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ABSTRAK

Aterosklerosis merupakan proses yang terjadi secara bertahap meliputi tahap inisiasi, progresi dan komplikasi. Beberapa 
penelitian memperlihatkan kaitan antara stres oksidatif dengan aterosklerosis, tetapi belum ada penelitian yang 
menganalisis perbedaan stres oksidatif pada berbagai tahap aterosklerosis. Konsentrasi oxidized low density lipoprotein 
(oxLDL) menggambarkan stres oksidatif yang terjadi sehingga dikenal sebagai marker stres oksidatif. Penelitian ini 
bertujuan  untuk menganalisis konsentrasi oxLDL serum pada berbagai tahap aterosklerosis pada hewan coba. Pada 
penelitian ini dilakukan pengukuran kadar oxLDL serum pada  24 ekor tikus yang terdiri dari  kelompok normal, inisiasi, 
progresi dan komplikasi. Induksi aterosklerosis dilakukan  dengan pemberian vitamin D3 (700.000 IU/kg) dan  pakan tinggi 
lipid (kolesterol 2%, lemak kambing 5%, asam kolat 0,2%) masing-masing selama 2 hari, 4 hari dan 2 minggu. Konsentrasi 
oxLDL serum diukur dengan teknik Enzyme linked immunosorbent assays (ELISA). Data disajikan sebagai rata-rata±SD. Uji 
statistik yang digunakan adalah uji Anova. Konsentrasi oxLDL serum lebih tinggi pada inisiasi dibandingkan normal 
(2,17±0,26ng/mL versus 1,93±0,25ng/mL, p>0,05) dan lebih tinggi lagi pada progresi dan komplikasi (2,75±0,25ng/mL 
dan 3,3±0,61ng/mL, p<0,05) masing-masing terhadap normal dan inisiasi). Penelitian ini menyimpulkan bahwa terdapat 
perbedaan konsentrasi oxLDL pada berbagai tahap aterosklerosis dan konsentrasi paling tinggi pada tahap komplikasi. Hal 
ini membuka kemungkinan untuk mengembangkan oxLDL sebagai marker tahapan aterosklerosis.
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ABSTRACT

Atherosclerosis is a slow disease and can be divided into stages of initiation, progression and complication. Some research 
has found a correlation between stress oxidative and atherosclerosis, but there has been no research that compares 
oxidative stress at each of these stages. Oxidized Low Density Lipoprotein (oxLDL) concentration reflect oxidative stress so 
is widely used as a marker of oxidative stress. This study aimed to investigated the concentration of serum oxLDL at 
different stages of atherosclerosis using rat model. The sample consists of 18 wistar rats with atherosclerosis (stage of 
initiation, progression  and complication) and 6 normal  wistar rats. Induction of atherosclerosis done by vitamin D3 
(700,000 IU/kg) and high feed lipids (2% cholesterol, 5% goat fat and 0.2% cholic acid) each for 2 days, 4 days and 2 weeks. 
Serum oxidized LDL (oxLDL) concentration was measured by Enzyme linked immunosorbent assays (ELISA). Data are 
presented as mean±SD. Analysis of variance test was used to compare mean value of oxLDL concentration. Serum oxLDL 
concentration was higher in initiation compared with normal (2,17±0,26ng/mL versus 1,93±0,25ng/mL, p>0,05 and 
further higher in progression and complication (2,75±0,25ng/mL and 3,3±0,61ng/mL, p<0,05 versus normal and initiation 
for each). This study concludes that there are different concentrations of serum oxLDL at the stages of atherosclerosis. 
Serum oxLDL concentration is highest in complication. This result may be used in research into new marker in 
atherosclerosis.
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PENDAHULUAN kelebihan karena praktis, mudah didapat dan pola makan 
tikus yang omnivora lebih mirip manusia dibandingkan Aterosklerosis merupakan masalah yang semakin 
kelinci. Meskipun demikian, tikus sebenarnya resisten meningkat pada saat ini, karena mempunyai risiko yang 
terhadap aterosklerosis, tetapi dengan modifikasi seperti tinggi untuk terjadinya penyakit kardiovaskuler (PKV). 
pemberian tiourasil, vitamin D3 atau adrenalin bersama Kematian akibat PKV meningkat setiap tahunnya, dan 
diet tinggi kolesterol maka tikus dapat diinduksi merupakan 30% penyebab   kematian di dunia pada tahun 
aterosklerosis (11). Penggunaan vitamin D3 dosis tinggi 2005 (1). Diperkirakan pada tahun 2020  akan menjadi 
berperan pada terjadinya kalsifikasi vaskuler, proliferasi sel penyebab utama kematian yang ada di dunia (2).
otot polos dan menstimulus migrasi sel otot polos  

