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PENGARUH PENGGUNAAN GETAH NANGKA (Artocarpus heterophyllus)
TERHADAP EKSPRESI TRANSFORMING GROWTH
FACTOR BETA(TGF$) DAN KEPADATAN KOLAGEN
PADA MODEL ROBEK TENDON
TIKUS (Rattus norvegicus)

ABSTRAK

Robek tendon yang terjadi pada kuda menyebabkan kondisi fisiologis
kuda menurun dan dapat menurunkan performa kuda sebagai hewan pacu. Robek
tendon dapat disebabkan beberapa faktor seperti meningkatnya aktivitas,
berkurangnya waktu relaksasi saat latihan, perubahan permukaan, berkurangnya
fleksibilitas kaki, menurunnya fleksibilitas otot dan berkurangnya ruang gerak
sendi. Getah nangka (Artocarpus heterophyllus) merupakan salah satu bahan
alternatif alami yang mengandung pektin dan selulosa yang berfungsi sebagai
perekat dan menjaga kestabilan jaringan dan sel serta berfungsi sebagai
antiinflamasi, antikanker dan antibiotik. Tujuan dari penelitian ini untuk
mengetahui pengaruh penggunaan getah nangka (Artocarpus heterophyllus)
sebagai lem pada tikus (Rattus novergicus) model robek tendon terhadap ekspresi
TGF- B (Transforming Growth Factor Beta) dan kepadatan kolagen. Penelitian ini
menggunakan hewan coba tikus (Rattus novergicus) strain wistar jantan yang
dibagi menjadi 3 kelompok dan masing — masing kelompok terdapat 6 ekor.
Kelompok K- merupakan kelompok tikus kontrol negatif, kelompok P1 tikus
robek tendon dengan terapi Asam Mefenamat dosis 50 mg/kg BB selama 5 hari
dan kelompok P2 kelompok tikus robek tendon dengan terapi Asam Mefenamat
dosis 50 mg/kg BB selama 5 hari dan lem getah nangka secara topikal dengan
dosis 10 mg/ekor yang diberi pancaran sinar UV. Ekspresi TGF-p dianalisis
dengan menggunakan metode Imunohistokimia dan kepadatan kolagen diamati
dengan metode Masson’s Trichome. Data TGF-p dianalisis secara kuantitatif
dengan menggunakan software immunoratio, dengan analisis statistik ragam one-
way ANOVA dengan uji lanjutan Tukey a=0,05 dan kepadatan kolagen dianalisis
secara kualitatif melalui pengamatan mikroskop. Hasil penelitian menunjukkan
bahwa pemberian lem getah nangka secara signifikan (p<0,05) meningkatkan
ekspresi TGF-p dengan rata-rata sebesar 68,09% dan meningkatkan sintesis
kolagen yang mempengaruhi kepadatan kolagen. Kesimpulan dari penelitian ini,
lem getah nangka dapat digunakan sebagai terapi robek tendon.

Kata kunci : Robek Tendon, Getah Nangka, TGF- 3, Kepadatan Kolagen



THE POTENCY OF JACKFRUIT SAP (Artocarpus heterophyllus)
TOWARDS TRANSFORMING GROWTHFACTOR BETA
(TGF$) EXPRESSION AND DENSITY OF COLLAGEN
ON (Rattus norvegicus) TENDON
RUPTURE MODEL RATS

ABSTRACT
Tendon rupture causes the physiological condition decrease and reduces

the performa of racehorses. Tendon rupture can be caused by several factors such
as increasing activity, reduced relaxation time in training, surface changes,
reduced leg flexibility, decreased muscle tone and reduced joint spaces. The
jackfruit sap (Artocarpus heterophyllus) is one of the natural alternative
ingredients containing pectin and cellulose which were acts as an adhesive,
maintains tissue and cell stability also other chemical compounds that act as
antipyretic, anti-inflammatory, anticancer and antimicrobial. The purpose of this
study was to discover the effect of using the sap of jackfruit (Artocarpus
heterophyllus) in tendon rupture model rats (Rattus novergicus) toward the
expression of TGF-f (Transforming Growth Factor Beta) and collagen density.
Experimental animals used in this study were male wistar strains rats (Rattus
novergicus) which were divided into 3 groups and each group contained 6 rats.
Group K- was the negative control, P1 was ruptured tendon rats group with
therapy of mefenamic acid 50 mg/bw for 5 days and P2 was ruptured tendon rats
group with combination therapy of mefenamic acid 50 mg/bw and jackfruit sap 10
mg/rat plus UV ray. The expression of TGF-p was analyzed using
immunohistochemistry technique and the density of collagen was analyzed with
Mason’s Trichrome technique. The expression of TGF-p was analyzed
quantitatively using immunoratio software with one way ANOVA statistical
analysis followed by Tukey test a=0,05 and the density of collagen analyzed
qualitatively by microscope. The result of research showed that the jackfruit sap
glue significantly (p<0,05) increase the expression of TGF-p with an average of
68,09% and increase collagen synthesis that affects the density of collagen. The
conclusion of this research is that jackfruit sap glue can be used as therapy for
tendon rupture.

Key word : Density of collagen, Jackfruit sap, Tendon rupture, TGF-
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BAB 1 PENDAHULUAN
1.1. Latar Belakang

Sudah sejak lama kuda dikenal dan dimanfaatkan manusia sebagai alat
transportasi karena kuda memiliki tenaga yang cukup besar dan daya tahan
tubuh yang kuat. Seiring dengan perkembangan kehidupan manusia, minat
masyarakat terhadap kuda salah satunya kuda pacu belakangan ini semakin
meningkat. Pemeliharaan kuda pacu terbilang cukup sulit dilakukan, karena
membutuhkan biaya yang mahal. Masalah kesehatan yang paling sering
terjadi pada kuda pacu yaitu robek tendon. Robek tendon dapat terjadi saat
kuda pacu melakukan latihan. Gejala klinis yang timbul pada kuda yang
mengalami robek tendon yaitu rasa nyeri ketika dipalpasi, inflamasi disertai
perdarahan, edema dan akumulasi fibrin disekitar tendon yang
menyebabkan pembengkakan lokal (Gilis, 2006).

Diagnosa robek tendon dapat dilakukan melalui pengamatan gejala
klinis dan menggunakan ultrasonografi. Ultrasonografi dilakukan untuk
membantu membedakan tendinitis, paratendinitis dan robek sebagian.
Menurut Taylor (2006) diagnosa robek tendon yang paling akurat
menggunakan ultrasonografi, dengan melakukan ultrasonografi dapat dilihat
pola serat jaringan sehingga diketahui bagian yang mengalami luka. Kasus
robek tendon membutuhkan waktu yang cukup lama untuk pemulihan, yaitu
sekitar 10 sampai 12 bulan dan dengan kemungkinan besar robek tendon

untuk terjadi kembali (Priyonoadi, 2011). Menurut Gilis (2006) salah satu



metode pengobatan robek tendon menggunakan terapi stem sel, namun
proses pengobatan dengan menggunakan terapi stem sel ini tergolong sulit
dilakukan dan mahal. Alternatif lain untuk penyembuhan dengan metode
tersebut dapat digunakan biosealant sebagai salah satu jenis lem pengganti
teknik pembedahan tersebut. Lem biosealant selain sebagai perekat untuk
robek tendon, juga berperan dalam hemostasis penyembuhan robek tendon.
Transforming Growth Factor Beta (TGF-B) merupakan salah satu
growth factor yang berperan dalam fase penyembuhan robek tendon.
Menurut Hermendy dan Pawarti (2017) TGF-B merupakan sitokin
multifungsi yang memodulasi proliferasi, pertumbuhan, diferensiasi, adesi
dan kelangsungan hidup sel, selain itu juga berperan dalam produksi protein
matriks ekstraseluler dan meningkatkan kolagenasi. Faktor lain yang
mempengaruhi kesembuhan robek tendon yaitu kolagen yang berperan
dalam kepadatan, ketebalan dan kekuatan tendon. Kolagen akan meningkat
karena adanya peningkatan fibroblas. Peningkatan TGF-p berbanding lurus
dengan peningkatan fibroblas, karena fibroblas dan TGF-B diaktivasi oleh
makrofag. TGF-p akan menginduksi fibroblas untuk berproliferasi, migrasi
dan membentuk matriks ekstraseluler yang berfungsi untuk pembentukkan
kolagen (Gurtner, 2007).
Berdasarkan uraian di atas, dibutuhkan adanya bahan alternatif alami
yang dapat membantu proses pengobatan pada kasus robek tendon. Getah
nangka (Artocarpus heterophyllus) salah satu bahan alami yang

mengandung senyawa pektin, tanin dan selulosa. Pektin dan selulosa



1.2.

1.3.

berfungsi sebagai elemen struktural pada pertumbuhan jaringan dan
komponen utama dari lamella tengah pada tanaman, selain itu pektin dan
selulosa juga berperan sebagai perekat dan menjaga stabilitas jaringan dan
sel. Tanin befungsi sebagai antivirus, antibakteri dan antitumor. (Tuhuloula
et al, 2013). Getah nangka yang selama ini dibuang kemungkinan memiliki
potensi dalam membantu penyembuhan dalam kasus robek tendon. Oleh
sebab itu diperlukan penelitian lebih lanjut untuk mengetahui efektifitas
getah nangka sebagai lem biosealant dalam membantu pengobatan pada
kasus robek tendon.

Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang di atas maka rumusan masalah pada
penelitian ini adalah :

1. Apakah pemberian getah nangka (Artocarpus heterophyllus) pada tikus
(Rattus norvegicus) model robek tendon dapat meningkatkan ekspresi
TGF-B (Transforming Growth Factor Beta)?

2. Apakah pemberian getah nangka (Artocarpus heterophyllus) pada tikus
(Rattus norvegicus) model robek tendon dapat mempengaruhi kepadatan
kolagen?

Batasan Masalah

Berdasarkan latar belakang yang diuraikan maka penelitian ini
dibatasi pada :

1. Hewan coba yang digunakan adalah tikus (Rattus norvegicus) jantan

dengan berat badan berkisar 100-200 gram dengan usia 2-3 bulan. Telah



1.4.

mendapatkan sertifikat Laik Etik dari Komisi Etik Penelitian Universitas

Brawijaya Malang No: 933-KEP-UB (Lampiran 8).

