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Abstrak

Retinopathy of prematurity (ROP) adalah salah satu penyebab kebutaan pada anak. Metode oxygen-induced
retinopathy (OIR) pada tikus, menilai patogenesis dan terapi neovaskularisasi retina pada ROP. Hiperoksia
retina berperan dalam patogenesis ROP dengan meningkatkan Reactive Oxygen Species (ROS). L-carnitine (LC)
berpotensi melawan stres peroksidatif dengan mencegah pembentukan ROS. Tujuan penelitian ini mengetahui
efek L-carnitine (LC) terhadap neovascular tuft pada retina tikus dengan oxygen induced retinopathy. Penelitian ini
dilakukan dari Februari-April 2018 di Fakultas Kedokteran Universitas Andalas menggunakan 36 tikus baru lahir
galur Wistar yang terbagi dalam 2 kelompok. Kelompok 1 diberi paparan oksigen 75% dan mendapat L-carnitine
intraperitoneal 0,2 mg/gram/hari. Kelompok 2 hanya mendapat paparan oksigen 75%. Setelah tikus berusia
13 hari, kedua kelompok dipindahkan ke ruangan biasa dan usia 20 hari dilakukan enukleasi dan pemeriksaan
histopatologi menggunakan imunohistokimia griffonia simplicifolia lectin (GSL) untuk menilai neovascular tuft.
Bobot badan tikus kelompok OIR dengan LC rerata lebih berat daripada tikus OIR tanpa LC. Neovascular tuft yang
dinilai adalah rerata jumlah neovascular tuft per 10* panjang penampang retina. Jumlah rerata neovascular tuft
kelompok OIR tanpa LC sebanyak 62,98+14 dibanding dengan kelompok OIR dengan LC; 22,43+9,87 (p<0,05).
Simpulan, L-carnitine berpengaruh terhadap perubahan histopatologi retina tikus dengan oxygen induced
retinopathy.

Kata kunci: L-carnitine, neovascular tuft, oxyge-induced retinopathy (OIR)

Comparison of Retinal Neovascular Tuft Histopatological Features in Rats
with Oxygen-Induced Retinopathy with and without L-Carnitine Provision

Abstract

Retinopathy of prematurity (ROP) is the leading cause of blindness in childhood. Oxygen-induced retinopathy
(OIR) method in rats can help in investigating the pathogcnesis and therapy for retinal neovascularization in ROP.
Hyperoxia plays an important role in ROP pathogenesis with increased ROS levels. L-carnitine (LC) has protective
effects on tissues through its mechanisms against peroxidative stress by preventing the formation of ROS. This
study aimed to assess the effects of L-carnitine on rats with oxygen-induced retinopathy in terms of neovascular
tuft formation. This study was performed in February-April 2018 at the Faculty of Medicine, Andalas University.
xThirty six Wistar rat pups were randomly divided into 2 groups. Group 1 was exposed to 75% hyperoxygen and
received 0,2 mg/gram/day LC intraperitoneally. Group 2 was only exposed to 75% hyperoxygen. Both groups
were transferred to room air condition 13 after birth. After postnatal day 20, enucleation was performed to
investigate the retinal neovascular tuft formation. Ariffonia simplicifolia lectin immunohistochemistry (GSL) was
used to assess the neovascular response. Analysis showed that the average weight of rats in OIR group with LC
was heavier than those in the group without LC. The mean ofneovascular tuft per 10-4 um retinal section was
62.98 + 14 neovascular tuft in OIR group without LC and 22.43 + 9.87 neovascular tuft in OIR group with LC
(p<0.05). Hence, LC has beneficial effects on the histopathological changes in oxygen-induced retinopathy in rats..
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Pendahuluan

Retinopathy of prematurity (ROP) pertama
kali dilaporkan oleh Theodore L. Terry pada
tahun 1942. Kondisi ini dulunya disebut
sebagai retrolental fibroplasia. ROP memiliki
karakteristik terdapat proliferasi pembuluh
darah retina yang abnormal. Faktor risiko seperti
kelahiran prematur, berat badan lahir rendah,
sepsis, transfusi darah, dan penggunaan ventilasi
mekanik dengan paparan oksigen tinggi akan
meningkatkan risiko terjadi ROP.! Retinopathy
of prematurity terutama ditemukan pada bayi
prematur dengan usia kehamilan <8 minggu dan
berat lahir <1.500 gram. Jika tidak dilakukan
terapi, ROP yang berat dapat menimbulkan
ablasio retina dan menyebabkan kebutaan.??

