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ABSTRAK

Latar Belakang: Hiperlipidemia merupakan faktor risiko berbagai penyakit
metabolik. Penggunaan obat golongan statin pada hiperlipidemia memiliki resiko
efek samping. Ekstrak daun kelor (Moringa oliefera L.) sebagai alternatif obat
hiperlipidemia telah banyak dilakukan penelitian pada aspek metabolomik,
sehingga penelitian pengaruh ekstrak daun kelor pada aspek proteomik diperlukan
sebagai penelitian lebih lanjut, khususnya aspek sitokin inflamasi IL-1 (Interleukin-
1) dan TNF-a (Tumor Necrosis Factor-o) pada kondisi hyperlipidemia.

Tujuan: Membuktikan adanya pengaruh ekstrak daun kelor terhadap kadar IL-1
dan kadar TNF-a pada keadaan hyperlipidemia

Metode: Penelitian eksperimental dengan rancangan Post Test Only Control Group
Design sampel 20 ekor tikus jantan Sprauge dawley, terbagi 4 kelompok. Tikus
diinduksi diet tinggi lemak selama 4 minggu hingga hiperlipidemia. Masing-masing
kelompok perlakuan K1 (aquadest), K2 (atorvastatin 5 mg/KgBB), K3 dan K4
diberikan ekstrak daun kelor berturut sebesar 400 mg/KgBB dan 800 mg/kgBB
secara sonde selama 14 hari, kemudian dipuasakan selama 12 jam untuk diambil
dan diukur kadar IL-1 dan TNF-a sampel darah menggunakan ELISA.

Hasil: Rerata kadar IL.-1 didapatkan pada K3 dan K4 berturut 15.33 pg/mL dan
24.07 pg/mL. Uji One Way Anova hasil p<0.03 menunjukkan perbedaan bermakna
pada rerata kadar IL-1, dengan uji Post Hoc perbedaan bermakna pada K1 dengan
K4 (p = 0.003). Rerata kadar TNF-a didapatkan berturut 79.25 pg/mL dan
65.48pg/mL pada K3 dan K4. Uji One Way Anova p>0.05 menunjukkan tidak
adanya perbedaan bermakna antar kelompok:

Kesimpulan: Kadar IL-1 terbukti lebih rendah pada kelompok ekstrak daun kelor
800mg/kgBB. Kadar TNF-a tidak terdapat perbedaan bermakna pada semua

kelompok perlakuan ekstrak daun kelor.

Kata Kunci: Hiperlipidemia, Moringa oleifera L., IL-1, TNF-a
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ABSTRACT

Background: Hyperlipidemia is a risk factor for various metabolic diseases. The
use of statin drugs for hyperlipidemia carries a risk of side effects. Moringa leaf
extract (Moringa oliefera L.) as an alternative drug for hyperlipidemia has carried
out a lot of research on the metabolomic aspect, so further research is needed on
the influence of Moringa leaf extract on the proteomic aspect, especially the
inflammatory cytokine aspect IL-1 (Interleukin-1) and TNF-o. (Tumor Necrosis
Factor-a) in hyperlipidemia conditions. Objective: To prove the effect of Moringa
leaf extract on IL-1 and TNF-o levels in hyperlipidemia.

Method: Experimental research with a Post Test Only Control Group Design, a
sample of 20 male Sprauge Dawley rats, divided into 4 groups. Mice were induced
on a high-fat diet for 4 weeks to develop hyperlipidemia. Each treatment group K1
(aquadest), K2 (atorvastatin 5 mg/KgBW), K3 and K4 were given moringa leaf
extract at 400 mg/KgBW and 800 mg/kgBW respectively for 14 days, then fasted for
12 hours to collect and measure the levels of IL-1 and TNF-o in blood samples
using ELISA.

Results: The mean IL-1 levels obtained in K3 and K4 were 15.33 pg/mL and 24.07
pg/mL, respectively. One Way Anova test results p<0.03 showed a significant
difference in mean IL-1 levels, with a Post Hoc test a significant difference in K1
and K4 (p = 0.003). The mean TNF-a levels were found to be 79.25 pg/mL and
65.48pg/mL at K3 and K4, respectively. One Way Anova test p>0.05 showed there
were no significant differences between groups.

Conclusion: IL-1 levels were proven to be lower in the §00mg/kgBB Moringa leaf
extract group. There were no significant differences in TNF-o. levels in all Moringa
leaf extract treatment groups.

keywords: Hiperlipidemia, Moringa oleifera L., IL-1, TNF-o.
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1.1.

BAB I
PENDAHULUAN

Latar Belakang

Hiperlipidemia merupakan salah satu kondisi yang menjadi faktor
risiko munculnya beberapa penyakit. Kondisi hiperlipidemia didefinisikan
kondisi tingginya kadar kolesterol, trigliserida dan juga LDL didalam tubuh';
Beberapa jenis obat untuk mengatasi hiperlipidemia seperti statin, fibrat,
niasin, diketahui mampu menurunkan kadar kolesterol dengan kondisi yang
berbeda dengan tingkat kemanjuran yang telah terbukti. Namun demikian,
obat-obatan jenis allopatik tersebut memiliki banyak efek samping kepada
pasiennya, seperti nyeri, gangguan neurologis hingga kerusakan hati.> Obat
alternatif dibutuhkan dalam mengobati hiperlipidemia, sebagai solusi lain
penggunaan obat allopatik. Hiperlipidemia sendiri secara ekspresi merupakan
akibat kenaikan ROS secara akumulatif dan signifikan yang akan
menyebabkan inflamasi, merusak vaskuler dan menyebabkan kenaikan
sitokin pro-inflamasi termasuk didalamnya TNF-a dan IL-1. Tanaman kelor
memiliki potensi sebagai obat herbal karena banyak mengandung vitamin,
polifenol dan antioksidan, lain yang dipercaya dapat menekan pertumbuhan
ROS sebagai akibat keadaan hiperlipidemia.® Penelitian terdahulu
menyebutkan bahwa daun kelor memiliki efek dalam menurunkan kadar
kolesterol, trigliserid, LDL, MDA, SGOT dan SGPT pada tikus yang
diinduksi menggunakan pakan tinggi lemak.* Penelitian mengenai hubungan

pemberian ekstrak daun kelor terhadap ekspresi genetik pada kasus



hiperlipidemia yang masih terbatas, khususnya pada ekspresi genetik sitokin
pro-inflamasi ; TNF-a dan IL-1; sehingga diperlukan penelitian mengenai
pengaruh pemberian ekstrak daun kelor dengan kadar TNF-a dan IL-1 pada
hiperlipidemia.

Indonesia menempati posisi sepuluh besar negara dengan penduduk
kadar kolesterol non-HDL tertinggi pada tahun 2018, hal tersebut merupakan
sebuah peningkatan yang signfiikan dimulai sejak tahun 1980. Penelitian
mengenai kadar kolestrol yang dilaksanakan pada tahun 2018, menunjukkan
hasil bahwa sekitar 28,8% penduduk Indonesia dengan usia diatas 15 tahun
memiliki kadar kolesterol yang abnormal.® Kadar Kolestrol abnormal memicu
risiko penyakit jantung,’” dengan total sekitar 1.72% populasi dunia memiliki
risiko penyakit jantung,® dengan hampir total sekitar Sembilan (9) juta
kematian akibat penyakit jantung, serta sekitar 3.8 juta yang meninggal dunia
didalamnya merupakan pasien dengan kadar kolesterol LDL yang tinggi.'”
Tingginya angka hiperlipidemiaa baik secara global maupun nasional perlu
adanya tindakan dan penanganan agar mampu menekan faktor risiko penyakit
metabolik, terlebih menekan angka kematian akibat kondisi hiperlipidemia.

Tanaman kelor; Moringa oliefera Lam.; memiliki kandungan tinggi
protein; sekitar 28.65%; dan kaya akan antioksidan, vitamin C, vitamin A dan
Fosfor,"' merupakan jenis tanaman yang mudah ditemukan di Indonesia.
Senyawa Bioaktif yang yang berasal dari tanaman kelor mengandung lebih
dari 24 jenis senyawa yang berfungsi sebagai anti-obesitas, misalnya regulasi

profil lipid plasma, penghambatan lipase, induksi anoreksia, regulasi ekspresi



1.2.

1.3.

gen peningkatan ekspresi PPAR-o. dan PPAR-B.! Selain itu, Kelor dipercaya
sebagai obat kardioprotektif, ekstrak daun kelor ditemukan memiliki efek
anti-hiperkloesterolemia pada kelinci yang di induksi makanan tinggi
lemak.'?