. Luka insisi dibuat dengan menginsisi pada daerah tendon achiles

sepanjang 0,1 cm dengan menggunakan blade bedah.

Pemberian terapi getah nangka (Artocarpus heterophyllus) dilakukan
secara topikal sebanyak 10 mg, pemberian dilakukan setelah dilakukan
insisi pada tendon dan dioleskan menyeluruh pada daerah insisi.
Pengamatan kepadatan kolagen dilakukan dengan pewarnaan Masson'’s
Trichome, diamati dibawah mikroskop dengan perbesaran 100x pada
lapang pandang area robek tendon.

Ekspresi TGF-p dengan metode Immunohistokimia dianalisis data secara

kuantitatif dengan menggunakan software immunoratio.

. Ekspresi TGF-B dianalisis statistik menggunakan one-way ANOVA

dengan uji lanjutan Tukey 0=0,05.

Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut :

1.

Mengetahui pengaruh pemberian lem getah nangka (Artocarpus
heterophyllus) pada tikus (Rattus norvegicus) model robek tendon dapat
meningkatkan ekspresi TGF-B (Transforming Growth Factor Beta).

Mengetahui pemberian lem getah nangka (Artocarpus heterophyllus)
pada tikus (Rattus norvegicus) model robek tendon dapat mempengaruhi

kepadatan kolagen.



1.5. Manfaat Penelitian
Memberikan informasi mengenai pengaruh pemberian getah nangka
(Artocarpus heterophyllus) terhadap kesembuhan robek tendon pada tikus
(Rattus norvegicus) berdasarkan ekspresi TGF-B dan kepadatan kolagen
tendon. Pemanfaatan pemberian terapi topikal getah nangka (Artocarpus
heterophyllus) dapat digunakan sebagai terapi pada penyembuhan robek

tendon yang mudah dan murah.



BAB 2 TINJAUAN PUSTAKA
2.1. Tanaman Nangka (Artocarpus heterophyllus)
Tanaman Nangka (Artocarpus heterophyllus) merupakan tanaman asli
India yang telah menyebar ke seluruh dunia, terutama Asia Tenggara.
Nangka dibagi menjadi dua jenis yaitu Artocarpus heterophyllus yang biasa
disebut nganka dan Artocarpus chempeden yang biasa disebut cempedak
(Indriyani, 2015). Menurut Rukmana (2008), klasifikasi untuk tanaman A.

heterophyllus sebagai berikut:

Kingdo : Plantae

Divisi : Spermatophyta
Sub-divisi : Angiospermae

Kelas : Dicotyledonae

Ordo : Morales

Famili : Moraceae

Genus : Artocarpus

Spesies . Artocarpus heterophyllus

Gambar 2.1 Tanaman Nangka (Indriyani, 2015)



Tanaman nangka merupakan salah satu jenis tanaman buah tropis
yang multifungsi dan dapat ditanam di daerah tropis dengan ketinggian
kurang dari 1.000 meter di atas permukaan laut. Menurut Manner dan
Elvich (2006), mendeskripsikan tanaman nangka (Artocarpus heterophyllus)
memiliki ukuran pohon sedang dengan tinggi 8-25 m, diameter batang
berukuran 30-80 cm. Daun berbentuk bulat telur, tepinya rata dan
bertangkai pendek. Permukaan atas daun berwarna hijau gelap mengkilap
dan permukaan bawah daun berwarna hijau muda dengan ukuran daun
mencapai 16 cm serta akar dari tanaman nangka merupakan akar tunggang
kuat.

Beberapa bagian tanaman dan buah nangka yang dapat dimanfaatkan
yaitu rebusan akar yang ditumbuk halus dapat digunakan sebagai obat
demam, batang yang dapat digunakan sebagai bahan kerajinan, kulit buah
digunakan sebagai bahan pewarna, biji buah digunakan sebagai bahan
masakan dan getah berwarna putih yang sangat lekat yang sering digunakan
sebagai obat abses, obat cacing dan antiinflamasi (Hakim, 2006). Getah
nangka memiliki banyak kandungan bahan alami seperti pektin, tanin dan
selulosa. Menurut Tuhuloula et al., (2013) selain sebagai elemen struktural
pada pertumbuhan jaringan dan komponen utama dari lamella tengah pada
tanaman, pektin dan selulosa juga berperan sebagai perekat dan menjaga
stabilitas sel dan jaringan. Tanin merupakan senyawa polyphenol memiliki

fungsi sebagai antibakteri, antihelmintik dan antitumor (Sasongko, 2010).



2.2. Tendon

Tendon merupakan struktur dalam tubuh yang menghubungkan otot
dengan tulang. Otot rangka dalam tubuh bertanggung jawab untuk
menggerakkan tulang, sehingga memungkinkan tubuh untuk berjalan,
melompat, mengangkat dan melakukan gerakan lainnya. Otot yang
berkontraksi menimbulkan gerakan terjadi karena tendon menarik tulang
(Sjamsuhidajat,2004). Bentuk tendon bervariasi, dapat berbentuk tali
bundar, tali seperti pita atau pita yang pipih. Tendon sehat tampak putih

mengkilap dan memiliki tekstur fibroelastik (Gillis, 2006).

TERTIARY BUNDLE
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Gambar 2.2 Struktur skematis tendon normal (Sharma, 2006)
Tendon secara struktural terdiri dari tenoblast dan tenosit yang berada
didalam jaringan matriks ekstraseluler berkisar 90-95%. Tenoblas
merupakan sel tendon yang belum matang berbentuk kumparan dan
memiliki aktivitas metabolik yang tinggi. Tenoblas yang matang mengalami
elongasi dan membentuk tenosit yang aktivitas metaboliknya lebih rendah

dibandingkan tenoblas. Jumlah 5-10% seluler tendon terdiri dari kondrosit



(Sjamsuhidajat,2004). Tendon achilles merupakan tendon terkuat dan
tertebal dalam tubuh makhluk hidup. Tendon achilles juga merupakan
tendon yang sering mengalami rupture. Tendo achilles merupakan
gabungan dari tendon otot soleus dan gastrocnemius, otot-otot ini berada
pada bagian belakang tulang tumit. Tendon dilapisi satu lapisan vaskular
yaitu peritenon yang berfungsi membantu suplai darah pada jaringan (Doral

etal., 2010).

Normal-H and E Normal-MT

Gambar 2.3 Gambaran Histologi Tendon Pewarnaan HE dan
Masson’s Trichome (Tsai Yun-Pu dkk, 2013)

2.2.1. Rupture Tendon

Kerusakan tendon dapat terjadi secara akut dan kronik yang
disebabkan oleh faktor intrinsik dan ekstrinsik. Kasus trauma pada
tendon dominan disebabkan karena faktor ekstrinsik. Kasus trauma
pada tendon salah satunya rupture tendon. Rupture tendon
merupakan robek atau putusnya jaringan penghubung tendon yang
disebabkan cedera dari perubahan posisi kaki yang mendadak.
Penyebab paling sering pada ruptur tendon merupakan cedera yang
timbul dalam kegiatan aktivitas yang membutuhkan beban otot

ekstra. Trauma benda tajam atau tumpul menjadi penyebab kedua
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yang dapat menyebabkan rusaknya otot atau tendon pada lokasi yang
terkena trauma. Gejala-gejala yang timbul pada ruptur tendon rasa
sakit ketika dipalpasi, adanya pembengkakan hingga tidak dapat
menggerakkan kaki. Memar akan terlihat karena iritasi atau respon
stress yang ditimbulkan tendon tersebut. Tanpa adanya integritas dari
keseluruhan tendon, maka otot tersebut akan mengalami penurunan
daya kontraksi (Smith, 2003).

Proses Penyembuhan Tendon

Proses penyembuhan tendon dapat terjadi secara intrinsik
melalui proliferasi tenosit epitenon dan ektsrinsik melalui invasi sel
dari pembungkus (sheath) dan sinovium disekitarnya. Tenoblas dari
epitenon menginisiasi proses perbaikan melalui proliferasi dan
migrasi. Fibroblas dalam epitenon dan tenosit kemudian mensintesis
kolagen yang kemudian diikuti oleh sintesis melalui endotenon. Sel
fibroblas dan tenosit dalam epitenon dan endotenon memproduksi
kolagen dan glikosaminoglikan lebih banyak dibandingkan tendon
sheath, tetapi sel dalam tendon sheath berploriferasi lebih cepat
dibandingkan sel dalam epitenon dan endotenon. Telah terbukti
secara eksperimental bahwa suplai darah intrinsik tidak cukup untuk
mendukung penyembuhan utama tendon dalam banyak kasus.
Penyembuhan tendon di dalam selubung lebih lama dibandingkan
penyembuhan bagian tendon di luar selubung (Saladin, 2003).

Proses penyembuhan tendon :
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1. Fase Inflamasi

Fase inflamasi menunjukan permeabilitas pembuluh darah
meningkat dan masuknya sel-sel inflamasi pada area
penyembuhan. Cedera yang terjadi pada tendon memicu
pelepasan mediator inflamasi serta terbentuknya radikal bebas
seperti hidrogen peroksida yang ditandai dengan munculnya nyeri
ketika dipalpasi, pembengkakan, kemerahan dan peningkatan
suhu area cedera.penyembuhan. Sel inflamasi dibawa menuju
area cedera bersama dengan eritrosit untuk membentuk bekuan
darah di area cedera. Akumulasi eksudat, oedema dan anoxia
yang terjadi memicu hipoksia jaringan dan pelepasan radikal
bebas berupa hidrogen peroksida sehingga terjadi kerusakan dan
kematian sel.

