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ABSTRAK

Latar belakang

Tujuan utama dari perawatan luka adalah penyembuhan luka yang cepat dengan fungsi dan estetik yang
memuaskan. Vascular endothelial growth factor (VEGF) dalam penyembuhan luka superfisial kulit memacu
angiogenesis melalui promosi sel endotel. Asam hialuronat adalah salah satu komponen penting dari matriks
ekstrasel yang memainkan peran utama dalam morfogenesis jaringan, migrasi sel, diferensiasi dan adhesi.
Tujuan penelitian ini untuk mengevaluasi pengaruh hialuronat LMW pada ekspresi VEGF dalam penyembuhan
luka yang dirawat dengan amnion freeze-dried.

Metode

32 ekor tikus putih galur Wistar jantan dibagi dalam 2 kelompok kontol dan perlakuan, kemudian dibuat luka
superfisial pada masing-masing punggung tikus. Kelompok kontrol diterapi dengan amnion freeze-dried,
sedangkan kelompok perlakuan diberikan hialuronat LMW 1% dan amnion freeze-dried. Setiap kelompok dibagi
menjadi 2 sub kelompok, masing-masing terdiri dari 8 ekor tikus, determinasi pada hari ke-3 dan ke-7. Evaluasi
histology dilakukan untuk menentukan adanya pembuluh darah baru dan ekspresi VEGF sel endotel pembuluh
darah.

Hasil

Terdapat perbedaan jumlah pembuluh darah dan perbedaan ekspresi VEGF sel endotel pembuluh darah di
antara kelompok yang diterapi dengan amnion freeze-dried dan kelompok yang diterapi amnion freeze-dried
dengan tambahan hialuronat LMW.

Kesimpulan

Penambahan hialuronat LMW memberikan efek yang menguntungkan pada penyembuhan luka superficial tikus
putih jantan yang dirawat dengan amnion freeze-dried.

Kata kunci : Amnion freeze-dried, hialuronat LMW, ekspresi VEGF.

ABSTRACT

Background

The main goal of wound care is the rapid wound closure with satisfactory function and esthetics. Vascular
endothelial growth factor (VEGF) in wound healing provokes dermal angiogenesis through promotion of
endothelial cell. Hyaluronic acic (HA) is one of the essential components of extracellular matrix, which plays a
predominant role in tissue morphogenesis, cell migration, differentiation and adhesion. This study was to
evaluate the effect of Low Molecular Weight Hyaluronate on expression of VEGF in wound healing was treated
by amnion preserved.

Methods

Thirty-two wistar rats were divided into 2 groups and then superficial-thickness excisional wounds were created
along their backs. One was treated by freeze-dried amnion and 1% Low Molecular Weight Hyaluronate and the
other was treated by freeze dried amnion as control group. Each of the groups was divided into 2 sub groups.
Each of the sub groups composed of 8 wistar rats based on the periode of termination: 34 7 day after
wounded. Histological evaluation was done to determine the presence of new small blood vessel and
expression of VEGF of capillary endothelial cells.

Results

Combination of freeze-dried amnion and low molecular weight hyaluronate on superficial-thickness excisional
wounds improved wound healing characterized by neovascularization formed and changed of expression of
VEGF within cytoplasm or surface of endothel cells.

Conclusion

LMW Hyaluronate was promote supporting efect in repairment of superficial wound in male Wistar rats which
was treated with freeze-dried amnion.

Key words : Amnion freeze dried, hialuronat LMW, VEGF expression.
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PENDAHULUAN

Setiap tahun di Amerika Serikat lebih dari 1,25
juta orang mengalami luka bakar, dan 6,5 juta
orang menderita luka ulserasi kronik akibat
penekanan, stasis vena, atau diabetes mellitus™.
Tujuan utama dari perawatan luka adalah
penutupan luka yang cepat dengan fungsi dan
estetik yang memuaskan. Luka superfisial yang
tidak mencapai seluruh ketebalan epidermis
sering dijumpai dalam perawatan kasus bedah,
terutama pada luka excoriasi, luka bakar derajat
Il superfisial dan luka pada donor Split
Thickness Skin Graft." Amnion yang dipreser-
vasi secara freeze-dried memang praktis
digunakan, akan tetapi kadar growth factor yang
ada didalamnya mengalami penurunan yang
cukup signifikan.?” Amnion segar sebagai
biological dressing mempunyai efek anti-
bakterial, anti nyeri dan mengandung growth
factor yang memacu penyembuhan luka.®**

