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Abstract

Wound healing is a dynamic process involving mediators, blood cells, extracellular matrix and
parenchymal cells. The function of cytokeratin (CK) 16 could be to promote reorganization of the
cytoplasmic array of keratin filaments, an event that precedes the onset of keratinocyte migration into the
wound site. Hyaluronic acid is one of the essential components of extracellular matrix, which plays a
predominant role in tissue morphogenesis, cell migration, differentiation, and adhesion. Superficial-thickness
excisional wounds were created along the backs of 32 adult wistar rats. They were divided into 2 groups.
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 : 3rd and 7th day after
wounded. Histological evaluation was done to measure the thickness of epithelial tissue and expression of
CK 16. Combination of freeze-dried amnion and low molecular weight hyaluronate on superficial-thickness
excisional wounds improved reepithelialization characterized by cytokeratin 16 filament reorganization

within cytoplasm.
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Pendahuluan

Di Amerika Serikat lebih dari 1,25 juta
orang mengalami luka bakar dan 6,5 juta
mengalami ulkus kulit kronik yang disebabkan
oleh stasis vena atau diabetes melitus (Singer et
al., 1996). Dibutuhkan penanganan luka yang
optimal agar tercapai penutupan luka secepatnya
dan memberikan bekas luka yang estetik. Ada
beberapa macam perawatan luka superfisial yang
telah dikenal diantaranya menggunakan membran
amnion (Saputro 1D, Noer, 2001; Talmi et al.,
1990; Gajiwala and Gajiwala, 2003; Singh et al.,
2007). Pada tahun 1910 Davis pertama kali me-
laporkan penggunaan membran fetal untuk trans-
plantasi kulit (Rafii et al., 2008)

Sediaan membran amnion yang banyak
dipakai pada penanganan luka adalah freeze-dried
amniotic membrane. Membran amnion yang telah
diawetkan secara freeze-dried praktis digunakan
dan mudah didistribusikan tanpa memerlukan

medium & suhu penyimpanan tertentu, akan tetapi
ternyata kadar Growth Factor yang ada didalam-
nya mengalami penurunan yang cukup signifikan
(Wolbank et al., 2009; Koizumi et al., 2000; Tho-
masen et al., 2009; Sri dkk., 2009; Ihsan, 2009;
Pasaribu dkk., 2009). Hal ini yang menyebabkan
membran amnion yang diawetkan hanya memiliki
efektifitas sebagai biological dressing saja dengan
sifat mekanik menghambat evaporasi luka dan
sebagai barrier terhadap bakteri patogen dan setara
dengan synthetic polymer sheet atau transparant
dressing (Kumar, 2008; Padmani dan Perdana-
kusuma, 2008). Asam Hialuronat merupakan
komponen glikosaminoglikan dalam matriks eks-
traseluler yang berperan dalam proses penyem-
buhan luka dan dihasilkan oleh sel fibroblast (Shay
et al., 2009). Kandungan Hialuronat ini ditemukan
dalam jumlah besar pada membran amnion segar.
Hialuronat terdiri dari dua kelompok yakni High
Molecular Weight Hyaluronate (Hialuronat HMW
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) dan hasil degradasinya yang berupa Low
Molecular Weight Hyaluronate (Hialuronat
LMW) , dimana LMW terbukti memacu
angiogenesis, mitosis dan migrasi  sel
keratinosit, fibroblas dan sel endothel (Gomes et
al., 2004; West DC, Fan, 2001; Chung et al.,
1999; Paladini et al., 1996). Hialuronat LMW
juga terbukti memacu produksi Growth Factor
oleh makrofag dan memodulasi respon inflamasi
pada proses penyembuhan luka. Beberapa
penelitian  menunjukkan hialuronat LMW
mempercepat proses epitelialisasi (Wawer-sik et
al., 2001; Maytin et al., 2004).

Fungsi  protein CK 16 adalah
merangsang terjadinya reorganisasi susunan
filamen keratin di dalam sitoplasma, yang
mendahului terjadinya mi-grasi Kkeratinosit
kearah tempat luka. Aplikasi membran amnion
freeze-dried dan hialuronat LMW pada luka
superfisial kulit diharapkan mampu saling
menunjang dalam proses penyem-buhan luka
dan mempercepat proses epitelialisasi.

