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ABSTRAK

Fadhlullah Latama. Hubungan Antara Caspase 3 dan VEGF terhadap
Densitas Ganglion dan Densitas Fotoreseptor pada Lapisan Retina Tikus
Diabetes (dibimbing oleh Prof.dr. Budu, Ph.D, Sp.M(K), M.MedEd, Dr.
Upik A. Miskad, Ph.D, Sp.PA dan Dr.dr. Andi Alfian Zainuddin, M.KM)

Penelitian ini bertujuan untuk melihat hubungan antara Densitas ganglion
dan Densitas fotoreseptor yang dikorelasikan dengan ekspresi Caspase 3 dan
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) pada retina hewan coba tikus diabetes
dengan induksi menggunakan streptozotocin (STZ).

Penelitian dilakukan dengan mengobservasi 35 ekor tikus yang dibagi
kedalam tujuh kelompok dengan masing-masing kelompok terdiri dari 5 ekor,
dimana terdiri dari kelompok kontrol tanpa perlakuan, kelompok dengan induksi
STZ yang dilakukan sacrifice pada satu minggu setelah induksi hingga kelompok
enam minggu setelah induksi. Dari tiap subjek dilakukan enukleasi yang
selanjutnya akan dilakukan pemeriksaan imunohistokimia untuk mengevaluasi
densitas fotoreseptor, densitas ganglion, ekspresi VEGF dan ekspresi caspase 3.

Dari penelitian yang telah dilakukan 35 subjek, didapatkan hasil pada 28
subjek. Melalui evaluasi terhadap retina dengan variable densitas ganglion,
densitas fotoreseptor, ekspresi VEGF dan caspase 3 melalui histokimia pada
lapisan ganglion dan fotoreseptor, didapatkan penurunan Densitas fotoreseptor
yang signifikan menurun seiring dengan lama durasi diabetes.(549.20 vs 383.33
vs 389.00 vs 443.50 vs 506.50 vs 393.00, p<0.039). Perubahan densitas ganglion
ditemukan tidak signifikan p<0.112. Perbandingan ekspresi caspase 3 ganglion
dan fotoreseptor secara berurut p<0.001 dan p<0.001. Perbandingan ekspresi

VEGF pada ganglion dan fotoreseptor secara berurut p<0.001 dan p<0.001.
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Korelasi antara VEGF dan caspase 3 pada lapisan ganglion dan fotoreseptor
ditemukan tidak signifikan, dengan p<0.400 dan p<0.400.

Penurunan densitas fotoreseptor diobservasi dari kondisi tikus tanpa
diabetes hingga kelompok tikus diabetes dengan masa observasi yang lebih lama.
Didapatkan peningkatan dari VEGF dan Caspase 3 pada lapisan ganglion dan
fotoreseptor dari kondisi tanpa diabetes hingga kelompok dengan minggu
observasi yang lebih lama. Perubahan densitas ganglion ditemukan tidak
signifikan. Tidak ada korelasi antara ekspresi VEGF dan caspase 3 pada ganglion
dan fotoreseptor tikus diabetik.

Kata kunci : Tikus Diabetes, Densitas Ganglion, Denstias Fotoreseptor,

immunohistokimia, Vascular Endothelial Growth Factor , Caspase 3.



ABSTRACT

Fadhlullah Latama. Hubungan Antara Caspase 3 dan VEGF terhadap
Densitas Ganglion dan Densitas Fotoreseptor pada Lapisan Retina Tikus
Diabetes (dibimbing oleh Prof.dr. Budu, Ph.D, Sp.M(K), M.MedEd, Dr.
Upik A. Miskad, Ph.D, Sp.PA dan Dr.dr. Andi Alfian Zainuddin, M.KM)

Purpose: To determine the correlation between ganglion densitiy and
photoreceptor density towards Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)
expression and Caspase 3 espression in diabetic rat model which induced
with streptozotocin (STZ).

