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Minyak Ikan Lemuru Mengharnbat Kerusakan Kolagen pada Tulang Alveolaris

Oleh

Didin Erma Indahyani( 1 ), IzzataB arid( 
1 ), Andi Richna(2)

Laboratory of Oral Biology, Dental Faculty-University of Jember(r), Student of Dental
F aculty-Universitas of Jember(2)

Abstrak

Minyak ikan lemuru banyak mengandung eicosapentaenoic acid (EPA) dan
docohexaesonoic acid (DHA). Kedua n-3 polyunsaturated fatty acid tersebut rnempunyai
fungsi untuk menurunkan terjadinya kerusakan tulang. Salah satu yang berfungsi untuk
menyebabkan terjadinya kerusakan tulang adalah matriks metalloproteinase -1 (MMP-l)
yang di sekresi oleh osteoklas, osteoblas maupun sitokin. MMP-I mempakan enzirn yang
memecahkan kolagen. Tujuan penelitian ini adalah untuk menganalisis bagaimana pengaruh
minyak ikan lemuru pada jaringan kolagen tulang alveolaris pada masa odontogenesis.

Tiga puluh tikus Wistar jantan umur 5 hari, dibagi menjadi 3 kelompok. Kelompok
pertama adalah kelompok kontrol, tikus tidak di beri perlakuan apapun. Kelompok kedua,
tikus diinjeksi dengan LPS di regio molar kiri rahang atas untuk menyebabkan terjadinya
infeksi periodontal. Kelompok ketiga, tikus diinjeksi dengan LPS seperti kelompok II dan di
beri minyak ikan secara peroral dengan dosis 1m1/300-350 berat badan I hai. Tikus
didekapitasi pada umur 13 hari dan 2l hai. Jaringan kolagen diamati dengan mengetahui
ekspresi matriks metalloproteinase -1 (MMP-l).

Hasil penelitian ini menunjukan bahwa tikus yang mengalami infeksi periodontal
secara signifikan terjadi peningkatan ekspresi MMP-I. Peningkatan ekspresi MMP-I
mengakibatkan terjadinya kerusakan kolagen. Kelompok yang diberi minyak ikan dan di
injeksi LPS, mempunyai ekspresi MMP-I yang lebih rendah dari pada kelompok yang hanya

dinjeksi LPS. Disimpulkan bahwa minyak ikan lemuru dapat mencegah ekspresi MMP-I
yang menyebabkan kerusakan kolagen. Oleh karena itu dikatakan bahwa minyak ikan
mencegah terjadinya kerusakan kolagen pada tulang alveolaris.

Kata Kunci : minyak ikan, tulang, kolagen, MMP-I



Fish oil of Sardinella Longiceps Inhibits Collagen Damage in Alveolar Bone

by

Didin Erma Indahyani( 1 ), lzzataBarid(l ), Andi Richna(2)

Oral Biology Laboratorium of Dentistry-University of Jember(r), Stuclent of Dentistry-
University o f Jernber(2)

Abstract

Fish oil contains eicosapentaenoic acid lemuru (EPA) and docohexaesonoic acid
(DHA). Both n-3 polyunsaturated fatty acids, which are EPA and DHA has a function to
reduce the occurrence of bone damage. The one that caused the bone damage is rnatrix
metalloproteinase -1 (MMP-1), which is secreted by osteoclasts, osteoblasts and cflokines.
MMP-I is enzymes that break collagen. The purpose of this study was to analyze how the
effect of fish oll S. longiceps on alveolar bone collagen tissue during odontogenesis.

Thirty rnale Wistar rats aged 5 days, divided into 3 groups. The first group was the
control group, rats not given any treatment. The second group, rats injected with LPS in the
left maxillary molar region to cause periodontal infection. The third group, rats injected with
LPS, such as group 2 and were given orally with fish oil doses 1m1/300-350 body weight /
day. Rats were decapitated at the age of 13 days and 2l days. Collagen tissue damage was
observed with knowing expression of matrix metalloproteinase -1 (MMP-l).

The results of this study showed that rats that experienced periodontal infection
significantly increased expression of MMP-I. Lrcreased expression of MMP-I resulted in
damage to collagen. Groups of rats fed fish oil and injected with LPS had MMP-1 expression

is lower than in the group of rats injected with LPS only. The conclusion of this study is that

fish oil of S. longiceps may prevent the expression of MMP-I that causes damage to collagen.