Data dari Canadian Neonatal Network (2015)
menyatakan bahwa neonatus dengan usia gestasi
<31 minggu, sebanyak 40-50% berkembang
menjadi ROP dalam berbagai stadium dan
7-8% menjadi severe ROP.* Insidens ROP di
India juga meningkat, dari 26 juta kelahiran/
tahun, sebanyak 2 juta merupakan bayi dengan
berat lahir <2.000 gram yang berisiko ROP
sekitar 38-51,9%.° Data di Indonesia diperoleh
angka kejadian kelahiran prematur pada bayi
lahir hidup di RS Cipto Mangunkusumo tahun
2007 adalah 20,22% dan sebanyak 71% kasus
mengalami ROP.°

Penelitian dalam mempelajari ROP pada
manusia telah banyak dilakukan pada hewan
coba. Untuk membedakan ROP pada manusia
dengan percobaan retinopati pada hewan,
digunakan istilah oxygen induced retinopathy
(OIR).” Oxygen induced retinopathy adalah
metode penelitian secara in vivo dalam meneliti
retinopati iskemik untuk menilai pertumbuhan
pembuluh darah. Model percobaan pada OIR
berhasil dilakukan pada beberapa spesies seperti
tikus, kucing, dan anjing. Model tikus pada OIR
lebih sering dipakai karena memungkinkan
dilakukan manipulasi genetik. Selain itu,
perkembangan vaskular retina pada tikus baru
lahir sesuai dengan kondisi manusia dengan usia
kehamilan 26 minggu sehingga berguna dalam
studi angiogenesis retina pada kondisi normal
dan patologis.®

Patogenesis ROP terjadi dalam 2 fase. Fase
1 terjadi penghentian pertumbuhan pembuluh
darah. Kondisi ini terjadi saat bayi prematur
lahir yang sangat berkaitan dengan kehilangan
maternal derived factors, terjadi penurunan
vascular endothelial growth factors (VEGF) dan
insulin-like growth factors-1 (IGF-1). Kondisi ini
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menyebabkan pertumbuhan normal pembuluh
darah retina terhenti dan terjadi vasoobliterasi
sehingga menimbulkan avaskular retina perifer.
Fase 1 juga dicetuskan oleh faktor tambahan
dari lingkungan ekstrauterin terutama oksigen
dengan level yang lebih tinggi daripada
intrauterin. Keadaan ini disebut dengan relative
hyperoxia yang akan meningkatkan produksi
reactive oxygen species (ROS) dan penurunan
VEGE. Sebagaimana pertumbuhan normal setelah
kelahiran, retina menjadi semakin aktif secara
metabolik. Pada kondisi ini, retina avaskular
menjadi hipoksia dan memicu fase 2 ROP.
Hipoksia pada fase ini menginduksi peningkatan
hypoxia-inducible factor (HIF) growth factor dan
menimbulkan proliferasi neovaskular. >1°

Prosedur pelaksanaan OIR lalu dibuat dengan
langkah yang menyerupai fase perkembangan
vaskular retina pada ROP. Tahap awal penelitian
pada tikus baru lahir diberikan paparan oksigen
tinggi. Kondisi hiperoksia akan menyebabkan
regresi pembuluh darah retinadan menghentikan
pertumbuhan vaskular normal sehingga akan
terbentuk area retina avaskular. Keadaan ini
menyerupai fase 1 ROP. Selanjutnya, hewan
coba dipindahkan ke udara ruangan, area retina
avaskular akan menjadi hipoksia. Hipoksia akan
menginduksi pelepasan faktor angiogenik yang
menyebabkan pertumbuhan vaskular retina
abnormal sehingga terbentuk neovaskularisasi.
Fase neovaskular pada OIR ini menyerupai fase
2 ROPM

