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Pengaruh  Terapi  Ekstrak  Daun Tempuyung (Sonchus arvensis L.)
Terhadap Kadar  MDA dan Aktivitas Protease Sendi pada Tikus

(Rattus norvegicus) Model Rheumatoid Arthritis Induksi CFA

ABSTRAK

Rheumatoid arthritis (RA) merupakan penyakit rematik yang
menyebabkan penurunan fungsi sendi. Rheumatoid arthritis terjadi dengan
banyaknya senyawa radikal bebas didalam tubuh yang akan bereaksi dengan asam
lipid tak jenuh dan menghasilkan produk akhir berupa malondealdehida (MDA).
Stress oksidatif oleh radikal bebas juga dapat menyebabkan peningkatan neutrofil
yang akan mensekresikan protease. Ekstrak daun tempuyung memiliki kandungan
flavonoid yang memiliki kemampuan sebagai antioksidan yang mampu
menghambat radikal bebas sehingga kerusakan jaringan pada sendi dapat ditekan.
Tujuan dari penelitian ini yaitu untuk mengetahui potensi terapi ekstrak daun
tempuyung dalam menurunkan kadar MDA dan aktivitas protease sendi pada
tikus yang diinduksi dengan CFA. Pengukuran kadar MDA dilakukan dengan uji
Thiobarbiuric Acid (TBA) dan pengukuran aktivitas protease sendi dengan
metode uji Walter secara spektofotometri. Hewan coba yang digunakan dalam
penelitian ini adalah tikus jantan berumur 8 minggu dengan berat rata-rata 200g.
Hewan coba dibagi  menjadi 5 kelompok yaitu kontrol negatif, kelompok kontrol
positif, dan kelompok terapi yaitu dengan dosis terapi 50 mg/Kg BB, 100 mg/kg
BB, dan 200 mg/kg BB. Analisa data kadar MDA dan aktivitas protease sendi
tikus dilakukan secara kuantitatif menggunakan analisis ragam ANOVA dan uji
lanjutan Tukey (α = 0,05). Hasil penelitian menunjukan bahwa terapi ekstrak
etanol daun tempuyung dapat menurunkan kadar MDA dan aktivitas protease
secara signifikan (p<0,05). Dosis 200 mg/kg BB adalah dosis terbaik dimana
peningkatan kadar MDA dari kontrol negatif sebesar 0,067% dan peningkatan
aktivitas protease sendi dari kontrol negatif sebesar 15%. Kesimpulan dari
penelitian ini menunjukan bahwa ekstrak etanol daun tempuyung berpotensi
sebagai alternatif terapi Rheumatoid arthritis berdasarkan penurunan kadar MDA
dan penurunan aktivitas protease sendi.

Kata kunci : Rheumatoid arthritis, CFA, MDA, Aktivitas protease sendi
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Therapeutic Effect of Sonchus arvensis Leaf Extract Towards MDA levels
and Joints Protease Activity in Rat ( Rattus novergicus ) Models of

Rheumatoid Arthritis Induced by CFA

ABSTRACT

Rheumatoid arthritis (RA) is a rheumatic disease that causes a decrease in
joint function. Rheumatoid arthritis occurs with the number of free radicals in the
body that will react with unsaturated lipid acids and produce malondealdehida
(MDA). Oxidative stress by free radicals may also cause an increase in
neutrophils that will secretes proteases. Sonchus arvensis leaf extract contains
flavonoids which have the ability as an antioxidant that can inhibit free radicals
and tissue damages in the joints can be suppressed. The purpose of this study was
to determine the therapeutic potential Sonchus arvensis leaf extract in reducing
the levels of MDA and joints protease activity induced by CFA. MDA
measurements performed with the Thiobarbiuric Acid (TBA) test and the protease
activity of the joint measurement using the Walter test. Animals used in this study
were 8 weeks old male rats with an average weight of 200g. This study used 5
groups of negative control, positive control, and group therapy with therapeutic
dose of 50 mg/kg BW , 100 mg/kg BW , and 200 mg/kg BW . Data analysis of
MDA and activity of protease joints of rats performed quantitatively using
analysis of variance ANOVA and Tukey follow-up test (α = 0.05). The results
showed that ethanol extract of Sonchus arvensis leaves therapy may reduce MDA
levels and protease activity significantly (p <0.05). Dose of 200 mg/kg BW was
an effective dose where the increase of MDA from negative control was 0,067 %
and the increase of protease activity of the join from negative control only 15 %.
The conclusion from this study showed that the ethanol extract of Sonchus
arvensis leaves is potential as an alternative therapy for Rheumatoid arthritis
based on the decreasing of MDA levels and decreasing activity of protease joints.

Keywords: Rheumatoid arthritis, CFA, MDA, activity protease of joints
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BAB 1 PENDAHULUAN

1.1 Latar belakang

Rheumatoid arthritis (RA) merupakan penyakit rematik yang

ditandai dengan peradangan yang menyebabkan nyeri, pembengkakan,

kekakuan, dan penurunan fungsi sendi. Rheumatoid arthritis cukup banyak

ditemukan di Amerika, sekitar  20 persen dari pet animal di Amerika

menderita rheumatoid arthritis pada usia tua (Arthritis Foundation, 2012).

Rheumatoid arthritis dianggap sebagai penyakit autoimun sistemik

dengan ciri utama dari peradangan sendi kronis yang pada akhirnya

mengarah pada kerusakan sendi. RA mempengaruhi 1% dari populasi dunia

dan dapat menyebabkan cacat berat.  Penyakit ini menyebabkan kerusakan

struktur yang besar, dengan  tingkat agresifitas penyakit yang berbeda-beda

serta memiliki dampak terhadap kualitas hidup pasien yang terkena.

Rheumatoid Artritis dalam waktu yang lama mempunyai prognosis yang

buruk, dimana akan menimbulkan kecacatan (80 %) setelah 5 tahun dan

dapat mengurangi angka harapan hidup 3- 18 tahun (Choy, 2001).

Sehubungan dengan hal tersebut studi tentang RA menggunakan hewan

yang diinduksi dengan Adjuvant Arthritis telah dilaporkan sebagai model

eksperimen (Prabowo, 2005).

Induksi Complete Freund’s Adjuvant (CFA) menyebabkan respons

inflamasi (Ramani, 2012). Complete Freund’s Adjuvant (CFA) juga dapat

memicu terbentuknya radikal bebas. Radikal bebas sendiri dapat
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menyebabkan stress oksidatif. Stress oksidatif yang diakibatkan oleh radikal

bebas dapat ditentukan dengan mengukur salah satu parameter yaitu

malondialdehid (MDA) (Valko et al., 2006). Radikal bebas juga dapat

menyebabkan peningkatan aktivitas protease sebagai respon imun dengan

mengaktivasi NF-kb sehingga akan mengekspresikan sitokin-sitokin

proinflamatori dan mengaktivasi neutrofil untuk melepaskan protease (Ninik

dkk., 2012).

Obat-obatan memainkan peran yang sangat penting dalam

pengobatan rheumatoid arthritis. Selama ini, pengobatan rheumatoid

artritis telah menggunakan obat-obatan berupa obat-obatan NSAID, dimana

pemberian terapi tersebut dalam jangka waktu yang lama akan

menimbulkan efek samping pada ginjal dan hati (Angelo, 2006). Dengan

demikian diperlukan bentuk terapi yang aman dan tidak menimbulkan efek

samping yang berbahaya bagi penderita Rheumatoid arthritis seperti terapi

dengan menggunakan bahan herbal yang mengandung senyawa bioaktif

seperti antioksidan yang sangat dibutuhkan sebagai terapi RA.

Daun tempuyung (Sonchus arvensis L.) mengandung senyawa

polifenol berupa flavonoid. Flavonoid merupakan komponen fenol, yaitu

bioaktif yang akan merubah reaksi tubuh terhadap senyawa lain seperti

alergen, virus, dan zat karsinogen. Sebagai antioksidan yang aktif, membuat

flavonoid banyak digunakan dalam pengobatan artritis dan pengerasan

pembuluh darah arteri (Wirakusumah, 2005).
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Pemanfaatan ekstrak daun tempuyung yang diyakini mengandung

senyawa antioksidan belum diteliti dalam kemampuannya untuk

menurunkan kadar MDA dan aktivitas protease sendi pada tikus model

Rheumatoid arthritis. Penelitian ini mempelajari tentang pengaruh

pemberian ekstrak etanol daun tempuyung (Sonchus arvensis. L) terhadap

kadar malondialdehid (MDA) dan aktivitas protease sendi tikus (Rattus

novergicus) rheumatoid arthtritis.

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan uraian latar belakang di atas, maka dapat dirumuskan

beberapa permasalahan sebagai berikut:

1. Apakah terapi ekstrak daun tempuyung dapat menurunkan kadar

malondialdehid (MDA) pada tikus model rheumatoid artritis?

2. Apakah ekstrak etanol daun tempuyung (Sonchus arvensis L.) dapat

menurunkan aktivitas protease sendi pada tikus model rheumatoid

artritis?

1.3 Batasan Masalah

Berdasarkan rumusan masalah diatas, maka batasan penelitian ini

adalah:

1. Hewan model yang dipakai yaitu tikus (Rattus norvegicus) jantan,

strain wistar, umur 8 minggu, dan berat badan 200 g, yang diperoleh

dari Laboratorium Biosains Universitas Brawijaya, Malang.

Penggunaan hewan coba telah mendapatkan sertifikat laik etik dari
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Komisi Etik Penelitian Universitas Brawijaya No. 412-KEP-UB.

(Lampiran 1)

2. Pembuatan tikus model Rheumatoid arhtritis (RA) dilakukan dengan

menginduksikan Clomplete Freund’s Adjuvant (CFA) sebanyak 2

kali dalam rentang waktu yang berbeda. Penginduksian pertama

dilakukan secara intradermal pada coccygeal pada hari ke-1

sebanyak 0,1 ml dan penginduksian kedua diberikan pada bagian

metatarsophalangeal extremitas caudal sinister dan dexter pada hari

ke-8 sebanyak 0,05 ml (Prabowo, 2005).

3. Varietas Daun Tempuyung yang dipakai untuk terapi adalah

Tempuyung (Sonchus arvensis L.) yang diperoleh dari Materia

Medika, Kota Batu-Malang, Jawa Timur yang mendapatkan surat

keterangan identifikasi dari UPT Materia Medica, Kota Batu.

Metode ekstraksi yang digunakan yaitu menggunakan metode

maserasi dengan pelarut etanol 96%. Ekstraksi dilakukan di

Laboratorium Teknik Kimia, Polinema Malang.

4. Dosis terapi yang digunakan dengan ekstrak daun tempuyung selama

14 hari berturut-turut yaitu sejumlah dosis 50 mg/kg BB, 100 mg/kg

BB dan dosis 200 mg/kg BB, diberikan dengan metode sonde

lambung (Lumbanraja, 2009).

5. Dalam penelitian ini diamati kadar malondialdehid (MDA) yang

akan diukur dengan uji TBA (Thiobarbituric Acid) dan aktivitas

protease sendi diukur dengan uji Walter secara spektofotometri.



5

1.4 Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini adalah:

1. Mengetahui pengaruh terapi ekstrak daun tempuyung terhadap kadar

MDA pada tikus model rheumatoid artritis.

2. Mengetahui pengaruh terapi ekstrak daun tempuyung terhadap

aktivitas protease sendi pada tikus model rheumatoid artritis.

1.5 Manfaat Penelitian

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan manfaat berupa

informasi terkait kajian ilmiah tentang patomekanisme rhematoid artritis

(RA) dan potensi daun tempuyung (Sonchus arvensis L.) sebagai terapi

rheumatoid artritis (RA).
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BAB 2 TINJAUAN PUSTAKA

2.1    Rheumatoid Arhtritis

Rheumatoid arthritis (RA) merupakan penyakit rematik yang

ditandai dengan peradangan yang menyebabkan nyeri, pembengkakan,

kekakuan, dan penurunan fungsi sendi. Kata arthritis berasal dari dua kata

Yunani. Pertama, arthron, yang berarti sendi. Kedua, itis yang berarti

peradangan. Secara harfiah, arthritis berarti radang sendi. Sedangkan

rheumatoid arthritis adalah suatu penyakit dimana persendian (biasanya

sendi tangan dan kaki) mengalami peradangan, sehingga terjadi

pembengkakan, nyeri dan seringkali akhirnya menyebabkan kerusakan

bagian dalam sendi (Gordon, 2002). Engram (1998) mengatakan bahwa,

rheumatoid arthritis adalah penyakit jaringan penyambung sistemik dan

kronis dikarakteristikkan oleh inflamasi dari membran sinovial. Rheumatoid

arthritis menyerang sendi diartrosis dimana sebagian besar merupakan

sendi-sendi kecil, misalnya yang paling banyak ditemukan adalah pada

sendi metakarpofalangeal, metatarsofalangeal, dan interfalanges proksimal.

