khususnya pada DMT2, tetapi
diharapkan Darapladib juga dapat menghambat aktivitas
Lp-PLA2 untuk berikatan dengan ox-LDL pada jaringan
jantung.

Tabel 5.4 menunjukkan rentang ekspresi IL-1p dan IL-

6 pada masing-masing kelompok perlakuan. Terdapat
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penurunan ekspresi IL-18 yang tidak signifikan pada
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jantung tikus Sprague-Dawley model DMT2 yang diberi
darapladib selama 8 dan 16 minggu, jika dibandingkan
dengan kelompok DM (p > 0.05). Hal ini kemungkinan

disebabkan karena Darapladib sebagai penyekat selektif
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enzim Lp-PLA2 tidak memiliki efek lokal pada jaringan
jantung, khususnya terhadap mediator inflamasi IL-18,
sehingga kurang efektif bertindak sebagai agen anti

inflamasi pada jantung tikus model DMT2

6.2.2.2 Peran Darapladib terhadap Ekspresi IL-6 pada Jantung
Tikus Sprague-Dawley Model DMT2
Sejalan dengan penurunan ekspresi IL-1p pada
jantung tikus Sprague-Dawley model DMT2 yang diterapi
dengan Darapladib, kelompok ini juga mengalami
penurunan ekspresi IL-6. Kelompok DM yang diberikan
darapladib selama 8 minggu mengalami penurunan
ekspresi IL-6 secara signifikan dibandingkan dengan
kelompok DM yang tidak diterapi Darapladib (p < 0.05).
Sementara kelompok DM yang diberikan Darapladib
selama 16 minggu tampak mengalami pola penurunan
ekspresi IL-6 pada jantung walaupun tidak signifikan, jika
dibandingkan dengan kelompok DM vyang tidak diberi

Darapladib.

S

Pada percobaan Klinis, pemberian Darapladib oral

dapat menginduksi penurunan plasma IL-6 yang signifikan
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BRAWIJAYA

113



Heriansyah, Andri, et al., 2017). Penelitian oleh Paik et al.
(2015) menunjukkan bahwa terdapat korelasi antara Lp-
PLA2 dan IL-6 pada wanita yang mengalami kelebihan

berat badan dan obesitas. Akumulasi lemak visceral
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berperan  dalam  peningkatan oksidasi ~LDL dan
berhubungan dengan ukuran partikel LDL yang lebih kecil.
Ox-LDL memodifikasi sekresi IL-6 dan menstimulasi
ekspresi Lp-PLA2. Lp-PLA2 akan memecah oxPC yang
terdapat pada ox-LDL menjadi 2 mediator inflamasi yaitu
LysoPC dan oxFA. LysoPC dapat menginduksi ekspresi

sitokin inflamasi seperti IL-1p3 dan IL-6 (Paik et al., 2015).

Belum ada penelitian yang menunjukkan efek inhibisi
dari aktivitas Lp-PLA2 lokal pada kondisi inflamasi pada
jantung, khususnya pada DMT2. Apabila melihat hasil
bahwa Darapladib. dapat menurunkan secara signifikan
ekspresi IL-6 pada jantung tikus DMT2 pada periode
perlakuan 8 minggu, maka kemungkinan Darapladib
bekerja pada fase awal terjadinya inflamasi pada jantung
tikus model DMT2. Hal ini masih harus dibuktikan lebih
lanjut dengan mengukur ekspresi dan aktivitas Lp-PLA2 di

jaringan jantung.