Proses aterosklerosis terjadi dalam waktu yang lama dan pembuluh darah (12).
bertahap (3). Berdasarkan perjalanan klinis, aterosklerosis 

Berdasarkan latar belakang diatas, peneliti tertarik untuk dapat dibagi atas tahap inisiasi, progresi dan komplikasi 
mengetahui lebih jauh tentang konsentrasi LDL teroksidasi yang berupa angina stabil dan angina tidak stabil (4).  
serum pada berbagai tahap aterosklerosis. Penelitian ini Proses aterosklerosis diawali pada masa anak-anak dan 
penting dilakukan karena dengan mengetahui konsentrasi manifestasi klinis terjadi pada usia menengah dan lanjut. 
oxLDL pada tiap tahap aterosklerosis akan diketahui Proses aterosklerosis terjadi secara perlahan-lahan, 
tingkat stres oksidatif pada tiap tahap tersebut.sehingga pasien tidak menyadarinya, sampai kemudian  

timbul manifestasi seperti angina tidak stabil, infark 
METODEmiokard akut atau kematian mendadak. Oleh sebab itu 

pent ing untuk lebih memahami patogenesis  Penelitian ini telah mendapatkan persetujuan etik dari Tim 
aterosklerosis sehingga aterosklerosis bisa dideteksi lebih Komite Etika Penelitian Fakultas Kedokteran Universitas 
dini dan dapat ditatalaksana dengan baik (5). A n d a l a s  d e n ga n  s u rat  ke l a i ka n  e t i k  n o m o r  

269/KEP/FK/2013. Pada penelitian ini digunakan tikus Beberapa penelitian memperlihatkan bahwa stres 
putih (Rattus norvegicus)  galur wistar sebagai model oksidatif berperan dalam terjadinya aterosklerosis (6). 
aterosklerosis. Sebanyak 28 ekor tikus berumur 2-3 bulan Stres oksidatif terjadi akibat ketidakseimbangan radikal 
dibagi secara acak dalam 4 kelompok yaitu kelompok bebas dengan antioksidan. Radikal bebas adalah atom 
kontrol (K), inisiasi (P ), progresi (P ) dan komplikasi (P ). atau molekul yang elektron terluarnya tidak mempunyai 1 2 3

Kelompok K merupakan kelompok yang mendapatkan diet pasangan, sangat reaktif dan mampu bereaksi dengan 
standar. Kelompok P , P  dan P  merupakan kelompok tikus molekul disekitarnya (7). Lipid yang terdapat pada 1 2 3

yang diinduksi aterosklerosis. Sampel diberikan perlakuan lipoprotein low density lipoprotein (LDL) rentan terhadap 
berupa vitamin D3  (11-12),  diet aterogenik berupa radikal bebas. Lipoprotein yang telah teroksidasi ini akan 
kolesterol 2%, lemak kambing 5%, asam kolat 0,2% dan difagositosis oleh makrofag membentuk sel busa. 
diet standar sampai dengan 100% (13). Diet aterogenik Fagositosis oleh sel netrofil, monosit dan limfosit juga akan 
diberikan dalam bentuk pelet 20 g/hari/ekor dan menghasilkan radikal bebas sehingga akan meningkatkan 
minuman diberikan ad libitum, diperiksa dan ditambah stres oksidatif  (8). Jika radikal bebas menyerang lipid akan 
setiap hari. Vitamin D3 (Biotech Pharmacal) 700.000 IU/kg menginduksi terjadinya peroksidasi lipid. Peroksidasi lipid 
diberikan dosis tunggal pada hari pertama induksi dengan berlangsung melalui beberapa tahap yaitu inisiasi, 
cara intubasi lambung (11-12). Penelitian pendahuluan propagasi dan terminasi (9). Akhir dari reaksi ini adalah 
mendapatkan bahwa lama pemberian diet aterogenik terputusnya rantai asam lemak menjadi berbagai senyawa 
untuk masing-masing kelompok adalah P (2 hari), P  (4 1 2yang bersifat toksik terhadap sel, seperti malondialdehid 
hari) dan P  (2 minggu). 3(MDA), 9-hidroksi-nonenal (HNE), serta berbagai 