Method : Animal experiment, 35 subjects which divided into seven groups.
1 control group and 6 STZ induced diabetic group that had been sacrificed
each week, from the first week after being induced until sixth weeks. Every
subject had been enucleated and the retina underwent
immunohistochemistry examination to determine the ganglion density,
photoreceptor density, caspase 3 expression and VEGF expression.
Result : After performing all the procedure, we obtained 28 subjects from
the total 35 subjects. Photoreceptor and Ganglion density was observed.
Caspase 3 and VEGF expression was evaluated. Significant decreasing of
photoreceptor density .(549.20 vs 383.33 vs 389.00 vs 443.50 vs 506.50 vs
393.00, p<0.039). Ganglion density wasn'’t significant p<0.112. Expression
comparion between caspase 3 ganglion and caspase 3 photoreceptor

consecutively p<0.001 and p<0.001. Expression comparison between



VEGF ganglion and VEGF photoreceptor consecutively p<0.001 and
p<0.001. There was no correlation between VEGF and caspase 3 in
ganglion and photoreceptor consecutively p<0.400 and p<0.400.
Conclusion : Decreasing of photoreceptor density could be observed among
control and diabetic rat from the group of the first week until the longer
observation group. Increasing of VEGF and caspase 3 among ganglion and
photoreceptor could be observed among control and diabetic rat from the
group of the first week until the longer observation group. There was no
significant decreasing of ganglion cell layer in diabetic rat. There was no
correlation between VEGF and caspase 3 in diabetic rat.

Key words : Diabetic Rat, Ganglion Density, Photoreceptor Density,

Immunohistochemistry, Vascular Endothelial Growth Factor, Caspase 3.
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BAB 1
PENDAHULUAN

1. Latar Belakang

Pada kondisi Diabetes Melitus, hyperglycemia terjadi pada berbagai jaringan
yang dimana akan memicu terjadinya komplikasi pada DM melalui terbentuknya
reactive oxygen species (ROS), stress oksidatif dan berakibat pada kematian sel.
Retinopati diabetik adalah salah satu komplikasi kronis diabetes mellitus ,
merupakan salah satu penyebab gangguan kebutaan, termasuk pada usia produktif.
Sejak lama kelaina mikrovaskuler dinyatakan merupakan penyebab utama
kerusakan pada retina."-?

Pada studi berbasis populasi yang dipublikasi pada tahun 2004, dilaporkan
proporsi RD berkisar 4,8% secara global, merupakan peringkat kelima penyebab
kebutaan di dunia. Di Amerika Utara dan Australia kebutaan RD mencapai 17%
populasi, 15-17% di Eropa dan dinegara dimana katarak, glaukoma, dan kekeruhan
kornea masih merupakan penyebab utama kebutaan, kebutaan karena RD berkisar
3-7%.? Sebuah meta-analisis berdasarkan studi berbasis populasi yang dilakukan di
seluruh dunia dari tahun 1990 hingga 2010 memperkirakan bahwa 833.690 orang
mengalami kebutaan dan 3,7 juta mengalami kebutaan secara global pada 2010
karena RD. Angka tertinggi dari pasien diabetes yang mengalami kebutaan
didapatkan di Asia Selatan dengan angka 295.000; Afrika Utara / Timur Tengah,
sebanyak 108.000; Afrika sub-Sahara Timur sebanyak 50.000; dan Afrika sub-
Sahara Barat sebanyak 66.000. Sedang dan berat gangguan penglihatan karena RD
memengaruhi 3174 juta, dan jumlah terbesar mereka berada di Asia Selatan, 1450
juta, diikuti oleh Afrika Utara / Timur Tengah, 336.000; Asia Timur, 279.000;
Eropa Barat, 225.000; Sub-Sahara Barat Afrika, 193.000; Eropa Timur, 166.000;
Afrika sub-Sahara Timur, 128.000; dan Amerika Latin Tengah, 109.000. Prevalensi
kebutaan sedang dan berat karena RD pada rentang usia diatas 50 tahun adalah 1,9%
secara global dan tertinggi sebanyak 0,51% di Asia Selatan, 0,50% di Barat Afrika
sub-Sahara, 0,44% di Afrika Utara / Timur Tengah, 0,36% di Amerika selatan,
0,33% di Afrika sub-Sahara Tengah, 0,32% di Amerika Latin, 0,31% di Afrika sub-

Sahara Timur, dan 0,26% di Oceania.’



Vision threatening Diabetic Retinopathy (VTRD) adalah istilah yang
digunakan untuk kondisi proliferatif dengan tingkatan lebih dari 60 berdasarkan
skala EDTRS atau edema makula dalam berbagai tahapannya, dan kondisi tersebut
sangat penting untuk merencanakan manajemen dan tatalaksana jangka panjang
pada pasien demi menghindari kondisi kebutaan. Prevalensi dan faktor risiko
VTRD berdasarkan meta-analisis dari 38 studi berbasis populasi dari Australia,
Amerika Serikat, Eropa, dan Asia melibatkan 42.091 peserta dari 20 hingga 79
tahun dengan diabetes. Tidak ada perbedaan jenis kelamin yang dapat dilihat dalam
prevalensi VIRD yaitu 11,7%; dengan angka tertinggi pada populasi afrika amerika
sebesar 16,89%; diikuti oleh kaukasia sebesar 15,45%; dan hispanik sebesar 10,35,
dan terendah di Asia Selatan yaitu 5,2%. Durasi diabetes melitus (DM) dikaitkan
dengan prevalensi kebutaan yang meningkat pesat, dari 3,53% untuk DM kurang
dari 10 tahun, meningkat hingga 17,78% dalam periode 10-20 tahun dan mencapai
87% selama lebih dari 20 tahun.*°

