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ABSTRACT

THE CHANGES IN TGF- LEVELS AND EXTRAOCULAR MUSCLES IN

BALB/C MICE OF ORBITAL INFLAMMATION MODEL AS A

CLINICAL FEATURE OF OXAZOLONE-INDUCED THYROID EYE

DISEASE

Retno Tharra Handayani, Devi Azri Wahyuni, Nyiayu Fauziah Kurniawati, Debby
Handayati Harahap

Department of Ophthalmology, Faculty of Medicine, Universitas Sriwijaya, Dr.
Moh. Hoesin General Hospital, Palembang, Indonesia

Background: Thyroid eye disease (TED) is an eyes’ autoimmune inflammatory
disorder. Transforming Growth Factor Beta (TGI-f) causes inflammation of the
extraocular muscles of the TED. The aim of this study was to analyze changes in
TGF-f expression and extraocular muscle size after oxazolone induction in a
mice model of orbital inflammation, a clinical feature of TID.

Methods: A quasi-experimental study with a time-series design was conducted on
BALB/c mice (Mus musculus 1) with clinical features of TED induced by
oxazolone in the animal house and biomolecular laboratory of iRATco
Laboratory, Bogor. The samples were divided into six groups (6 mice per group):
K normal (0 day), K negative (placebo), K1, K2, K3, K4 (oxazolone-induced, 3, 7,
14, and 28 days). Data analysis was performed using SPSS version 24. Statistical
significance is P = 0.05.

Results: A total of 36 mice were studied. Differences in serum TGIF-f expression,
muscle TGI-f expression, and extraocular muscle size were found between the
study time interval groups (p = 0.013, p = 0.000, p = 0.000, respectively). Serum
TGI-p expression and extraocular muscle size were moderately correlated
between groups (r — 0.440, p — 0.000). Muscle TGI-f expression was strongly
correlated between groups (r — 0.638, p = 0.000).

Conclusion: Serum TGIF-f expression and extraocular muscle size were
moderately and highly correlated between treatment groups.

Keywords: 7GI-p, extraocular muscles, thyroid eye disease, TIED, Graves'
ophthalmopathy, oxazolone
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ABSTRAK

PERUBAHAN KADAR TGF-[} DAN OTOT EKSTRAOKULAR PADA MENCIT
BALB/C MODEL INFLAMASI ORBITA SEBAGAI FITUR KLINIS THYROID EYE
DISEASE YANG DIINDUKSI OXAZOLONE
Retno Tharra Handayani, Devi Azri Wahyuni, Nyiayu Fauziah Kurniawati, Debby
Handayati Harahap
Bagian Kesehatan Mata, Fakultas Kedokteran Universitas Sriwijaya, RS. Dr. Moh. Hoesin
Palembang

Latar Belakang: Thyroid eye disease (TED) merupakan gangguan inflamasi autoimun
pada mata. Transforming Growth Factor Beta (TGF-B) mengakibatkan inflamasi pada otot
ekstraokuler TED. Tujuan penelitian untuk menganalisis perubahan ekspresi TGF-B dan
ketebalan otot ekstraokular setelah induksi oxazolone pada mencit model inflamasi orbita
sebagai fitur klinis dari TED.

Metode: Penelitian quasi eksperimental dengan desain rancangan runtut-waktu dilakukan
pada Mencit BALB/c (Mus Musculus L) dengan fitur klinis TED yang di induksi Oxazolone
di animal house dan laboratorium iRATco, Bogor. Sampel dibagi menjadi 6 kelompok (6
ekor per kelompok), yaitu K normal, K negatif, K1, K2, K3, K4 (diinduksi oxazolone, 3, 7,
14, dan 28 hari). Analisis data dilakukan dengan program SPSS versi 24. Signifikansi
statistik P< 0,05.

Hasil Penelitian: Sebanyak 36 ekor sampel diteliti. Didapati perbedaan ekspresi TGF-
pada serum darah, ekspresi TGF-P pada jaringan otot ekstraokuler antar kelompok interval
waktu penelitian (nilai p = 0.013, p = 0.000, p = 0.000). Pada serum darah didapati kadar
TGF-B antar kelompok interval waktu penelitian berbeda secara signifikan (nilai p = 0.000,
p = 0.000, p = 0.027, p = 0.000, p = 0.000). Ekspresi TGF-p pada serum darah dan
ketebalan otot ekstraokular memiliki korelasi sedang antar kelompok (r = 0.440, p = 0.000).
Ekspresi TGF-p pada jaringan otot memiliki korelasi yang kuat antar kelompok (r = 0.638,
p = 0.000).