Asam hialuronik  (hialuronan atau
hialuronat) merupakan komponen glikosamino-
glikan dalam matriks ekstrasel, dihasilkan oleh
sel fibroblast.’ Hialuronat terdiri atas dua
kelompok yakni High Molecular Weight Hyaluro-
nate atau Hialuronat Makromolekul (HAM) dan
hasil degradasinya yang berupa Low Molecular
Weight Hyaluronate (Hialuronat LMW). Pada
tipe LMW terbukti berperan memacu angio-
genesis, mitosis dan miqrasi sel keratinosit
fibroblas dan sel endothel.™

Vascular endothelial growth factor
(VEGF) adalah glikoprotein yang berfungsi
meningkatkan proliferasi, migrasi, survival pada
sel endotel serta meningkatkan permeabilitas
kapiler. VEGF merupakan sinyal kunci yang
digunakan oleh sel yang hipoksia untuk memicu
pertumbuhan pembuluh darah.*

Penggunaan membran amnion freeze-
dried dan hialuronat LMW diharapkan saling
menunjang dalam penyembuhan luka superfisial
kulit. Apakah penggunaan membrane amnion
freeze-dried dan hialuronat LMW dapat memicu
angiogenesis yang ditandai dengan peningkatan
jumlah pembuluh darah dan ekspresi VEGF
pada proses penyembuhan luka superfisial kulit?

38

preriapPatologi

METODE PENELITIAN

Penelitian ini adalah penelitian eksperimental
laboratorium mengunakan post test only control
group design, di Laboratorium Biokimia dan
Laboratoium Patologi Anatomik Fakultas Kedok-
teran Universitas Airlangga pada bulan Januari
2012. Unit eksperimen adalah tikus putih (Rattus
novergicus strain Wistar) jantan yang terdapat di
unit hewan coba Laboratorium Biokimia Fakultas
Kedokteran Universitas Airlangga, yang berumur
40-60 hari dengan berat badan 200-300 gram.
Rando-misasi secara simple random dalam
kelompok kontrol dan kelompok perlakuan,
masing-masing 8 ekor tikus untuk 4 kelompok
pengamatan pada hari ke-3 dan ke-7.

Luka superfisial pada punggung dibuat
dengan cara eksisi tangensial sampai tampak
adanya bintik-bintik perdarahan atau lapisan
dermis yang mengkilap. Kelompok kontrol luka
ditutup dengan amnion freeze-dried, sedangkan
pada kelompok perlakuan diolesi dengan
hialuronat LMW 1% dan ditutup dengan amnion
freeze-dried.

Parameter yang diamati adalah jumlah
pembuluh darah baru dan ekspresi VEGF sel
endotel pada area perlukaan. Pemeriksaan
jumlah pembuluh darah adalah dengan peng-
hitungan rata-rata jumlah pembuluh darah baru
dengan Ilumen yang mengandung eritrosit
secara mikroskopik dengan pembesaran 400x
pada 5 lapangan pandang pada sediaan luka
superfisial yang diwarnai dengan HE. Ekspresi
VEGF endotel adalah dengan menghitung rata-
rata jumlah sel endotel pembuluh darah kapiler
dengan lumen yang mengandung eritrosit yang
mengekspresikan VEGF secara mikroskopis
dengan pembesaran 400x pada 3 lapangan
pandang secara acak. Pewarnaan VEGF
(Boster Biological Tech.LTD® 1:200) dilakukan
dengan teknik imunohistokimia pada sediaan
blok parafin. Hasil parameter diolah secara
statistik dengan uji Independent t-test.