6.3 Implikasi Terhadap Bidang Kedokteran
Pengaruh inhibitor selektif Lp-PLA2 pada proses inflamasi jantung

pada DMT2 dapat dibuktikan dengan hasil penelitian ini yang menunjukkan
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adanya penurunan ekspresi IL-6 yang signifikan pada jantung tikus model
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DMT2 dengan pemberian darapladib, pada serial waktu 8 minggu. Hal ini
disebabkan kemampuan darapladib yang berperan dalam pencegahan
inflamasi melalui hambatan enzim Lp-PLA2 untuk menghidrolisis kolesterol
LDL sehingga mengurangi jumlah OXxNEFA dan lysoPC yang berperan
dalam proses inflamasi. Lp-PLA2 sendiri berhubungan dengan terjadinya
resistensiinsulin (Nelson et al., 2012) dan peningkatan kadarnya pada fase
awal diabetes dihubungkan dengan resiko terkena penyakit jantung dan
pembuluh darah pada DMT2 (Garg, Madhu and Suneja, 2015). Hal ini
menjelaskan mengapa hasil penurunan IL-6 yang signifikan hanya
didapatkan pada serial waktu 8 minggu. Darapladib kemungkinan hanya
bekerja pada fase awal inflamasi pada DMT2, dan mungkin juga
merupakan penyebab gagalnya clicical trial fase 3 untuk Darapladib;
dimana pada fase 3 telah menggunakan subyek penelitian individu dengan
riwayat penyakit kronis; yaitu penderita penyakit jantung koroner (Stability
Study) dan individu yang dirawat dengan Sindroma Koroner Akut
(ACS/Acute Coronary Syndrome). Namun, masih belum ada penelitian
mengenai pengaruh darapladib yang spesifik terhadap pencegahan
terjadinya inflamasi pada jantung pada individu yang terkena DMT2. Untuk
itu. masih diperlukan penelitian lebih lanjut mengenai peran darapladib
dalam DMT2 selain sebagai inhibitor aktivitas Lp-PLA2 untuk mencegah

inflamasi jantung pada DMT2.
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BAB 7

KESIMPULAN DAN SARAN

7.1 Kesimpulan
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Dari hasil penelitian mengenai efek darapladib sebagai penyekat selektif
Lp-PLA2 terhadap ekspresi interleukin-1f dan interleukin-6 pada jantung tikus
Sprague-Dawley model DMT2 dapat diambil kesimpulan sebagai berikut:

1. Darapladib sebagai penyekat selektif enzim Lipoprotein-Associated
Phospholipase A2 (Lp-PLA2) tidak dapat menurunkan ekspresi
Interleukin-1B (IL-1P) pada jantung tikus Sprague-Dawley model diabetes
mellitus tipe 2.

2. Darapladib sebagai penyekat selektif enzim Lipoprotein-Associated
Phospholipase A2 (Lp-PLA2) dapat menurunkan ekspresi Interleukin-6
(IL-6) pada jantung tikus Sprague-Dawley model diabetes mellitus tipe 2

pada periode perlakuan 8 minggu.

7.2 Saran
Saran yang diberikan sehubungan dengan penelitian yang telah dilakukan
adalah sebagai berikut:
Diperlukan penelitian lebih lanjut untuk mengetahui efek pemberian penyekat
selektif Lp-PLA2 (Darapladib) secara lokal pada jaringan jantung, dengan cara
melihat ekspresi dan aktivitas enzim Lp-PLA2 pada jaringan jantung,
khususnya pada model DMT2, dan hubungannya dengan ekspresi penanda

inflamasi lain.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Rata-Rata Data Berat Badan Tikus

Identitas Berat Badan Berat Badan Perubahan Berat
Awal (gram) Akhir (gram) Badan (%)
N8-1 205.0 181.0 -11.70
N8-2 212.0 174.0 -17.92
N8-3 195.0 145.0 -25.64
N8-4 220.0 169.0 -23.18
N8-5 208.0 166.0 -20.19
DMS8-1 160.0 249.0 55.62
DM8-2 161.0 300.0 86.33
DMS8-3 163.0 282.0 73.00
DM8-4 211.0 358.0 69.66
DM8-5 185.0 315.0 70.27
DMDP8-1 146.0 330.0 126.02
DMDP8-2 160.0 313.0 95.62
DMDP8-3 168.0 331.0 97.02
DMDP8-4 142.0 392.0 176.05
DMDP8-5 224.0 435.0 94.19
N16-1 202.0 247.0 22.27
N16-2 231.0 274.0 18.61
N16-3 214.0 291.0 35.98
N16-4 213.0 266.0 24.88
N16-5 215.0 267.0 24.18
DM16-1 137.0 407.0 197.08
DM16-2 179.0 375.0 109.49
DM16-3 141.0 357.0 153.19
DM16-4 193.0 366.0 89.63
DM16-5 136.0 300.0 120.58
DMDP16-1 197.0 380.0 92.89
DMDP16-2 155.0 390.0 151.61
DMDP16-3 152.0 380.0 150.0
DMDP16-4 160.0 390.0 143.75
DMDP16-5 142.0 342.0 140.84
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Data Berat Badan Tikus Tiap Minggu

