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Abstrak

Backgrounds 
Partial/superficial thickness wounds frequently seen in clinical practice, whereas in major burns lead to the devastating effects.  Various wound dressing had been proposed with various success, but fresh amnion (FA) as a biological dressing remained superior by its cost, availability, easy to apply and growth-factors contained with enhancement of wound healing properties. Recent concern about the risk of disease transmission clearly abrupt clinical use of FA worldwide.  The freeze-drying method for amnion preservation was mostly acceptable and became standard method in Dr.Soetomo Biomaterial Centre and Tissue Bank Surabaya with sterile condition granted by Gamma irradiation.  Unfortunately, several research had shown no superiority of freeze-dried amnion (FD) compared with other modalities.  These due to significant decreased amount of growth factors.  Recently revealed that FA contain of High Molecular Weight Hyaluronate which contibuted to wound healing by its natural degradation into Low Molecular Weight.  Addition of Low Molecular Weight Hyaluronate (LMWHA) were expected to enhance wound healing by FD.
Methods
Twenty four Wistar rats (Rattus norvegicus) were wounded superficially on the back torso in 3 locations of each.  One was covered with fresh amnion (FA Group), one covered with  freeze-dried amnion (FD Group), the other covered with freeze-dried amnion + LMWHA 1% (HA Group).  Samples collected randomly at day 1,3,5 and 7 with 6 rats sacrified at once.  Histological changes were observed for the amount of epithelial layer, epithelial thickness and maturation.  Data were distributive analyzed by Kolmogorov-Smirnov and colleration analyzed by Anova and Kruskal-Wallis test.
Results
No epithelization demonstrated at day 1 in all groups. HA group had epithelization rate more inferior than FA group in day 3, but showed superiority in day 5 and 7 (p<0,05).  HA group had epithelization rate more superior than FD group in day 3,5 and 7 (p<0,05).  FA group had epithelizaion rate more superior than FD group in day 3 and 7 (p<0,05) but not in day 5 (p>0,05).  FA group showed better in epithelial maturation compared in two other groups but there’s not significant (p>0,05).
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PENDAHULUAN