HASIL

Hasil penghitungan jumah pembuluh darah
terlihat pada tabel di bawah ini:

[T No. 1, Januari 2013



PENELITIAN

Pengaruh Pemberian Topikal Low Molecular Weight Hyaluronate

Ferdinant Martinus Djawa, Imam Susilo

preriapPatologi

Tabel 1. Jumlah pembuluh darah pada hari ke-3 dan hari ke-7 pada luka superfisial kulit tikus kelompok kontrol dan

perlakuan.
Hari ke-3 Hari ke-7
Kelompok n X SD Min-Maks X2 SD Min-Maks Independent t-test
Kontrol 8 15,58 + 1,98 13,2-18,4 21,58 + 4,83 16,0-30,4 t=-3,253 p=0,006*
Perlakuan 8 24,58 + 4,82 18,6-31,6 15,90 + 3,21 11,4-20,4 t=4,239 p=0,001*
Independent t-test 1=-4,887 t=2,770
p=0,000* p=0,015*

Keterangan : * signifikan pada =0,05

Pada Tabel 1, menunjukkan data mempunyai
distribusi normal pada kedua kelompok peng-
amatan dengan uji Kolmogorov-Smirnov. Terli-
hat bahwa rata-rata jumlah pembuluh darah
pada hari ke-3 untuk kelompok perlakuan lebih
banyak dari pada kelompok kontrol. Jumlah
pembuluh darah antara kelompok kontrol dan
kelompok perlakuan pada hari ke-3 dilakukan uiji
independent sample t-test variansi homogen,
nilai p=0,000 (p<0,05) menunjukkan perbedaan
yang bermakna. Sedangkan jumlah pembuluh
darah pada hari ke-7, terlihat bahwa rata-rata
jumlah pembuluh darah kelompok perlakuan
lebih sedikit dari pada kelompok kontrol. Dengan
uji independent sample t-test variansi homogen,
nilai p=0,015 (p<0,05) menunjukkan perbedaan
yang bermakna. Jumlah pembuluh darah antara
kelompok kontrol dan kelompok perlakuan hari
ke-3 dan ke-7, dengan uji independent t-test
pada kelompok kontrol nilai p=0,006 (p<0,05)
dan pada kelompok perlakuan nilai p= 0,001
(p<0,05) menunjukkan perubahan yang ber-
makna.
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Gambar 1. Jumlah pembuluh darah pada hari ke-3
dan hari ke-7 pada luka superfisial kulit tikus
kelompok kontrol dan perlakuan.
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Gambar 2. Pembuluh darah (tanda panah) pada hari
ke-7. (A,C) Kelompok kontrol (B,D) Kelompok perla-
kuan (X40)

Dari diagram dan gambar di atas, tampak jumlah
pembuluh darah pada kelompok kontrol
meningkat dari hari ke-3 (Gbr. A) dibandingkan
pada hari ke-7 (Gbr. C), sedangkan pada
kelompok perlakuan terlihat penurunan jumlah
pembuluh darah pada hari ke-3 (Gbr. B)
dibandingkan pada hari ke-7 (Gbr. D).

Ekspresi VEGF Sel Endotel

Hasil penghitungan jumah pembuluh darah
terlihat pada tabel di bawah ini :
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Tabel 2. Ekspresi VEGF sel endotel hari ke-3 dan hari ke-7 pada luka superfisial kulit tikus kelompok kontrol dan

perlakuan
Hari ke-3 Hari ke-7
Kelompok N X2 SD Min-Maks X2 SD Min-Maks Independent t-test
Kontrol 8 6,91+1,12 5,33-8,33 7,66 + 0,80 6,66-8,66 t=-1,538 p=0,146
Perlakuan 8 9,50+ 1,61 8,00-13,33 2,33+0,50 1,66-3,33 t=11,997 p=0,000*
Independent t-test t=3,718 t=16,020
p=0,002* p=0,000*