RD telah lama dideskripsikan secara eksklusif sebagai penyakit
mikrovaskuler pada mata. Terjadi disfungsi endotel akibat berbagai proses biokimia
ditingkat endotel dan perisit yang menyebabkan reaksi inflamasi, apoptosis perisit,
oklusi vaskuler dan pelepasan berbagai mediator inflamasi dan faktor angiogenik
termasuk VEGF. Apoptosis adalah salah satu proses kematian sel. Karakteristik
apoptosis al terjadi perubahan morfologi sel dimana prosesnya membutuhkan
enzyme dan mediator tertentu. hasilnya hilangnya sel dengan kerusakan minimal
pada jaringan sekitar. Berkurangnya growth factor, dan stress intraseluler dapat
menginduksi apoptosis melalui instrinsic cell death pathway, sedangkan extrinsic
apoptosis diinisasi melalui kerusakan reseptor trans membrane. Kedua proses in
diregulasi oleh kelompok protein BCL-2, kelompok caspase, khususnya caspase 3
dan caspase 7 sebagai eksekutor dari suatu proses apoptosis. °

Enzim Caspase 3 adalah anggota dari famili caspase, famili endoprotease,
yang meregulasi inflamasi dan apoptosis. Caspase-3 dikenal sebagai caspase
eksekutor pada apoptosis karena peranannya dalam mengkoordinasi destruksi

struktur sel al fragmentasi DNA, degradasi protein sitoskeletal. ® "



Vascular endothelial growth factor (VEGF) diketahui faktor faktor proliferasi
endotel pembuluh darah, khususnya pada munculnya neovaskularisasi. Namun,
Bukti-bukti terakhir menunjukkan peran VEGF sebagai neuroprotector dan
neurotropik pada retina, namun proses seluler yang terjadi masih belum jelas.
Diduga bahwa apabila terjadi apoptosis, maka Sel Ganglion Retina akan
mengekspresikan VEGF untuk menghambat proses apoptosis tersebut. *

Dalam beberapa tahun terakhir, semakin berkembang pemahaman yang
difokuskan pada degenerasi neuroretinal terhadap patogenesis penyakit. Beberapa
studi mendukung teori bahwa pada fase awal RD sudah terjadi gangguan neuron
retina yang memicu apoptosis sel retina terutama ganglion disertai meningkatnya
mediator neuron protektor seperti VEGF yang justru memicu berkembangnya
kelainan mikrovaskuler yang akan diikuti manifestasi klinik di retina. Mediator
yang terlibat dalam hubungan antara neurodegenerasi dan perubahan vaskular
belum diidentifikasi. Faktor pertumbuhan endotel vaskular (VEGF) bisa menjadi
penghubung terpenting antara kematian neuron retina dan terjadinya lesi
mikrovaskular. VEGF berperan penting sebagai neuroprotektif; Oleh karena itu
pada fase awal dimana diduga sudah terjadi pengaruh hiperglikemi lama yang
menimbulkan gannguan pada sel saraf termasuk di retina, terjadi peningkatan kadar
VEGF untuk mencegah terjadinya apoptosis. Namun peningkatan VEGF dalam
kurun waktu lama memicu perubahan vaskuler retina. °

Perubahan klinis yang ditunjukkan di pembuluh darah retina pada diabetes
telah menyebabkan asumsi umum bahwa retinopati adalah semata-mata penyakit
mikrovaskular. Namun demikian, diabetes juga dapat merusak sel-sel non-vaskular
retina, menghasilkan perubahan fungsi dan hilangnya sel-sel ganglion, sel-sel
horizontal, sel-sel amacrine dan fotoreseptor tanpa didahului kerusakan vaskuler.
Dengan demikian retinopati diabetik tidak hanya disebabkan oleh gangguan
mikrovaskuler, tetapi keadaan hiperglikemi dapat merusak sel saraf, termasuk sel
saraf retina. '°