Retina merupakan jaringan yang rentan
terhadap kerusakan oksidatifoleh reactive oxygen
species (ROS). Pada kondisi patologis seperti
iskemik retina, terjadi ketidakseimbangan antara
produksi ROS dan kemampuan membuang ROS
oleh sistem antioksidan endogen. ROS memicu
berbagai jalur signal tubuh yang selanjutnya
menyebabkan kematian sel. Antioksidan dapat
menghambat atau mencegah proses oksidatif
sehingga dapat melindungi sel retina dari
kerusakan iskemik. L-carnitine memproteksi
jaringan dengan beberapa mekanisme yang
melawan stres oksidatif dengan mencegah
pembentukan ROS sehingga dapat menurunkan
kerusakan membran sel.'?

Tujuan penelitian ini mengetahui jumlah
neovascular tuft pada retina tikus yang telah
mengalami oxygen induced retinopathy dengan
pemberian L-carnitine, tanpa L-carnitine, dan
membandingkan kedua kelompok tersebut.
Neovascular tuft adalah vascular endothelial
nuclei yang meluas melewati internal limiting
membrane (ILM) menuju ke arah vitreus.
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Tabel 1 Distribusi Bobot Badan dan Panjang Penampang Retina pada Kelompok Oxygen
Induced Retinopathy (OIR) dengan Pemberian L-Carnitine dan Kelompok tanpa

Pemberian L-Carnitine

Variabel

OIR dengan L-Carnitine

OIR tanpa L-Carnitine

Bobot badan (gram)

Panjang penampang retina (um)

28,56 + 3,82

1872,02 £ 663,1

25,97 £4,40

2435,46 £ 673,1

Metode

Penelitian dilakukan di Laboratorium Farmasi
dan Laboratorium Patologi Anatomi Fakultas
Kedokteran Universitas Andalas pada bulan
Februari-April 2018. Penelitian ini telah lolos
kaji etik dari Komite Etika Penelitian Fakultas
Kedokteran Universitas Andalas dengan nomor
011/KEP/FK/2018. Bayi tikus baru lahir
disiapkan sebanyak 36 ekor yang dipelihara
bersama dengan induknya dan dibagi dalam
2 kelompok. Kelompok I mendapat perlakuan
paparan oksigen 75% (usia tikus 7-12 hari)
dan diberikan injeksi L-carnitine (® Carnitene-
Sigma Tau, ampul, 1 g/5 mL), dengan dosis 0,2
mg/gramBB/hari (usia tikus 6-12 hari) secara
intraperitoneal. KelompokIImendapatperlakuan
paparan oksigen 75% saja (usia tikus 7-12 hari).
Kedua kelompok dipindahkan ke udara ruangan
saat usia tikus 13 hari. Pada usia tikus 21 hari
dilakukan enukleasi dan dibuat preparat untuk
menilai histopatologi retina. Sediaan dibuat
dengan potongan paralel dari nervus optikus
ke puncak kornea dan dilakukan pewarnaan
dengan menggunakan imunohistokimia griffinia
simplicifolia lectine (GSL).

Pemeriksaan histologi menggunakan teknik
lectin immunohistochemistry dengan marker;
Biotinylated isolectin B4, Griffinia Simplicifolia
Lectine (GSL), dilusi 1:25; (Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA). Pengukuran panjang
penampang retina dilakukan dengan pemotretan
pada perbesaran 40x, dengan bantuan program
DP2 BSW, penampang diukur pada permukaan
membran limitans interna dalam satuan pm.
Penilaian neovascular tuft dilakukan dengan

pemotretan sediaan dengan mikroskop cahaya
Olympus pada perbesaran 400x, neovascular tuft
dihitung dengan menghitung jumlah vascular
endothelial nuclei dengan reaksi GCL positif
terwarnai coklat pada sitoplasma, dan berada di
atas membran limitans interna. Neovascular tuft
dinilai pada satu sediaan penampang melintang
mata, dari nasal sampai temporal di sepanjang
retina, dihitung jumlah vascular endothelial
nuclei yang meluas melewati internal limiting
membrane (ILM) menuju ke arah vitreus. Data
yang didapat dari penelitian ini berupa data
numerik. Uji hipotesis yang digunakan adalah
T-test. Kemaknaan hasil uji ditentukan berdasar
atas nilai p<0,05.

