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	I.2. Rumusan Masalah
	1. Bagaimana pengaruh asam urat terhadap ekspresi ICAM-1 pada hepar mencit?
	2. Bagaimana pengaruh asam urat terhadap infiltrasi makrofag pada hepar mencit?
	3. Bagaimana pengaruh durasi pemberian asam urat terhadap ekspresi ICAM-1 dan infiltrasi makrofag pada hepar mencit?
	I.3. Tujuan Penelitian
	1. Mengetahui pengaruh asam urat terhadap ekspresi ICAM-1 pada hepar mencit.
	2. Mengetahui pengaruh asam urat terhadap infiltrasi makrofag pada hepar mencit.
	3. Mengetahui pengaruh durasi pemberian asam urat terhadap ekspresi  ICAM-1 dan infiltrasi makrofag pada hepar mencit.
	Beberapa penelitian mengenai efek asam urat menimbulkan inflamasi telah beberapa dilakukan. Pada penelitian oleh Giovine et al. (1991) mengamati efek kristal urat terhadap kenaikan Tumor Necrosing Factor (TNF)α pada darah manusia yang diambil lalu dil...
	Penelitian lain yang dilakukan Ju et al.(2011) melakukan pengamatan efek kristal MSU terhadap human dermal fibroblast ditemukan peningkatan dua kali lipat dibanding dengan kontrol di ekspresi TNF-α dan IL-1β setelah 2 jam pemberian 2 mg/mL MSU. Ju et ...
	METODE PENELITIAN
	III.1. Desain Penelitian
	Penelitian ini merupakan studi eksperimental, yaitu quasi-eksperimental pre-klinik yang memakai subjek penelitian mencit (Mus musculus) yang bertujuan untuk memeriksa ekspresi ICAM-1 dan jumlah makrofag pada hepar mencit akibat hiperurisemia. Peneliti...
	III.2. Materi Penelitian
	III.2.1. Subjek penelitian
	Subjek pada penelitian ini adalah 15 ekor mencit Swiss Background dengan umur 3-4 bulan dengan berat rata-rata 30-50 g.
	III.2.2. Jumlah sampel minimal
	Besar sample ditentukan dengan menggunakan nilai E berdasarkan ANOVA. Nilai E ditentukkan dengan mengurangkan jumlah total hewan coba yang digunakkan dengan banyaknya kelompok percobaan. Besar sampel dinyatakan cukup apabila nilai E berada pada rentan...
	III.2.3 Alat dan bahan
	1. Mencit Swiss background
	2. Asam urat (Sigma Aldrich, U2625-25G)
	3. Alkohol
	4. Spuit injeksi tuberculin
	5. Peralatan pewarnaan IHC CD68: Antibodi anti CD68 (Abcam, ab955), H2O2 3%, BSA 1%, PBS, Starr Trek Universal HRP Detection System (Control number: 901-STUHRP700-092310), buffer sitrat, methanol absolut
	III.3. Metode Penelitian
	III.3.1. Model hiperurisemia dengan pemberian asam urat
	Pemberian asam urat pada mencit dilakukan dengan cara injeksi asam urat 125 mg/KgBB setiap hari selama 21 dan 28 hari. Injeksi dilakukan pada bagian kuadran bawah perut mencit secara intraperitoneal. Prosedur ini dilakukan di bagian Anatomi FK UGM.
	III.3.2. Pemeliharaan mencit
	Penelitian ini menggunakan hewan coba berupa mencit jantan Swiss background dengan berat badan 30 – 50 gram. Mencit dipelihara di kandang laboratorium Bagian Anatomi, Embriologi, dan Antropologi FK UGM. Mencit dimasukkan di kandang berdasarkan kelompo...
	III.3.3. Terminasi hewan coba
	Terminasi pada penelitian ini menggunakan metode ether chamber. Setelah dipastikan mencit mati, dilakukan insisi perut hingga bagian dada mencit. Lalu dilakukan perfusi dengan mengalirkan NaCl 0.9% melalui ventrikel kiri. Saat terlihat darah yang meng...
	III.3.4. Pewarnaan immunohistokimia CD68
	Hepar mencit yang sudah diambil dibuat menjadi blok parafin lalu dilakukan pemotongan jaringan. Setelah itu akan dilakukan deparafinisasi dengan merendam kedalam xylen. Lalu akan dilakukan rehidrasi dengan merendam preparat didalam alkohol 100% selama...
