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ABSTRAK

Tujuan: membuktikan pengaruh VEGF 121 rekombinan terhadap
perbaikan endoteliosis glomerular pada mencit mode pre-
eklampsia.

Bahan dan Metode: metode eksperimental andlitik dengan RCT,
yang dilakukan pada bulan Januari — Mei 2015 di Kandang
Hewan Percobaan dan Laboratorium Biomedik Fakultas
Kedokteran Hewan Universitas Airlangga. Sampel dari replikas
Steel dan Torrie adalah 30 mencit bunting yang terbagi dalam 3
kelompok yaitu 10 mencit bunting normal, 10 mencit bunting
model preeklampsia dan 10 mencit bunting model preeklampsia
dengan terapi VEGF 121 rekombinan. Semua sampel dilakukan
pemeriksaan pada endotel ginjalnya dengan metode imuno-
histokimia. Parameter endoteliosis glomerular menggunakan
kriteria Stillman (2007) dan Wide-Swensson (2007). Analisa data
menggunakan uji Kruskal Wallis dan Mann Whitney.

Hasil: Rerata endoteliosis gromeruler pada mencit bunting normal
1,60 dan mencit bunting model preeklampsia 1,90 dengan nilai
p=0,28 (p>0,05). Rerata endoteliosis gromeruler pada mencit
bunting model preeklampsia 1,90 dan mencit bunting model
preeklampsia dengan terapi VEGF rekombinan 121 adalah 1,30
dengan nilai p=0,02 (p<0,05). Rerata endoteliosis gromeruler
pada mencit bunting norma 1,60 dan mencit bunting model
preeklampsia dengan terapi VEGF rekombinan 121 adalah 1,30
dengan nilai p=0,28 (p>0,05).
Simpulan: VEGF 121
endoteliosis  gromerular
preeeklampsia.

rekombinan dapat memperbaiki
pada mencit bunting model

Kata Kunci: VEGF 121 rekombinan, endoteliosis glomerular,
preeklampsia

ABSTRACT

Objectives: to prove the effect of VEGF 121 recombinant to
repair glomerular endoteliosis in mice preeclampsia model.
Materials and Methods: This study is an experimental analytic
with RCT design. This study was conducted from January to May
2015 held at the Anima Experiments Cage and Biomedical
Laboratory Faculty of Veterinary Medicine, Airlangga University.
Sample from replication formula Steel and Torrie are 30 pregnant
mice divided into 3 groups. There are : 10 normal pregnant mice,
10 preeclampsia model mice and 10 preeclampsia model mice
with VEGF 121 recombinant therapy. All of the sample has been
examine on the endothel of the renal with immunohistochemistry
method. This research tool uses Isaac (2007) and Swensson
(2007) criteriato assesing glomerular endotheliosis. The datawere
analyzed using Kruskal Wallis and Mann Whitney.

Results: The mean of glomerular endotheliosis on the normal
pregnant mice = 1,60 and on the preeclampsia model = 1,90 with
p=0,28 (p>0,05). The mean of glomerular endotheliosis on the
preeclampsia model = 1,90 and on the preeclampsia model with
VEGF 121 recombinant therapy = 1,30 with p=0,02 (p<0,05). The
mean of glomerular endotheliosis normal pregnant mice = 1,60
and on the preeclampsia model with VEGF 121 recombinant
therapy = 1,30 with p=0,28 (p>0,05).

Concluson: VEGF 121 recombinant can repair glomerular
endothdliosis in preeclampsia mice model.

Keywords: VEGF 121 recombinant, glomerular endotheliosis,
preeclampsia
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PENDAHULUAN

Preeklampsia merupakan komplikasi kehamilan yang
ditandai dengan peningkatan tekanan darah disertai
proteinuria pada wanita hamil dengan umur kehamilan
> 20 minggu.’ Prevalensi kejadian preeklampsia sekitar
5% - 15% dari keseluruhan kehamilan di dunia, dimana
jumlahnya cenderung meningkat dan merupakan
komplikass medis tersering dalam kehamilan. Sekitar
70% wanita yang didiagnosis hipertensi dalam kehamil-
an merupakan kasus preeklampsia.? Di Indonesia 30 —
40% kasus preeklampsia menjadi penyebab kematian

ibu hamil dan 30 — 50% menjadi penyebab kematian
perinatal. Di RSUD Dr. Moewardi Surakarta kematian
ibu hamil yang disebabkan oleh preeklampsia yaitu
67,6% (37 kasus preeklampsia dari 1956 persalinan)
pada tahun 2008.°