Penurunan fungsi pada sel-sel retina dan degenerasi dari sel-sel tersebut
diteliti lebih dalam melalui berbagai model penelitian. Dari sejumlah sel yang

terdapat di retina, ganglion sel retina pada kondisi diabetes merupakan salah satu



yang pertama dievaluasi. Penelitian pada sel ganglion retina sudah dilakukan pada
1961 melalui pemeriksaan histologi dari sampel autopsi. Hingga saat ini berbagai
model evaluasi terhadap ganglion sel dapat dilakukan mulai dari hitung ganglion
sel retina pada sampel histologi, retrograde dye, hingga TUNEL. Berbagai studi
menunjukkan proses apoptosis dengan hasil penurunan densitas ganglion sebagai
tanda dari suatu degenerasi sel yang terjadi pada awal diabetes mellitus, bahkan
sebelum memasuki kondisi diabetik retinopati. *°
Pembuktian dari kondisi apoptosis yang terjadi pada retina telah mencapai
tahap eksperimen pada hewan. Penelitian eksperimen dengan menggunakan model
tikus dalam memahami proses apoptosis merupakan salah satu model penelitian
yang dapat memaparkan hal tersebut secara komprehensif. Salah satu cara yang
dapat digunakan yaitu dengan menggunakan streptozotocin yang diinjeksikan pada
hewan coba. Injeksi dengan streptozotocin dapat mengakibatkan kerusakan pada sel
beta pankreas sehingga dapat berujung pada hiperglikemi. Dengan cara tersebut,
dampak dari hiperglikemi pada tikus dapat dievaluasi, termasuk evaluasi terhadap
proses apoptosis yang terjadi. '+ 2
2. Rumusan Masalah
Berdasarkan uraian yang dipaparkan pada latar belakang masalah, dapat
dirumuskan pertanyaan penelitian sebagai berikut :
1. Apakah ada perbedaan densitas ganglion dan fotoreseptor retina pada tikus
diabetik?
2. Apakah terjadi peningkatan ekspresi dari caspase 3 dan VEGF pada retina
tikus diabetik?
3. Apakah terdapat korelasi antara ekspresi dari caspase 3 dan VEGF terhadap
densitas sel ganglion dan fotoreseptor pada tikus diabetik.
3. Tujuan Penelitian
3.1. Tujuan Umum
Untuk mengetahui ekspresi dari caspase 3 dan VEGF, dan
pengaruhnya terhadap densities sel ganglion dan fotoreseptor pada model tikus
diabetes.

3.2.  Tujuan Khusus



. Mengukur densitas sel ganglion dan sel fotoreseptor retina tikus diabetes dan

kontrol.

Mengukur ekspresi caspase 3 dan VEGF pada retina tikus diabetes dan kontrol.

. Melihat hubungan ekspresi caspase 3 dan VEGF dengan densitas sel ganglion

dan fotoreseptor retina pada tikus diabetes dan kontrol.

1.4. Hipotesis penelitian

1.
2.
3.

Terjadi peningkatan dari ekspresi caspase 3 pada retina tikus dengan diabetes.
Terjadi peningkatan ekspresi VEGF pada retina tikus diabetes.

Adanya pengaruh peningkatan ekspresi caspase 3 pada penipisan densitas
ganglion dan fotoreseptor.

Adanya pengaruh peningkatan ekspresi VEGF pada penipisan densitas ganglion
dan fotoreseptor.

Semakin lama progresifitas dari diabetes mellitus, makin meningkat ekspresi
dari caspase 3 dan VEGF , seiring dengan penipisan dari densitas sel ganglion

dan fotoreseptor.

1.5 . Manfaat Penelitian

. Diharapkan penelitian dapat memberikan informasi mengenai ekspresi dari caspase

3 yang terjadi pada awal kondisi diabetik.

. Diharapkan penelitian dapat memberikan informasi mengenai ekspresi dari VEGF

yang terjadi pada awal kondisi diabetik.

