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RINGKASAN

Pengaruh Minyak Ikan Lemuru (Sardinella longiceps) terhadap Ekspres IL-13
Kartilago Sendi Tikus yang Diinjekss CFA; Muhammad Nur Arifin;
122010101023; 2016; 62 halaman; Fakultas K edokteran Universitas Jember.

Osteoartritis merupakan suatu kelainan kronis sendi sinovial yang kompleks
dimana terjadi destruksi dari kartilago, pembentukan kista dan sklerosis di tulang
subkondral, sinofitis ringan, fibrosis kapsula sendi, diserta pembentukan osteofit.
Kerusakan kartilago sendi lutut mengakibatnya terganggunya fungsi kartilago dalam
meredam tekanan pada saat pembebanan sendi mengakibatkan terjadi perubahan
morfologis sendi lutut. Di Indonesia terdapat sejumlah 34,3 kasus pada 2002 dan
mencapai 36,5 juta kasus pada 2007. Prevalenss OA cenderung meningkat dengan
bertambahnya usia. Secara khusus prevalensi OA di Indonesiajuga cukup tinggi yaitu
5% pada usia <40 tahun, 30% pada usia 40-60 tahun dan 65% pada usia > 61 tahun,
dengan jumlah penderita wanita lebih banyak dari laki-laki. Intrleukin-1f (IL-1pB)
serta beberapa sitokin proinflamasi lain memiliki peran dalam dalam proses
kerusakan kartilago dan beberapa proses patologis lain. Sitokin ini memiliki efek
yang merusak fungsi kondrosit dan integritas matrix extracelullar. Ketika sitokin ini
berikatan dengan reseptor IL-1 (IL-1RI) IL-1B dapat memicu tranduksi sinyal yang
memicu peningkatan kadar Ca?* intracellular, aktivasi Protein Kinase C, dan lain-
lain yang dapat memicu peningkatan apoptosis dan nekrosis.

Terapi OA yang digunakan masih berfokus pada pengurangan rasa nyeri yaitu
NSAID, sementara itu belum ada obat yang mengurangi progresivitas destruksi dari
kartilago,. Selain itu, obat ini sering menyebabkan efek samping yang merugikan jika
digunakan dalam jangka panjang. Efek yang paling ringan berupa mual, nyeri
lambung, dispepsia sampai yang paling serius seperti timbul lesi, perdarahan bahkan
perforasi pada saluran pencernaan. Salah satu terapi alternatif yang dapat digunakan
adalah suplemen minyak ikan. lkan laut mengandung asam omega 3 vyaitu
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eicosapentaenoid acid (EPA) dan docohexaenoic acid (DHA) yang sangat bermanfaat
bagi kesehatan. Kandungan asam lemak tak jenuh pada ikan lemuru (Sardinella
longicep) jika dibandingkan dengan jenis minyak ikan lainnya merupakan yang
paling besar. EPA dan DHA ini mampu meminimalisasi agregasi platelet dan
rangsangan monosit untuk menyintesis IL-13 dan mediator inflamasi lain sehingga
destruksi dari kartilago menjadi 1ebih minimal. Oleh karena itu, tujuan dari penelitian
ini adalah untuk mengetahui pengaruh minyak ikan lemuru terhadap ekspresi IL-13
pada kartilago sendi tikus yang diinjeksi CFA.

Penelitian ini menggunakan jenis penelitian True Experimental dengan
menggunakan Randomized Post Test Only Control Group Design, dilaksanakan pada
Bulan Januari-Juli 2016 di laboratorium Biomedik Fakultas Kedokteran Gigi
Universitas Jember, di laboratorium Biokimia dan Parasit Fakultas Kedokteran
Universitas Jember serta di laboratorium Patologi Anatomi dan Fisiologi Universitas
Brawijaya. Sampel yang digunakan adalah tikus Sorague dawley putih jantan
dengan berat 300-350 gram yang berumur 3-5 bulan. Jumlah sampel adalah 24 ekor
tikus yang terbagi kedalam 2 kelompok, yaitu: kelompok kontrol negatif dan
kelompok perlakuan. Kemudian, masing-masing kelompok dibagi menjadi 3 sub
kelompok, yaitu kelompok 7 hari, 14 hari, dan 21 hari. Masing-masing kelompok
berisikan 4 ekor tikus. Pada semua kelompok diinjeksi CFA 0,08 ml secara intra-
artikular pada sendi tibiofemoral untuk mendapatkan model tikus osteoartritis.
Setelah 6 minggu pasca injeksi CFA, kelompok perlakuan di berikan minyak ikan
lemuru selama 7, 14 dan 21 hari, sedangkan kelompok kontrol negatif tidak, lalu
didekapitasi. Selanjutnya pengambilan dan pembuatan preparat jaringan sendi
tibiofemoral serta pewarnaan Imunohistokimia dan pengamatan ekspresi 1L-1 yang
didapatkan dari skor histologi. Variabel bebas pada penelitian ini adalah lama
pemberian minyak ikan lemuru dan variabel terikat adalah ekspresi IL-1[3.

Pada penelitian ini didapatkan data skor ekspresi IL-13 pada kelompok
kontrol negatif secara berturut-turut K-1, K-2, dan K-3 memiliki rata-rata skor IL-1(3
sebesar 179,85; 178,38; dan 169,30. Sedang pada kelompok perlakuan secara
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berturut-turut P1, P2, dan P3 memiliki rata-rata skor IL-1B 153,91; 147,10; dan
141,07. Dari data tersebut kemudian dilakukan uji kruskal-wallis dan didapatkan
perbedaan yang signifikan dengan nilai signifikansi p= 0,001. Kemudian dilakukan
uji post hoc Mann-Whitney didapatkan hasil dengan nilai signifikansi p= 0,021 pada
tiagp kelompok, namun antara kelompok kontrol didapatkan hasil yang tidak
signifikan. Hasil tersebut menunjukkan skor ekspresi IL-1B yang pada kelompok
perlakuan lebih kecil dibandingkan kelompok kontrol negatif pada hari ke-7, 14, dan
21. Didapatkan pula skor ekspresi 1L-1f yang paling kecil pada kelompok perlakuan
di hari ke-21. Hal ini dikarenakan pemberian EPA dan DHA dalam jangka waktu
lama mampu mempengaruhi struktur AA sehingga menurunkan induksi monosit
dalam memproduksi IL-13. Berdasarkan hasil penelitian dan analisis data dapat
dissmpulkan bahwa minyak ikan lemuru dapat menurunkan ekspresi intrleukin-1(
kartilago sendi tikus Sprague dawley jantan yang diinjekss Complete Freund’s
Adjuvant.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Osteoartritis (OA) merupakan penyakit reumatik yang paling umum
ditemukan di seluruh dunia (Bethesda, 2002). Di Indonesia terdapat sgfumlah 34,3
juta orang pada tahun 2002 dan mencapai 36,5 juta orang pada tahun 2007. Prevalens
OA cenderung meningkat dengan bertambahnya usia (Kertia et al, 2005). Secara
khusus prevalensi OA di Indonesia juga cukup tinggi yaitu 5% pada usia <40 tahun,
30% pada usia 40-60 tahun dan 65% pada usia > 61 tahun, dimana jumlah penderita
wanitalebih banyak dari laki-laki (Handayani, 2008).

OA merupakan suatu kelainan kronis sendi sinovia yang kompleks dimana
terjadi destruksi dari kartilago, pembentukan kista dan sklerosis di tulang subcondral
disertai pembentukan osteofit. Kerusakan kartilago sendi lutut mengakibatnya
terganggunya fungsi kartilago dalam meredam tekanan pada saat pembebanan sendi
mengakibatkan terjadi perubahan morfologis sendi lutut (Solomon and Warwick,
2010). Masalah utama yang ditimbulkan pada penderita OA adalah disabilitas. Di
seluruh dunia, OA menempati urutan keempat penyebab disabilitas dan dari sekian
banyak penyakit rematik, OA menempati urutan pertama penyebab disabilitas. Orang
diatas usia 70 tahun, 40 % diantaranya menderita OA lutut, 80 % pasien dengan OA
mempunyai keterbatasan gerak, dan 25 % tidak dapat melakukan aktivitas pokok
harian (Soeroso, 2007).

Melalui penjabaran di atas kita dapat mengetahui bahwa OA memiliki
pengaruh yang besar terhadap kehidupan penderitanya, namun terapi yang digunakan
masih berfokus pada pengurangan rasa nyeri, sementara itu belum ada obat yang
mengurangi progresivitas destruksi dari kartilago. Terapi nonfarmakologi menjadi
upaya pertama dalam mangemen OA, dan jika diperlukan terapi obat bisa diberikan
(Wright, 2008). Terapi farmakologi utama yang direkomendasikan oleh Indonesia
Rheumatologist Association adalah pemberian acetaminophen untuk nyeri ringan

hingga sedang. Untuk terapi sedang hingga berat atau apabila pemberian
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asetaminofen gagal maka dapat diberikan NSAID untuk jangka waktu pendek
(Katzung, 2004). Namun, obat ini sering menyebabkan efek samping yang merugikan
jika digunakan dalam jangka panjang. Efek yang paling ringan berupa mual, nyeri
lambung, dispepsia sampai yang paling serius seperti timbul lesi, perdarahan bahkan
perforasi pada saluran pencernaan (Bachtiar, 2010). Oleh karena itu dibutuhkan
adanya pengobatan alternatif yang aman dari efek samping.

Salah satu terapi alternatif yang dapat digunakan adalah suplemen minyak
ikan. Ikan laut mengandung asam omega 3 yaitu eicosapentaenoid acid (EPA) dan
docohexaenoic acid (DHA) yang sangat bermanfaat bagi kesehatan (Indahyani,
2003). Kandungan asam lemak tak jenuh pada ikan lemuru (Sardinella longicep) jika
dibandingkan dengan jenis minyak ikan lainnya merupakan yang paling besar
(Harmayani et al, 2000). Ikan lemuru mengandung EPA dan DHA sebesar 18% dan
13% (Dewi, 1996).