Monosit dan makrofag akan muncul pada 24 jam pertama,
kemudian mengubah bekuan darah menjadi jaringan granulasi
dan memfagosit materi nekrotik pada area cedera (Bauge et al,
2015). Menurut Sharma (2006), dalam 24 jam pertama, monosit
dan makrofag mendominasi dan fagositosis bahan nekrotik
terjadi. Vasoaktif dan faktor kemotaksis dilepaskan dengan
peningkatan permeabilitas vaskular, inisiasi angiogenesis,
stimulasi proliferasi tenosit, dan masuknya banyak sel radang.
Lalu tenosit secara bertahap bermigrasi ke luka dan menginisiasi

sintesis kolagen tipe Il Setelah beberapa hari, masuk ke fase
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proliferasi. Pada tahap inflamasi, banyak hormon maupun
molekul yang ikut berperan. Fase ini dapat berlangsung 72 jam
hingga sekitar satu minggu setelah cedera.
. Fase Proliferasi

Fase proliferasi dimulai dan berlangsung 48 jam sampai
lebih dari 6 minggu. Pada fase ini terjadi angiogenesis dan
proliferasi tenosit dan fibroblas. Sel tenosit dan fibroblas bergerak
menuju lokasi dan mulai mengekspresikan matriks ekstraseluler
dan mensintesis kolagen tipe Il yang tersusun paralel dan
kontinyu menggantikan jaringan granulasi. Jaringan granulasi
umumnya mensintesis kolagen tipe I11. Serat kolagen awal belum
berorientasi secara paralel tetapi sudah berkontribusi pada
kekuatan biomekanik. Jumlah kolagen pada minggu kelima
meningkat dan perbaikan sampai keukuran terbesar. Intrinsik
fibroblas dari endotenon setelah sekitar 40 hari mulai meningkat
proliferasinya. Intrinsik fibroblas memiliki peran aktif dalam
perbaikan tendon, menyerap kolagen secara aktif dan
memproduksi kolagen baru pada saat bersamaan. Jaringan tendon
yang matang menunujukkan serat berorientasi lebih longitudinal
berdasarkan kekuatan ketegangan (Muller et al., 2013).
. Fase Remodeling
Fase remodeling dimulai 6-10 minggu setelah cedera

dengan terjadinya penurunan selularitas, kolagen dan sintesis
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glikosaminoglikan. Fase remodeling dapat dibedakan menjadi
tahap konsolidasi dan tahap maturasi. Tahap konsolidasi dimulai
sekitar 6 minggu dan berlanjut sampai 10 minggu. Jaringan yang
diperbaiki pada tahap konsolidasi berubah dari seluler menjadi
berserat. Metabolisme tenosit pada tahap konsolidasi tetap tinggi
dan tenosit serta kolagen menjadi sejajar. Kolagen tipe | dengan
proporsi tinggi disintesis pada tahap konsolidasi. Tahap maturasi
terjadi sepuluh minggu setelah tahap konsolidasi. Tahap maturasi
menunjukkan perubahan secara bertahap dari jaringan fibrosa
menjadi jaringan tendon dan pada proses terakhir dari tahap ini
metabolisme tenosit dan vaskularisasi tendon mulai menurun

(Sharma, 2006).

2.3. Hewan Coba

Tikus (Rattus norvegicus) merupakan hewan yang umum digunakan
dalam penelitian, karena mudah dipelihara, secara garis besar fungsi dan
bentuk organ serta proses biokimianya antara tikus dan manusia memiliki
banyak kesamaan (Suckow, 2006). Tikus (Rattus norvegicus) digunakan
sebagai hewan model intoksikasi dikarenakan memiliki kadar asam amino
dan sistem metabolismenya yang hampir sama dengan manusia sehingga

memudahkan dalam melakukan penelitian (Miller et al, 2010).
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Gambar 2.4 Hewan coba tikus (Rattus norvegicus) (Sirois, 2005)

Klasifikasi tikus menurut Sirois (2005) adalah sebagai berikut:

Kingdom : Animalia

Filum : Chordata

Kelas : Mamalia

Ordo : Rodentia

Sub Ordo : Myomorpha
Famili : Muridae

Sub Famili : Murinae

Genus . Rattus

Spesies . Rattus norvegicus

Tikus galur wistar merupakan hewan yang sering dipergunakan dalam
berbagai penelitian, termasuk penelitian hormon dan pengamatan tingkah
laku kopulasi yang berkaitan dengan libido. Rattus norvegicus ini memiliki
ciri antara lain rambut tubuh berwarna putih dan mata yang merah, panjang
tubuh total 440 mm, panjang ekor 205 mm dan bobot pada usia dewasa
adalah sekitar 250-500 gram (Suckow, 2006).

Penggunaan tikus jantan lebih banyak digunakan dalam penelitian

daripada tikus betina, terkecuali dalam penelitian spesifik yang
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mengharuskan menggunakan tikus betina. Hal tersebut dikarenakan dari
segi hormonal tikus jantan lebih bersifat stabil dan pemeliharaan tikus
jantan lebih mudah dari tikus betina dikarenakan tikus betina lebih mudah
mengalami stress dari tikus jantan (O’Malley, 2005).

Transforming Growth Factor Beta (TGF-B)

Proses regenerasi tendon melibatkan berbagai macam molekul, salah
satunya transforming growth factor beta (TGF-B). Transforming Growth
Factor Beta merupakan salah satu faktor pertumbuhan yang berperan
penting dalam proses penyembuhan luka. Pada kondisi terjadinya luka, sel
yang berperan adalah platelet, fibroblas dan monosit. Transforming Growth
Factor Beta (TGF-B) terlibat dalam banyak proses secluler baik pada
organisme dewasa maupun embrio yang sedang berkembang termasuk
pertumbuhan sel, diferensiasi sel, apoptosis, homeostasis seluler dan fungsi
seluler lainnya (Mauviel, 2009). Transforming Growth Factor Beta (TGF-p)
terdiri dari tiga isoform, yaitu TGF-B1, TGF-B2, TGF-B3 yang memiliki
fungsi dalam penyembuhan luka, pembentukkan jaringan parut, diferensiasi
jaringan tendon dan menginisiasi fibrogenesis. Isoform TGF-B tersebut
diekspresikan melalui ribosom yang dilepaskan dalam bentuk proprotein
dan diubah didalam aparatus golgi menjadi TGF-f ligan aktif yang akan
berikatan dengan TGF-B reseptor yang terdiri dari reseptor tipe I dan
reseptor tipe Il (Faler et al., 2006). Ligan superfamili TGF-B1 mengikat
reseptor TGF-B tipe II, yakni serin/kinin reseptor kinase, dan akan

memfosforilasi reseptor TGF-f tipe I (Pakyari et al., 2013).
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2.5. Kolagen

Kolagen merupakan salah satu struktur protein penting pada
vertebrata. Unit struktural dari kolagen merupakan tropokolagen, protein
yang tipis dan panjang (280 nm) dan dengan lebar 1,5 nm yang utamanya
mengandung kolagen tipe I. Kolagen tersusun atas triple helix dari tiga
rantai a polipeptida. Kolagen memiliki kemampuan homeostasis, interaksi
dengan trombosit, interaksi dengan fibronektin, meningkatkan eksudasi
cairan, meningkatkan komponen seluler, meningkatkan faktor pertumbuhan

dan mendorong proses fibroplasia (Triyono, 2005).

Gambar 2.5 Serabut Kolagen pada Tendon (Huang, 2017).

Kolagen juga merupakan agen hemostasik yang sangat efisien karena
trombosit melekat pada kolagen, membengkak dan melepaskan substansi
untuk memulai proses hemostasis. Masa kolagen yang relatif avaskuler dan
aseluler ini berfungsi untuk mengembalikan kontinyuitas, kekuatan, dan
fungsi jaringan. Abnormalitas pada kolagen dapat mengakibatkan
terganggunya proses kesembuhan luka. Serabut kolagen pada jaringan segar
(fascia, tendon) beraspek putih, karenanya disebut white fiber atau serabut

putih dan jumlahnya paling banyak. Sifat umum dari serabut kolagen yaitu
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lentur (flexible), tetapi susah diregang. Serabut kolagen merupakan
gabungan sejumlah fibril, dengan diameter 0,2 sampai 0,5 mikrometer.
Pewarnaan rutin serabut kolagen dengan HE memberikan warna merah
jambu, dengan metode khusus Masson’s Trichrome stain yang mengandung

anilin biru (Hernawati, 2008).



BAB 3 KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS PENELITIAN

3.1. Kerangka Konseptual
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Hewan coba berupa tikus (Rattus norvegicus) model robek tendon
dibuat dengan cara diberi perlakuan insisi pada tendon. Tendon yang diinsisi
mengakibatkan rusaknya jaringan karena terbentuknya area luka dan
menyebabkan terjadinya hemostatis yang ditandai dengan aktivasi platelet,
vasokontriksi, dan pembentukan fibrin plug. Platelet yang keluar dari
pembuluh darah akan mengeluarkan trombokinase. Trombokinase akan
mengubah protrombin menjadi trombin, trombin akan mengubah fibrinogen
menjadi benang-benang fibrin. Benang fibrin yang terbentuk menyebabkan
luka menjadi tertutup sehingga darah tidak mengalir keluar. Luka akan
mengalami fase inflamasi yang ditandai dengan terjadinya vasodilatasi di
sekitar jaringan luka dan migrasi leukosit salah satunya monosit. Monosit
yang bermigrasi kesekitar jaringan yang mengalami luka akan berubah
menjadi makrofag. Makrofag yang telah aktif akan melepaskan sitokin dan
growth factor, salah satunya TGF-B. Makrofag juga aktif dalam proses
fagositosis untuk menyingkirkan jaringan mati dan melawan infeksi. Fase
inflamasi yang lama akan memperlambat fase proliferasi dan mempengaruhi
proliferasi fibroblas. Fase inflamasi terjadi kurang lebih satu hingga lima
hari. Sel radang akan menurun setelah fase inflamasi selesai.