. Diharapkan penelitian dapat menunjukkan korelasi dari ekspresi VEGF dan caspase

3 terhadap densitas sel ganglion dan fotoreseptor.
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TINJAUAN PUSTAKA
I Diabetik Retinopati

Diabetik retinopati sejak abad ke 19 merupakan suatu komplikasi
dari diabetes mellitus yang ditandai dengan mikroaneurism, eksudat yang
progresif, perdarahan , dan pada akhirnya mengarah pada edema pada
makula, intraretinal microvascular abnormality, dilatasi vena retina dan
berujung pada tanda-tanda proliferatif yang signifikan pada retina.
Gambaran klinik yang secara signifikan ditemukan pada masa fase severe.
Hal tersebut melahirkan suatu protap penanganan yang terpusat pada fase
severe ataupun lebih buruk sebagai suatu intervensi dalam mencegah

kebutaan. ' %1

Beberapa dekade terakhir menunjukkan bahwa penurunan fungsi
penglihatan terjadi sebelum munculnya fase mild hingga moderate dari
diabetik retinopati. Gangguan penglihatan yang dapat muncul berupa
gangguan sensitivitas kontras dan gangguan lapangan pandang yang
mengakibatkan susahnya pasien pada kondisi tersebut untuk melakukan
aktivitas seperti menyetir, membaca ataupun melakukan aktivitas sehari-
hari. Hal tersebut memunculkan pertanyaan bahwa kerusakan pada retina

akibat diabetik retinopati terjadi pada fase yang lebih awal. '8

Berbagai gangguan penglihatan pada fase awal diabetik retinopati
melahirkan berbagai studi yang mencari lebih jauh awal dari kerusakan
fungsi penglihatan akibat diabetik retinopati. Studi-studi tersebut
mendapatkan hasil bahwa kerusakan sel retina pada diabetik retinopati
diakibatkan oleh berbagai proses yang kompleks, mulai dari apoptosis yang
diakibatkan oleh berbagai faktor intrinsik dan ekstrinsik, apoptonekrosis
yang dimana kematian sel terprogram namun menyerupai suatu proses

nekrosis dimediasi oleh receptor interacting kinase (RIP), kematian sel



karena proses autophagic, hingga pyroptosis yang merupakan suatu kondisi
baru yang menunjukkan keratin sel yang dimediasi oleh kematian sel,
dimana secara spesifik dependen terhadap caspase 1. '*-20-21-22
I1. Proses Apoptosis

Apoptosis secara umum diketahui merupakan suatu proses
kematian sel yang terprogram. Meskipun studi-studi yang telah dilakukan
matig belum memahami proses dari apoptosis tersebut secara menyeluruh,
namun studi-studi tersebut sedikit demi sedikit menjawab pertanyaan
terhadap berbagai penyakit yang masih memiliki prevalensi tinggi secara
global degeneratif, kanker, dan termasuk DM. 23,24

Wyllie et al pada tahun 1993 telah memaparkan bahwa kematian
sel akibat apoptosis membutuhkan sintesa protein yang diekspresikan oleh
sel yang mengalami degenerasi dan dapat dicegah oleh faktor-faktor yang
menginhibisi sintesa protein proapoptosis. ° Proses apoptosis sendiri dibagi
menjadi 2 berdasarkan faktor pemicunya, yaitu intrinsic pathway dan
extrinsic pathway. Intrinsic pathway atau yang biasa disebut juga dengan
mitochondrial pathway merupakan faktor yang disebabkan stress yang
berasal dari internal sel. Termasuk didalamnya kerusakan DNA akibat,
retikulum endoplasma, yang dimana mengaktivasi BH3 protein. Apabila
yang teraktivasi merupakan pro survival yang dimana salah satunya adalah
BCL-2, BCL-X, maka proses apoptosis tidak terjadi. Sebaliknya apabila
molekul pro apoptosis seperti BAX, BAK ikut teraktivasi maka proses

tersebut akan mengaktifasi sel mengarah ke kondisi jalur caspase. 20272

Extrinsic pathway juga menyebabkan apoptosis, yang dimana
disebabkan oleh stimulus external sel. Mitokondria yang mengaktivasi jalur
caspase belum tentu mengaktifkan kematian sel. Namun dengan bantuan
extrinsic pathway dimana diaktifasi oleh death receptor yang dimana

termasuk didalamnya adalah Fas, TNFR1. Oleh Itoth et al dipaparkan bahwa



ikatan pada agonis antibodi atau Fas/ Fas Ligand alami, beberapa protein

yang berikatan memicu apoptosis sel dan menginduksi apoptosis spesifik

pada reseptor Fas intraseluler. Kelompok dari reseptor tersebut bisa pula

diaktifkan oleh p53. 3%
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Gambar 1. Skema proses apoptosis dengan jalur intrinsik dan ekstrinsik yang mengarah

pada jalur caspase atau execution phase yang berujung pada kematian

sel.