Berat Badan (gram)
Identitas Pada minggu ke...
Awal 2 4 6 8

N8-1 205 211 | 202 | 191 | 181
N8-2 212 184 | 211 | 203 | 174
N8-3 195 186 | 204 | 185 | 145
N8-4 220 193 | 214 | 187 | 169
N8-5 208 184 | 211 | 175 | 166
DM8-1 160 245 | 274 | 260 | 249
DM8-2 161 240 | 269 | 289 | 300
DM8-3 163 255 | 280 | 280 | 282
DM8-4 211 303 | 331 | 343 | 358
DM8-5 185 286 | 298 | 302 | 315
DMDP8-1 146 235 | 282 | 305 | 330
DMDP8-2 160 260 | 318 | 315 | 313
DMDP8-3 168 228 | 257 | 287 | 331
DMDP8-4 142 278 | 320 | 367 | 392
DMDP8-5 224 330 | 350 | 391 | 435
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—_—
—
o

-
o
o
=L
ad

N16-1 202 | 317 | 337 | 347 | 350 | 365 | 303 | 263 | 247

N16-2 231 | 181 | 190 | 201 | 205 | 243 | 251 | 263 | 274

N16-3 214 | 183 | 185 | 185 | 216 | 234 | 252 | 279 | 291

N16-4 213 | 189 | 195 | 204 | 237 | 235 | 234 | 254 | 266

N16-5 215 | 183 | 201 | 225 | 235 | 241 | 252 | 256 | 267

DM16-1 137 | 258 | 265 | 265 | 301 | 327 | 355 | 370 | 407

DM16-2 179 | 264 | 287 | 287 | 305 | 316 | 325 | 366 | 375

DM16-3 141 | 230 | 261 | 261 | 269 | 275 | 295 | 290 | 357

DM16-4 193 | 275 | 290 | 290 | 305 | 304 | 308 | 336 | 366

DM16-5 136 | 254 | 284 | 284 | 303 | 316 | 332 | 370 | 300

< DMDP16-1 | 197 | 305 | 340 | 340 | 372 | 351 | 318 | 334 | 380

2 DMDP16-2 | 155 | 264 | 300 | 300 | 320 | 343 | 359 | 392 | 390

2= DMDP16-3 | 152 | 223 | 236 | 236 | 225 | 219 | 225 | 224 | 380

-2 DMDP16-4 | 160 | 260 | 318 | 318 | 349 | 365 | 380 | 417 | 390

= é DMDP16-5 | 142 | 231 | 252 | 252 | 275 | 290 | 304 | 315 | 342
[a®)
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Tes Normalitas Perubahan Berat Badan

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
bw_gain .095 30 .200" .958 30 278

a. Lilliefors Significance Correction
* This is a lower bound of the true significance.

Tes Homogenitas Perubahan Berat Badan

Test of Homogeneity of Variances

bw_gain

Levene

Statistic dfl df2 Sig.
4.208 5 24 .007

Tes Kruksal Wallis Perubahan Berat Badan

Test Statistics2P?

bw_gain
Chi-Square | 25.145
df 5

Asymp. Sig. .000

a. Kruskal Wallis Test

b. Grouping Variable:
kelompok

Tes Mann Whitney Perubahan Berat badan

N8 DM8 DMDP8 N16 DM16 DMDP16

N8
DM8
DMDP8
N16
DM16
DMDP16

Keterangan - : signifikan, p < 0.05

[ ] :tidak signifikan, p > 0.0
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Paired-T Test untuk analisa Perubahan Berat badan awal dan akhir perlakuan

