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Osteoartritis terjadi dengan adanya pembentukan prostaglandin E; (PGE;) dan
tromboksan A, (TxA;) melalui metabolisme asam arakidonat (AA) pada jalur
siklooksigenase (COX). Pembentukan prostaglandin dan tromboksan ini dapat
memicu produksi sitokin proinflamasi seperti 1L-1, TNF-o, IL-6 dan NO yang dapat
mendegradasi matriks ekstraseluler kartilago dan memicu apoptosis kondrosit.
Kondrosit merupakan komponen seluler utama pada kartilago dan berperan dalam
mensintesis kolagen dan matriks lainnya seperti glikoprotein dan proteoglikan dalam
jumlah yang bervariasi. Terapi dengan obat-obatan NSAID, seperti piroksikam dalam
waktu lama terbukti dapat menimbulkan efek samping pada gastrointestinal, sehingga
banyak digunakan bahan alami seperi minyak ikan lemuru (Sardinella longiceps)
untuk meminimalisir efek samping tersebut.

Penelitian eksperimental laboratoris pada tikus Sprague dawley jantan ini
menggunakan rancangan the post-test only control group. Sampel berjumlah 36 ekor,
berat 200-339 gram, dan sehat. Sampel dibagi menjadi tiga kelompok, yaitu
kelompok kontrol negatif, kelompok kontrol positif, dan kelompok perlakuan.
Induksi osteoartritis dilakukan dengan menginjeksikan Complete Freund’s Adjuvant
(CFA) secara intraartikular sendi temporomandibula tikus sebelah kanan. Empat
minggu setelah injeksi CFA, tikus pada kelompok kontrol negatif dilakukan
pemberian salin, pada kelompok kontrol positif dilakukan pemberian piroksikam dan
pada kelompok perlakuan dilakukan pemberian minyak ikan lemuru. Tikus dari

masing-masing kelompok dieuthanasi pada hari ke 7, 14, dan 21 secara inhalasi
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dengan klorofom dan dilanjutkan dengan pemrosesan jaringan menggunakan alkohol
dan xylol. Pembuatan preparat histologis dilakukan dengan metode blok paraffin dan
kemudian dilakukan penyayatan jaringan menggunakan mikrotom dengan ketebalan
5 um. Pengecatan jaringan dilakukan dengan menggunakan Hematoxylin Eosin (HE).
Perhitungan jumlah kondrosit dilakukan pada zona matur dengan menggunakan
mikroskop cahaya dan graticulae dengan perbesaran 400X pada tiga lapang pandang
yaitu bagian Kiri, tengah, dan kanan katilago kondilus. Data yang diperoleh kemudian
ditabulasi dan dianalisis dengan stastistik parametrik One-Way ANOVA.

Hasil penelitian menunjukkan adanya peningkatan jumlah kondrosit yang
bermakna (p<0,05) pada kelompok perlakuan dibandingkan dengan kelompok
kontrol negatif maupun positif pada hari ke 14 dan 21, namun terdapat perbedaan
yang tidak bermakna (p>0,05) antara kelompok kontrol negatif, kelompok kontrol
positif dan kelompok perlakuan pada hari ke-7. Jumlah kondrosit pada kelompok
kontrol negatif meningkat pada hari ke-14 dan kemudian menurun pada hari ke-21
dibandingkan dengan hari ke-7. Pada kelompok kontrol positif, jumlah kondrosit
mengalami penurunan pada hari ke-14 dan hari ke-21 dibandingkan dengan hari ke-7.
Sedangkan jumlah kondrosit pada kelompok perlakuan meningkat pada hari ke-14
dan 21dibandingkan dengan hari ke-7.

Peningkatan jumlah kondrosit diduga karena kandungan EPA dan DHA pada
minyak ikan lemuru bersifat anti inflamasi sehingga produksi sitokin proinflamasi
dalam mendegradasi matriks ekstraseluler menurun. EPA minyak ikan juga dapat
menghambat stres oksidatif oleh karena produksi NO yang berlebih sehingga
apoptosis kondrosit terhambat. Kesimpulan dari penelitian ini yaitu minyak ikan
lemuru (Sardinella longiceps) dapat menghambat inflamasi sama seperti piroksikam
dan kemungkinan dipertimbangkan dapat meningkatkan proliferasi sel kondrosit

kartilago sendi temporomandibula tikus yang mengalami osteoartritis.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Osteoartritis (OA) merupakan gangguan sendi yang paling umum terjadi
dimana terdapat kehilangan kartilago artikular secara progresif dan lokasi yang paling
sering terkena yaitu tangan, lutut, dan pinggul (Goldring et al, 2006). Osteoartritis
disebut juga sebagai penyakit degeneratif sendi dimana prevalensi terjadinya
osteoartritis banyak mengenai orang dewasa dan dapat terjadi pada sendi
temporomandibula yaitu mengenai permukaan tulang artikular kondilus, fossa
glenoid, atau keduanya. Tanda dan gejala yang timbul berupa rasa sakit, kekakuan,
kliking, krepitasi dan terbatasnya pergerakan (Bjornland et al, 2007; Yakan et al,
2014). Etiologi osteoartritis sendi temporomandibula masih belum diketahui secara
pasti, namun terjadinya osteoartritis ini berhubungan dengan trauma pada sendi,
adanya beban yang berlebihan, penuaan dan infeksi sendi (Ducheyne, 2011; Alcaraz
et al, 2013). Faktor tersebut memicu terjadinya aktivitas metabolik dan aktivasi
proses patologis yang dapat menyebabkan degradasi kartilago (Kuroda et al, 2009).

Osteoartritis terjadi dengan adanya pembentukan prostaglandin E, (PGE,) dan
tromboksan A, (TxA;) melalui metabolisme asam arakidonat (AA) pada jalur
siklooksigenase (COX). Pembentukan TxA, dapat memicu monosit untuk
mengeluarkan sitokin proinflamasi untuk merusak Kkartilago yang ditandai dengan
adanya aktivasi matriks metaloproteinase, terhambatnya produksi kolagen dan
proteoglikan dan apoptosis sel kondrosit sehingga jumlah sel kondrosit menurun
(Cleland et al, 2003; Soeroso, 2014). Sel kondrosit inilah yang merupakan komponen
utama dalam pembentukan kartilago. Sel kondrosit ini terdapat pada zona matur yang
berperan dalam mensintesis kolagen, proteoglikan dan protein non-kolagen dalam
membentuk matriks ekstraseluler (Buckwalter et al, 2005).

Osteoartritis dapat diberikan terapi dengan obat-obatan, yaitu salah satunya
obat-obatan Non Steroid Anti Inflamasi Drugs (NSAID). Piroksikam merupakan obat
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anti inflamasi nonsteroid yang memiliki aktivitas anti inflamasi, analgesik dan
antipiretik. Piroksikam bekerja dengan menghambat pembentukan prostaglandin
(PGE,), prostasiklin (PGl,) dan tromboksan (TxA;) dengan memblok enzim
siklooksigenase (COX), baik COX-1 dan COX-2, sehingga mengurangi inflamasi dan
rasa sakit (Meek et al, 2010). Akan tetapi, penggunaan piroksikam dalam waktu yang
lama dapat menimbulkan efek samping, salah satunya pada gastrointestinal.

Untuk meminimalkan efek samping yang timbul, saat ini banyak
dikembangkan terapi dengan menggunakan bahan alami seperti minyak ikan lemuru.
Ikan lemuru ini banyak terdapat di daerah Muncar, Banyuwangi, Jawa Timur.
Minyak ikan lemuru (Sardinella longiceps) mengandung omega-3 PUFA
(Polyunsaturated Fatty Acid) yang terdiri atas EPA (Eicosapentaenoid Acid) dan
DHA (Docohexaenoic Acid) (Maulana et al, 2014). Ikan lemuru mengandung EPA
dan DHA sebesar 13,70% dan 8,91% (Indahyani et al, 2008). Kandungan EPA pada
minyak ikan dapat menurunkan produksi sitokin proinflamasi (Indahyani, 2003).
EPA dan DHA dapat menggantikan AA pada metabolisme siklooksigenase dan
membentuk eikosanoid berupa prostaglandin E; (PGE3) dan tromboksan A3 (TXAj3)
yang memiliki efek biologi yang berbeda terhadap eikosanoid AA yaitu bersifat anti
inflamasi (Cleland et al, 2003). Pada penelitian ini minyak ikan lemuru diberikan
selama 7 hari, 14 hari dan 21 hari. Berdasarkan penelitian Indahyani, et al (2003)
tentang pengaruh diet minyak jagung dan minyak ikan terhadap ekspresi osteoklas
periapikal gigi pada tikus, menunjukkan bahwa pemberian minyak ikan selama 7 hari
dan 14 hari dapat menurunkan jumlah osteoklas secara signifikan. Penurunan jumlah
osteoklas ini menunjukkan bahwa lamanya pemberian minyak ikan dapat
menurunkan produksi sitokin proinflamasi sehingga minyak ikan bersifat anti
inflamasi.

Osteoartritis sendi temporomandibula pada hewan coba dapat dilakukan
secara in vivo dengan cara injeksi Complete Freund’s Adjuvant (CFA) karena bahan
tersebut telah terbukti menunjukkan kemiripan tanda dan gejala artritis pada manusia

seperti perubahan histologis, infiltrasi sel, hipersensitivitas, dan edema pada sendi
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yang terkena (Gomes, 2014). Berdasarkan penelitian Robin (2006), terbukti bahwa
terdapat tanda-tanda inflamasi berupa kemerahan dan pembengkakan pada sendi
temporomandibula pada interval waktu 24-48 jam setelah injeksi CFA. Kondisi
artritis pada sendi timbul mulai minggu ke-2 sampai dengan minggu ke-6 setelah
injeksi CFA (Zhang et al, 2011). Pada hasil trial penelitian menunjukkan bahwa
injeksi CFA pada sendi temporomandibula menimbulkan osteoartritis yang ditandai
dengan adanya gambaran iregular pada permukaan sendi pada minggu ke-4.
Berdasarkan uraian di atas, penulis ingin mengetahui bagaimana potensi
minyak ikan lemuru (Sardinella longiceps) terhadap jumlah kondrosit kartilago sendi

temporomandibula tikus yang mengalami osteoartritis.