Gejala klinis yang sering muncul pada anjing atau kucing yang

menderita Rheumatoid arthritis yaitu kekakuan pada sendi, inflamasi pada

sendi, perubahan ketika berjalan, anorexia, depresi, demam, proliferasi

synovial, perluasan inflamasi pada pannus ke dalam rongga sendi

menyebabkan  terjadi perubahan yang erosif, apabila terjadi secara terus-

menerus akan berakibat pada kerusakan artikular kartilago dan tulang.

6
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Gambaran histologi sinovium dalam sendi yang normal merupakan

lapisan tipis halus yang memegang beberapa fungsi penting. Sinovium

berfungsi sebagai sumber nutrisi penting untuk tulang rawan karena tulang

rawan sendiri merupakan avaskular, selain itu sel-sel sinovial mensintesis

pelumas sendi seperti asam hyaluronic, serta kolagen dan fibronektin yang

merupakan kerangka struktural dari interstitium sinovial (Clifton, 2007).

2.1.2 Etiologi

Penyebab penyakit rheumatoid arthritis belum diketahui secara

pasti, namun faktor predisposisinya adalah mekanisme imunitas (antigen-

antibodi), faktor metabolik, dan infeksi virus. Ada beberapa teori penyebab

rheumatoid arthritis antara lain infeksi streptokokus hemolitikus dan

streptokokus non-hemolitikus, endokrin, autoimun, metabolik dan faktor

genetik serta faktor pemicu lainnya. Pada saat ini, rheumatoid arthritis

diduga disebabkan oleh faktor autoimun dan infeksi (Alamanos et al,

2005).

2.1.3 Patomekanisme Arthritis

Proses awalnya, antigen (bakteri, mikroplasma atau virus)

menginfeksi sendi akibatnya terjadi kerusakan lapisan sendi yaitu pada

membran sinovial dan terjadi peradangan yang berlangsung terus menerus.

Peradangan ini akan menyebar ke tulang rawan, kapsul fibroma sendi,

ligamen dan tendon, kemudian terjadi penimbunan sel darah putih dan

pembentukan pada jaringan parut sehingga membran sinovium menjadi
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menebal. Terjadinya hipertrofi ini menyebabkan aliran darah yang masuk ke

dalam sendi menjadi terhambat. Keadaan seperti ini akan mengakibatkan

terjadinya nekrosis (rusaknya jaringan sendi), nyeri hebat dan deformitas

(Schuna, 2005).

Rheumatoid arthritis ditandai oleh peradangan terus-menerus dari

lapisan sinovial pada sendi yang dapat menyebabkan deformitas sendi.

Inflamasi sinovial dapat terjadi pada pembuluh darah, yang menyebabkan

hiperplasia sel endotel pembuluh darah kecil, fibrin, platelet dan inflamasi

sel yang dapat menurunkan aktivitas vaskuler pada jaringan sinovial, hal ini

menyebabkan gangguan sirkulasi darah dan berakibat pada peningkatan

metabolisme yang memacu terjadinya hiperplasia (peningkatan abnormal

dalam jumlah sel dalam suatu organ atau jaringan) dan sel dalam keadaan

hipoksia. Sel yang hipoksia dalam sinovium berkembang menjadi edema

dan menyebabkan multiplikasi sel sinovial. Sel pada sinovium tumbuh dan

membelah secara abnormal, membuat lapisan sinovium menebal, sehingga

sendi membesar dan bengkak (Ackerman and Rosai, 2004).

Sistem imun merupakan bagian pertahanan tubuh yang dapat

membedakan komponen self dan non-self. Pada kasus rheumatoid arthritis,

sistem imun tidak mampu lagi membedakan keduanya dan menyerang

jaringan sinovial serta jaringan penyokong lain. Inflamasi berlebihan

merupakan manifestasi utama yang tampak pada kasus rheumatoid arthritis.

Inflamasi terjadi karena adanya paparan antigen. Antigen dapat berupa
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antigen eksogen, seperti protein virus atau protein antigen endogen (Schuna,

2005).

Paparan antigen akan memicu pembentukan antibodi oleh sel B.

Pada pasien rheumatoid arthritis ditemukan antibodi yang dikenal dengan

Rheumatoid Factor (RF). Rheumatoid Factor mengaktifkan komplemen

kemudian memicu kemotaksis, fagositosis dan pelepasan sitokin oleh sel

mononuklear sehingga dapat mempresentasikan antigen kepada sel T CD4+.

Sitokin yang dilepaskan merupakan sitokin proinflamasi dan kunci

terjadinya inflamasi pada rheumatoid arthritis seperti TNF-α, IL-1 dan IL-6.

Aktivasi sel T CD4+ akan memicu sel-sel inflamasi datang ke area yang

mengalami inflamasi. Protein vasoaktif seperti histamin dan kinin juga

dilepaskan yang menyebabkan edema, eritema,  nyeri dan terasa panas.

Inflamasi kronis yang dialami pasien rheumatoid arthritis menyebabkan

membran sinovial mengalami proliferasi berlebih yang dikenal dengan

pannus. Pannus akan menginvasi kartilago dan permukaan tulang yang

menyebabkan erosi tulang dan akhirnya kerusakan sendi (Schuna, 2005).

2.2 Radikal Bebas dan antioksidan

Radikal bebas adalah suatu senyawa yang memiliki elektron tidak

berpasangan pada lapisan kulit luarnya. Elektron tidak berpasangan tersebut

bersifat reaktif dan tidak stabil sehingga dapat mengakibatkan kerusakan

sel, gangguan fungsi sel, bahkan kematian sel (Andriani, 2007).

Tingginya radikal bebas dalam tubuh dapat menyebabkan stress

oksidatif. Stres oksidatif adalah suatu kondisi yang berhubungan dengan



10

peningkatan kecepatan kerusakan sel akibat induksi oksigen dan turunannya

(senyawa spesies oksigen reaktif atau ROS). Kerusakan sel terjadi akibat

ketidakseimbangan antara pembentukan ROS dan aktivitas pertahanan

enzim antioksidan (Lee et al., 2004).

Radikal bebas diproduksi oleh tubuh pada proses metabolisme

normal. Atom atau molekul dengan elektron bebas ini dapat digunakan

untuk menghasilkan tenaga dan beberapa fungsi fisiologis seperti

kemampuan untuk membunuh virus dan bakteri. Namun tenaga yang sangat

tinggi dari radikal bebas juga dapat merusak jaringan normal apabila

jumlahnya terlalu banyak. Radikal bebas dapat mengganggu produksi DNA,

lapisan lipid pada dinding sel, mempengaruhi pembuluh darah, dan produksi

prostaglandin (Droge, 2002).

Antioksidan sudah dikenal sebagai senyawa untuk melawan suatu

radikal bebas. Antioksidan dinyatakan sebagai senyawa yang secara nyata

dapat memperlambat oksidasi (Trilaksani, 2005). Antioksidan menurut

Kuncahyo dan Sunardi (2007) adalah senyawa kimia yang dapat

menyumbangkan satu atau lebih elektron kepada radikal bebas, sehingga

radikal bebas tersebut dapat diredam.

Di dalam tubuh sudah terdapat enzim yang dapat menangkal radikal

bebas, namun bila jumlah radikal bebas berlebihan tubuh memerlukan

antioksidan dari luar untuk menangkal radikal bebas (Edyson, 2003). Tubuh

tidak mempunyai cadangan antioksidan dalam berjumlah berlebih, sehingga

jika terjadi paparan radikal berlebih maka tubuh membutuhkan antioksidan
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eksogen. Antioksidan alami mempunyai tingkat keamanan yang lebih baik

dibandingkan dengan antioksidan sintetik (Edyson, 2003).

Antioksidan dapat menetralkan radikal bebas, seperti enzim SOD,

glutation peroksidase, dan katalase. Antioksidan dapat diperoleh dari asupan

makanan yang banyak mengandung vitamin C, vitamin E dan berkaroten

serta senyawa fenolik. Lawrence et al. (2000) menambahkan bahwa

antioksidan berfungsi untuk menetralisir atau meredam dampak negatif dari

radikal bebas. Barus (2009) mengelompokkan fungsi antioksidan

berdasarkan mekanisme kerjanya menjadi fungsi utama dan sekunder.

Fungsi utama antioksidan yaitu sebagai pemberi atom hidrogen yang sering

disebut sebagai antioksidan primer. Senyawa ini dapat memberikan atom

hidrogen secara cepat ke radikal lipida atau mengubahnya ke bentuk lebih

stabil, sementara turunan radikal antioksidan tersebut memiliki keadaan

lebih stabil dibanding radikal bebas. Fungsi sekunder merupakan fungsi

memperlambat laju autooksidasi dengan berbagai mekanisme diluar

mekanisme pemutusan rantai autooksidasi dengan pengubahan radikal bebas

kebentuk lebih stabil.

2.3 Malondealdehida (MDA)

Ketidakseimbangan antara radikal bebas dengan antioksidan disebut

stress oksidatif. Stress oksidatif dalam jangka panjang dapat menyebabkan

berbagai penyakit. Stress oksidatif yang ditimbulkan oleh radikal bebas

dapat ditentukan dengan mengukur kadar MDA. Kadar MDA yang tinggi
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menunjukkan bahwa sel mengalami stress oksidatif (Valko et al., 2006).

Pada sel, ROS dapat bereaksi dengan phospholipid membran menyebabkan

peroksidasi lipid dengan produk akhir malondialdehid (MDA) yang akan

menginisiasi reaksi berantai. MDA akan menyebabkan kerusakan fungsi

membran dan menginaktifkan reseptor dan enzim yang terdapat pada

membran, serta meningkatkan permeabilitas jaringan.

Malondialdehid (MDA) terbentuk dari peroksidasi lipid (lipid

peroxidation) pada membran sel yaitu reaksi radikal bebas dengan Poly

Unsaturated Fatty Acid (PUFA). Reaksi tersebut terjadi secara berantai,

akibat akhir dari reaksi rantai tersebut akan terbentuk hidrogen peroksida.

Hidrogen peroksida tersebut dapat menyebabkan dekomposisi beberapa

produk aldehid yang bersifat toksik terhadap sel dan berbeda panjang

rantainya, antara lain MDA, yang merupakan salah satu aldehid utama yang

terbentuk (Putri et all., 2011). Tingginya kadar radikal bebas yang sangat

reaktif dalam tubuh tidak dapat diukur namun dapat ditunjukkan oleh

rendahnya akitifitas dari enzim antioksidan dan tingginya kadar

malondialdehid (MDA ), sehingga dengan memeriksa kadar MDA kita

dapat mengukur tinggi radikal bebas yang ada didalam tubuh.

2.4 Aktivitas protease

Protease adalah enzim yang mengkatalisasi pemecahan ikatan

peptida dalam peptida, polipeptida dan protein dengan menggunakan reaksi
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hidrolisis menjadi molekul yang lebih sederhana seperti peptida rantai

pendek dan asam amino (Naiola dan Widyastuti 2002).

Protease merupakan kelompok enzim-enzim yang kompleks yang

menduduki posisi sentral dalam aplikasinya pada bidang fisiologis.

Protease ekstraseluler sebagian besar berperan dalam hidrolisis substrat

polipetida besar. Enzim proteolitik intraseluler memainkan peran penting

dalam metabolisme dan proses regulasi pada sel hewan, tumbuhan dan

mikroorganisme, seperti mengganti protein, memelihara kesetimbangan

antara degradasi dan sintesis protein.