Dikarenakan memiliki kesamaan struktur, EPA dapat menjadi substrat
kompetitor dari asam arakidonat, sehingga enzim siklooksigenase yang harusnya
mengubah AA menjadi prostaglandin H, (PGH,), bergeser mengubah EPA menjadi
prostaglandin Hz (PGH3). PGH, dapat diubah menjadi prostaglandin E, (PGE,) yang
berperan dalam rangsangan nyeri pada OA. Selain itu PGH, juga dapat diubah
menjadi tromboxan A, (TXA;) yang berperan dalam agregasi platelet dan sintesis
Interleukin-18 (IL-1B) oleh monosit serta mediator inflamasi lain yang mampu
meningkatkan enzim proteolitik seperti matrix metalloproteinase (MMP),
collagenase, dan stromelysin yang berperan dalam destruks kartilago pada OA.
Sedangkan EPA, oleh enzim siklooksigenase diubah menjadi PGE; dan TXA3. PGE3
memiliki efek yang lebih minimal dalam merangsang rasa nyeri begitu pula dengan
TXAz yang memiliki efek minimal dalam agregasi platelet dan rangsangan monosit
untuk menyintesis IL-1 dan mediator inflamasi lain sehingga destruksi dari kartilago
menjadi lebih minimal (Cleland et al, 2003).
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IL-1[3 serta beberapa sitokin proinflamasi lain memiliki peran dalam dalam
proses kerusakan kartilago dan beberapa proses patologis lain. Sitokin ini memiliki
efek yang merusak fungsi kondrosit dan integritas matrix extracelullar. Ketika sitokin
ini berikatan dengan reseptor I1L-1 (IL-1RI) IL-1[ dapat memicu tranduksi sinyal yang
memicu peningkatan kadar Ca?* intracellular, aktivasi Protein Kinase C, dan lain-
lain yang dapat memicu peningkatan apoptosis dan nekrosis. Saha et al (1999)
menyatakan adanya peningkatan IL-1f3 pada kartilago manusia yang mengidap OA ,
selain itu Smith (1997) menemukan adanya IL-1f pada membran sinovial dengan
penurunan rasio signifikan IL-1Ra/IL-13 seiring menigkatnya grade OA (Daheshia,
2008).

Dalam penédlitian ini digunakan Complete Freund’s Adjuvant (CFA) sebagal
pengindukss OA. CFA adalah suspens minera minyak yang mengandung
micobacterium mati dan diemulsifikas bersama larutan antigen untuk kemudian
dibentuk sebagai emulsi air dalam minyak (OACU, 2011). Pada hewan coba, induks
Complete Freund’s Adjuvant (CFA) menyebabkan respons inflamas (Prabowo,
2005). Selain itu, CFA juga telah terbukti meningkatkan IL-103 pada kartilago sebagai
efek dari respon inflamasi (Wibowo et al, 2012).

Berdasarkan latar belakang di atas, penulis ingin meneliti pengaruh minyak
ikan lemuru (Sardinella longiceps) terhadap ekspresi IL-1B kartilago sendi tikus
Sorague dawley jantan yang diinduksi OA dengan menggunakan Complete Freund’s
Adjuvant.

1.1 Perumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang tersebut, permasalahan yang timbul adalah
bagai mana pengaruh minyak ikan lemuru (Sardinella longiceps) terhadap ekspresi IL-
1B kartilago sendi tikus Sprague dawley jantan yang diinjeksi Complete Freund’s

Adjuvant?
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1.3 Tujuan

Tujuan penelitian adalah untuk mengkaji pengaruh minyak ikan lemuru
(Sardinella longiceps) terhadap ekspresi IL-1B kartilago sendi tikus Sorague dawley

jantan yang diinjeksi Complete Freund’s Adjuvant.

14  Manfaat
Bersarkan tujuan yang telah diuraikan, manfaat dari penelitian ini adalah
sebagai berikut.

a. Bagi penderita OA, karya tulis ini dapat dijadikan informas ilmiah tentang
pengaruh minyak ikan lemuru terhadap penyakit OA.

b. Bagi peneliti, karya tulis ini dapat menjadi tambahan wawasan dan pengetahuan
serta mengaplikasikan teori yang telah diperoleh dan dapat menjadi wahana
pengetahuan bagi peneliti selanjutnya yang tertarik untuk meneliti tentang
pengaruh minyak ikan lemuru (Sardinella longiceps) terhadap OA.

c. Bagi Universitas Jember, karya tulis ini dapat digunakan sebagai sumber rujukan
dan memperkaya kgjian pustaka fakultas kedokteran.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

21  Osteoartritis
2.1.1 Deéfinis

Osteoartritis (OA) merupakan penyakit sendi degeneratif kronik dimana
terjadi penipisan progresif dan disintegrasi dari kartilago artikular, pembentukan
osteofit, pembentukan kista dan sklerosis pada tulang subkondral serta sinofitis
ringan dan fibrosis kapsula sendi. Penyakit ini sering disamakan  dengan
degenerative arthritis, hypertrophic arthritis, dan degenerative joint disease, Namun
hal ini merupakan suatu kesalahan, karena pada OA tidak hanya kerusakan sdl,
namun terdapat proses yang lebih kompleks, dimana bukan hanya terjadi destruksi
tapi juga terjadi proses repair pada sendi (Solomon and Warwick, 2010). OA adalah
bentuk artritis yang paling umum terjadi yang mengenai mereka di usia lanjut atau
usia dewasa dan salah satu penyebab terbanyak kecacatan di negara berkembang
(Price & Wilson, 2003)

2.1.2 Klasifikasi
OA diklasifikasikan menjadi 2 golongan, yaitu OA primer dan OA sekunder

(Altman et al, 2001).
a.  OA primer

Osteoartritis primer atau dapat disebut osteoartritis idiopatik, adalah
osteoartrhritis yang tidak memiliki penyebab yang pasti dan tidak disebabkan oleh
penyakit sistemik maupun proses perubahan lokal sendi (Soeroso, 2007).
b. OA sekunder

OA sekunder adalah OA yang disebabkan oleh penyakit atau kondisi lainnya
seperti pada post-traumatik, kelainan kongenital dan pertumbuhan (baik |okal
maupun generalisata), kelainan tulang dan sendi, penyakit akibat deposit kalsium,
kelainan endokrin, metabolik, inflamasi, imobilitas yang terlalu lama, serta faktor
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risiko lainnya seperti obesitas, operasi yang berulangkali pada struktur-struktur sendi,
dan sebagainya (Sergent et al, 2009).

2.1.3 Patogenesis

OA selamaini dipandang sebagai akibat dari suatu proses ketuaan yang tidak
dapat dihindari. Namun, saat ini penelitian para pakar menyatakan bahwa OA
ternyata merupakan penyakit gangguan homeostasis dari metabolisme kartilago
dengan kerusakan struktur proteoglikan kartilago yang penyebabnya belum diketahui.
Jgas mekanis dan kimiawi diduga merupakan faktor penting yang merangsang
terbentuknya molekul abnormal dan produk degradasi kartilago di dalam cairan
sinovia sendi yang mengakibatkan terjadi inflamasi sendi, kerusakan kondrosit, dan
nyeri. Jgjas mekanik dan kimiawi pada sinovial sendi yang terjadi multifaktorial
antara lain karena faktor umur, humoral, genetik, obesitas, stress mekanik atau
penggunaan sendi yang berlebihan, dan defek anatomik (Setiati et al, 2006)

Kartilago sendi merupakan target utama perubahan degeneratif pada OA.
Kartilago sendi ini secara umum berfungsi untuk membuat gerakan sendi bebas
gesekan karena terendam dalam cairan sinovia dan sebagai absorb shock, penahan
beban dari tulang. Pada OA, terjadi gangguan homeostasis dari metabolisme kartilago
sehingga terjadi kerusakan struktur proteoglikan kartilago, erosi kartilago, dan
penurunan cairan sendi (Y anuarty, 2014).

Kartilago sendi dibentuk oleh sel kondrosit dan matriks ekstraseluler, yang
terutama terdiri dari air (65%-80%), proteoglikan, dan jaringan kolagen. Kondrosit
berfungs menyintesis jaringan lunak kolagen tipe Il untuk penguat sendi dan
proteoglikan untuk membuat jaringan tersebut elastis, serta memelihara matriks
kartilago sehingga fungsi bantalan rawan sendi tetap terjaga dengan baik. Kartilago
tidak memiliki pembuluh darah sehingga proses perbaikan pada kartilago berbeda
dengan jaringan-jaringan lain. Di kartilago, tahap perbaikannya sangat terbatas
mengingat kurangnya vaskularisasi dan respon inflamasi sebelumnya (Y anuarty,
2014).
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Secara umum, kartilago akan mengalami replikasi dan memproduksi matriks
baru untuk memperbaiki diri akibat jejas mekanis maupun kimiawi. Namun dalam hal
ini, kondrosit gaga menyintesis matriks yang berkualitas dan memelihara
keseimbangan antara degradasi dan sintesis matriks ekstraseluler, termasuk produksi
kolagen tipe I, 111, VI, dan X yang berlebihan dan sintesis proteoglikan yang pendek.
Akibatnya, terjadi perubahan pada diameter dan orientasi serat kolagen yang
mengubah biomekanik Kkartilago, sehingga kartilago sendi kehilangan sifat
kompresibilitasnya (Price & Wilson, 2003).

Beberapa keadaan seperti trauma atau jgas mekanik akan menginduksi
pelepasan enzim degradasi, seperti stromelysin dan Matrix Metalloproteinases
(MMPs). Sromelysin mendegradasi proteoglikan, sedangkan MMP mendegradasi
proteoglikan dan kolagen matriks ekstraseluler. MMP diproduksi oleh kondrosit,
kemudian diaktifkan melalui kaskade yang melibatkan proteinase serin (aktivator
plasminogen), radika bebas, dan beberapa MMP tipe membran. Kaskade enzimatik
ini dikontrol oleh berbagai inhibitor, termasuk tissue inhibitor of metalloproteinases
(TIMP) dan inhibitor daaktivator plasminogen. TIMP yang umumnya berfungsi
menghambat MMP tidak dapat bekerja optima karena di dalam rongga sendi ini
cenderung bersifat asam oleh karena stromelysin (pH 5,5), sementara TIMP dapat
bekerja optimal padapH 7,5 (Lampe et al, 2000)

Agrekanase akan memecah proteoglikan di dalam matriks rawan sendi yang
disebut agrekan. Ada dua tipe agrekanase yaitu agrekanase 1 (ADAMT-4) dan
agrekanase 2 (ADAMT-11). Enzim lain yang turut berperan merusak kolagen tipe Il
dan proteoglikan adalah katepsin, yang bekerja pada pH rendah, termasuk proteinase
aspartat (katepsin D) dan proteinase sistein (katepsin B, H, K, L dan S) yang
dissmpan di dalam lisosom kondrosit. Hialuronidase tidak terdapat di dalam rawan
sendi, tetapi glikosidase lain turut berperan merusak proteoglikan (Sergent et al,
2009).
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Proses inflamasi yang terjadi pada sendi oleh karena rangsangan tertentu
mengakibatkan terjadinya kerusakan sel yang akan melepaskan fosfolipid. Fosfolipid
tersebut akan diubah menjadi asam arakhidonat (AA) oleh enzim fosfolipase. AA
tersebut akan mengalami transformasi melalui dua jalur utama yaitu: siklooksigenase,
yang menyintesis prostaglandin dan tromboksan, dan lipoksigenase yang menyintesis
leukotrin (Robbins et al, 2007).

Siklooksigenase (COX) berfungsi sebagai katalis pada tahap pertama proses
biosintesis prostaglandin, tromboksan dan prostasiklin. Ada dua bentuk enzim
siklooksigenase, yaitu: COX-1 adalah bentuk enzim utama yang ditemukan dibanyak
jaringan dan bertanggung jawab dalam menjaga fungsi norma tubuh termasuk
keutuhan mukosa lambung dan pengaturan aliran darah ginjal. Sebaliknya, COX-2
tidak ditemukan di jaringan pada kondisi normal, tetapi diinduksi dalam respon
inflamasi. Pada jalur ini PGH2 diubah menjadi prostaglandin E2 (PGE2), PGD?2,
PGF2a, PGI2, dan tromboksan A2 (TXA2). PGE2 dapat memicu dilatasi pembuluh
darah, meningkatkan permeabilitas kapiler dan merangsang reseptor nyeri. Selain itu,
PGE2 juga dapat menstimulasi terjadinya resorbsi tulang (Riccioti & Fitzgerald,
2011).