Potensi farmakologi pada kelor ini menjadikan adanya ketertarikan
terhadap penelitian mengenai pemberian ekstrak daun kelor terhadap kondisi
hiperlipidemiaa. Urgensi untuk menurunkan angka hiperlipidemia yang
cukup tinggi terutama di Indonesia, serta untuk mendukung data-data
mengenai penggunaan tanaman kelor sebagai alternatif pengobatan di
masyarakat. Penelitian terdahulu mengenai pemanfaatan ekstrak daun kelor
masih pada cakupan metabolik, pengaruhnya terhadap berat badan total,
kolestrol total, LDL dan HDL, menjadikan penulis untuk meneliti lebih lanjut
pada tahapan proteomiknya, mengenai aspek dan potensi ekstrak daun kelor
dalam memberikan pengaruh terhadap kadar TNF-a dan IL-1 pada tikus yang
diinduksi diet tinggi lemak sebagai indikator hiperlipidemia.

Rumusan Penelitian
“Apakah ekstrak daun kelor (Moringa oleifera Lam.) berpengaruh terhadap
kadar TNF-a dan IL-1 pada keadaan hiperlipidemia?”

Tujuan Penelitian

1.3.1. Umum

Membuktikan pengaruh ekstrak daun kelor terhadap kadar TNF-a dan

IL-1 pada keadaan hiperlipidemia.



1.3.2. Khusus

1. Membuktikan perbedaan rerata kadar TNF-a pada tikus yang diberi
aquades, atorvastatin, ekstrak daun kelor dosis 400mg/kgBB/hari
dan 800mg/kgBB/hari

2. Membuktikan perbedaan rerata kadar IL-1 pada tikus yang diberi
aquades, atorvastatin, ekstrak daun kelor dosis 400mg/kgBB/hari
dan 800mg/kgBB/hari

1.4. Manfaat Penelitian
1.4.1. Teoritis

1. Sebagai bahan acuan untuk melakukan penelitian lebih lanjut
tentang ckstrak daun kelor (Moringa oleifera Lam.)

2. Sebagai bahan informasi dan bahan kajian mengenai ekstrak daun
kelor (Moringa oleifera Lam.) terhadap kadar TNF-a dan IL-1 pada
serum darah tikus yang diinduksi diet tinggi lemak.

1.4.2. Praktis
Sebagai sumber informasi masyarakat bahwa ekstrak daun kelor
berpengaruh terhadap kadar lipid (TNF-a dan IL-1) dalam darah pada
serum darah tikus yang diberi diet tinggi lemak.
1.5.  Originalitas Penelitian

Tabel 1.0-1. Originalitas Penelitian

No. Peneliti, Judul Metode Hasil
tahun

1. OnweP.E., et Extracts of Moringa  In vivo Pemberian Ekstrak Daun
al.,2015.1 oleifera a sure bet for (Tikus)  Kelor pada Kelompok
Hiperlipidemiaa hewan coba terjadi

management penurunan kolesterol




total, trigliserid dan
LDL, dan kenaikan pada
HDL.

2. Shahinaz A.  Hypolipidemic Effect In vivo Sejumlah Ekstrak Daun
Helmy, et al., of Moringa oleifera (tikus) Kelor dengan dosis
2017.13 Lam Leaf Powder 400mg/kgBB/hari

and its Extract diberikan pada hewan

in Diet-Induced coba memiliki dampak

Hypercholesterolemic terjadinya penurunan

Rats kolesterol, trigliserid,
LDL, MDA, SGOT,
SGPT pada tikus yang
diinduksi  diet tinggi
lemak

3.  Manal, Muse. Moringa Leaves In vivo Penelitian ini ekstrak
A.etal, Prevent Hepatic (hamster) Moringa oleifera
2017. Lipid Accumulation mencegah steatosis hati,

and Inflammation in berpengaruh pada

Guinea Pigs by ekspresi gen  sintesis

Reducing the lipid; yang berhubungan

Expression of Genes dengan liver; sehingga

Involved in Lipid menurunkan konsentrasi

Metabolism kolesterol dan
trigliserida, serta
berkurangnya inflamasi
hati.

3. Shahira M. Upregulation of In Vivo  Sejumlah Ekstrak Daun
Ezzat, et.al, MC4R and PPAR-o. (tikus) Kelor dengan  dosis
2020.! expression mediates 400mg/kgBB/hari

the antiobesity diberikan pada hewan
activity of Moringa coba memberikan
oleifera Lam. in high- dampak signifkan
fat diet-induced terhadap penurunan total
obesity in rats berat badan, indeks
adiposite, serta
penurunan leptin dan
vaspin, dampak lainnya
berupa pengaruhnya
terhadap ekspresi

adiponektin pada tikus
yang diinduksi dengan
diet tinggi lemak.




Berdasarkan penelitian sebelumnya, didapatkan fakta-fakta bahwa ekstrak
daun kelor terbukti dapat menjadi pilihan pengobatan hiperlipidemiaa, karena
memiliki kemampuan untuk menurunkan kolesterol total, trigliserid dan LDL dan
menaikkan kadar HDL, serta terbukti memberikan dampak terhadap ekspresi sel
adiponektin. Pada penelitian yang terdahulu tersebut memiliki perbedaan dengan
penelitian yang akan kami laksanakan, hal tersebut terletak pada perbedaan bahwa
penelitian yang akan kami lakukan focus untuk melihat pengaruh ekstrak daun kelor

terhadap kadar TNF-a dan IL-1 pada tikus yang diinduksi diet tinggi lemak.

Pada penelitian yang dilaksanakan dengan hewan coba babi guinea ditemukan
fakta bahwa ekstrak daun kelor juga telah terbukti memiliki efek terhadap
metabolisme lipid pada organ liver, Penelitian yang lainnya menunjukkan
pengunaan dosis ekstrak daun kelor sebanyak 200 mg dan 400 mg selama 60 hari.
Sedangkan pada penelitian ini, dosis yang digunakan 400 mg dan 800 mg selama
14 hari.'>!> Dari berbagai penelitian terdahulu secara signifikan parameter kadar
IL-1 sebagai wujud manifestasi pro-inflamasi belum dijadikan sebagai indikator
utama didalam penelitian. Sedangkan penelitian terdahulu tentang ekstrak daun
kelor terhadap kadar TNF-a pada kasus hiperlipidemiaa masih minim dijadikan

indikator dalam penelitian.



2.1

BAB I1
TINJAUAN PUSTAKA
TNF-Alpha

Tumor Necrosis Factor- Alpha (TNF-0) merupakan salah satu jenis
jenis protein didalam tubuh manusia.'’> yang keberadaan TNF-a awalnya
dikenal sebagai faktor yang menyebabkan nekrosis tumor,'® yang dalam hal
ini termasuk kedalam jenis pro-inflamasi dengan beragam efek biologis.!”
Keberadaan dari protein TNF-o ini sendiri diproduksi oleh
makrofag/monosit ketika terjadi peradangan akut, serta bertanggung jawab
atas berbagai macam peristiwa pensinyalan dalam sel; yang menyebabkan
nekrosis atau apoptosis; protein ini juga penting sebagai wujud pertahanan
terhadap infeksi dan kanker.'® TNF awalnya diproduksi sebagai protein
transmembran tipe II (tmTNF), yang kemudian dibelah oleh enzim
pengubah TNF-a (TACE) menjadi bentuk yang larut (sTNF) dan
disekresikan dari sel.'” Kehadiran TNF-a dan reseptornya diekspresikan
secara luas dalam organ yang sedang berkembang, dan keduanya mengatur
kelangsungan hidup, proliferasi, dan apoptosis sel punca embrionik (ESC)
dan sel progenitor. Didalam ekspresinya keberadaan TNF-a didahului
adanya prekursor TNF-a (pro-TNF-a), yang dalam hal ini berbentuk sebagai
protein trans-membran tipe II dengan berat molekul 26 kDa, dengan unsur
penyusun berupa TNF-a matang dan sekuens pemimpin, yang mengandung
domain sitoplasma, domain transmembran, dan domain ekstraseluler.

Didalam tubuh terdapat dua (2) reseptor TNF-alpha, yakni TNF-R1



(reseptor TNF tipe 1; CD120a; p55/60) dan TNF-R2 (reseptor TNF tipe 2;
CD120b; p75/80), yang dalam hal ini mengikat TNF-alpha.?’ yang dalam
hal ini TNF-a dikodekan oleh gen 3-kb yang terletak pada kromosom 6p21.3
dan terdiri dari empat ekson.?!

2.1.1 Struktur TNF-Alpha

Gambar 2.1. Struktur 3D TNF-¢, 20

TNF-o termasuk kedalam protein, yang tersusun atas 233 asam
amino yang mana memiliki kesesuaian model atom dengan urutan asam
amino berupa rantai polipeptida yang disintesis sebagai pro-hormon
dengan urutan sinyal yang luar biasa panjang dan atipikal, yang tidak ada
dalam proses sekresi pematangan sitokin.?? Struktur dari TNF-alfa dapat
ditentukan melalui Sinar-X Kristalography dengan resolusi 2.6 A2
diketahui bahwa dalam strukturnya dibangun oleh kerapatan elektron yang
dihitung dengan fase tertentu, dengan jumlahn Monomer 17.350 dalton
dengan bentuk lembaran sandwich beta-lipid antiparalel yang memanjang.
TNF-a sendiri memiliki topologi "jelly-roll" dengan tiga monomer yang
berasosiasi erat pada sumbu simetri dengan lipatan sejumlah 3 lipat untuk

membentuk struktur trimer berbentuk lonceng yang rigid.