Materi dan Metode Penelitian

Obyek penelitihan adalah tikus putih
jantan usia 40-60 hari dengan berat badan 200-
300 gram, dibagi dalam 2 kelompok, yaitu
kelompok kontrol dan perlakuan secara simple
random sampling. Pada kedua kelompok dibuat
luka superfisial dengan cara eksisi tangensial.
Eksisi dilakukan sampai tampak adanya bintik-
bintik perdarahan atau tampak lapisan dermis
yang mengkilat. Pada kelompok kontrol luka
ditutup dengan membran amnion preserved,
sedang perlakuan luka diolesi dengan larutan
low molecular weight hyaluronate 1% kemudian
ditutup dengan amnion. Semua luka ditutup
dengan kasa tebal dengan jahitan meng-gunakan
silk 4.0 pada punggung tikus. Kedua kelompok
dilakukan pengamatan secara histo-patologis
pada hari ke-3 dan ke-7 setelah di-lakukan
pengorbanan tikus dengan cara dekapitasi, untuk
mengetahui proliferasi sel keratinosit dengan
mengukur ketebalan jaringan epidermal

Tabel 1. Ekspresi protein cytokeratin 16 pada hari ke-3

Parameter yang diuji adalah tebal epitel
dan ekspresi CK 16 antara kedua kelompok pada
hari ke-3 dan ke-7. Pemeriksaan ekspresi protein
cytokeratin 16 dilakukan dengan menghitung
jumlah  sel epitel kulit tikus yang
mengekspresikan CK 16 berdasarkan warna
coklat pada sitoplasma sel epitel pada seluruh
jaringan luka dalam satu slide dengan
pemeriksaan imunohistokimia meng-gunakan
mikroskop cahaya pembesaran obyektif 40 x.
Pemeriksaan tebal epitel dilakukan dengan
mengukur rata-rata ketebalan seluruh lapisan
mulai dari sel epitel lamina basalis sampai
lapisan epitel pipih permukaan paling atas
menggunakan peng-ukur mikrometer dengan
pembesaran obyektif 40 x pada 3 tempat
berbeda secara acak setiap sediaan yakni bagian
tepi kanan, kiri dan tengah.

Selanjutnya dilakukan uji statistik dengan
Independent t-test apabila data dalam distribusi
normal, dengan tingkat kesalahan 5% untuk
mengetahui perbedaan tebal dan ekspresi protein
cytokeratin 16 antara kedua kelompok. Hasil
perhitungan dikatakan bermakna bila diperoleh
harga p < 0,05. Namun apabila data tidak dalam
distribusi normal, maka dilakukan uji Wilcoxon-
Mann-Whitney test. Untuk menguji normalitas
data digunakan uji Kolmogorov Smirnov. Data
yang diperoleh disajikan dalam bentuk tabulasi,
dan teks sebagai penjelasan.

Hasil dan Pembahasan
Ekspresi Protein Cytokeratin 16

Pemeriksaan ekspresi protein cytokeratin
16 dilakukan dengan cara penghitungan jumlah
sel epitel kulit tikus yang tercat positif (warna
coklat pada sitoplasma sel) pada seluruh
jaringan luka dalam satu slide dengan
pemeriksaan imuno-histokimia menggunakan
mikroskop cahaya pem-besaran obyektif 40 x.
Hasil pemeriksaan ekspresi protein cytokeratin
16 sel epitel ditampilkan pada tabel 1 dan 2
dibawah ini :

Ekspresi protein cytokeratin 16

Kelompok N — _ -
Rata-Rata (Mean) Standar deviasi (SD) Minimum Maksimum
Kontrol 8 151,13 15,887 -0,197 0,171
Perlakuan 8 241,13 33,694 -0,135 0,205
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Tabel 2. Ekspresi protein cytokeratin 16 pada hari ke-7
Ekspresi protein Cytokeratin 16
Rata-Rata (Mean) Standar deviasi (SD)  Minimum Maksimum
Kontrol 8 490,50 22,716 -0,145 0,137
Perlakuan 8 757,88 33,008 -0,194 0,148

Kelompok N

Gambar A. Ekspresi protein CK 16 positif pada sitoplasma beberapa sel keratinosit kelompok kontrol hari
ke 3 (Imunohistokimia, mikroskop cahaya obyektif 40x)