hidrokarbon seperti etana dan pentana (10). Pada waktu yang telah ditentukan, dilakukan pengambilan 
aorta abdominal dan darah dari jantung. Selanjutnya Ada berbagai marker yang dapat digunakan untuk 
dilakukan pemeriksaan histopatologis aorta abdominal mendeteksi  aterosklerosis, tetapi sangat sedikit marker 
dengan skoring sebagai berikut: 0: normal; 1: pelebaran untuk mendeteksi tahap aterosklerosis mengingat 
serat elastik dengan sedikit sel busa; 2: fragmentasi lamela aterosklerosis merupakan proses yang sangat kompleks. 
elastika dengan  sejumlah sel busa dan fibrosis/kalsifikasi, Beberapa proses tidak terjadi pada satu tahap saja bahkan 
proliferasi sel otot polos, infiltrasi lipid medial; 3: plak berlangsung pada seluruh tahap, sehingga marker yang 
ulseratif/trombus (14). Penentuan derajat  aterosklerosis berkaitan dengan proses ini akan terdeteksi sepanjang 
dilakukan dengan penilaian pada 9 lapangan pandang aterosklerosis. Beberapa marker yang dapat digunakan 
(pembesaran 400 x) dan skor yang diambil adalah nilai mendeteksi  tahap inisiasi:  Monocyte Chemotactic 
yang tertinggi dari 9 lapangan pandang tersebut. Hasil Protein 1 (MCP-1), Macrophage Colony Stimulating Factor 
pemeriksaan kemudian diinterprestasikan dengan kriteria (MCSF) dan CRP. Marker lain seperti Vascular Endothelial 
0: normal, 1: inisiasi, 2: proliferasi dan 3: komplikasi (14). Growth Factor (VEGF) dan Troponin I telah diteliti sebagai 
Sampel yang memenuhi syarat  selanjutnya akan dilakukan marker tahap progresi dan tahap komplikasi  
pemeriksaan oxLDL serum  dengan teknik ELISA. Uji Anova aterosklerosis. Low Density Lipoprotein  teroksidasi 
merupakan uji statistik yang digunakan untuk merupakan marker aterosklerosis yang terdeteksi 
membandingkan konsentrasi oxLDL serum antar kelompok sepanjang tahap aterosklerosis dan berkaitan dengan 
dan dilanjutkan dengan uji posthoc. Nilai p<0,05  dikatakan kerusakan sel endotel,  inflamasi dan stres oksidatif  (4).
bermakna secara statistik.

Pada penelitian ini digunakan hewan coba berupa tikus 
putih. Berbagai hewan coba telah digunakan untuk 

HASIL 
penelitian aterosklerosis seperti primata, babi, kelinci, 
marmut, tikus dan mencit. Hewan coba yang kecil seperti Hasil pengamatan  histopatologis menunjukkan, bahwa 
tikus cukup menjanjikan untuk digunakan dalam skor aterosklerosis  dari yang tertinggi  sampai terendah 
penelitian aterosklerosis. Tikus memiliki beberapa berturut-turut adalah kelompok P , P , P , dan K (Tabel 1).  3  2  1  
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Pemberian vitamin D3 dan diet aterogenik pada peningkatan konsentrasi oxLDL serum pada semua tahap 
penelitian ini telah berhasil mendapatkan tikus model aterosklerosis dibandingkan normal. Hasil pengukuran 
tahapan aterosklerosis. Hal ini terlihat dari persentase konsentrasi oxLDL serum menunjukkan adanya 

peningkatan konsentrasi oxLDL serum yang berbanding terbentuknya lesi aterosklerosis pada masing-masing 
lurus dengan progresivitas lesi aterosklerosis. Semakin kelompok yaitu 85,71% pada kelompok P , 85,71% pada 1

lanjut tahap aterosklerosis, maka semakin tinggi pula kelompok P dan 100% pada kelompok P . 2 3 

peningkatan konsentrasi oxLDL  serum.  