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang di atas, maka dapat dirumuskan suatu
permasalahan yaitu bagaimana potensi minyak ikan lemuru (Sardinella longiceps)
terhadap jumlah kondrosit kartilago sendi temporomandibula tikus yang mengalami

osteoartritis.

1.3 Tujuan Penelitian
Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui potensi minyak ikan lemuru
(Sardinella longiceps) terhadap jumlah kondrosit kartilago sendi temporomandibula

tikus yang mengalami osteoartritis.

1.4 Manfaat Penelitian
Manfaat penelitian ini adalah sebagai berikut:
1. Memberikan informasi tentang potensi minyak ikan lemuru (Sardinella
longiceps) terhadap jumlah kondrosit kartilago sendi temporomandibula tikus

yang mengalami osteoartritis.
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Memberikan informasi tentang khasiat minyak ikan lemuru (Sardinella
longiceps) sebagai anti inflamasi.

Membantu masyarakat luas dan tenaga medis dalam memanfaatkan minyak
ikan lemuru (Sardinella longiceps) sebagai pengobatan alternatif osteoartritis.
Hasil penelitian ini dapat digunakan sebagai acuan bagi penelitian yang
sejenis dan pertimbangan untuk penelitian lebih lanjut.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Sendi Temporomandibula

Sendi temporomandibula merupakan hubungan artikulasi antara kondilus
mandibula dan tulang temporal. Sendi temporomandibula membentuk artikulasi
bikondilar dan variasi bentuk lonjong mirip dengan artikulasi pada sendi lutut.
Keunikan sendi temporomandibula ini terdapat pada permukaan artikular sendi yang
dilapisi oleh fibrokartilago daripada kartilago hialin. Sendi ini berperan dalam proses
mastikasi dan bicara. Bagian-bagian dari sendi temporomandibula meliputi diskus,
tulang, kapsul fibrus, membran sinovial, dan ligamen (Alomar et al, 2007; Chen et al,
2009).

Kondilus mandibula merupakan komponen artikulasi yang bergerak yang
dilapisi oleh fibrokartilago dan merupakan struktur penting pada sendi
temporomandibula. Secara struktural, kondilus mandibula tersusun atas tulang
kortikal padat dan tulang trabekula (cancellous bone). Diantara kondilus mandibula
dan tulang temporal dipisahkan oleh diskus artikularis (Chen et al, 2009; Williard et
al, 2011). Diskus artikularis terletak diantara kondilus mandibula dan tulang
temporal. Diskus ini berbentuk oval seperti topi yang membagi sendi dalam dua
bagian. Permukaan superior diskus berbentuk seperti pelana untuk masuk ke dalam
kontur kranium, sedangkan inferior diskus berbentuk bikonkaf yang sesuai dengan
kondilus mandibula. Selain itu, sendi ini dikelilingi oleh suatu jaringan tipis yang
disebut dengan kapsul fibrus. Kapsul ini memanjang dari permukaan artikular kranial
sampai leher mandibula. Sendi temporomandibula juga didukung oleh dua ligamen,
yaitu ligamen stylomandibula dan sphenomandibula, yang berperan dalam
melindungi sendi selama pembukaan lebar (Isberg, 2003; Alomar et al, 2007).
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Gambar 2.1. Sendi Temporomandibula.
(Sumber: Ingawale et al, 2012).

2.2 Kartilago Sendi Temporomandibula

Kartilago merupakan bentuk khusus jaringan ikat yang ditandai dengan suatu
matriks ekstrasel (ECM) yang banyak mengandung glikosaminoglikan dan
proteoglikan. Kartilago memiliki permukaan yang licin dan lentur sehingga dapat
menjadi peredam benturan dan pergeseran bagi sendi. Selain itu, konsistensi matriks
ekstrasel (ECM) yang keras dapat menahan stres mekanis. Kartilago pada kondilus
mandibula berperan dalam mereduksi beban pada tulang dibawahnya (Kuroda et al,
2009; Mescher, 2011).

Kartilago terdiri atas sel kondrosit dan matriks ekstraseluler yang terdiri atas
serat dan substansi dasar (Mescher, 2011) serta bersifat avaskuler yaitu tidak
memiliki pembuluh darah, pembuluh limfa dan saraf. Kartilago memiliki aktivitas
metabolis yang rendah dibandingkan dengan tulang maupun otot (Buckwalter, 2005;
Remelia, 2014). Berdasarkan komposisi matriksnya, terdapat tiga bentuk kartilago,
yaitu kartilago hialin, kartilago elastis, dan fibrokartilago. Ketiga tulang rawan ini
mendapat nutrisi melalui difusi dari kapiler jaringan ikat di dekatnya atau melalui

cairan sinovial sendi. Kartilago sendi temporomandibula memiliki perbedaan dengan
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kartilago sendi lainnya yaitu permukaan artikular sendi temporomandibula dilapisi
oleh fibrokartilago (Alomar, 2007; Mescher, 2011).

Kartilago hialin mengandung serabut kolagen tipe Il dan merupakan kartilago
yang banyak ditemui di tubuh manusia sedangkan Kartilago elastis banyak
mengandung serabut elastis dibandingkan dengan serabut kolagen dan biasanya
ditemukan pada bagian luar telinga, epiglotis dan laring (Bath-Balogh et al, 2011).
Fibrokartilago adalah jaringan intermedia antara jaringan ikat padat dan tulang rawan
hialin. Berbeda dengan Kartilago hialin, fibrokartilago lebih banyak mengandung
serabut kolagen tipe | padat sehingga meningkatkan kekuatan dan ketahanan terhadap
adanya suatu pergerakan (Herb et al, 2006). Jaringan tersebut ditemukan pada diskus
intervertebralis, di tempat perlekatan ligamen tertentu dan simfisis pubis.

Secara histologis, Kkartilago pada kondilus mandibula dibagi menjadi empat
zona, yaitu zona fibrus, zona proliferasi, zona matur, dan zona hipertropik (gambar
2.2). Pada zona fibrus, disusun oleh sel-sel fibroblas dengan bentuk pipih dan kolagen
tipe | sedangkan pada zona proliferatif terdapat sel-sel mesenkim yang terdistribusi
secara heterogen sebagai prekusor kondrosit untuk zona dibawahnya. Zona
proliferatif ini berperan sebagai pembatas antara zona fibrus yang merupakan bagian
dari fibrokartilago dan kartilago hialin (Kuroda et al, 2009; Wang et al, 2009).
Menurut Williard et al. (2011) zona fibrus pada regio fibrokartilago menempati di
atas zona proliferasi, dan zona matur serta hipertropik yang berbatasan dengan tulang

subkondral, dianggap sebagai kartilago hialin.
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Gambar 2.2. Zona arsitektural pada kartilago kondilus.
(Sumber: Williard et al, 2011).

2.3 Sel Kondrosit

Sel kondrosit berasal dari sel mesenkim yang berdiferensiasi menjadi
kondroblas. Kemudian, sel ini membelah diri secara mitosis dan mensintesa matriks
kartilago serta material ekstraseluler disekitarnya. Kondroblas dikelilingi matriks
ektraseluler dan terjebak dalam suatu ruang yang disebut dengan lakuna. Kondroblas
dalam lakuna akan menjadi matur, yang kemudian disebut dengan sel kondrosit. Sel
kondrosit merupakan komponen seluler utama kartilago (Eroschenko, 2008).

Sel kondrosit memiliki variasi bentuk, mulai dari bentuk pipih sampai dengan
bulat tergantung dari lokasi dimana kondrosit tersebut berada dalam kartilago. Setiap
sel kondrosit berada dalam lakuna dan kondrosit memiliki satu atau lebih nukleus
yang berbentuk bulat (Eurell et al, 2006). Pada zona superfisial, sel kondrosit
berukuran kecil dan pipih, sedangkan pada zona tengah lebih berbentuk bulat. Pada
zona paling dalam, sel kondrosit berkelompok dan berukuran lebih besar (hipertrofi)
(Garcia-Carvajal et al, 2013). Sel kondrosit juga ditemukan pada fibrokartilago dan
tersebar berderet di dalam matriks. Semua sel kondrosit dan lakuna memiliki ukuran
yang serupa, tidak ada gradasi dari kondrosit sentral yang lebih besar menjadi sel-sel
perifer yang lebih kecil dan gepeng (Eroschenko, 2008). Sel kondrosit mensintesis

kolagen dan matriks lainnya seperti glikoprotein dan proteoglikan dalam jumlah yang
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bervariasi (Mescher, 2011; Remelia, 2014). Saat matriks diproduksi, sel-sel di agregat
bergerak menjauh dan menempati lakuna yang terpisah (Mescher, 2011).
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Gambar 2.3.  Sel kondrosif dan matriks pada fibrokartilago. Pewarnaan: Hematoksilin dan
Eosin. Pembesaran 1000X. (Sumber: Eroschenko, 2008).

&)

2.4 Osteoartritis Temporomandibula
2.4.1 Definisi dan Etiologi

Osteoartritis  (OA) merupakan penyakit yang biasa mengenai sendi
temporomandibula (Bjornland et al, 2007). Osteoartritis banyak mengenai usia
menengah sampai usia tua, terutama pada wanita daripada laki-laki. Penyakit
osteoartritis mengenai keseluruhan dari sendi, meliputi kartilago, permukaan sendi,
tulang subkondral, pembentukan osteofit, sinovial sendi, dan ligamen (Man et al,
2014). Osteoartritis dikenal sebagai degenerasi sendi yang berasal dari kata osteon
yaitu tulang, arthron yaitu sendi, dan akhiran —itis yaitu inflamasi, dimana area yang

paling banyak mengalami perubahan adalah kartilago sendi (Ishrath et al, 2014).


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

10

TMJ joint with osteoarthritis ﬂ

Normal \
TM™J joint \

Gambar 2.4. Osteoartritis sendi temporomandibula.
(Sumber: http://encinotmjmigraine.com/)

Osteoartritis sendi temporomandibula merupakan bentukan artritis yang
timbul pada sendi temporomandibula dengan gejala utama yaitu rasa sakit. Selain itu,
sering pula timbul krepitasi (suara pada sendi) pada saat proses mastikasi. Tanda
klinis meliputi nyeri sendi, krepitasi, perubahan tulang secara radiografi, penyempitan
ruang sendi (Souza, 2012). Osteoartritis pada sendi temporomandibula timbul ketika
proses remodeling kartilago artikular terganggu (Ricks et al, 2013).