2.1.2 Bentuk Sekresi dan Fungsi Biologis TNF-Alpha

Secara biologis aktifitas TNF-a dalam bentuk trans-membran TNF-a
(pro-TNF), namun demikian TNF-o dalam mengerahkan fungsi autokrin
dan parakrin berbentuk struktur trimerik yang larut dalam perkembangan
biologisnya. Kehadiran TNF-a dalam fungsi biologis bertindak sebagai
faktor pertumbuhan autokrin dan parakrin yang merangsang proliferasi sel
hematopoietik dan sel B.2! Secara aktifitas sensor TNF-o, transmembran
yang berada di permukaan sel penghasil TNF-a akan mengikat reseptor
TNF pada sel target; untuk lebih lanjut akan menjalankan berbagai fungsi
biologis; dimana dalam proses tersebut akan berkontribusi pada modulasi
peradangan lokal berupa kontak antarsel dan juga spesifik terhadap jenis

sel tertentu.

Low concentration of TNF-a

Apoptasis I ——————— High concentration of TNF-a

Ed

Gambar 2.2. Skema Aktifitas Biologis TNF-o dengan reseptornya?’

Pada Gambar 2.2. ditunjukkan sekmatis bagaimana TNF-o terdapat

aktifitas menghambat pembaruan diri sel induk embrionik serta mendorong
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adanya aktfitas migrasi sel, yang dalam hal ini juga menghambat diferensiasi
sel progenitor sehingga mendorong terjadinya proliferasi dan kelangsungan
hidup sel. Lebih lanjut, dalam aktiftas biologisnya TNF-a juga akan bekerja
pada sel yang mensekresikannya dalam bentuk sinyal autokrin atau sel di
sekitarnya dalam bentuk sinyal parakrin. Dalam aktifitas yang lebih tinggi
TNF-a mendorong terjadinya proses proliferasi sel pada konsentrasi rendah
dan menghambat terjadinya proliferasi sel, disamping itu TNF-a juga akan
menginduksi adanya apoptosis pada konsentrasi tinggi.
2.1.3 Ekspresi TNF-Alpha

Didalam tubuh TNF-a diproduksi sebagai bentuk respons terhadap
berbagai rangsangan oleh berbagai jenis sel yang berlangsung secara cepat.
Diantara jenis sel yang mengekspresikan TNF-a meliputi sel T, Sel
B, Makrofag, sel dendritic hingga fibroblast.>* Dimana bentuk dari
rangsangan tersebut yang akan mengaktifasi gen TNF yang meliputi zat
patogen, sitokin dari sel imun yang lainnya, dan stresor lingkungan.

Ekspresi gen TNF-a secara regulasi diatur oleh daerah promotor
proksimal yang terdiri dari sekitar 200 pasangan basa,>* dimana dalam
pasangan basa tersebut sebagian besar letak pengikatan terjadi di daerah
promotor proksimal dengan kemampuan mengenali beberapa faktor
transkripsi, sehingga memungkinkan TNF diaktifasi oleh berbagai jalur
pensinyalan pada aktifitas biologis. Ekspresi gen TNF-a itu sendiri juga diatur
oleh struktur DNA, ketika terjadi aktifitas tersebut yang terjadi adalah

struktur DNA melingkari histon; yang dilonggarkan melalui asetilasi dan
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dipadatkan melalui proses metilasi; dimana struktur protein yang
mengasetilasi histon pada promotor TNF, khususnya protein pengikat

CREB pada sel T akan berperan penting ketika terjadi ekspresi TNF-a.

BB
TNFR1 TNFR2

j

MAPKKK IKK complex
v =
kB
MAPKK v\ IkB degradation

APOPTOSIS MAPK  NFxB activation

ANTIHNFLAMMATION | Y )
ANTI-APOPTOSIS
PROLIFERATION
INFLAMMATION

-
b3
o
=]
i
o
>
[~}
TRAF2| ©
RIP1
TRAF1 I

Gambar 2.3: Pensinyalan Sinyal dari reseptor TNF-¢23

Pada gambar 2.3 secara skematis menunjukkan bahwa reseptor TNF-
R1 diekspresikan secara konstitutif, sedangkan ckspresi TNF-R2 diatur dan
diekspresikan dalam sel-sel sistem imun. Pengikatan TNFa menuju TNF-R1
merupakan suatu proses dengan mekanisme yang irreversibel, sedangkan
pengikatan TNFa menuju TNF-R2 mempunyai kinetika yang bersifat aktif
dan nonaktif pada selang waktu yang sangat cepat. Pada proses pensinyalan
kedua reseptor dapat dibelah dari permukaan sel oleh enzim
metalloproteinase sebagai respons terhadap sinyal inflamasi. Oleh sebab itu
disarankan bahwa TNF-R2 dimungkinkan bertindak sebagai penghantar ligan
ke TNF-R1 yang bertugas untuk meningkatkan konsentrasi lokal TNFa di

permukaan sel melalui pengikatan dan disosiasi ligan.?
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2.1.4 Faktor yang mempengaruhi kadar TNF-Alpha
Beberapa faktor yang mempengaruhi kadar TNF-Alpha, antara lain'"-26:;
1. Usia
Seiring bertambahnya usia manusia, akan berdampak kepada sel-sel
dalam tubuh akan semakin menua. Penuaan dikaitkan dengan
peningkatan aktivitas inflamasi dalam darah; dapat menyebabkan
berbagai penyakit degenerative; yang erat kaitannya dengan
senescence-associated secretory phenotype (SASP). SASP dapat
memicu aktivasi dan proliferasi sel progenitor sehingga terjadi
peningkatan kadar sirkulasi dan sekresi TNF-a.
2. Inflamasi.
Respon inflamasi dapat mengaktifkan berbagai faktor genotip yang
ada didalam metabolisme, hal ini merupakan respon enzimatik yang
salah satunya adalah TNF-a
3. Penyakit degeneratif, yang didalamnya termasuk metabolic syndrome
dan DM Type-2, dan beberapa jenis penyakit lainnya.
2.1.5 Metode Pemeriksaan Kadar TNF-Alpha
Terdapat berbagai metode pemeriksaan kadar TNF-a, antara lain?”-2%2°:
1. Pengukuran Menggunakan ELISA
Salah satu metoda yang digunakan sebagai dasar pemeriksaan kadar
TNF-a yang paling sering digunakan metoda ELISA. Dalam metoda
pemeriksaan ini cukup mudah, karena hanya membutuhkan sampel

darah dari hewan coba untuk kemudian dilakukan sentrifugasi agar



4.

13

didapatkan Platelet-Rich Plasma (PRP), specimen PRP inilah nanti
yang akan digunakan untuk mengetahui kadar TNF-a.

Western Blotting

Metoda ini metoda paling sering digunakan dengan cara mengetahui
ukuran protein penyusun yang ada didalam suatu sampel darah. Pada
metoda ini protein dipisahkan menurut ukurannya dengan gel
elektroforesis yang kemudian dipindahkan ke membrane tertentu.
Antibodi yang spesifik terhadap TNF-a digunakan untuk mendeteksi
protein penyusun sampel untuk dianalisa berdasarkan ukuran dan

kadar proteinnya.

. Radioimmunoassay

Pengukuran menggunakan Radioimmunoassay merupakan metoda
menggunakan suatu radioaktif, pada metode ini digunakan suatu isotop
radioaktif untuk mendeteksi dan mengukur TNF-o, dari pengukuran
tersebut hubungan ligan radioaktif ke protein penyusun TNF-o dapat
ditentukan kadar dan jumlahnya.

Liquid Chromatography-Mass Spectrometry

Metoda ini digunakan untuk mengetahui suatu kadar sampel tertentu,
sampel dipisahkan berdasarkan ukuran dan muatannya dengan gel
elektroforesis atau kromatografi cair, kemudian protein diidentifikasi
dan diukur secara terpisah dengan spektrometri massa. Chromatogram
yang dihasilkan akan menunjukkan prosentase dari kadar dari masing-

masing penyusun specimen sampel.
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22 1L-1

2.2.1

Interleukin-1, merupakan suatu sitokin inflamasi, keberadaannya
memiliki beragam fungsi fisiologis dan signifikansi patologis serta
berperan penting dalam kesehatan dan penyakit. IL-1 merupakan pengatur
utama dalam suatu inflamasi melalui jalur pengendalian berbagai proses
imun bawaan,*° ilmu kesehatan memandang kehadiran IL-1 sebagai suatu
sitokin yang memiliki berbagai fungsi biologis, yang termasuk bertindak
sebagai pirogen leukosit, sebuah mediator kondisi demam dan mediator
endogen leukosit, serta merupakan penginduksi beberapa komponen
respon fase akut dan faktor pengaktif limfosit (LAF).>' Apabila
diperbandingkan dengan kelompok sitokin inflamasi lainnya, struktur
ligan IL-1 dan reseptor IL-1 lebih berasosiasi pada kondisi inflamasi akut
dan kronis; jaringan lapisan sitosol yang ada pada sectiap reseptor IL-1
berisikan domain reseptor Toll-IL-1; yang mana domain tersebut juga
terdapat pada setiap reseptor mirip Toll yang berperan sebagai reseptor
dalam respon atas produk mikroba dan virus.