TXA2 berperan sebagai vasokonstriktor dan agregasi trombosit. Selain itu,
TXA2 juga dapat memicu aktivitas monosit untuk menghasilkan IL-13 dan tumor
necrotizing factor (TNFa) yang berperan penting dalam proses inisiasi dan
perkembangan destruks kartilago. IL-1f dan TNFa dapat memicu terbentuknya MMP
dan kolagenase (Cleland et al, 2003).

Lipoksigenase adalah enzim yang memetabolisme AA di dalam neutrofil.
Enzim lipoksigenase mengubah AA menjadi hydroxyperoxide-eicosatetra-enoic acid
(HPETE). HPETE sangat tidak stabil dan direduksi oleh enzim peroksidase menjadi
hydroxy-eicosatetra-enoic acid (HETE) atau diubah menjadi kelompok senyawa yang
secara kolektif disebut leukotrin. Leukotrin yang dihasilkan HPETE adalah Leukotrin
B4 (LTB4) melalui hidrolisis enzimatik. LTB4 merupakan agen kemotaksis poten dan
menyebabkan agregasi neutrofil (Robbins et al., 2007).
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Pada OA, mediator-mediator inflamasi ikut berperan dalam progresifitas
penyakit. Selain pelepasan enzim-enzim degradasi, faktor-faktor pro inflamas juga
terinduksi dan dilepaskan ke dalam rongga sendi, seperti Nitric Oxide (NO), IL-1p,
dan TNF-a. Sitokin-sitokin ini menginduksi kondrosit untuk memproduksi protease,
kemokin, dan eikosanoid seperti prostaglandin dan leukotrin dengan cara menempel
pada reseptor di permukaan kondrosit dan menyebabkan transkripsi gen MMP
sehingga produksi enzim tersebut meningkat. Akibatnya sintesis matriks terhambat
dan apoptosis sel meningkat (Sergent et al, 2009)

Sitokin yang terpenting adalah IL-1. IL-1 berperan menurunkan sintesis
kolagen tipe Il dan IX dan meningkatkan sintesis kolagen tipe | dan |11, sehingga
menghasilkan matriks rawan sendi yang berkualitas buruk. Pada akhirnya tulang
subkondral juga akan ikut berperan, dimana osteoblas akan terangsang dan

menghasilkan enzim proteolitik (Maharani, 2007.)

2.1.4 PeranIL-1B

IL-1 B adalah sitokin proinflamasi yang memiliki peranan dalam OA. Pada
tubuh, IL-1p terdapat dalam bentuk prekursornya yaitu pro IL-1f yang harus
diaktifkan untuk menjadi sitokin yang aktif. Aktivasi pro IL-1p menjadi IL-1 ini
merupakan tugas dari capsase-l atau yang juga sering disebut IL-13 converting
enzyme (ICE). IL-1 dalam kondisi fisiologis berada dalam kondisi seimbang dengan
inhibitornya yaitu IL-1 receptor atagonist (IL-1Ra) dan IL-1 decoy receptor (IL-1RII)
yang dapat mengikat IL-1p tanpa adanya sinyal (Daheshia, 2008).

Pada OA, IL-1p terlokalisasi pada kondrosit di bagian permukaan kartilago
dimanatelah teridentifikasi terjadi perubahan degeneratif pada pemeriksaan histologi.
Pada OA terjadi peningkatan ICE dan IL-1B di kartilago, khususnya di bagian
permukaan dan bagian tengah atas dari lapisan kartilago artikular (Daheshia, 2008).
Pada penelitian lain juga ditemukan adanya hubungan positif antara nitrotyrosin
(indikator terjadinya kerusakan oksidatif) dan IL-1p pada kondrosit manusia (L oeser
et al, 2002).
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IL-13 diketahui menjadi mediator utama kerusakan kartilago pada OA dan
matriks extracellular merupakan target dari aktivitas katabolik. IL-13 merusak
kondrosit dengan cara meningkatkan enzim proteolitik seperti MMPs. Pada pasien
OA terjadi peningkatan MMP-1, MMP-3 dan MMP-13 pada pemberian IL-1 yang
nantinya akan menyebabkan terjadinya inflamas secara lokal dan penipisan pada
kartilago (Fan et al, 2007).

2.1.5 Tandadan gegaa

Keluhan OA yang paling sering dirasakan yaitu nyeri sendi, terutama saat
sendi bergerak atau menanggung beban, dan akan berkurang saat istirahat. Seringkali
penderita merasakan nyeri pada sendi asimetris yang meningkat secara bertahap
selama beberapa tahun (Marsland & Kapoor, 2008). Nyeri pada pergerakan dapat
timbul akibat iritas kapsul sendi, periostitis dan spasme otot periartikular
(Wahyuningsih, 2009). Pada tahap awal, nyeri hanya terlokalisasi pada bagian
tertentu, tetapi bila berlanjut, nyeri akan dirasakan pada seluruh sendi yang terkena
OA. Nyeri ini seringkali disertai bengkak, penurunan ruang gerak sendi, dan
abnormalitas mekanis. Keterbatasan gerak biasanya berhubungan dengan
pembentukan osteofit, permukaan sendi yang tidak rata akibat kehilangan rawan
sendi yang berat atau spasme dan kontraktur otot periartikular.

Kekakuan sendi juga dapat ditemukan pada penderita OA setelah sendi tidak
digerakkan beberapa lama (gel phenomenon), tetapi kekakuan ini akan hilang setelah
sendi digerakkan. Kekakuan yang terjadi pada pagi hari biasanya berlangsung tidak
lebih dari 30 menit. Selain itu, juga didapatkan pembesaran tulang di sekitar sendi,
efus sendi, dan krepitasi (Price & Wilson, 2003). Pada OA lutut, gejala spesifik yang
dapat timbul adalah keluhan instabilitas pada waktu naik turun tangga
(Maharani,2007).
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2.1.6 Faktor risko

Secara garis besar, faktor risiko timbulnya OA lutut meliputi usia, jenis
kelamin, ras, genetik, nutrisi, obesitas, penyakit komorbiditas, menisektomi, kelainan
anatomis, riwayat trauma lutut, aktivitas fisik, kebiasaan olah raga, dan jenis
pekerjaan.
a usa

Usia adalah faktor risiko utama timbulnya OA, dengan prevalens dan beratnya
OA yang semakin meningkat seiring dengan bertambahnya usia. Lebih dari 80%
individu berusia lebih dari 75 tahun terkena OA. Bukti radiografi menunjukkan
insidensi OA jarang pada usia di bawah 40 tahun. OA hampir tidak pernah terjadi
pada anak-anak dan sering pada usia di atas 60 tahun. Meskipun OA berkaitan
dengan usia, penyakit ini bukan merupakan akibat proses penuaan yang tak dapat
dihindari (Sergent et al, 2009).

Perubahan morfologi dan struktur pada kartilago berkaitan dengan usia termasuk
penghalusan dan penipisan permukaan artikuler, penurunan ukuran dan agregasi
matriks proteoglikan, serta kehilangan kekuatan peregangan dan kekakuan matriks.
Perubahan-perubahan ini paling sering disebabkan oleh penurunan kemampuan
kondrosit untuk mempertahankan dan memperbaiki jaringan, seperti kondrosit itu
sendiri sehingga terjadi penurunan aktivitas sintesis dan mitosis, penurunan respon
terhadap anabolic growth factor, dan sintesis proteoglikan yang lebih kecil dan tidak
seragam (Sergent et al, 2009).

b. jeniskelamin

Wanita berrisiko terkena OA dua kali lipat dibanding pria. Walaupun prevalensi
OA sebelum usia 45 tahun kurang lebih sama pada pria dan wanita, tetapi di atas 50
tahun prevalenss OA lebih banyak pada wanita, terutama pada sendi lutut. Wanita
memiliki lebih banyak sendi yang terlibat dan lebih menunjukkan gejalaklinis seperti
kekakuan di pagi hari, bengkak pada sendi, dan nyeri di malam hari (Sergent et al,
2009).
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Meningkatnya kejadian OA pada wanita di atas 50 tahun diperkirakan karena
turunnya kadar estrogen yang signifikan setelah menopause. Kondrosit memiliki
reseptor estrogen fungsional, yang menunjukkan bahwa sel-sel ini dipengaruhi oleh
estrogen. Pendlitian yang dilakukan pada beberapa tikus menunjukkan bahwa
estrogen menyebabkan peningkatan pengaturan reseptor estrogen pada kondrosit, dan
peningkatan ini berhubungan dengan peningkatan sintesis proteoglikan pada hewan
percobaan (Sergent et al, 2009).

C. ras

Prevalensi OA lutut pada penderita di negara Eropa dan Amerika tidak berbeda,
sedangkan suatu penelitian membuktikan bahwa ras Afrika — Amerika memiliki
rissko menderita OA lutut 2 kali lebih besar dibandingkan ras Kaukasia. Penduduk
Asia juga memiliki risiko menderita OA lutut lebih tinggi dibandingkan Kaukasia.
Suatu studi lain menyimpulkan bahwa populasi kulit berwarna lebih banyak terserang
OA dibandingkan kulit putih (Marsland and Kapoor, 2008).

d. genetik

Faktor genetik juga berperan pada kejadian OA lutut. Hal tersebut berhubungan
dengan abnormalitas kode genetik untuk sintesis kolagen yang bersifat diturunkan,
seperti adanya mutasi pada gen prokolagen Il atau gen-gen struktural lain untuk
struktur-struktur kartilago sendi seperti kolagen tipe 1X dan XII, protein pengikat,
atau proteoglikan (Setiati et al, 2006).