Preeklampsia diyakini terjadi dalam dua tahap. Tahap
pertama pada stadium preklinik, yaitu pada proses
endotelialisasi dimana terjadi gangguan sitotrofoblas
serta invas arteri spiralis pada miometrium yang tidak
adekuat yang menyebabkan terjadinya iskhemia dan
hipoksia pada plasenta. Tahap kedua terjadi pada
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kehamilan lanjut, yaitu adanya iskhemi dan hipoksia
plasenta menyebabkan pelepasan protein antiangiogenik
Solube fms-like tyrosine kinase 1 (sFlt-1), prosta-
glandin, dan sitokin ke dalam sirkulasi maternal yang
akan menekan produksi faktor proangiogenik placenta
growth factor (PIGF) dan vascular endothelial growth
factor (VEGF). Ketidakseimbangan antara faktor
proangiogenik VEGF dan faktor antiangiogenik sFit-1
diduga terlibat dalam patogenesis preeklampsia.*

Pada preeklampsia terjadi gangguan filtras di ginjal
meliputi; penurunan Glomerular Filtration Rate (GFR),
proteinuria, hiperurisemia, dan kerusakan endotel
glomerulus yang dapat berujung pada gaga ginjal.’
Perubahan tersebut disebabkan oleh disfungsi endotel
ginja yang diduga dipicu oleh ketidakseimbangan
antara faktor proangiogenik VEGF dan antiangiogenik
sHIt-1 yang masuk ke sirkulass maternal.6 VEGF
dihasilkan oleh sel podocytes yang merupakan faktor
penting untuk menjaga fungsi endotel. Sebaliknya sFit-1
merupakan protein yang dihasilkan oleh plasenta yang
mampu berikatan pada VVEGFR1 dan dapat menghambat
signal VEGF.

Kerusakan endotel ginjal pada preeklampsia disebut
sebagai endoteliosis glomerular, yaitu terjadinya
pelebaran dan pengerasan dari dinding glomeruli
dengan sedikit aliran darah (bloodless) yang menyebab-
kan penyempitan bahkan sumbatan dari lumen kapiler
yang akan berujung pada pembengkakan dari sel
podocytes, sel mesangia dan sumbatan/ oklusi di lumen
kapiler dari glomerulus yang dapat digambarkan seperti
pembengkakan dari sel endokapiler. Sekitar 67% wanita
hamil dengan preeklampsia memiliki endoteliosis
glomerular setelah dilakukan biopsi ginjal, setelah
melahirkan, endotel glomerulus dapat kembali normal.’

Penelitian ini menggunakan hewan coba mencit (Mus
musculus) karena berdasarkan pertimbangan bahwa
mencit paling sering dipakai dalam penelitian biomedik,
karena secara genetik mempunyai kemiripan dengan
manusia serta mempunyai kemampuan beradaptas
hidup dalam lingkungan laboratorium.®> VEGF 121
rekombinan merupakan VEGF eksogen yang meng-
andung protein proangiogenik, berperan terhadap proses
vaskulogenensis dan angiogenesis, mempunyai reseptor
di dinding endhotel yaitu VEGR-1 dan terikat kuat
dengan sHIt-1. Pengobatan dengan pemberian VEGF
121 rekombinan memiliki kemampuan menghambat
sirkulasi sFlt-1 dalam darah, menurunkan tekanan darah
maternal, perbaikan fungsi endotel dan mengurangi
hipoksia plasenta.® VEGF 121 rekombinan adalah salah
satu bentuk VEGF yang bisa memicu proses angio-
genesis sehingga dapat memperbaiki ketidakseimbangan
proangiogenik dan antiangiogenik pada preeklampsia.’.
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh
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VEGF 121 rekombinan terhadap perbaikan endoteliosis
glomerular pada mencit (Mus musculus) model
preeklampsia.