Peran Interleukin-1 (IL-1) dalam Inflamasi

Interleukin-1 didalam tubuh hadir sebagai mediator respon inflamasi
penjamu pada imunitas non-spesifik. Sebagai salah satu sitokin pro-
inflamasi IL-1 yang terletak di Makrofag yang diekspresikan oleh banyak
sel dan memiliki banyak fungsi termasuk dalam inflamasi lokal. IL-1 juga
dikenal dengan sejumlah nama alternatif, termasuk faktor pengaktif

limfosit, pirogen endogen, katabolin, hemopoietin-1, faktor penghambat
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pertumbuhan melanoma, dan faktor pengaktif osteoklas. Sifat dan aktivitas
biologis IL-1 telah ditinjau secara ekstensif.

Dalam konteks inflamasi terdapat sel-sel yang diketahui
mengekspresikan IL-1a meliputi astrosit, fibroblas, hepatosit, keratinosit,
sel T dan eosinofil, sel dendritik, monosit, dan oligodendrosit. Sedangkan
pada IL-1b dalam ekspresinya melibatkan astrosit, sel korteks adrenal, sel
NK, makrofag dan monosit, sel endotel, keratinosit, megakariosit, neuron,
neutrofil, oligodendroglia, osteoblas, sel Schwann, trofoblas, dan sel T
plus  fibroblas.  Setelah  ligasi  bakteri atau imunoglobulin
monosit/makrofag CD14 (reseptor LPS) atau CD64 (reseptor IgQ),

sedangkan IL-1 dapat dilepaskan ke lingkungan lokal.??

Gambar 2.3. Skematis IL-133
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Konsep mengenai sistem imun menyatakan bahwa produksi IL-1
biasanya diinduksi yang berakibat pada inflamasi. Namun demikian, efek
IL-1 tidak terbatas pada inflamasi, hal ini karena IL-1 juga berkaitan
dengan pembentukan dan perombakan tulang, sekresi insulin, serta
pengaturan induksi demam, serta perkembangan fenotipe neuronal, dan
fisiologi IGF/GH.

Mekanisme kerja molekuler Interleukin-1

Interleukin-1 diaktivasi melalui mekanisme molekular yang cukup
rumit, IL-1 sendiri sebagaimana diketahui merupakan suatu sitokin
inflamasi, bentuk homolog dari 1L.-1 dapat berupa IL-1a dan IL-1p yang
diisolasi dari dua cDNA yang berbeda, namun demikian diantara dua
homolog tersebut tidak dapat dibedakan dalam hal fungsi biologisnya.??
Besaran jumlah homolog TL-1 baik homolog IL-1a dan IL-1p tidak tinggi
dalam hal urutan asam amino; hanya sejumlah 27%; homolog IL-1a dan
IL-1P secara struktural serupa dan menunjukkan fungsi yang sama dengan
berbagi reseptor yang sama, reseptor [L-1 tipe 1 (IL-1R1), dan keduanya

memiliki B-barrel sentral yang sama beserta loop yang berdampingan.
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Gambar 2.3. Pensinyalan Reseptor dan Inhibitor IL-1%2

Secara spesifik pada alur skematis pensinyalan menunjukkan bahwa
IL-1R1 berinteraksi dengan IL-lo dan IL-1B dan mendorong adanya
transduksi sinyal bersama dengan koreseptornya IL-1R3 (IL-1RAcP).
Kehadiran IL-1Ra sendiri merupakan protein yang spesifik mengikat IL-
IR1 namun tidak mengikat IL-1R3, dalam hal ini berfungsi sebagai
penghambat sinyal IL-1. Sedangkan IL-1R2 hadir sebagai reseptor umpan
karena tidak memiliki segmen sitoplasma. Selanjutnya dalam proses
pensinyalan dilanjutkan oleh anakinra, yang merupakan bentuk
rekombinan IL-1Ra intrinsik yang ada pada manusia, peranan anakinra

bekerja memblokir kehadiran IL-1R1, dan mampu menghambat IL-1a dan
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IL-1B menempel pada substrat. Protein lain yang juga memberikan peran
pensinyalan inflamasi IL-1 adalah Rilonacept; merupakan protein
rekombinan yang mencakup protein ekstraseluler IL-1R1 dan IL-1R3 pada
manusia yang menyatu dan bagian dari IgG-1. Secara fungsional
Rilonacept akan mengikat IL-1a dan IL-1B dengan afinitas tinggi, pada
tahapan lanjut, muncul Canakinumab dan MABpl yang merupakan
antibodi monoklonal terhadap IL-1p dan IL-1a, kedua berperan sebagai
reseptor yang mengikat dan menetralkan target mereka secara spesifik.
Faktor-Faktor yang mempengaruhi IL-1
Beberapa factor yang dapat mempengaruhi kadar I1.-1, antara lain®3-3¢;
1. Usia.
Semakin bertambah usia pada individu secara signifikan juga akan
terjadi_penuaan sel, hal ini juga berimplikasi pada penurunan
kemampuan imun dan disfungsi organ pada individu tersebut.
2. Kondisi Gizi Individu
Apabila kurang nutrisi, akan terjadi imunosupresi sehingga
kemungkinan terjadinya infeksi akan meningkat, sedangkan jika
kelebihan gizi akan meningkatkan risiko penyakit metabolik dan
kardiovaskuler, menyebabkan gangguan imunitas protektif.
3. Terdapatnya kondisi infeksi, dalam hal ini IL-1 juga akan diproduksi
oleh berbagai sel imun jika terjadi infeksi virus, bakteri, fungi,

protozoa.
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4. Penyakit Autoimun pada Individu, adanya penyakit autoimun seperti

penyakit autoimmune encephalomyelitis (EAE) tentunya akan
berdampak kepada kondisi IL-1 selaku sitokin inflamasi.

Penyakit Neurodegenerative, seperti penyakit Alzheimer, Parkinson,
memiliki potensi tinggi atas pengaruhnya kepada IL-1, hal ini
tentunya akan berdampak juga kepada kualitas dan kuantitas IL-1.
Penggunaan Obat Kimia Sintesis, penggunaan obat-obatan sintesis
akan mempengaruhi respon metabolik, hingga respon imun yang
memang berada diabwah regulasi IL-1, jenis obat-obatan yang dapat

berpengaruh ini seperti obat-obatan golongan glukokortikoid

2.2.4. Metode Pemeriksaan IL-1

Metode pemeriksaan interleukin-1, antara lain®7839 :

1.

Metode ELISA. Metode ini memiliki spesifisitas yang tinggi untuk
mendeteksi IL-1 spesifik, keuntungan digunakannya metoda ELISA
Hemat biaya, Throughput tinggi, serta Pemantauan produksi sitokin

kumulatif sepanjang periode kultur

. Metode Bioassay. Metode ini umunya digunakan untuk mengukur

aktifitas fungsional dar1i IL-1 sebagai kemampuannya untuk

menghambat produksi sitokin pro-inflamasi

. Metode Cytometric Bead Array (CBA). Metode ini sebenarnya

memiliki kemiripan dengan metoda ELISA, hanya saja dalam hal ini

membutuhkan lebih sedikit sampel dan waktu pengujian lebih singkat.
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Metode ini juga dapat mengukur berbagai parameter, seperti kemokin,
mediator inflamasi, molekul adhesi, mediator apoptosis dan antibody.
2.3. Ekstrak Daun Kelor (Moringa oleifera Lam.)
2.4.3. Definisi

Tumbuhan kelor dengan nama Latin Moringa oleifera Lam. Telah
banyak dikenal sebagai sejenis tanaman obat lokal, yang berasal dari India
dan sudah tidak asing lagi di negara tropis dan subtropics, di berbagai
wilayah di Indonesia, disebut dengan berbagai nama diantaranya adalah
kelor (Jawa, Sunda, Bali, Lampung), maronggih (Madura), moltong
(Flores), keloro (Bugis), ongge (Bima), murong atau barunggai (Sumatera)
dan hau fo (Timur).*’ Diluar negeri, banyak budidaya kelor, karena kelor
termasuk tanaman yang mudah adaptasi dengan lingkungan dan dikenal
memiliki banyak manfaat. Daun kelor secara fitokimia mengandung
senyawa golongan flavonoid dan polifenol yang memiliki sifat antioksidan
dan antiinflamasi. Antioksidan ini membantu melindungi tubuh dari
radikal bebas berbahaya, yang dapat menyebabkan stres oksidatif dan

kerusakan sel.
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Gambar 2.3. Daun Kelor dan Serbuk Daunnya*’

Daun kelor (Moringa oleifera Lam.) secara taksonomi diklasifikasikan

sebagai berikut*’:
Kingdom : Plantae
Sub Kingdom : Tracheobionta
Super Divisi : Spermatophyta
Divisi : Magnoliophyta
Kelas : Magnoliopsida
Sub Kelas : Dilleniidae
Ordo : Capparales
Famili : Moringacea
Genus : Moringa
Spesies : Moringa oleifera Lam.