Tabel 1. Skoring pemeriksaan histopatologis (HE) aorta 
Tabel 2. Perbedaan rerata konsentrasi LDL teroksidasi serum abdominal  tikus

berdasarkan kelompok

a b  c  Keterangan: p<0,05 vs normal, p<0,05 vs inisiasi, p<0,05 vs progresi, ,
dp<0,05 vs komplikasi

Hasil pemeriksaan histopatologis pada aorta abdominal 
Uji statistik memperlihatkan terdapat perbedaan  yang kelompok yang diberi diet aterogenik dan vitamin D3 
bermakna konsentrasi oxLDL berdasarkan  kelompok sebagian besar  terlihat adanya penebalan dinding dan 
(Tabel 2). Tidak didapatkan  perbedaan konsentrasi oxLDL membran elastika interna terlihat rusak (Gambar 1). Lesi 
yang bermakna secara statistik antara kelompok inisiasi aterosklerosis tahap inisiasi  ditandai adanya  sel busa 
dengan kelompok normal. Perbedaan  konsentrasi oxLDL (Gambar 1A). Tahap progresi ditandai adanya kalsifikasi, 
yang bermakna dengan kelompok normal  baru terdapat sel otot polos terlihat berproliferasi, serat otot polos 
pada kelompok progresi dan perbedaan itu semakin jelas terganggu serta proliferasi jaringan ikat (fibrosis) (Gambar 
pada kelompok komplikasi. 1B). Lesi aterosklerosis pada tahap komplikasi  ditandai 

adanya  plak ulseratif  (Gambar 1C). 

DISKUSI

Pada penelitian ini dilakukan induksi aterosklerosis selama 
2 hari, 4 hari dan 2 minggu. Hasil induksi aterosklerosis 
selama 2 hari menghasilkan lesi berupa sel busa (tahap 
inisiasi). Induksi aterosklerosis selama 4 hari menghasilkan 
lesi  berupa sel  busa,  prol i ferasi  otot polos,  
fibrosis/kalsifikasi (tahap progresi). Lesi aterosklerosis 
berupa defek permukaan/ulserasi didapatkan setelah 
melakukan induksi selama 2 minggu. Lama induksi 
aterosklerosis ini lebih pendek jika dibandingkan 
penelitian lain.  Penelitian Pang et al,  melakukan induksi 
aterosklerosis pada tikus putih Sprague Dawley selama 12 
minggu dan mendapatkan lesi aterosklerosis berupa sel 
busa, kalsifikasi dan plak  ulseratif (12). Penelitian Li et al, 
melakukan induksi aterosklerosis selama 15 minggu dan 
lesi aterosklerosis berupa sel busa, fibrosis dan kalsifikasi 
(11). Penelitian yang dilakukan Jiang  et al,  mendapatkan 
lesi  aterosklerosis setelah melakukan induksi  
aterosklerosis selama 6 minggu. Perbedaan waktu yang 
diperlukan ini kemungkinan akibat adanya perbedaan cara 
pemberian vitamin D3, komposisi diet aterogenik yang 

Gambar 1. Histopatologis aorta abdominal (HE, 400x) diberikan dan strain tikus putih yang digunakan (15-17).
Keterangan:

A. Tahap inisiasi, panah menunjukkan sel busa Berbagai penelitian telah dilakukan untuk mengetahui 
B. Tahap progresi, panah menunjukkan kalsifikasi dan fibrosis. hubungan antara  konsentras i  oxLDL  dengan 
C. Tahap komplikasi, panah menunjukkkan ulseratif. aterosklerosis.  Belum ada penelitian mengenai hubungan 

konsentrasi oxLDL dengan tahap aterosklerosis pada 
jaringan. Beberapa penelitian menganalisis hubungan 
antara konsentrasi  oxLDL sirkulasi dengan aterosklerosis Pengukuran konsentrasi oxLDL serum dilakukan pada 24 
subklinis (18-19)  dan derajat penyakit jantung koroner sampel karena terdapat 2 buah sampel yang darahnya 
(20). Kato et al, meneliti hubungan antara konsentrasi mengalami lisis  yaitu dari kelompok K dan P . Tabel 2 3

menunjukkan bahwa konsentrasi oxLDL tertinggi terdapat oxLDL plasma dengan luasnya lesi aterosklerosis pada 
pada tahap komplikasi diikuti oleh tahap progresi, inisiasi mencit Apo E-KO (Apolipoptein E Knockout) yang diberi 
dan normal. Data yang disajikan memperlihatkan terdapat diet standar (21). 
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Ulangan Skor pemeriksaan histopatologis 

K P1 P2 P3

1 0 0 2 3 
2 0 1 2 3 
3 0 1 2 3 
4 0 1 2 3 
5 0 1 2 3 
6 0 1 2 3 
7 0 1 0 3 

Kelompok            n Konsentrasi LDL teroksidasi serum  
(ng/mL) Rata±SD 

                            
Normal                 6                                         1,93±0,25  
Inisiasi                  6                                       2,17±0,26c,d 

Progresi                6                                               2,75±0,25a,b,d 

Komplikasi           6                                         3,30±0,61a,b,c 
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Pada penelitian ini didapatkan peningkatan oxLDL pada bermakna pada tahap progresi dan komplikasi (23). Hasil 
tahap inisiasi dan progresi, meskipun peningkatan yang ini juga sejalan dengan didapatkannya penurunan ekspresi 
bermakna hanya pada tahap progresi. Hasil penelitian proteasom pada tahap komplikasi dibandingkan tahap 
yang diperoleh ini sejalan dengan  penelitian progresi (14). Penurunan aktivitas proteasom ini 

yang mendapatkan peningkatan kemungkinan akibat stres oksidatif yang berkepanjangan 
oxLDL berbanding lurus dengan Intima Media Thickness akan  menginaktifkan proteasom dan selanjutnya 
(IMT) pada pasien dengan aterosklerosis subklinis (18-19). menghambat aktivasi NF-κB dengan menghambat 
Jika dihubungkan dengan tahap aterosklerosis maka degradasi   I-κB (24).
aterosklerosis subklinis tersebut merupakan tahap Peranan LDL pada tahap inisiasi aterosklerosis dimulai 
progresi aterosklerosis. Pada tahap ini telah terjadi 

masuknya partikel LDL ke dalam dinding arteri diikuti oleh 
perubahan pada pembuluh darah tetapi belum 

retensi apolipoprotein B100 oleh komponen proteoglikan 
menunjukkan gejala klinis.

matriks ekstraseluler. Partikel LDL yang terperangkap ini 
Pada penelitian ini juga didapatkan peningkatan selanjutnya akan mengalami oksidasi ringan. Partikel ini 
konsentrasi oxLDL serum pada tahap komplikasi. Bahkan memiliki  kemampuan proinflamasi yang menonjol dan 
konsentrasi oxLDL paling tinggi terdapat pada tahap merupakan mediator awal inflamasi kronik melalui aktivasi 
komplikasi dan berbeda bermakna dengan tahap progresi. NF-KB atau jalur lainnya (25). Partikel ini menstimulasi sel 
Penelitian Gomez et al, juga mendapatkan terdapat vaskuler untuk menghasilkan MCP-1 (monocyte 
hubungan antara konsentrasi oxLDL sirkulasi dengan chemotatic protein-1), granulosit dan MCSF (macrophage 
kejadian penyakit jantung koroner. Jika dihubungkan colony stimulating factor). Molekul-molekul ini 
dengan tahap aterosklerosis maka aterosklerosis yang mempromosikan rekruitment monosit dan diferensiasinya 
telah menunjukkan gejala klinis merupakan tahap menjadi makrofag yang selanjutnya nenstimulus oksidasi 
komplikasi (20). LDL melalui myeloperoksidase dan SOR sehingga LDL 