Paired Samples Test

—td
=, Paired Differences
— K
— 95% Confidence Interval of the
o i
~—2 Std. Std. Error Difference Sig. (2-
"o Mean Deviation | Mean Lower Upper t df tailed)
o 3
P Pair 1 N8 - N8 4.10000E1 |1.09545E1|4.89898E0 27.39825 54.60175 8.369 4 .001
3 Pair 2 DM8 - DM8 -1.24800E2(2.25655E1(1.00916E1| -152.81872 -96.78128 -12.367 4 .000
Pair 3 DMDPS8 - DMDP8 -1.92200E2[3.92135E1(1.75368E1| -240.89001 -143.50999 -10.960 4 .000
Pair 4 N16 - N16 -5.40000E1(1.35647E1|6.06630E0| -70.84275 -37.15725 -8.902 4 .001
Pair 5 DM16 - DM16 -2.03800E2(4.22043E1(1.88743E1| -256.20352 -151.39648 -10.798 4 .000
Pair 6 DMDP16 - DMDP16 |-2.15200E2|2.25987E1|1.01064E1| -243.25996 -187.14004 -21.293 4 .000
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Lampiran 2. Kadar Glukosa Puasa, Insulin dan HOMA-IR Pada Minggu ke 5,
1 Minggu setelah Penyuntikan Streptozotozin

Identitas | Glukosa Darah Insulin' | HOMA-IR Interpretasi
(mmol/L) (UIU/mL)
N8 7.33 1.23 0.641 Normal
DM8 8.27 341 2.001 Resistensi insulin
DMDP8 13.912 1.77 1.747 Resistensi insulin
N16 5.9 1.52 0.638 Normal
DM16 7.87 11.57 6.458 Resistensi insulin
DMDP16 18.42 2.34 3.061 Resistensi insulin

Kadar Glukosa Darah Sebelum Pemberian STZ, 7 Hari Setelah Pemberian

STZ dan Pada Akhir Perlakuan

Glukosa Darah Glukosa akhir perlakuan
Identitas (mg/dL) (mg/dL)
Minggu 4 Minggu 5 Minggu 8 Minggu 16
N8-1 93 89
N8-2 82 92
N8-3 102 96
N8-4 90 95
N8-5 82 100
DM8-1 123 132 139
DM8-2 132 139 150
DM8-3 121 146 156
DM8-4 118 154 178
DM8-5 126 136 138
DMDP8-1 136 205 95
DMDP8-2 151 175 117
DMDP8-3 103 136 99
DMDP8-4 165 333 88
DMDP8-5 104 165 92
N16-1 122 85
N16-2 90 90
N16-3 100 98
N16-4 118 78
N16-5 77 72
DM16-1 88 148 164 148
DM16-2 122 139 184 139
DM16-3 118 137 162 136
<f DM16-4 114 138 153 141
b DM16-5 130 146 133 146
fi:_\ DMDP16-1 191 456 191 95
== DMDP16-2 118 230 118 83
= 3 DMDP16-3 294 462 294 112
S é DMDP16-4 114 175 114 96
z —_ DMDP16-5 171 335 171 104
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o
3 Lampiran 3. Rata-rata Kadar Glukosa Puasa, Insulin dan HOMA-IR Akhir
= perlakuan
ci:: e i Insulin Insulin
gt Identitas Darah Darah /L) | (uumL) HOMA-IR
2 (mg/mL) | (mmoiiy | "9 K
g— N8-1 89.0 4.94 4.18 1.20 0.42
e N8-2 92.0 5.11 4.81 1.38 0.50
N8-3 96.0 5.33 5.04 1.45 0.54
N8-4 95.0 5.27 5.09 1.46 0.54
N8-5 100.0 5.55 4.68 1.34 0.53
DM8-1 139.0 1.72 14.85 4.27 2.34
DM8-2 150.0 8.33 11.3 3.25 1.92
DM8-3 156.0 8.66 11.43 3.29 2.02
DM8-4 178.0 9.88 10.27 2.95 2.07
DM8-5 138.0 7.66 12.61 3.63 1.97
DMDP8-1 95.0 5.27 6.59 1.89 0.71
DMDP8-2 117.0 6.5 5.8 1.67 0.77
DMDP8-3 99.0 RS 5.61 161 0.63
DMDP8-4 88.0 4.88 5.34 1.53 0.53
DMDP8-5 92.0 5.11 5.08 1.46 0.53
N16-1 85.0 4.72 4.77 1.37 0.46
N16-2 90.0 5.0 5.17 1.48 0.52
N16-3 98.0 5.44 4.89 1.40 0.54
N16-4 78.0 4.33 5.13 1.47 0.45
N16-5 72.0 4.0 5.23 1.50 0.42
DM16-1 148.0 8.22 41.12 11.85 6.91
DM16-2 139.0 7.72 41.67 12.00 6.57
DM16-3 136.0 7.55 45.86 13.21 7.08
DM16-4 141.0 7.83 37.45 10.79 5.99
DM16-5 146.0 8.11 35.12 10.12 5.82
DMDP16-1 95.0 5.27 8.12 2.34 0.87
DMDP16-2 83.0 4.61 9.23 2.65 0.86
DMDP16-3 112.0 6.22 7.98 2.29 1.01
DMDP16-4 96.0 h 33 9.35 2.69 1.01
DMDP16-5 104.0 577 7.45 2.14 0.87
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Tes Normalitas kadar glukosa puasa, insulin dan HOMA-IR