Hasil Analisa profil senyawa biologis yang dilakukan peneliti
terdahulu mengatakan bahwa kandungan Daun Kelor (Moringa olerifera
Lam.) meliputi serat, vitamin, flavonoid, phenolic acid, polyphenol,
phenol. Flavonoid yang terkandung dalam daun kelor, yaitu Rutin,
Kaempferol, Quercetin, Myercetin, dan Isorhamnetin, yang dilaporkan

memiliki efek anti-inflamasi.>*!



2.44.

2.4.5.

22

Kandungan Zat Aktif Daun Kelor (Moringa oleifera Lam.)

Daun kelor berdasarkan kajian fitokimia disebutkan banyak
mengandung zat aktif seperti flavonoid, alkaloid, polifenol dan saponin
yang memiliki potensi sebagai antioksidan.’> Kandungan lain yang juga
terdapat didalam ekstrak daun kelor berupa protein, asam amino, lemak,
dan minyak.’® Kandungan zat aktif daun kelor secara keseluruhan dapat
dikonfirmasi melalui bebera metoda, qualitative dan quantitative.
Kandungan zat aktif pada ekstrak daun kelor secara kualitatif dikonfimasi
melalui uji kualitatif terhadap masing-masing gugus zat aktif, semisal
untuk mengkonfirmasi kehadiran flavonoid digunakan uji FeCls, untuk uji
fenol digunakan reagen Folin-ciocalteu,’® keduanya secara kualitatif hanya
akan mengkonfirmasi melalui pengamatan fisik. Metoda quantitative
dalam penentuan kandungan, digunakan Gas Chromatography-Mass
Spectrofotometry  (GC-MS)  atau  High  Perfomance  Liquid
Chromatography (HPLC) dalam bentuk kromatogram dan persentase
kandungan didalamnya.

Manfaat Daun Kelor (Moringa oleifer lam)

Profil kandungan nutrisi yang luar biasa, serta khasiat yang baik
untuk kesehatan, daun kelor (Moringa oleifera) diyakini sebagai suatu
tanaman yang merupakan tambahan yang berharga untuk gaya hidup sehat.
Seiring dengan penelitian yang terus berkembang, tumbuhan yang luar
biasa ini mungkin menyimpan lebih banyak rahasia untuk meningkatkan

kesehatan dan kesejahteraan manusia. Penggunaan daun kelor (Moringa
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oleifera Lam.) dalam pengobatan tradisional telah mendorong para peneliti

untuk menjelaskan aktivitas farmakologi ekstrak dari daun kelor. Beberapa

penelitian membuktikan bahwa dari daun kelor memiliki efek farmakologi

yaitu sebagai antimicrobial, antifungal, anti-inflamasi, antioksidan,

antikanker, fertilitas, dan lain-lain.4!-4?

2.4. Hiperlipidemia

Hiperlipidemia merupakan suatu kondisi yang mencakup berbagai
kelainan genetic, diilustrasikan sebagai suatu kondisi yang menggambarkan
peningkatan kadar lipid dalam tubuh manusia, Indikator yang nampak adalah
terjadinya kenaikan kadar LDL (Low Density Lipoprotein), kadar trigliserid,
dan kolesterol total, serta rendahnya angka HDL (High Density Lipoprotein).>>
Berbagai macam factor dapat memicu kondisi hiperlipidemiaa ini, salah
satunya pola hidup yang tidak baik dan memiliki kecenderungan sedentary,
diabetes tidak terkontrol, hipotiroid, konsumsi obat-obatan (amiodaron,
glukokortikoid), dan genetik.** Hiperlipidemia sendiri dapat menjadi factor
risiko penyakit dengan angka mortalitas tinggi, seperti halnya serangan
jantung, stroke, penyakit jantung iskemik dan stroke.* Penatalaksanaan
penyakit hiperlipidemiaa itu sendiri umumnya akan disarankan untun
mengubah pola hidup, olahraga rutin yang sesuai agarm lebih bugar, namun
pada tahapan yang lebih lanjut akan disarankan pemberian obat golongan

statin,> umumnya digunakan simvastatin dan atorvastatin.



24.1.

2.4.2.

24

Diet Tinggi Lemak

Diet Tinggi Lemak atau dikenal dengan HFD (Hight Fatty Diet)
merupakan suatu induksi pada hewan coba dengan diet yang terdiri dari
minimal 35% kebutuhan kalorinya bersumber dari lemak, baik tak jenuh
maupun jenuh.®! Diet Tinggi lemak sendiri pada hewan coba umumnya
diberikan pakan jadi hasil olahan, namun demikian untuk menyokong
kebutuhan biasanya disuplai juga menggunakan lemak hewani, mentega,
hingga minyak ikan. Diet Tinggi lemak telah banyak digunakan untuk
melihat dampak pertumbuhan, khususnya pada hewan coba tikus.®!
Pengaruh diet tinggi lemak sendiri bersitat berbeda-beda, dengan memiliki
ketergantungan pada masing-masing galur dan jenis tikus yang digunakan
dalam penclitian. Pada beberapa penelitian yang dilaporkan, diet tinggi
lemak juga digunakan dan memberikan dampak kepada analisis
patofisiologi resistensi insulin pada tikus.5

Faktor yang Mempengaruhi Hiperlipidemia

Beberapa faktor yang mempengaruhi Hiperlipidemia, antara lain®? :

1. Bertambahnya Usia, dengan adanya penambahan usia hal ini sejalan
dengan peningkatan angka kejadian hiperlipidemia.

2. Pola Hidup, dengan banyaknya pola hidup yang sedentary dan juga
mengkonsumsi makanan cepat saji, kurangnya kebiasaan pola hidup
sehat akan mempengaruhi kadar kolesterol dalam darah.

3. Peningkatan Stres, kondisi psikologis yang stress akan banyak

mempengaruhi kadar lipid, peningkatan kondisi stress psikologis,
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berdampak juga kepada semakin meningkatnya kadar lipid. Hal ini
juga berlaku sebaliknya ketika terjadi aktifitas fisik berlebih, yang
menyebabkan stres fisik, yang berimplikasi pada stress psikologis.
4. Faktor genetic, genetika memiliki pengaruh penting dalam
mempengaruhi kondisi hiperlipidemia, faktor bawaan keturunan
genetik dengan kondisi hiperlipidemiaa akan terwariskan gen-gen

dari orang tua yang mengidap hiperlipidemiaa.

2.5. Pengaruh Ekstrak Daun Kelor (Moringa oleifera Lam.) terhadap Kadar

TNF-a dan IL-1 pada Tikus Hiperlipidemia

Induksi makanan dengan diet tinggi lemak diduga akan menyebabkan
penumpukan lemak pada hepar dan perut, terutama jaringan adiposite, serta
menyebabkan perubahan ekspresi gen yang berhubungan dengan metabolisme
lipid di hati, pada kondisi ini overexpression dimungkinkan terjadi pada TLR-
2, TLR-4, NE-kb, TNF-alfa dan IL-6, serta terjadi penurunan kadar IL-1.%
Gangguan metabolisme lipid dapat mempengaruhi NADPH oxidase untuk
merangsang sel endotel memproduksi ROS (Reactive Oxygen Species).**

Kenaikan kadar ROS yang tinggi menyebabkan inflamasi dan awal
perkembangan dari banyak penyakit inflamasi. Molekul ROS juga sebagai
signaling molecule yang meregulasi pertumbuhan sel, adhesi sel terhadap sel
lainnya, diferensiasi, penuaan dan apoptosis. ROS dapat menghambat atau
menstrimulasi persinyalan NF-xB.** Kehadiran NF-xf memiliki pengaruh

penting sebagai respon inflamasi terhadap pathogen dan sel kanker; dalam hal
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ini NF-xf berperan terhadap imunitas yang jalurnya tidak berbeda dengan
peran makrofag, pada jalur metabolismenya faktor transkripsi NF-kf juga
meregulasi ekspresi gen yang berpengaruh dalam regulasi pertumbuhan sel,
diferensiasi, pembentukan dan apoptosis.*> Dampak dari kehadiran NF-kf itu
sendiri akan menginduksi berbagai ekspresi gen pro-inflamasi, termasuk
sitokin dan kemokin.*® Organel yang tak kalah penting pada proses inflamasi
adalah Makrofag, kehadiran Makrofag mensekresi berbagai sitokin dan dapat
terjadi suatu polarisasi; sering dikenal dengan M1 atau M2; dimana M1
memproduksi sitokin pro-inflamasi, seperti gen IL-1, IL-6, IL-12, TNF-a, dan
kemokin yang berhubungan dengan proses inflamasi. Polarisasi M1 ini juga
akan menjadikan adanya diferensiasi sel T-inflamasi, termasuk Th1 dan Th17
yang akan menjadi mediator inflamasi.®

Pada polarisasi yang lain, polarisasi M2 terjadi suatu produksi sitokin
anti-inflamasi, seperti gen IL-10 dan IL-13, dalam hal ini keduanya
mempunyai peran penting dalam menghentikan inflamasi serta menginisiasi
penyembuhan ' luka,*® polarisasi M2 yang semakin bagus maka akan
menjadikan penyembuhan luka lebih cepat dan inflamasi dapat dihentikan.