Lem getah nangka (Artocarpus heterophyllus) ini berperan
mempercepat fase inflamasi karena adanya kandungan pektin sebagai
antiinflamasi, selulosa yang memiliki sifat sebagai perekat dan menjaga
stabilitas jaringan dan sel serta tanin sebagai antibakteri sehingga fase

inflamasi berlangsung lebih cepat dan masuk kedalam fase proliferasi. Pada
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fase ini makrofag bekerja dalam merangsang aktifasi growth factor. Aktifasi
growth factor salah satunya TGF-p, peningkatan TGF-p yang terjadi karena
pemberian getah nangka memicu integrin dalam mengontrol reaksi
perbaikan jaringan melalui produksi kolagen matriks ekstraseluler dan
fibroblas sehingga dapat mengurangi inflamasi dan terjadi pembentukkan
jaringan ikat baru. Faktor pertumbuhan TGF-f juga berperan dalam migrasi
dan proliferasi fibroblas yang mengarah ke area robek tendon. Terjadinya
peningkatan proliferasi fibroblas akibat efek pemberian getah nangka
berperan dalam memproduksi matriks kolagen satu arah dalam jumlah yang
besar sehingga akan memperbaiki jaringan tendon yang rusak. Proses
kesembuhan robek tendon memasuki fase maturasi yang diikuti dengan
terbentuknya pembuluh darah baru dan penataan serat kolagen satu arah
sepanjang area robek tendon untuk meningkatkan kekuatan jaringan tendon
baru.
Hipotesa Penelitian
1. Pemberian getah nangka (Artocarpus heterophyllus) dapat meningkatkan
ekspresi Transforming Growth Factor Beta (TGF-pB) pada robek tendon
tikus (Rattus novergicus).
2. Pemberian  getah nangka  (Artocarpus heterophyllus)  dapat

mempengaruhi kepadatan kolagen pada tendon tikus (Rattus novergicus).



BAB 4 METODOLOGI PENELITIAN

4.1. Waktu dan Tempat Penelitian

4.2.

Penelitian ini akan dilaksanakan selama empat bulan, dimulai dari
bulan Februari 2018. Penelitian ini dilakukan dibeberapa laboratorium yaitu
Laboratorium Fisiologi Hewan Universitas Islam Maulana Malik Negeri
Malang, Laboratorium Histologi Veteriner Universitas Brawijaya,
Laboratorium Biokimia Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya,
Laboratorium  Patologi Anatomi Fakultas Kedokteran Universitas
Brawijaya.

Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain; kandang
pemeliharaan tikus, pisau, wadah penampung getah nangka, nipple minum,
scalpel, hot plate, mikrotom, spatula, pot sampel, cetakan paraffin, kawat,
incubator, alat bedah, timbangan, alat cukur, seperangkat alat jahit, dan
lampu UV.

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain; getah nangka,
bahan untuk membuat preparat histopatologi yang meliputi formalin,
alkohol (70%, 80%, 90%, 95%), ethanol absolut, xylol, parafin, ewit,
pewarna masson’s thrichrome, pewarna immunohistokimia, antibodi primer
anti rat TGF-p, poly lysine, alkohol asam, balsam kanada, objek glass dan
cover glass, tikus (Rattus novergicus), pakan dan minum tikus, serta

underpad sebagai alas kandang.

21
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4.3. Sampel Penelitian
Sampel yang digunakan dalam penelitian ini yaitu hewan coba berupa
tikus (Rattus novergicus) berjenis kelamin jantan dengan berat badan
100-200 gram berumur 2-3 bulan yang didapatkan dari Laboratorium
Fisiologi Hewan Universitas Islam Negeri Maulana Malik. Jumlah hewan

coba yang digunakan sebagai sampel dihitung dengan Federer (Hasanah,

2015).

t(n-1)>15

3(n-1)>15 Keterangan:

3n-3>15 t: jJumlah perlakuan

3n>18 n: jumlah ulangan yang diperlukan
n>6

Setelah melakukan perhitungan jumlah sampel hewan coba yang
diperlukan, maka dalam pelaksanaan penelitian ini menggunakan hewan
coba tikus sejumlah 18 ekor yang dibagi dalam 3 kelompok perlakuan.
Masing-masing kelompok perlakuan membutuhkan 6 kali ulangan, sehingga
setiap perlakuan membutuhkan 6 ekor hewan coba. Hewan coba yang sudah
dipesan sebanyak jumlah yang sudah ditentukan selanjutnya diadaptasikan
selama tujuh hari di Laboratorium Fisiologi Hewan Universitas Islam
Negeri Maulana Malik. Tikus diberi makan dan minum secara adlibitum dan

diberi alas sekam yang diganti setiap harinya.
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4.4. Rancangan Penelitian

4.5.

Penelitian ini bersifat eksperimental menggunakan Rancangan Acak

Lengkap (RAL). Rancangan Acak Lengkap digunakan apabila ragam satuan

percobaan yang digunakan homogen atau seragam. Sampel hewan coba

yang berjumlah 18 ekor, dibagi dalam 3 perlakuan yang berbeda dan

masing-masing menggunakan pengulangan sebanyak 6 kali. Kelompok

hewan coba pada penelitian ini adalah:

Tabel 4.1 Kelompok Hewan Coba

Kelompok

Perlakuan

Kontrol Negatif

Kelompok hewan coba yang tidak diberi insisi pada
tendo Achilles kaki kanan dan tidak diberi terapi.

Perlakuan 1 (P1)

Kelompok hewan coba yang diberi insisi pada tendo
Achilles kaki kanan dan diberi minum analgesik
asam mefenamat dengan dosis 50 mg/kg BB selama
5 hari.

Perlakuan 2 (P2)

Kelompok hewan coba yang diberi insisi pada tendo
Achilles kaki kanan diberi minum analgesik asam
mefenamat dengan dosis 50 mg/kg BB selama 5 hari
dan lem getah nangka sebanyak 10 mg kemudian
diberi pancaran sinar UV 1 menit sebanyak dua kali
pada tendo untuk membantu pengerasan lem dan
untuk mensterilkan luka.

Variabel Penelitian

Variabel yang diamati dalam penelitian ini adalah:

a) Variabel bebas

b) Variabel terikat

¢) Variabel kontrol

: Terapi lem getah nangka (Artocarpus
heterophyllus), robek tendon

: Ekspresi TGF-p dan Kepadatan Kolagen
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1. Homogenitas tikus (galur, jenis kelamin, berat badan, usia, suhu
pemeliharaan, jenis pakan dan kandang).
2. Pengecekan jahitan dan penggantian under pad
3. Intensitas pemberian terapi
4.6. Prosedur Kerja

4.6.1 Persiapan Hewan Coba

Hewan coba yang digunakan merupakan tikus (Rattus
norvegicus) jantan dengan berat badan berkisar 100-200 gram dengan
usia 2-3 bulan. Hewan coba diaklimatisasi selama tujuh hari untuk
menyesuaikan dengan kondisi di laboratorium. Hewan coba tersebut
dibagi menjadi 3 kelompok, masing-masing kelompok berisikan 6
ekor hewan coba. Hewan coba dirawat di Laboratorium Fisiologi
Hewan Universitas Islam Maulana Malik Negeri Malang. Hewan coba
dipelihara di dalam kandang balok plastik berukuran 17.5 x 23.75 X
17.5 cm yang beralaskan underpad dan diberi penutup kandang dari
kawat. Kandang tikus ditempatkan pada tempat yang nyaman dan
tikus diberi makan dan minum secara ad libitum (Lamanepa, 2005).

4.6.2 Pembuatan Lem Getah Nangka
Persiapan getah nangka dilakukan di Laboratorium Histologi

Veteriner Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Brawijaya. Getah
nangka diperoleh dari bagian pangkal buah nangka yang dikoleksi
dengan cara memotong bagian pangkal buah nangka hingga getah
keluar. Selanjutnya, getah ditampung didalam wadah plastik dan

dibuang cairannya sehingga hanya diambil getahnya saja atau bagian
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yang kentalnya. Kemudian getah dipindahkan ke cawan petri kecil dan
disterilkan menggunakan sinar UV selama dua kali 60 detik.
Kemudian, getah nangka dipanaskan diatas kompor elektrik dengan
suhu 60°C supaya getah tidak mengeras dan tidak menggumpal saat
akan diaplikasikan pada robek tendon.

4.6.3 Pembuatan Robek Tendon Pada Hewan Coba

Hewan coba tikus yang sudah diadaptasikan selama 7 hari
kemudian dikelompokkan menjadi tiga kelompok, masing-masing
terdiri dari enam ekor tikus. Tikus tersebut diberi tanda pada bagian
ekor dengan spidol waterproof. Tikus ditimbang satu persatu dan
dianestesi dengan menggunakan campuran ketamine dengan dosis 50
mg/kgbb dan xylazine dengan dosis 20 mg/kgbb yang diinjeksikan
melalui intramuskular. Lokasi insisi pada ektremitas caudal sebelah
kanan dicukur rambutnya sampai bersih, kemudian dioles kapas
beralkohol 70%. Insis pada kulit bagian belakang tungkai bawah
ekstremitas caudal sebelah kanan hingga tendo achilles terlihat. Insisi
pada tendo achilles 0,1 cm untuk membuat luka robek dengan
menggunakan gunting bedah kecil.

4.6.4 Pemberian Perlakuan
Masing-masing hewan coba diberi sekali pemberian terapi.

Biosealant getah nangka diberikan secara topikal sebanyak 10 mg,
yaitu dengan cara mengoleskan tipis pada lokasi robek tendon.
Biosealant getah nangka diberikan setidaknya setipis mungkin dan

menutupi seluruh bagian permukaan tendon yang robek. Untuk
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kelompok K(-) tanpa diberi terapi apapun. Kelompok P1 dilakukan
insisi dan diberi minum Asam Mefenamat dosis 50 mg/kg BB selama
5 hari. Kelompok P2 dilakukan insisi, diberi terapi biosealant getah
nangka sebanyak 10 mg dan diberi minum Asam Mefenamat dosis 50
mg/kg BB selama 5 hari (Mercya, 2017). Kelompok K- tidak diinsisi
dan tidak diberi terapi apapun. Setelah dioleskan biosealant getah
nangka, kulit segera ditutup dengan dilakukan penjahitan dan diberi
pancaran sinar UV selama 1 menit sebanyak dua kali. Lama terapi
yang diberikan adalah 14 hari.

4.6.5 Koleksi Sampel Organ

Pengambilan jaringan tendon hewan coba dilakukan 14 hari
setelah insisi. Sebelum di ambil jaringan, dilakukan euthanasia dengan
cara dislokasio os cervicalis, kemudian dilakukan pelepasan jahitan
pada kulit untuk mendapatkan tendon. Tendon dipotong secara
keseluruhan kemudian dimasukkan pada larutan formalin 10%
sebelum dilakukan pembuatan preparat histologi (Irawan dkk, 2012).