Pelepasan protease di jaringan akibat rangsangan dari produk bakteri,

cedera fisik dan obat-obatan yang dapat memicu aktivasi makrofag. Aktivasi

makrofag tersebut merangsang terbentuknya sitokin proinflamasi seperti IL-

1β, IL-6 dan TNF-α. yang menyebabkan migrasi neutrofil dan pelepasan

enzim proteolitik (protease) yang berperan dalam kerusakan jaringan.

Peningkatan aktivitas protease dapat digunakan sebagai indikasi adanya

inflamasi dan mengukur tingkat keparahannya (Simpson et al., 2005).

Peningkatan produksi ROS akan menyebabkan aktivasi NF-kB dan

fosforilasi IkB (Campbell et al,. 2006). Menurut Chevion et al (2003) ROS

menginisiasi cascade serin kemudian menyebabkan terjadinya fosforilasi

IkB (penambahan fosfat pada IkB). Hal tersebut menyebabkan ikatan NF-

Kb dengan IkB terlepas, sehingga NF-kB berpindah ke dalam inti sel

(nukleus). Nuklear faktor-kB (NF-kB) merupakan faktor transkripsi yang

mengatur ekspresi gen-gen imun dan respon inflamasi seperti sitokin
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proinflamatori, kemokin, enzim inflamasi dan molekul adhesi. Pelepasan

sitokin proinflamatori memicu aktivasi dan migrasi neutrofil serta pelepasan

protease (enzim proteolitik) (Zhang et al., 2001).

2.5 Daun tempuyung

Tempuyung merupakan salah satu tanaman obat yang berkhasiat.

Selain nama Latin, tempuyung juga memilki nama daerah seperti lobak air,

lempung jombang, galibug, lampenas, dan rayana. Tanaman ini sering kita

temukan di sekitar kita karena dapat tumbuh di antara puing-puing

bangunan, tembok, ataupun pinggir jalan (Winarto,2004). Daunnya tunggal

berbentuk lonjong dan mempunyai ujung runcing serta berwarna hijau

keunguan, permukaannya licin dan tepinya berombak juga bergigi tak

beraturan. Panjang daunnya kira-kira 6-48 cm dan mempunyai lebar sekitar

3-12 cm.

Gambar 2.1 Tumbuhan tempuyung (Winarto, 2004)

Daun tempuyung mempunyai rasa pahit. Tumbuhan ini juga

memiliki khasiat sebagai pencahar, menurunkan panas, serta menghilangkan

racun. Selain untuk mengobati kelebihan asam urat, tempuyung juga
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digunakan untuk mengobati penyakit saluran kencing, darah tinggi ringan,

kencing batu, bisul, mengurangi bengkak, mengobati usus buntu ringan dan

wasir (Sitanggang dan Dewani, 2006)

Klasifikasi Daun tempuyung yaitu (Winarto, 2004):

Difisi : Spermatophyta

Subdifisi : Angiospermae

Kelas : Dicotyledonae

Ordo : Asterales

Suku/Family : Compositae

Marga : Sonchus

Spesies : Sonchus arvensis Linn

Nama umum : Tempuyung

Kandungan kimia yang terdapat dalam daun tempuyung berupa ion-

ion mineral, seperti silika; kalium; magnesium; natrium; dan senyawa

organik, seperti flavonoid. Kandungan flavonoid total dalam daun

tempuyung sekitar 0,1044%. Selain berguna sebagai antioksidan, senyawa

flavonoid dalam daun tempuyung juga berguna sebagai antiradang dan

memperkuat dinding kapiler. Senyawa   flavonoid yang   ada dalam daun

tempuyung yaitu kaempferol, luteolin-7-Oglukosida, dan apigenin-7-o-

glukosida) (Winarto, 2004).

Flavonoid memiliki kemampuan sebagai antioksidan mekanisme

scavenger radikal bebas melalui pembentukan radikal fenoksil yang kurang
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reaktif. Kemampuan senyawa flavonoid (FlOH) sebagai scavenger radikal

bebas (R•) dengan mendonasikan atom hidrogen dari gugus hidroksilnya.

Gambar 2.2 Mekanisme reaksi flavonoid dengan radikal bebas (Nanik

dkk., 2012)

Gambar 2.2 menunjukkan bahwa Reaksi radikal fenoksil flavonoid

(FlO•) dan sebuah molekul stabil (RH). FlO• kemudian mengalami

perubahan struktur resonansi dengan  redistribusi elektron tak berpasangan

pada cincin aromatik. Dengan demikian, radikal fenoksil flavonoid memiliki

reaktivitas yang lebih rendah dibandingkan dengan R•. FlO• dapat bereaksi

dengan radikal bebas yang lain untuk membentuk senyawa yang tidak

reaktif melalui reaksi terminasi radikal-radikal yang ditunjukkan dengan

reaksi sebagai berikut:

FlO• + R• . FIO R

FlO• +

FlO•. . . . .                  . . . . . . . . FlO–Ofl

Adanya senyawa flavonoid pada daun tempuyung diharapkan

mampu menghambat reaktivitas radikal bebas. Penghambatan radikal bebas
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ini akan menekan terjadinya peroksidasi lipid, sehingga kadar MDA

menurun, selain itu dapat menekan neutrofil untuk pelepasan protease,

sehingga aktivitas protease pada sendi dapat menurun dan kerusakan

jaringan pada sendi dapat ditekan.

2.6 Hewan Coba Tikus Putih (Rattus norvegicus)

Rattus norvegicus memiliki rambut tubuh berwarna putih dan mata

yang merah (Myers dan Armitage, 2004). Karakteristik dari tikus putih

(Rattus norvegicus) antara lain panjang badan 18-25 cm, kepala dan badan

lebih pendek dari ekornya, hidung tumpul serta telinga kecil (Armitage,

2004). Ada dua sifat yang membedakan antara hewan coba tikus dan hewan

coba yang lainnya, yaitu tikus tidak memiliki kantong empedu sehingga tidak

ada respon muntah. Hal tersebut memudahkan dalam pemberian obat melalui

oral atau sonde lambung (Sirois, 2005).

Sistem klasifikasi tikus Rattus norvegicus menurut Myers dan

Armitage (2004) adalah sebagai berikut:

Kingdom : Animalia

Filum : Chordata

Kelas : Mammalia

Ordo : Rodentia

Famili : Muridae

Genus : Rattus

Spesies : Rattus norvegicus
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Tikus Rattus norvegicus merupakan hewan yang umum digunakan

dalam penelitian karena mudah dipelihara dan mudah berkembang biak.

Tikus ini memiliki sifat yang tidak dapat muntah karena struktur anatomi

yang tidak lazim pada tempat bermuara esophagus ke dalam lambung

sehingga mempermudah saat pemberian terapi menggunakan sonde, dan

tikus putih tidak memiliki kandung empedu (Suckow, 2006). Rattus

norvegicus memiliki kebutuhan asam amino esensial yang sama seperti

manusia. Terdapat kemiripan fungsi dan bentuk organ serta proses biokimia

dan biofisik antara tikus dan manusia sehingga penelitian yang dilakukan

dapat diaplikasikan pada manusia (Hedrich, 2006).

2.7 CFA (Complete Freund’s Adjuvant)

Complete Freund Adjuvant adalah salah satu ajuvan yang paling

umum digunakan dalam penelitian untuk merangsang system imunitas

tubuh dengan menggunakan paparan antigen. Ajuvan ini merupakan air

dalam minyak emulsi. Hal ini dibuat dari minyak non – metabolis (minyak

parafin dan monooleat mannide). Ajuvan juga mengandung Mycobacterium

tuberculosis yang sudah dimatikan, tanpa bakteri itu ajuvan tidak akan

lengkap dikarenakan ajuvan ini membutuhkan antigen untuk menginduksi

respon Th1. Pertama kali dikembangkan oleh Jules Freund di tahun 1940,

Complete Freund Adjuvant dirancang untuk memberikan antigen yang

diperlukan untuk merangsang sistem kekebalan (Freund, 1956).

Injeksi antigen dalam CFA menginduksi respon Th1, lebih dominan

bila dibandingkan dengan injeksi di Incomplete Freund Adjuvant (IFA),
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yang tidak memiliki komponen mikobakteri dan menginduksi respon Th2.

Komponen penting dari respon CFA adalah reaksi inflamasi yang intens di

lokasi pengendapan antigen (Freund, 1956).
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BAB 3 KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS PENELITIAN

3.1 Kerangka Konsep

Keterangan :

: Induksi : Patomekanisme

: Terapi :  Induksi

: Variabel yang diamati :  Menghambat

: Pengaruh Induksi

: Pengaruh Terapi

Ekstrak etanol daun
tempuyung

CFA Tikus (Rattus
novergicus)

Aktivasi Antigen Presenting Cell

Reaktive Oxygen Species
(ROS)

Stress Oksidatif

Peroksidasi Lipid (Poliunsaturated
Fatty Acid / PUFA)

Malondialdehid (MDA)

Kerusakan jaringan sendi
Rheumatoid arthritis

Infiltrasi Neutrofil

Aktivitas protease sendi

Aktivasi sel inflamatori (Makrofag)

Ekspresi Sitokin Proinflamatori
(TNF-α, IL1, IL6)

Aktivasi NF-kB

20



21

Complete Freund’s Adjuvant (CFA) yang masuk akan menyebabkan

aktivasi Antigen precenting cell (APC) berupa sel dendrit yang merupakan

innate immune system. APC akan mempresentasikan antigen ke permukaan

sel sehingga dapat dikenali oleh sel limfosit T helper (Th), sel Th kemudian

akan mensekresikan IFN- ᵞ yang mana akan mengaktivkan makrofag.

Aktivasi makrofag akan memicu peningkatan aktivitas dan produksi  ROS

(Konturek et al, 2003). Reactive Oxygen Spesies (ROS) yang terlepas dapat

menyebabkan ketidakseimbangan antara radikal bebas dan antioksidan

sehingga menimbulkan stress oksidatif. Radikal bebas akan bereaksi dengan

asam lemak tidak jenuh (PUFA) penyusun membran sel sehingga terjadi

peroksidasi lipid yang menghasilkan produk aldehida berupa

malondialdehid (MDA). Terbentuknya Malondialdehida (MDA) merupakan

biomarker terjadinya kerusakan sendi akibat reaksi peroksidasi lipid dan

pertanda adanya penyakit Rheumatoid arthritis.

Peningkatan produksi ROS akan menyebabkan aktivasi NF-kB dan

fosforilasi IkB (Campbell et al,. 2006). Menurut Chevion et al (2003) ROS

menginisiasi cascade serin kemudian menyebabkan terjadinya fosforilasi

IkB (penambahan fosfat pada IkB). Hal tersebut menyebabkan ikatan NF-kB

dengan IkB terlepas, sehingga NF-kB berpindah ke dalam inti sel (nukleus).

Nuklear faktor-kB (NF-kB) merupakan faktor transkripsi yang mengatur

ekspresi gen-gen imun dan respon inflamasi seperti sitokin proinflamatori,

kemokin, enzim inflamasi dan molekul adhesi. Pelepasan sitokin
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proinflamatori memicu aktivasi dan migrasi neutrofil serta pelepasan

protease (enzim proteolitik) (Zhang et al., 2001).

Daun tempuyung (Sonchus arvensis L.) mengandung senyawa

flavonoid yang bersifat antioksidan. Senyawa tersebut akan menghambat

oksidasi dengan cara menangkap radikal bebas, mereduksi, mendonorkan

atom hidrogen dan meredam oksigen singlet hingga jumlah oksidan dan

antioksidan seimbang (Kumaran dan Karunakaran, 2007). Efek flavonoid

sebagai antioksidan dapat menstabilkan Reactive Oxygen Species (ROS)

melalui reaksi dengan senyawa reaktif dari radikal sehingga radikal menjadi

inaktif (Nijveldt et al., 2001).

3.2 Hipotesis Penelitian

Berdasarkan rumusan masalah yang telah ada, maka hipotesis

penelitian ini adalah :

1. Pengaruh terapi ekstrak daun tempuyung dapat menurunkan kadar MDA

pada tikus (Rattus norvegicus) model rheumathoid artritis hasil induksi

CFA.