Luka superfisial yang tidak mencapai seluruh ketebalan dermis (Tredget EE et al,2006; Young DM, 2006 ) sering dijumpai dalam perawatan kasus bedah, terutama pada luka excoriasi, luka bakar derajat II superfisial dan luka pada donor Split Thickness Skin Graft. Luka superfisial ini diharapkan mampu mengalami epitelialisasi pada periode waktu hingga 10-14 hari (Young DM, 2006).  
Perawatan luka donor Split Thickness Skin Graft menjadi amat penting pada kasus keterbatasan tersedianya donor untuk menutup kulit yang terbuka pada luka bakar yang luas. Hal ini diharapkan bahwa kulit donor yang telah mengalami epitelialisasi dapat menjadi sumber donor baru untuk penutupan (Young DM, 2006).
Pada perawatan luka bakar derajat II superfisial juga diharapkan epitelialisasi terjadi secepat mungkin untuk menghindari komplikasi infeksi baik lokal maupun sistemik dan segera menghentikan proses hipermetabolisme yang terus berlangsung (Young DM, 2006; Heimbach DM et al, 2006).
Ada beberapa macam perawatan luka superfisial yang telah dikenal diantaranya menggunakan tulle  atau kassa paraffin (Saputro ID et al, 2001; Young DM, 2006), wound dressing yang mengandung hemicellulose ataupun Calcium Alginate (Donoqhue,1997; Padmani RD et al,2008), synthetic polymer sheet dressing seperti Tegaderm atau Biobrane (Knipe C et al, 2006), dan membran amnion (Gruss JS et al, 1978; Talmi YP et al, 1990; Saputro ID et al, 2001; Gajiwala K  et al, 2003;    Singh R et al,2007).Beberapa penelitian menunjukkan bahwa penggunaan kassa paraffin adalah yang paling inferior dalam memacu epitelialisasi, dapat menyebabkan trauma pada epithel yang baru terbentuk pada saat melepas balutan dan  kurang nyaman pada pasien karena nyeri saat mengganti balutan (Saputro ID et al, 2001; Padmani RD et al, 2008). Calcium Alginate dikatakan memacu kecepatan epitelialisasi pada luka superfisial melebihi hemicellulose dan tulle namun setara dengan amnion yang telah diawetkan (Padmani RD et al, 2008).  Amnion yang diawetkan dikatakan memiliki kemampuan mempercepat epitelialisasi pada luka superfisial melebihi kassa paraffin (Saputro ID et al, 2001; Dali R et al, 2001; Padmani RD et al, 2008). Amnion segar dikatakan jauh memiliki kelebihan dikarenakan sifat biological dressing yang memiliki efek anti-bakterial, mengurangi nyeri dan mengandung growth factor yang memacu penyembuhan luka (Gruss JS et al, 1978; Talmi YP et al, 1990; Koizumi et al, 2000; Noer MS, 2001; Wolbank S et al, 2009).  
Membran amnion telah lama digunakan pada perawatan kasus luka superfisial di pelbagai bidang termasuk pada kasus-kasus di bidang Bedah Plastik di RSU Dr.Soetomo Surabaya. Membran amnion tersebut diproduksi oleh Pusat Biomaterial/Bank Jaringan RSU Dr.Soetomo Surabaya.  Jenis membran amnion yang digunakan adalah membran amnion yang diawetkan (preservasi) secara freeze-dried. Hal ini dikarenakan membran amnion segar yang memenuhi syarat bebas dari Hepatitis, HIV dan Syphilis tidak dapat diperoleh setiap saat, sehingga lebih praktis bila menggunakan membran amnion yang diawetkan.  Teknik preservasi  freeze-dried ini telah mengacu pada standar internasional termasuk dalam sterilitasnya (Ferdiansyah, 2001).   Harga membran amnion yang telah diawetkan ini pun relatif terjangkau.
Membran amnion yang telah diawetkan secara freeze-dried memang praktis digunakan dan mudah didistribusikan tanpa memerlukan medium & suhu penyimpanan tertentu, akan tetapi ternyata pula bahwa kadar Growth Factor yang ada didalamnya juga mengalami penurunan yang cukup signifikan (Koizumi et al, 2000; Wolbank et al, 2009; Thomasen H et al, 2009; SriSubekti E et al, 2009; Ihsan M, 2009; Pasaribu IA et al, 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 bakteri patogen dan setara dengan synthetic polymer sheet atau transparant dressing (Pruitt BA  et al, 1984; Kumar P, 2008).    Penelitian oleh Padmani RD et al (2008) menunjukkan bahwa amnion tidak lebih unggul dalam memacu epitelialisasi dibandingkan  Calcium Alginate yang tidak memiliki unsur Growth Factor apapun. 
Asam Hialuronik (Hialuronan atau Hialuronat) merupakan komponen glikosaminoglikan dalam matriks ekstraseluler yang berperan dalam proses penyembuhan luka dan dihasilkan oleh sel fibroblas (Jenkins RH et al, 2005).  Kandungan Hialuronat ini juga ditemukan dalam jumlah besar pada membran amnion segar yang terbukti membuat membran amnion memiliki sifat anti-inflamasi dan sekaligus modulasi angiogenesis.  Kadar Hialuronat ini jauh menurun pada membran amnion yang dipreservasi (Shay E et al, 2009).  Hialuronat terdiri dari dua kelompok yakni High Molecular Weight Hyaluronate atau Hialuronat Makromolekul (HAM) dan hasil degradasinya yang berupa Low Molecular Weight Hyaluronate (Hialuronat LMW), dimana pada tipe LMW terbukti memacu angiogenesis, mitosis dan migrasi sel keratinosit , fibroblas dan sel endothel (Hamann KJ et al, 1995; Fraser JRE et al, 1997; West DC et al, 2001; Gomes JAP et al, 2004).   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 dibandingkan kontrol (King SR et al, 1991; Chung JH et al, 1999; West DC et al, 2001)
Aplikasi membran amnion freeze-dried dan Hialuronat LMW pada luka superfisial diharapkan mampu saling menunjang dalam proses penyembuhan luka dan mempercepat proses epitelialisasi setara dengan membran amnion segar 

METODE DAN MATERIAL PENELITIAN

Material

Amnion freeze-dried adalah membran amnion yang diproduksi oleh Pusat Biomaterial / Bank Jaringan RSU Dr.Soetomo Surabaya yang berasal dari placenta manusia yang telah memenuhi syarat dan dipreservasi secara freeze-drying dan teknik sterilisasi dengan sinar γ menurut standar yang ditetapkan oleh American Association of Tissue Bank (AATB).   Amnion Segar adalah membran amnion yang didapat langsung dari placenta manusia dalam keadaan segar belum diawetkan dan memenuhi syarat yakni placenta normal tidak berwarna meconium dan telah melalui tahapan standar oleh Bank Jaringan RSUD Dr.Soetomo Surabaya yakni pencucian dengan larutan Na Hipoklorit 0,05% dan NaCl 0,9% dan penyimpanan dalam suhu 4°C.   Low Molecular Weight Hyaluronate adalah Hialuronat berupa Natrium Hialuronat dengan bentuk larutan steril jernih tidak berwarna dalam PBS (Phosphat Buffered Saline 0,9%) dengan konsentrasi 1 % dan memiliki ukuran berat molekul dibawah 500 kDa. Low Molecular Weight Hyaluronate ini diproduksi oleh Bioland Ltd. Songjeong, Korea.