Etiologi artritis pada sendi temporomandibula merupakan multifaktorial,
seperti adanya penyakit poliartikular, meningkatnya usia, deposisi kristal intra-
artikular, obesitas, ketidakstabilan sendi, kelemahan otot, neuropati. Dari beberapa
faktor tersebut, faktor herediter dan faktor mekanis, penuaan serta infeksi sendi juga
ikut berkontribusi dalam berkembangnya osteoartritis (Goldring et al, 2006; Alcaraz
et al, 2013). Beberapa faktor mekanis yang memicu seperti kelebihan beban
(bruxism), ketidakstabilan oklusi (tingginya restorasi) atau trauma (mikrotrauma dan
makrotrauma). Hal tersebut menyebabkan disfungsi artikular saat remodeling (Souza,
2012).
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2.4.2 Patogenesis dan Respon Inflamasi Osteoartritis

Sitokin, trauma mekanis, dan perubahan genetik terlibat dalam patogenesis
osteoartritis dan ketiga faktor inilah yang dapat menginisisai terjadinya degenerasi
pada Kartilago artikular sehingga mengalami berbagai perubahan. Ketika terdapat
faktor pemicu, akan menyebabkan matriks dan kartilago mengalami degenerasi dan
setelah beberapa tahun proses regenerasi mengalami penurunan. Kartilago mengalami
degradasi secara progresif sehingga terjadi osteoartritis yang mempengaruhi seluruh
struktur sendi, meliputi kartilago, membran sinovial, tulang subkondral, ligamen, dan
otot periartikular. Pada akhirnya mengakibatkan inflamasi, rasa sakit, dan kerusakan
struktural bahkan sampai kehilangan fungsi (Mahajan et al, 2005).

Proses inflamasi pada osteoartritis terjadi melalui dua jalur yaitu jalur
siklooksigenase (COX) dan lipoksigenase (LOX). Pada gambar 2.5 menunjukkan
bahwa ketika terjadi kerusakan sel, sel akan melepaskan fosfolipid. Fosfolipid
membran sel akan dirubah menjadi asam arakidonat (AA) melalui enzim
phospholipase A, (PLA;) yang kemudian akan ditransformasi melalui jalur
siklooksigenase dengan adanya isoform (protein) siklooksigenase berupa
siklooksigenase-1 (COX-1) dan siklooksigenase-2 (COX-2). Kedua protein ini akan
mengubah AA menjadi prostaglandin H, (PGH,) dan selanjutnya akan dirubah
menjadi prostaglandin dan tromboksan oleh sintesa-sintesa tertentu, seperti sintesa
sitosolik prostaglandin E (cPGES), sintesa mikrosomal protaglandin E-1 (mPGES-1),
sintesa mikrosomal protaglandin E-2 (mPGES-2), sintesa prostaglandin | (PGIS), dan
sintesa tromboksan (TxS). PGH, akan disintesa oleh cPGES, mPGES-1, dan mPGES-
2 menjadi prostaglandin E, (PGE;). Sedangkan, tromboksan A, (TxA;) akan
terbentuk dari perubahan PGH, oleh TxS (Korbecki et al, 2014). PGE, dapat
merangsang nosiseptor sehingga timbul rasa nyeri (Panggono et al, 2012). Selain itu,
TxA; yang terbentuk dapat menstimuli monosit untuk melepas sitokin proinflamasi,
seperti TNF-a, IL-1, IL-1pB, dan IL-6 yang dapat mempengaruhi sel-sel mesenkim
yaitu fibroblas sinovial, kondrosit dan osteoklas.
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Sitokin ~ proinflamasi  dapat  merangsang  pembentukan  matriks
metalloproteinase (MMPs) yang dapat merusak jaringan-jaringan tersebut dan
meningkatkan aktivitas osteoklas dalam degradasi kartilago (Choy et al, 2001;
Cleland et al, 2003). Apabila matriks esktraseluler kartilago mengalami degradasi
maka sel kondrosit menjadi rapuh. Rusaknya interaksi antara sel kondrosit dan
matriks ini merupakan insiasi terjadinya apoptosis sel kondrosit (Aigner et al, 2015).
Selain itu, IL-1 juga merangsang produksi NO (nitric oxide) yang dapat
mempengaruhi kondrosit seperti inhibisi produksi kolagen dan proteoglikan, aktivasi

matriks metaloproteinase, dan apoptosis sel kondrosit (Soeroso, 2014).

Cell
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Gambar 2.5. Proses inflamasi osteoartritis melalui jalur siklooksigenase.
(Sumber: Korbecki et al, 2014).

Selain itu pada jalur lipoksigenase, AA vyang dibentuk dari membran
fosfolipid dirubah menjadi 5-HpETE oleh enzim 5-lipoksigenase dan kemudian
dirubah lagi menjadi leukoterin A4 (LTA,). LTA, kemudian dirubah menjadi LTB,
oleh enzim LTA, hidrolase dan LTC,4 oleh enzim LTC, sintesa. LTB, berperan
sebagai agen kemotaktik dan vasodilatasi pembuluh darah. LTB, dapat menginduksi
perlekatan neutrofil pada sel endotel pembuluh darah dan merangsang migrasi
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neutrofil ke jaringan ekstravaskular untuk melepaskan protease, oksigen reaktif dan
matriks metaloproteinase yang dapat merusak jaringan (Smith et al, 2002).
Kemampuan kartilago dalam regenerasi dapat dilakukan dengan adanya
pengaruh dari faktor pertumbuhan seperti transforming growth factor (TGF-p),
fibroblast growth factor (FGF), insuline-like growth factor (IGF-1), platelet-derived
growth factor, growth hormone, dan coloni stimulating factors (CSFs) yang
mengontrol proliferasi sel dan menginduksi kondrosit untuk mensintesis asam
deoksiribonukleat (DNA) dan protein seperti kolagen dan proteoglikan. TGF-B dapat
menginduksi kondrogenesis dan merangsang produksi matriks ekstraseluler kartilago
(Tuan et al, 2013) dengan menekan stromesilin, yaitu enzim yang mendegradasi
proteoglikan dan meningkatkan produksi PGE,. Sedangkan IGF-1 memegang

peranan penting dalam proses perbaikan kartilago (Soeroso et al, 2014).

Tabel 2.1. Faktor Pertumbuhan pada Regenerasi Kartilago
Faktor Pertumbuhan Pengaruh pada Kondrosit/Kartilago
BMP-2 Merangsang produksi matriks ekstraseluler
Meningkatkan pergantian matriks ekstraseluler
Meningkatkan degradasi aggrekan
BMP-7 Merangsang produksi matriks ekstraseluler
Mengahmbat degradasi kartilago dengan menurunkan
produksi ILs dan MMPs
FGF-18 Merangsang produksi matriks ekstraseluler pada sendi yang
terkena
Meningkatkan proliferasi kondrosit
IGF-1 Merangsang produksi matriks ekstraseluler
Menurunkan aktivitas katabolisme matriks ekstraseluler
PDGF Faktor kemotaktik pada sel mesenkim
Menekan induksi IL-1 dalam degradasi kartilago
TGF-81 Merangsang produksi matriks ekstraseluler
Mencegah degradasi kartilago dengan menurunkan produksi
IL-1 dan MMPs
BMP = bone morphogenic protein, FGF = fibroblast growth factor, IGF = insulin growth
factor, IL = interleukin, MMP = matrix metalloproteinase, PDGF = platelet-derived
growth factor, TGF = transforming growth factor

(Sumber: Tuan et al, 2013)
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2.4.3 Induksi Osteoartritis pada Hewan Coba

Complete Freund’s Adjuvant (CFA) sebagai penginduksi artritis dengan
hewan uji tikus banyak digunakan sebagai model laboratorium dalam berbagai kasus
nyeri artritis (Nagakura et al, 2003). CFA terdiri atas Mycobacterium tuberculosis
yang dilemahkan yang mengandung trehalose 6,6’ dimycolate (TDM). Tiap 10 ml
CFA mengandung 10 mg Mycobacterium tuberculosis yang dimatikan dan
dikeringkan, 1,5 ml Mannide Monooleate dan 8,5 ml minyak parafin (InvivoGen
chemical co.).

Mycobacterium pada CFA dapat menarik makrofag dan sel-sel lain pada area
injeksi yang dapat meningkatkan respon imun (Sigma chemical co.). Selain itu, CFA
dapat mengaktivasi sel Tyl vyaitu sel inflamatori yang kemungkinan melalui
komponen bakteri tersebut meningkatkan produksi IL-12 oleh makrofag. Namun,
pemberian CFA dapat memberikan efek pada daerah injeksi yaitu menyebabkan
terbentuknya granuloma (Elgert, 2009).

Menurut Zhang, et al (2011) injeksi 0,05 ml dari 300 g Mycobacterium pada
sendi lutut juga menyebabkan monoartritis. Kejadian tersebut diketahui melalui
observasi klinis dan pengamatan radiografi dimana artritis mulai terbentuk 2-6
minggu pasca injeksi. Berdasarkan penelitian Robin (2006), terbukti bahwa injeksi
0,08 ml CFA secara intraartikular pada sendi temporomandibula menimbulkan tanda-
tanda inflamasi yaitu kemerahan dan pembengkakan pada sendi temporomandibula
pada interval waktu 24-48 jam setelah injeksi CFA dan kerusakan Kartilago pada
minggu ke-6 setelah injeksi CFA. Hal tersebut juga telah dibuktikan pada trial
penelitian yang menunjukkan bahwa injeksi CFA pada sendi temporomandibula
sebelah kanan menyebabkan osteoartritis pada minggu ke-4 yang ditandai dengan

adanya irregularity pada permukaan kartilago sendi (gambar 2.6).
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Gambar 2.6. Gambaran iregular pada permukaan sendi temporomandibula setelah 4 minggu
injeksi CFA (anak panah) (Sumber: hasil trial penelitian, 2015).

2.4.4 Terapi Osteoartritis

Terapi pada pasien osteoartritis bertujuan untuk mengurangi rasa sakit,
meningkatkan fungsi sendi dan menurunkan progresifitas penyakit. Terapi
osteoartritis pada umumnya simptomatik, misalnya dengan pengendalian faktor-
faktor resiko, latihan fisioterapi, terapi farmakologis, dan terapi bedah (Pratiwi,
2015). Obat anti inflamasi non steroid (NSAID) merupakan salah satu kelompok obat
yang banyak diresepkan untuk kasus artritis. NSAID digolongkan menjadi beberapa
kelompok menurut struktur kimia, waktu paruh, dan selektifitas dalam penghambatan
COX-1 dan COX-2 (Crofford, 2013).