Pada tabel 2, menunjukkan data mempunyai
distribusi normal pada kedua kelompok
pengamatan dengan uji Kolmogorov-Smirnov.
Terlihat bahwa rata-rata jumlah ekspresi VEGF
endotel pada hari ke-3 untuk kelompok
perlakuan lebih banyak dari pada kelompok
kontrol, dengan uji independent sample t-test
variansi  homogen, nilai p=0,002 (p<0,05)
menunjukkan perbedaan yang bermakna.
Sedangkan jumlah ekspresi VEGF endotel pada
hari ke-7, terlihat bahwa rata-rata jumlah
ekspresi VEGF endotel kelompok kontrol lebih
banyak dari pada kelompok perlakuan. Dengan
uji independent sample t-test variansi homogen,
nilai p=0,000 (p<0,05) menunjukkan terdapat
perbedaan yang bermakna. Perubahan jumlah
ekspresi VEGF sel endotel antara kelompok
kontrol dan kelompok perlakuan hari ke-3 dan
hari ke-7, dengan uji independent t-test pada
kelompok kontrol nilai p=0,146 (p>0,05) menun-
jukkan perubahan yang tidak bermakna,
sedangkan pada kelompok perlakuan nilai
p=0,000 (p<0,05) menunjukkan perubahan yang
bermakna.
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Gambar 3. Jumlah Ekspresi VEGF dalam hari ke-3
dan hari ke-7 pada luka superfisial kulit tikus
kelompok kontrol dan perlakuan.
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Gambar 4. Ekspresi VEGF sel endotel (tanda panah)
hari ke-3 dan ke-7. (E,G) Kelompok kontrol. (F,H)
Kelompok perlakuan (X40)

Dari diagram di atas, tampak ekspresi VEGF sel
endotel pada kelompok kontrol sedikit meningkat
dari hari ke-3 (Gbr. E) dibanding pada hari ke-7
(Gbr. G), sedangkan pada kelompok perlakuan
terlihat penurunan ekspresi VEGF sel endotel
pada hari ke-3 (Gbr. F) dibanding pada hari ke-7
(Gbr. H).

DISKUSI
Penyembuhan luka merupakan proses interaktif
dinamis yang melibatkan sel-sel radang, matriks
ekstrasel, serta sel parenkim, berupa reaksi
inflamasi, proliferasi dan remodeling. Formasi
jaringan granulasi mulai terbentuk dalam 3-5
hari setelah terjadi luka.*®

Angiogenesis pada penyembuhan luka
dapat terjadi melalui migrasi, proliferasi dan
maturisasi dari sel endotel pembuluh darah yang
sudah ada, ataupun rekrutmen Endothelial
Progenitor Cells dari sumsum tulang ke jaringan.
Peristiva awal dalam proses angiogenesis
adalah migrasi yang terarah dari sel endotel,
yang mula-mula diinduksi oleh FGF1 (acidic
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FGF) atau FGF2 (basic FGF), kemudian bebe-
rapa molekul lainnya seperti VEGF, TGF-8,
angiogenin, angiotropin, angiopoetin-1, dan
thrombospondin. Tekanan O, yang rendah dan
peningkatan kadar asam laktat juga memacu
angiogenesis.’®> Setelah luka diisi dengan
jaringan granulasi yang baru, angiogenesis akan
berhenti dan banyak akan dihancurkan akibat
apoptosis yang mungkin diatur oleh berbagai
molekul matriks, seperti thrombospondin-1 dan
2, dan faktor angiogenesis, selperti angiostatin,
endostatin, dan angiopoetin-2.” West DC, Fan
TPD, 2001, mengatakan pemberian Hialuronat
LMW eksogen akan menyebabkan terjadinya
degradasi hialuronat makromolekul sebanding
dengan kenaikan kadar hialuronidase sehingga
onset angiogenesis lebih cepat pada terapi
dengan Hialuronat LMW.

Wolbank dkk, melakukan penelitian
untuk mengetahui faktor yang berperan dalam
angiogenesis pada membran amnion, mene-
mukan 14 faktor angiogenesis terdapat dalam
amnion yakni yang ditemukan dengan kadar
tinggi: Angiogenin, GRO, IL-6/8, TIMP 1,2,
MCP1, dan yang ditemukan dengan kadar
rendah: EGF, IFNy, IGF-1, leptin, RANTES,
TGFB1 dan thrombopoetin. Molekul asam hialu-
ronat banyak terikat pada reseptor permukaan
sel seperti CD44 dan RHAMM (receptor of HA-
mediated motility) yang memungkinkan asam
hialuronat menginisiasi transmisi sinyal men-
dukung proliferasi dan migrasi dari berbagai tipe
sel.™®® Pemberian hialuronat LMW terbukti
mempercepat onset dan laju degradasi HAM
yang paralel dengan terjadinya angiogenesis.
Degradasi HAM harus terjadi mendahului proses
vaskularisasi.” Hialuronat Makromolekul (HAM)
menghambat proliferasi dan migrasi endothel
dan dikatakan malah menyebabkan disrupsi
lapisan monolayer endothel yang baru terbentuk
pada konsentrasi yang fisiologis (> 100 ugr/ml).
Efek inhibisi tersebut menurun pada penurunan
ukuran berat molekul hialuronat.*®