Therefore it is said that fish oil prevents damage to the collagen in the alveolar bone.

Keywords: fish oil, bone, collagen, MMP-1

Pendahuluan

Minyak ikan yang berasal dari ikan lemuru (Sardinella longiceps) mengandung n-3

polyunsaturated fatty acid (PUFA) yaitv eicosapentaenoic acid (EPA) 73,70yo dan

docosahexaenoic acid (DHl+) 8,910 . (t) B"b"rupa penelitian menyatakan bahwa n-3 PUFA

menurunkan produksi sitokin proinflamatori dan eikosanoid dengan cara langsung mengganti

asam arakhidonat (AA) yang merupakan substrat eikosanoid (prostaglandins) dan

menghambat metabolisme AA, dan secara tidak langsung dapat mengubah ekspresi gen

inflamatori melalui aktivitas faktor transkripsi. Oleh karena itu n-3 PUFA berpotensi sebagai

antiinflamatori. (2) Oleh karena itu diet tinggi n-3 PUFA mengakibatkan rendahnya produksi



prostaglandin E-2 (PGE2) pacla kultur tulang. (') S"luin itu, rlenurut Meyclani, dkk.(4)

menunjukkan bahwa diet minyak ikan yang kaya n-3 secara bemakna menurunkan produksi

sitokin proinflarnatori yaitu interleukin-lB (IL-l8), IL-6 dan tumor nekrosis factor u (TNF-

ct) dari sel mononuklear manusia. Di dalam tulang, eikosanoid maupun sitokin proinflarnatori

merupakan mediator yang berperan penting untuk terjadinya resorpsi tulang. Keberadaanya

mengakibatkan terjadinya peningkatan pembentukan dan aktivitas sel osteoklas yang

berfungsi untuk resorpsi tulang dan menghambat pembentukan osteoblas yang berfungsi

untuk pembentukan tulang.

Beberapa penelitian menunjukan bahwa terjadi peningkatan aktivitas semm isoenzim

alkalin phosphatase yang merupakan isoenzim spesifrk dalam tulang (bone-specific

isoenzyme) pada tikus BALB yang diberi diet tinggi n-3 PUFA, disebabkan karena n-3

PUFA menurunkan PGEz tulang, sehingga dikatakan bahwa diet n-3 PUFA meningkatkan

pembentukan tulang.(s) Di"t minyak ikan menghambat resorpsi tulang alveolaris pada tikus

yang di lakukan pembukaan pada pulpa giginya(6) dan terjadi penurunan jumlah dan aktivitas

preosteoklas serta osteoklas.(7) Pada tikus yang struktur tulangnya tidak sempurna oleh

karena defisiensi n-3 PUFA yang kronik, kemudian disuplai dengan n-3 PUFA, 1 minggu

kemudian akan terjadi perbaikan komposisi tulang.(S) Bone Mineral Density (BMD) pada

orang tua laki-laki dan perempuan yang berumur antara 45-90 tahun dipengaruhi diet n-6 dan

n-3 PUFA. Diet n-6 PUFA yang lebih tinggi dibanding n-3 PUFA menyebabkan BMD yang

rendah pada tulang pinggul dan tulang belakang.(e) Indahyani dkk(ro) menyatakan bahwa

minyak ikan mempunyai kemampuan untuk meningkatkan mineralisasi tulang dengan

terdeteksinya kandungan hidroksi apapatit yang tinggi.

Tulang terdiri dari matriks organik yang termineralisasi dan sel tulang yaitu osteoblas,

dalam matriks tulans adalahosteosit dan osteoklas. Komponen yang paling banyak di

kolagen tipe I, dengan beberapa kolagen tipe III, V, IX dan XII. Secara fisiologis kolagen-



kolagen tersebut dan juga molekul matriks ekstlaseluler yang lain akan cliclegradasi, misalnya

pada morfogenesis, perturnbuhan, penyembuhan jarir-rgan dan turnover tulang. Pada kondisi

patologis rnisalnya atritis, inflamasi periodontal, penyebaran sel tumor jrrga akan

menyebabkan terjadinya degradasi. Kelompok dari family matrix rnetalloproteinases (MMPs)

merupakan enzim kunci dalam menyebabkan degradasi rratiks.(l') Yutrg termasuk rnatrix

metalloproteinases (MMPs) adalah kelornpok sub farnily proteinase, yaitu kolagenase