Piroksikam merupakan salah satu NSAID non selektif dengan struktur yaitu
oksikam, derivat asam enolat. Waktu paruh dalam plasma lebih dari 45 jam sehingga
dapat diberikan hanya sekali sehari dengan dosis 20 mg. Absorpsi berlangsung cepat
di lambung, terikat 99% pada protein plasma dalam waktu 1 jam. Pemberian
piroksikam dengan dosis lebih dari 20 mg perhari tidak disarankan karena dapat
menimbulkan efek samping pada gastrointestinal (Katzung, 1998; Wilmana et al,
2012). Piroksikam bekerja dengan cara menghambat sintesa prostaglandin melalui
jalur siklooksigenase. Terdapat dua macam protein siklooksigenase, yaitu COX-1 dan
COX-2. COX-1 banyak ditemukan pada jaringan yang sehat yaitu pada
gastrointestinal, ginjal dan hati. COX-1 berperan dalam menginduksi sintesa

prostaglandin pada fungsi tubuh yang normal, yaitu menurunkan sekresi asam
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lambung dan meningkatkan produksi mukus (lendir) sitoprotektif pada saluran
pencernaan. Sedangkan, COX-2 banyak ditemukan pada jaringan yang mengalami
inflamasi, sehingga apabila kerja COX-2 dihambat maka sintesa sitokin proinflamasi
seperti PGE,, TxA, dan PGI, pun terhambat, sehingga mengurangi inflamasi dan rasa
sakit (Meek et al, 2010).

Penggunaan piroksikam dalam waktu yang lama dapat menimbulkan efek
samping. Efek samping ini timbul ketika piroksikam menghambat COX-1 maka
sintesa prostaglandin dalam menghasilkan mukus sitoprotektif tidak terjadi pada
gastrointestinal dan organ lainnya sehingga fungsi fisiologis yang normal dilakukan
prostaglandin tidak terjadi, akibatnya timbul suatu efek pada gastrointestinal seperti
perdarahan dan terbentuknya ulser (Hertel, 1997; Cho et al, 2015).

2.5 lkan Lemuru

Ikan lemuru disebut juga sebagai ikan pelagis kecil yang kaya akan omega-3
dan tersebar di Samudera Hindia bagian timur yang meliputi bagian selatan Jawa
Timur, Bali dan Lombok. Ikan lemuru memiliki panjang 22 cm dengan bentuk tubuh
silinder. Lebar badan ikan kurang dari 30% panjang ikan. Ciri lain dari ikan lemuru
yaitu adanya titik hitam pada batas belakang penutup insang dan titik keemasan
dibelakang celah insang dan garis keemasan pada bagian lateral badan ikan (Mahrus,
2012).

Klasifikasi ikan lemuru secara lengkap menurut Direktorat Jenderal Perikanan
(1990) adalah sebagai berikut :

. Kelas : Pisces

. Ordo . Milacopterygii
. Famili : Clupeidae

. Sub famili : Clupeinai

. Genus : Sardinella

. Species . S. longiceps
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2.6 Minyak Ikan Lemuru
2.6.1 Kandungan Minyak Ikan Lemuru

Minyak ikan merupakan lemak yang berbentuk cair dan berasal dari ikan.
Minyak ikan mempunyai bau dan rasa agak amis, tetapi tidak berbau tengik.
Kandungan yang terdapat pada minyak ikan yaitu vitamin A, vitamin D, asam lemak
jenuh dan asam lemak tak jenuh (Indahyani et al, 2008). Minyak ikan yang
berkualitas adalah minyak ikan yang kaya akan asam lemak yang bermanfaat bagi
kesehatan. Asam lemak tidak jenuh rantai panjang disebut dengan polyunsaturated
fatty acid (PUFA). Pada PUFA, apabila ikatan rangkap pertama terdapat diantara
atom karbon ketiga dan keempat, maka disebut dengan omega-3 (®-3). Sedangkan,
apabila ikatan rangkap pertama terdapat diantara atom karbon keenam dan ketujuh
maka disebut dengan omega-6 (®-6). Omega-6 banyak ditemukan pada minyak
nabati, sedangkan omega-3 yang banyak ditemukan pada minyak ikan. Omega-6
linoleic acid dirubah melalui proses desaturasi dan elongasi menjadi y-linoleic acid
dan asam arakidonat (AA). Sedangkan, omega-3 dirubah menjadi eicosapentaenoic
acid (EPA) dan docohexaenoic acid (DHA) (Rustan et al, 2005).

w6 Fatty acids Enzymes w-3 Fatty acids
Linoleic 18:2 o-Linolenic 18:3
5 Af-desaturase {}
y-Linolenic 18:3 Octadecatetraenoic 18:4
0 elongase
Dihomo-linolenic 20:3 Eicosatetraenoic 20:4
A3-desaturase
Arachidonic 20:4 Eicosapentaenoic 20:5
0 elongase 0
Adrenic 22:4 Docosapentaenoic 22:5
elongase
Tetracosatetraenoic 24:4 Tetracosapentaenoic 24:5
Ab-desaturase
Tetracosapentaenoic 24:5 Tetracosahexaenoic 24:6
G B-oxidation
Docosapentaenoic 22:5 Docosahexaenoic 22:6

Gambar 2.7. Sintesis ©-3 dan -6 PUFA pada proses desaturasi dan elongasi.
(Sumber: Rustan et al, 2005)
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Minyak ikan lemuru mengandung EPA dan DHA paling tinggi dibandingkan
minyak ikan lainnya. lkan lemuru mengandung EPA dan DHA sebesar 13,70% dan
8,91% (Indahyani et al, 2008). Pada penelitian Suseno, et al (2014), kandungan EPA
dan DHA minyak ikan lemuru terbukti paling tinggi dibandingkan dengan minyak
ikan tuna dan minyak hati ikan hiu di perairan Indonesia. Kandungan EPA dan DHA
bermanfaat dalam penyembuhan gejala keloid, menurunkan kolesterol dalam darah
khususnya LDL, anti agregasi platelet, menurunkan resiko serangan jantung, dan

sebagai anti inflamasi (Indahyani, 2003; Maulana et al, 2014).

Tabel 2.2. Perbandingan Kadar EPA dan DHA Beberapa Minyak lkan

Sumber Minyak Ikan

Total Asam Lemak (%)

EPA DHA
Minyak hati ikan hiu 0,05 0,28
Tuna 0,92 7,81
Lemuru 21,77 11,59
Mackerl 57 7
Herring 7.4 6,7
Salmon 12,7 10
Halibut 12,2 25,4
Sand eel 10,9 9,7
Menhaden 10,6 6,4
Capelin 9,9 79

(Sumber : Suseno et al, 2014)

2.6.2 Peran Minyak lkan sebagai Anti Inflamasi

Minyak ikan yang kaya omega-3 PUFA memiliki beberapa efek yang dapat
mempengaruhi perubahan pada komposisi asam lemak membral sel. Perubahan
komposisi membran dapat mempengaruhi struktur lipid, proses sinyal intraseluler,
ekspresi gen, dan produksi mediator lipid (Calder, 2012). EPA memiliki persamaan
struktur rantai panjang dengan AA. Oleh karena itu, EPA mampu menjadi substrat
kompetitor yang dapat menggantikan AA dalam metabolisme jalur siklooksigenase
dan lipoksigenase, sehingga produksi eikosanoid PGE, dan LTB,4 berkurang dan
meningkatkan eikosanoid yang berasal dari EPA vyaitu PGE3; dan LTBs.

Berkurangnya PGE, dan LTB, dapat menghambat inflamasi sedangkan eikosanoid
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yang berasal dari EPA bersifat anti inflamasi (Indahyani, 2003; Cleland et al, 2003).
Penggantian AA oleh EPA yang bersifat anti inflamasi menyebabkan terjadinya
penurunan produksi sitokin. PGE3; dan TxAz; memiliki efek dalam menghambat
produksi TNF-a, IL-1B, dan IL-6. Selain sitokin proinflamasi, EPA dan DHA dapat
menurunkan produksi oksigen reaktif dan menurunkan ekspresi adhesi molekul
(Indahyani et al, 2003; Calder, 2006). Menurut Sakata (2014) EPA bersifat
antioksidan, dimana EPA dapat menghambat stres oksidatif yang dapat memicu
terjadinya apoptosis sel dan juga menurunkan produksi MMPs yang dapat

mendegradasi matriks kartilago.

PROSTAGLANDINS |

- PGE, PGE,

LA
| THROMBOXANE | TXA, | THROMBOXANE | TXA,
(ProsTacyeun ) PR PGH, PGH, — (PROSTACYCLIN ) PGI,

ENDOPEROXIDES |
Y

TISSUE PHOSPHOLIPIDS / \
Cyelo-oxygenase

{ - \
Phosphe- | ARACHIDCNIC |EICOSAPENTAENCIC
lipase \ ACID ACID

DIET l e l

S5-HPETE 5-HPEPE

\ LTA-synthase \/
P e ™)
LEUKOTRIENES J

LTA, LTA, +,

LTC‘I/ i) l L

LTD, LTB, L7B, LTD,

Gambar 2.8.  Metabolisme oksidatif asam arakidonat dan asam eikosapentanoid melalui
jalur siklooksigenase dan 5-lipoksigenase. (Sumber: Simopoulus, 2002)
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2.8 Hipotesa Penelitian
Hipotesa pada penelitian ini yaitu minyak ikan lemuru (Sardinella longiceps)
dapat meningkatkan jumlah sel kondrosit kartilago sendi temporomandibula tikus

yang mengalami osteoartritis.
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian
Jenis penelitian yang dilakukan merupakan eksperimental laboratoris
(Notoatmodjo, 2010).

3.2 Rancangan Penelitian
Rancangan penelitian yang digunakan adalah the post test only control group
design (Notoatmodjo, 2010).

