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ABSTRACT 

Ketamine or ketamine Xylazine is often used as an anesthetic drug in animal studies of ischemic models. The neuroprotectant and neurotoxic effects of ketamine and ketamine xylazin in tBCCAO ischemia animal models are still debated. The p53 protein is a pro apoptotic factor involved in the cellular mechanism of ischemia. The interaction of protein kinase 1 (DAPK 1) - p53 is an important point to determine whether cells will be necrosis or apoptosis in ischemic stroke. The purpose of this study was to determine whether there were differences in p53 protein expression in the rat brains of tBCCAO ischemic models after administration of ketamine and ketamine-xylazin. The design of this study was post test control group design. The subjects of the adult male wistar rats were divided into 3 groups: Group 1 sham operated 1 with ketamine, group 2 sham operated 2 with ketamine-xylazin, group 3 models of tBCCAO ischemia with ketamine, and group 4 models of tBCCAO ischemia with ketamine-xylazin. Ketamine dose 75mg / kgBW and xylazin dose 8 mg / kgBB. Expression of p53 in rat brain was assessed semi-quantification with IHC staining using anti-p53 antibodies. P53 expression will appear brownish in the forebrain pyramidal neuron cytoplasm. The method of measuring p53 expression uses the ALLRED score. Data analysis using one way ANOVA test. The conclusion of this study was that there was no difference in p53 expression in the brain of tBCCAO ischemic model after administration of Ketamine and Ketamine-Xylazin (p> 0.05).
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[bookmark: _GoBack]INTRODUCTION 
Penggunaan hewan coba model iskemia otak telah berkembang selama beberapa dekade. Salah satu model iskemia global adalah transient bilateral common carotid artery occlusion (tBCCAO). Model tBCCAO memiliki kelebihan dibandingkan model iskemia lainnya, yaitu angka mortalitas hewan coba yang lebih kecil jika dibandingkan dengan model iskemia otak focal (MCAO) (Kaya et al., 2016). Selain itu, model tBCCAO dapat digunakan untuk menggambarkan beberapa kondisi iskemia yang sering terjadi pada manusia, seperti iskemia akibat serangan jantung (Sanderson & Wider, 2013), stroke iskemia dengan atau tanpa kondisi penyerta diabetes, dan demensia vaskular (van der Spuy et al., 2015; Traystman, 2003; Kim et al., 2008; Wang et al., 2016; Barbhuiya et al., 2015). Mekanisme iskemia mencakup peristiwa nekrotik dan apoptosis. Ketidakseimbangan ion akibat iskemia akan menyebabkan depolarisasi neuron dan glia sehingga terjadi hipereksitabilitas reseptor NMDA (Fann et al., 2013; Mehta et al., 2007; Majid, 2014). 
Beberapa obat anestesi digunakan dalam teknik tBCCAO. Ketamin adalah obat anestesi yang sering digunakan dalam operasi. Ketamin merupakan a selective NMDA receptor inhibitor. Ketamin berfungsi menekan proses up-regulated NMDA receptor. Mekanisme ini akan menurunkan calcium influx dan mengurangi cedera otak (Zhang et al., 2007). Selain ketamin, beberapa penelitian juga menggunakan kombinasi ketamin dengan alpha-2 agonist yaitu xylazine (Damiani et al., 2015). Xylazine hydrochloride dapat berfungsi sebagai analgesik, sedatif, dan muscle relaxant (Gonca, 2015). Berdasarkan beberapa hasil penelitian sebelumnya diketahui bahwa fungsi neuroprotektan atau neurotoksik dari ketamine maupun ketamine xylazin masih diperdebatkan.
Mekanisme seluler apoptosis sel pasca iskemik serebral melibatkan faktor pro apoptosis yaitu P53. Pemberian pifithrin-alpha (PFTα), suatu inhibitor p53 memperlemah transport p53 nuclear dan DNA binding, terbukti memperkuat neuron dan meningkatkan kesembuhan pasca stroke. Interaksi protein kinase 1(DAPK1) - p53  merupakan titik penting untuk menentukan apakah sel akan mengalami nekrosis atau apoptosis pada kejadian stroke iskemik. DAPK1 berikatan dengan p53DM dan mengkatalisis pS23, dimana akan masuk ke dalam inti dan mengaktifkan ekspresi gen pro apoptosis. Sebaliknya, jika pS23 masuk ke mitokondrial dan berinteraksi dengan cyclophilin D maka sel akan menjadi nekrosis. Interaksi DAPK1 - p53 merupakan target intervensi untuk terapi stroke  (Pei et al., 2014).
Sampai saat ini diketahui apakah penggunaan ketamin dan kombinasi ketamin xylazin dapat mempengaruhi ekspresi protein p53 otak tikus model iskemia tBCCAO. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui apakah terdapat perbedaan ekspresi protein p53 otak tikus model iskemia tBCCAO pasca pemberian ketamin dan ketamin xylazin. 
 