Simpulan: Ekspresi TGF-B pada serum darah dan ketebalan otot ekstraokular berkorelasi
sedang dan kuat antar kelompok perlakuan.

Kata kunci: 7GI-f, otot ekstraokular, thyroid eye disease, TED, graves ophthalmopathy,
oxazolone
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BAB I

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Thyroid eye disease (TED) juga dikenal sebagai Graves ophthalmopathy
(GO), merupakan gangguan inflamasi autoimun dengan tanda-tanda klinis yang
khas, tidak dapat diprediksi dan dapat mengancam, melemahkan, dan merusak
penglihatan. TED adalah manifestasi ekstra-tiroid yang paling umum dari Graves
Disease (GD).! Meskipun sebagian besar pasien TED menderita hipertiroid,
setidaknya 10% kasus TED terjadi pada keadaan eutiroidisme atau hipotiroidisme.
Prevalensi TED secara keseluruhan adalah sekitar 40% pada pasien Graves,
pembesaran otot ekstraokular subklinis dapat terjadi pada hampir 70% pasien
dewasa dengan hipertiroidisme Graves. Prevalensi TED secara klinis pada pasien
GD sekitar 25-50%. Subekti et al melaporkan prevalensi TED secara klinis di
RSUPN dr. Cipto Mangunkusumo (RSCM) pada tahun 2011 adalah 37%.!-3

Manifestasi TED antara lain dapat terjadi pada kelopak mata, permukaan
okular, orbita dan gerakan bola mata. Gejala ini muncul dalam 18 bulan pertama
penyakit tiroid autoimun dengan 13% pasien datang lebih dari 2 tahun, dan 3%
terdiagnosis lebih awal pada kurang dari 12 bulan.?? Mayoritas pasien menderita
TED ringan dan sembuh sendiri, 20% hingga 30% pasien mengalami penyakit
sedang/berat, dan 3% hingga 5% mungkin mengalami penyakit yang mengancam
penglihatan.!

Patogenesis TED meliputi imunitas seluler melalui stimulasi reseptor

Tyroid Stimulating Hormone (TSH) pada fibroblas orbital, yang mengakibatkan
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pembesaran otot ekstraokuler, jaringan adiposa serta jaringan ikat dalam ruang
orbital yang terbatas.* Fibroblas orbital, melalui kadar reseptor, gangliosida dan gen
proinflamasi, berperan aktif dalam memodulasi proses inflamasi. Hipertiroidisme
GD disebabkan oleh autoantibodi IgG (GDIgG) yang menyerang reseptor hormon
perangsang tiroid (TSHR). Autoantibodi ini mengaktitkan reseptor dan
menstimulasi hipertrofi folikel tiroid, yang menyebabkan produksi hormon
berlebihan. Patogenesis GO belum dapat sepenuhnya dipahami. TSHR
diekspresikan secara tinggi di dalam orbita. Hal ini menunjukkan peran
potensialnya dalam perkembangan GO. Aktivasi TSHR oleh GD-IgG pada
fibroblas, preadiposit, dan adiposit di jaringan lunak orbita dianggap sebagai faktor
utama dalam patogenesis GO. Namun, GD-IgG juga dapat secara langsung
mengaktifkan reseptor Insulin-like Growth Factor -1 (IGF-1R) pada sel-sel ini dan
mendukung perkembangan GO. GD-IgG dan Insulin-like Growth Factor-1 (IGF-
1) meningkatkan sekresi yang diatur pada aktivasi, ekspresi dan sekresi sel T
normal (RANTES), dan IL-16, yang mengintensifkan migrasi sel T ke dalam orbita.
Limfosit T berinteraksi dengan fibroblas orbital melalui ikatan molekuler
CD40:CD154 spesifik yang menyebabkan aktivasi, proliferasi, dan diferensiasi
fibroblas menjadi miofibroblas dan adiposit. Fibroblas yang teraktivasi
memproduksi  Glycosaminoglicans (GAG) secara berlebihan, mengalami
adipogenesis, dan mengeluarkan sitokin pro-inflamasi termasuk IL-1a, IL-1, IL-
6, IL-8, macrophage chemoattractant protein-1 (MCP-1), dan transforming growth
factor-f (TGF-B), untuk mempertahankan peradangan di dalam orbit. Peningkatan
regulasi sintesis GAG fibroblas orbital ini merupakan aspek penting dari patologi

TED, dan terjadi pada kecepatan 100 kali lipat lebih cepat dibandingkan dengan



fibroblas abdomen dari pasien yang sama. Subpopulasi fibroblas orbital mampu
mengalami diferensiasi adiposit, berkontribusi pada perluasan lemak orbital yang
mendominasi pada beberapa pasien. !