Desain Eksperimental Hewan Coba

Dipilih 24 tikus jantan Rattus norvegicus strain Wistar sehat berusia 40-60 hari dengan berat 200-300 gram secara acak.  Dilakukan pemberikan nomor 1 – 24 secara acak.  Tikus diinjeksi dengan Ketamine HCl 20-40 mg per kg berat badan intra muskuler. Masing-masing tikus dicukur bulunya pada bagian punggung, dibuat disain 3 luka berbentuk bujur sangkar masing-masing berukuran 1,5 x 1,5 cm yakni 2 pada punggung kanan masing-masing terpisah sejauh 2 cm dan 1 pada punggung kiri dengan spidol.  Setelah desinfeksi dengan sol. Betadin 10% dibuat luka superfisial dengan cara eksisi tangensial memakai memakai pisau Humby kecil sehingga luka berbentuk bujur sangkar pada ketiga disain. Luka kemudian di kompres dengan larutan adrenalin dalam saline konsentrasi 1 : 200000 U selama 2 menit untuk menghentikan proses perdarahan berupa oozing yang terjadi. 
Luka pada punggung kanan ditutup yang satu memakai amnion freeze-dried sedangkan yang lainnya dengan amnion segar. Luka pada punggung kiri diolesi dengan larutan Low Molecular Weight Hyaluronate 1% pada luka dan kemudian ditutup dengan amnion freeze-dried.   Pada ketiganya luka yang telah tertutup tersebut kemudian ditutup dengan kassa tebal yang difiksasi dengan jahitan menggunakan silk 4/0 pada punggung tikus. Semua tikus diberikan injeksi Penicillin Procain intra muskuler 100mg/kgBB sebanyak satu kali dan Asam Mefenamat sirup dengan dosis 27 mg/hari setelah sadar baik selama 3 hari.  Tikus dipelihara pada kandangnya masing-masing yang berukuran sama pada ruangan yang sama dan diberi makanan dengan jenis dan jumlah yang sama menurut standar AAALAC (Association for Assessment and Accreditation for Laboratory Animal Care).   Luka diamati hari ke-1, ke-3, ke-5 dan ke-7 paska cedera secara histopatologis dimana setiap pengamatan dipilih 6 ekor tikus secara acak dan setelah dikorbankan lalu diambil jaringan lukanya kira-kira hingga 0,5 cm di luar tepi luka mengikutsertakan jaringan sehat untuk pemeriksan histopatologis.  Bahan jaringan luka dilipat dengan kertas saring. Diberi kode dan difiksasi dengan larutan formalin 10%. Pemeriksaan histopatologi dilakukan dengan pewarnaan rutin Hematoxyline-Eosin oleh Bagian Patologi Anatomi.

Analisa Statistik Data

Parameter yang diuji adalah Tebal epitel, Jumlah lapisan sel epitel dan Maturitas epidermis antara ketiga kelompok pada satuan waktu yang sama dan berbeda yakni hari ke-1, ke-3, ke-5 dan ke-7. Hasil pengukuran Tebal epitel dan Jumlah lapisan sel epitel akan dilakukan uji distribusi dengan tes Kolmogorov-Smirnov dilanjutkan analisis dengan uji statistik Anova jika data berdistribusi normal, dan Kruskal-Wallis jika data tidak berdistribusi normal.  Hasil pengukuran Maturitas epidermis akan dilakukan analisis dengan uji statistik Kruskal-Wallis.  Tingkat kemaknaan pada penelitian yang digunakan adalah sebesar 0,05.

HASIL

Jumlah Lapisan Epitel


Gambar 1. Jumlah rata-rata Lapisan Epitel yang terbentuk antara kelompok perlakuan pada berbagai waktu pengamatan