Sebuah studi menunjukkan bahwa komponen yang diturunkan pada penderita
OA sebesar 50% hingga 65%. Studi pada keluarga, saudara kembar, dan populasi
menunjukkan perbedaan antar pengaruh genetik menentukan lokasi sendi yang
terkena OA. Bukti lebih jauh yang mendukung faktor genetik sebagai predisposisi
OA adalah adanya kesesuaian gen OA yang lebih tinggi pada kembar monozigot
dibanding kembar dizigot (Sergent et al, 2009)
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e. nutris

Orang yang jarang mengkonsumsi makanan bervitamin D memiliki peningkatan
risiko 3 kali lipat menderita OA lutut.16 Penelitian faktor nutrisi sebagai etiopatol ogi
OA membuktikan adanya peningkatan risiko kejadian OA lutut pada individu dengan
defisiens vitamin C dan E. Pada orang Asia, penyakit Kashin-Beck, salah satu jenis
OA, dapat disebabkan oleh makanan yang terkontaminasi oleh jamur. Hipotiroidisme
terjadi pada sebagian penderita OA karena defisiensi selenium (Altman et al, 2001).

f. obesitas

Kegemukan (obesitas) adalah faktor risiko terkuat untuk terjadinya OA lutut.
Efek obesitas terhadap perkembangan dan progresifitas OA terutama melaui
peningkatan beban pada sendi-sendi penopang berat badan. Tiga hingga enam kali
berat badan dibebankan pada sendi lutut pada saat tubuh bertumpu pada satu kaki.
Peningkatan berat badan akan melipatgandakan beban sendi lutut saat berjalan (Fauci
et al, 2008)

Sebuah penelitian menunjukkan bahwa makin besar Indeks Massa Tubuh (IMT),
rissko menderita OA lutut akan semakin meningkat. Penderita OA dengan obesitas
memiliki gegjala OA yang lebih berat. Obesitas tidak hanya mengawali timbulnya
penyakit OA, tetapi juga merupakan akibat lanjut dari inaktivitas para penderita
OA.Selain melaui peningkatan tekanan mekanik pada tulang yang menyebabkan
kerusakan kartilago, obesitas berhubungan dengan kejadian OA secaratidak langsung
melalui faktor-faktor sistemik (Sergent et al, 2009).

g. riwayat trauma lutut

Trauma lutut akut, terutama kerusakan pada ligamentum cruciatum dan robekan
meniskus pada lutut merupakan faktor risiko timbulnya OA lutut, dan berhubungan
dengan progresifitas penyakit. Perkembangan dan progresifitas OA pada individu
yang pernah mengalami trauma lutut tidak dapat dicegah, bahkan setelah kerusakan
ligamentum cruciatum anterior diperbaiki. Risiko berkembangnya OA pada kasus ini
sebesar 10 kali lipat (Sergent et al, 2009).
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h. aktivitasfisik

Aktivitas fisik yang berat / weight bearing seperti berdiri lama (2 jam atau lebih
setiap hari), berjalan jarak jauh (2 jam atau lebih setiap hari), mengangkat benda berat
(10 kg — 50 kg selama 10 kali atau lebih setiap minggu), mendorong objek yang berat
(10 kg — 50 kg selama 10 kali atau lebih setiap minggu), naik turun tangga setiap hari
merupakan faktor risiko terjadinya OA lutut (Altman et al, 2001).

Di sisi lain, seseorang dengan aktivitas minim sehari-hari juga berrisiko
mengalami OA lutut. Kurangnya aktivitas sendi yang berlangsung lama akan
menyebabkan disuse atrophy yang akan meningkatkan kerentanan terjadinya trauma
pada kartilago. Pada penelitian terhadap hewan coba, kartilago sendi yang
diimobilisasi menunjukkan sintesis agrekan proteoglikan pada kartilago yang
mempengaruhi biomekanisnya, berhubungan dengan peningkatan MMP yang dapat
menyebabkan kerusakan yang lebih parah (Fauci et al, 2008)

2.1.7 Diagnosis

Diagnosis OA lutut dapat dilihat dari tanda, gejala seta faktor risko pada
pasien. Penilaian tehadap penyakit ini dapat ditinjau dari segi klinis, laboratorik dan
radiografis. Diagnosis OA untuk memudahkan dapat menggunakan kriteria
klasifikasi dari American College of Rheumatology (ACR). Penilaian dari kriteria
diagnosis ini dibagi menjadi 3, yaitu penilaian secara klinis, penilaian klinis dan
laboratoris, dan penilaian klinis radiografis sebagaimana terdapat pada tabel 2.1
berikut.


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

15

Tabel 2.1 Diagnosis OA dari ACR

Klinis Klinis dan Laboratorik Klinisdan
Radiografis
Nyeri lutut disertai Nyeri lutut diserta minimal 5 dari 9 Nyeri lutut,
minimal 3 dari 6 kriteria berikut : ditemukan osteofit,
kriteria berikut : 1. umur lebih dari 50 tahun dan disertai minimal
1. umur lebih dari 2. lama kaku saat pagi kurang dari 30 1 dari 3kriteria
50 tahun menit berikut :
2. lamakaku saat 3. kripitus 1. umur lebih dari
pagi kurang dari 4. nyeri tekan 50 tahun
30 menit 5. pembesaran tulang 2. lamakaku saat
3. kripitus 6. tidak pansa pada perabaan pagi kuranh dari
4. nyeri tekan 7. LED 40mm/jam 30 menit
5. pembesaran 8. RF<1:40 3. kripitus
tulang 9. Analisis cairan sendi normal
tidak panas pada
perabaan

1. LED = Lgu Endap Darah
2. RF = Rheumatoid Factor
Sumber: Hochberg et al. (2012)

2.1.8 Grading

Pada OA terdapat gambaran radiografi yang khas, yaitu osteofit. Selain
osteofit, pada pemeriksaan X-ray penderita OA biasanya didapatkan penyempitan
celah sendi, sklerosis, dan kista subkondral. Berdasarkan gambaran radiografi
tersebut, Kellgren dan Lawrence (KL Grade) membagi OA menjadi 4 tingkatan.
Grade 0 atau nomal apabila tidak ditemukan gammbaran radiografi, grade 1 apabila
ditemukan adanya osteofit atau apabila terjadi penyempitan ruang sendi yang
diragukan, grade 2 apabila terdapat osteofit dan penyempitan ruang sendi yang nyata,
grade 3 apabila terdapat multiple osteofit dengan penyempitan yang nyata serta
terjadi sklerosis, dan grade 4 apabila telah terdapat osteofit yang besar, sklerosis,
serta deformitas tulang (Braun & Gold, 2011).
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2.1.9 Penatalaksanaan
Penatalaksanaan pada OA bertujuan untuk mengontrol nyeri, memperbaiki

fungsi sendi yang terserang, menghambat progresifitas penyakit, serta edukasi pasien.
a. terapi non farmakologis

Terdapat beberapa hal yang direkomendaskan olen ACR 2012 daam
mangemen terapi non farmakologis OA. Modalitas ini bersifat kondisiona,
direkomendasikan hanya jika pasien memiliki OA lutut dengan nyeri kronis sedang
sampai berat dan merupakan indikasi untuk artroplasti total lutut tetapi tidak mau
menjalani prosedur, memiliki komorbiditas medis lain, atau sedang mengonsumsi
obat yang mengarah kepada kontraindikas mutlak atau relatif untuk operasi atau
dokter bedah tidak merekomendasikan prosedur. terapi non farmakologis OA dapat
dilihat padatabel 2.2.

Tabel 2.2 Terapi nonfarmakologi OA

Sangat Direkomendasikan Tidak
direkomendasikan pada kondisi tertentu Direkomendasikan
1. Berpartisipas 1. Berpartisipas dalm program 1. Berpartisipas
dalam olah raga manajemen diri dalam latihan
aeobik dan/atau 2. Menerimaterapi manua dikombinasi keseimbangan
latihan resistensi dengan latihan yang diawas dengan latihan
2. Berpartisipas 3. Menerimaintervens psikososial penguatan
dadamolahraga 4. Diinstruksikan penggunaan agen 2. Mengenakan sol
ar termal lateral terjepit
3. Menurunkan 5. Menerimaalat bantu jalan sesual 3. Menerimaterapi
berat badan kebutuhan manual sgja
(untuk individu 6. Berpartisispas dalam programtai chi 4. Memakai
dengan berat 7. Diobati dengan akupuntur tradisional penyangga lutut
badan berlebih) 8. Diinstruksikan penggunaan stimulas

listrik transkutan

Sumber: Hochberg et al. (2012)
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b. terapi farmakologis
Secara garis besar, ACR 2012 merekomendasi kan terapi farmakologis untuk OA
lutut sebagai mana tercantum pada tabel 2.3.

Tabel 2.3 Terapi Farmakologi OA

Direkomendasikan pada Tidak direkomendasikan Tidak
kondisi tertentu pada kondisi tertentu Direkomendasikan
- Asetaminofen - Chondroitin sulfat - hyaluronat
- OAINS oral - Glucosamin Intraartikuler
- OAINS topikal - Capsaicin topikal - Duloxetine
- Tramadol - Analgesik Opioid
- Injeksi kortikesteoid
intraartikuler

Sumber: Hochberg et al. (2012)

Asetaminofen, atau yang lebih dikenal dengan nama parasetamol merupakan
analgesik pertama yang diberikan pada penderita OA karena cenderung aman dan
dapat ditoleransi dengan baik, terutama pada pasien usia tua. Dengan dosis maksimal
4 gram/hari, pasien perlu diberi penjelasan untuk tidak mengonsumsi obat-obat lain
yang mengandung asetaminofen, termasuk obat flu serta produk kombinasi dengan
analgesik opioid (IRA, 2014).

Untuk pasien berusia >75 tahun, penggunaan OAINS topikal lebih dianjurkan
dibanding OAINS oral. Pada kasus ini, penggunaan tramadol atau injeksi
kortikosteroid intraartikuler dapat dianjurkan. Tramadol sama efektif dengan morfin
atau meperidin untuk nyeri ringan sampai sedang, tetapi untuk nyeri berat atau kronik
lebih lemah. Dosis maksimum per hari yang dianjurkan untuk tramadol adalah 400
mg. Injeks kortikosteroid intraartikuler dapat diberikan bila terdapat infeksi lokal
atau efusi sendi (IRA, 2014).
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c. Operas

Tindakan operas seperti arthroscopic debridement, joint debridement,
dekompresi tulang, osteotomi, dan artroplasti merupakan tindakan yang efektif pada
penderita dengan OA yang sudah parah. Tindakan operatif ini dapat menghilangkan
nyeri pada sendi OA (IRA, 2014).

2.2  lkan Lemuru (Sardinella longiceps)

Terapi farmakologis yang dapat diberikan pada penyakit OA berfokus pada
pengurangan rasa nyeri dan inflamasi. Namun penggunaan obat-obatan, sebagaimana
yang telah disebutkan, dapat menimbulkan adanya efek samping apabila digaunakan
dalm waktu panjang. Efek yang paling ringan berupa mual, nyeri lambung, dispepsia
sampai yang paling serius seperti timbul lesi, perdarahan bahkan perforasi pada
saluran pencernaan (Bachtiar, 2010). Oleh karena itu diperlukan adanya alternatif
pengobatan yang lebih aman, diantaranya adalah minyak ikan lemuru.

Terdapat banyak jenis ikan lemuru yang ada di Indonesia, di antaranya
Sardinella sirm, Sardinella lemuru, dan Sardinella longiceps. Sardinella longiceps
sendiri merupakan ikan yang banyak ditemukan di Selat Bali diantaranya di Puger
Jember dan Muncar Banyuwangi (Rasyid, 2003). Ikan lemuru memiliki taksonomi
sebagai berikut.