(MMP-1, -8, -13 and -18), stromelysins (MMP-3, -10, -Il, -7 dan-12), gelatinases (MMP-2

and -9) dan rnembrane type MMPs (MT-MMPs) (MMP-14, -15, -16, -17. Matrix

metalloproteinase-l (interstitial collagenase) degrades tlpe-I, II, III, and X collagen and

proteoglycans.(t2) Tujuan penelitian ini adalah untuk menganalisis pengaruh minyak ikan

pada penghambatan kerusakan kolagen dengan mengamati pada ekspresi MMP-I sebagai

kunci enzim dalam melakukan degradasi kolagen dalam tulang.

Bahan dan Metode Penelitian

Bahan : Lipopolisakarida (LPS) E coli, Mouse monoclonal antibody against rat integrin

MMP-L, blok parafin, biotinylated anti mouse lgG, Avidin-biotin peroxidase, 3,3'-

diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB), counter stain Mayer's Hematoxylin

b. Alat : mikropipet, sonde lambung, syring unit, mikrotom, mikroskop cahaya, oven,

Metode

Tiga puluh ekor tikus Wistar, jantan, umur 5 hari, dibagi menjadi 3 kelompok yaitu

kelompok I tikus diinduksi dengan salin normal, kelompok II tikus diinduksi dengan LPS,

kelompok III tikus dinduksi dengan rninyak ikan dan LPS. Masing-masing kelompok dibagi

meryadi 2 sub kelompok yaitu kelompok yang akan didekapitasi pada umur 13 hari dan umur

27 han. Minyak ikan lemuru diberikan dengan dosis 1m1/300-350 gram berat badan tikus,

secara peroral, menggunakan sonde lambung, dan diberikan tiap hari sampai tikus dilakukan

dekapitasi. Lipopolisakarida diinduksikan dengan tujuan untuk menyebabkan infeksi



periodontal. Induksi LPS dilakukan di br,tccctl fold daerah molar rahang atas, dengan dosis 5pl

LPS/O,O3PBS yang dilakukan 24 jam sekali sebanyak 8 kali. Tikus didekapitasi bila telah

berumur 13 dan 2l hai. Tikus yang telah didekapitasi diambil rahang atas kanannya.

Spesimen yang telah ditanam dalam blok parafin, dipotong secara seri setebal 6pm,

diletakkan di atas slide yang di lapisi dengan 3-aminopropyltriethoxysilane (TES). Spesirnen

yang sudah terdapat di dalam siide, di lakukan pengecatan dengan imunohistokimia dengan

menggunakan kromogen 3,3'-diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB). Wama

kecoklatan menunjukan MMP-1 positif. Untuk kontrol negatif tidak menunjukkan perubahan

warna. Dilakukan counterstain dengat Mayer's Hematoxylin 5 detlk Hasilnya di amati di

bawah mikroskop cahaya.

HASIL

Hasil penelitian dapat di lihat pada Tabel l.

Tabel 1. Skor penilaian Ekspresi MMP-I

No. Pengelompokan Sampel UI UII UIII UIV X

Kontrol 13 Hari 2 2.25

2l }].ari 2

Diinduksi LPS 13 Hari 2 2.25

2l Harj' 3 2.5

Diinduksi LPS dan 13 Hari 3 2.33

Minyak Ikan 2l Hai 3

Keterangan: 1: Positif lemil;2: Positif sedang, 3: Positif Kuat, (-): Tikus mati sebelum

dekapitasi, U: Ulangan, X: rala-rata

Dari table dapat dijelaskan bahwa rerata skor MMP-I pada kelompok tikus yang

diinduksi LPS mempunyai ekspresi MMP-I lebih tinggi dibandingkan yang lain. sedangkan

pada kelompok yang diberi minyak ikan disertai di induksi dengan LPS, menunjukkan bahwa

pada hari ke 21 mempunyai rcrata yang sama dengan kelompok kontrol, sedangkan pada hari