3.3 Waktu dan Tempat Penelitian
3.3.1 Waktu Penelitian
Penelitian dilakukan pada bulan Desember 2015 — Mei 2016.

3.3.2 Tempat Penelitian
Penelitian dilakukan di Laboratorium Kimia Dasar FMIPA Universitas
Jember, Laboratorium Biomedik dan Biologi Fakultas Farmasi Universitas Jember,

dan Laboratorium Histologi Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember.

3.4 ldentifikasi VVariabel Penelitian
3.4.1 Variabel Bebas (Pengaruh)
a. Lama pemberian minyak ikan lemuru

b. Asal Ikan Lemuru
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3.4.2 Variabel Terikat (Terpengaruh)

Jumlah kondrosit kartilago sendi temporomandibula

3.4.3 Variabel Terkendali

a.

=3

o o

o Q - o

Jenis hewan coba : Tikus Sprague Dawley

Berat badan tikus

Umur tikus

Makanan tikus

Tempat dan cara pemeliharaan tikus

Jenis ikan

Konsentrasi minyak ikan lemuru

Dosis minyak ikan lemuru dan larutan salin

Dosis piroksikam

Dosis Complete Freund’s Adjuvant (CFA)

Metode pemberian salin, piroksikam, dan minyak ikan lemuru
Prosedur pembuatan preparat histologis menggunakan paraffin embedded
tissue

Metode pewarnaan dengan menggunakan Hematoxylin Eosin

3.5 Sampel Penelitian

3.5.1 Subyek penelitian

Populasi penelitian adalah hewan coba tikus jenis Sprague Dawley jantan.

3.5.2 Kriteria sampel penelitian

Kriteria sampel yang digunakan dalam penelitian yaitu :

1.
2.
3.

Jenis tikus Sprague Dawley
Kondisi fisik sehat dan tidak mengalami kelainan

Jenis kelamin tikus jantan
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4. Umur 3 bulan dan berat badan 200-339 gram

3.5.3 Besar dan pengelompokkan sampel penelitian
a. Besarnya sampel penelitian ditentukan dengan rumus Federer (Maryanto
dan Fatimah, 2004) :
Rumus Federer : (n-1)(t-1)> 15
Keterangan :
n = besar sampel minimal tiap kelompok

t = jumlah kelompok

(n-1)(9-1) > 15
(n-1)8 > 15
8n-8 >15
&n >23
n>2,875

n>3

Berdasarkan rumus di atas, didapatkan besar sampel minimal
sebanyak 3 sampel (pada penelitian menggunakan 4 sampel). Dalam
penelitian ini terdapat tiga kelompok yang dibagi menjadi tiga
subkelompok dengan jumlah sampel sebesar 4 ekor untuk setiap
subkelompok. Sehingga, total sampel yang digunakan dalam penelitian
yaitu 36 ekor.

b. Pengelompokkan Sampel
Pengelompokkan sampel dilakukan dengan menggunakan metode
simple random sampling, yang artinya setiap anggota populasi memiliki
peluang yang sama untuk masuk ke dalam kelompok penelitian
(Nurhayati, 2008).
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3.6 Definisi Operasional
3.6.1 Osteoartritis Sendi Temporomandibula

Kondisi osteoartritis dibuat dengan cara induksi Complete Freund'’s
Adjuvant (CFA) secara intraartikular pada sendi temporomandibula tikus Sprague
Dawley jantan sebelah kanan sebanyak satu kali pada hari pertama. Osteoartritis
ditandai dengan adanya irregularity pada permukaan kartilago sendi yang terjadi

pada minggu ke-4 setelah injeksi CFA.

3.6.2 Piroksikam

Piroksikam merupakan obat anti inflamasi non steroid yang digunakan
untuk osteoartritis (Wilmana et al, 2012). Piroksikam yang digunakan pada penelitian
yaitu obat generik dengan nama dagang Piroxicam dengan bentuk sediaan berupa
kapsul (20 mg/kapsul). Piroksikam diberikan satu kali sehari selama 7, 14, dan 21
hari setelah 4 minggu induksi osteoartritis.

3.6.3 lkan Lemuru dan Minyak Ikan Lemuru

Ikan lemuru yang digunakan yaitu ikan lemuru yang didapatkan di
Muncar, Banyuwangi, Jawa Timur yang kemudian dibuat ekstraknya di Laboratorium
Kimia Dasar FMIPA Universitas Jember. Minyak ikan lemuru yang digunakan dalam
penelitian ini yaitu minyak ikan yang dihasilkan dari ekstraksi kepala dan daging ikan
lemuru melalui proses perebusan. Pemberian minyak ikan lemuru dilakukan selama

7, 14, dan 21 hari setelah 4 minggu induksi osteoartritis.

3.6.4 Kartilago Sendi Temporomandibula

Sel kondrosit kartilago sendi temporomandibula berbentuk bulat, tersebar
berderet di dalam matriks dan inti berwarna ungu dengan pewarnaan HE. Kondrosit
diamati dan dihitung jumlahnya di bawah mikroskop cahaya dan graticulae (mm?)

dengan perbesaran 400X. Kondrosit yang dihitung yaitu kondrosit yang terdapat pada
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zona matur yang dibagi menjadi tiga lapang pandang yaitu bagian Kiri, tengah, dan
kanan kondilus oleh tiga observer.

3.7 Konversi Penghitungan Dosis
3.7.1 Dosis Ketamin

Dosis anastesi ketamin untuk tikus menurut Kusumawati (2004) yaitu 40
mg/KgBB dan berat badan tikus diasumsikan sebesar 300 gram.Maka, dosis yang
digunakan adalah 40 mg/KgBB x 0,3 Kg = 12 mg. Ketamin yang digunakan adalah

ketamin 1000 anesject yang mempunyai konsentrasi 50 mg/ml.

12 mg =50 mg
X ml
12mg= X
50mg ml
X =0,24
ml
X =024 ml

Sehingga dosis ketamin yang diberikan ke tikus dengan berat badan 300
gram yaitu 12 mg dalam 0,24 ml.

3.7.2 Dosis Piroksikam

Dosis piroksikam yang efektif diberikan pada manusia yaitu 20 mg. Dosis
piroksikam pada tikus didapatkan dengan cara mengkalikan dosis piroksikam
manusia dengan faktor konversi (0,018) (Laurence et al, 1964). Pada tikus dengan
berat badan 200 gram, dosis yang diberikan yaitu 20 mg x 0,018 = 0,36 mg. Pada
penelitian ini menggunakan piroksikam dengan bentuk sediaan kapsul dimana rata-
rata berat bahan dari 10 kapsulnya, yaitu 258,7 mg. Oleh karena itu, dengan rata-rata
bahan sebesar 258,7 mg perlu diketahui berapa banyak berat piroksikam dalam 1 mg,
yaitu 20mg =0,077 mg.

258,7 mg
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Pada hasil perhitungan dosis diketahui dosis piroksikam untuk tikus 200 gram yaitu
0,36 mg. Sehingga perlu diketahui berapa banyak berat piroksikam yang dibutuhkan
dalam 0,36 mg, yaitu :
0,077 mg = 0,36 mg
X
X = 4,6 mg piroksikam
Sehingga dosis piroksikam yang diberikan untuk tikus dengan berat badan

200 gram yaitu 0,36 mg dalam berat 4,6 mg piroksikam.

3.7.3 Dosis Minyak Ikan Lemuru
Dosis minyak ikan kemuru yang diberikan pada tiku dengan berat badan 300
gram yaitu 1 ml (Indahyani, 2001). Setiap hari dilakukan penimbangan berat badan

tikus untuk menentukan takaran dosis yang tepat sesuai dengan berat badan tikus.

3.8 Alat dan Bahan Penelitian
3.8.1 Alat Penelitian

a. Alat untuk ekstraksi minyak ikan
Bak plastik
Sentrifuse (EBA, Germany)
Tabung sentrifuse (Pyrex, Japan)
Corong pisah (Duran, Germany)

Kompor

o a k~ w e

Panci

b. Alat untuk perlakuan hewan coba
1. Kandang yang disekat, terbuat dari plastik (Lion Star, Indonesia)
2. Tempat makan dan minum tikus

3. Timbangan (neraca Ohaus, Germany)
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Sarung tangan (Senstouch, Indonesia) dan masker (J-Spin,Indonesia)
Sonde lambung untuk pemberian salin, piroksikam, dan minyak ikan
lemuru

Gelas Ukur (One lab, Indonesia)

Spuit tuberkulin untuk injeksi CFA

c. Alat untuk euthanasi dan pengambilan sampel

1.

© 0O N o O bk~ WD

© 0o N o O bk~ w DN PE

Toples plastic kedap udara (Lion Star, Indonesia Pinset sirurgis
(Medica Stainless)

Gunting bedah (Dentica)

Gunting (SDI, Indonesia)

Skalpel (Meiden Stainless, Japan)

Mata pisau scalpel (Meiden Stainless, Japan)

Papan fiksasi

Botol untuk dekalsifikasi

Masker (J-Spin, Indonesia)

Sarung tangan (Senstouch, Indonesia)

Alat untuk pembuatan dan pewarnaan preparat

Alat cetak blok parafin

Pinset

Cassette tissue (Leica)

Botol untuk dekalsifikasi
Stopwatch (Diamond, Cina)
Mikrotom (Leica RM 2135)
Block holder mikrotom

Water bath (Memmert, Jepang)
Slide warmer (Sakura, Jepang)

10. Oven (Memmert, Jepang)
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12.
13.
14.
15.
16.

Kuas kecil

Object glass (Thermo Scientific)
Deck glass

Spiritus

Sarung tangan (Latex)

Masker

e. Alat untuk pembacaan preparat

1.
2.

Mikroskop cahaya dengan perbesaran 400X (Leica)

Graticulae (mm?) yang dibuat dari mika bening dipasang di lensa
okuler

Optilab

Cell Counter

3.8.2 Bahan Penelitian

a.
b.

o o

o Q —Hh o

Tikus Sprague Dawley jantan

Ikan Lemuru

Minyak ikan lemuru

Makanan standar untuk tikus merk Turbo 521-CP, Indonesia dan
minuman tikus (Aqua)

Complete Freund’s Adjuvant (CFA) (Sigma-Aldrich)
Ketamin (Ketamine-hameln Injection)

Piroksikam (Piroxicam)

Klorofom (Merck Milliapore)

Larutan Hematoxylin Eosin (Gamma Scientific Biolab)
Formalin 10% (Makmur Sejati)

Asam formiat 10% (Makmur Sejati)

Salin (NaCl Otsu 500 ml)

Aquades

29
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n. Alkohol 70%, 80%, 95%, dan 100% (OneMed dan Aneka Kimia)
Xylol (Aneka Kimia)

Paraffin (Merck Paraffin Pastilles Form)

L T o

Meyer egg albumin

Entelen

-~

3.9 Prosedur Penelitian
3.9.1 Ethical Clearence

Sebelum dilakukan penelitian, hewan coba dan prosedur penelitian

dilakukan pengurusan ethical clearance di Unit Etika dan Advokasi, Fakultas

Kedokteran Gigi Universitas Gadjah Mada.