MATERIALS AND METHOD 

Materials
	Subyek yaitu tikus jantan dewasa (Rattus norvegicus) galur Wistar yang memenuhi kriteria inklusi dan eksklusi. Kriteria inklusi yaitu tikus jantan yang sehat dan tidak cacat, berumur 3 bulan dengan berat badan  200-250 gram. Penentuan tikus sehat berdasarkan keadaan fisik tikus yaitu kondisi bulu yang bersih, tidak basah atau lengket, tikus aktif bergerak, makan, minum dan tidur sesuai siklus hidupnya. Kriteria eksklusi yaitu tikus yang sakit dan mati selama perjalanan penelitian. Jumlah subyek yang digunakan berdasarkan prinsip 3R yaitu 18 ekor tikus. Subjek dibagi menjadi 4 kelompok yaitu kelompok 1 merupakan kelompok sham operated 1 (tanpa tBCCAO) dengan anestesi ketamin, kelompok 2 merupakan kelompok sham operated 2 (tanpa tBCCAO) dengan anestesi ketamin – xylazin, kelompok 3 adalah kelompok perlakuan 1 (tBCCAO) dengan anestesi ketamin dan kelompok 4 adalah kelompok perlakuan 2 (tBCCAO) dengan anestesi ketamin-xylazin. Dosis ketamin 75 mg/kg (Alfamine 10%, Alfasan Int., Woerden, Netherlands), dan dosis xylazin 8 mg/kg (Alfazyne 2%, Alfasan Int., Woerden, Netherlands) i.m.
Methods