ke 13 mempunyai skor MMP-I mempunyai nilai yang lebih tinggi dari kelompok kontrol



walaupun tidak setinggi di

gambarkan dengan histogram

pada gambar 1.
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kelornpok yang diinduksi dengan minyak ikan. Apabila di

narnpak perbedaan yang jelas. Adapun gambarnya dapat dilihat

ko ntrol (-)

ko ntrol (+)

perlakuan

kel. U 13 hr kel. U 21 hr

Gambar 1. Histogram ekepresi MMP-I

Gambaran dari hasil analisis menggunakan penengecatan dengan imunohistokimia, dapat
dilihat pada garrrbar 2.

Gambar 2. Ekspresi MMP-I pada tulang alveolar kelompok umur 13 hari, perbesaran 400X
dengan pewamaan imunohistokimia (kromogen DAB), coklat berarti (+);



Keterangan Gambar: A. Ekspresi MMP-1 kelornpok Kontlol negatif (tanpa perlakuan)
nampak coklat sedang menyebar; B. ekspresi MMP-1 kelompok kontrol positif (diinduksi

LPS) tampak coklat padat tebal; C. ekspresi MMP-1 kelornpok perlakuan (diinduksi LPS dan
Minyak ikan) tampak tipis.

Analisis statistik Kruskal Wallis Zesl menunjukan adanya per-bedaan yang signifikan

(p<0,05). Artinya bahwa antara kelompok perlakuan terdapat perbedaan yang bermakna

PEMBAHASAN

Terjadinya resorpsi tulang oleh karena kandungan organik dan anorganik mengalami proses

degradasi. Bahan anorganik dilepaskan dari matriks tulang oleh adanya enzim katepsin K, yang

disekresi oleh osteoklas. Enzim ini bekerja pada pH asam berkisar 3-4. Terlarutnya matriks kolagen

yang terdapat di dalam tulang diakibatkan oleh adanya enzim proteinase yaitu MMPs. Matriks

mettaloproteinase ini bekerja pada pH normal.(r3) MMPs terlibat dalam recruitment osteoklas ke

daerah remodeling tulang. Dinyatakan bahwa penghambatan MIVIPs mengurangi rekruitment

osteoklas, prekursor osteoklas dan juga chemoatraction osteoklasjla) MMPs disekresi sebagai

proen4/m dan mengandung atom seng. Osteoklas tidak menghasilkan MMPs. Kolagenase

diproduksi oleh sel kecil yang nampak seperti fibroblast, yang banyak mengandung alkaline

phosphatase yaitu enzim marker osteoblas. Beberapa penelitian menunjukan bahwa

kolagenase di produksi oleh osteoblas lineage.(ls)

MMP-I merupakan kolagenase yang dominan pada manusia, yang memecah helical

collagen tapi mempunyai sedikit aktivitas pada telopeptidase or gelatinolyic activity. MMP-1

terlibat dalam remodeling tulang. Kolagen.(ll) O-rrtu dkk. menyatakan bahwa MMP-I

merupkan enzim yang berperan dalam mendegradasi fibrilar native type I collagen pada pH

fisiologis. Aktivitas MMP-1 dikontrol oleh inhibitor protein yang spesifik. MMP-1 di sekresi

sebagai proenzim yang dapat diaktivasi oleh proteinase tennasuk plasmin, pkasma kallikrein,

katepsin B dan stromelysin. Plasmin merupakan aktivator utamanya di dalam tulang.

Osteoblas, fibroblas, sel-sel endotel serta makrofag alveolar mensekresi proteinase dan

inhivtor yang spesifik untuk mempengaruhi dan meregulasi aktivitas proteolitik.(11)



Lipopolisakalida menyebabkan terjadinya clestruksi tualng alveolaris. Pada penelitian

ini kelompok yang diinduksi LPS rnenunjukan MMP-1 lebih tinggi eksplesinya dibandimgkan

yang lain. LPS bersifat endotoksin karena LPS mengikat reseptor CD14.(r6) CDl4 merupakan

reseptor permukaan sel pada makrofag dan monosit untuk karbohidlat.(11) Toll-like receptor-4