2. Pengaruh terapi ekstrak daun tempuyung dapat menurunkan aktivitas

protease sendi pada tikus (Rattus norvegicus) model rheumathoid artritis

hasil induksi CFA.
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BAB 4 METODOLOGI PENELITIAN

4.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian dilaksanakan dilaboraturium Biosains Universitas

Brawijaya Malang, Laboraturium Faal Fakultas kedokteran Universitas

Brawijaya, Laboraturium Biomedik Fakultas kedokteran Universitas

Brawijaya. Penelitian dilaksanankan pada bulan Agustus 2015 hingga

Oktober 2015.

4.2 Sampel Penelitian

Penelitian ini menggunakan hewan coba (Rattus norvegicus) jantan

strain wistar dengan umur 2 bulan dan memiliki berat badan 200 g. Hewan

coba diaklimatisasi selama tujuh hari untuk menyesuaikan dengan kondisi di

laboratorium. Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap

(RAL). Besar sampel dihitung dengan menggunakan rumus (Kusriningum,

2008):

t (n-1) ≥ 15

5 (n-1) ≥ 15

5n - 5 ≥ 15

5n ≥ 20

n ≥ 4

Keterangan :

t  = jumlah kelompok perlakuan

n = jumlah ulangan yang diperlukan
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Berdasarkan perhitungan di atas, maka untuk lima perlakuan

diperlukan jumlah sampel atau ulangan paling sedikit empat kali dalam

setiap kelompok, sehingga penelitian ini menggunakan hewan coba

sebanyak 20 ekor tikus yang mana masing-masing kelompok menggunakan

empat ekor tikus.

4.3  Rancangan Penelitian

Tabel 4.1. Rancangan kelompok penelitian

Penelitian ini bersifat eksperimental menggunakan Rancangan Acak

Lengkap (RAL). Hewan coba dibagi menjadi lima kelompok perlakuan,

masing-masing perlakuan terdiri dari 4 ekor hewan coba, yaitu kelompok

kontrol hewan coba sehat (Kontrol -) yang merupakan hewan coba tanpa

perlakuan, kelompok kontrol positif (Kontrol +) diinjeksi dengan CFA

sebanyak 0.1 ml pada hari ke-1 dan 0,05 ml pada hari ke-8, kelompok terapi

satu (T1) diinjeksi dengan CFA sebanyak 0.1 ml pada hari ke-1 dan 0,05 ml

pada hari ke-8 kemudian diterapi dengan dosis 50 mg/kg BB pada hari ke-16

sampai hari ke-29, kelompok terapi dua (T2) diinjeksi dengan CFA sebanyak

0.1 ml pada hari ke-1 dan 0,05 ml pada hari ke-8 kemudian diterapi dengan

Variabel yang diamati Ulangan
Kadar MDA dan Aktivitas protease
Sendi

1 2 3 4

Kelompok kontrol negatif
Kelompok kontrol positif
Kelompok  T1 (terapi 50 mg/kg BB)
Kelompok  T2 (terapi 100 mg/kg BB)
Kelompok  T3 (terapi 200 mg/kg BB)
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dosis 100 mg/kg BB pada hari ke-16 sampai hari ke-29, dan kelompok terapi

tiga (T3) diinjeksi dengan CFA sebanyak 0.1 ml pada hari ke-1 dan 0,05 ml

pada hari ke-8 kemudian diterapi dengan dosis 200 mg/kg BB pada hari ke-16

sampai hari ke-29. Rancangan kelompok penelitian dapat dilihat pada tabel

4.1. Pada hari ke-30 tikus dibedah, diambil serum dan jaringan sendinya

(Lampiran 3).

4.4 Variabel Penelitian

Adapun variabel yang diamati dalam penelitian ini adalah :

Variabel bebas : Pemberian CFA dan pemberian terapi ekstrak etanol

daun tempuyung (Sonchus arvensis L.).

Variabel tergantung : Kadar MDA (Malondialdehida) dan Aktivitas

protease sendi.

Variabel kendali : Hewan coba strain Wistar jantan, berat badan, umur,

pakan pellet, minum, suhu kandang, kelembaban

kandang.

4.5 Alat dan Bahan Penelitian

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini adalah kandang tikus,

spuit 5 mL, spuit 1 mL, gunting, objek glass, scalpel, mortar, microtube,

water bath 100oC, vortex, kertas saring, tabung reaksi 250 mL, tabung reaksi

10 mL, spektrofotometer Shimadzu UV-visible spectrophotometer UV-1601,

Omron CompAir Compressor Nebulizer, micropipet, mortar dan Freezer.
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Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah tikus putih (Rattus

norvegicus), CFA, phosphat buffer saline (PBS), aquades, Na Phys, TCA

100 %, Standar MDA, Na-Thio 1%, pasir kuarsa, PBST-PMSF, Tris-HCL,

etanol absolut, Kasein, larutan baku tirosin, NaCl fisiologis 0,9%, alkohol

70%, alkohol 90%, alkohol 95%, chloroform, alkohol absolut dan metanol.

4.6 Tahapan Penelitian

Tahapan dalam penelitian ini yaitu sebagai berikut:

 Persiapan Hewan Coba

 Induksi Complete Freund’s Adjuvant (CFA)

 Ekstraksi Daun Tempuyung (Sonchus arvensis L.)

 Terapi Ekstrak Daun Tempuyung (Sonchus arvensis L.)

 Euthanasi hewan coba, pengambilan serum dan Jaringan Sendi

 Pengukuran Kadar MDA

 Pengukuran Aktivitas Protease

4.7 Prosedur Penelitian

4.7.1 Persiapan Hewan Coba

Hewan coba yang digunakan yaitu tikus putih (Rattus norvegicus)

jantan strain Wistar sebanyak 20 ekor yang diperoleh dari Laboraturium

Biosains Universitas Brawijaya, Malang dengan umur 2 bulan dan berat

badan rata-rata 200 g. Hewan coba diaklimatisasi selama tujuh hari dengan

pemberian pakan berupa ransum basal standar Association of Analytical
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Communities (AOAC) (2005) dengan komposisi karbohidrat, protein 10%,

lemak 3%, mineral, vitamin, dan air 12%. Rata-rata konsumsi pakan tikus

perhari (5 g/100 g BB/Hari) dan diberikan air minum adlibitum.

Tikus Masing-masing kelompok perlakuan ditempatkan dalam

kandang berupa bak plastik dengan penutup berbahan kawat berukuran 17.5

x 23.75 x 17.5 cm. Kandang diletakkan pada ruangan yang bebas

kegaduhan, polutan, berventilasi cukup dengan suhu optimum 22 - 24oC dan

kelembaban udara 50 - 60% (Asrini, 2013). Hewan coba telah mendapatkan

sertifikat laik etik dari Komisi Etik Penelitian Universitas Brawijaya dengan

No. 412-KEP-UB.

4.7.2 Induksi Complete Freund’s Adjuvant (CFA)

Sebanyak 20 ekor hewan coba (Rattus norvegicus) strain wistar

dikelompokkan menjadi 5 kelompok dengan masing-masing kelompok

berjumlah 4 ekor. Kelompok kontrol negatif (kelompok tikus sehat) tidak

diberi perlakuan, sedangkan kelompok kontrol positif, T1, T2, dan T3

dibuat model rheumatoid arthritis dengan diinduksi Adjuvant Arthritis

(CFA) yang telah dilaporkan sebagai model eksperimen oleh Prabowo pada

tahun 2005. Tikus dibuat model rheumatoid arthritis dengan cara diinduksi

CFA sebanyak 0,1 ml pada daerah Coccygeal pada hari ke-1 dan diinduksi

kembali sebanyak 0,05 ml dibagian metatarsophalangeal extremitas caudal

senister dan dexter pada hari ke-8.
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4.7.3 Ekstraksi Daun Tempuyung (Sonchus arvensis L.)

Simplisia diperoleh dari daun tempuyung (Sonchus arvensis L ) yang

dicuci dengan air mengalir dan dikering anginkan. Ekstrak daun tempuyung

(Sonchus arvensis L) dibuat sesuai dosis masing-masing terapi. Ekstraksi ini

menggunakan metode maserasi dengan menggunakan pelarut etanol 96%.

Maserasi adalah metode ekstrasi dengan prinsip pencapaian kesetimbangan

konsentrasi, menggunakan pelarut yang direndamkan pada simplisia dalam

suhu kamar. Menyiapkan daun tempuyung dan pelarutnya dengan

perbandingan 1:4 serta alat yang digunakan, dimasukkan daun tempuyung

ke dalam erlenmeyer tertutup, lalu dituang ethanol 96% ke dalam

erlenmeyer tertutup tersebut, setelah itu dikocok, kemudian didiamkan

selama 3 hari, setelah itu disaring ke dalam erlenmeyer vakum

menggunakan corong buchner dan pompa vakum, lalu larutan hasil

penyaringan tersebut dipekatkan menggunakan rotary evaporator. Pada

proses rotary evaporator, hal pertama yang dilakukan adalah mengisi water

bath dengan air hingga 2/3 kemudian dinyalakan waterbath sesuai dengan

suhu yang didinginkan, lalu dinyalakan water pump untuk mengkondisikan

suhu pada kondensor, setelah itu dipasang penampung destilat pada posisi

yang benar kemudian klem dengan penjepit besi yang tersedia, dimasukkan

sampel kedalam labu alas bulat, kemudian dipasang labu alas bulat dengan

kondisi vacum pump menyala dan kran diujung kondensor tertutup, lalu

dinyalakan rotary dengan kecepatan yang diinginkan, setelah itu diturunkan
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rotary dengan memutar kekanan handle hingga labu alas bulat tercelup ke

dalam water bath, kemudian diangkat rotary ketika telah selesai dan biarkan

selama 15 menit, lalu dimatikan dengan urutan: water bath, vaccum pump,

rotary, water pump dan cabut semua kabel yang terhubung dengan aliran

listrik. (Lampiran 4).

4.7.4 Terapi Ekstrak Daun Tempuyung (Sonchus arvensis L.)

Terapi ekstrak daun tempuyung (Sonchus arvensis L) pada hewan

coba dilakukan menggunakan sonde lambung sebanyak volume dosis per

ekor per hari mulai dari hari ke-16 sampai pada hari ke-29 sesuai dengan

dosis masing-masing kelompok, yaitu sebagai berikut:

 T1 (Kelompok hewan coba diinjeksi dengan CFA dan diberi terapi

ekstrak daun tempuyung (Sonchus arvensis L) dengan dosis 50 mg/kg

BB).

 T2 (Kelompok hewan coba diinjeksi dengan CFA dan diberi terapi

ekstrak daun tempuyung (Sonchus arvensis L) dengan dosis 100 mg/kg

BB).

 T3 (Kelompok hewan coba diinjeksi dengan CFA dan diberi terapi

ekstrak daun tempuyung (Sonchus arvensis L) dengan dosis 200 mg/kg

BB).