Jumlah lapisan epitel yang terbentuk pada pengamatan hari ke-3 pada kelompok amnion segar (5,00±0,60 lapisan sel) dan amnion freeze-dried + LMWHA (4,89±0,62 lapisan sel) lebih unggul dibandingkan pada kelompok amnion freeze-dried dengan jumlah lapisan lebih sedikit yakni 3,44±0,27 lapisan sel              (p<0,0001).  Pada kelompok amnion segar tidak berbeda bermakna dengan kelompok amnion freeze-dried + LMWHA ( p>0,05).  
Pada pengamatan hari ke-5 kelompok amnion freeze-dried + LMWHA memiliki jumlah lapisan sel epitel yang lebih banyak namun tidak berbeda bermakna yakni 6,50±0,35 lapisan sel dibandingkan kelompok amnion segar (5,83±0,35) dan kelompok amnion freeze-dried ( 5,89±0,66) dengan nilai p=0,051.  Sedangkan antara kelompok amnion segar dan kelompok amnion freeze-dried juga tidak berbeda bermakna ( p>0,05) sehingga pada pengamatan hari ke-5 dari ketiga kelompok tidak dijumpai perbedaan jumlah lapisan sel secara bermakna.
Pada pengamatan hari ke-7 kelompok amnion freeze-dried + LMWHA memiliki jumlah lapisan sel epitel 10,50±0,51 yang jauh mengungguli kelompok amnion segar (8,33±1,46) dan kelompok amnion freeze-dried (7,61±0,44) dengan p<0,0001.  Sementara antara kelompok amnion segar dan amnion freeze-dried tidak berbeda bermakna (Gbr.1; Tabel 1).


Tabel 1. Perbedaan jumlah lapisan epitel pada pengamatan hari ke-3, 5 dan 7 antar kelompok perlakuan 
	Jumlah lapisan epitel
Hari ke
	Kelompok
	Harga p

	
	Amnion segar
	Amnion Freeze-dried
	Amnion Freeze-dried + LMWHA
	

	3
	5,00±0,60a
	3,44±0,27b
	4,89±0,62a
	<0,0001

	5
	5,83±0,35a
	5,89±0,66a
	6,50±0,35b
	0,051

	7
	8,33±1,46a
	7,61±0,44a
	10,50±0,51b
	<0,0001



Tabel 2. Perbedaan jumlah lapisan epitel pada tiap kelompok perlakuan antar waktu pengamatan hari ke-3,5 dan 7
	Jumlah lapisan epitel
Hari ke
	Kelompok
	Harga p

	
	Amnion segar
	Amnion Freeze-dried
	Amnion Freeze-dried + LMWHA
	

	3
	5,00±0,60a
	3,44±0,27b
	4,89±0,62a
	<0,0001

	5
	5,83±0,35a
	5,89±0,66a
	6,50±0,35b
	0,051

	7
	8,33±1,46a
	7,61±0,44a
	10,50±0,51b
	<0,0001



Pertambahan jumlah lapisan epitel yang terbentuk pada kelompok amnion segar pada hari ke-3 (5,00±0,60) dan pada hari ke-5 (5,83±0,35) tidak berbeda bermakna namun justru berbeda bermakna dengan hari ke-7 (8,33±1,46) dengan p<0,0001.  Pada kelompok amnion freeze-dried pertambahan jumlah lapisan sel epitel berbeda bermakna pada tiap waktu pengamatan yakni pada hari ke-3 (3,44±0,27), hari ke-5 (5,89±0,66) dan hari ke-7 (7,61±0,44) dengan p<0,0001.  Hal yang sama juga terjadi pada kelompok amnion freeze-dried + LMWHA dimana hari ke-3 (4,89±0,62) berbeda bermakna dengan hari ke-5 (6,50±0,35) dan juga berbeda bermakna dengan hari ke-7 (10,50±0,51) dengan p<0,0001 (Gbr.1; Tabel 2). 

Tebal Lapisan Epitel


Gambar 2. Tebal rata-rata Lapisan Epitel yang terbentuk antara kelompok perlakuan pada berbagai waktu pengamatan

Tebal lapisan epitel yang terbentuk pada pengamatan hari ke-3 pada kelompok amnion segar lebih unggul dibandingkan kelompok amnion freeze-dried dan amnion freeze-dried + LMWHA.  Pada kelompok amnion segar tebal lapisan epitel yang terbentuk adalah 0,52±0,1 mikrometer, berbeda bermakna dengan kelompok amnion freeze-dried + LMWHA dengan ketebalan 0,37±0,09 mikrometer dan kelompok amnion freee-dried dengan ketebalan 0,36±0,1 mikrometer (p=0,022).  Ketebalan lapisan epitel antara kedua kelompok amnion freeze-dried dan amnion freeze-dried + LMWHA tidak berbeda bermakna (p>0,05) (Gbr.2; Tabel 3).  