4.6.6 Pembuatan Preparat Histopatologi
Setelah hewan dinekropsi kemudian organ tendon diambil dan

direndam dalam formalin 10% selama kurang lebih 18-24 jam. Setelah
tendon terfiksasi, larutan diganti dengan alkohol 70% yang dikenal
sebagai “stopping point” dengan pengertian jaringan dapat disimpan
lama pada larutan ini. Tahap selanjutnya adalah dehidrasi dengan
menggunakan larutan alkohol dengan konsentrasi bertingkat mulai

80% (20 bagian akuades + 80 alkohol absolut), 90% (10 bagian
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akuades + 90 alkohol absolut), 100% masing- masing selama 1 jam,
dijernihkan dengan xylol I sampai Ill (clearing) masing-masing 20
menit, kemudian sampel tendon dimasukkan ke dalam parafin cair I,
I, 11l pada incubator parafin suhu 58-60°C (infiltrasi parafin), dan
sampel tendon ditutup menggunakan tissue cassette (embedding).
Potongan jaringan yang telah dimasukkan pada paraffin cair ditunggu
hingga memadat. Jaringan dalam paraffin tersebut dipotong dengan
ketebalan 5 mikron, kemudian dilekatkan pada objek glass yang telah
dilapisi poly lysin. Jaringan yang telah ada pada object glass tersebut
disimpan dalam inkubator bersuhu 40°C. Sediaan dibagi 2 kemudian
salah satu diwarnai secara IHK dan Masson’s Trichome (Samson and
Unity,2014).

Pengamatan Kolagen Menggunakan Pewarnaan Masson’s Thricome

Pewarnaan Masson’s Trichome merupakan pewarnaan kKhusus
untuk serat elastin dan retikulin. Serat retikulin adalah serat kolagen
yang kaya akan selubung glikoprotein yang akan terlihat berwarna
biru dalam pewarnaan Masson’s Trichome (Cotran, 2003).

Preparat dipanaskan pada oven selama 10 menit sebelum
dilakukan deparafinisasi. Preparat yang difiksasi terlebih dahulu
dilakukan proses perendaman dalam larutan Bouin selama satu jam
dalam suhu 37°C. Preparat dibilas dengan air mengalir selama 5 menit
selanjutnya dibilas dengan aquades. Preparat yang telah selesai dibilas
diwarnai dengan pewarnaan hematoksilin selama 10 menit. Preparat

dibilas menggunakan air mengalir selama 10 menit. Pewarnaan
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dilanjutkan dengan menggunakan larutan biebrich scarlet acid fuschin
selama 10-15 menit, setelah itu preparat direndam didalam acetic acid
1% selama 1 menit. Preparat diteteskan Pospho-tungstic acid selama 5
menit, preparat direndam didalam larutan acetic acid 1% selama 1
menit. Preparat ditetesi Aniline Blue selama 2 sampai 5 menit yang
kemudian direndam didalam larutan acetic acid 1% selama 1 menit.
Preparat dibilas dengan air mengalir selama 30 detik, setelah itu
dilakukan dehidrasi menggunakan alkohol 95% dan 100%. Preparat
direndam didalam cairan xylol I, 1l dan Il masing-masing selama 5
menit (clearing). Preparat diberikan entelan sebanyak 1-2 tetes,
kemudian ditutup dengan cover glass, ditekan dan dibiarkan
mengering. Pengamatan kepadatan kolagen dilakukan menggunakan
mikroskop OLYMPUS dengan perbesaran 100x satu lapang pandang
di area robek tendon yang diamati arah serat kolagen dan jarak antar

serat kolagen (Palumpun, 2017).

Normal-MT

Gambar 4.1 Preparat Kolagen Pewarnaan Masson’s Trichome
(Tsai Yun-Pu dkk, 2013)
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4.6.8 Analisis Ekspresi TGF-$ pada Jaringan Tendon dengan Metode
Imunohistokimia

Menurut  Samson and  Unitily  (2014), pewarnaan
imunohistokimia memiliki 3 tahapan yang harus dilakukan, yaitu
preparasi gelas obyek yang digunakan untuk penempelan preparat atau
sediaan histologis, pembuatan neufren (agen penempel) untuk
membantu proses afixing preparat ke gelas obyek dan prosedur
pewarnaan imunohistokimia itu sendiri. Pewarnaan imunohistokimia
meliputi beberapa tahap preparasi, antara lain preparasi gelas obyek,
pelapisan (coating) gelas obyek dengan neufron (agen penempelan),
penempelan preparat irisan pada gelas obyek dan prosedur pewarnaan
imunohistokimia yaitu dengan memilih preparat irisan yang paling
bagus, kemudian dilakukan perlakuan sesuai prosedur.

Slide dideparafinisasi dengan cara memasukkan slide ke dalam
xylol 111 sampai | masing-masing selama 7-10 menit dengan tujuan
untuk menghilangkan parafin yang terdapat di dalam jaringan.
Kemudian slide direhidrasi dengan cara memasukkan slide ke dalam
alkohol absolute 95%, 90%, 85%, 80%, 70% masing-masing selama
7-10 menit, kemudian slide dicuci menggunakan aquades selama 5
menit (3x). Kemudian diteteskan peroksidase pada slide sebanyak 1
tetes dan diinkubasi didalam chamber selama 40 menit dengan suhu
ruang. Setelah diinkubasi selama 40 menit, slide dicuci dengan
menggunakan PBS (phospat buffer saline) selama 5 menit (3x).

Permukaan slide di sekitar jaringan dikeringkan menggunakan kertas
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tisu dengan tetap menjaga jaringan untuk tidak kering, kemudian
dilakukan blocking dengan menggunakan serum FBS dan Tritone X
100 sebanyak 30 pL dan diinkubasi pada suhu 4°C selama 1 malam.
Selanjutnya slide dicuci dengan PBS selama 5 menit (3x).

Slide diberi antibodi/Ab primer anti rat TGF-p sebanyak 30 pL
dan slide diletakkan di dalam chamber lalu diinkubasi dalam refigator
suhu 4°C selama 1 malam. Slide kemudian dicuci kembali
menggunakan PBS selama 5 menit (3x). Kemudian diteteskan
antibodi/Ab sekunder kit merk scytek yaitu universal antibodi
sekunder sebanyak 1 tetes per jaringan pada slide, dimasukkan ke
dalam chamber dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 60 menit. Slide
dicuci kembali dengan PBS selama 5 menit (3x), kemudian dilakukan
pemberian SAHRP dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 40 menit.
Slide dicuci kembali dengan menggunakan PBS selama 5 menit (2x)
dan yang terakhir dicuci menggunakan aquades 5 menit (1x).

Slide dilakukan pemberian DAB (3,3- diaminobenzidine)
sebanyak 10 mg dalam tris buffer (50 cc) yang dicampur dengan H,0,
(50 pL) selama maksimal 40 menit. Slide kemudian dicuci
menggunakan aquades (stopping point) selama 5 menit (3x). Slide
diwarnai dengan menggunakan pewarnaan Mayer, selanjutnya sediaan
histologis siap diamati di bawah mikroskop, direkam dengan
menggunakan scanning digital sebanyak 5x lapang pandang

meggunakan perbesaran 400X.
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4.6.9 Analisis Data

Parameter yang digunakan dalam penelitian ini yaitu ekspresi
TGF-B yang dianalisis data secara kuantitatif menggunakan software
immunoratio, kemudian menggunakan microsoft excel dan SPSS for
windows 24 dengan analisis statistik ragam one-way ANOVA dengan
uji lanjutan Tukey a=0,05 dan kepadatan kolagen yang dianalisis data
secara kualitatif dengan pengamatan menggunakan mikroskop dengan

perbesaran 100x.



BAB 5 HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1 Ekspresi TGF-p pada Robek Tendon

Parameter pertama yang diamati dari proses penyembuhan luka dalam
penelitian ini adalah Transforming Growth Factor Beta (TGF-f). Parameter
TGF-B diamati pada hari ke-14 pasaca luka robek tendon dilakukan pada
tikus. Transforming Growth Factor Beta (TGF-f) merupakan faktor
pertumbuhan yang memiliki fungsi dalam penyembuhan luka,
pembentukkan jaringan parut, diferensiasi jaringan tendon dan menginisiasi
fibrogenesis (Faler et al., 2006). Hasil ekspresi TGF-p pada tikus model
robek tendon dengan teknik imunohistokimia ditunjukkan dengan adanya
ekspresi warna kecokelatan pada sitoplasma sel dan jaringan tendon yang
dapat dilihat pada Gambar 5.1. Warna kecokelatan dikarenakan adanya
interaksi antara TGF-§ pada jaringan tendon dengan antibodi primer (anti-
rat TGF-B) yang ditambahkan. Data perhitungan TGF-f yang diperoleh
dianalisa secara statistika sehingga diperoleh hasil bahwa rata-rata TGF-3
tertinggi terdapat pada kelompok perlakuan dua Gambar 5.1 (P.2) dan

terendah terdapat pada kelompok kontrol negatif Gambar 5.1 K(-).
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Gambar 5.1. Ekspresi TGF-B Tendon Tikus (Rattus norvegicus) dengan
Metode Immunohistokimia (Perbesaran 400x).

Keterangan: K(-) Tikus sehat, (P.1) Tikus dengan perlakuan robek tendon dan
diberi analgesik asam mefenamat dengan dosis 50 mg/kgBB, (P.2)
Tikus dengan perlakuan robek tendon dan diberi analgesik asam
mefenamat dosis 50 mg/kgBB serta diberi lem biosealant getah
nangka sebanyak 10 mg.

Data rata-rata ekspresi TGF-p yang diperoleh kemudian dianalisa
secara statistika. Hasil ekspresi TGF-B yang terlihat pada Gambar 5.1

menunjukkan adanya warna cokelat yang berarti terdapatnya TGF-p pada
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jaringan tendon. Ekspresi TGF-p pada kelompok kontrol negatif Gambar
5.1 K(-) menunjukkan ekspresi yang paling rendah dibandingkan dengan
kelompok lain, hal ini dikarenakan kelompok kontrol negatif dalam keadaan
normal dan tidak mengalami kerusakkan jaringan. Sintesis faktor
pertumbuhan terpicu karena adanya kerusakan jaringan, yang akan
berpengaruh terhadap proses perbaikan jaringan. Hasil ekpresi TGF-p pada
kelompok perlakuan satu Gambar 5.1 (P.1) dan kelompok perlakuan dua
Gambar 5.1 (P.2) menunjukkan ekspresi lebih tinggi dibandingkan
kelompok kontrol negatif.