3.9.2

3.9.3

Persiapan dan Pemeliharaan Hewan Coba

a.
b.

Memilih tikus putih Sprague Dawley jantan secara acak.

Melakukan penimbangan berat badan tikus dengan neraca Ohauss (berat
badan tikus 200-339 gram).

Menyiapkan kandang tikus dengan ukuran 30 cm x 30 cm sebanyak 9
buah dan mengadaptasikan tikus tersebut didalam kandang dengan jumlah
4 ekor dalam satu kandang selama 7 hari dan diletakkan di ruang

perawatan hewan.

Pengelompokkan dan Perlakuan Hewan Coba

Hewan coba tikus Sprague Dawley jantan sebanyak 36 ekor dibagi

menjadi tiga kelompok, berikut pembagian kelompok :

a.

Kelompok I, merupakan kelompok kontrol negatif (K(-)) yang terdiri dari
12 ekor hewan coba yang dibagi menjadi 3 subkelompok. Pada kelompok
ini hanya dilakukan injeksi CFA 0,08 ml secara intraartikular pada sendi

temporomandibula satu kali pada hari pertama dan larutan salin 1
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ml/sonde secara sondase lambung. Kemudian subkelompok K(-)7
dikorbankan pada hari ke-7, subkelompok K(-)14 dikorbankan pada hari
ke-14, dan subkelompok K(-)21 dikorbankan pada hari ke-21.

b. Kelompok Il, merupakan kelompok kontrol positif (K(+)) yang terdiri
dari 12 ekor hewan coba yang dibagi menjadi 3 subkelompok. Pada
kelompok ini dilakukan injeksi CFA 0,08 ml secara intraartikular pada
sendi temporomandibula satu kali pada hari pertama. Setelah 4 minggu,
dilakukan pemberian piroksikam sebanyak 4,6 mg secara sondase
lambung 1 kali per hari selama 7 hari, 14 hari, dan 21 hari. Kemudian
subkelompok K(+)7 dikorbankan pada hari ke-7, subkelompok K(+)14
dikorbankan pada hari ke-14, dan subkelompok K(+)21 dikorbankan pada
hari ke-21.

c. Kelompok Ill, merupakan kelompok perlakuan (P) yang terdiri dari 12
ekor hewan coba yang dibagi menajdi 3 subkelompok. Pada kelompok ini
dilakukan injeksi CFA 0,08 ml secara intraartikular pada sendi
temporomandibula satu kali pada hari pertama. Setelah 4 minggu,
dilakukan pemberian minyak ikan lemuru sebanyak 1 ml secara sondase
lambung 1 kali per hari selama 7 hari, 14 hari, dan 21 hari. Kemudian
subkelompok P7 dikorbankan pada hari ke-7, subkelompok P14
dikorbankan pada hari ke-14, dan subkelompok P21 dikorbankan pada
hari ke-21.

3.9.4 Persiapan Bahan Perlakuan
a. Complete Freund’s Adjuvant (CFA)
CFA yang mengandung Mycobacterium tuberculosis (1mg/ml,
sigma®) sebanyak 0,08 ml dilarutkan dalam larutan salin dengan
perbandingan 1:1 (Robin, 2006).
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Ketamin

Dosis anastesi ketamin untuk tikus yaitu 40 mg/KgBB dan berat badan
tikus diasumsikan sebesar 300 gram (Kusumawati, 2004). Pada penelitian
menggunakan ketamin dengan konsentrasi 50 mg/ml, sehingga dosis
ketamin yang diberikan ke tikus dengan berat badan 300 gram sebesar
0,24 ml.

Dosis Piroksikam

Dosis piroksikam yang diberikan yaitu 4,6 mg sondase lambung
sebanyak 1 kali perhari. Setiap hari dilakukan penimbangan berat badan
tikus untuk menentukan takaran dosis yang tepat sesuai dengan berat

badan tikus.

Ekstraksi Minyak lkan Lemuru

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

2. lkan lemuru yang sudah bersih dipotong menjadi dua bagian.

3. Merebus bagian kepala dan badan ikan lemuru dengan 10 L aquades
sehingga ikan lemuru tenggelam dalam aquades dengan suhu kira-Kira
80-90°C sambil diaduk. Proses merebus dihentikan ketika didapatkan
minyak ikan dibagian permukaan.

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

5. Kemudian hasil saringan dicampur dengan NaCl 5% dalam corong
pisah.

6. Minyak ikan yang telah diberi NaCl 5% dalam corong pisah dituang ke

dalam tabung sentrifus untuk mendapatkan minyak ikan murni yang
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telah terpisah dari molekul lemak dan air. Tabung disentrifugasi
dengan kecepatan 8.000 rpm selama 3 menit.

7. Setelah disentrifugasi, pada tabung terdapat tiga bagian, yaitu minyak
ikan pada bagian atas, molekul lemak pada bagian tengah dan molekul
air pada bagian bawah. Kemudian, minyak ikan yang sudah murni
dipisahkan dengan molekul lemak dan air ke dalam tabung reaksi.

(Puspitaningrum, 2012)

e. Dosis Minyak Ikan Lemuru
Dosis minyak ikan lemuru yang diberikan yaitu 1 ml/300 gram berat
badan tikus (Indahyani, 2001). Minyak ikan lemuru ini diberikan selama
7 hari, 14 hari, dan 21 hari. Setiap hari dilakukan penimbangan berat
badan tikus untuk menentukan takaran dosis yang tepat sesuai dengan
berat badan tikus.

3.9.5 Prosedur Penelitian
a. Pembiusan Sampel
Sebelum diberi perlakuan, seluruh sampel terlebih dahulu
dilakukan pembiusan dengan menggunakan ketamin. Dosis Yyang
diberikan adalah 0,24 ml (tikus dengan berat badan 300 gram) yang

disuntikan pada daerah kaki belakang sebelah kanan di muskulus tricep.

b. Penginduksian Osteoartritis
Osteoartritis pada tikus diinduksi dengan menginjeksikan
Complete Freund’s Adjuvat (CFA) secara intraartikular pada sendi
temporomandibula tikus sebelah kanan. Dosis CFA sebanyak 0,08 ml
diberikan satu kali pada hari pertama (Robin, 2006). Tanda inflamasi
osteoartritis terlihat secara klinis pada interval waktu 24-48 jam setelah

injeksi CFA. Sedangkan kondisi artritis terbentuk antara minggu ke-2
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sampai minggu ke-6 setelah injeksi CFA (Zhang et al, 2011). Pada hasil
trial penelitian menunjukkan keadaan osteoartritis terjadi pada minggu

ke-4 yang terlihat adanya permukaan kondilus yang iregular.

Aplikasi Pemberian Piroksikam dan Minyak lkan Lemuru

Pemberian piroksikam pada kelompok kontrol positif dilakukan
pada minggu ke-4 setelah injeksi CFA. Dosis piroksikam yang diberikan
yaitu 4,6 mg sondase lambung sebanyak satu kali per hari yang
disesuaikan dengan berat badan tikus. Sedangkan, pada kelompok
perlakuan dilakukan pemberian minyak ikan lemuru pada minggu ke-4
setelah injeksi CFA. Dosis pemberian minyak ikan lemuru adalah 1 ml
sondase lambung sebanyak satu kali per hari yang disesuaikan dengan

berat badan tikus.

Pengambilan Jaringan

Hewan coba baik dari kelompok kontrol maupun perlakuan
dieuthanasi pada hari ke-7, 14, dan 21 dengan menggunakan klorofom
secara inhalasi. Kemudian dilakukan pengambilan jaringan tikus Sprague
Dawley pada bagian tulang temporal dan kondilus mandibula sebelah
kanan di atas papan fiksasi. Jaringan yang sudah diambil dilakukan

fiksasi dengan menggunakan formalin 10% selama 24 jam.

Dekalsifikasi Sampel

Sampel yang telah difiksasi menggunakan formalin 10% dilakukan
dekalsifikasi dengan larutan asam formiat 10% selama 7-14 hari.
Tujuannya adalah untuk melepaskan bahan anorganik selain tulang tanpa
merusak protein yang ada. Setelah jaringan lunak, jaringan dibilas dengan

aquades kemudian dilakukan fiksasi kembali selama 24 jam.
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Pemrosesan Jaringan

Setelah proses dekalsifikasi telah selesai dilakukan, maka di
lakukan pemrosesan jaringan yang berfungsi untuk mempersiapkan
jaringan sebelum dilakukan penyayatan dengan mikrotom. Tahapan
pemrosesan jaringan menurut adalah sebagai berikut :

1. Dehidrasi
Dehidrasi adalah proses penarikan molekul air dari potongan
jaringan yang akan dipendam dengan cara merendamnya ke larutan
Alkohol dari konsentrasi rendah ke konsentrasi tinggi (Mescher,
2011).
Berikut tahapan dehidrasi :
@ Alkohol 70 % selama 15 menit
(b) Akohol 80 % selama 1 jam
(©) Alkohol 95 % selama 2 jam
(d) Alkohol 95 % selama 1 jam
(e) Alkohol absolute (100%) selama 1 jam
()] Alkohol absolute (100%) selama 1 jam
(9) Alkohol absolute (100%) selama 1 jam

2. Penjernihan (Clearing)
Clearing adalah proses penjernihan potongan jaringan dengan
menggunakan bahan penjernih. Jaringan direndam dalam larutan xylol

sebanyak tiga kali, masing-masing 1 jam satu kali dan 2 jam dua kali.

3. Impregnasi
Setelah clearing dilanjutkan dengan impregnasi, yaitu proses

infiltrasi bahan parafin dalam jaringan pada suhu 56°-60°C.
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Sebelumnya, jaringan diletakkan dalam cassette tissue yang sudah
diberi label untuk menghindari kekeliruan identitas sampel, kemudian
dimasukkan ke dalam parafin cair dengan titik didih 56°-58°C selama

2 jam yang diulang sebanyak 3 kali.