BAHAN DAN METODE

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental
analitik  (ekspanatorik) dengan rancang bangun
Randomized Control Trial (RCT) yang dilakukan pada
bulan Januari sampai dengan Mel 2015 di Kandang
Hewan Percobaan Fakultas Kedokteran Hewan Un-
iversitas Airlangga untuk proses membuntingkan mencit
dan membuat mencit bunting model preeklampsia dan
memberikan terapi VEGF 121 rekombinan terhadap
mencit model preeklampsia serta memelihara mencit
bunting sampai dengan pengambilan sampel yaitu hari
ke 16 kebuntingan dan Laboratorium Biomedik Fakultas
Kedokteran Hewan Universitas Airlangga untuk
pembuatan preparat blok parafin dan pemeriksaan
imunohistokimia sampel penelitian.

Penelitian pada hewan coba menggunakan organ ginjal
mencit yang memenuhi kriteriainklus yaitu berasal dari
mencit betina Mus musculus galur Swiss diperoleh dari
pusat Veterinaria Farma Surabaya. Dalam penelitian ini
diperoleh mencit betina umur 3 bulan, sehat, dengan
berat badan 20 — 25 gram. Pengambilan sampel preparat
dilakukan pada ginjal mencit yang sebelumnya telah
dibedah dan dilakukan blok parafin kemudian diberikan
pewarnaan Hematoxylin Eosin (HE). Besar sampel
berdasarkan rumus replikasi dari Steel dan Torrie adalah
30 sampel yang terbagi menjadi 3 kelompok vyaitu
kelompok pertama (K1) mencit bunting normal,
kelompok kedua (K2) mencit model preeklampsia dan
kelompok ketiga (K3) mencit model preeklampsia yang
mendapat terapi VEGF 121 rekombinan.’® Pada hari ke-
16 masa bunting mencit, dari ketiga kelompok
dilakukan pembedahan dan diambil ginjalnya. Alasan
pengambilan pada hari ke-16 adalah diasumsikan seperti
kehamilan trimester kedua pada kehamilan manusia,
dimana pada trimester kedua manifestasi preeklampsia
sudah muncul pada manusia.

Cara membuntingkan mencit yaitu melakukan
sinkronisasi birahi yaitu mencit betina dewasa usia 3
bulan dengan berat badan 20 — 25 gram disuntik 5 U
hormon Pregnant More Serum Gonadotropin (PMSG),
48 jam kemudian disuntik 5 IU Human Chorionic
Gonadotropin (hCG). Mencit betina tersebut dikawin-
kan secara monomating, yaitu satu persatu mencit betina
yang sudah disinkronisasi birahi dimasukkan ke dalam
kandang yang beris satu mencit jantan umur 7 bulan
berat +60 gram, 17 jam setelah dikawinkan mencit
dapat didiagnosis bunting bila terdapat copulatory plug
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(sumbat yang menutupi vagina mencit dari serviks
sampai vulva).

Pada hari ke-1 kebuntingan, seluruh sampel dibagi
menjadi tiga kelompok, yaitu : kelompok mencit
bunting normal (K1) 10 ekor dipelihara tanpaintervens,
mencit bunting model preeklampsia (pada hari ke-1
sampai dengan hari ke-4 kehamilan diberikan anti Qa-2
sebanyak 10 ng iv agar menjadi model preeklampsia
(Sulistyowati, 2010) 20 ekor yang terbagi dalam K2 dan
K3. Pada hari ke 12 — 15 kebuntingan mencit pada
kelompok model preeklampsia diberikan VEGF 121
rekombinan 125 mg/ kgBB satu kali (10 ekor K3) Pada
hari ke-16 kehamilan mencit Mus musculus dimana
pada manusia dianalogkan trimester dua pada ke-
hamilan, dilakukan terminasi pada ketiga kelompok.
Tikus kemudian dieutanasi menggunakan ketamin dan
dilanjutkan dengan nekropsi. Setelah terbuka rongga
abdomen, organ ginja diambil dan dimasukkan ke
dalam pot yang sudah berisi Netra Buffer Formalin
10%.