Hasil

Tabel 1 terlihat bahwa rerata bobot badan tikus
coba lebih besar pada kelompok OIR dengan
pemberian L-carnitine, yaitu sebesar 28,56+3,82.
Panjang penampang retina ditemukan lebih
panjang pada kelompok OIR tanpa pemberian
L-carnitine, yaitu 2435,46+673,1. Tabel 2
menunjukkan bahwa rerata jumlah noevascular
tuft lebih sedikit pada kelompok OIR dengan
pemberian L-carnitine. Hasil analisis statistik
disimpulkan terdapat perbedaan bermakna
rerata jumlah neovascular tuft antara kedua
kelompok perlakuan (p<0,05).

Pada Gambar tampak neovascular tuft sel
endotelial dengan reaksi imunoperoksidase
positif yang terwarnai coklat pada sitoplasma
(panah) pada lapisan atas retina di atas internal
limiting membrane (ILM). Jumlah neovascular

Tabel 2 Perbandingan Rerata Jumlah Noevascular Tuft pada Tikus dengan Oxygen Induced
Retinopathy (OIR) pada Kelompok dengan Pemberian L-Carnitine dan Kelompok

Tanpa Pemberian L-Carnitine

Kelompok N Rerata + SD nilai p
OIR dengan L-carnitine 18 22,43 £9,87 0.000
OIR tanpa L-carnitine 18 62,98 + 14 ’

* Uji t-independen
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Gambar Gambaran Histopatologi Retina Tikus dengan Pewarnaan GSL Menggunakan Mikroskop

Cahaya Olympus pada Perbesaran 400x

Neovascular tuft dihitung jumlah sel endotel dengan reaksi GSL positif terwarnai coklat pada sitoplasma dan
berada di atas membran limitan interna (tanda panah). Gambar di atas merupakan kelompok hewan coba
OIR dengan injeksi L-carnitine, grup indukan I(1), II(1), III(1). Gambar sebelah bawah adalah kelompok
hewan coba OIR tanpa injeksi L-carnitine, grup indukan 1V(1), V(1), dan VI(1).

tuft sel endotel pada kelompok tanpa injeksi
L-carnitine lebih tinggi bila dibanding dengan
kelompok dengan injeksi L-carnitine.

Pembahasan

Oxygen induced retinopathy (OIR) pada tikus
coba sudah banyak digunakan sebagai model
penelitian ROP pada manusia, keadaan ini
berkaitan dengan pola dilatasi pembuluh
darah, avaskularitas, dan neovaskularisasi yang
terjadi. Pada OIR, paparan terhadap hiperoksia
menginduksi regresi perkembangan vaskular
retina sentral oleh mekanisme yang melibatkan
penekanan pelepasan vascular endothelial
growth factors (VEGF) dan kerusakan oksidatif
terhadap sel akibat terbentuknya reactive
oxygen species (ROS). Saat tikus coba kemudian
dipindahkan ke udara ruangan menghasilkan
kondisi iskemik lokal pada retina yang memicu
berkembangnya revaskularisasi retina avaskular
dan perkembangan neovascular tuft yang meluas
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ke arah vitreus pada permukaan retina.’