Kingdom : Animalia Suborder : Clupeidoi

Phylum : Chordata Family : Clupeidae
Subphylum  : Vertebrata Subfamily : Clupeinae

Klas . Actinopterygii Genus : Sardinella

Order : Clupeiformes Species : Sardinellalongiceps

Ikan lemuru merupakan ikan pelagik kecil dengan ciri bersirip punggung
tambahan yang seperti kulit, berbecak-becak yang bercahaya dan tidak bertulang dahi
belakang (Fitrianingsih, 2015). Ikan lemuru memiliki bentuk seperti pada gambar 2.1
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Gambar 2.1 Ikan lemuru Sardinella longiceps

23 Minyak Ikan Lemuru

Minyak ikan lemuru mengandung 10,38-14,58% eicosapentaenoic acid (EPA)
dan 5,73-8,99% docosahexaenoic (DHA) dari keseluruhan komponen minyak
(Wildan, 2000). Diantara banyak jenis minyak ikan, kandungan omega-3 pada ikan
lemuru adalah yang paling besar. Perbandingan kadar EPA dan DHA minyak ikan
lemuru dengan jenis minyak ikan yang lainnya, dapat dilihat dalam tabel 2.4.

Tabel 2.4 Perbedaan persentase kandungan EPA dan DHA padaikan

Jenis Minyak lkan EPA (%) DHA (%)
Tuna 7 20
Salmon 6 10
Cod 11 21
Herring 9 6
Lemuru 18 13

Sumber : Harmayani et al. (2000),

Beberapa penelitian menyatakan bahwa n-3 PUFA ini memiliki efek
antiinflamasi. EPA dan DHA berfungsi sebagai substrat kompetitor oksidasi asam
arakhidonat oleh siklooksigenase yang merupakan mediator inflamasi. EPA dan DHA
sendiri memiliki struktur yang hampir sama dengan asam arakhidonat (AA)
sebagaimanaterdapat pada gambar 2.2.
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Sumber : Cleland et al. (2003).
Gambar 2.2 Struktur AA, EPA, dan DHA

Penghambatan metabolisme AA sendiri berpengaruh terhadap mineralisasi
tulang, dimana hasil metabolisme AA berupa prostaglandin (PGE;) yang menginisiasi
resorbsi kalsium tulang dengan cara meningkatkan jumlah prekursor osteoklas, juga
di hambat oleh adanya EPA dan DHA (Indahyani, 2001). Selain PGE,, Omega-3 juga
menurunkan ekspresi osteopontin yang emiliki fungsi dalam pergerakan osteoklas di
daerah resorps dan Bonesialo Protein (BSP) (indahyani, 2008). Ekspresi BSP
ditemukan tinggi dalam jaringan yang mengalami proses mineralisasi diantaranya
mineralisasi tulang dan kartilago (Mandal et al, 2012).

EPA dapat menjadi inhibitor aktif dari asam arakidonat. EPA akan diubah
oleh enzim siklooksigenase menjadi PGH3;. PGH3 dapat diubah menjadi PGE3 dan
TXAsz. PGE; memiliki efek yang lebih minimal dibandingkan PGE,, yang merupakan
hasil pembentukan AA oleh siklooksigenase, dalam merangsang nyeri. Begitu juga
dengan TXAg yang memiliki efek agregasi platelet dan peningkatan sekresi 1L-1 oleh
monosit dibandingkan dengan TXA;, yang merupakan hasil pembentukan AA oleh
siklooksigenase (Cleland et al, 2003).
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24  Complete Freund’s Adjuvant

Pada OA terjadi inflamas yang disebabkan oleh degradasi dari kartilago. Hal
tersebut terjadi oleh karena adanya jejas mekanik dan kimiawi (Setiati, 2006). Salah
satu yang dapat digunakan sebagai penginduksi OA adalah Complete Freund’s
Adjuvant (CFA) yaitu dengan memberikan jgjas mekanik pada kartilago sendi
(Wibowo et al, 2012).

CFA merupakan suspensi mineral minyak yang mengandung mycobacterium
mati dan diemulsifikasi bersama larutan antigen untuk kemudian dibentuk sebagai
emuls air dalam minyak. CFA dapat meningkatkan aktivitas imun selular ataupun
humoral terhadap imunogen. Reaksi yang timbul adalah reaks inflamas kuat pada
lokasi deposisi antigen akibat pembentukan influks leukosit dan interaksinya dengan
antigen. CFA yang digunakan secara tidak tepat atau berlebihan dapat menyebabkan
efek samping signifikan seperti inflamasi kronik, ulserasi kulit, abses lokal atau
peluruhan jaringan, oleh karena itu direkomendasikan penggunaan dosis CFA
dibawah 0,1 mg/ml agar efek samping minimal (Margaretha, 2011).

Preparasi antigen harus steril dan idealnya isotonis, pH netral, dan bebas urea,
asam asetat, dan pelarut toksik lainnya. Mycobacterium dalam CFA di suspensi
kembali dengan vortex atau mengocok ampul atau vial. CFA kemudian dipindahkan
dari ampul atau vial secara steril. Perhatian harus diberikan pada pencegahan
terbentuknya gelembung udara ketika mencampur emulsi CFA antigen. Respon
inflamasi berupa lesi terdiri dari lesi primer dan sekunder. Les primer terjadi dalam
3-5 hari dan lesi sekunder terjadi setelah 11-12 hari terhitung sejak hari ke-0 disuntik
CFA (Parmar & Prakash, 2006).
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2.5 Kerangka Konsep

CFA
Asam arakidonat 'IEE aAr\l mﬁf
l |
| COX | | Y
Prostaglandin H3
Prostaglandin H2 %
ALK P! e g
' Prostaglandin E2 !| Tromboksan A2 | ! Prostaglandin | | Tromboksan
- - - pe=———- ! ! E3 \ A3
1 |
________ v_ ) I O e — = —
i Nyeri sendi
oy S b T
—_—)p T
A BV 4 A
| Peningkatan Matrix !
' Metalloproteinase !
B\ L A0 S &
v
TN
Gambar 2.3 Kerangka konsep

CFA yang diinjeksikan secara intra artikular akan menyebabkan terjadinya
kerusakan kartilago dan membran synovial. Kerusakan ini akan menyebabkan
dilepaskannya fosfolipid yang kemudian akan diubah oleh enzim fosfolipase menjadi
asam arakidonat. Asam arakhidonat oleh siklooksigenase akan diubah menjadi
prostaglandin H2 kemudian menjadi prostaglandin E2 yang berperan dalam
peningkatan rasa nyeri pada sendi dan Tromboksan A2 yang akan memicu monosit

untuk memproduksi Interleukin 1-B. Peningkatan Interleukin 1-f dapat memicu
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pelepasan enzim matrix metalloproteinase yang dapat mendestruksi kartilago sendi
dan terjadilah OA. Kandungan minyak ikan berupa EPA yang memiliki kemiripan
struktur dengan asam arakidonat akan menjadi substrat kompetitif dari asam
arakidonat. EPA yang bersaing dengan AA, oleh siklooksigenase akan diubah
menjadi prostaglandin H3 yang kemudian menjadi prostaglandin E3 dan tromboksan
A3. PGE3 dan TXA3 memiliki efek rangsangan nyeri dan rangsangan monosit dalam
memproduksi IL-1p dan mediator inflamasi lain yang lebih sedikit. Keseluruhan
dapat dilihat pada gambar 2.3.

26  Hipotesis
Minyak ikan lemuru dapat menurunkan ekspresi IL-1 beta kartilago sendi.
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 JenisPenditian

Metode penelitian yang dilakukan adalah true experimental dengan rancangan
penelitian yang digunakan adalah post test only control group design (Notoadmodjo,
2010).

3.2 Rancangan Pendlitian

Gambar 3.1 Rancangan Penelitian

Keterangan

Po : Populasi Tikus Sprague dawley Jantan

S : Sampel yang diambil dari populasi yang memenuhi kriteria sampel

K1- : Kontrol negatif, diinjeksi CFA dengan pemberian salin sebagai plasebo dan
didekapitasi pada hari ke 7

K2- :Kontrol negatif, diinjeksi CFA dengan pemberian salin sebagai plasebo dan
didekapitas pada hari ke 14
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K3- :Kontrol negatif, diinjeksi CFA dengan pemberian salin sebagai plasebo dan
didekapitasi pada hari ke 21

Pl : Perlakuan 1, diinjeksi CFA dan diberikan minyak ikan 1 ml/hari dan
didekapitasi pada hari ke 7

P2 : Perlakuan 2, diinjeksi CFA dan diberikan minyak ikan 1 ml/hari dan
didekapitasi pada hari ke 14

P3 : Perlakuan 3, diinjeksi CFA dan diberikan minyak ikan 1 ml/hari dan
didekapitasi pada hari ke 21

H : Hasll

3.3  Populas dan Sampel Pendlitian
3.3.1 Populasi
Populasi penelitian ini adalah hewan coba tikus jenis Sprague dawley jantan.

3.3.2 Sampd
Sampel Populasi penelitian adalah hewan coba tikus jenis Sprague dawley

jantan yang memenuhi kriteria sampel.

3.3.3 Besar sampel
Pada penelitian ini penghitungan sampel menggunakan Rumus Federer :

(n-1) (t-1) > 15

(n-1) (6-1) > 15

(n-1)5>15
n-1>3
n>4

n = besar sampel
t = jumlah perlakuan
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3.34 Kriteriasampel penelitian
Kriteria sampel dalam penelitian ini adalah sebagai berikut.
a. Jenistikus Sorague dawley.
b. Kondis fisik sehat dan tidak mengalami kelainan.
c. Jeniskelamin jantan.
d. Umur 3-4 bulan dan berat badan 300-350 gram.

3.3.5 Pengelompokan sampel

Pengelompokan sampel dilakukan dengan menggunakan metode simple
random sampling, yang mengartikan tiap anggota populas memiliki peluang yang
sama untuk masuk ke dalam kelompok penelitian (Tjokronegoro and Sudarsono,
2004).

34  Tempat dan Waktu Penelitian
3.4.1 Tempat Penelitian

Penelitian dilakukan di laboratorium biomolekular FK UNEJ, laboratorium
biomedik FKG UNEJ, laboratorium patologi anatomi dan fisiologi FK UB.

3.4.2 Waktu Pendlitian
Penelitian dilakukan pada Bulan Januari-Juli 2016.

35 Variabel Penelitian
3.5.1 Variabel bebas
Variabel bebas dalam penelitian ini adalah lama pemberian minyak ikan.

3.5.2 Vaiableterikat
Variabel terikat pada penelitian ini adalah ekspresi IL-1 3 kartilago.
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3.5.3 Variabe kontrol
Variabel kontrol pada penelitian ini adalah sebagai berikut.

a. Jenishewan coba : Tikus galur Sorague dawley.
b. Jenistikus : Jantan.
c. Berat badan tikus : 300-350 gram.

d. Makanan tikus (Pakan standar tikus merk Turbo 521-CP, Indonesia) dan
minuman tikus.

e. Tempat dan cara pemeliharaan tikus.
Hewan percobaan ditempatkan dalam kandang dengan ukuran 30 cm x 40 cm,
dengan pemberian makan 1 hari 1 kali, dan penggantian sekam sekaligus
pembersihan kandang 3 hari 1 kali.