Transforming Growth Factor Beta (TGF-f) adalah protein yang disekresikan
untuk meregulasi proliferasi, diferensiasi dan kematian dari berbagai jenisi sel.
Produksi TGF-f berkolerasi dengan derajat fibrosis subepitelian, TGF-f3 meningkat
pada pasien atopi dengan inflamasi sel eosinofil. Adanya asosiasi yang tampak
antara TGF-B dengan jumlah eosinofil, dimana apabila jumlah TGF- menurun
maka jumlah eosinofil juga akan ikut menurun. TGF-f berperan penting baik secara
supresif ataupun fasilitatori dalam fungsi sistem imun manusia maupun matriks
ekstraseluler pada penyakit mata tiroid. TGF- dapat mensupresi sistem imun
adaptif melalui induksi CD4 yang mensekresikan IL-10 sehingga fungsi dari sel
limfosit T regulator dapat menekan sel Thl, Th2, dan CD8+.%7

Berbagai metode dalam membuat model hewan coba TED sudah banyak
diteliti dan dikembangkan dalam dua dekade terakhir. Beberapa metode yang
dilakukan adalah sebagai berikut: mengimunisasi Mencit dengan fibroblas yang
ditransfeksi hAuman thyroid stimulating hormone reseptor (TSHR), menginfeksi
Mencit dengan plasmid ekspresi yang mengandung cDNA TSHR manusia, dan
menyuntikkan vektor adenovirus yang mengekspresikan TSHR manusia. Upaya-
upaya ini memiliki tingkat keberhasilan yang bervariasi; namun, ciri-ciri okular
TED tidak selalu ada. Pada tahun 2011, Zhao dan rekan-rekannya berhasil
mengimunisasi Mencit dengan plasmid yang mengkode TSHR A, yang
menyebabkan hipertiroidisme dan fibrosis orbital pada histopatologi tetapi gagal

menunjukkan fenotipe klinis TED. Demikian pula, Moshkelgosha dan rekan-



rekannya menunjukkan kongesti orbital yang terkait dengan TED dengan
menyuntikkan TSHR yang mengandung plasmid diikuti oleh elektroporasi otot
rangka paha Mencit. Namun, histopatologi infiltrasi sel inflamasi saraf optik dalam
model-model ini tidak konsisten dengan TED manusia. Oleh karena itu fenotipe
orbital TED yang konsisten belum dapat dibuktikan secara andal dengan gangguan
sistemik. Satu-satunya model langsung peradangan orbital idiopatik atau
nonspesifik pada hewan diciptakan pada tahun 1987 dengan menyuntikkan 12-0-
tetradecanoyl-phorbol-13-acetate (TPA) ke dalam otot rektus superior kelinci
putih Selandia Baru. Model ini menghasilkan peradangan akut (miositis) dan edema
dalam waktu 48 jam, diikuti oleh fibrosis dan pembatasan otot dalam waktu 12
minggu. Studi lebih lanjut tentang model ini dengan paradigma pengobatan
potensial belum dicoba. Secara keseluruhan, model-model ini telah menunjukkan
hasil yang tidak konsisten dan penyimpangan klinis dari penyakit orbital
manusia.®?

Untuk meneliti TED, Dhanesh Amarnani dan timnya mengembangkan model
mencit dengan menginduksi oxazolone secara subtenon ke retrobulbar,
menghasilkan kondisi klinis yang mirip TED. Model ini menunjukkan kesesuaian
yang kuat dengan penyakit manusia di tingkat klinis, radiografi, dan histopatologi.
Oxazolone, pemicu kulit sensitif yang ampuh, telah digunakan sejak 1968 untuk
menginduksi dermatitis kontak dan kolitis ulseratif pada mencit. Guna memastikan
akurasi model peradangan orbital ini, peneliti membandingkan orbit mencit dengan
spesimen jaringan lemak orbital manusia dari pasien TED akut atau kronis yang
menjalani dekompresi. Mereka secara spesifik memilih spesimen TED karena sifat

peradangan orbital yang bervariasi. Penelitian pada manusia ini mengungkap



peningkatan pembentukan pembuluh darah dan limfatik pada pasien TED akut
dibandingkan dengan pasien TED kronis dan kontrol. Selanjutnya, peneliti
mengevaluasi sel inflamasi spesifik dan penanda sitokin untuk memastikan
keselarasan antara model mencit dan peradangan orbital manusia.’’