Pada akhirnya intrinsic pathway dan extrinsic pathway akan mengarah

pada Execution phase atau suatu fase yang mewaili jalus caspase. Caspase

merupakan endoprotease yang bergantung pada residu sisten katalis yang

bertujuan untuk menghidrolisasi dari ikatan peptida. Berbagai jalur caspase masih

pada tahap studi dan pembagian kelompok caspase berdasarkan kemiripan dari

karakter tiap jalur tersebut. Namun begitu, secara garis besar, proses apoptosis

oleh jalur caspase mengaktifkan 2 proses, yaitu aktivasi nuklease yang merusak



nukleus sel, dan aktivasi protease yang merusak sitoplasma dan sitoskeleton yang
keduanya merupakan struktur penyokong dari sel. Kedua jalur tersebut akan

berujung pada kematian sel. 333343

I11. Caspase 3 sebagai eksekutor apoptosis

Pembuktian terbalik merupakan salah satu cara untuk mengetahui suatu
efek oksidatif stress yang dapat menyebabkan apoptosis. Evaluasi terhadap
subject yang melalui proses apoptosis yang dilakukan intervensi dengan
antioksidan telah banyak dilakukan. Pada tahun 2012, Soufi et al menggunakan
resveratrol, yaitu antioksidan yang banyak didapatkan dari nagger, pada studi
dengan kelompok intervensi dan kontrol berupa tikus dengan diabetes dengan
pemberian STZ dan evaluasi pada tikus normal. Dilakukan evaluasi 4 bulan
terhadap Nuclear Factor-KB dimana merupakan molekul pro apoptosis yang
meningkat tinggi pada tikus diabetes tanpa intervensi antioksidan, yang dimana
diikuti oleh peningkatan aktifitas apoptosis yang terjadi ditandai dengan penipisan
retina yang signifikan. Kumar et al pada tahun 2013 menggunakan konsep studi
yang sama dengan mengevaluasi pemberian hespertin sebagai antioksidan dan
dampaknya terhadap proses inflamasi dari stress oksidatif (TNF-A dan IL-1B)
yang berujung pada apoptosis (caspase 3 dan aquaporin 4) yang dievaluasi selama
24 minggu. Hasil dari studi tersebut menunjukkan parameter oksidatif stress yang
meningkat sebanyak 2 kali lipat pada kelompok kontrol dibandingkan kelompok
dengan intervensi. Molekul pro apoptosis (caspase 3 dan aquaporin 4) juga
meningkat secara signifikan pada kelompok tanpa intervensi. Ditahun yang sama,
silva et al juga melakukan studi terhadap subjek tikus diabetes pada kelompok
kontrol tanpa intervensi teh hijau dan epigallocatechin gallate, yang merupakan
antioksidan yang paling aktif yang terdapat pada teh hijau, yang kemudian
diberikan per oral dalam 12 minggu. Studi tersebut menunjukkan peningkatan
oksidatif retinal markers dan pada sampel in vitro ditemukan kerusakan yang

signifikan pada muller cell dan peningkatan pada glial fibrillary acidic protein



yang dimana ditemukan jauh lebih rendah pada kelompok subjek dengan

intervensi antioksidan?®-7-%-3-40
IV. VEGF pada kondisi diabetes.

Telah lama diketahui bahwa VEGF merupakan angiogenik, namun fungsi
utama VEGF yang lain adalah sebagai neuroprotektor. Meffert et al pada tahun
2002 melaporkan studi mengevaluasi efek dari VEGF pada hewan coba dan

didapatkan angka VEGF yang tinggi pada lapisan retina khususnya pada ganglion

sel selama proses pertumbuhan kembali dari retinal ganglion sel. *'**

Berbagai terapi saat ini berdasarkan pada peningkatan VEGF dan berbagai cara
untuk menekan jumlah VEGF. Namun Park et al pada tahun 2014 melakukan studi
yang mengevaluasi dampak dari injeksi anti VEGF pada tikus diabetik dengan
menggunakan metode imunohistokimia dan didapatkan bahwa retinal ganglion sel
mengalami apoptosis yang signifikan selama proses inhibisi dari VEGF, dimana
ditemukan hal yang bersifat novel bahwa sel amacrine juga mengalami apoptosis.
Hal tersebut menunjukkan bahwa inhibisi dari VEGF dapat meningkatkan apoptosis
pada lapisan retina dalam pada retina diabetes. Joachim et al pada tahun 2017 juga
mengevaluasi kondisi jangka panjang dari pemberian terapi anti VEGF ranibizumab
pada hewan coba dan ditemukan penurunan jumlah sel retinal ganglion yang
signifikan pada kelompok dengan intervensi ranibizumab melalui metode
imunohistokimia. Hal tersebut menunjukkan inhibisi masif dari VEGF dapat
memicu apoptosis dari sel syaraf retina. **4°