Hasil ekspresi TGF-f diukur menggunakan software immunoratio
yang akan mempresentasikan area yang mengekspresikan TGF-f dan
dilanjutkan dengan pengolahan data secara statistik. Hasil ekspresi TGF-3
kemudian dianalisa secara statistik menggunakan metode one-way ANOVA
sehingga didapatkan nilai p<0,05 dan kemudian dilanjutkan dengan uji
Tukey 0=0,05 yang disajikan pada Tabel 5.1.

Tabel 5.1 Hasil Uji Tukey terhadap ekspresi TGF-$3

Rata-rata Area Peningkatan
Kelompok Ekspresi TGF-p terhadap K(-)
(%) (Rata-rata (%)
SD)
Kontrol (-) 26,56+2,38%° -
Perlakuan 1 (Asam mefenamat) 45,5242 67%" 41,65%
Perlakuan 2 (Asam mefenamat + 68,09+3,03%° 60,99%

getah nangka)

Keterangan: Perbedaan notasi a, b dan ¢ menunjukkan adanya perbedaan
signifikan (p<0,05) antar kelompok.

Hasil analisa statistik menunjukkan (Tabel 5.1) bahwa getah nangka

dalam bentuk lem biosealant secara signifikan (p<0,05) meningkatkan
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ekspresi TGF-B pada kasus robek tendon dan menunujukkan perbedaan
notasi pada tiap kelompok perlakuan. Hasil uji tukey terhadap ekspresi
TGF-B hari ke-14 pada kelompok perlakuan satu (P1) dengan terapi asam
mefenamat dan kelompok perlakuan dua (P2) dengan terapi asam
mefenamat serta lem getah nangka berbeda signifikan (p<0,05) terhadap
kelompok kontrol negatif (K-) karena berbeda notasi. Kelompok perlakuan
satu (P1) berbeda signifikan (p<0,05) terhadap kelompok perlakuan dua
(P2) karena berbeda notasi. Kelompok (P1) tikus robek tendon dengan
terapi analgesik asam mefenamat dosis 50 mg/kgBB menunjukkan rata-rata
sebesar 45,52+2,67%. Kelompok (P2) tikus robek tendon dengan terapi
analgesik asam mefenamat dosis 50 mg/kgBB serta lem biosealant getah
nangka 10 mg menunjukkan rata-rata sebesar 68,09+3,03%.

Berdasarkan Tabel 5.1 ekspresi TGF-§3 pada kelompok kontrol negatif
menunjukkan perbedaan yang signifikan terhadap kelompok perlakuan P1
dan P2. Jumlah rata-rata ekspresi TGF-B kelompok kontrol negatif
didapatkan sebesar 25,56%, hal ini menunjukkan bahwa TGF-B
diekspresikan pada tendon normal. Menurut Guanqun, et al., (2005) TGF-$
juga penting dalam menjaga homeostasis jaringan dengan meregulasi
pertumbuhan dan diferensiasi sel serta deposisi matriks ekstraseluler, pada
kondisi fisiologis terjadi apoptosis atau kematian sel secara terprogram
sehingga dibutuhkan peranan faktor pertumbuhan untuk meregenerasi sel-
sel yang telah mati. Tenosit merupakan sel fibroblas pada tendon yang telah

matang dengan fungsi utama untuk sintesis dan degradasi kolagen, secara
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konstan memperbaiki kerusakan mikro tendon dalam keadaan normal.
Fungsi tenosit yang menurun hingga kematian sel dalam keadaan normal
diakibatkan  terjadinya  ketidakstabilan  dalam  tendon  karena
hipoksia,iskemia dan stres tendon karena latihan (Ren, 2008). Hal ini
menyebabkan TGF-B tendon tetap terkspresi untuk memperbaiki seluler
yang aktivitasnya tidak sesuai.

Ekspresi TGF-B pada kelompok perlakuan satu Gambar 5.1 (P.1)
dengan pemberian terapi asam mefenamat menunjukkan adanya
peningkatan ekspresi dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif
sebesar 41,6%, tetapi peningkatan tidak setinggi kelompok perlakuan dua
(P2). Hal ini dikarenakan asam mefenamat mempunyai sifat antiinflamasi,
antipiretik dan analgesik. Mekanisme kerja dari asam mefenamat yaitu
menghambat enzim siklo-oksigenase, dimana enzim siklooksigenase
berfungsi  membantu  tubuh dalam  memproduksi  prostaglandin.
Prostaglandin merupakan salah satu faktor kimia yang dihasilkan dari
adanya proses inflamasi yang berperan sebagai mediator peradangan dan
nyeri (Brunton et al., 2008). Penghambatan siklo-oksigenase dapat
membantu reaksi inflamasi berlangsung lebih singkat dan segera memasuki
fase proliferasi, sehingga pada fase proliferasi makrofag mulai bekerja
dalam mengaktifasi TGF-p yang berperan penting dalam merangsang
terjadinya proliferasi fibroblas dan menghasilkan matriks ekstraseluler yang

berfungsi untuk proses perbaikan jaringan (Velnar, et al., 2009).
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Ekspresi TGF-B pada kelompok perlakuan dua Gambar 5.1 (P.2)
dengan pemberian terapi asam mefenamat dan lem getah nangka 10 mg
menunjukkan adanya peningkatan ekspresi TGF-B sebesar 60,99 %
dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif dan kelompok perlakuan
satu. Hal ini dikarenakan adanya sifat antiinflamasi dari asam mefenamat
dan getah nangka yang memiliki kandungan pektin yang mampu membantu
proses perbaikan luka robek tendon. Pektin yang terkandung dalam getah
nangka memiliki fungsi menstimulasi lebih banyak sel makrofag untuk
bermigrasi ke area luka (Chansiripornchai et al., 2005). Sel makrofag yang
semakin banyak bermigrasi ke area luka akan mempercepat proses
fagositosis benda-benda asing di area luka, sehingga fase inflamasi
berlangsung lebih singkat dan segera memasuki fase proliferasi. Makrofag
pada fase proliferasi berperan dalam aktifasi TGF-p yang berfungsi
menginisiasi proliferasi dan migrasi dari sel fibroblas, sehingga peningkatan
sel makrofag akan diikuti dengan peningkatan aktifasi TGF-p. Kandungan
selulosa berperan sebagai perekat untuk menyatukan dan memfiksasi kedua
sisi tendon yang robek. Selain itu getah nangka juga mengandung tanin
yang bersifat sebagai antioksidan, antibakteri, dan antiinflamasi (Arung et
al., 2008). Menurut Khanbabaee et al., (2001), kandungan tanin mampu
mempercepat penyembuhan dengan beberapa mekanisme seluler yaitu
mencegah radikal bebas, meningkatkan penutupan luka pada tendon dan
meningkatkan pembentukan pembuluh darah serta fibroblas. Kandungan

pektin lem getah nangka menstimulasi sel makrofag menuju ke area luka
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sehingga fase inflamasi menjadi lebih singkat dan masuk ke fase proliferasi
dan pada fase proliferasi akan terjadi peningkatkan aktifasi TGF-p yang
optimal.

Berdasarkan hasil uraian dan analisa statistik uji one-way ANOVA
tersebut dapat disimpulkan bahwa penggunaan lem getah nangka mampu
meningkatkan ekspresi TGF-p pada tikus model robek tendon, karena
menunjukkan hasil peningkatan ekspresi TGF-p secara signifikan
dibandingkan kelompok perlakuan satu.

Kepadatan Kolagen pada Robek Tendon

Parameter keberhasilan pemberian terapi lem biosealant getah nangka
pada tikus model robek tendon dapat dilihat melalui pengamatan kepadatan
kolagen dengan pewarnaan Masson’s Trichrome. Pewarnaan Masson’s
Trichrome merupakan pewarnaan yang digunakan untuk mewarnai serabut
jaringan ikat, sehingga kolagen akan tampak berwarna biru pada pewarnaan
ini. Kepadatan kolagen diamati menggunakan mikroskop dengan perbesaran
100x pada satu lapang pandang yang diamati jarak antar serat dan arah serat
kolagen. Menurut Novriansyah (2008) kriteria penilaian histologis terhadap
kepadatan kolagen dibuat berdasarkan sebaran dan kerapatan serabut
kolagen. Menurut Streit (2015) kolagen tendon normal secara mikroskopis
menujukkan susunan serat kolagen paralel dengan jarak antar serat yang
rapat dan serat kolagen yang sedikit bergelombang. Pembentukkan serabut

kolagen merupakan hal yang penting untuk meningkatkan kekuatan tendon
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yang rusak. Kekuatan daya regang tendon dipengaruhi oleh kepadatan,
ketebalan dan komponen kolagen (Gurtner, 2007).

Berdasarkan Gambar 5.2 kolagen pada pewarnaan Masson's
Trichrome berwarna biru. Kelompok kontrol negatif digunakan sebagai
standar untuk membandingkan peningkatan kepadatan kolagen pada
kelompok perlakuan, pada Gambar 5.2. K(-) merupakan tikus sehat tanpa
perlakuan, dapat dilihat bahwa serabut kolagen terwarnai biru dengan
kepadatan kolagen yang sangat jelas. Kelompok perlakuan satu Gambar 5.2
(P.1) terlihat adanya perbedaan kepadatan serabut kolagen dengan
kelompok kontrol negatif dan kelompok perlakuan dua. Kelompok
perlakuan satu yang diberikan analgesik asam mefenamat dengan dosis 50
mg/kg BB terlihat kepadatan serabut kolagen lebih renggang dan arah serat
serabut kolagen tidak searah dibandingkan dengan kepadatan serabut
kolagen kelompok kontrol negatif dan kelompok perlakuan dua. Kelompok
perlakuan dua Gambar 5.2 (P.2) terlihat kepadatan serabut kolagen jauh
lebih padat dan arah serat serabut kolagen sudah mulai satu arah
dibandingkan dengan serabut kolagen pada kelompok perlakuan satu. Hal
ini menunjukkan kelompok perlakuan dua yang diberikan terapi analgesik
asam mefenamat dan lem getah nangka terdapat peningkatan pembentukkan

serabut kolagen yang mempengaruhi kepadatan kolagen.
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Gambar 5.