Perhitungan dosis yang diberikan untuk hewan coba telah dilampirkan

(Lampiran 5).
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4.7.5 Eutanasi, Pengambilan serum dan Jaringan Sendi

Eutanasi hewan coba dilakukan pada hari ke-30. Eutanasi hewan

coba dilakukan dengan cara dislokasi leher kemudian dilakukan

pembedahan. Pembedahan dilakukan pada bagian ekstremitas kaudal

sinister dan dexter, tikus diletakan dengan posisi dorsal recumbency

kemudian diambil bagian ekstremitas kaudal, diisolasi dan dipotong. Darah

diambil melalui intracardial dan dimasukkan pada tabung venoject merah,

kemudian dilakukan sentrifus untuk mengambil serumnya. Ekstremitas

kaudal sinister dan dexter dibilas dengan NaCl-fisiologis 0,9% kemudian

ekstremitas kaudal sinister dimasukkan dalam larutan Phospat Buffer

Saline-azida (PBS-azida) pH 7,4. (Lampiran 6)

4.7.6 Pengukuran Kadar Malondialdehid (MDA)

a. Penentuan Kurva Standar MDA

Tahapan yang dilakukan untuk menentukan kurva standar MDA

yaitu larutan stok MDA dengan konsentrasi 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 dan 8

μg/ml diambil masing-masing 100 μl, dimasukkan dalam microtube yang

berbeda. Kemudian ditambahkan 550 μl akuades. Masing-masing tabung

yang berisi 650 μl larutan ditambahkan 100 μl TCA 10%, 250 μl HCl 1 N

dan 100 μl Na-Thio 1%. Campuran dari berbagai macam senyawa tersebut

dijadikan satu dan dihomogenkan menggunakan vortex. Tabung ditutup

dengan menggunakan plastik dan diberi lubang kecil. Tabung diinkubasi
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pada penangas air dengan suhu 100 0C selama 30 menit kemudian

didinginkan pada suhu ruang.  Larutan standar kemudian dibaca pada

panjang gelombang maksimum menggunakan spektrofotometer (Shimadzu

UV-visible spechtrofotometer UV-1601) Kurva standar MDA diperoleh

dari persamaan regresi antara absorbansi (y) dan konsentrasi MDA (x)

(Amin,2009) (Lampiran 7).

b. Pengukuran Kadar MDA

Serum yang didapat dari darah diambil 100 μl dan dimasukkan

kedalam microtube. Kemudian ditambahkan akuades sebanyak 550 μl,

TCA 100 μl, dan dihomogenkan menggunakan vortex. Kemudian

ditambahkan Na-Thio 1% sebanyak 100 μl dan kembali dihomogenkan

dengan menggunakan vortex. Tabung ditutup menggunakan plastik dan

diberi lubang kecil. Tabung diinkubasi pada penangas air dengan suhu

1000C selama 30 menit kemudian didinginkan pada suhu ruang. Larutan

standar kemudian dibaca pada panjang gelombang maksimum

menggunakan spektofotometer (Shimadzu UV-visible spechtrofotometer

UV-1601 ). Kurva standar MDA diperoleh dari persamaan regresi antara

absorbansi (y) dan konsentrasi MDA (x) (Amin, 2009) (Lampiran 7).

4.7.7 Pengukuran Aktivitas Protease

a. Penentuan Panjang Gelombang Maksimum Tirosin

Sebanyak 1 ml larutan standar tirosin 10 μg/ml diukur absorbansi

pada rentang panjang gelombang 230-320 nm menggunakan spektro-
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fotometer UV-Vis dan dicari absorbansi maksimum. Absorbansi paling

tinggi dari rentang panjang gelombang tersebut merupakan panjang

gelombang maksimum dan digunakan untuk membuat kurva baku tirosin

dan pengukuran absorbansi sampel. (Lampiran 8).

b. Pembuatan Kurva Baku Tirosin

Disiapkan 10 labu ukur 10 ml dan masing-masing diisi dengan

larutan baku tirosin 20 μg/ml sebanyak 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 dan 10 ml

untuk membuat larutan standar tirosin 2, 4, 6, 8,10, 12, 14, 16, 18 dan 20

μg/ml. Kemudian ditambah akuades sampai tanda batas lalu ditutup dan

dikocok sampai homogen. Masing-masing 1 ml larutan standar tirosin

pada konsentrasi 2, 4, 6, 8,10, 12, 14, 16, 18 dan 20 μg/ml diukur

absorbansi pada panjang gelombang maksimum yang diperoleh. Hasil

absorbansi dibuat kurva baku tirosin. Blanko yang digunakan adalah

akuades.

c. Isolasi Protease

Sendi 1 g yang diisolasi dari metatarsophalangeal dan digiti

dipotong kecil dengan meng-gunakan gunting bedah, ditambah larutan

PBS-Tween : PMSF (9:1) sebanyak 1 ml, ditambah sedikit pasir kuarsa

dan digerus dengan menggunakan mortar dingin yang diletakkan di atas

balok es. Kemudian homogenat ditambah larutan PBS–Tween : PMSF

(9:1) sebanyak 4 ml dan dipindahkan ke dalam tabung polipropilen yang

telah disterilisasi dengan autoklaf. Kemudian dihomogenkan selama 10

menit, disonikasi dengan sonikator selama 10 menit dan disentrifugasi
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selama 15 menit dengan kecepatan 6000 rpm. Kemudian supernatan

diambil dan ditambah etanol absolut dingin dengan perbandingan 1:1 dan

dibiarkan selama semalam pada suhu 4oC hingga terbentuk endapan.

Kemudian disentrifugasi selama 15 menit dengan kecepatan 10.000 rpm,

diambil pellet dan dikeringkan hingga bau etanol hilang. Kemudian pellet

ditambah dengan larutan Tris-HCl 20 mM pH 6,8 dingin dengan

perbandingan volume 1:1 dan dilakukan homogenasi.

d. Pengukuran Aktivitas Protease Hasil Isolasi dari Sendi

Sebanyak 200 μl kasein 500 μg/ml dimasukkan dalam tabung

microtube, ditambah 300 μl larutan buffer fosfat pH 7 dan 100 μl enzim

protease hasil isolasi, kemudian didiamkan selama 60 menit pada suhu

37oC di dalam inkubator. Kemudian ditambahkan 400 μl larutan TCA

4% (b/v) dan didiamkan selama 30 menit pada suhu ruang. Kemudian

disentrifugasi dengan kecepatan 4000 rpm selama 10 menit. Supernatan

diambil 200 μl dan diencerkan 5 kali volume sampel dengan buffer fosfat

lalu diukur nilai absorbansinya menggunakan spektrofotometer UV-Vis

pada panjang gelombang maksimum tirosin yang diperoleh. Blanko yang

digunakan dibuat dengan prosedur penentuan aktivitas, tetapi larutan

kasein diganti dengan penambahan akuades.

Aktivitas protease kemudian diukur dengan menggunakan rumus

sebagai berikut:

Aktivitas enzim      = x x fp
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Dimana    : v = volume total sampel (mL)
q = waktu inkubasi (mL)
fp= faktor pengencaran
p = jumlah enzim (mL)

4.7 Analisa Data

Data hasil perlakuan dalam penilitian ini yaitu kadar MDA dan

aktivitas protease sendi dianalisis secara kuantitatif menggunakan analisis

ragam ANOVA dan uji lanjutan Tukey (α = 0.05) untuk melihat dan

menganalisa perbedaan antar kelompok perlakuan (Aylindania, 2007).
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BAB 5 HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1 Pengaruh Terapi Ekstrak Etanol Daun Tempuyung (Sonchus arvensis L)

Terhadap Kadar Malondialdehida (MDA) pada Hewan Model

Rheumatoid Arthritis.

Hasil pengukuran kadar malondialdehida tikus putih (Rattus

norvegicus) model Rheumatoid arthritis yang diukur dengan metode TBA,

didapatkan data seperti yang tertera pada Tabel 5.1. Malondialdehida

merupakan produk akhir dari peroksidasi lipid akibat rusaknya membran sel

oleh radikal bebas. Kadar MDA berbanding lurus dengan jumlah radikal

bebas dalam jaringan. Malondialdehida merupakan biomarker kerusakan sel

akibat radikal bebas. Pemberian induksi CFA akan mengakibatkan

peningkatan keadaan Rheumatoid Arthritis yang ditandai dengan peningkatan

kadar Malondialdehida (MDA) (Dong, 2009). Pengukuran kadar MDA

menggunakan uji TBA.

Tabel 5.1 Kadar Malondialdehida (MDA) serum pada tikus (Rattus
norvegicus)

Perlakuan
Rata-rata kadar
Malondialdehida

(MDA) mg/ml

Kadar MDA (%)
Peningkatan
Dari Kontrol

Negatif
Kontrol Negatif (K-) 294,312 ±0,426a -
Kontrol Positif (K+) 621,937±0,746d 111,318
Terapi 50 mg/kg BB 534,937±0,688c 81,75
Terapi 100 mg/kg BB 449,375±0,520b 52,67
Terapi 200 mg/kg BB 294,125±0,661a 0,067

Keterangan : Perbedaan notasi a, b, c, dan d menunjukkan adanya perbedaan yang
signifikan antar kelompok perlakuan (p<0,05).
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Hasil analisis statistika (One-Way ANOVA)  menggunakan SPSS for

Windows menunjukan bahwa pengaruh terapi ekstrak daun tempuyung pada

hewan model Rheumatoid Arthritis memberikan pengaruh yang signifikan

(p<0,05) terhadap kadar MDA (Tabel 5.1 dan Lampiran 14). Hasil uji

lanjutan BNJ menunjukkan bahwa terdapat perbedaan yang signifikan

(p<0.05) antara kelompok kontrol positif dengan kelompok kontrol negatif

dan kelompok terapi dosis 50 mg/kg BB, dan 100 mg/ BB. Kelompok terapi

200 mg/kg BB menunjukkan hasil tidak berbeda nyata (p>0,05) dengan

kelompok kontrol negatif, sehingga dosis 200 mg/kg BB adalah dosis terbaik

untuk menurunkan kadar MDA.

Berdasarkan hasil perhitungan kadar MDA pada Tabel 5.1, kelompok

kontrol negatif menunjukan kadar MDA sebesar 294,312 ±0,426 mg/mL.

Kadar MDA pada kelompok kontrol negatif merupakan respon fisiologis

tubuh yang dapat distabilkan oleh antioksidan endogen dan kadar MDA ini

digunakan sebagai standar untuk menentukan adanya peningkatan atau

penurunan yang terjadi karena pengaruh perlakuan dikarenakan sampai saat

ini belum ada standart normal untuk kadar MDA. Kadar MDA merupakan

indikator adanya radikal bebas yang diakibatkan oleh proses peroksidasi lipid.

Secara normal, radikal bebas terdapat dalam tubuh dalam jumlah kecil

sebagai akibat proses respirasi dan metabolisme dalam tubuh (Chatherine and

Lester Packer, 2003).

Kelompok kontrol positif atau kelompok hasil induksi CFA

menunjukkan kadar MDA berbeda nyata dengan kelompok kontrol negatif
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dan terjadi peningkatan kadar malondialdehida terhadap kelompok kontrol

negatif sebesar 111,318 % (Tabel 5.1 dan Lampiran 14). Peningkatan kadar

MDA pada tikus model rheumatoid arthritis dikarenakan induksi CFA yang

menyebabkan peningkatan radikal bebas. Peningkatan kadar MDA induksi

CFA tersebut sesuai dengan penelitian Valko pada tahun 2006 bahwa induksi

CFA pada tikus (Rattus norvegicus) akan memicu terbentuknya radikal bebas

dan Reactive Oxygen Species (ROS). Radikal bebas dapat merusak lipid pada

membran sel, DNA, dan protein yang menyebabkan stres oksidatif (Valko,

2006). Adanya stress oksidatif menyebabkan terjadinya peroksidasi lipid

dengan produk akhir berupa malondialdehida (MDA). Peningkatan ROS

berbanding lurus dengan peningkatan MDA.

Radikal bebas Reactive Oxygen Spesies (ROS) dihasilkan dari proses

fagositosis Complete Freund’s Adjuvant (CFA) oleh makrofag serta

dihasilkan oleh sel inflamatori (Baratawidjaja, 2013). Proses fagositosis

tersebut menghasilkan radikal bebas berupa reactive oxygen species (ROS).

Produksi ROS yang berlebih memicu terjadinya stress oksidatif yang

menyebabkan peroksidasi lipid pada membran sel sehingga terjadi kerusakan

pada membran sel tersebut. Peroksidasi lipid merupakan reaksi berantai

antara radikal bebas berupa radikal hiroksil (OH) dengan membran lipid yaitu

Poly Unsuturated Fatty Acid (PUFA) yang menghasilkan produk akhir

berupa malondialdehida (MDA) (Khennouf et al., 2010). Malondialdehida

digunakan sebagai marker adanya stress oksidatif. Stress oksidatif merupakan

keadaan dimana jumlah molekul radikal bebas di dalam tubuh berlebih dan
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antioksidan endogen tidak mampu untuk menetralkannya. Keadaan stres

oksidatif menimbulkan kerusakan oksidatif mulai dari tingkat sel, jaringan

hingga ke organ tubuh. Semakin tinggi produksi ROS di dalam tubuh maka

semakin tinggi pula tingkat stress oksidatif yang akan ditunjukkan dengan

peningkatan kadar MDA.