Tabel 3. Perbedaan tebal lapisan epitel pada pengamatan hari ke-3, 5 dan 7 antar kelompok perlakuan (satuan mikrometer)
	Tebal lapisan epitel
Hari ke
	Kelompok
	Harga p

	
	Amnion segar
	Amnion Freeze-dried
	Amnion Freeze-dried + LMWHA
	

	3
	0,52±0,1a
	0,36±0,1b
	0,37±0,09b
	0,022

	5
	0,53±0,14
	0,59±0,11
	0,63±0,12
	0,385

	7
	0,84±0,25a
	0,61±0,03b
	1,01±0,11a
	0,002



Pada pengamatan hari ke-5 kelompok amnion freeze-dried + LMWHA memiliki lapisan sel epitel yang lebih tebal namun tidak berbeda bermakna yakni 0,63±0,12 mikrometer dibandingkan kelompok amnion segar (0,53±0,14 mikrometer) dan kelompok amnion freeze-dried (0,59±0,11 mikrometer) dengan nilai p=0,385. Sedangkan antara kelompok amnion segar dan kelompok amnion freeze-dried juga tidak berbeda bermakna (p>0,05) sehingga pada pengamatan hari ke-5 dari ketiga kelompok tidak dijumpai perbedaan tebal lapisan sel yang terbentuk secara bermakna.
Pada pengamatan hari ke-7 kelompok amnion freeze-dried + LMWHA memiliki ketebalan lapisan sel epitel (1,01±0,11 mikrometer) yang mengungguli kelompok amnion segar (0,84±0,25 mikrometer) dan kelompok amnion freeze-dried (0,61±0,03 mikrometer).  Secara statistik ketebalan sel epitel antara kelompok amnion segar dan amnion freeze-dried + LMWHA tidak berbeda bermakna.  Namun ketebalan sel epitel antara kedua kelompok ini justru berbeda bermakna dengan kelompok amnion freeze-dried dengan p=0,002.  
Pertambahan tebal lapisan epitel yang terbentuk pada kelompok amnion segar pada hari ke-3 (0,52±0,1 mikrometer) dan pada hari ke-5 (0,53±0,14 mikrometer) tidak berbeda bermakna namun justru berbeda bermakna dengan hari ke-7 (0,84±0,25 mikrometer) dengan p=0,008.  Pada kelompok amnion freeze-dried pertambahan jumlah lapisan sel epitel berbeda bermakna pada  pengamatan pada hari ke-3 (0,36±0,1 mikrometer) dan hari ke-5 (0,59±0,11 mikrometer) dengan p<0,0001.  Sementara antara hari ke-5 dan hari ke-7 (0,63±0,12 mikrometer) tidak berbeda bermakna dengan p>0,05.  Pada kelompok amnion freeze-dried + LMWHA ketebalan sel epitel yang terbentuk antara waktu pengamatan berbeda bermakna, dimana hari ke-3 (0,37±0,09 mikrometer) berbeda bermakna dengan hari ke-5 (0,63±0,12 mikrometer) dan juga berbeda bermakna dengan hari ke-7 (1,01±0,11 mikrometer) dengan p<0,0001 (Gbr.2; Tabel 4).  

Tabel 4. Perbedaan tebal lapisan epitel pada tiap kelompok perlakuan antar waktu pengamatan hari ke-3,5 dan 7 (satuan mikrometer)
	Tebal lapisan epitel
Hari ke
	Waktu pengamatan hari ke
	Harga p

	
	3
	5
	7
	

	Amnion segar
	0,52±0,1a
	0,53±0,14 a
	0,84±0,25b
	0,008

	Amnion Freeze-dried
	0,36±0,1a
	0,59±0,11b
	0,63±0,12b
	<0,0001

	Amnion Freeze-dried + LMWHA
	0,37±0,09a
	0,63±0,12b
	[bookmark: OLE_LINK1][bookmark: OLE_LINK2]1,01±0,11c
	<0,0001



Maturitas epitel

Pada hari pertama tidak dijumpai sel epitel sehingga tidak ada maturitas epitel yang dapat diamati.  Pada hari ke-3 pada kelompok amnion segar dijumpai 50%  (3 subyek) sudah mengalami maturitas lanjut, sementara pada dua kelompok lain belum dijumpai maturitas lanjut.  Pada kelompok amnion freeze-dried + LMWHA dijumpai maturitas awal lebih banyak yakni 83,3% dibandingkan kelompok amnion freeze-dried (66,7%) dan kelompok amnion segar (33,3%).  

Tabel 5. Perbedaan maturitas lapisan epitel antar kelompok perlakuan pada waktu pengamatan hari ke-1,3,5 dan 7
	Tebal lapisan epitel
Hari ke
	Waktu pengamatan hari ke
	Harga p

	
	3
	5
	7
	

	Amnion segar
	0,52±0,1a
	0,53±0,14 a
	0,84±0,25b
	0,008

	Amnion Freeze-dried
	0,36±0,1a
	0,59±0,11b
	0,63±0,12b
	<0,0001

	Amnion Freeze-dried + LMWHA
	0,37±0,09a
	0,63±0,12b
	1,01±0,11c
	<0,0001



Namun perbedaan ini secara statistik tidak bermakna.  Pada hari ke-5 maturitas lanjut dijumpai pada 100% kelompok amnion segar, sementara pada kelompok amnion freeze-dried dan amnion freeze-dried + LMWHA lebih kecil (66,7% dan 83,3%) meskipun perbedaan tersebut tidak signifikan.  Pada hari ke-7 seluruh kelompok sudah mengalami maturitas lanjut (Tabel 5).