1. Adaptasi. Pada hari ke-1 sampai hari ke-7, hewan coba adapatasi di kandang. Satu kandang diisi oleh 2 tikus. Suhu dalam kandang diatur pada suhu kamar. Pencahayaan dalam kandang diatur dengan siklus terang gelap selama 12 jam. Siklus terang dimulai pukul 06.00 WIB dan siklus gelap dimulai pukul 18.00 WIB. Pelet diberikan setiap hari pada pagi hari pukul 06.00 WIB. Air minum diberikan secara ad libitum. 
2. Induksi tBCCAO. Prosedur melakukan tindakan tBCCAO berdasarkan prosedur yang telah dilakukan sebelumnya (Handayani et al., 2018; Handayani et al., 2016). Tikus dianestesi dengan ketamin. Dosis ketamin atau ketamin xylazin. Tikus diletakkan di platform steril Digital Jumbo Hotplate (LHT-2030D). Suhu rektal tikus dipertahankan pada temperatur 37 ± 1°C. Desinfeksi bagian leher depan tikus dengan menggunakan larutan betadin. Insisi dilakukan secara vertikal pada bagian median leher anterior tikus. Arteri carotis comunis bilateral dieksplorasi dengan teknik diseksi tumpul tanpa memotong glandula submandibularis dan nervus phrenicus. Jika arteri karotis komunis telah tampak maka dilakukan ligasi arteri karotis komunis dengan menggunakan micro vascular clamp (Serrefine Small Curved. Q1Y:01No) selama 5, 10 dan 20 menit. Jika ligasi telah selesai maka diberikan terapi analgetik yaitu bupivacain 0,25% dosis 0,1 mL lokal. Frekuensi pemberian satu kali/hari. Bekas insisi dijahit kembali dengan menggunakan benang silk. Daerah disekitar insisi didisinfeksi menggunakan betadin. Pada hari ke- 8, Kelompok shame mendapatkan perlakuan operasi yang sama dengan kelompok kontrol dan perlakuan tanpa dilakukan ligasi arteri karotis komunis bilateral.
3. Eutanasia dan Pengumpulan Jaringan Otak. Eutanasia dilakukan pasca reperfusi 24 jam, dengan teknik perfusi transkardial. Tikus dianestesi menggunakan ketamin dosis 80-100 mg/kgBB im. Insisi linea mediana pada dinding abdomen dilakukan setelah tikus masuk dalam fase anestesi dalam, dilanjutkan insisi sepanjang linea axilaris sampai dinding thoraks terbuka dan jantung terlihat. Ventrikel kiri jantung diinsisi kemudian kanula dimasukkan sampai mencapai aorta ascenden. Kanula difiksasi dengan penjepit arteri. Insisi atrium kanan untuk mengeluarkan darah. Cairan perfusi NaCl dialirkan melalui kanula. Agar otak mendapatkan perfusi sepenuhnya maka dilakukan jepitan pada aorta decendens. Perfusi dilanjutkan sampai darah yang keluar melalui atrium kanan tampak jernih dan arteri mamaria interna di sekitar sternum tampak putih karena terisi cairan jernih. Dekapitasi dilakukan setelah perfusi transkardial sempurna, kemudian jaringan otak diambil (Handayani et al., 2018).
4. Pembuatan Preparat Histologis. Blok parafin jaringan otak bagian  depan disayat setebal 5 μm dengan menggunakan rotary microtome. Diambil satu sayatan, kemudian dilakukan pewarnaan IHC (imunohistokimia) dengan antibody anti-p53 (Catalog No.: FNab06083). Pewarnaan IHC dimulai dengan deparafinisasi menggunakan xylol dan alkohol dengan konsentrasi menurun. Jaringan selanjutnya diinkubasi dengan H2O2 3% dalam 10% methanol selama 20 menit, kemudian dicuci dengan menggunakan akuades tiga kali dan PBS tiga kali. Selanjutnya dilakukan antigen retrieval