—

Pemberian minyak ikan lemuru secara sondasi lambung.
Dosis Complete Freund’s Adjuvant (CFA).

> @

Prosedur pengambilan preparat.

M etode pewarnaan dengan menggunakan Immunohistokimia

3.6  Definisi Operasional
3.6.1 Osteoartritis

Ostoartritis yang dimaksud pada penlitian ini adalah artritis pada tikus
Sorague dawley jantan yang diinduksi dengan dosis tunggal injeksi intraartikular
CFA daam salin dengan dosis 0,08 ml dengan perbandingan 1:1 yang kemudian
ditunggu selama 6 minggu hingga mucul tanda-tanda terjadinya artritis.

3.6.2 Minyak ikan lemuru
Minyak ikan lemuru yang dimaksud pada penelitian ini adalah minyak ikan
yang didapat dari ekstraksi daging ikan lemuru dengan metode rebus.
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3.6.3 Ekspresi IL-1B

Ekspres IL-1p yang dimaksud pada penelitian ini adalah warna coklat
kemerahan dengan intensitas yang berbeda-beda yang terdapat pada sitoplasma sel
kondrosit dari hasil pewarnaan imunohistokimia dan kemudian di hitung dengan

metode skoring histologi.

3.7  Alat dan Bahan Penelitian
3.7.1 Pembuatan Minyak Ikan Lemuru

Alat yang digunakan adalah bak plastik, sentrifuge, tabung sentriguse, corong
pisah, kompor, panci, gelas ukur, pipet, dan pipet mikrometer. Bahan yang digunakan
adal ah ikan lemuru, aquades, dan tabung tempat minyak ikan.

3.7.2 Perawatan Hewan Coba

Alat yang digunakan adalah kandang tikus terbuat dari plastik yang ditutupi
dengan penyekat,tempat makan dan minum tikus. Bahan yang digunakan adalah
makanan tikus turbo, air bersih, sekam / serbuk kayu.

3.7.3 Perlakuan Hewan Coba

Alat yang digunakan adalah timbangan (neraca Ohaus, Germany), sarung
tangan (Senstouch, Indonesia), masker (J-Spin,Indonesia), sonde lambung untuk
pemberian minyak ikan lemuru, gelas ukur (One lab, Indonesia), syringe tuberculin,
gunting, dan silet. Bahan yang digunakan adalah minyak ikan lemuru, complete
freunds adjuvant (CFA), ketamin, dan normal saline.

3.7.4 Dekapitas dan Pengambilan Sampel
Alat dan bahan yang digunakan adalah gunting bedah, gunting, toples plastic
kedap udara, skalpel, mata pisau scapel, botol untuk dekalsifikasi, masker, sarung

tangan, Buffer formalin 10%.
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3.7.5 Pembuatan dan Pewarnaan Preparat

Alat yang digunakan adalah Object glass dan deck glass, pinset, botol untuk
dekasifikasi, Vibrator (Vortex), Sopwatch, mikrotom, block holder mikrotom,
war etbath, slibe warmer, oven, automatic staining, kuas kecil, mikroskop binokuler,
spiritus, sarung tangan latex, dan masker. Bahan yang digunakan adalah buffer
formalinl0%, antibodi IL-1f dan kit, etanol 100%, etanol 95%, etanol 70%, dan

larutan xylol.

3.8 DosisKetamin, Minyak Ikan Lemuru dan Complete Freunds Adjuvant
3.8.1 DosisKetamin

Dosis ketamin yang digunakan dalam penelitian ini adalah 0,2 ml/ ekor (Dewi
et al, 2013).

3.8.2 Dosis minyak ikan lemuru
Dosis minyak ikan lemuru yang digunakan dalam penelitian ini adalah 1
ml/300-350 gram berat badan tikus (Indahyani et al, 2007).

3.8.3 Dosis Complete Freunds Adjuvant
Dosis CFA yang digunakan dalam penelitian ini adalah 0,08 ml dengan
pengenceran menggunakan normal saline 1:1. (Robin, 2006).

3.9  Prosedur Pendlitian
3.9.1 Ethical clearence

Sebelum dilakukan penelitian, hewan coba dan prosedur penelitian akan
dilakukan pengurusan ethical clearance di Komisi Etik Penelitian Kesehatan,
Fakultas K edokteran Universitas Jember.
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3.9.2 Persigpan sampel penelitan

a

b.

Memilih tikus putih Sprague dawley jantan sebanyak 24 ekor.

Melakukan penimbangan berat badan tikus dengan neraca Ohauss (berat badan
tikus 300-350 gram).

Menyiapkan kandang tikus dengan ukuran 30 cm x 40 cm dan mengadaptasikan
tikus tersebut didalam kandang dengan jumlah 4 ekor dalam satu kandang selama
7 hari dan diletakkan di ruang perawatan hewan.

3.9.3 Ekstraksi minyak ikan lemuru

a

Ikan lemuru dicuci dengan air sampai bersih, membuang seluruh isi perut ikan
lemuru dan mencucinya sampai bersih.

Ikan lemuru yang sudah bersih dipotong menjadi dua bagian.

Merebus ikan lemuru yang sudah dipotong mnjadi dua bagian dengan 10 L
aguades sehingga ikan lemuru tenggelam dalam agquades dengan suhu kira-kira
80-90°C sambil diaduk-aduk terus. Proses merebus dihentikan sampai didapatkan
minyak ikan dibagian permukaan.

Seteah proses merebus ikan lemuru, ikan lemuru diangkat dan diperas dengan
kain saring untuk mendapatkan minyak ikan.

Kemudian mencampur hasil saringan dengan NaCl 5%.

Mengambil minyak ikan dengan menggunakan corong pisah sekaligus
memisahkannya dengan air.

Menuang minyak ikan dalam corong pisah ke dalam tabung sentrifuse untuk
mendapatkan minyak ikan murni yang telah terpisah dari molekul lemak dan air.
Tabung disentrifuse dengan kecepatan 8.000 rpm selama 3 menit.

Setelah disentrifuge, pada tabung sentrifuge terdapat tiga bagian, yakni minyak
ikan pada bagian atas, molekul lemak pada bagian tengah serta molekul air pada
bagian bawah. Kemudian menuang minyak ikan yang sudah murni ke dalam
tabung reaksi.
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3.9.4 Pengelompokan dan perlakuan hewan coba

Hewan coba tikus galur Sprague dawley jantan sebanyak 24 ekor dibagi

menjadi 6 kelompok, berikut pembagian kel ompok :

a

Kelompok |, merupakan kelompok kontrol negatif 1 yang terdiri dari 4 ekor
hewan coba. Pada kelompok ini dilakukan injeksi CFA secara intra-artikular
sendi.

Kelompok 11, merupakan kelompok kontrol negatif 1 yang terdiri dari 4 ekor
hewan coba. Pada kelompok ini dilakukan injeksi CFA secara intra-artikular
sendi.

Kelompok 111, merupakan kelompok kontrol negatif 1 yang terdiri dari 4 ekor
hewan coba. Pada kelompok ini dilakukan injekss CFA secara intra-artikular
sendi.

Kelompok 1V, merupakan kelompok perlakuan yang terdiri dari 4 ekor hewan
coba. Pada kelompok ini dilakukan injeksi CFA secara intra-artikular pada sendi
serta dilakukan pemberian minyak ikan lemuru sebesar 1 ml/sonde sebanyak dua
kali perhari selama 7 hari.

Kelompok V, merupakan kelompok perlakuan yang terdiri dari 4 ekor hewan
coba. Pada kelompok ini dilakukan injeksi CFA secara intra-artikular pada sendi
serta dilakukan pemberian minyak ikan lemuru sebesar 1 ml/sonde sebanyak dua
kali perhari selama 14 hari.

Kelompok VI, merupakan kelompok perlakuan yang terdiri dari 4 ekor hewan
coba. Pada kelompok ini dilakukan injeksi CFA secara intra-artikular pada sendi
serta dilakukan pemberian minyak ikan lemuru sebesar 1 ml/sonde sebanyak dua
kali perhari selama 21 hari.

3.95 Pembuatan sediaan histologis

Pembuatan preparat histopatologi dilakukan di laboratorium patologi anatomi

fakultas kedokteran universitas brawijaya.Berikut prosedur pembuatan preparat

histopatol ogi.
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a.  Proses Pemotongan Jaringan Berupa M akros
1) Gross hasil bedah dimasukan ke larutan buffer formalin 10 % (fiksasi)
semalam.
2) Jaringan dilakukan dekalsifikas ( Pengembukan tulang sendi ) 15 s/d 20 Hari
menggunakan EDTA.
3) Jaringan dipilih yang terbaik sesuali dengan yang akan di teliti.
4) Jaringan di potong kurang lebih ketebalan 2-3 mili meter.
5) Di masukan kekaset dan di beri kode sesuai dengan kode gross peneliti.
6) Dicuci dengan air mengalir sebelum di lakukan proses jaringan / dimasukan
ke alat Tissue Tex Processor.
7) Di proses menggunakan alat mesin Automatis Tissue Tex Processor.
8) Alarm bunyi tanda selesai.
b. Proses Pengeblokan & Pemotongan Jaringan
1) Jaringan di angkat dari mesin Tissue Tex Prosesor.
2) Jaringan di blok dengan paraffin sesuai kode jaringan.
3) Jaringan di potong dengan aat mikrotom ketebalan 3-5 mikron.
Cc. ProsesDeparafinisas
Setelah di sayat atau di potong dengan ketebalan 3-5 mikron, di letakkan
dalamoven sdlama 30 Menit dengan suhu panas 70-80 °C, kemudian dimasukan
kedalam 2 tabung larutan xylol masing-masing 20 menit, setelah itu di masukan ke 4
tabung akohol masing-masing tempat 3 menit (Hidras), dan yang terakhir
dimasukan air mengalir selama 15 menit.

3.9.6 Pewarnaan Immunohistokimia
Pewarnaan Imunohistokimia (IHC) dilakukan di laboratorium fisiologi

fakultas kedokteran universitas brawijaya.Pewarnaan IHC untuk melihat ekspresi IL-

1B menggunakan antibody IL-1f Berikut langkah-langkah pewarnaan IHC :

a. Sediaan dilakukan deparafinisasi preparat (blok parafin) dengan larutan xylene
sebanyak 3 kali masing-masing 3 menit.
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Kemudian rehidrasi (dimasukkan ke dalam alcohol secara bertingkat dari tinggi
ke rendah)preparat dengan menggunakan etanol 100%, etanol 95%, dan etanol
70% masing-masing selama dua menit, dua menit, satu menit dan terakhir
dengan air selama satu menit.

Object glass direndam ke dalam peroxidase blocking solution pada suhu kamar
selama 10 menit.

Inkubasi preparat dalam prediluted blocking serum 25 °C selama 10 menit.
Rendam preparat di dalam antibody monoclonal IL-1f pada suhu 25 °C selama
10 menit.

Cuci preparat dengan Phospate Buffer Saline (PBS) selama 5 menit.