Keterangan:

Histopatologi Kolagen Jaringan Tendon Tikus (Rattus
norvegicus) dengan pewarnaan Masson’s Trichrome
(Perbesaran 100x).

K(-) Tikus sehat tanpa pelakuan apapun, (P.1) Tikus dengan
perlakuan robek tendon dan diberi analgesik asam mefenamat
dengan dosis 50 mg/kgBB, (P.2) Tikus dengan perlakuan robek
tendon dan diberi analgesik asam mefenamat dosis 50 mg/kgBB
dan terapi lem biosealant getah nangka sebanyak 10 mg. Pada K(-
) dapat terlihat kepadatan kolagen yang lebih jelas. Pada (P.2)
memiliki kepadatan kolagen mendekati dengan K(-).
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Kelompok kontrol negatif (Gambar 5.2 K(-)) merupakan indikator
atau pembanding dari kepadatan kolagen yang normal. Gambaran histologis
pada kelompok kontrol negatif menunjukkan serabut kolagen yang padat
dengan arah serat satu arah dan jarak antar serat berdekatan. Hal ini
disebabkan karena tendon tikus pada kelompok perlakuan K(-) tidak
mengalami kerusakan yang berpengaruh terhadap struktur dan kepadatan
kolagen. Menurut Mescher (2016) tendon merupakan jaringan ikat padat
teratur yang sebagian besar terdiri dari serabut kolagen dan fibroblas yang
tersusun paralel. Gambaran histologi normal tendon menunjukkan serabut
kolagen satu arah, terdapat beberapa sel fibroblas dan tidak adanya
akumulasi sel radang. Menurut Novitasari (2017) serabut kolagen normal
pada pewarnaan Masson’s Trichrome menunjukkan warna biru yang pekat,
hal ini dikarenakan fibril-fibril kolagen telah mengalami ikatan silang ke
bentuk yang lebih padat dan tebal. Menurut Astawa (2016) masa kolagen
berfungsi untuk mengembalikan kontinyuitas, kekuatan dan fungsi jaringan.

Kelompok perlakuan satu (Gambar 5.2 P1) tikus dengan perlakuan
robek tendon dan terapi asam mefenamat dosis 50 mg/kg BB menunjukkan
adanya perkembangan pertumbuhan kolagen, terlihat mulai terjadi sintesis
kolagen yang ditandai adanya serabut kolagen tipis berwarna biru. Hal ini
dikarenakan pemberian terapi asam mefenamat dapat menghambat enzim
siklo-oksigenase yang berperan dalam sintesis prostaglandin. Prostaglandin
merupakan salah satu faktor kimia yang dihasilkan dari adanya proses

inflamasi yang berperan sebagai mediator peradangan dan nyeri (Brunton et



42

al., 2008). Enzim siklo-oksigenase yang dihambat dapat membantu
mempercepat fase inflamasi dan memasuki proses selanjutnya fase
proliferasi dimana sintesis kolagen mulai terjadi. Serabut kolagen
terdistribusi acak dan membentuk persilangan dan beragregasi menjadi
kumparan fibril yang secara perlahan menyebabkan kesembuhan jaringan
dan meningkatkan daya regang (Triyono, 2005). Menurut Astawa (2016)
arah serat kolagen yang acak dan tidak tersusun satu arah akan
mempengaruhi kekuatan daya regang jaringan.

Kelompok perlakuan dua (Gambar 5.2 P2) tikus dengan perlakuan
robek tendon dengan pemberian analgesik asam mefenamat dosis 50 mg/kg
BB dan lem getah nangka menunjukkan adanya peningkatan kepadatan
kolagen dibandingkan kelompok tikus (P.1) dan menunjukkan kepadatan
kolagen yang mendekati kelompok tikus sehat K(-). Hal ini dikarenakan
adanya sifat antiinflamasi dari asam mefenamat dan getah nangka yang
memiliki kandungan pektin yang mampu membantu proses perbaikan luka
robek tendon. Pektin yang terkandung dalam getah nangka memiliki fungsi
menstimulasi lebih banyak sel makrofag untuk bermigrasi ke area luka.
Kemampuan pektin sebagai antiinflamasi dapat mempersingkat fase
inflamasi (Chansiripornchai et al., 2005). Kandungan selulosa berperan
sebagai perekat untuk menyatukan dan memfiksasi kedua sisi tendon yang
robek. Selain itu getah nangka juga mengandung tanin yang bersifat sebagai
antioksidan, antibakteri, dan antiinflamasi (Arung et al., 2008). Kandungan

lem getah nangka menyebabkan fase inflamasi menjadi lebih singkat dan
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masuk ke fase proliferasi. Makrofag pada fase proliferasi berperan dalam
aktifasi TGF-B yang berfungsi menginisiasi proliferasi dan migrasi dari
fibroblas. Faktor pertumbuhan TGF-B yang meningkat akibat pemberian
terapi lem getah nangka, akan diikuti dengan peningkatan jumlah sel
fibroblas yang terbentuk. Menurut Sumbayak (2014) Fibroblas merupakan
sel induk yang berperan membentuk serat-serat dalam matriks, terutama
serat kolagen. Kolagen yang terbentuk satu arah akan memberikan kekuatan
dan integritas pada jaringan tendon yang rusak, sehingga mempercepat
proses kesembuhan robek tendon.

Kolagen merupakan protein utama yang menyusun komponen matriks
ekstraseluler dan merupakan protein terbanyak yang ditemukan dalam tubuh
mamalia. Kolagen sangat berperan penting pada setiap tahap penyembuhan
luka. Menurut Sodera dan Saleh (2000), sintesis kolagen oleh fibroblas
mencapai puncaknya pada hari ke-5 sampai ke-7 fase proliferasi. Sintesis
kolagen diinduksi oleh sejumlah molekul meliputi faktor pertembuhan
seperti PDGF, FGF dan TGF-p.

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa pemberian lem getah nangka
mampu meningkatkan pembentukkan kolagen pada tikus model robek
tendon dan menunjukkan hasil kepadatan kolagen yang mendekati dengan

kepadatan kolagen kelompok tikus sehat (K-).



BAB 6 PENUTUP
6.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan yang telah disampaikan

menunjukkan bahwa:

1. Pemberian terapi getah nangka (Artocarpus heterophyllus) mampu
meningkatkan ekspresi TGF-f (Transforming Growth Factor Beta) pada
kondisi robek tendon tikus (Rattus norvegicus).

2. Pemberian terapi getah nangka (Artocarpus heterophyllus) mampu
meningkatkan kepadatan kolagen pada kondisi robek tendon tikus (Rattus

norvegicus).

6.2 Saran

Adapun saran untuk penelitian ini yaitu:

1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk mengetahui dosis efektif
getah nangka pada penyembuhan robek tendon.

2. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut dengan pengamatan histopatologi
beberapa interval waktu pada proses kesembuhan robek tendon yang
mewakili fase inflamasi, fase proliferasi, dan fase maturasi.

3. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk mengetahui efek getah

nangka pada penyembuhan robek tendon yang lain.
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LAMPIRAN



Lampiran 1 : Kerangka Operasional Penelitian

TIKUS PUTH
H-0 H |
~.] KELOMPOK KELOMPOK KELOMPOK
/ KONTROL PERLAKUAN 1 PERLAKUAN 2
7 NEGATIF
Hari |~
N AKLIMATISASI SELAMA 7 HARI
/ Tikus robek Tikus robek
H-8 | —— Pemberian
K | tendon + pakan tendon + pakan
Payga norma normal + Air normal + Air
minum Asam minum Asam
Mefenamat 50 Mefenamat 50
mg/kg BB mg/kg BB +
14 etah nangka
Hari g g

KOLEKSI JARINGAN TENDON (SETELAH 14 HARI PERAWATAN)

Pengamatan Kepadatan Kolagen Tendon

TGF-B




Lampiran 2 Persiapan Getah Nangka

TANAMAN NANGKA

——Bagian pangkal buah dipotong
L Getah yang keluar ditampung dengan pot sampel
— Getah disterilkan menggunakan sinar UV selama 1 menit

—— Getah dipanaskan dengan suhu 60°C selama 1 menit

HASIL

Lampiran 3 : Pembuatan Insisi Robek Tendon Pada Hewan Coba

TIKUS

— Rambut pada daerah tendon dicukur

— Area yang telah dicukur dioleskan kapas beralkohol 70%

—— Tikus dianestesi dengan menggunakan ketamine dan xylazine
secara IM

— Kulit diinsisi pada bagian belakang tungkai bawah ekstremitas
caudal sebelah kanan

— Tendon Achilles diinsisi sepanjang 0,1 cm

HASIL
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Lampiran 4 : Pengambilan Sampel Organ Tendon
TIKUS
—— Tikus dieuthanasia dengan cara dislokasio os cervicalis
— Jahitan pada kulit dilepas
— Kulit diinsisi
— Tendon dipotong
— Tendon dimasukkan larutan formalin 10 %
HASIL

Lampiran 5 : Pembuatan Preparat Histologi

SAMPEL TENDON

Sampel didehidrasi menggunakan alkohol 70%, 80%, 90%, 100%
masing-masing selama 1 jam.

Sampel diclearing menggunakan xylol I, 11, 111 masing-masing 20
menit, kemudian dimasukkan kedalam parafin cair I, 1l, 11l pada
incubator parafin suhu 58-60°C.

Sampel ditanam pada parafin dan ditutup tissue cassete
(embedding), jaringan dalam parafin dipotong dengan ketebalan 5
mikron

Sampel dilekatkan pada objek glass yang telah dilapisi poly lysin,
kemudian diinkubator pada suhu 40°C.

HASIL

IHK

Masson’s

Ekspresi

Kepadatan Kolagen
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Lampiran 6: Pengamatan Kepadatan Kolagen Dengan Pewarnaan Masson s
Trichome

PREPARAT

— Preparat dilakukan deparafinisasi.