Pembuatan preparat histologis dilakukan dengan cara
organ ginjal difiksas dengan menggunakan larutan
Netral Buffer Formalin 10% kemudian dipotong dan
dimasukkan ke dalam tempat specimen yang terbuat
dari plastik. Selanjutnya dilakukan proses dehidrasi
dengan akohol konsentrasi bertingkat yaitu akohol
70%, 80%, 90% alkohol absolute I, absolute Il masing-
masing 2 jam. Lalu dilakukan penjernihan dengan xylol
kemudian dicetak menggunakan paraffin sehingga
sediaan tercetak di dalam blok parafin dan disimpan
dalam lemari es. Blok parafin tersebut kemudian di-
potong tipis setebal 5 — 6 ym menggunakan mikrotom.
Hasil potongan diapungkan dalam air hangat bersuhu
60°C untuk meregangkan agar jaringan tidak melipat.
Sediaan kemudian diangkat dan diletakkan dalam gelas
objek untuk dilakukan pewarnaan Hematoxylin dan
Eosin (HE). Selanjutnya diperiksa dibawah mikroskop
cahaya mixon eclip CY 1 dengan pembesaran 1000x.

Penghitungan jumlah sel yang mengalami endoteliosis
glomerular pada 10 lapang pandang dari setiap preparat
blok parafin. Parameter penentuan endoteliosis glo-

merular menggunakan kriteria Stillman (2007) dan
Swensson (2007), yaitu menemukan tanda perubahan
histopatologis meliputi  vakuolisas podosit dan
proliferasi sel mesangial. Jumlah sel yang mengalami
endoteliosis untuk setiap preparat dicatat kemudian
dilakukan penjumlahan untuk mengetahui skoring.”*!
Skoring endoteliosis glomerular mengacu pada Wide-
Swensson (2007) ada pada Tabel 1.

Tabel 1. Skoring endoteliosis glomerular

Skor Gambaran mikroskopis
0 (Normal)  Tak tampak endoteliosis
1 (Ringan) <20% mengalami endoteliosis glomerulus
2 (Sedang) 20 - 80% mengalami endoteliosis glomerulus
3 (Berat) >80% mengalami endoteliosis glomerulus
Wide-Swensson (2007)

Analisa data menggunakan software SPSS (Software
Package for social Science). Penelitian ini mengguna-
kan skala pengukuran semikuantitatif berupa skoring
endoteliosis glomerular. Data dilakukan uji non-
parametrik menggunakan Kruskal-Wallis. Apabila
didapatkan perbedaan signifikan, untuk melihat per-
bedaan satu kelompok dibandingkan dengan kelompok
lain dilanjutkan dengan uji statistik Mann Whitney.
Perhitungan statistik pada penelitian ini menggunakan
tingkat kemaknaan 0,05 (confident interval 95%).

HASIL DAN PEMBAHASAN
Jumlah endoteliosis glumerular

Tabe 2 menunjukkan kelompok bunting normal (K1)
mempunyai  skoring Wideswensson dengan kategori
ringan (<20% mengalami endoteliosis glomerolus)
sebanyak 4 mencit, kelompok model preeklampsia (K?2)
: 1 mencit dan kelompok model preeklampsia dengan
terapi VEGF 121 rekombinan (K3) sebanyak 7 mencit.
Sedangkan skoring Wideswensson kategori sedang (20
— 80% mengalami endoteliosis glomerolus) pada
kelompok (K1) sebanyak 6 mencit, kelompok (K2)
sebanyak 9 dan kelompok (K3) sebanyak 3 mencit.

Tabel 2. Jumlah endoteliosis glumerular

Kelompok
- Total
K1 K2 (model K3 (model preeklampsia

i Jumlah 4 1 7 12
_Skorlng Ringan

Wideswensson Prosentase  33.3% 8.3% 58.3% 100.0%

Jumlah 6 9 3 18
Sedang

Prosentase  33.3% 50.0% 16.7% 100.0%

Total Jumlah 10 10 10 30
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Tabel 3. Rerata endoteliosis glomerular pada ketiga
kelompok mencit penelitian

No Pasangan Kelompok Mean P
1 E(Kel2 ())mpok (K1) - Kelompok 160-190 0280
2 I((Kel3 c))mpok (K1) — Kelompok 160-130 0280
3 I((Kel3 c))mpok (K2) — Kelompok 190-130 0,023*

(*) Nilai Signifikan p<0,05

Kelompok Bunting Normal (K1) dengan
Kelompok Model Preeklampsia (K2)