Berdasarkan latar belakang ini dan belum pernah dilakukannya studi ini
sebelumnya, maka peneliti bertujuan untuk mengevaluasi adanya perubahan kadar
TGF B dan pembesaran ketebalan otot ekstraokular pada mencit BALB/c yang
mengalami inflamasi orbita sebagai fitur klinis TED dan hubungan antar keduanya.
Selain itu hasil penelitian ini dapat menjadi acuan biomarker sebagai target therapy

pada pasien TED.

1.2 Rumusan Masalah

Bagaimana perubahan kadar TGF-3 serum dan organ dengan ketebalan otot
ekstraokular setelah induksi oxazolone pada Mencit model inflamasi orbita

sebagai fitur klinis dari Thyroid Eye Disease (TED)

1.3 Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan Umum

Menganalisis perubahan kadar TGF-3 serum dan organ dengan ketebalan otot
ekstraokular setelah induksi oxazolone pada mencit model inflamasi orbita

sebagai fitur klinis dari Thyroid Eye Disease (TED)



1.3.2 Tujuan Khusus

1 Mengetahui nilai kadar TGF- serum dan organ sebelum diinduksi
oxazolone

2 Mengetahui nilai kadar TGF- serum dan organ sesudah diinduksi
oxazolone pada hari ke 3, 7, 14 dan 28

3 Mengetahui ketebalan otot ekstraokuler sebelum diinduksi oxazolone

4 Mengetahui ketebalan otot ekstraokuler sesudah diinduksi oxazolone
pada hari ke 3, 7, 14 dan 28

5 Menganalisis korelasi antara kadar TGF-f serum dan organ dengan
ketebalan otot ekstraokuler pada Mencit model inflamasi orbita sebagai

fitur klinis dari Thyroid Eye Disease (TED)

1.4 Pertanyaan Penelitian (Hypotesis-generating)

1. Apakah terdapat perubahan kadar TGF-B serum dan organ sesudah
diinduksi oxazolone pada Mencit model inflamasi orbita sebagai fitur
klinis dari Thyroid Eye Disease (TED)?

2. Apakah terdapat perubahan otot ekstraokular sesudah diinduksi
oxazolone pada Mencit model inflamasi orbita sebagai fitur klinis dari
Thyroid Eye Disease (TED)?

3. Bagaimana korelasi antara kadar TGF-f serum dan organ dengan
ketebalan otot ekstraokuler pada Mencit model inflamasi orbita sebagai

fitur klinis dari Thyroid Eye Disease (TED)?



1.5 Manfaat Penelitian
1.5.1 Akademis

Keberhasilan pembuatan model mencit BALB/c Orbital Inflammation fitur
klinis Thyroid Eye Disease yang diinduksi oxazolone dapat menjadi acuan

untuk studi lanjutan di bidang oftalmologi dan imunologi.

1.5.2 Klinis

Memberikan dasar untuk pengembangan terapi target yang efektif dalam
mengurangi inflamasi orbita dan otot ektraokular pada pada pasien Thyroid

Eye Disease.



1.6 Hipotesis

1.6.1 Hipotesis 0 (H0)

1. Terdapat perubahan Kadar TGF-B serum dan organ sebelum dan
sesudah diinduksi oxazolone pada Mencit model inflamasi orbita
sebagai fitur klinis dari Thyroid Eye Disease (TED).

2. Terdapat perubahan ketebalan otot ekstraokuler sebelum dan sesudah
diinduksi oxazolone pada Mencit model inflamasi orbita sebagai fitur
klinis dari Thyroid Eye Disease (TED).

3. Terdapat korelasi antara Kadar TGF-B serum dan organ dengan
ketebalan otot ekstraokuler pada Mencit model inflamasi orbita sebagai

fitur klinis dari Thyroid Eye Disease (TED).

1.6.2 Hipotesis 1 (H1)

1. Tidak terdapat perubahan Kadar TGF- serum dan organ sesudah
diinduksi oxazolone pada Mencit model inflamasi orbita sebagai fitur
klinis dari Thyroid Eye Disease (TED).

2. Tidak terdapat perubahan ketebalan otot ekstraokuler sebelum dan
sesudah diinduksi oxazolone pada Mencit model inflamasi orbita
sebagai fitur klinis dari Thyroid Eye Disease (TED).

3. Tidak terdapat korelasi antara Kadar TGF-f serum dan organ dengan
ketebalan otot ekstraokuler pada Mencit model inflamasi orbita sebagai

fitur klinis dari Thyroid Eye Disease (TED).
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