Asupan makanan yang diterima oleh usus akan berpengaruh terhadap
struktur dan fungsi kultur biologis mikrobioma usus.*’ Ketika dilakukan diet
tinggi lemak tentunya akan memberikan dampak pada keseimbangan
mikrobioma wusus, dampak lainnya akan menyebabkan terganggunya
metabolisme lipid, sehingga dapat memperparah kondisi hiperlipidemia.*®

Peningkatan pembentukan ROS akibat hiperlipidemia juga akan menyebabkan
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disbiosis mikroba usus, apabila terdapat paparan jangka panjang ROS akan
menyebabkan berbagai jenis penyakit usus, seperti dysbiosis microbiota, luka
saluran cerna, kanker kolorektal, infeksi enteric, dan inflammatory bowel
disease.®’

Sebagaimana telah banyak diketahui bahwa daun kelor memiliki banyak
kandungan zat aktif, antara lain vitamin dan antioksidan, serta asam amino,
dengan kandungan antioksidan yang terkandung dalam daun kelor meliputi
vitamin A, vitamin C, polifenol dan saponin.*!

Tinjauan lain mengenai daun kelor juga dapat dipandangn sebagai
makanan kandungan serat tinggi. Kandungan serat secara fungsional akan
membantu untuk melindungi usus dari ketidakseimbangan microbiota; dampak
mikrobima; scrta mengurangi dampak produksi short-chain fatty acids

(SCFA), yang berkaitan dengan sindrom metabolic seperti diabetes, kanker

stroke dan penyakit kardiovaskuler.>%!



BAB III

KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP, HIPOTESIS
3.1. Kerangka Teori

Diet tinggi lemak dapat menyebabkan peningkatan kadar lipid didalam
darah, sehingga memicu keadaan hiperlipidemia*® dan menjadikan
terganggunya microbioma usus serta terpengaruhinya proses biogenesis yang
terjadi di mitokondria. Selain diet tinggi lemak, hiperlipidemia juga
dipengaruhi oleh usia, gender, genetik, dan status gizi.** Keadaan
hiperlipidemia akan memicu naiknya kadar ROS dan berakibat pada keadaan
stress oksidatif, sehingga dapat menyebabkan disfungsi sel endotel dan
menyebabkan aterosklerosis.” Stres oksidatif akibat kadar ROS yang tinggi
juga akan mengaktifkan kaskade NF-kf yang menginduksi terjadinya
diferensiasi dan polarisasi makrofag(Mo) menjadi M1 dan M2,*7*8 hal lain
yang mempengaruhi polarisasi makrofag juga disebabkan adanya gangguan
biogenesis di mitokondria. Makrofag (MO) yang terdiferensiasi dan
terpolarisasi menjadi M1 menginduksi aktivasi sitokin pro-inflamasi seperti
TNF-a atau IL-1, sedangkan polarisasi di makrofag M2 menginduksi sekresi
sitokin anti-inflamasi seperti IL-4, IL-10 dan IL-3.434°

Adanya pemberian sejumlah dosis daun kelor yang mengandung serat
tinggi, vitamin A, vitamin C, polifenol, flavonoid dan saponin, serta beberapa
asam amino ; leusin, iso leusin, metionin,triptofan; Pada penelitian terdahulu
menyatakan bahwa kehadiran serat tinggii pada makanan terbukti
mempengaruhi microbiota usus, serta bermanfaat untuk berbagai macam

penyakit kronik dan kompleks, seperti obesitas, diabetes, kanker dan penyakit
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kardiovaskuler.*!%6 Selain itu terdapatnya kandungan asam amino ; leusin,
isoleusin, metionin,triptofan; Asam amino tersebut merupakan pendorong
utama identitas seluler yang memengaruhi perkembangan, polarisasi
fungsional terhadap fenotipe inflamasi,>* dengan cara mempengaruhi
biogenesis energi di mitokondria, kandungan asam amino akan mengaktifasi
perbaikan makrofage (M0) dan akan mengompensasi kerusakan yang terjadi

di makrofag(MO).
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3.2. Kerangka Konsep

4>[ Kadar TNF-Alpha ]
[ Ekstrak Daun Kelor ]7
4>[ Kadar IL-1 ]
13 | o

[ ) dengan dosis
7-‘ ap kadar TNF-o

&
UNISSULA
\ Mléeb| u L.i




BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1. Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian
- Jenis penelitian: Eksperimental

- Rancangan Penelitian: post-test only control group design
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Gambar 4.1. Skema Rancangan Penelitian

Keterangan:

S : Subjek penelitian

R : Randomisasi alokasi menjadi 4 kelompok

K1 : Kelompok kontrol negatif yang diinduksi diet tinggi lemak

K2 :Kelompok kontrol positif yang diinduksi diet tinggi lemak dan diberi obat
Standar (atorvastatin 5Smg/kgBB)

K3 : Kelompok perlakuan 1 yang diindukst diet tinggi lemak dan diberi ekstrak
daun kelor 400mg/kgBB/hari

K4 : Kelompok perlakuan 2 yang diinduksi diet tinggi lemak dan diberi ekstrak
daun kelor 800mg/kgBB/ hari

4.2. Populasi dan Teknik Pengambilan Sampel
4.2.1. Populasi dan Sampel
Populasi pada penelitian ini berupa sejumlah tikus jantan galur

Sprague dawley yang memenuhi kriteria inklusi dengan sudah diadaptasi
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pada kondisi lingkungan laboratorium, di Laboratorium IBL Fakultas
Kedokteran Universitas Islam Sultan Agung Semarang.
4.2.2. Besar Sampel
Menurut WHO besaran sampel untuk setiap kelompok minimal 5
ekor dengan cadangan 10% (1 ekor) untuk menghindari loss of follow.
Sampel perlu dirandomisasi menggunakan cara simple random sampling,
dibagi menjadi 4 kelompok dengan pembagian kelompok : 1 kelompok
kontrol negatif, 1 kelompok kontrol positif dan 2 kelompok perlakuan.
Jumlah keseluruhan sampel tikus Sprague Dawley jantan yang digunakan
dalam penelitian ini sebanyak 24 ekor.’’
4.2.3. Cara Pengambilan Sampel Penelitian
Teknik pengambilan sampel penelitian ini menggunakan cara simple
random sampling. Tikus Jantan galur Sprague dawley sebanyak 24 ekor
yang masuk kriteria inklusi dibagi menjadi 4 kelompok secara acak
sederhana, dengan | kelompok kontrol positif, 1 kelompok kontrol negatif
dan 2 kelompok perlakuan.
4.2.4. Kriteria Inklusi
1. Tikus dalam keadaan aktif, sehat, dan aktifitas normal
2. Umur 2,5-3 bulan
3. Berat badan 200-250 gram
4.2.5. Kriteria Eksklusi
1. Tikus yang tidak menjadi hiperlipidemia setelah diinduksi diet tinggi

lemak
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4.2.6. Drop Out

1.

Tikus mati saat penelitian berlangsung

4.3. Variabel Penelitian dan Definisi Operasional

4.3.1. Variabel

a. Variabel bebas : Dosis ekstrak Moringa oleifera
b. Variabel terikat : Kadar TNF-a dan IL-1
c. Variabel prakondisi : Diet tinggi lemak

4.3.2. Definisi Operasional

1.

Ekstrak Moringa oleifera

Ekstrak daun kelor (Moringa oleifera) adalah hasil ekstraksi dengan
menggunakan metode maserasi dengan pelarut Ethanol p.a 70%. Hasil
Ekstraksi dari daun kelor dibuat sediaan dengan 2 macam dosis, yaitu
dengan besaran dosis 400mg/kgBB/hari dan 800mg/kgBB/hari
masing-masing sebanyak 2 mL/dosis. Pembuatan ekstraksi dilakukan
di Laboratorium Kimia Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan
Alam Institut Teknologi Bandung, dengan konfirmasi fitokimia
menggunakan GC-MS (Gas Chromatography-Mass
Spectrofotometric). Adapun dosis pemberian ekstrak daun kelor pada
hewan coba dilakukan 1x sehari, selama 14 hari dengan cara sonde di
Laboratorium /BL Fakutas Kedokteran UNISSULA.