Inkubasi preparat dengan antibody sekunder pada suhu 25 °C selama 10 menit.
Cuci preparat dengan PBS selama 5 menit

Inkubasi preparat dengan peroxidase pada suhu 25 °C selama 10 menit

Cuci preparat dengan PBS selama 5 menit

Inkubasi preparat dengan kromogen DAB (Diaminobenzinidase) pada suhu 25
°C selama 10 menit.

Inkubasi preparat dengan Hematoxyline Eosin selama 3 menit.

Cuci preparat dengan air mengalir

Bersihkan preparat dan tetesi dengan mounting media

Tutup preparat dengan coverslip

Amati ekspres IL-13 padajaringan kartilago menggunakan

Dokumentasi setiap pengamatan

3.9.7 Pengamatan Histopatologi

Pengamatan dilakukan pada bagian Kkartilago dengan pewarnaan

Imunohistokimia untuk mengetahui ekspresi IL-13. Gambaran kartilago diamati

secara kualitatif menggunakan mikroskop Olympus BX51 dengan perbesaran 400x.

Perhitungan ekspresi IL-1p menggunakan skor histologi yaitu (Setiabudi,

2005)
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Skor=(IKxPK)+ (ISxPS)+(ILxPL)+(INXPN)
P = persentase

| = intensitas

K = kuat

S =sedang

L =lemah

N = negatif

Intensitas warna dapat diketahui sebagai nilai kuantitatif dan dapat dinilai
sebagai :
- 0 =intensitas negatif/normal) ()
- 1=intensitaslemah (©)

- 2=intensitas sedang ()
- 3 =intensitas kuat (O)

Skoring ekspresi IL-1[3, skor 0 ditunjukkan pada lingkaran berwarna hijau, skor 1:warna biru,
skor 2:warna orange dan skor 3:warnamerah.

Gambar 3.2 Pengamatan histologi pewarnaan Imunohistokimia.


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

35

Berdasarkan paparan diatas, dalam penelitian ini ekpresi IL-1 terekspresi pada
sitoplasma sel kondrosit. Nilai persentase IL-1[3 sebagai berikut (Herawati, 2014) :
persentase IL-1 (%) = kondrosit yang mengekspresikan 1L-1 x 100%

total kondrosit pada lapang pandang

3.9.8 AndisisData

Anadlisis data dilakukan dengan menggunakan perangkat lunak uji statistic
SPSS vers. 18. Data yang diperoleh dari penelitian akan diuji kenormalan
distribusinya melalui hasil histogram atau box plot dengan menggunakan uji Shapiro-
wilk (sampel < 50). Apabila data terdistribus norma (normalitas normal p>0,05)
maka digunakan uji hipotesis one way anova. Namun, jika tidak sama (p<0,05)
digunakan uji kruskall wallis. Selanjutnya, dilakukan uji post hoc tukey sebagai
lanjutan one way anova dan mann whitney sebagai uji lanjutan kruskall-wallis untuk

menentukan perbedaan yang bermakna dalam tiap kelompok.
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24 tikus Sprague Dawley jantan diadaptasikan selama 7 hari
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v v v v v v
Kel On‘bok Kelompok Kelompok Kelompok Kelompok Kelompok
Kontrol Kontrol Kontrol Perlakuan Perlakuan Perlakuan
Negatif Negatif Negatif Pertama Kedua Ketiga
K() K(-) K() (P1) (P2) (P3)
4 ekor 4 ekor 4 ekor 4 ekor 4 ekor 4 ekor
| | | | |
v \4
Injeksi CFA 0,08 ml intra artikular
v v Il ‘ l
Normal Normal minyak minyak ikan minyak ikan
. : Normal )
sain sain lin ikan lemuru lemuru lemuru
1 ml/sonde 1 ml/sonde 1 ml/sonde 1 ml/sonde 1 ml/sonde
} . 1 ml/sonde . . )
Ix/hari, 7 Ix/hari, 14 . Ix/hari Ix/hari Ix/hari
. ) 1x/hari, 21
hari hari hari selama 7 selama 14 selama 21
hari hari hari
| I I v I [ |
Dekapitas tikus pada masing-masing kel ompok
Pengambilan kartilago sendi tibiofemoral
Kartilago difiksas
Pembuatan preparat histopatol ogi
v
Pewarnaan dengan |munohistokimia
Pengamatan Ekspresi IL-1f3
Analisis Data

Gambar 3.3 Skema alur perlakuan hewan coba
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BAB 4. HASIL DAN PEMBAHASAN

41 Hasl

Pada pendlitian ini digunakan 24 ekor tikus Sprague dawley yang diambil
secara random dari 30 ekor tikus. 24 ekor tikus kemudian dibagi menjadi 2 kelompok
yaitu kelompok perlakuan dan kelompok kontrol negatif. Pada kedua kelompok
diinjeksikan CFA, kemudian pada kelompok perlakuan diberikan minyak ikan lemuru
dengan dosis 1 ml/ hari, sedangkan pada kelompok kontrol negatif tidak diberikan
minyak ikan. Masing-masing kelompok dibagi lagi menjadi subkelompok yaitu
kelompok hari ke 7, 14, dan 21 yang pada tiap sub kelompok berisikan 4 ekor tikus.

Pada penelitian ini dilakukan pengkgian pengaruh pemberian minyak ikan
lemuru terhadap ekpresi IL-1p pada kartilago yang diinduksi CFA. Pengamatan
dilakukan pada bagian kartilago dengan pewarnaan Imunohistokimia. Gambaran
kartilago diamati menggunakan mikroskop dengan perbesaran 400x dalam 5 lapang
pandang. IL-1B dapat diekspresikan dengan warna coklat sampai kemerahan pada
sitoplasma sel kondrosit di kartilago sendi tibiofemoral. Pada gambar tersebut
didapatkan sitoplasma sel kondrosit yang terpulas coklat pada kontrol negatif lebih
banyak dibandingkan dengan perlakuan baik pada pemberian minyak ikan selama 7
hari, 14 hari dan 21 hari sebagaimana didapati pada gambar 4.1.
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@ (b)

(©) (d)

() (f)

Gambar 4.1 pengamatan histologi Imunohistokimia dengan perbesaran 400x pada

kelompok kontrol negatif (a) dan perlakuan (b) pada hari ke-7 ; kontrol negatif
(c) dan perlakuan (d) pada hari ke-14 ; kontrol negatif (€) dan perlakuan (f) pada
hari ke-21
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Dari hasil pengamatan seperti diatas kemudian dilakukan penghitungan
menggunakan skor histologi ekspresi IL-1B, dan ditemukan skor ekspresi IL-1(
sebagaiman terdapat pada tabel 4.1.

Tabel 4.1 Skor Rata-rata Ekspresi 1L-1

Skor Rata-rata

Kelompok Ekspresi I1L-10
K-1 179,85 + 16,29
K-2 178,38 + 14,44
K-3 169,30 £ 11,49

P1 153,91+ 251
P2 147,10 + 2,68
P3 141,07 + 1,87

Pada kelompok kontrol negatif secara berturut-turut K-1, K-2, dan K-3
memiliki rata-rata skor IL-1f sebesar 179,85; 178,38; dan 169,30. Sedang pada
kelompok perlakuan secara berturut-turut P1, P2, dan P3 memiliki rata-rata skor IL-
1B 153,91; 147,10; dan 141,07. Berdasarkan data tersebut, didapatkan grafik skor
rata-rata IL-1[3 seperti pada gambar 4.3 berikuit.

250.00 -
S
4, 200.00 -
8
=1 150.00 -
i m Kontrol -
& 100.00 - m Perlakuan
&
§ 50.00 -
S
% 0.00 -

7hari 14 hari 21 hari

Gambar 4.2 Grafik skor rata-rata IL-1[3
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4.2 Analisisdata

Data hasil penelitian ini dilakukan uji one-way ANOVA. Pada uji ini
sebelumnya dilakukan terlebih dahulu uji normalitas shapiro-wilk dan uji distribusi
dengan lavene statistic didapatkan hasil tidak normal dan tidak homogen. Data
kemudian ditransformasi, namun hasilnya tetap, sehingga uji one-way ANOVA tidak
memenuhi syarat, dan kemudian dilakukanlah uji kruskal-wallis.

Pada uji kruskal-wallis didapatkan perbedaan yang signifikan dengan nilai
signifikansi p= 0,001. Dari hasi hasil ini, kemudian dilakukan uji post hoc Mann-
whitney dan didapatkan hasil signifikansi sebagaimanatabel 4.2 berikut.

Tabel 4.2 Hasil analisis Mann-Whitney

Kelompok K-1 K-2 K-3 P1 P2 P3
K-1 -I 0.773 0,386 0,021* 0,021* 0,021*

K-2 0,773 -I% 0021* 0021* 0,021*
K-3 038 0,386 002*  0021* 0,021*
P1 0021 0,021 0021* | 0021* 0021*
P2 0021* 0021* 0021* 0,021* 0,021*

P3 0,021*  0,021* 0,021* 0,021*  0,021*
* : beda signifikan

Hasil uji Mann-Whitney menunjukkan terdapat perbedaan signifikan antara
kelompok kontrol negatif dengan kontrol positif. Perbedaan signifikan juga didapat
antar kelompok perlakuan P1, P2 dan P3.

4.3  Pembahasan

Osteoartritis (OA) merupakan penyakit sendi degeneratif kronik dimana
terjadi penipisan progresif dan disintegrasi dari kartilago artikular, pembentukan
osteofit, pembentukan kista dan sklerosis pada tulang subkondral serta sinofitis
ringan dan fibrosis kapsula sendi (Solomon & Warwick, 2010). OA adalah bentuk
artritis yang paling umum terjadi yang mengenai mereka di usia lanjut atau usia
dewasa dan salah satu penyebab terbanyak kecacatan di negara berkembang (Price &
Wilson, 2003). Pada OA, target utama perusakan adalah kartilago sendi oleh karena
adanya proses inflamasi (Y anuarty, 2014).
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Proses inflamasi yang terjadi pada sendi oleh karena rangsangan tertentu
mengakibatkan terjadinya kerusakan sel yang akan melepaskan fosfolipid. Fosfolipid
tersebut akan diubah menjadi asam arakhidonat (AA) oleh enzim fosfolipase. AA
tersebut akan mengalami transformasi melalui dua jalur utama yaitu: siklooksigenase,
yang menyintesis prostaglandin dan tromboksan, dan lipoksigenase yang menyintesis
leukotrin (Robbins et al, 2007). Fosfolipid dirubah menjadi AA dengan bantuan enzim
fosfolipase A, sehingga kadar AA jaringan akan meningkat. AA merupakan substrat
mayor enzim siklooksigenase dan lipooksigenase yang dapat menyintesis produk
eikosanoid dari AA berupa prostaglandin E; (PGE,), tromboksan A, (TXA;) dan
leukotrin B4 (LTB,) yang bersifat inflamasi (Cleland et al, 2003). Rangsangan yang
diberikan pada penelitian ini menggunakan CFA yang telah terbukti mampu
memberikan respon inflamasi baik lokal maupun sistemik (Margaretha, 2011).
Respon inflamasi ini dibuktikan dengan munculnya sitokin proinflamasi semisal 1L-
1B. Sitokin ini dapat menjadi pertanda adanya inflamasi, yang pada OA dapat
terekspresikan pada sitoplasma kondrosit di permukaan sendi (Daheshia, 2008).