Hasil yang sama didapatkan oleh Shen et al pada tahun 2018 dengan
suatu proses neurodegeneratif dimana dilakukan pada subjek hewan coba dengan

kondisi ocular hypertensive glaucoma mengevaluasi pemberian VEGF yang

dapat memberikan fungsi neuroprotektif. Diadapatkan hasil bahwa apoptosis
ganglion cell terinhibisi secara signifikan dengan adanya VEGF. ***’

Dari berbagai penilitian dipaparkan mengenai apoptosis, bahwa
apoptosis terjadinya bahkan sebelum terjadinya gangguan vaskuler. Rossino et al

memaparkan dengan menunjukkan suatu hipotesis kondisi yang terjadi di retina
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selama diabetes dan mengarah ke RD. Hiperglikemia menginduksi perubahan
metabolik di retina, yang dipicu oleh stres oksidatif dan memicu inflamasi. Proses
oksidatif dan inflamasi menyebabkan kerusakan pada sel-sel neuron dan glial baik
secara langsung maupun tidak langsung dengan menginduksi perubahan dalam
produksi dan pelepasan faktor neurotrofik. Akibatnya, proses neurodegenerative
teraktivasi. Sebagai upaya proteksi, neuron yang mengalami neurodegeneratif
akan memicu produksi dan pelepasan VEGF, terutama oleh sel Muller, yang dapat
bertindak sebagai neuroprotektor, sehingga menangkal neurodegenerasi. Namun,
jika pada fase awal RD VEGF dapat bertindak sebagai faktor neuroprotektor,
pelepasannya yang berkepanjangan memicu kerusakan vaskular dan pada
akhirnya dapat memperberat inflamasi dan mengakibatkan kerusakan pada retina
oleh karena proliferasi pembuluh darah baru. Jika tidak ditangani dengan baik,
proses neurodegeneratif dan neovaskular berujung pada gangguan visual, yang

pada akhirnya menyebabkan kebutaan. %4
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Kurihara et al dalam studinya dapat menunjukkan bahwa kondisi
yang merusak disebabkan oleh VEGFA dalam sel epitel berpigmen (RPE)
pada retina tikus, yang mengatur homeostasis retina, dengan cepat
menyebabkan hilangnya penglihatan dan ablasi choriocapillaris, suplai
darah utama untuk retina luar dan sel fotoreseptor. Penghapusan VEGFA
ini juga menyebabkan disfungsi cepat sel kerucut fotoreseptor, sel-sel yang
bertanggung jawab untuk ketajaman visual dan penglihatan warna.
Selanjutnya, penghapusan Vegfa menunjukkan penurunan regulasi yang
signifikan dari beberapa gen angiogenik di kedua keadaan fisiologis dan
patologis, sedangkan penghapusan faktor transkripsional regulasi hulu tidak
mempengaruhi fisiologis ekspresi gen angiogenik. Hasil ini menunjukkan
bahwa VEGF endogen memberikan dukungan trofik kritis diperlukan untuk
fungsi retina. Faktor-faktor penargetan di hulu VEGF, seperti HIF, mungkin
bersifat terapi menguntungkan dibandingkan dengan antagonis VEGF yang
lebih kuat. '+

Berbagai teori yang berkembang mengenai VEGF juga terkait
dengan fungsi VEGF sebagai anti neurotoxic dan atau berkontribusi
terhadap neurotropik. Kerusakan-kerusakan yang terjadi pada kondisi
neurodegeneratif dapat terhambat dengan fungsi VEGF, yang dimana
ditemukan korelasinya terhadap ameloyd beta protein. Meskipun begitu,
dibutuhkan penelitian lebih lanjut mengenai proses keterikatan tersebut. >**

Studi oleh Sanchez et al menunjukkan bahwa VEGF juga erat
fungsinya pada proses apoptosis, yaitu sebagai proteksi terhadap berbagai
agen pro apoptosis. Pada kondisi caspase 3 yang meningkat, VEGF mampu
memicu terbentuknya protein Bcl-2 yang signifikan, dimana protein
tersebut dapat mesupresi fungsi pro apoptosis dari caspase-3. Fungsi yang
serupa ditunjukkan oleh VEGF terhadap p38MAP kinase dimana VEGF
dapat menean jumlah p38MAP kinase yang berperan erat pada ATF-2

phosphorylation yang memicu apoptosis sel pada saat terjadi stress pada sel,
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salah satunya merupakan stress oksidatif, >*>*>°
V. Eksperimen hewan diabetes