teroksidasi sempurna. Partikel LDL  yang teroksidasi Kato et al, mendapatkan peningkatan oxLDL plasma tidak 
sempurna ditandai oleh peningkatan muatan negatif berbanding lurus dengan luasnya lesi aterosklerosis. 
apolipoprotein B100 yang dikenal oleh  reseptor scavenger Konsentrasi oxLDL paling tinggi justru terjadi  saat luas lesi 

aterosklerosis  masih minimal.  Perbedaan ini  makrofag, selanjutnya diinternalisasi untuk membentuk 
kemungkinan karena perbedaan perlakuan yang sel busa. Selanjutnya makrofag berperan melalui produksi 
diberikan, hewan coba yang digunakan dan aspek interleukin 1 dan TNF (26).
penilaian aterosklerosisnya. Pada penelitian Kato et al, 

Peranan oxLDL pada tahap progresi melalui peningkatan 
hiperkolesterolemia terjadi pada mencit  karena kelainan 

ekspresi PDGF (platelet derived growth factor) dan FGF 
genetik (mencit ApoE-KO), bukan karena pemberian diet 

(fibroblast growth factor) oleh sel endotel dan makrofag, 
aterogenik. Aspek penilaian aterosklerosis juga berbeda, 

yang selanjutnya berperan pada proliferasi SMCs. 
Kato et al, tidak menilai berdasarkan tahap aterosklerosis 

Mekanisme oxLDL meningkatkan ekspresi PDGF dan FGF 
tetapi berdasarkan luas lesi aterosklerosis yang belum 

belum diketahui. Selain itu oxLDL juga menstimulasi tentu sama dengan tahap aterosklerosisnya (21).
produksi kolagen oleh SMCs (26).

Proses oksidasi LDL kemungkinan terjadi pada dinding 
Peranan oxLDL pada tahap komplikasi aterosklerosis vaskuler lebih besar dibandingkan plasma  karena plasma 
terjadi melalui peningkatan degradasi matriks kaya akan antioksidan. Klirens oxLDL sirkulasi dilakukan 
ekstraseluler akibat  peningkatan ekspresi MMP-1 dan oleh sistem retikuloendotelial terjadi dengan cepat yaitu 
MMP-9. Peningkatan ekspresi MMP-1 oleh oxLDL  terjadi dalam hitungan menit. Meskipun demikian, berbagai 
secara sinergis dengan faktor pertumbuhan dan sitokin teknik pengukuran dapat mendeteksi adanya oxLDL 
yaitu  TNF-α dan GM-CSF  melalui jalur COX-2  dan PGE . 2sirkulasi. Konsentrasi oxLDL sirkulasi merupakan 
Demikian juga dengan peningkatan ekspresi MMP-9 gambaran dari oxLDL total, meskipun asalnya belum 
terjadi secara sinergis dengan  faktor pertumbuhan (PDGF  diketahui pasti. Sumber oxLDL sirkulasi kemungkinan dari 
dan FGF) dan sitokin (TNFα dan IL-1α) dan juga NF-KB daerah inflamasi di perifer dan dinding vaskuler (22).
sebagai faktor transkripsi (27).

Pada penelitian ini didapatkan peningkatan oxLDL 
Penelitian ini menyimpulkan bahwa terdapat perbedaan berbanding lurus dengan tahap aterosklerosis. Jika 
konsentrasi oxLDL pada tahap aterosklerosis. Konsentrasi dihubungkan dengan peranan oxLDL sebagai marker stres 
oxLDL serum  paling tinggi terdapat pada tahap komplikasi, oksidatif maka terlihat adanya peningkatan stres oksidatif 
diikuti oleh progresi dan inisiasi. Hal ini membuka mulai dari tahap inisiasi sampai tahap komplikasi. Hal ini 
kemungkinan untuk mengembangkan oxLDL sebagai sejalan dengan penelitian Uno and Nicholls yang 

mendapatkan peningkatan stres oksidatif terjadi secara marker tahapan aterosklerosis.
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