Rata-rata kadar malondialdehida (MDA) dengan pengaruh terapi

ekstrak daun tempuyung dosis 50 mg/kg BB yaitu sebesar 534,937±0,688.

Rata-rata kadar tersebut berbeda nyata dengan rata-rata kadar MDA pada

kelompok tikus kontrol negatif dan kontrol positif dimana kontrol negatif

memiliki rata-rata kadar MDA 294,312 ±0,426 dan kontrol positif memiliki

rata-rata kadar MDA sebesar 621,937±0,746. Pemberian terapi daun

tempuyung (Sonchus arvensis L) dengan dosis 50 mg/kg BB memiliki

peningkatan kadar MDA sebesar 81,75 % terhadap kontrol negatif, sedangkan

peningkatan kadar MDA dari kelompok tikus kontrol negatif ke kontrol

positif yaitu sebesar 111,318% sehingga disimpulkan pemberian terapi daun

tempuyung (Sonchus arvensis L) dengan dosis 50 mg/kg BB belum cukup

efektif digunakan sebagai terapi .

Rata-rata kadar malondialdehida (MDA) dengan pengaruh terapi

ekstrak daun tempuyung dosis 100 mg/kg BB yaitu sebesar 449,375±0,520.

Rata-rata kadar tersebut berbeda nyata dengan rata-rata kadar MDA yang ada

pada kelompok tikus kontrol negatif dan juga kontrol positif. Pemberian

terapi daun tempuyung (Sonchus arvensis L) dengan dosis 100 mg/kg BB

memiliki peningkatan kadar MDA sebesar 52,66 % terhadap kontrol negatif,
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sedangkan peningkatan kadar MDA dari kelompok tikus kontrol negatif ke

kontrol positif yaitu sebesar 111,318% sehingga disimpulkan pemberian terapi

daun tempuyung (Sonchus arvensis L) dengan dosis 100 mg/kg BB juga

belum cukup efektif digunakan sebagai terapi .

Rata-rata kadar malondialdehida (MDA) dengan pengaruh terapi

ekstrak daun tempuyung dosis 200 mg/kg BB yaitu sebesar 294,125±0,661.

Rata-rata kadar tersebut berbeda nyata dengan rata-rata kadar MDA yang ada

pada kelompok tikus kontrol positif yang memiliki nilai rata-rata kadar MDA

sebesar 621,937±0,746,  namun tidak berbeda nyata dengan tikus kelompok

kontrol negatif yang memiliki nilai rata-rata kadar MDA sebesar 294,312

±0,426. Pengaruh terapi daun tempuyung (Sonchus arvensis L) dengan dosis

200 mg/kg BB memiliki peningkatan kadar MDA sebesar 0,067 % terhadap

kontrol negatif, dengan demikian dapat diketahui bahwa ekstrak daun

tempuyung dengan dosis 200 mg/kg BB merupakan dosis terbaik dari ekstrak

daun tempuyung sebagai terapi rheumatoid arthritis.

Penurunan kadar MDA yang terjadi dikarenakan dalam ekstrak etanol

daun tempuyung (Sonchus arvensis L) mengandung zat aktif berupa

flavonoid yang berperan sebagai antioksidan. Antioksidan dalam daun

tempuyung akan mampu menyeimbangkan radikal bebas. Keseimbangan

antara radikal bebas dengan antioksidan mempengaruhi stres oksidatif

sehingga berpengaruh terhadap penurunan kadar MDA (Trilaksani, 2005).

Antioksidan sudah dikenal sebagai senyawa untuk melawan suatu

radikal bebas. Antioksidan dinyatakan sebagai senyawa yang secara nyata
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dapat memperlambat oksidasi (Trilaksani, 2005). Antioksidan menurut

Kuncahyo dan Sunardi (2007) adalah senyawa kimia yang dapat

menyumbangkan satu atau lebih elektron kepada radikal bebas, sehingga

radikal bebas tersebut dapat diredam. Induksi Complete Freund’s Adjuvant

(CFA) pada penelitian ini akan meningkatkan kadar radikal bebas didalam

tubuh, hal tersebut akan menyebabkan ketidakseimbangan antara radikal

bebas dan antioksidan endogen sehingga menyebabkan stres oksidatif. Oleh

karena itu tubuh membutuhkan antioksidan eksogen untuk menyeimbangkan

kadar radikal bebas didalam tubuh diantaranya menggunakan ekstrak etanol

daun tempuyung (Sonchus arvensis L).

Daun tempuyung mengandung senyawa flavonoid yang bersifat

antioksidan. Senyawa tersebut akan menghambat oksidasi dengan cara

menangkap radikal bebas, mereduksi, mendonorkan atom hidrogen dan

meredam oksigen singlet hingga jumlah oksidan dan antioksidan

seimbang (Kumaran dan Karunakaran, 2007). Efek flavonoid sebagai

antioksidan dapat menstabilkan Reactive Oxygen Species (ROS) melalui

reaksi dengan senyawa reaktif dari radikal sehingga radikal menjadi inaktif

(Nijveldt et al., 2001). Radikal bebas yang inaktif tidak akan bereaksi

dengan asam lipid tidak jenuh sehingga kadar MDA akan menurun.
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5.2 Pengaruh Terapi Ekstrak Daun Tempuyung (Sonchus arvensis L)

terhadap Aktivitas Protease Sendi pada Tikus (Rattus novergicus) model

Rheumatoid Arthritis.

Pengujian aktivitas protease dari jaringan sendi tikus putih (Rattus

norvegicus) dilakukan untuk mengetahui efek terapi ekstrak etanol daun

tempuyung (Sonchus arvensis L) terhadap kesembuhan inflamasi pada

hewan model Rheumatoid arthritis akibat paparan Complete Freund’s

Adjuvant (CFA).

Hasil pengukuran aktivitas protease pada jaringan sendi tikus putih

(Rattus norvegicus) yang diukur dengan metode Walter didapatkan data

seperti yang tertera pada Tabel 5.2. Aktivitas protease dinyatakan dalam

unit. Satu unit aktivitas protease dapat didefinisikan sebagai jumlah enzim

yang mampu menghasilkan satu mikromol tirosin per menit. Pengukuran

aktivitas protease dilakukan pada kondisi optimum yaitu PH 6,5, suhu 37oC

dan waktu inkubasi 60 menit.

Tabel 5.2 Aktivitas protease sendi tikus (Rattus norvegicus) ( p < 0,05 )

Kelompok

Rata-rata
Aktivitas Protease
(µmol/ml.menit)

Aktivitas Protease (%)

Peningkatan dari
kontrol negatif

Kontrol negatif (K-) 0,119 ± 0,009a

Kontrol positif (K+) 0,214 ± 0,014d 80 %

Terapi 50 mg/kgBB 0,190 ± 0,009c 59 %
Terapi 100 mg/kgBB 0,159 ± 0,007b 33 %
Terapi 200 mg/kgBB 0,138 ± 0,006a 15 %

Keterangan : Perbedaan notasi a, b, c, dan d menunjukkan adanya perbedaan yang
signifikan antar kelompok perlakuan (p<0,05).
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Hasil uji statistik (One-Way ANOVA) menggunakan SPSS

menunjukkan adanya perbedaan yang nyata (P<0,05) antar kelompok

perlakuan. Hal tersebut menunjukkan bahwa setiap perlakuan pada hewan

coba tikus (Rattus norvegicus) memberikan pengaruh yang signifikan

(P<0,05) terhadap aktivitas protease sendi (Lampiran 11). Hasil uji lanjutan

BNJ menunjukkan bahwa terdapat perbedaan yang signifikan (p<0.05) antara

kelompok kontrol positif dengan kelompok kontrol negatif dan kelompok

terapi dosis 50 mg/kg BB, 100 mg/kg BB. Namun kelompok terapi 200

mg/kg BB tidak berbeda nyata (p>0,05) dengan kelompok kontrol negatif,

sehingga dosis 200 mg/kg BB merupakan dosis terbaik untuk menurunkan

aktivitas protease.

Berdasarkan hasil perhitungan dari aktivitas protease pada Tabel 5.2,

kelompok kontrol negatif menunjukan nilai aktivitas protease sebesar 0,119 ±

0,009 µmol/mL.menit. Protease merupakan enzim yang mengkatalisis

pemecahan protein melalui hidrolisis ikatan peptida dari suatu molekul

polipeptida. Aktivitas protease pada kondisi normal terdapat pada hewan

yang merupakan respon fisiologis normal tubuh untuk membantu neutrofil

dalam fagositosis dengan memecah protein dari sel yang mengalami

kerusakan. Nilai aktivitas protease pada kelompok kontrol digunakan sebagai

standar untuk menentukan adanya peningkatan atau penurunan yang terjadi

karena pengaruh perlakuan, hal tersebut dikarenakan sampai saat ini belum

didapatkan standar normal aktivitas protease.

42



36

Kelompok kontrol positif atau kelompok yang diinduksi Complete

Freund’s Adjuvant (CFA) berbeda nyata dengan kelompok kontrol negatif

dan terjadi peningkatan aktivitas protease terhadap tikus kontrol negatif

sebesar 80 % (Tabel 5.2 dan Lampiran 11). Peningkatan aktivitas protease

tersebut terjadi dikarenakan enzim protease dalam tubuh berperan dalam

perbaikan sel yang mengalami kerusakan akibat inflamasi karena paparan

Complete Freund’s Adjuvant (CFA). Akan tetapi peningkatan aktivitas

protease pada jaringan yang mengalami inflamasi menyebabkan aktivitas

protease berlebih dan tidak terkendali, sehingga menyebabkan kerusakan

jaringan (Baratawijaya, 2013).

Radikal bebas Reactive Oxygen Spesies (ROS) dihasilkan dari proses

fagositosis Complete Freund’s Adjuvant (CFA) oleh makrofag serta

dihasilkan oleh sel inflamatori (Baratawidjaja, 2013). Stress oksidatif oleh

radikal bebas akan dapat menyebabkan peningkatan aktivitas protease.

Produksi ROS yang berlebih akan mengaktivasi NF-κB yang selanjutnya

akan melepaskan sitokin , hal ini dapat memicu terjadinya infiltrasi neutrofil

sehingga terjadi sekresi protease. Aktivitas protease yang tidak terkendali

akan menyebabkan pemutusan ikatan peptida yang terdapat pada protein

penyusun membran sel. Hal ini dapat menyebabkan terjadinya destruksi

jaringan (Ninik, dkk., 2012).

Enzim protease yang terlibat dalam kerusakan jaringan adalah

protease serin. Protease serin merupakan jenis protease yang tersimpan dalam

neutrofil dan berperan sebagai pertahanan terhadap antigen maupun mikroba
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dengan mekanisme penelanan. Pada kondisi inflamasi, aktivitas protease akan

berlebih sehingga terjadi destruksi jaringan (Segal, 2005). Pengukuran

aktivitas protease dilakukan untuk mengukur tingkat keparahan inflamasi,

semakin tinggi nilai aktivitas protease maka semakin parah inflamasi yang

terjadi.

Rata-rata aktivitas protease sendi dengan pemberian terapi ekstrak

daun tempuyung dosis 50 mg/kg BB yaitu sebesar 0,190 ± 0,009. Rata-rata

aktivitas protease sendi tersebut berbeda nyata dengan rata-rata aktivitas

protease sendi yang ada pada kelompok tikus kontrol negatif dan kontrol

positif dimana kontrol negatif memiliki rata-rata aktivitas protease sendi

0,119 ± 0,009 dan kontrol positif memiliki rata-rata aktivitas protease sendi

sebesar 0,214 ± 0,014. Pemberian terapi daun tempuyung (Sonchus arvensis

L) dengan dosis 50 mg/kg BB memiliki peningkatan aktivitas protease

sebesar 59 % terhadap kontrol negatif, sedangkan peningkatan aktivitas

protease dari kelompok tikus kontrol negatif ke kontrol positif yaitu sebesar

80% sehingga dapat diketahui bahwa pemberian terapi ekstrak daun

tempuyung (Sonchus arvensis L) dengan dosis 50 mg/kg BB belum cukup

efektif digunakan sebagai terapi.