Tests of Normality
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Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
kgd_mmol .228 30 .000 .893 30 .006
insulin_mcU .306 30 .000 .640 30 .000
HOMAIR .315 30 .000 .651 30 .000

a. Lilliefors Significance Correction
Tes Homogenitas kadar glukosa puasa, insulin dan HOMA-IR

Test of Homogeneity of Variances

Levene
Statistic dfl df2 Sig.
kgd_mmol 1.378 5 24 .268
insulin_mcU 6.766 5 24 .000
HOMAIR 12.280 5 24 .000

Kruskal Wallis Test pada kadar glukosa puasa, insulin dan HOMA-IR
Test Statistics?P

kgd_mmol | insulin_mcU | HOMAIR
Chi-Square 21.511 27.080 26.440
df 5 5 5
Asymp. Sig. .001 .000 .000

a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable: kelompok

Tes Mann Whitney kadar glukosa puasa, insulin dan HOMA-IR

Kadar glukosa darah puasa

DMDP16

(a) N8
N8
DM8
DMDPS8
N16
DM16
DMDP16

DM8 DMDP16
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- @ N8 DM8 DMDP8 N16 DM16 | DMDP16
= N8 0.117 0.347
—
T DMS8
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> N16
o
= DM16
e DMDP16

: signifikan, p < 0.05

Keterangan -
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S
o
< Lampiran 4. Ekspresi Il-18 dan IL-6 Jantung Tikus Sprague-Dawley
=
= Identitas IL-1B (pg/mL) | IL-6 (pg/mL)
g N8-1 555.74 574.36
s N8-2 491.11 505.84
8 N8-3 555.75 561.97
% N8-4 560.15 567.84
— N8-5 549.01 537.51
DM8-1 700.89 804.68
DM8-2 820.08 1277.55
DM8-3 1030.06 1586.58
DM8-4 787.21 912.60
DM8-5 961.41 1608.15
DMDPS8-1 724.61 772.89
DMDP8-2 774.15 897.21
DMDP8-3 880.58 972.53
DMDP8-4 752.55 819.87
DMDP8-5 770.66 876.64
N16-1 925.02 1039.41
N16-2 870.85 957.30
N16-3 845.86 920.88
N16-4 813.45 945.08
N16-5 738.36 869.91
DM16-1 1315.06 1236.15
DM16-2 1667.21 1902.69
DM16-3 1372.59 1625.86
DM16-4 1115.69 1718.03
DM16-5 1398.15 1654.89
DMDP16-1 931.58 1036.40
DMDP16-2 979.07 1096.18
DMDP16-3 1125.23 1323.63
DMDP16-4 1166.58 1438.15
DMDP16-5 1166.84 2138.23
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Tes Normalitas Ekspresi IL-1f3 dan IL-6 periode perlakuan 8 minggu

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
IL1b .184 15 181 .942 15 402
IL6 .203 15 .098 .855 15 .020
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a. Lilliefors Significance Correction

Tes Homogenitas Ekspresi IL-1p dan IL-6 periode perlakuan 8 minggu

Test of Homogeneity of Variances

Levene Statistic dfl df2 Sig.
IL1b 6.532 2 12 .012
IL6 13.953 2 12 .001

Tes ANOVA Pengaruh Pemberian Darapladib selama 8 minggu pada ekspresi IL-13
dan IL-6 Jantung Tikus Sprague-Dawley model DMT2

ANOVA
Sum of Squares df Mean Square F Sig.

IL1b Between Groups 273136.940 2 136568.470 18.452 .000

Within Groups 88815.735 12 7401.311

Total 361952.675 14
IL6 Between Groups 1186990.619 2 593495.310 12.277 .001

Within Groups 580103.229 12 48341.936

Total 1767093.848 14

Tes Post Hoc Tukey Method

Multiple Comparisons

Mean Difference

<j: Dependent Variable (I) kelompok (J) kelompok (I-3) Std. Error Sig.