Embedding

Proses embedding adalah penanaman jaringan ke dalam parafin
cair dengan titik didih 56°-60°C pada alat cetak blok parafin. Tahap
pertama adalah alat cetak dipersiapkan dan diletakkan pada permukaan
yang rata, parafin cair dituangkan ke dalam alat cetak blok dengan titik
didih 56°-60°C, kemudian masukkan jaringan yang telah diimpregnasi
ke dalamnya, diberi label identitas sampel dan ditunggu beberapa
menit sampai parafin membeku. Selanjutnya blok parafin sudah siap
untuk dipotong (Sudiana, 1993).

. Penyayatan

Penyayatan blok parafin dilakukan menggunakan mikrotom
dengan ketebalan 5 mikron. Jaringan di potong dengan arah sagital
sehingga terlihat gambaran antero-posterior kondilus dan menunjukkan
adanya zona-zona pada Kartilago (Harper et al, 2001). Hasil sayatan
diambil menggunakan kuas kecil lalu diletakkan secara hati-hati di atas
permukaan air waterbath dengan termperatur tetap 56-58°C sampai
sayatan tampak mekar. Kemudian sayatan diletakkan pada slide
preparat yang telah dilapisi meyer egg albumin sehari sebelumnya agar
merekat erat. Preparat yang telah berisi jaringan diletakkan di atas
slide warmer dengan suhu 30-35°C minimal selama 12 jam. Setelah itu
preparat siap untuk dilakukan pewarnaan (Sudiana, 1993; Subowo,
2009).
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Pewarnaan Hematoxylin Eosin (HE)
Preparat yang akan diwarnai diletakkan pada rak slide (slide jar) dan
dicelupkan secara berurutan ke dalam beberapa larutan yang dapat dilihat

pada tabel 3.1.

Tabel 3.1. Tahap pewarnaan jaringan

Proses Larutan Waktu
Deparafinisasi Xylol 2-3 menit
Xylol 2-3 menit
Alkohol absolut 3 menit
Alkohol absolut 3 menit
Alkohol 95% 3 menit
Alkohol 95% 3 menit
Air mengalir 10-15 menit
Pengecatan | Hematoksilin 15 menit
Air mengalir 20 menit
Pengecatan Il Eosin 2-3 menit
Alkohol 95% 2-3 menit
Alkohol 95% 2-3 menit
Alkohol absolut 2-3 menit
Alkohol absolut 2-3 menit
Clearing Xylol 3 menit
Xylol 3 menit
Xylol 3 menit
Mounting Entellan 5 menit

(Sumber : Tim Patologi Anatomi FKG Unej, 2007)
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h. Perhitungan Jumlah Sel Kondrosit
Kondrosit yang dihitung adalah sel kondrosit yang matur yaitu
berada pada zona matur, berbentuk bulat, dan inti berwarna ungu
(basofilik).

zona proliferasi

|- Zona matur
zona fibrus

- zona hipertrofi

-

Gambar 3.1.  Zona matur sebagai zona perhifungan jumlah sel kondrosit
kartilago sendi temporomandibula. (Sumber: hasil trial
penelitian, 2015)

Pengamatan dilakukan dengan menggunakan mikroskop cahaya dan
graticulae dengan perbesaran 400X dan diamati oleh 3 observer agar
mendapatkan hasil yang akurat. Tiap preparat dibaca dengan 3 lapang
pandang yaitu pada bagian Kiri, tengah, dan kanan kartilago kondilus.
Kemudian hasil ketiga lapang pandang setiap pengamat dijumlahkan,
setelah itu perhitungan jumlah sel kondrosit dari ketiga pengamat
dijumlahkan dan dirata-rata, sehingga didapatkan data jumlah sel

kondrosit yang valid.
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36 tikus Sprague Dawley jantan
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|

A

A

Kelompok Kontrol Negatif (K-)
12 ekor

Kelompok Kontrol Positif (K+)
12 ekor

Kelompok Perlakuan (P)
12 ekor

A\ 4

|

A\ 4

Injeksi CFA 0,08 mi
intraartikular + larutan salin 1
ml sondase lambung 1x/hari

Injeksi CFA 0,08 mi
intraartikular + piroksikam 4,6
mg sondase lambung 1x/hari

Injeksi CFA 0,08 ml intraartikular
+ minyak ikan lemuru 1 ml
sondase lambung 1x/hari

v

Hari ke-7

Hari ke-14

v

Hari ke-21

A 4

Euthanasi tikus pada masing-masing
kelompok sesuai hari pengamatan

|

Pengambilan jaringan sendi
temporomandibula

'

Jaringan difiksasi
dan dekalsifikasi

!

Pembuatan sediaan
histologis

v

Pewarnaan dengan
HE

'

Perhitungan jumlah sel
kondrosit

y

Analisis Data
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3.11 Analisis Data

Penelitian ini menghasilkan data kuantitatif berupa hasil perhitungan jumlah sel
kondrosit pada kartilago sendi temporomandibula. Data di uji normalitasnya dengan
uji Kolmogorov-Smirnov, kemudian diuji homogenitasnya dengan uji Levene.
Apabila hasil pengujian berdistribusi normal dan homogen (p>0,05) maka pengujian
dilanjutkan dengan uji statistik parametrik One-Way ANOVA untuk mengetahui
adanya perbedaan antar kelompok. Apabila menunjukkan hasil yang signifikan
(p<0,05), maka dilakukan uji Least Significance Difference (LSD) yaitu uji lanjutan

untuk mengetahui kelompok mana saja yang memiliki perbedaan.
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian, dapat diambil kesimpulan bahwa minyak ikan
lemuru (Sardinella longiceps) dapat menghambat inflamasi sama seperti piroksikam
dan kemungkinan dipertimbangkan dapat meningkatkan proliferasi sel kondrosit

kartilago sendi temporomandibula tikus yang mengalami osteoartritis.

5.2 Saran

Saran yang dapat diambil dari penelitian ini yaitu perlu dilakukan penelitian
lebih lanjut tentang mekanisme minyak ikan lemuru (Sardinella longiceps) dalam
meningkatkan proliferasi sel kondrosit pada sendi temporomandibula tikus yang

mengalami osteoartritis.
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LAMPIRAN E. Data Kasar Hasil Penghitungan Kondrosit

Kelompok Kontrol Negatif

Sub Lapang Pandang Rata- Rata-Rata
Kelompok Pengamat 1 2 3 gy Total Rata Kelompok
| 85 95 91 271
(K-)7.1 I 83 90 84 257 794 264
Il 87 91 88 266
| 72 66 35 173
(K-)7.2 I 70 66 39 175 530 176
1] 69 68 45 182
| 66 70 53 189 G
(K-)7.3 1 71 65 55 191 572 190
1] 73 68 51 192
| 54 62 69 185
(K-)7.4 I 61 58 61 180 545 181
11 57 60 63 180
| 98 94 95 287
(K-)14.1 1 96 93 92 281 861 297
1] 95 101 97 293
| 86 86 63 235
(K-)14.2 1 85 83 62 230 694 231
1] 85 84 60 229
| 84 90 88 262 27
(K-)14.3 1 83 90 90 263 789 263
1l 81 92 91 264
| 80 93 61 234
(K-)14.4 I 88 91 60 239 715 238
1 85 92 65 242
| 56 49 46 151
(K-)21.1 I 57 48 49 154 456 152
i 59 45 47 151
| 53 43 42 138
(K-)21.2 I 51 37 41 129 394 131
1l 52 35 40 127
| 37 60 49 146 138
(K-)21.3 I 39 57 52 148 444 148
1l 35 59 56 150
| 41 36 42 119
(K-)21.4 1 38 40 44 122 363 121
11 39 42 41 122
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Kelompok Kontrol Positif
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Sub Lapang Pandan Rata- Rata-Rata
Kelompok Pengamat 1p g2 g Jumiah | Total Rata Kelompok
I 64 54 34 152
(K+)7.1 1 66 48 39 153 470 156
1l 71 59 35 165
I 85 96 64 245
(K+)7.2 1 83 92 61 236 722 240
1] 81 93 67 241 210
I 57 73 94 224
(K+)7.3 1 64 77 90 231 663 221
"I 52 68 88 208
I 82 72 65 219
(K+)7.4 1 96 68 69 233 675 225
11 90 71 62 223
I 39 28 36 103
(K+)14.1 1 35 31 35 101 307 102
"I 36 35 32 103
I 34 64 37 135
(K+)14.2 1 42 65 35 142 421 140
"I 39 63 42 144 133
I 41 66 44 151
(K+)14.3 1 40 64 | 46 150 452 151
"I 41 63 47 151
I 39 53 43 135
(K+)14.4 1 44 50 45 139 411 137
"I 41 51 45 137
I 60 45 45 150
(K+)21.1 1 62 42 40 144 445 148
11 61 41 49 151
I 58 64 58 180
(K+)21.2 1 56 65 55 176 531 177
i 53 68 54 175 183
I 82 84 83 249
(K+)21.3 1 81 | 81 | 82 244 741 247
1] 79 85 84 248
I 61 51 50 162
(K+)21.4 1 59 52 47 158 477 159
Il 51 58 48 157
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Kelompok Perlakuan
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Sub Lapang Pandan Rata- Rata-Rata
Kelompok Pengamat 1 e 2 5% lumiah | Total Rata Kelompok
I 74 81 77 232
P71 1 77 82 75 234 701 233
1l 78 85 72 235
I 65 76 67 208
P7.2 1 68 73 66 207 623 207
1] 63 83 62 208 911
I 77 64 65 206
P73 1 75 60 64 199 610 203
"I 82 62 61 205
I 74 52 82 208
P7.4 1 67 56 79 202 605 201
"I 68 47 80 195
I 109 | 107 | 112 328
P14.1 1 105 | 115 | 117 337 995 332
"I 106 | 114 | 110 330
I 109 | 104 | 105 318
P14.2 1 102 107 108 317 947 315
Il 105 | 101 | 106 312 305
I 98 102 | 103 303
P14.3 1 94 104 | 101 299 905 301
"I 96 100 | 107 303
I 92 93 84 269
P14.4 1 93 95 85 273 819 273
"I 95 93 89 277
I 95 76 82 253
P21.1 1 92 78 87 257 766 255
11 91 82 83 256
I 87 98 83 268
P21.2 1 96 97 83 276 814 271
11 95 88 87 270 280
I 80 106 | 103 289
P21.3 1 75 104 | 104 283 867 289
"I 82 100 | 113 295
I 93 102 | 105 300
P21.4 1 97 103 107 307 915 305
Il 95 106 | 107 308
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LAMPIRAN F. Uji Statistik
Hasil Uji Statistik Kolmogorov-Smirnov dan Anova K(-)7 — K(+)7 — P7