Rerata skoring endoteliosis glomerular pada K1=1,60
dan K2=1,90 dengan p=0,280 (>0,05) sehingga secara
dtatistik tidak berbeda secara signifikan. Kelompok
Bunting Normal (K1) dengan Kelompok Model Pre-
eklampsia dengan Terapi VEGF 121 Rekombinan (K3).
Rerata skoring endoteliosis glomerular pada K1=1,60
dan K3=1,30 dengan p=0,280 (>0,05) sehingga secara
statistik tidak berbeda secara signifikan. Kelompok
Model Preeklampsia (K2) dengan Kelompok Model
Preeklampsia dengan Terapi VEGF 121 Rekombinan
(K3). Rerata skoring endoteliosis glomerular pada
K2=1,90 dan K3=1,30 dengan p=0,023 (<0,05)
sehingga secara statistik berbeda secara signifikan.

Pada Gambar 1 terlihat gambaran histologis glomerulus
pada mencit bunting normal (K1): terlihat tidak adanya
proliferas mesangial/matriks mesangia (panah 1).
Tidak terlihat vakuolisasi sel podosit (panah 2) dan
eritrosit masih terlihat pada lumen kapiler pembuluh
darah (panah 3), dengan dinding kapiler yang tipis
(normal).

Pada preparat ini tidak terlihat adanya endoteliosis
glomerular. Pada mencit model preeklamsia (K2):
terlihat proliferas mesangial/matriks mesangial yang
massif (panah 1), sehingga menyebabkan penyempitan
pembuluh darah (panah 3). Adanya vakuolisasi sel
podosit (panah 2) dimana hal ini ditandai adanya kavitas
yang abnormal atau vesikel yang teris penuh oleh
cairan di sitoplasma yang merubah sel epitel lapisan
viseral dari kapsula Bowman di korpuskulum ginjal, hal
ini sering megindikasikan adanya cedera pada podosit.
Pada preparat ini dengan adanya proliferass mesangial
atau matriks mesangial yang masif dan vakuolisas sel
podosit merupakan endoteliosis glomerular.

Pada mencit model preeklamsia dengan pemberian
VEGF 121 rekombinan (K3): terlihat proliferas mes-
angial/matriks mesangial yang tidak massif-mendekati
normal (panah 1).Tampak eritrosit terlihat pada lumen
kapiler pembuluh darah (panah 3), dengan dinding
kapiler yang masih terlihat tebal pada beberapa lumen
kapiler pembuluh darah. Masih terlihat adanya
vakuolisas sel podosit (panah 2). Pada preparat ini
dengan adanya proliferass mesangial atau matriks
mesangial yang tidak massif-mendekati normal dan
vakuolisas sel podosit endoteliosis glomerular ter-
gambar adanya perbaikan endoteliosis glomerular.

Pada hasil perhitungan keseluruhan preparat didapatkan
persentase vakuolisasi podosit pada preparat K1 sebesar
11,9%,K2 sebesar 18%, dan K3 sebesar 9,7%. Sedang-
kan hasil perhitungan proliferas sel  mesengial

keseluruhan preparat didapatkan persentase pada
preparat K1 sebesar 24,8%,K2 sebesar 49,3%, dan K3
sebesar 23,9%.

Gambar 1. Perbandingan histopatologis ginjal antara Mus musculus bunting normal (K1), model preeklampsia (K2)
dan model preeklampsia dengan terapi VEGF 121 rekombinan (K 3)
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Ketidakseimbangan sFlt-1 dan VEGF akan memicu
terjadinya endoteliosis glomerular pada preeklampsia.5
Pada penelitian ini didapatkan endoteliosis glomerular
pada kelompok mencit model preeklampsia (K2)
berbeda bila dibandingkan kelompok mencit bunting
normal (K1), tetapi dari hasil uji statistik skoring
endoteliosis glomerular didapatkan hasil p sebesar 0,280
(p>0,05) sehingga didapatkan perbedaan yang tidak
signifikan. Hasil tersebut tidak sesuai dengan teori,
bahwa endoteliosis glomerular pada kelompok mencit
model preeklampsia lebih banyak dibanding kelompok
bunting normal. Perbedaan hasil pada kelompok mencit
model preeklampsia (K2) dengan kelompok mencit
bunting normal (K1) adalah pada skoring Wide
swensson yaitu kategori ringan sebanyak 4 mencit dan
pada K2 dan 1 mencit pada K1. Skoring Wideswensson
kategori sedang pada K1 sebanyak 6 mencit dan pada
K2 9 mencit yang menunjukkan bahwa tetap terdapat
perbedaan kejadian endoteliosis glomerulus, hanya
secara dtatistik tidak menunjukkan perbedaan yang
signifikan. Pada preeklampsia terjadi penurunan
ekspresi VEGF dan disfungs endotel yang meyebabkan
endoteliosis glomerular yanitu terjadinya pelebaran dan
pengerasan dinding glomeruli atau oklusi di lumen
kapiler ~glomerulus, proliferass mesangial dan
vakuolisas sel podosit.”