Pengamatan dilakukan pada hari ke-3
karena efek angiogenesis dan proliferasi sel
keratinosit dari hialuronat LMW mulai prominen
setelah hari ke-2 dan ke-4 sedangkan hari ke-7
untuk melihat peristiwa angiogenesis setelah
terbentuk jaringan granulasi yang umumnya
terjadi pada hari ke-3 sampai hari ke-5. Pada
penelitian ini  pengamatan neovaskularisasi
dengan melihat jumlah pembuluh darah yang
mengandung eritrosit, dan ekspresi VEGF pada
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sel endotelnya dimana akan terlihat warna coklat
tua pada sitoplasma ataupun pada permukaan
sel.

Vascular endothelial growth factor
(VEGF) adalah glikoprotein yang berfungsi
meningkatkan proliferasi, migrasi, survival pada
sel endotel serta meningkatkan permeabilitas
kapiler, dimana akan mengikat 3 reseptor
transmembran tirosin kinase yang berbeda.
VEGFR-1 (Flt-1) dan VEGFR-2 (KDR) berlokasi
pada permukaan endotel pembuluh darah. KDR
adalah mediator penting utuk kemotaksis dan
proliferasi sel endotel in vitro dan juga induksi
diferensiasi endotel. Sedangkan Flt-1 dibutuh-
kan dalam organisasi dan mungkin juga dalam
mediasi permeabilitas pembuluh darah, ekspresi
MMP dalam sel-sel otot polos vaskuler, juga
menginduksi protein  anti-apoptosis. Dalam
penyembuhan luka, VEGF-A mempromosikan
peristiwa awal dalam angiogenesis, terutama
migrasi dan proliferasi sel endotel. Transkripsi
dan sekresi VEGF-A terjadi sepanjang pening-
katan VEGFR pada luka akut. Pada saat cedera
trombosit akan mengeluarkan VEGF-A, sedang-
kan oleh makrofag selama masa pemulihan di
samping merilis TNF-a yang menginduksi
ekspresi VEGF-A pada keratinosit dan fibro-
blast.”

Penelitian oleh Saputro DS dan Noer
MS pada luka bakar derajat Il superfisial
menunjukkan bahwa kecepatan epithelisasi oleh
amnion lebih unggul dibandin%kan terapi
konvensional menggunakan tulle.”® Talmi dkk
melakukan penelitian menggunakan membran
amnion segar untuk menutup luka operasi, luka
bakar, ulkus dan dikatakan bahwa membran
amnion bermanfaat sebagai biological dressing
yang memfasilitasi penyembuhan Iuka.® Gomes
dan Hamann juga menunjukkan bahwa
hialuronat mampu meningkatkan migrasi dan
proliferasi sel epithel invitro sehingga penutupan
luka terjadi lebih cepat.10 Ozgenel GY, 2004,
menemukan penggunaan amnion bersamaan
dengan hialuronat pada repair tendo mampu
mencegah dispersi yang cepat dari hialuronat.
Hal ini menyebabkan konsentrasi hialuronat
bertahan lebih lama pada luka sehingga kerja
hialuronat lebih efektif.

KESIMPULAN

Penambahan hialuronat LMW pada penggunaan
amnion freeze-dried sebagai dressing meng-
hasilkan onset yang lebih cepat pada angio-
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genesis dan maturasi pembuluh darah dimana
dapat terlihat pada penurunan jumlah pembuluh
darah dan ekspresi VEGF sel endotel kapiler
pembuluh darah.
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