Skala: Ordinal
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Kadar TNF-a

Kadar TNF-a diperiksa dari sampel darah yang diambil dari vena
orbita tikus pada hari ke-15 setelah pemberian perlakuan. Spesimen
yang digunakan adalah serum. Kadar TNF-a dianalisis dengan teknik
Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA).

Satuan: nanogram/mililiter (ng/ml)

Skala: Ratio

Kadar Interleukin-1 (IL-1)

Kadar IL-1 diperiksa dari sampel darah yang diambil dari vena orbita
tikus pada hari ke-15 setelah pemberian perlakuan, dan dianalisis
dengan teknik Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA).
Spesimen yang digunakan adalah serum

Satuan: nanogram/mililiter (ng/ml)

Skala: Ratio

4.4. Alat dan Bahan Penelitian

4.4.1. Alat

Alat yang digunakan untuk penelitian :

1.

2.

Set alat ekstraksi maserasi
Rotary evaporator
Blender

Spuit dan jarum (alat sonde)

. Swing sentrifuge

Pipa hematokrit



7. Mikropipet

8. Micropipet tip uk 100uL dan 10uL

9. Vial Tube 1,5mL

4.4.2. Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian :

1.

2.

9.

Ekstrak daun kelor (Moringa oleifera Lam.),
Ethanol pa. 70%

Pakan tikus standar

Diet tinggi lemak dengan pakan tikus merk BR549
Aquades,

Kloroform

Atorvastatin

Rat TNF-a ELISA kit

Rat IL-1 ELISA kit

4.5. Prosedur Penelitian

4.5.1. Cara Pembuatan Ekstrak Daun Kelor (Moringa Oleifera Lam.)

36

Daun kelor (Moringa oleifera Lam.) sebanyak sekitar 1000 gr dicacah, dan

didehidrasi pada suhu 50-60°C dan atau dikeringkan dibawah terik sinar

maathari dan dihaluskan hingga menjadi bubuk kering. Bubuk kering

simplisia daun kelor diekstraksi melalui proses maserasi menggunakan

etanol pa. 70%. Larutan yang sudah selesai diekstraksi disaring dengan

menggunakan kain kasa steril, serta dilakukan penyaringan menggunakan

kertas saring whatmann yang telah disteril, dilakukan secara berulang
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untuk mendapatkan rendemen yang cukup banyak, untuk kemudian
dimasukkan ke dalam wadah labu bundar, dan diuapkan dengan

menggunakan rotary evaporator pada suhu 40-60°C.

Konfirmasi Fitokimia Ekstrak Daun Kelor
Ekstrak daun kelor yang telah didapatkan dari proses ekstraksi dengan
metoda maserasi, dipersiapkan untuk dilakukan konfirmasi fitokimia yang
terdapat didalam ekstrak daun kelor. Sejumlah 5 mL sampel ekstrak daun
kelor dipersiapkan untuk dilakukan Analisa Fitokimia menggunakan GC-
MS, data yang diperoleh dari GC-MS berupa chromatogram yang memuat
waktu retensi dan juga prosentase kandungan senyawa didalam ekstrak
daun kelor.®°
Penetapan Dosis
1. Dosis Atorvastatin
Obat Atorvastatin sudah sering digunakan sebagai obat standard
untuk mengatasi hiperlipidemia pada hewan coba. Pada tikus yang
digunakan, dosis yang diberikan sejumlah 5mg/kgBB/hari.’® Pada
penelitian yang telah dilakukan sebelumnya, penggunaan
atorvastatin sudah dapat mempengaruhi kadar lipid darah pada tikus
saat pemberian hari ke-14.1
2. Dosis Ekstrak Daun Kelor
Penentuan dosis pemberian ekstrak daun kelor (Moringa oleifera

Lam.) ditentukan serupa berdasarkan penelitian terdahulu, dimana
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pada penelitian sebelumnya, digunakan dosis daun kelor sejumlah
400mg/kgBB terbukti memiliki efek hipokolesterolemia.'® Oleh
karenanya dalam penelitian yang dilaksanakan digunakan dosis
sejumlah tersebut.
4.5.4. Komposisi Diet Tinggi Lemak
Diet Tinggi Lemak dilakukan dengan memberikan pakan dengan
kadar lemak tinggi, pakan yang sering digunakan adalah pakan tikus merk
BR549, dengan komposisi:

Tabel 4.1. Komposisi Diet Tinggi Lemak

Komposisi Kadar (%)
Air 13,0 (max)
Protein kasar 15,0 (min)
Lemak kasar 5,0 (min)
Serat kasar 9,0 (max)
Kalsium 0,7-1,2
Fosfor 0,5
Aflatoksin 60 u/kg
Lisin 0,63
Mationin 0,25

Diet tinggi lemak ditunjang menggunakan konsumsi kuning telur
puyuh secara sonde kepada hewan coba, telur kuning puyuh sendiri
memiliki kandungan kolesterol hingga 844 mg/100 gram butir telur
puyuh.”

4.5.5. Validasi Hiperlipidemia
Induksi diet tinggi lemak selama 4 minggu terhadap tikus coba, setelahnya
untuk mengkonfirmasi keadaan hiperlipidemiaa pada tikus dilakukan

validasi untuk memastikan semua tikus sudah menjadi tikus
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hiperlipidemia. Dalam proses validasi digunakan indikator validasi yang

dengan parameter:

Tabel 4.2. Validasi Hiperlipidemia Tikus Sprague dawley®

Parameter Mean £+ SD Median
Kolesterol total (mg/dL) 41,06 + 14,9 42.8
Trigliserid (mg/dL) 21,74 £ 12,1 18,3
HDL (mg/dL) 22,79 £ 12,6 22,4
LDL (mg/dL) 13,75 £ 16,5 13,04

4.5.6. Persiapan Sebelum Perlakuan

1.

Sebanyak 20 tikus Jantan galur Sprague dawley dipilih dan didapatkan,
kemudian tikus diadaptasikan selama 1 minggu terhadap kondisi

laboratorium;

. Dilakukan pembagian kelompok secara random menjadi 4 kelompok

terhadap tikus, dalam hal ini terbagia atas kelompok kontrol negatif,

kontrol positif, perlakuan 1 dan perlakuan 2;

. Keseluruhan tikus mendapat induksi diet tinggi lemak selama 2-4

minggu tanpa terkecuali, untuk mendapatkan kondisi hiperlipidemiaa;

. Setelah proses diinduksi selesai, dilakukan proses validasi terhdapa

tikus untuk mengetahui apakah telah mencapai kondisi hiperlipidemia
dengan melakukan tes kadar kolesterol total, dan pengukuran Berat

Badan Total;

. Setelah semua tikus dipastikan sudah tervalidasi menjadi tikus

hiperlipidemia, untuk selanjutnya tikus mendapat perlakuan sesuai
dengan kelompok masing-masing, dengan jenis perlakuan kelompok:

a. Kelompok kontrol negatif: placebo (aquades yang disondekan)
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b. Kelompok kontrol positif: atorvastatin Smg/kgBB

c. Kelompok perlakuan 1: ekstrak daun kelor 400mg/kgBB/hari

d. Kelompok perlakuan 2: ekstrak daun kelor 800mg/kgBB/hari
Setelah dilakukan perlakuan sesuai kelompoknya selama 14 hari, maka
untuk selanjutnya semua tikus dipuasakan selama 12 jam, untuk
kemudian diambil darahnya melalui plexus vena retro-orbital. Untuk

langkah terakhir setelah itu semua tikus dilakukan diterminasi.

Prosedur Pengambilan Sampel Sebagai Spesimen

1.

Setelah tikus selesai mendapatkan perlakuan sebagaimana yang telah

ditentukan, maka tikus dipuasakan selama 12 jam.

. Tikus yang telah dipuasakan dianestesi menggunakan kloroform

. Pengambilan sampel darah dilakukan pada area plexus vena retro-

orbital dengan pipa kapiler sebanyak £1,5mlL.

. Darah tersebut disimpan di dalam tabung reaksi bersih tanpa

antikoagulan, untuk selanjutnya dapat dilakukan preparasi specimen.

4.5.8. Preparasi Spesimen

1. Sampel darah tikus yang diambil melalui plexus vena retro-orbital

untuk selanjutnya ditampung di dalam tube

2. Darah yang telah ditampung didiamkan pada suhu ruang selama 10-

20 menit

3. Sampel darah dilakukan sentrifugasi pada kecapatan 2000-3000

RPM selama 20 menit
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4. Serum darah tikus kemudian dipisahkan dan dapat disimpan pada

suhu -20°C untuk selanjutnya dapat dianalisis.

4.5.9. Pemeriksaan Kadar TNF-a dan IL-1

1.