Hasil analisis uji Mann-Whitney menunjukkan perbedaan signifikan (p<0,05)
antara kelompok kontrol ngatif (K-1, K-2, dan K-3) dengan kelompok perlakuan (P1,
P2, dan P3) dimana ekspresi IL-13 perlakuan lebih sedikit dibandingkan dengan
kontrol negatif baik di hari ke-7, 14, maupun 21. Hal ini sesuai dengan penelitian
Simopoulus (2002) dimana diungkapkan bahwa EPA sendiri berpengaruh terhadap
penurunan |IL-1f sedang penggunaan EPA dengan DHA berpengaruh sinergis
terhadap penurunan kadar IL-1B pada penyakit-penyakit autoimmune. Menurut
Cleland et al (2003) yang meneliti pengaruh minyak ikan terhadap rheumatoid
arthritis, dan Indahyani et al (2008) yang meneliti tentang pengaruh minyak ikan
lemuru pada infeksi periodonta, EPA dan DHA mampu menurunkan sitokin
proinflamatori, diantaranya IL-1(3, dengan menjadi inhibitor kompetitif AA melalui
jalur siklooksigenase (COX). EPA dan DHA akan diubah oleh enzim siklooksigenase
menjadi PGH3;. PGH3 dapat diubah menjadi PGE3; dan TXAs. PGE3 memiliki efek
yang lebih minimal dibandingkan PGE,, yang merupakan hasil pembentukan AA oleh
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siklooksigenase, dalam merangsang nyeri. Begitu juga dengan TXAg yang memiliki
efek agregas platelet dan peningkatan sekresi IL-13 oleh monosit dibandingkan
dengan TXA,, yang merupakan hasil pembentukan AA oleh siklooksigenase (Cleland
et al, 2003).

Pada kelompok perlakuan didapati penurunan skor rata-rata ekspresi IL-13
pada hari ke-7, 14, dan 21 mengalami penurunan dengan perbedaan signifikan. Hal
ini sesuai dengan penelitian Indahyani et al (2003) bahwa pemberian minyak ikan
dengan jangka waktu lama mampu mempengaruhi struktur AA jaringan dengan EPA
dan DHA. Perubahan ini menjadikan tubuh lebih banyak memproduksi TXAs yang
memiliki efek induksi monosit dalam memproduksi IL-1[3 lebih lemah dibandingkan
TXA.

Meski mendapatkan hasil yang signifikan namun pada penelitian ini masih
terdapat kekurangan, diantaranya yaitu peneletiaan ini masih menggunakan 1 dosis
minyak ikan lemuru, sehingga tidak diketahui dosis yang optimal dalam pemanfaatan
minyak ikan lemuru. Dalam penelitiaan ini juga tidak digunakan kontrol positif dan
kontrol normal sebagai pembanding, sehingga tidak diketahui profil ekspresi IL-1(
pada kartilago normal dan kartilago terinduksi OA yang diberikan obat.
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BAB 5. PENUTUP

51 Kesmpulan
Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan dapat disimpulkan bahwa

minyak ikan lemuru dapat menurunkan ekspresi intrleukin-1f kartilago sendi tikus
yang diinjeksi Complete Freund’s Adjuvant.

52 Saran
Saran yang dapat diberikan oleh peneliti adalah sebagal berikut.
1. Perlu adanya penelitian lebih lanjut mengenai dosis optimal dari minyak ikan
lemuru.
2. Perlu adanya penelitian lebih lanjut mengenai penggunaan minyak ikan lemuru
dengan kontrol normal dan/atau dengan kontrol positif menggunakan obat yang

sudah lazim digunakan.
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LAMPIRAN B. ANALISISDATA
B1. Hasil Uji Kruskal-Wallis

Kruskal-Wallis Test

Ranks
Group N Mean Rank
SkorlLb k-1 4 19.50
k-2 4 19.00
k-3 4 17.00
pl 4 10.50
p2 4 6.50
p3 4 2.50
Total 24
Test Statistics®”
SkorlLb
Chi-Square 20.120
df 5
Asymp. Sig. .001
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B2. Hasll Uji Mann-Whitney

B.2a Uji Mann-Whitney K-1 dengan K-2

Ranks
Group N Mean Rank Sum of Ranks
SkorlLb k-1 4 4,75 19,00
k-2 4 4,25 17,00
Total 8
Test Statistics®
SkorlLb

Mann-Whitney U 7,000

Wilcoxon W 17,000

z -,289

Asymp. Sig. (2-tailed) 773

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,886"

B.2b Uji Mann-Whitney K-1 dengan K-3
Ranks
Group N Mean Rank Sum of Ranks
SkorlLb k-1 4 5,25 21,00
k-3 4 3,75 15,00
Total 8
Test Statistics®
SkorlLb

Mann-Whitney U 5,000

Wilcoxon W 15,000

z -,866

Asymp. Sig. (2-tailed) ,386

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] 486"
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B.2c Uji Mann-Whitney K-1 dengan P1

Ranks
Group N Mean Rank Sum of Ranks
SkorlLb k-1 4 6,50 26,00
pl 4 2,50 10,00
Total 8
Test Statistics®
SkorlLb

Mann-Whitney U ,000

Wilcoxon W 10,000

7 -2,309

Asymp. Sig. (2-tailed) ,021

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,029°

B.2d Uji Mann-Whitney K-1 dengan P2
Ranks
Group N Mean Rank Sum of Ranks
SkorlLb k-1 4 6,50 26,00
p2 4 2,50 10,00
Total 8
Test Statistics®
SkorlLb

Mann-Whitney U ,000

Wilcoxon W 10,000

7A -2,309

Asymp. Sig. (2-tailed) ,021

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,029"
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B.2e Uji Mann-Whitney K-1 dengan P3

Ranks
Group N Mean Rank Sum of Ranks
SkorlLb k-1 4 6,50 26,00
p3 4 2,50 10,00
Total 8
Test Statistics®
SkorlLb
Mann-Whitney U ,000
Wilcoxon W 10,000
z -2,309
Asymp. Sig. (2-tailed) ,021
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,029°
B.2f Uji Mann-Whitney K-2 dengan K-3
Ranks
Group N Mean Rank Sum of Ranks
SkorlLb k-2 4 5,25 21,00
k-3 4 3,75 15,00
Total 8
Test Statistics®
SkorlLb
Mann-Whitney U 5,000
Wilcoxon W 15,000
z -,866
Asymp. Sig. (2-tailed) ,386
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] 486"
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B.2g Uji Mann-Whitney K-2 dengan P1

Ranks
Group N Mean Rank Sum of Ranks
SkorlLb k-2 4 6,50 26,00
pl 4 2,50 10,00
Total 8
Test Statistics®
SkorlLb

Mann-Whitney U ,000

Wilcoxon W 10,000

z -2,309

Asymp. Sig. (2-tailed) ,021

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,029"

B.2h Uji Mann-Whitney K-2 dengan P2
Ranks
Group N Mean Rank Sum of Ranks
SkorlLb k-2 4 6,50 26,00
p2 4 2,50 10,00
Total 8
Test Statistics®
SkorlLb

Mann-Whitney U ,000

Wilcoxon W 10,000

Z -2,309

Asymp. Sig. (2-tailed) ,021

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,029"
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B.2i Uji Mann-Whitney K-2 dengan P3

Ranks
Group N Mean Rank Sum of Ranks
SkorlLb k-2 4 6,50 26,00
p3 4 2,50 10,00
Total 8
Test Statistics®
SkorlLb

Mann-Whitney U ,000

Wilcoxon W 10,000

z -2,309

Asymp. Sig. (2-tailed) ,021

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,029"

B.2j Uji Mann-Whitney K-3 dengan P1
Ranks
Group N Mean Rank Sum of Ranks
SkorlLb k-3 4 6,50 26,00
pl 4 2,50 10,00
Total 8
Test Statistics®
SkorlLb

Mann-Whitney U ,000

Wilcoxon W 10,000

Z -2,309

Asymp. Sig. (2-tailed) ,021

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,029"
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B.2k Uji Mann-Whitney K-3 dengan P2

Ranks
Group N Mean Rank Sum of Ranks
SkorlLb k-3 4 6,50 26,00
p2 4 2,50 10,00
Total 8
Test Statistics®
SkorlLb

Mann-Whitney U ,000

Wilcoxon W 10,000

z -2,309

Asymp. Sig. (2-tailed) ,021

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,029"

B.2l Uji Mann-Whitney K-3 dengan P3

Ranks
Group N Mean Rank Sum of Ranks
SkorlLb k-3 4 6,50 26,00
p3 4 2,50 10,00
Total 8

Test Statistics®

SkorlLb
Mann-Whitney U ,000
Wilcoxon W 10,000
Z -2,309
Asymp. Sig. (2-tailed) ,021
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,029"
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B.2m Uji Mann-Whitney P1 dengan P2

Ranks
Group N Mean Rank Sum of Ranks
SkorlLb  pl1 4 6,50 26,00
p2 4 2,50 10,00
Total 8
Test Statistics®
SkorlLb

Mann-Whitney U ,000

Wilcoxon W 10,000

z -2,309

Asymp. Sig. (2-tailed) ,021

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,029"

B.2n Uji Mann-Whitney P1 dengan P3
Ranks
Group N Mean Rank Sum of Ranks
SkorlLb  pl1 4 6,50 26,00
p3 4 2,50 10,00
Total 8
Test Statistics®
SkorlLb

Mann-Whitney U ,000

Wilcoxon W 10,000

Z -2,309

Asymp. Sig. (2-tailed) ,021

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,029"
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B.2o Uji Mann-Whitney P2 dengan P3

Ranks
Group N Mean Rank Sum of Ranks
SkorlLb  p2 4 6,50 26,00
p3 4 2,50 10,00
Total 8

Test Statistics®

SkorlLb
Mann-Whitney U ,000
Wilcoxon W 10,000
z -2,309
Asymp. Sig. (2-tailed) ,021
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,029"

LAMPIRAN C. DATA HASIL IL-1B TIAP SAMPEL

Hari Ke-  Nomor Sampel Kontrol - Perlakuan
7 hari 1 173,97 154,13
2 160,26 155,30
3 187,39 150,31
4 197,78 155,91
14 hari 1 184,24 144,91
2 189,88 144,67
3 157,29 149,24
4 182,10 149,60
21 hari 1 158,66 142,24
2 182,94 138,28
3 174,60 141,94
4 161,01 141,80
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LAMPIRAN D. GAMBAR PENELITIAN

D.1 Ekstraksi Minyak lkan

Ikan lemuru Ekstraksi minyak ikan

Proses sentrifuge Minyak Ikan Lemuru Hasil ekstraksi minyak ikan
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D.2 Perlakuan Hewan Coba

Injeksi intraartikular CFA

Pengambilan sampel sendi tikus
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