	Di hari kedua langkah pertama adalah mencuci dengan PBS 3x5 menit lalu meneteskan secondary antibody (Trekkie universal link) pada jaringan selama 60-90 menit. Lalu cuci lagi dengan PBS dan teteskan Trek-Avidin HRP label pada jaringan tunggu selama 45...
	III.3.5. Jumlah sel CD68+
	Jumlah sel CD68+ diukur melalui prosedur perhitungan manual dengan mikroskop dengan perbesaran 400x pada preparat di 10 lapang pandang yang telah diwarnai IHC CD68 dengan bantuan ImageJ.
	III.3.6. Reverse transcription polymerase chain reaction(RT-PCR)
	Berikut ini adalah prosedur melakukan proses RT-PCR:
	1. Membersihkan meja kerja dengan alcohol 70% dan memakai masker dan sarung tangan bersih untuk mengurangi kontaminasi sampel.
	2. Mengeluarkan alat dan bahan lalu dimasukkan ke dalam icepack.
	3. Menyiapkan ependorf 0,2 cc dan memberi label sesuai dengan sampel dan ekspresi yang akan dilihat.
	4. Memasukkan 4 μL cDNA sampel ke dalam ependorf menggunakan mikropipet.
	5. Menyiapkan PCR mixture untuk tiap sampel yang terdiri atas:
	a. 0,6 μL primer forward ICAM-1/CD68
	b. 0,6 μL primer reverse ICAM-1/CD68
	c. 12,5 μL GoTaq® Green Mixture Mix
	d. 7,3 μL nuclease-free water
	6. Memasukkan PCR mixture ke dalam masing-masing ependorf berisi cDNA yang telah disiapkan
	7. Memasukkan sampel ke mesin RT-PCR di Laboratorium Farmasi FK UGM dan mengatur konfigurasi mesin sebagai berikut:
	a. Initial denaturantion 94ºC (2’)
	b. Cycle (35 siklus)
	i. Denaturation pada 94 (10”)
	ii. Annealing pada 60ºC (20”)
	iii. Extension pada 72ºC (1’)
	iv. Last extension  pada 72ºC (10’)
	v. Hold pada 4ºC
	8. Memasukkan tabung kembali ke dalam icebox dan melakukkan prosedur elektroforesis setelah proses PCR selesai.
	III.3.7. Elektroforesis
	III.3.7.1. Pembuatan gel agarose. Melarutkan 2 g gel agarose dengan 100 ml TBE lalu dipanaskan dalam microwave selama 3 menit hingga seluruh gel terlarut sempurna. 1 μL gel red ditambahkan pada tiap 75 ml TBE yang ada. Larutan tersebut lalu dituangkan...
	III.3.7.2. Elektroforesis. Langkah pertama adalah meletakkan agar pada mesin elektroforesis yang sudah terisi larutan TBE. Memasukkan 12,5 μL untuk tiap sampel ke dalam lubang pada agar dengan hati-hati. Memasukkan 5 μL DNA ladder (VIvantis®) ke dalam...
	III.3.8. Penggunaan piranti lunak ImageJ
	Buka piranti lunak ImageJ dan buka hasil gambar-gambar hasil cuplikan satu-persatu. Lalu atur konfigurasi sebagai berikut: Analyze > Set measurement > centang hanya pada Integrated density. Pada hasil cuplikan agar hasil elektroforesis buatlah kotak m...
	III.4. Definisi Operasional
	1. Hiperurisemia adalah keadaan asam urat yang tinggi pada plasma darah yang diperoleh dengan injeksi asam urat 125 mg/KgBB selama 21 dan 28 hari pada mencit.
	2. Ekspresi ICAM-1 diukur melalui prosedur RT-PCR dan elektroforesis. Lalu dilakukan analisis densitometri dengan bantuan ImageJ untuk perhitungan.
	3. Infiltrasi makrofag dinilai dengan dua metode yaitu ekpresi CD68 dan jumlah sel CD68+ dengan IHC CD68. Ekspresi CD68 diukur melalui prosedur RT-PCR dan elektroforesis, lalu dilakukan analisis densitometri dengan bantuan ImageJ untuk perhitungan. Pr...
	III.5 Variabel Penelitian
	III.4.1 Variabel bebas
	Variabel bebas dari penelitian ini adalah hiperurisemia yang diinduksi dengan injeksi 125 mg/KgBB asam urat selama 21 dan 28 hari.
	III.4.2 Variabel terikat
	Variabel terikat pada penelitian ini adalah ekspresi ICAM-1 dan infiltrasi makrofag.
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