— Preparat direndam dalam larutan Bouin selama satu jam dengan
suhu 37°C

— Preparat dicuci dengan air mengalir selama 5 menit

—— Preparat dibilas dengan aquadest.

—— Preparat diwarnai dengan pewarnaan Weigert’s iron hematoksilin
selama 10 menit

— Preparat dicuci dengan aquadest selama 5 menit

— Preaparat diwarnai dengan biebrich scarlet acid fuschin selama 10-
15menit
Preparat direndam didalam acetic acid 1% selama 1 menit

— Preparat diteteskan Phosphomolybdotungstic acid selama 5 menit,

— Preparat direndam didalam larutan acetic acid 1% selama 1 menit

— Preparat ditetesi Aniline Blue selama 2 sampai 5 menit

—— Preparat direndam didalam larutan acetic acid 1% selama 1 menit

—— Preparat dibilas dengan air mengalir selama 30 detik

— Preparat dilakukan dehidrasi menggunakan alkohol 95% dan 100%

— Preparat direndam didalam cairan xylol I, Il dan Ill selama 5 menit

— Preparat diberikan entelan sebnayak 1-2 tetes, kemudian ditutup

dengan cover glass, ditekan dan dibiarkan mongering
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Preparat diamati kepadatan kolagen dibawah mikroskop dengan

perbesaran 100X

HASIL
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Lampiran 7 : Analisis Ekspresi TGF- pada Jaringan Tendon dengan Metode

Immunohistokimia

PREPARAT

— Preparat dideparafinisasi ke dalam xylol Il sampai | masing-
masing selama 7-10 menit
—— Preparat direhidrasi ke dalam alkohol absolute 95%, 90%, 85%,

80%, 70% masing-masing selama 7-10 menit

Preparat dicuci menggunakan aquades selama 5 menit (3x)

L Preparat diteteskan peroksidase pada slide sebanyak 1 tetes dan
diinkubasi didalam chamber selama 40 menit dengan suhu ruang
—— Preaparat dicuci dengan menggunakan PBS (phospat buffer
saline) selama 5 menit (3x)

+— Preaparat dikeringkan permukaan slide disekitar jaringan
menggunakan kertas tisu dengan tetap menjaga jaringan untuk
tidak kering

— Preparat dilakukan blocking dengan menggunakan serum FBS
dan Tritone X 100 sebanyak 30 pL dan diinkubasi pada suhu 4°C
selama 1 malam

— Preparat dicuci dengan PBS selama 5 menit (3x)

[ Preparat diberi antibodi/Ab primer anti rat TGF-B sebanyak 30

uL dan slide diletakkan di dalam chamber lalu diinkubasi dalam

refigator suhu 4°C selama 1 malam



S7

.— Preparat dicuci kembali menggunakan PBS selama 5 menit (3x)

——  Preparat diteteskan antibodi/Ab sekunder kit merk scytek yaitu
universal antibodi sekunder sebanyak 1 tetes per jaringan pada
slide

——  Preparat dimasukkan ke dalam chamber dan diinkubasi pada suhu
37°C selama 60 menit.

——  Preparat dicuci kembali dengan PBS selama 5 menit (3x)

——  Preparat dilakukan pemberian SAHRP dan diinkubasi pada suhu
37°C selama 40 menit

——  Preparat dicuci kembali dengan menggunakan PBS selama 5
menit (2x)

——  Preparat dicuci menggunakan aquades 5 menit (1x)

—  Preparat diberikan DAB (3,3- diaminobenzidine) sebanyak 10 mg
dalam tris buffer (50 cc) yang dicampur dengan H,O, (50 pL)
selama maksimal 40 menit

L Preparat dicuci menggunakan aquades (stopping point) selama 5
menit (3x)

——  Preparat diwarnai dengan menggunakan pewarnaan Mayer lapang

DIAMATI

DIDOKUMENTAS

Analisa statistik ragam one-way ANOVA dengan uji lanjutan
Tukey a=0,05
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Lampiran 8: Sertifikat Laik Etik

KOMIS! ETIK PENELITIAN
UNIVERSITAS BRAWIJAYA

KETERANGAN KELAIKAN ETIK
“ETHICAL CLEARENCE”

No: 933-KEP-UB

KOMISI ETIK PENELITIAN (AN/MAL CARE AND USE COMMITTEE)
UNIVERSITAS BRAWIJAYA
TELAH MEWMPELAJARI SECARA SEKSAMA RANCANGAN PENELITIAN YANG
DIUSULKAN, MAKA DENGAN INI MENYATAKAN BAHWA:

| PENELITIAN BERJUDUL : PENGGUNAAN  GETAH  NANGKA  (Artocarpus
| heterophyllus) SEBAGAI LEM BIO SEALANT PADA
MODEL ROBEK TENDON TIKUS PUTIH (Rattus
norvegicus)

PENELITI : ADITYA FERNANDO
UNIT/LEMBAGA/TEMFAT  : UNIVERSITAS BRAWIJAYA

DINYATAKAN ¢ LAIKETIK

M,gl\ang, 13 April 2018
Ketua.Komisi Etik Penetitian
J&ivét-k\itqs Brawijaya

LI f
f?’ipf.drh. Aulanni’am, DES.

: N
1-Prof,D
"'NIP. 19600903 198802 2 001




Lampiran 9 : Pengenceran dan Perhitungan Volume Obat Anastesi

A. Pengenceran Ketamin 100 mg/mL (10%) menjadi 10 mg/mL (1%0)
Rumus :
V1.N1=V2.N2
Dibuat ketamin konsentrasi 1% sebanyak 10 mL
Vio% . 100 mg/mL =10 mL . 10 mg/MI

100
V109 = —
10% 100

V10% =1mL

Dicampurkan :

1 mL ketamin 10% + 9 mL aqua pro inj = 10 mL
B. Volume Ketamin yang Diinjeksi

Rata-rata berat tikus = 150 g = 0.15 kg

Vv - BB X Dosis-
Konsentrasi
Vv _ 0.15kg X 30 mg/kgBB
\ 10 mg/mL
\Y/ = 0.45 mL/ekor tikus

C. Volume Xylazin yang Diinjeksi
Konsentrasi xylazin = 20 mg/ml
Rata-rata berat tikus = 150 g = 0.15 kg

Vv - BB X Dosis-
Konsentrasi
Vv _ 0.15kg X3 mg/kgBB
a 20 mg/mL
\Y/ =0.0225 mL/ekor tikus

D. Campuran Ketamin dan Xylazin
Ketamin + Xylazin = 0.45 mL + 0.0225 mL

=0.4725 mL



Lampiran 10: Data Uji Statistika Ekspresi TGF-f

Uji Normalitas Data

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test
TGFE
N 9
Normal Parameters®” Mean 46,7267
Std. Deviation 18,15926
Most Extreme Differences Absolute , 179
Positive , 170
Negative -,179
Test Statistic ,179
Asymp. Sig. (2-tailed) ,200°¢

a. Test distribution is Normal.

Hasil pengujian normalitas menunjukkan nilai signifikansi (p) sebesar
0,2. Oleh karena nilai p > 0,05, maka Ho diterima dan dapat disimpulkan
bahwa data yang digunakan mempunyai distribusi yang tersebar normal.

Uji Homogenitas Varian

Test of Homogeneity of Variances
TGFE

Levene Statistic dfl df2 Sig.

124 2 6 886
Hasil pengujian menunjukkan nilai signifikansi (p) sebesar 0,051. Oleh

karena nilai p > 0,05, maka Hy diterima dan dapat disimpulkan bahwa data
yang digunakan memiliki ragam yang homogen.
Pengujian nilai normalitas dan homogenitas sampel telah memenuhi

syarat sehingga pengujian dengan menggunakan ANOVA dapat dilanjutkan.
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ANOVA
TGF
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 2594,007 2 1297,003| 176,611 ,000
Within Groups 44,063 6 7,344
Total 2638,070 8

Uji Statistik ANOVA

Deskriptif
Descriptives
TGFE
95% Confidence Interval for Mean

N Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound Minimum | Maximum
K(-) 3 26,5600 2,38000 1,37409 20,6478 32,4722 24,18 28,94
P1 3 45,5267 2,67644 1,54524 38,8780 52,1753 42,56 47,76
P2 3| 68,0933 3,03377 1,75155 60,5570 75,6296 65,24 71,28
Total 9| 46,7267 18,15926 6,05309 32,7682 60,6851 24,18 71,28

Nilai p < 0,05, maka dapat diputuskan tolak Hy yang berarti terdapat
perbedaan signifikan antara perlakuan.
Uji Tukey

TGF
Tukey HSD?

Subset for alpha = 0.05

PERLAKUAN N 1 2 3

K()
P1
P2
Sig.

26,5600

1,000

45,5267

1,000

68,0933
1,000




Lampiran 11: Perhitungan Presentase Peningkatan antar Perlakuan
Peningkatan terhadap kelompok perlakuan K- (Kontrol Negatif)
-Kelompok Perlakuan 1

Rataan P1 — Rataan K(—)

X 0,
Rataan P1 100%

45.52 — 26.56

0,
2552 < 100%

=41,65 %
-Kelompok Perlakuan 2

Rataan P2 — Rataan K(—)

0
Rataan P2 * 100%
68.09 — 26.56 « 1G0%
68.09 0

=60,99 %
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Lampiran 12 : Dokumentasi Kegiatan

Pengambilan buah nangka Getah yang dikoleksi dimasukkan

ke dalam pot sampel

Sterilisasi getah nangka dengan UV Getah nangka yang dipanaskan

diatas kompor elektrik
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Insisi kulit untuk mengekspos

tendon

Dilakukan perobekkan pada tendon Pemberian lem getah nangka
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Pemberian sinar UV Penutupan kulit dengan dijahit

Pengkoleksian tendon tikus Tendon tikus yang telah dikoleksi

Jaringan tendon dimasukkan pot sampel Proses deparafinisasi dan rehidrasi

untuk proses pembuatan blok organ
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Antibodi sekunder merk Scytek

SAHRP merk Scytek
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Lampiran 13 : Hasil Pengujian Kandungan Pektin dan Selulosa pada Getah

Nangka
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Lampiran 14 : Hasil Pengujian Kandungan Tanin pada Getah Nangka