é IL1b Tukey HSD 1.00 3.00 -317.57740" 54.41070 .000
= 5.00 -238.15827" 54.41070 .002
3 3.00 1.00 317.57740" 54.41070 .000

§ 5.00 79.41913 54.41070 .344
o 5.00 1.00 238.15827" 54.41070 .002
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-
g 3.00 -79.41913 54.41070 .344
_£:'; IL6 Tukey HSD 1.00 3.00 -688.40640" 139.05673 .001
—
— 5.00 -318.32547 139.05673 .096
[—
o 3.00 1.00 688.40640" 139.05673 .001
—-—
- 5.00 370.08093 139.05673 .051
o
= 5.00 1.00 318.32547 139.05673 .096
3 3.00 -370.08093 139.05673 .051

Multiple Comparisons

95% Confidence Interval

Dependent Variable (I) kelompok (J) kelompok Lower Bound Upper Bound
IL1b Tukey HSD 1.00 3.00 -462.7377 -172.4171
5.00 -383.3186 -92.9979
3.00 1.00 172.4171 462.7377
5.00 -65.7412 224.5795
5.00 1.00 92.9979 383.3186
3.00 -224.5795 65.7412
IL6 Tukey HSD 1.00 3.00 -1059.3908 -317.4220
5.00 -689.3099 52.6589
3.00 1.00 317.4220 1059.3908
5.00 -.9035 741.0653
5.00 1.00 -52.6589 689.3099
3.00 -741.0653 .9035

Tes Normalitas Ekspresi IL-13 dan IL-6 periode perlakuan 16 minggu

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
IL1b .184 15 .181 .942 15 402
IL6 .203 15 .098 .855 15 .020

Tes Homogenitas Ekspresi IL-13 dan IL-6 periode perlakuan 16 minggu

g Test of Homogeneity of Variances
= Levene Statistic dfl df2 Sig.
% 3 IL1b 1.408 2 12 282
> é IL6 2.433 2 12 130
==
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Tes ANOVA Pengaruh Pemberian Darapladib selama 16 minggu pada ekspresi IL-
1B dan IL-6 Jantung Tikus Sprague-Dawley model DMT2
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ANOVA
Sum of Squares df Mean Square F Sig.

IL1b Between Groups 730897.473 2 365448.737 8.465 .005

Within Groups 518081.331 12 43173.444

Total 1248978.804 14
IL6 Between Groups 1207023.444 2 603511.722 7.033 .010

Within Groups 1029674.788 12 85806.232

Total 2236698.232 14

Test Post Hoc Tukey Method

Multiple Comparisons

Mean Difference

Dependent Variable (I) kelompok (J) kelompok (I-J) Std. Error Sig.
IL1b Tukey HSD 2.00 4.00 -535.03160" 131.41300 .004
6.00 -335.15553 131.41300 .061
4.00 2.00 535.03160" 131.41300 .004
6.00 199.87606 131.41300 .316
6.00 2.00 335.15553 131.41300 .061
4.00 -199.87606 131.41300 .316
IL6 Tukey HSD 2.00 4.00 -681.00600" 185.26331 .008
6.00 -460.00260 185.26331 .069
4.00 2.00 681.00600" 185.26331 .008
6.00 221.00340 185.26331 479
6.00 2.00 460.00260 185.26331 .069
4.00 -221.00340 185.26331 479
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i
g Multiple Comparisons
- 95% Confidence Interval
i Dependent Variable (I) kelompok (J) kelompok Lower Bound Upper Bound
"5 IL1b Tukey HSD 2.00 4.00 -885.6236 -184.4396
E 6.00 -685.7475 15.4364
CC:L 4.00 2.00 184.4396 885.6236
o 6.00 -150.7159 550.4680
6.00 2.00 -15.4364 685.7475
4.00 -550.4680 150.7159
IL6 Tukey HSD 2.00 4.00 -1175.2632 -186.7488
6.00 -954.2598 34.2546
4.00 2.00 186.7488 1175.2632
6.00 -273.2538 715.2606
6.00 2.00 -34.2546 954.2598
4.00 -715.2606 273.2538

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