Model hewan coba selama bertahun-tahun telah memberikan
sumbangsih dalam penelitian. Model penelitan dengan model hewan dapat
memberikan pemahaman lebih mendalam terhadap suatu proses
patogenesis.Model hewan yang dipilih dalam penelitian merupakan model
yang melalui proses, khususnya proses patogenesis yang serupa dengan

manusia. >°

Dalam studi yang mempelajari proses dari diabetes dan bagaimana
kerusakan akibat peningkatan hiperglikemi terjadi, berbagai jenis sampel
mencit diabetes bisa digunakan. Model hewan coba , khususnya pada tikus,
dapat spontan atau dengan manipulasi genetik dapat mengalami diabetes,
contohnya jenis tikus zucker, tikus spontaneously diabetic torii dan tikus
koto kakizaki. Sedangkan model tikus diabetes dengan induksi dapat dengan
menggunakan model streptozotosin, model nikotinamid streptozotosin,
model diet lemak - streptozotosin dan model diet tinggi lemak. **’

Pemakaian studi eksperimental dengan model tikus yang diinduksi
dengan streptozotosin banyak digunakan, dengan berbagai model intervensi
yang bervariasi. Sampel tikus yang akan diinjeksikan bervariasi antara 200-
400gr. Sampel tersebut harus melalui evaluasi ketat selama kontrol dalam
pemberian streptozotosin. Streptozocin diinjeksikan secara intraperitoneal
dengan dosis 45mg/kg BB dengan kondisi hiperglicemia tercepat dapat
mencapai 3 hari pasca penyuntikan. Evaluasi gula darah dari tikus sendiri
dapat berpegang pada rentang nilai normal 75-150mg/dl, diabetik ringan
150-200mg/dl dan 200-400mg/dl sebagai diabetik berat. %>’

Berdasarkan model tersebut, dapat dievaluasi kerusakan-kerusakan
dalam tingkat selular yang terjadi pada kondisi diabetes, khususnya pada

awal diabetes. Pada studi dengan menggunakan model tikus dapat
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dievaluasi kondisi apoptosis yang terjadi dari awal terjadinya diabetes.
Tingginya jumlah komplikasi kardiovaskular yang terjadi akibat diabetes
menstimulasi dibuatnya penelitian dengan mengevaluasi myocardium dari
tikus dengan model diabetes melalui jalur caspase 3. Ditemukan bahwa
proses apoptosis yang dimediasi oleh caspase 3 mengalami peningkatan
yang tinggi melalui evaluasi imunohistokimia. Tidak hanya itu, jumlah
stress oksidatif yang dapat dievaluasi meningkat jumlahnya pada daerah sel
yang terjadi apoptosis. > % >

Dengan menggunakan imunohistokimia ditemukan bahwa caspase 3
ditemukan pada sel neuron sensori yang dievaluasi dari axon dan ganglion.
Tidak hanya itu, evaluasi yang dilakukan terhadap sel neuron sensori juga
menunjukkan sejumlah sel yang mengecil dan jumlah sel yang berkurang.
Hal tersebut menunjukkan bahwa sel neuron sensori sangat rentan terhadap
kondisi stres oksidatif tinggi yang diakibatkan oleh kondisi diabetes. *>~°

Apoptosis yang dievaluasi melalui model tikus diabetes tidak hanya
pada neuron sensori diperifer. Studi yang dilakukan dengan mengevaluasi
tikus yang diinduksi STZ, dimana pada hari ketiga gula darah dari tikus
mencapai 250mg/dl menunjukkan apoptosis yang terjadi pada neuron
perifer. Apoptosis yang dievaluasi melalui hipocampus dari tikus diabetes
dengan metode STZ menunjukkan peningkatan dari aktifitas caspase 3
dengan jumlah caspase pada jaringan hipocampus yang dievaluasi mencapai
6.9 kali lipat lebih tinggi daripada group tikus non diabetik. Berdasarkan
paparan tersebut, sangat memungkinkan untuk dilakukan evaluasi terhadap
tikus diabetes dalam mengetahui lebih jauh kondisi dari apoptosis yang

terjadi pada sel retina yang dimana menjadi salah satu target yang paling

rentan terhadap kerusakan akibat stres oksidatif dari kondisi diabetes. **
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II. KERANGKA TEORI
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IV. ALUR PENELITIAN
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