(TLR4) makrofag dan rnonosit yang berikatan dengan bakteri oleh karena adanya CD14 akan

menginduksi sekresi sitokin dan mediator lipid inflamatiott(t6) Hul tersebut menyebabkan

osteoklas mempunyai junlah dan aktivitas yang tinggi, sehingga menyebabkan

terdegradasinya rratriks yang tennineralisasi di dalam tulang. Selain itu LPS rnenstimulasi

osteoblas maupun fibroblas untuk mensekresi proteinase yaitu MMPs.(tt) Ol.h karena itu

pada kelompok yang diinduksi LPS terlihat tingginya ekspresi MMP-I. MMP-1 yang

disekresi oleh osteoblas dan fibroblast tersebut akan menyebabkan terjadinya degradasi

matrik kolagen di dalam tulang, setelah terdegradasinya matriks yang termineralisasi oleh

katepsin K yang disekresi oleh osteoklas. Menurut Nemeth, 6L1.(ta) dalam sistem non tumor,

kelarutan matriks tulang yang termineralisasi terjadi hanya dalam lakuna. Matriks yang

terminaralisasi diresorpsi melalui aksi protease sistein dan MMP, yang keduanya dipoduksi

oleh osteoklas. Proses kelarutan awal, lakuna bersifat asam dan matriks larut yang di lakukan

oleh proteinase (katepsin K) yang aktif pada pH rendah. MMPs kemudian berperan dalam

fase selanjutnya dalam resorpsi di lakuna, mendegradasi kolagen dalam proses setelah pH

menjadi netral.

Minyak ikan lemuru menurunkan ekspresi MMP-1 pada tulang alveolar tikus wistar

dengan periodontitis pada masa erupsi gigi. Ekspresi MMP-I (kolagenase) dikaitkan dengan

keberadaan osteoklas, osteoblas, fibroblas, dan kolagen. Matriks metalloproteinase (MMPs)

dikeluarkan sebagai proenzim tidak aktif terutama dari fibroblas (MMP-l) dan leukosit,

termasuk monosit (MMP-l) dan neutrofil (MMP-S), yang menyebabkan destruksi jaringan

ikat periodontal (fibroblas) dan resorbsi tulang alveolar. Indahyani(20) menyatakan bahwa



peningkatan EPA dan DHA pada membrane sel dan penurunan Asam Arakhidonat (AA) yang

merupakan prekusor PGEz (Prostaglandin E-2). Penurunan PGE2, IL-l maupun TNF o

menyebabkan pembentukan osteoklas pada tulang alveolar terhambat, oleh karena itu

ternjadinya erupsi prernatur gigi dapat dicegah. Peningkatan EPA dan DHA tersebut

menyebabkan peningkatan produksi eikosanoid yang bersifat non inflamasi yaitu

Tromboksan A-5 (TBX5), Leukotrin B-4 (LTB4), dan Prodtaglandin E-3 (PGE3) yang secara

bermakna telah menurunkan Tromboksan A-2 (TBX2), PGE2, IL-l, dan TNF-o. PGEz dan

PGEI mempunyai stabilitas dan shuktur yang mirip, tetapi PGE: kurang efisien dalam

melakukan proliferasi sel fibroblas, rnenstimuli pernbentukan sitokin dan menginduksi

ekspresi gen sikloogsigenase (COX2) dibandingkan PGE2. Kandungan EPA dan DHA

menekan mediator inflamatori sehingga akan berperan pada penurunan osteoklas. Selain itu

menurunya mediator inflamatori, menyebabkan osteoblas mensekresi Tissue inhibitor

matelloproteinase-i (TIMP-l), sehingga sekresi MMP-I oleh osteoblas akan menurun.

Akibat dari keadaan tersebut pada kellompok yang diberi minyak ikan ekspresi MMP-1 lebih

rendah dari kelomok yang lain. MMPs juga dapat menghambat rekruitmen osteoklas dengan

mengurangi jumlah osteoclast chemoattractants atau mengurangi sitokin yang menstimulasi

osteoklas yang terlepas selama proses remodeling tulang.

Disimpulkan bahwa Minyak ikan lemuru terbukti menurunkan ekspresi matriks

metalloproteinase, yang merupakan enzim untuk mendegradasikan kolagen dalam tulang.

MMP-I merupakan enzimmarker terjadinya resorpsi kolagen tulang.
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