PEMBAHASAN

Penggunaan amnion segar sebagai penutup luka yang bernilai lebih dari sekedar penutup luka biologis sudah tidak diragukan lagi.  Adanya growth factor yang terkandung didalamnya diyakini memberi fasilitasi lebih pada epitelialisasi dan penyembuhan luka (Koizumi et al, 2000; Wolbank et al, 2009).  Dalam perkembangan selanjutnya penggunaan amnion segar untuk aplikasi klinis praktis ternyata menemui banyak hambatan.  Mulai dengan ketersediaan donor amnion segar yang memenuhi syarat tertentu hingga pada penelitian terbaru tentang kemungkinan penularan infeksi yang tidak dapat dihindarkan oleh karena sifat biologis amnion segar tersebut.  Sejak itulah berkembang teknik dan penelitian untuk mempreservasi amnion segar tersebut sehingga mudah disimpan dan dapat dipakai sewaktu-waktu dengan jaminan sterilitas yang memenuhi standar.
Pertanyaan timbul ketika amnion tersebut diaplikasikan secara klinis dalam keadaan yang tidak segar atau dalam kondisi preservasi.  Perlakuan selama preservasi ternyata terbukti merusak lapisan sel epitel membran amnion dan menurunkan kandungan bermacam substrat penting dan growth factor didalamnya (Koizumi et al ,2000; Ihsan M, 2009; Effendi R, 2009; Cooper et al, 2005; Wolbank et al, 2009) .  
Penelitian oleh Shay et al (2009) bahwa terdapat kandungan Hialuronat makromolekul dalam jumlah tinggi (hingga 6000 kDa) pada amnion segar membawa pada rasa ingin tahu peneliti untuk mengkaji lebih jauh manfaat kombinasi Hialuronat tipe low molecular weight (LMW) secara topikal dan amnion yang dipreservasi freeze-dried secara klinis terhadap epitelialisasi luka superfisial dengan pembanding amnion segar dan amnion freeze-dried pada individu tikus putih.  Pemilihan hialuronat LMW untuk dikombinasikan dengan amnion freeze-dried pada penelitian ini karena mengacu pada studi literatur bahwa justru hialuronat LMW yang merupakan degradasi dari Hialuronat makromolekul yang terbukti pada penelitian invitro memacu epitelialisasi secara langsung pada sel epitel kulit (keratinosit) melalui reseptor CD44 dan RHAMM, maupun secara tidak langsung melalui peningkatan produksi beberapa growth factor oleh makrofag yang terdapat pada bed luka. Pada pengamatan hari pertama nampak belum dijumpai adanya pembentukan epitel pada semua kelompok. Hal ini sesuai dengan beberapa penelitian (Papakonstantinou E et al,1998; West DC et al,2001; Philips GO et al,2002) bahwa efek inisial Hialuronat LMW yang memacu angiogenesis pada matriks dermal itu sendiri mulai terdeteksi pada hari ke-2 sejak pemberian dan berlangsung hingga delapan hari setelahnya.  Pada kelompok amnion segar adanya kandungan Hialuronat makromolekul justru pada fase awal menghambat proliferasi sel epitel, endotel dan makrofag ditandai oleh tingginya kadar TIMP.  Hal ini menurunkan (memoderasi) fase radang akut yang terjadi dimana dominasi sel radang PMN lebih nampak dibanding sel radang mononuklear (Shay et al,2009; Koh J et al,2005).  Adanya kandungan growth factor terutama Epithelial Growth factor (EGF), Keratinocyte Growth factor (KGF), dan  Hepatocyte Growth factor (HGF) yang terkandung secara inert menurut Koizumi etal(2001) dipercaya memacu epitelialisasi secara langsung tanpa diperantarai oleh makrofag meskipun belum tampak pada hari pertama.