VEGF menginduks terjadinya angiogenesis dan
proliferasi sel endotel serta berperan penting dalam
proses vaskulogenesis.14 VEGF merupakan promoter
yang kuat terhadap angiogenesis yaitu memperbaiki
fungsi sel endotel dengan menginduksi Nitrit Oksida
dan vasodilatasi, juga menurunkan tekanan vaskuler dan
tekanan darah.® Pada penelitian ini kejadian endo-
teliosis glomerular pada kelompok mencit model
preeklampsia (K2) berbeda jika dibandingkan pada
kelompok mencit model preeklampsia yang diberi terapi
VEGF 121 Rekombinan (K3) dengan nilai p=0,023
(p<0,05). Hasil penelitian ini sesuai dengan teori bahwa
pemberian VEGF eksogen akan memperbanyak ikatan
antara sFIt-1 dengan kedua antagonisnya yaitu VEGF
dan PIGF. VEGF 121 rekombinan adalah VEGF
eksternal  yang merupakan protein bersifat pro-
angiogenik yang berperan pada proses vaskulogenesis
dan angiogenesis, VEGF 121 rekombinan mempunyai
reseptor di dinding endhotel yaitu VEGR-1 dan bisa
terikat juga dengan ikatan yang lebih kuat pada sFit-1.
VEGF 121 rekombinan berikatan dengan VEGFR-1
sehingga memicu proses angiogenesis. Pemberian terapi
VEGF 121 rekombinan juga bisa menetralisasi efek dari
peningkatan sHIt-1 pada preeklampsia sehingga peng-
ikatan sFIt-1 ke faktor proangiogenik bisa menurun dan
fungsi angiogenesis kembali normal.9 Oleh karena itu
terapi VEGF 121 rekombinan sangat berpengaruh pada
perbaikan fungs ginjal terutama pada fungsi sel endotel
glomerulus.15 Penelitian ini memperlihatkan gambaran
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histopatologis ginjal berupa endotiliasis glomerular
yang mengalami perbaikan yaitu adanya involusi sel
Podosit dan involusi sel mesangial pada Mus musculus
model preeklampsia yang mendapat perlakuan VEGF
121 Rekombinan.

Pada kehamilan norma di glomerulus lumen kapiler
terbuka tidak ada obliterasi, sel mesangia tidak
mengalami proliferasi dan sel podosit normal. Pada
penelitian ini endoteliosis glomerular pada kelompok
mencit bunting normal (K1) tidak berbeda bila
dibandingkan pada kelompok mencit model pre-
eklampsia yang diberi terapi VEGF 121 Rekombinan
(K3) yaitu p=0,280 (>0,05). Hal ini disebabkan karena
pada kelompok mencit bunting norma (K1) tidak
terjadi disfungsi endotel. Terapi VEGF 121 Rekombin-
an yang bertuyjuan untuk memperbaiki kerusakan
endotel pada kondisi preeklampsia akan menunjukkan
gambaran histopatologis mendekati normal.

VEGF 121 Rekombinan secara signifikan memperbaiki
endoteliosis glomerular dengan memperbaiki patensi
kapiler, mengurangi deposit protein, dan mengurangi
pembengkakan endotel. VEGF121 Rekombinanbekerja
dengan mengikat sFlt-1 yang rusak sehingga memberi-
kan signifikansi reduksi secara histologis.*®

SIMPULAN

VEGF 121 rekombinan dapat memperbaiki endoteliosis
gromerulus pada mencit Mus musculus model pre-
eklampsia.
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