dengan buffer sitrat pH 6 di dalam microwave. Irisan dipanaskan dalam temperatur tinggi (100⁰C) selama 10 menit kemudian dilanjutkan dengan temperatur sedang-rendah selama 20 menit. Setelah itu irisan didinginkan dan dicuci kembali sebanyak tiga kali menggunakan PBS. Irisan kemudian diblocking dengan protein background snipper dalam waktu 10 menit lalu ditetesi antibodi (Ab) primer dan diinkubasi selama satu malam dengan suhu 4oC sebelum dicuci kembali sebanyak tiga kali dengan PBS. Setelah itu irisan diinkubasi dengan Trekki Universal Link selama 10 menit dan dicuci kembali dengan PBS sebanyak tiga kali. Kemudian dilakukan inkubasi dengan horseradish peroxidase conjugated Streptavidin (kompleks SA-HRP) selama 10 menit dan dicuci kembali dalam PBS sebanyak tiga kali. Pengenalan sel yang terlabel p53 dilakukan dengan 3,3’-diaminobenzidin (1:100) selama lima menit. Jaringan selanjutnya dicuci sebanyak lima kali menggunakan akuades dan dilanjutkan counterstained dengan hematoxylin meyers selama satu menit, kemudian cuci dengan air mengalir selama dua menit. Selanjutnya dilakukan dehidrasi menggunakan etanol bertingkat yaitu 70%, 80%, 90%, 95%, dan 100% masing-masing selama satu menit. Kemudian dibersihkan dengan xylene dan dicoverslip dengan canada balsam.
5. Pengamatan preparat histologis. Pengamatan preparat histologis menggunakan perbesaran 1000x pada mikroskop cahaya Olympus CX21 dengan kamera optilab yang terhubung pada komputer. Komputer yang terhubung dengan mikroskop memiliki software optilab viewer untuk merekam gambar. Ekspresi protein p53 adalah semi kuantifikasi p53 yang terekspresikan pada neuron pyramidal Forebrain dengan pewarnaan IHC menggunakan antibody anti p53. Ekspresi p53 akan tampak pada sitoplasma neuron. Sitoplasma neuron akan berwarna kecoklatan. Ekspresi p53 dinilai menggunakan Allred scoring yang mempertimbangkan proporsi sel positif dalam skala 0-5 dan intensitas warna dalam skala 0-3. Hasil penilaian dari kedua parameter itu akan dijumlah untuk menginterpretasikan ekspresi p53. Jika didapatkan hasil penjumlahan 0-2 maka ekspresi p53 dianggap negatif, sedangkan hasil penjumlahan 3-8 maka ekspresi p53 dianggap positif. Penelitian ini menerapkan system blinding dimana masing masing subyek ditandai dengan kode khusus oleh peneliti ketujuh. Pengerjaan induksi iskemia, proses dekapitasi, proses pembuatan blok sampai pewarnaan IHC dilakukan oleh peneliti ketujuh. Pengambilan foto dan analisis Skor ALLRED dilakukan oleh peneliti ketiga dan keempat dimana para peneliti tersebut tidak mengetahui kode tikus. Analisis statistika dilakukan bersama oleh para peneliti dimana kode subyek sudah diketahui jenis kelompoknya. Prinsip blinding ini dilakukan untuk meminimalisir bias penelitian. 
6. Uji kelayakan etik. Penelitian ini telah mendapatkan persetujuan dari Komite Etik Fakultas Kedokteran Universitas Islam Indonesia dengan nomor surat 08/Ka.Kom.Et/70/KE/XI/2017.
7. Data Analysis. Uji normalitas data menggunakan uji shapiro-wilk. Perbedaan ekspresi p53 antar kelompok diuji dengan uji statistik Analyze of Varian atau ANOVA.  Jika hasil analisis data yang didapatkan signifikan (p<0,05) maka dilanjutkan dengan post-hoc test.