Pada pengamatan hari ke-3 pembentukan sel epitel mulai dapat diamati pada semua kelompok.  Pada kelompok amnion segar tampak jumlah lapisan sel epitel (5,00±0,60) dan ketebalan lapisan epitel (0,52±0,1) lebih unggul bermakna dibandingkan kelompok amnion freeze-dried ( jumlah lapisan sel 3,44±0,27, ketebalan 0,36±0,1).   Pada kelompok kombinasi amnion freeze-dried dan Hialuronat LMW jumlah lapisan sel tidak berbeda bermakna (4,89±0,62 vs 5,00±0,60) dengan kelompok amnion segar namun ketebalan lapisan lebih unggul pada kelompok amnion segar (0,37±0,09 vs 0,52±0,1).  Hal ini disebabkan hialuronat makromolekul yang terdapat pada amnion segar pada umumnya bersifat sebagai molekul pengisi ruang (space filling molecules) pada matriks interstitial dermis dan sel-sel epitel (Sakai et al,2000). Hialuronat memiliki kemampuan mengikat air yang tinggi dan berperan sebagai shock-absorbents terhadap trauma dari luar, disamping itu kemampuan memperbaiki hemidesmosom dan desmosom pada ruang interstitial yang mulai tampak pada hari ke-3 (ChungJH et al, 1998; Plopper G, 2008).  Hal ini menyebabkan ketebalan lapisan epitel pada kelompok amnion segar lebih nyata.  Peningkatan kadar hialuronat makromolekul ini akan mencapai puncak pada hari ke-3 atau ke-4 dan berangsur-angsur menurun oleh karena proses degradasi (Asari A et al, 1996; West DC et al,2001). Mitosis sel epitel basal yang terjadi pada kelompok amnion segar lebih disebabkan adanya pengaruh langsung growth factor yang terkandung inert di dalamnya.  EGF dan TGFβ terbukti memacu proliferasi dan diferensiasi sel epitel, meningkatkan ketebalan lapisan epitel dan maturasinya (Seppanen SP et al,2003).  Pada kelompok amnion freeze-dried pengaruh growth factor terhadap mitosis lebih kecil dikarenakan menurunnya kadar growth factor akibat preservasi.  Sedangkan pada kelompok kombinasi amnion freeze-dried + hialuronat LMW mitosis yang terjadi disebabkan efek kombinasi antara growth factor yang kadarnya menurun dan efek langsung hialuronat LMW pada reseptor CD44 dan RHAMM pada sel epitel dan endotel.  Penambahan hialuronat LMW pada hari ke-3 terbukti memacu mitosis sel keratinosit melebihi aplikasi tunggal amnion freeze-dried dan menyerupai epitelialisasi pada amnion segar meskipun dengan ketebalan lapisan sel yang berbeda bermakna.
Pada pengamatan hari ke-5 tampak bahwa perubahan ketebalan maupun jumlah lapisan sel epitel yang terbentuk pada kelompok amnion segar tidak berbeda bermakna dengan hari ke-3 (jumlah lapisan sel : 5,83±0,35 vs 5,00±0,60 ; tebal lapisan : 0,53±0,14 vs 0,52±0,1).  Pada kelompok kombinasi amnion freeze-dried + hialuronat LMW justru terjadi peningkatan ketebalan maupun jumlah lapisan sel epitel secara bermakna dibandingkan hari ke-3 ( jumlah lapisan sel : 6,50±0,35 vs 4,89±0,62 ; tebal lapisan : 0,63±0,12 vs 0,37±0,09).  Demikian juga pada kelompok amnion freeze-dried ( jumlah lapisan sel : 5,89±0,66 vs 3,44±0,27 ; tebal lapisan : 0,59±0,11 vs 0,36±0,1).  Perbandingan jumlah lapisan epitel pada ketiga kelompok menunjukkan bahwa pada hari ke-5 kelompok kombinasi amnion freeze-dried + hialuronat LMW lebih unggul secara signifikan dibandingkan kedua kelompok yang lain (6,50±0,35 vs 5,89±0,66 vs 5,83±0,35) sementara perbandingan tebal lapisan epitel pada kelompok kombinasi amnion freeze-dried +hialuronat LMW lebih unggul dibandingkan kedua kelompok lain namun tidak signifikan (0,63±0,12 vs 0,59±0,11 vs 0,53±0,14).  Pada kelompok amnion segar tampak bahwa kadar hialuronat makromolekul yang telah mencapai puncak melakukan inhibisi pada aktivitas proliferasi sel basal keratinosit dan makrofag melalui TIMP sehingga penambahan jumlah sel epitel menurun dan mulai terjadi degradasi hialuronat makromolekul untuk menjadi molekul yang lebih kecil (low molecular weight) yang siap untuk melakukan aktivasi lanjutan pada sel epitel, endotel dan fibroblas (West DC et al,2001; Jenkins RH et al,2005; Koh J et al,2003).  Sementara pada kelompok kombinasi amnion freeze-dried + hialuronat LMW telah terjadi aktivasi sejak lebih awal dimana justru degradasi hialuronat makromolekul yang ada pada luka terjadi lebih ekstensif akibat penambahan hialuronat LMW dan terjadi penurunan kadar TIMP (West DC et al,2001; Philips GO et al,2002).  