Gambar B. Ekspresi protein CK 16 positif lebih banyak pada sitoplasma sel keratinosit kelompok
perlakuan hari ke 3 (Imunchistokimia, mikroskop cahaya obyektif 40x)

Gambar C. EkspreS| proteln CK 16 posmf pada sitoplasma sebaglan sel kerat|n03|t kelompok kontrol hari
ke-7 (Imunohistokimia, mikroskop cahaya obyektif 40x)

Gambar D. Ekspresi protein CK 16 positif pada hamper seluruh sitoplasma sel keratinosit kelompok
perlakuan hari ke-7 (Imunohistokimia, mikroskop cahaya obyektif 40x)

Terdapat perbedaan yang bermakna antara ekspresi
protein cytokeratin 16 kelompok kontrol dan
kelompok perlakuan pada hari ke 3 dan ke 7, yang
dibuktikan dengan uji independent samples t- test
variansi heterogen pada hari ke-3 dan uji inde-
pendent samples t- test variansi homogen pada hari
ke-7 didapatkan nilai p = 0,000.

Ekspresi protein cytokeratin 16 pada sel
keratinosit yang baru terbentuk baik hari ke 3
maupun ke 7 lebih banyak pada kelompok per-
lakuan dari pada kelompok kontrol, dengan p =
0,000. Pada penelitian menunjukkan bahwa
induksi dan akumulasi protein cytokeratin 16 ber-
peran pada proses aktivasi keratinosit epitelialisasi,
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Gambar EL.
mikroskop cahaya obyektif 40x)

Menunjukkan tebal lapisan sel epitel kelompok kontro pada

»

hari ke- (Hematoxylin Eosin,

Gambar F. Menunjukkan tebal lapisan sel epitel kelompok perlakuan (lebih tebal) pada hari ke-3
(Hematoxylin Eosin, mikroskop cahaya obyektif 40x)
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Gambar G. Menunjukkan tebal lapisan sel epitel kelompok kontrol pada hari ke-7 (Hematoxylin Eos

mikroskop cahaya obyektif 40x)

Gambar H. Menunjukkan jumlah dan tebal lapisan sel epitel kelompok perlakuan (lebih tebal) pada hari
ke-7 (Hematoxylin Eosin, mikroskop cahaya obyektif 40x)

dengan cara menstimulasi terjadinya reorganisasi
filamen cytokeratin 16 dalam sitoplasma kerati-
nosit, yang ditandai dengan peningkatan mitosis,
hipertrofi sel serta peningkatan ekspresi protein
CK 16 di dalam sitoplasma (Paladini et al., 1996),
hal ini juga terbukti pada penelitian ini.

Penelitian ini menunjukkan bahwa tebal
epitel optimal terjadi pada hari ke 7, dan tidak de-
mikian pada hari ke 3, dengan didapatkan per-
bedaan tidak bermakna secara statistik antara tebal
epitel kelompok kontrol dan perlakuan (p = 0,173).
Pada hari ke 7 didapatkan perbedaan bermakna
antara tebal epitel kelompok kontrol dan perlakuan
(p = 0,000). Informasi tersebut sesuai dengan
penelitian in vivo terdahulu yang menunjukkan
bahwa proses reepitelialisasi luka pada kulit me-
rupakan peningkatan aktivitas mitosis dan migrasi
keratinosit tepi luka dan membutuhkan waktu
lebih dari 8 hari pada penyembuhan luka (lhsan,
2009; Paladini et al., 1996; Wawersik et al.,
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2001). Dengan demikian menunjukkan bahwa pe-
ranan hialuronat yang ditambahkan pada kelompok
perlakuan, memacu migrasi, proliferasi serta di-
ferensiasi keratinosit dalam proses penyembuhan
luka (Wawersik et al., 2001).

Pada akhirnya terbukti bahwa hialuronat
mampu meningkatkan migrasi dan proliferasi sel
keratinosit pada proses penyembuhan luka super-
fisial yang ditandai dengan peningkatan tebal ja-
ringan epidermal dengan induksi dan ekspresi CK
16.

Kesimpulan

Pemakaian kombinasi amnion freeze-dried
dan hyaluronat LMW pada luka superfisial terbukti
dapat meningkatkan kecepatan penyembuhan dan
epitelialisasi yang ditandai dengan tebal jaringan
epidermal dan reorganisasi filamen cytokeratin 16
di dalam sitoplasma.
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