Rata-rata aktivitas protease sendi dengan pemberian terapi ekstrak

daun tempuyung dosis 100 mg/kg BB yaitu sebesar 0,159 ± 0,007. Rata-rata

aktivitas protease sendi tersebut berbeda nyata dengan rata-rata aktivitas

protease sendi yang ada pada kelompok tikus kontrol negatif dan kontrol

positif. Pemberian terapi daun tempuyung (Sonchus arvensis L) dengan dosis
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100 mg/kg BB memiliki peningkatan aktivitas protease sebesar 33 %

terhadap kontrol negatif, sedangkan peningkatan aktivitas protease dari

kelompok tikus kontrol negatif ke kontrol positif yaitu sebesar 80% sehingga

dapat diketahui bahwa pemberian terapi ekstrak daun tempuyung (Sonchus

arvensis L) dengan dosis 100 mg/kg BB belum cukup efektif digunakan

sebagai terapi.

Rata-rata aktivitas protease sendi dengan pemberian terapi ekstrak

daun tempuyung dosis 200 mg/kg BB yaitu sebesar 0,138 ± 0,006. Rata-rata

aktivitas protease sendi tersebut berbeda nyata dengan rata-rata aktivitas

protease sendi yang ada pada kelompok tikus kontrol positif yang memiliki

nilai rata-rata aktivitas protease sendi sebesar 0,214 ± 0,014, namun tidak

berbeda nyata dengan tikus kelompok kontrol negatif yang memiliki nilai

rata-rata aktivitas protease sendi sebesar 0,119 ± 0,009. Pemberian terapi

daun tempuyung (Sonchus arvensis L) dengan dosis 200 mg/kg BB memiliki

peningkatan aktivitas protease sebesar 15 % terhadap kontrol negatif, dengan

demikian dapat diketahui bahwa ekstrak daun tempuyung dengan dosis 200

mg/kg BB merupakan dosis terbaik dari ekstrak daun tempuyung sebagai

terapi rheumatoid arhtritis.

Penurunan aktivitas protease menunjukan bahwa pemberian terapi

dengan menggunakan ekstrak etanol daun tempuyung (Sonchus arvensis L)

dapat mengakibatkan penurunan inflamasi. Hal tersebut dikarenakan dalam

ekstrak etanol daun tempuyung (Sonchus arvensis L) mengandung zat aktif

berupa flavonoid yang berperan sebagai antioksidan. Flavonoid berperan
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sebagai antioksidan dengan mendonorkan atom hydrogen kepada radikal

bebas sehingga ROS tidak akan mengaktivasi Nf-kB sehingga pelepasan

sitokin proinflamatori seperti TNF-α dan IL-1β akan dapat dihambat, hal

tersebut menyebabkan inflamasi yang terjadi pada sinovial menurun karena

produksi mediator inflamasi didalam jaringan semakin berkurang. Penurunan

produksi sitokin proinflamatori menyebabkan penurunan aktivitas neutrofil di

jaringan sehingga terjadi penurunan produksi dan aktivitas enzim protease.

Flavonoid dengan dosis yang tepat mampu menurunkan inflamasi dengan

cara menghambat migrasi neutrofil dan edema jaringan. Selain itu flavonoid

juga secara selektif mampu menghambat produksi protease serin. Protease

serin merupakan salah satu jenis protease yang berperan dalam kerusakan

jaringan (Margareth and Miranda, 2009). Dengan demikian pemberian

ekstrak etanol daun tempuyung mampu menurunkan aktivitas protease dan

mengurangi tingkat keparahan inflamasi.

Penelitian ini menunjukkan bahwa terapi ekstrak etanol daun

tempuyung (Sonchus arvensis L) mampu menurunkan kadar MDA. Hal

tersebut dikarenakan kandungan flavonoid daun tempuyung berperan sebagai

antioksidan. Kelompok tikus yang diterapi ekstrak etanol daun tempuyung

(Sonchus arvensis L) dengan dosis 200 mg/kg BB mengalami kadar MDA

tidak berbeda nyata dengan kelompok kontrol negatif. Hasil tersebut

didukung dengan penurunan aktivitas protease setelah dilakukan terapi

ekstrak etanol daun tempuyung (Sonchus arvensis L). Dengan demikian

pemberian ekstrak etanol daun tempuyung dengan dosis 200 mg/kg BB dapat
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menurunkan tingkat keparahan inflamasi pada hewan model Rheumatoid

arthritis yang ditunjukkan dengan penurunan kadar MDA dan penurunan

aktivitas protease sendi.
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BAB 6 KESIMPULAN DAN SARAN

6.1 KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan didapatkan suatu

kesimpulan bahwa :

1. Pengaruh terapi ekstrak etanol daun tempuyung (Sonchus arvensis L)

menurunkan kadar MDA pada hewan model Rheumatoid Arthritis (RA)

hasil induksi CFA.

2. Pengaruh terapi ekstrak etanol daun tempuyung (Sonchus arvensis L)

menurunkan aktivitas protease sendi pada hewan model Rheumatoid

Arthritis (RA) hasil induksi CFA.

3. Dosis terbaik ekstrak etanol daun tempuyung (Sonchus arvensis L) untuk

terapi Rheumatoid Arthritis (RA) adalah 200 mg/kg BB berdasarkan

penurunan kadar MDA dan penurunan aktivitas protease sendi.

6.2 SARAN

Diperlukan penelitian lebih lanjut akan varian dosis ekstrak etanol

daun tempuyung yang dapat digunakan untuk terapi Rheumatoid Arthritis

(RA) pada pet animal.
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Lampiran 1. Sertifikat Laik Etik
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Lampiran 2. Keterangan Identifikasi Daun Tempuyung
(Shoncus arvensis L.)
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Lampiran 3. Skema Kerja Penelitian

Tikus putih (Rattus norvegicus) jantan

K (-) Tikus Sehat K (+) Tikus Sakit
Hasil paparn
elompok Asma

T (Tikus Terapi)

Uji TBA

Tikus dibedah, diambil serum dan dikoleksi jaringan sendi

Uji Walter

Pengukuran Kadar
MDA

T1
Terapi

50
mg/kg

BB

T2
Terapi

100
mg/kg

BB

T3
Terapi

200
mg/kg

BB

Hari 30 Hari 30

Hari 16

Diinjeksi Complete
Freund’s Adjuvant (CFA)

pada coccygeal 0,1 ml pada
hari ke-1

Diinjeksi Complete
Freund’s Adjuvant (CFA)

secara metatarsophalangeal
0,05 ml pada hari ke-8

Pengukuran
Aktivitas protease

sendi

Aklimatisasi selama 7 hari

Diinjeksi Complete
Freund’s Adjuvant (CFA)
secara coccygeal 0,1 ml

pada hari ke-1

Diinjeksi Complete
Freund’s Adjuvant (CFA)

secara metatarsophalangeal
0,05 ml pada hari ke-8
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Lampiran 4. Pembuatan Ekstrak Daun Tempuyung (Shoncus arvensis L.)

 dimasukkan kedalam erlenmeyer tertutup
 dituang etanol 96% dengan perbandingan 1:4
 dikocok
 didiamkan selama 3 hari
 disaring kedalam erlenmeyer vakum
 dipekatkan dengan rotary evaporation

300 g Daun tempuyung kering

Ekstrak daun tempuyung
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Lampiran 5. Perhitungan dosis

1. Total Berat Kering (TBK) Daun Tempuyung

Perhitungan :

TBK = (dosis 1 + dosis 2 + dosis 3) x BB x jumlah tikus

= (50 + 100 + 200) mg/Kg x 200 gram x 4 ekor

= (350 mg : 1000 gram) x 800 gram

= 280 g

2. Total Berat Kering sebanyak 300 gram diekstrak etanol menjadi 10 mL.
Perhitungan Pengenceran dapat dilihat sebagai berikut :
a. Sediaan 1 300 gram = 10 mL

Konsentrasi 30 gram/mL. Selanjutnya diambil 1 mL dan diencerkan
menggunakan perbandingan 1:9 dengan menambahkan 9 mL akuades.

b. Sediaan 2 30 gram = 10 mL
Konsentrasi 3 gram/mL. Selanjutnya diambil 1 mL dan diencerkan
menggunakan perbandingan 1:9 dengan menambahkan 9 mL akuades.

c. Sediaan 3 3 gram = 10 mL
Konsentrasi 0, 3 gram/mL. Selanjutnya diambil 1 mL dan diencerkan
menggunakan perbandingan 1:9 dengan menambahkan 9 mL akuades.

d. Sediaan 4 0, 3 gram = 10 mL
Konsentrasi 0,03 gram/mL.
300 mg =  10 mL
30 mg =  1 mL

3. Perhitungan dosis
a. Kelompok C dosis 50 mg/Kg BB

Dosis terapi per ekor = dosis x BB
= 50 mg/Kg BB x 200 gram
= (50 mg : 1000 gram) x 200 gram
= 10 mg

Volume pemberian untuk 1 ekor tikus = 10 mg : 0,03 gram/mL
= (10 mg  : 30 mg) x 1 mL
= 0, 34 mL
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b. Kelompok C dosis 100 mg/Kg BB
Dosis terapi per ekor = dosis x BB

= 100 mg/Kg BB x 200 gram
= (100 mg : 1000 gram) x 200 gram
= 20 mg

Volume pemberian untuk 1 ekor tikus = 20 mg : 0,03 gram/mL
= (20 mg  : 30 mg) x 1 mL
= 0, 67 mL

c. Kelompok C dosis 200 mg/Kg BB
Dosis terapi per ekor = dosis x BB

= 200 mg/Kg BB x 200 gram
= (200 mg : 1000 gram) x 200 gram
= 40 mg

Volume pemberian untuk 1 ekor tikus = 40 mg : 0,03 gram/mL
= (40 mg  : 30 mg) x 1 mL
= 1,3 mL
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Lampiran 6. Pembedahan Hewan Coba

 dieutanasi dengan cara dislokasi leher
 diletakkan dengan posisi dorsal recumbency
 diambil darah secara intracardial dan dimasukkan dalam tabung

venoject
 diambil bagian ekstremitas kaudal, diisolasi dan dipotong
 dibilas dengan NaCl fisiologis 0,9%
 dimasukkan kedalam PBS-azida pH 7,4 ekstremitas kaudal sinister

Tikus putih (Rattus norvegicus) jantan usia 2 bulan

Darah dan
Jaringan sendi
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Lampiran 7. Pengukuran Kadar MDA

7.1 Pengukuran Panjang Gelombang Maksimum MDA

 dimasukkan dalam tabbung reaksi kecil
 ditambahkan 550 μL akuades steril
 ditambah 100 μL TCA 10 % dan dihomogenkan dengan vortex
 ditambah 250 μL HCl 1 N dan dihomogenkan dengan vortex
 ditambah 100 μL Na-Thio 1% dan dihomogenkan dengan vortex
 disentrifugasi 500 rpm selama 10 menit

 diinkubasi pada waterbath 1000C selama 30 menit
 diangkat dan dibiarkan dalam suhu ruang
 Diukur absorbansinya dengan menggunakan spektofotometer



7.2 Pengukuran Kadar  MDA Homogenat

 diambil 100 μl sampel supernatan
 Ditambah 550 μl aquades ditambahkan 1 ml NaCl 0,9%
 Ditambah 100 μl Asam Trikloroasetat atau TCA 10%
 Dihomogenkan dengan vortex
 Ditambah 250 μl HCl 1 M
 Ditambah 100 μl Na-Thio 1%
 Dihomogenkan denga vortex
 Dipanaskan dalam waterbath dengan suhu 1000C selama 20 menit
 Diangkat dan didinginkan pada suhu ruang
 Diukur absorbansinya dengan spektofotometer pada α maksimum
 Diperoleh nilai absorbansi sampel

100μl stok kit MDA dengan konsentrasi 0,1,2,3,4,5,6,7 dan 8 mg/ml

Supernatan

Absorbansi Larutan Standar dan kurva Standar MDA

Hasil

Supernatan
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Lampiran 8. Prosedur Pengukuran Aktivitas Protease

8.1 Isolasi Protein

8.2 Pembuatan Larutan Kasein

Pellet

0,025 g kasein

 dilarutkan dengan 25 mL akuades
 diaduk dengan pengaduk magnetik
 dipindahkan dalam labu ukur 50 mL
 diencerkan hingga tanda batas
 diencerkan dengan aquades sampai tanda batas