Pada pengamatan hari ke-7 nampak bahwa jumlah lapisan epitel yang terbentuk bertambah secara bermakna pada semua kelompok dibandingkan pada hari ke-5.  Namun dari kelompok kombinasi amnion freeze-dried + hialuronat LMW jumlah lapisan sel yang terbentuk lebih banyak secara signifikan dibandingkan kedua kelompok lain (10,50±0,51 vs 7,61±0,44 vs 8,33±1,46).  Pertambahan ketebalan lapisan epitel yang terbentuk pada hari ke-7 juga berbeda bermakna dibandingkan pada hari ke-5 kecuali pada kelompok amnion freeze-dried.  Ketebalan lapisan epitel yang terbentuk pada kelompok kombinasi amnion freeze-dried tidak berbeda signifikan dibandingkan kelompok amnion segar (1,01±0,11 vs 0,84±0,25) namun berbeda signifikan dengan ketebalan lapisan epitel pada kelompok amnion freeze-dried (0,61±0,03).  Secara keseluruhan pada kelompok kombinasi amnion freeze-dried + hialuronat LMW proses epitelialisasi baik dalam pertambahan jumlah lapisan epitel maupun ketebalan lapisan epitel berjalan secara curvilienar.  Sementara pada kelompok amnion segar dan amnion freeze-dried terdapat fase plateau.  Pada kelompok amnion segar terjadi antara hari ke-3 dan ke-5 dimana terjadi efek inhibisi pada sel keratinosit, endotel dan makrofag akibat hialuronat makromolekul melalui TIMP yang mencapai puncak pada hari ke-3 dan ke-4 dan kemudian terdegradasi secara bertahap menjadi bentuk LMW yang mengubah efek inhibisi menjadi aktivasi kembali sel keratinosit, fibroblas dan makrofag disertai penurunan kadar TIMP secara drastis.  Aktivasi LMW dikatakan secara spesifik memperbaiki struktur hemidesmosom dan desmosom pada matriks interseluler sel keratinosit lebih dini (Chung JH et al, 1998; Asari A et al,1996). Struktur hemidesmosom dan desmosom pada lapisan epitel ini terbukti membentuk integritas struktur sel epitel yang saling berikatan kuat dan menjaga lapisan epitel yang terbentuk tahan terhadap trauma (Plopper G, 2008).  Pada kelompok amnion freeze-dried fase plateau terjadi pada penambahan tebal epitel antara hari ke-5 dan ke-7.  Hal ini dapat dipahami karena minimnya kadar hialuronat yang ada pada amnion freeze-dried sehingga lebih terbatas kemampuan pembentukan struktur matriks interseluler yang kaya desmosom dan hemidesmosom dan kemampuan mengikat air di ruang interstitial. 
Maturitas epitel yang nampak pada pengamatan hari ke-3 menunjukkan bahwa kelompok amnion segar lebih unggul dimana 50% sudah mencapai maturitas lanjut dengan lebih dari satu lapis keratin yang terbentuk, sementara pada kelompok amnion freeze-dried dan kelompok kombinasi amnion freeze-dried+ hialuronat LMW hanya terbentuk maturitas awal dan immatur.  Maturitas epitel yang lanjut pada hari ke-5 pada kelompok amnion segar mencapai 100% , sementara hanya didapatkan 83,3% pada kelompok kombinasi amnion freeze-dried + hialuronat LMW dan 66,7% pada kelompok amnion freeze-dried.  Maturitas lanjut dijumpai 100% pada semua kelompok pada pengamatan hari ke-7.  Maturitas lanjut yang ditandai lapisan keratin yang lebih dari selapis menunjukkan bahwa lapisan epitel yang terbentuk lebih tahan terhadap trauma (Gawkrodger DJ, 2003; Sterry W et al, 2006).  Meskipun perbedaan antara kelompok tidak signifikan, kecenderungan percepatan diferensiasi dan maturitas sel epitel pada kelompok amnion segar patut diduga akibat kerja growth factor terutama EGF dan TGFβ yang terkandung dalam amnion segar yang bekerja langsung pada sel keratinosit sejak awal karena profil demikian tidak dijumpai pada kelompok amnion freeze-dried meskipun dengan penambahan hialuronat LMW.

Kesimpulan
Perawatan luka superfisial pada tikus putih dengan kombinasi amnion freeze-dried dan topikal hialuronat low molecular weight  memberikan kecepatan epitelialisasi yang lebih unggul dibandingkan dengan perawatan tunggal dengan amnion freeze-dried pada hari ke-3, ke-5 dan ke-7.  Sementara dibandingkan amnion segar memberikan kecepatan epitelialisasi sedikit inferior pada hari ke-3, namun unggul pada hari ke-5 dan ke-7.
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