RESULT AND DISCUSSION
Hasil pengamatan ekspresi protein p53 dapat diamati pada gambar 1 dan tabel 1 berikut.
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Gambar 1. Hasil pengamatan sel neuron dengan perbesaran 1000x (A) Kelompok 1 (B) Kelompok 2 (C) Kelompok 3 (D) Kelompok 4.





Tabel 1. Rerata skor ALLRED

	Kelompok
	Rerata
	SD
	Nilai p

	1
	4.735
	0.13
	


    0,269

	2
	4.750
	0.20
	

	3
	4.922
	0.08
	

	4
	4.945
	0.33
	



Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa obat anestesi ketamin maupun kombinasi ketamin xylazin tidak memiliki perbedaan ekspresi p53 pada otak tikus model iskemia tBCCAO (p>0,05). Hasil penelitian ini juga menunjukkan bahwa penggunaan ketamin dosis 75 mg/kgBB maupun kombinasi ketamin dengan xylazine dosis 8 mg/kgBB tersebut dapat menginduksi ekspresi protein p53 otak tikus normal.
Pada kelompok tikus yang diinduksi iskemia tBCCAO tidak terdapat perbedaan ekspresi p53 antara kelompok yang mendapatkan anestesi ketamin dengan kelompok ketamin xylazin. Hasil penelitian ini mendukung penelitian  yang dilakukan oleh Linou et al. (2015) dimana  membandingkan anestesi isofluran dan ketamin-xylazin (dosis ketamin 100 mg/kgBB ip dan xylazin 10 mg/kgBB ip) pada mencit model iskemia pMCAO. Hasil penelitian tersebut menunjukkan bahwa tidak terdapat perbedaan jumlah neuron yang mengalami apoptosis pasca pemberian isofluran dan ketamin xylazin pada mencit yang mengalami iskemia otak. Isofluran  dan ketamin memiliki sifat yang sama yaitu sebagai antagonis reseptor glutamat NMDA (Linou et al., 2015).  
Beberapa penelitian menunjukkan bahwa ketamin bisa bersifat sebagai neuroprotektan. Pada dosis tertentu maka ketamin dapat berfungsi sebagai pelindung saraf pada hewan coba model iskemia. Zang et al. (2007) menyebutkan bahwa pemberian ketamin dosis 50 mg/kgBB pada tikus model iskemia BCCAO akan melindungi korteks cerebri (Zhang et al., 2007). Pemberian ketamin dosis 3 mg/kgBB pada fetus hewan coba yang diinduksi hipoksia dapat melindungi cortex frontalis fetus tersebut (Rabaglino et al., 2016). Hal ini sesuai dengan hasil penelitian ini dimana tidak terdapat perbedaan ekspresi p53 antara kelompok tikus tBCCAO dengan kelompok sham operated yang hanya mendapatkan anestesi ketamin. 
Sebaliknya, selain menimbulkan efek neuroprotektan maka ketamin dapat menginduksi apoptosis neuron. Menurut Yan et al. (2014), ketamin dapat menyebabkan apoptosis neuron hippocampus neonatus apabila proses pemberian dilakukan secara berulang selama tiga hari. Ketamin meningkatkan produksi ROS, HIF-1α (Hypoxia in ducible factor-1 subunit α), bax dan ekspresi p53 neuron hippocampus neonatal. 
Ketamin dapat meningkatkan kadar bax, menginduksi up regulation reseptor NMDA, meningkatkan pembentukan ROS dan senyawa 8-oxoguanine sehingga terjadi kerusakan neuron (Liu et al., 2013; Engelhard et al, 2003). 
Damiani et al. (2015) menyebutkan bahwa dosis tinggi ketamin 140 mg/kg BB dapat menyebabkan genotoksisitas di sel darah dan cortex otak mencit. Kerusakan DNA tersebut terus berlangsung selama 24 jam pasca pemberian anestesi ketamin (Damiani et al., 2015). 
Ekspresi p53 pada kelompok sham ketamin xylazin menunjukkan bahwa obat tersebut dapat menginduksi apoptosis. Hal ini dimungkinkan adanya penurunan aliran darah otak pada pemberian ketamin xylazin sehingga terjadi iskemia pada kelompok sham. Prando et al. (2019) menyebutkan bahwa ketamin xylazin dapat menurunkan metabolisme glukosa otak. 
Sebaliknya, pada kelompok tikus model iskemia tBCCAO, pemberian anestesi ketamin Xylazin dapat menimbulkan respon protektif karena tidak terdapat perbedaan ekspresi p53 antara kelompok sham ketamin xylazin dan kelompok model iskemia tBCCAO ketamin xylazin. Hasil penelitian sebelumnya menyebutkan bahwa anestesi ketamin-xylazin dosis 70 mg/kgBB (ketamin) dan 6 mg/kgBB (xylazin) menunjukkan adanya efek inhibisi pada senyama inflamatorik iNOS (inducible nitric oxide synthase) sehingga memiliki respon protektif terhadap sel-sel yang mengalami hipoksia (Helmer et al., 2003). Hasil yang berbeda ditunjukkan oleh penelitian Lei et al. (2001), pemberian anestesi ketamin-xylazin pada tikus menyebabkan penurunan aliran darah korteks serebri. Sebaliknya, pemberian ketamin 50 mg/kgBB tanpa kombinasi xylazin tidak menunjukkan ada perubahan yang signifikan pada aliran darah otak (Lei et al., 2001). 
Berdasarkan hasil penelitian ini dan beberapa penelitian sebelumnya maka efek ketamin maupun ketamin xylazin dipengaruhi oleh beberapa kondisi, salah satunya adalah dosis pemberian, frekuensi pemberian, serta kondisi khusus hewan coba seperti janin dan hipoksia.


CONCLUSION
	Tidak ada perbedaan ekspresi protein p53 otak tikus model iskemia tBCCAO pasca pemberian obat anestesi Ketamin dan Ketamin-Xylazin
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