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

JUMLAHKONDROSIT
N 12
Normal Parameters(a,b) Mean 208,08
Std. Deviation 30,300
Most Extreme Absolute 098
Differences '
Positive ,098
Negative -,082
Kolmogorov-Smirnov Z ,338
Asymp. Sig. (2-tailed) 1,000
a Test distribution is Normal.
b Calculated from data.
Oneway
Test of Homogeneity of Variances
JUMLAHKONDROSIT
Levene
Statistic dfl df2 Sig.
1,456 2 9 ,283
ANOVA
JUMLAHKONDROSIT
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 171,167 2 85,583 ,078 ,926
Within Groups 9927,750 9 1103,083
Total 10098,917 11
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Hasil Uji Statistik Kolmogorov-Smirnov dan Anova K(-)14 — K(+)14 — P14

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

JUMLAHKO

NDROSIT
N 12
Normal Parameters(a,b) Med . aa1.50
’ Std. Deviation 79,489
Most Extreme Absolute ,178
Differences Positive 178
Negative -,163
Kolmogorov-Smirnov Z ,617
Asymp. Sig. (2-tailed) ,840

a Test distribution is Normal.
b Calculated from data.

Oneway

Test of Homogeneity of Variances

JUMLAHKONDROSIT
Levene
Statistic dfl df2 Sig.
,329 2 9 728
ANOVA
JUMLAHKONDROSIT
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 63612,167 2 31806,083 48,596 ,000
Within Groups 5890,500 9 654,500
Total 69502,667 11

68


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

Hasil Uji Statistik Kolmogorov-Smirnov dan Anova K(-)21 — K(+)21 — P21

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

JUMLAHKO

NDROSIT
N 12
Normal Parameters(a,b) Med .- eq0.23
’ Std. Deviation 67,517
Most Extreme Absolute ,229
Differences Positive 229
Negative -,172
Kolmogorov-Smirnov Z , 795
Asymp. Sig. (2-tailed) ,553

a Test distribution is Normal.
b Calculated from data.

Oneway

Test of Homogeneity of Variances

JUMLAHKONDROSIT
Levene
Statistic dfl df2 Sig.
1,866 2 9 ,210
ANOVA

JUMLAHKONDROSIT

Sum of

Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 42165,500 2 21082,750 23,781 ,000
Within Groups 7978,750 9 886,528
Total 50144,250 11
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Hasil Uji Statistik Kolmogorov-Smirnov dan Anova Antar Semua Kelompok

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

HASILKO
NDROSIT
N 36
N |p b Mean 213,33
ormal Parameters(a,b) Std. Deviation 62.373
Most Extreme Absolute 114
Differences Positive 114
Negative -,065
Kolmogorov-Smirnov Z ,682
Asymp. Sig. (2-tailed) 741
a Test distribution is Normal.
b Calculated from data.
Oneway
Test of Homogeneity of Variances
HASILKONDROSIT
Levene
Statistic dfl df2 Sig.
1,045 8 27 ,428
ANOVA
HASILKONDROSIT
Sum of
Squares Df Mean Square F Sig.
Between Groups 112367,000 8 14045,875 15,936 ,000
Within Groups 23797,000 27 881,370
Total 136164,000 35
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Hasil Uji Statistik Least Significance Differences (LSD)

Multiple Comparisons

Dependent Variable: HASILKONDROSIT

71

LSD
Mean 95% Confidence Interval
(I) KELOMPOK | (J) KELOMPOK | Difference Std. Error Sig.
s Lower Bound | Upper Bound
KN7 KN14 -54,500(*) 20,993 ,015 -97,57 -11,43
KN21 64,750(*) 20,993 ,005 21,68 107,82
KP7 -7,750 20,993 715 -50,82 35,32
KP14 70,250(*) 20,993 ,002 27,18 113,32
KP21 20,000 20,993 ,349 -23,07 63,07
P7 -8,250 20,993 ,697 -51,32 34,82
P14 -102,500(*) 20,993 ,000 -145,57 -59,43
P21 -77,250(*) 20,993 ,001 -120,32 -34,18
KN14 KN7 54,500(*) 20,993 ,015 11,43 97,57
KN21 119,250(*) 20,993 ,000 76,18 162,32
KP7 46,750(*) 20,993 ,034 3,68 89,82
KP14 124,750(%) 20,993 ,000 81,68 167,82
KP21 74,500(%) 20,993 ,001 31,43 117,57
P7 46,250(*) 20,993 ,036 3,18 89,32
P14 -48,000(*) 20,993 ,030 -91,07 -4,93
P21 -22,750 20,993 ,288 -65,82 20,32
KN21 KN7 -64,750(*) 20,993 ,005 -107,82 -21,68
KN14 -119,250(*) 20,993 ,000 -162,32 -76,18
KP7 -72,500(*) 20,993 ,002 -115,57 -29,43
KP14 5,500 20,993 ,795 -37,57 48,57
KP21 -44,750(*) 20,993 ,042 -87,82 -1,68
P7 -73,000(*) 20,993 ,002 -116,07 -29,93
P14 -167,250(*) 20,993 ,000 -210,32 -124,18
P21 -142,000(*) 20,993 ,000 -185,07 -98,93
KP7 KN7 7,750 20,993 715 -35,32 50,82
KN14 -46,750(*) 20,993 ,034 -89,82 -3,68
KN21 72,500(%) 20,993 ,002 29,43 115,57
KP14 78,000(%) 20,993 ,001 34,93 121,07
KP21 27,750 20,993 197 -15,32 70,82
P7 -,500 20,993 ,981 -43,57 42,57
P14 -94,750(*) 20,993 ,000 -137,82 -51,68
P21 -69,500(*) 20,993 ,003 -112,57 -26,43
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KP14 KN7 -70,250(*) 20,993 ,002 -113,32 -27,18
KN14 -124,750(*) 20,993 ,000 -167,82 -81,68
KN21 -5,500 20,993 795 -48,57 37,57
KP7 -78,000(*) 20,993 ,001 -121,07 -34,93
KP21 -50,250(*) 20,993 ,024 -93,32 -7,18
P7 -78,500(*) 20,993 ,001 -121,57 -35,43
P14 -172,750(*) 20,993 ,000 -215,82 -129,68
P21 -147,500(*) 20,993 ,000 -190,57 -104,43
KP21 KN7 -20,000 20,993 ,349 -63,07 23,07
KN14 -74,500(*) 20,993 ,001 -117,57 -31,43
KN21 44,750(*) 20,993 ,042 1,68 87,82
KP7 -27,750 20,993 ,197 -70,82 15,32
KP14 50,250(*) 20,993 ,024 7,18 93,32
P7 -28,250 20,993 ,190 -71,32 14,82
P14 -122,500(*) 20,993 ,000 -165,57 -79,43
P21 -97,250(*) 20,993 ,000 -140,32 -54,18
P7 KN7 8,250 20,993 ,697 -34,82 51,32
KN14 -46,250(*) 20,993 ,036 -89,32 -3,18
KN21 73,000(*) 20,993 ,002 29,93 116,07
KP7 ,500 20,993 ,981 -42,57 43,57
KP14 78,500(*%) 20,993 ,001 35,43 121,57
KP21 28,250 20,993 ,190 -14,82 71,32
P14 -94,250(*) 20,993 ,000 -137,32 -51,18
P21 -69,000(*) 20,993 ,003 -112,07 -25,93
P14 KN7 102,500(*) 20,993 ,000 59,43 145,57
KN14 48,000(*) 20,993 ,030 4,93 91,07
KN21 167,250(*) 20,993 ,000 124,18 210,32
KP7 94,750(*) 20,993 ,000 51,68 137,82
KP14 172,750(*) 20,993 ,000 129,68 215,82
KP21 122,500(*) 20,993 ,000 79,43 165,57
P7 94,250(*) 20,993 ,000 51,18 137,32
P21 25,250 20,993 ,239 -17,82 68,32
P21 KN7 77,250(%) 20,993 ,001 34,18 120,32
KN14 22,750 20,993 ,288 -20,32 65,82
KN21 142,000(*) 20,993 ,000 98,93 185,07
KP7 69,500(*) 20,993 ,003 26,43 112,57
KP14 147,500(*) 20,993 ,000 104,43 190,57
KP21 97,250(*) 20,993 ,000 54,18 140,32
P7 69,000(*) 20,993 ,003 25,93 112,07
P14 -25,250 20,993 ,239 -68,32 17,82

* The mean difference is significant at the .05 level.
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LAMPIRAN G. Prosedur Penelitian

i

Kandang pemeliharaan hewan coba Vibrasi CFA + salin steril

Anastesi ketamin pada hewan coba Injeksi CFA secara intraartikular sendi
temporomandibula sebelah kanan
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Perebusan ikan lemuru

Hasil sentrifugasi menghasilkan 3 lapisan
(minyak ikan, lemak dan air)

Minyak ikan murni diletakkan
dalam botol bening

74


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

Sondase salin steril

Sondase minyak ikan lemuru

Pengambilan jaringan hewan coba
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Fiksasi jaringan

Dehidrasi jaringan

Penanaman jaringan (embedding)
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LAMPIRAN H. Alat dan Bahan Penelitian

Ketamin

Spuit tuberkulin

Piroksikam
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A .Kapas steril; B. Klorofom; C. Asam formiat 10%; D. Buffer formalin; E. Salin
steril; F. Tisu; G. Minyak ikan lemuru

A.Papan fiksasi; B. Gelas ukur; C. Spuit tuberkulin; D. Spuit terumo; E. Gunting
bedah; F. Pinset sirurgis; G. Pinset anatomis; H. Handle scalpel
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Mikrotom

Oven
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Water bath

Slide Warmer

Pewarna emafoXyIin Ein (HrE) :
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