Larutan stok Kasein 500 ppm

Organ Sendi

 dipotong kecil-kecil
 ditambah larutan PBST-PMSF sebanyak 5x volume sampel
 ditambah sedikit pasir kuarsa
 dihaluskan dengan mortar dalam kondisi dingin

Homogenat

 dimasukkan dalam tabung polipropilen steril
 digetarkan dengan vorteks selama 10 menit
 disonikasi dengan sonikator selama 10 menit
 disentrifus dengan alat sentrifugasi selama 15 menit (6000 rpm)

Supernatan

 ditambah etanol absolut dingin dengan perbandingan 1:1
 dibiarkan selama 24 jam hingga terbentuk endapan
 disentrifuse dengan alat sentifugasi selama 15 menit

(10.000 rpm)
Endapan

 dikeringkan di udara bebas hingga bau etanol hilang
 ditambah buffer Tris-HCl dengin 20 mM dengan

perbandingan 1:1

Ekstrak kasar protein
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8.3 Pembuatan Larutan Stok Tirosin

8.4 Pembuatan Larutan Baku Tirosin

8.5 Pembuatan Panjang Gelombang Maksimum Tirosin

8.6 Pembuatan Kurva Baku Tirosin

Larutan stok tirosin 500 ppm

0,025 g tirosin

 dilarutkan dengan 25 mL akuades
 diaduk dengan pengaduk magnetik
 dipindahkan dalam labu ukur 50 mL
 diencerkan hingga tanda batas
 diencerkan dengan aquades sampai tanda batas

Larutan stok tirosin 500 ppm

 dipipet berturut-turut 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10  mL
 dimasukkan masing-masing larutan kedalam labu ukur 10 mL
 diencerkan dengan aquades sampai tanda batas

Larutan baku tirosin 2,4,6,8,10,12,14,16,18,20 ppm

4 mL Larutan baku tirosin 500 ppm

 dimasukkan kedalam labu ukur 100 mL
 diencerkan dengan aquades sampai tanda batas

Larutan baku tirosin 20  ppm

Larutan baku tirosin 20 ppm

 diukur absorbansinya pada λ maksimum tirosin

Panjang gelombang maksimum

Larutan baku tirosin 2,4,6,8,10,12,14,16,18,20 ppm

 dipipet sebanyak 1 mL dan dimasukkan dalam microtube
 diukur absorbansinya pada λ maksimum tirosin 200-300 nm

Kurva Baku Tirosin
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8.7 Pengukuran Aktivitas Protease

Larutan kasein 500 ppm

 dipipet 200 µL
 dimasukkan dalam tabung reaksi
 ditambah 300 µL larutan buffer fosfat pH 7
 ditambah 100 µL ekstrak kasar protein
 diinkubasi pada suhu 37˚C selama 60 menit
 ditambah 400 µL larutan TCA 4%
 didinginkan pada suhu ruang selama 30 menit
 disentrifugasi pada 4000 rpm selama 10 menit

SupernatanEndapan

 dipipet 100 µL
 ditambah  buffer fosfat 5 kali volume

sampel
 diukur serapannya pada λ maksimum

tirosin 275 nm

Hasil
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Lampiran 9. Penentuan Panjang Gelombang Maksimum Tirosin

Tabel 9.1 Absorbansi Larutan Standar Tirosin 10 ppm

λmaks. Absorbansi
251 0.201
254 0.209
257 0.237
260 0.243
263 0.249
266 0.254
269 0.259
272 0.263
275 0.268
278 0.26
281 0.253
284 0.245
287 0.241
290 0.223
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Lampiran 10. Kurva Standar Tirosin

Tabel 10.1 Kurva baku tirosin

Konsentrasi (ppm) Absorbansi

10 0,002
20 0,011
30 0,038
40 0,065
50 0,123
60 0,139
70 0,15
80 0,161
90 0,19

100 0,22

Tabel 10.2 Data Absorbansi Protease

Perlakuan TIKUS
1 2 3 4

Sehat (-) 0,025 0,027 0,021 0,030
Sakit (Kontrol +) 0,074 0,069 0,060 0,065
Terapi 50 0,052 0,059 0,060 0,055
Terapi 100 0,046 0,042 0,039 0,045
Terapi 200 mg/kg BB 0,035 0,031 0,037 0,032

y = 0.0025x - 0.0268
R² = 0.9729

-0.05
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Lampiran 11. Perhitungan Aktivitas Protease

11.1 Rumus Perhitungan

Misal : Pengukuran aktivitas protease kontrol dengan waktu inkubasi 60
menit dan suhu 37ºC
Persamaan kurva baku tirosin : y = 0,0025x + 0,0268
Dimana x = konsentrasi tirosin

Maka x =
, ,, = 25,5

Nilai x merupakan banyaknya tirosin yang terbentuk oleh enzim
protease. Untuk menetukan aktivitas enzim protease digunakan persamaan :

Aktivitas enzim =
[ ]

x x fp

Dimana : v = volume total sampel (mL)
q = waktu inkubasi (mL)
fp = faktor pengencaran

P = jumlah enzim (mL)
Mr = Berat Molekul Tirosin 181 µg/µmol

Aktivitas enzim  =
[ ]

x x fp

=
, µ /
µ /µ x , x 5

= 0,14088398 x 0,167 x 5= µmol/mL.menit
= 0,1174 µmol/mL.menit
= 0,1174 Unit

Satu unit aktivitas protease dinyatakan dengan banyaknya jumlah
mikro mol yang terbentuk oleh 1 mL protease per menit.

Tabel 11.1 Data Konsentrasi Tirosin

Perlakuan TIKUS

1 2 3 4

Sehat (-) 25,5 26,5 23,5 28,0
Sakit (kontrol +) 50,0 47,5 43,0 45,5
Terapi 50 39,0 42,5 43,0 40,5
Terapi 100 36,0 34,0 32,5 35,5
Terapi 200 30,5 28,5 31,5 29,0
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Tabel 11.2 Data Aktivitas Enzim Protease

Tikus

Perlakuan 1 2 3 4 Rataan aktivitas enzim

Sehat 0,1174 0,1220 0,1028 0,1289 0.1191 ± 0,008689

Sakit 0,2302 0,2187 0,1980 0,2095 0.2141 ± 0.013683

Terapi 50 0,1796 0,1957 0,1980 0,1865 0.1899 ± 0.008510

Terapi 100 0,1657 0,1565 0,1496 0,1634 0.1588 ± 0.007279

Terapi 200 0,1404 0,1312 0,1450 0,1335 0.1375 ± 0,006339

Induksi CFA mampu meningkatkan aktivitas protease sendi tikus (Rattus
norvegicus) dan ekstrak etanol daun Tempuyung (Sonchus arvensis) dapat
menurunkan aktivitas protease. Presentasi peningkatan aktivitas enzim protease
dari kontrol negative sebesar sebagai berikut:
Kelompok Kontrol
Peningkatan aktivitas protease (%) = Rataan Sakit - Rataan Kontrol

Rataan Kontrol
= 0,2141 – 0,1191

0,1191
= 80 %

Kelompok Terapi 50 gram/ekor

Peningkatan aktivitas protease (%) = Rataan Sakit - Rataan Terapi
Rataan Kontrol

= 0,2141 – 0,1899
0,1191

= 59,6 %
Kelompok Terapi 100 gram/ekor
Peningkatan aktivitas protease (%) = Rataan Sakit- Rataan Terapi

Rataan Kontrol
= 0,2141 – 0,1588

0,1191
= 33 %

Kelompok Terapi 200 gram/ekor
Peningkatan aktivitas protease (%) = Rataan Sakit- Rataan Terapi

Rataan Kontrol
= 0,2141 – 0,1375

0,1191
= 15 %

X 100%

X 100%

X 100%

X 100%

X 100%

X 100%

X 100%

X 100%
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Lampiran 12. Uji Statistika Aktivitas Protease

Tabel 12.1 Uji Homogenitas

Test of Homogeneity of Variances

Aktivitas Protease

Levene
Statistic df1 df2 Sig.

,656 4 15 ,632
*P>0,05 data tidak berbeda

Tabel 12.2 Uji Statistik ANOVA

ANOVA

Aktivitas Protease

Sum of
Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups ,024 4 ,006 62,716 ,000
Within Groups ,001 15 ,000
Total ,026 19

*P<0,05 terdapat perbedaan antar perlakuan

Tabel 12.3 Pemberian Notasi pada Uji BNJ

Aktivitas protease

Tukey HSD

perlakuan
N Subset for alpha = .05
1 a b c d

K- 4 ,1200
T3 4 ,1375
T2 4 ,1600
T1 4 ,1925
K+ 4 ,2150
Sig. ,139 1,000 1,000 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 4,000.
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Lampiran 13. Penentuan Panjang Gelombang Maksimum Malondialdehida

Tabel 13.1 Absorbansi larutan standar

Panjang Gelombang Absorbansi
500 0,155

505 0,198

510 0,216

515 0,249

520 0,289

525 0,3

530 0,32

534 0,377

535 0,405

540 0,353
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Lampiran 14. Kurva Baku MDA dan Data Absorbansi MDA

Tabel 14.1 Absorbansi Kurva Baku MDA dengan panjang gelombang
maksimum 535 nm

Konsentrasi
(mg/mL)

Absorbansi

0 0
1 0,128
2 0,253
3 0,381
4 0,405
5 0,541
6 0,65
7 0,758
8 0,871

Tabel 14.2 Data Absorbansi MDA

y = 0.1055x + 0.0211
R² = 0.9936
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Konsentrasi

Kurva Baku MDA

Perlakuan TIKUS
1 2 3 4

Sehat (-) 0,110 0,109 0,112 0,108
Sakit (Kontrol +) 0,244 0,236 0,239 0,241
Terapi 50 0,201 0,209 0,199 0,202
Terapi 100 0,172 0,169 0,165 0,170
Terapi 200 mg/kg BB 0,111 0,120 0,119 0,090
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Lampiran 15. Perhitungan Kadar MDA

Tabel 15.1 Data Pengukuran Kadar MDA

Tikus

Perlakuan 1 2 3 4 Rataan Kadar MDA

Sehat 306,5 304,0 311,5 301,5 294,312 ±0,426

Sakit 641,5 621,5 629,0 634,0
621,937±0,746

Terapi 50 534,0 554,0 529,0 536,5 534,937±0,688

Terapi 100 461,5 454,0 444,0 456,5
449,375±0,520

Terapi 200 309,0 331,5 329,0 256,5
294,125±0,661

Induksi Complete Freund’s Adjuvant mampu meningkatkan kadar MDA tikus
(Rattus norvegicus) dan terapi ekstrak etanol daun tempuyung (Sonchus arvensis
L) dapat menurunkan kadar MDA. Presentasi peningkatan kadar MDA dari
kontrol negatif sebesar sebagai berikut:
Kelompok Kontrol
Peningkatan kadar MDA (%) = Rataan Sakit - Rataan Kontrol

Rataan Kontrol
= 621,9 – 294,3

294,3
= 111,3 %

Kelompok Terapi 50 gram/ekor

Peningkatan kadar MDA (%) = Rataan Sakit - Rataan Terapi
Rataan Kontrol

= 621,9 – 534,9
294,3

= 81,75 %

Kelompok Terapi 100 gram/ekor
Peningkatan kadar MDA (%) = Rataan Sakit - Rataan Terapi

Rataan Kontrol
= 621,9 – 449,3

294,3
= 52,66 %

Kelompok Terapi 200 gram/ekor
Peningkatan kadar MDA (%) = Rataan Sakit - Rataan Terapi

Rataan Kontrol
= 621,9 – 294,1

294,3
= 0,067 %

X 100%

X 100%

X 100%

X 100%

X 100%

X 100%

X 100%

X 100%
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Lampiran 16. Hasil Uji Statistika Kadar MDA

Tabel 16.1 Uji Homogenitas

Tabel 16.2 Uji Statistik ANOVA

Tabel 16.3 Pemberian Notasi pada Uji BNJ
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Lampiran 17. Uji LCMS Flavonoid dalam Ekstrak Daun Tempuyung
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