Pada penelitian ini ditemukan jumlah
neovascular tuft pada kelompok OIR tanpa
pemberian L-carnitine (kelompok II) rerata
sebanyak 62,98+14. Hasil ini merupakan nilai
rerata jumlah neovascular tuft per 10*um
panjang penampang retina. Hasil tersebut
serupa dengan penelitian sebelumnya yang
dilakukan oleh Smith dkk.!* yang menilai jumlah
neovascular tuft pada tikus OIR, namun dengan
jumlah yang lebih sedikit. Pada penelitian Smith
dkk., kelompok tikus OIR ditemukan rerata
jumlah neovascular tuft 89+34 dibanding dengan
kelompok kontol rerata berjumlah 0,6%0,9,
hasil tersebut merupakan penilaian jumlah per
6 um sediaan histopatologi. Hasil neovascular
tuft yang didapatkan pada penelitian ini lebih
sedikit disebabkan oleh sediaan histopatologi
yang dinilai hanya dari satu sediaan potongan
melintang, sedangkan pada penelitian terdahulu
menilai neovascular tuft dari beberapa potongan
histopatologi yang dibuat.

Penilaian neovascular tuft pada tikus OIR juga
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tercatat dalam studi yang dilakukan Wang dkk.'
yang melakukan penelitian dengan protokol OIR
pada tikus coba dan menilai histopatologi jumlah
neovascular tuft yang melewati internal limiting
membrane (ILM) dengan pewarnaan hematoxylin
eosin (HE). Dalam studi ini, sediaan histopatologi
yang dibuat untuk tiap-tiap sampel sebanyak 3
potongan yang dipilih secara random. Hasilnya,
pada kelompok tikus kontrol tidak ditemukan
neovascular tuft, sedangkan kelompok tikus OIR
ditemukan jumlah neovascular tuft sebanyak
44,93+6,78.

Pembentukan ROS juga berdampak pada
kerusakan oksidatif terhadap komponen seluler
berupa kerusakan protein seluler dan asam
nukleat serta lipid membran. Oksidasi ROS
pada lipid membran mengakibatkan pelepasan
produk peroksidase lipid. Peroksidase lipid
menyebabkan kerusakan seluler dan keberadaan
produk peroksidase lipid merupakan tanda
kerusakan oksidatif sel dan jaringan.'®

L-carnitine melindungi jaringan dengan
beberapa mekanisme melawan stres peroksidatif
dengan cara mencegah pembentukan ROS.
L-carnitine juga berfungsi dalam memfasilitasi
transportasi asam lemak melewati membran
mitokondria bagian dalam yang berguna untuk
proses [-oksidasi mitokondria. Oksidasi asam
lemak di mitokondria adalah sumber utama
energi seluler, terutama pada jantung dan otot
skeletal. Selain itu, mitokondria juga sumber
utama produksi ROS (reactive oxygen species)
pada tingkat seluler.!’

Hasil penelitian pada kelompok OIR dengan
pemberian L-carnitine (kelompok I) ditemukan
rerata jumlah neovascular tuft sebesar 22,43+
9,87. Pada penelitian inij, jika dibanding dengan
kelompok OIR tanpa pemberian L-carnitine,
didapatkan jumlah rerata neovascular tuft lebih
rendah pada kelompok pemberian L-carnitine.
Hasil ini bermakna secara statistik (p=0,000).

Keles dkk.® juga mempelajari pengaruh
L-carnitine yang diberikan pada tikus coba
dengan OIR (oxygen induced retinopathy). Pada
penelitian ini telah diberikan injeksi L-carnitine
secara intraperitoneal pada tikus OIR yang
dibanding dengan kelompok OIR yang diberikan
injeksi cairan salin. Hasil yang dinilai dalam
studi ini adalah level MDA (malondialdehyde)
dalam plasma. Pada hasil akhir penelitiannya
didapatkan bahwa level MDA kelompok OIR yang
diterapi L-carnitine ditemukan lebih rendah bila
dibanding dengan kelompok OIR tanpa injeksi
L-carnitine.

Simpulan, rerata jumlah neovascular
tuft pada kelompok OIR dengan pemberian
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L-carnitine lebih rendah daripada kelompok
OIR tanpa pemberian L-carnitine. L-carnitine
berperan penting dalam OIR pada tikus yang
berpengaruh pada perubahan histopatologi
neovaskular retina. Diperlukan penelitian lebih
lanjut penggunaan L-carnitine sebagai salah satu
pilihan penatalaksaan bayi ROP.
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