Seluruh reagen, larutan standar dan sampel sesuai instruksi
dipersiapkan, kemudian semua reagen dibawa dan dikondisikan
pada suhu ruang sebelum digunakan. Pemeriksaan dilakukan pada
suhu ruang

Tentukan jumlah strip yang akan digunakan untuk pengujian kadar.
Tambahkan 50ul specimen ke well tube standard

Tambahkan 40ul sampel ke dalam sumur sampel lalu ditambahkan
10ul antibody anti-TNF-o dan atau anti-IL-1 ke dalam sumur
sampel, kemudian tambahkan 50ul streptavidin-HRP ke dalam well
tube sampel dan well tube standar. Campur kedua larutan, tutup
dengan sealer. Perlu dilakukan Inkubasi 60 menit pada suhu 37°C.
Lepaskan sealer dan cuci plate sebanyak 5x dengan larutan buffer
pencuci. Kemudian rendam sumur dengan larutan buffer pencuci
sejumlah 300 pl selama 30-60 detik untuk setiap kali pencucian.
Tambahkan 50 pl larutan substrat A ke tiap lubang well tube,
kemudian perlu ditambahkan 50 pl larutan substrat B ke tiap lubang
well tube. Perlu dilakukan Inkubasi plate dengan posisiditutup

sealer baru selama 10 menit pada suhu 37°C pada tempat yang gelap.
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7. Perlu ditambahkan 50 pl stop solution ke tiap sumur, dalam hal ini
akan terjadi perubahan dari warna biru menjadi kuning.

8. Nilai densitas optik (nilai OD) setiap sumur perlu ditentukan dengan
menggunakan pembaca plate mikro yang disetel ke 450 nm, selama

kurun waktu 10 menit setelah ditambahkan larutan penghenti.

&3
UNISSULA
Aetllal/lgsRl loluznala
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4.6. Alur Penelitian

[ 20Tikus Jantan Gallur Sprague Dawley diadaptasi selama 7 Hari J

h J

| Randomisasi I

k4

{ Induksi Diet Tinggi Lemak (Sonde) }

Ekstrak Daun
Kelor 800
mg/kgBB (Sonde
1X Sehari)

lliiiﬁﬁl.ll.ﬂ

o) I D 0 P TP T I
TR T U Ay

selama 12 Jam I

‘ Pengambilan Sampel Darah Hari Ke-15 I

}

‘ Pemeriksaan Kadar TNF-a dan IL-1 dengan ELISA I

‘ Analisis Data I

Gambar 4.2. Alur Penelitian
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4.7. Analisa Data
Data yang sudah didapat dari pengujian kadar TNF-a dan IL-1

kemudian dianalisis menggunakan program SPSS. Data yang didapatkan
dilakukan uji deskriptif terlebih dahulu, untuk kemudian dilakukan uji
normalitas data dengan uji Shapiro Wilk dan uji variasi data dengan uji
Levene.

Hasil uji data yang didapatkan normal dengan variasi homogen, maka
dilakukan uji One Way Anova, hasilnya menunjukkan p<0,05 maka terdapat
perbedaan bermakna kadar TNF-o dan IL-1 pada keempat kelompok. Hasil
uji One Way Anova dilakukan uji Post Hoc untuk mengetahui signifikansi
perbedaan pada masing-masing kelompok. Uji Post Hoc memberikan
manifestasi bahwa perlakuan yang diberikan pada masing-masing kelompok

memberikan nilai dampak yang signifikan maupun tidak signifikan.
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BABY
HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian yang dilakukan digunakan hewan coba tikus putih galur Sprague
dawley jantan yang sebagai parameter pra-kondisinya di induksi menggunakan diet
tinggi lemak. Jumlah hewan coba yang digunakan sejumlah 20 tikus putih yang
telah diadaptasikan dengan kondisi laboratorium, untuk kemudian semua tikus
dilakukan induksi diet tinggi lemak. Sejumlah 20 ekor tikus putih tersebut dibagi
menjadi 4 kelompok penelitian yang terbagi atas 2 Kelompok perlakuan, 1
Kelompok Kontrol Negatif, 1 kelompok Kontrol positif. Pengecekan kadar
kolesterol digunakan untuk validasi kondisi hiperlipidemia, yang untuk kemudian

diberi perlakuan sesuai dengan kelompok.

5.1.  Hasil Penelitian

5.1.1. Ekstraksi Daun Kelor dan Konfirmasi Fitokimia GC-MS

Untuk mendapatkan ekstrak daun kelor (Moringa oleifera Lam.)
digunakan metoda ekstraksi Maserasi dengan pelarut Ethanol p.a 70%, yang
nantinya didapatkan ekstrak kasar setelah dilakukan evaporasi menggunakan
rotary evaporator. Sejumlah 1000 gram simplisia kering daun kelor yang di
ekstrak didapatkan sejumlah ekstrak kasar setelah rotary evaporator sejumlah
128 gram, nilai rendemennya secara perhitungan didapatkan sejumlah 12.8%.
Kandungan =zat aktif dalam metabolit ekstrak daun kelor dikonfirmasi
kandungan fitokimianya menggunakan Gas  Chromatography-Mass
Spectrophotometry (GC-MS). Hasil dari GC-MS akan berupa persentase jumlah

kandungan masing-zat aktif, yang dapat dikelompokkan sesuai dengan golongan
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dari antioksidan, alkaloid, terpenoid, dan juga beberapa golongan lainnya.

Adapun hasil dari konfirmasi fitokimia menggunakan GC-MS.

Tabel 5.1 : Konfirmasi Fitokimia GC-MS Ekstrak Daun Kelor

. Persentase Presentase
No Senyawa Metabolite Kadar Golongan Total Golongan
1 2-Furancarboxaldehyde, 5- 14,16
(hydroxymethyl)-
2 2-Furanmethanol 0,65 Polisakarida 15,28
3 2(3H)-Furanone, dihydro- 0,47
Butyrolactone 2
4 2,3-Dihydro-3,5-dihydroxy-6- 6,57
methyl-4H-pyran-4-one - o
5 Beta-l-mannopyranose, 5-O- 7,5 Vitamin 14,07
acetyl-thio-octyl- Z
6 Benzeneacetonitrile, 4-hydroxy- 12,07
7 1,2-Benzenedicarboxylic acid, 0,31
diethyl ester (CAS) Et (] Polifenol 12,68
8 4-((1E)-3-Hydroxy-1-propenyl)- 0,3
2-methoxyphenol .
9 Beta--Rhamnofuranoside, 5-O- 13,31
acetyl-thio-octyl- A F
10 Cyclopentanone, 2-ethyl- 0,08 Alkaloid 22,63
11 5-O-Acetyl-Thio-Octyl-Beta-L- 9,24
Rhamnofuran
12 2- 17,03 Ester- Asam
Dimethyl(trimethylsilylmethyl)- Lemak Tak 17,03
Malonic Acid Jenuh
13 Dodecanoic acid-Lauric acid 6,13
14 Tetradecanoic acid 4,45
15 Hexadecanoic acid-Palmitic acid 3,46
. . Ester- Asam
16  Fumaric acid, ethyl 2-methylallyl 0,14 Lemak 14,57
ester
17 Butanoic acid, 3-oxo-, hexyl ester 0,11
18 Octadecanoic acid 0,28
19 Octadec-9-enoic Acid 1,48
20 Heptadecane-(8)-carbonic acid- 0,58
(1) .
21 3-Hexenoic acid, 3-methyl-, 0,09 Terpenoid 2,35
methyl ester
22 Megastigmatrienone 0,2
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Senyawa yang terkandung didalam metabolit ekstrak daun kelor secara
dominan banyak mengandung zat aktif yang diantaranya meliputi senyawa
golongan alkaloid, terpenoid, polifenol dan golongan vitamin yang memiliki
kemampuan sebagai antioksidan dan anti-inflamasi,% yang mampu mempengaruhi

absorbsi lipid didalam rantai reaksi metabolisme didalam tubuh.

5.1.2. Validasi Kondisi Hiperlipidemia

Validasi kondisi hiperlipidemia perlu dilaksanakan untuk memastikan
bahwa kelompok tikus yang diberikan perlakuan dalam kondisi hiperlipidemia,
sebagai awal penentuan kondisi hiperlipidemia dilakukan timbang berat badan
dari kelompok tikus pada kondisi sebelum induksi diet tinggi lemak dengan
setelah induksi diet tinggi lemak, perbandingan data hasil timbang dapat dilihat

pada tabel 5.2.

Tabel 5.2 : Perbandingan Nilai Rerata Berat Badan Tikus

Variabel Kelompok Mean + SD
K1 252.00 + 8.36
. K2 254.00 + 5.47
Pra Induksi K3 252.00+4.47
K4 252.00 + 8.36
K1 276.00 £ 5.47
. K2 270.00 + 7.07
Pasca Induksi K3 274.00 + 5.47
K4 272.00+ 8.36
K1 268.00 + 8.36
K2 254.00 + 5.47
Pasca Perlakuan K3 248.00 + 8.36

K4 248.00 + 8.36
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Induksi dengan diet tinggi lemak dapat menaikkan berat badan tikus, yang
awalnya memiliki berat badan pada kisaran 250 gram pada masing-masing
kelompok, setelah induksi tinggi lemak menunjukkan adanya kenaikan berat
badan; kisaran 270 gram; naik sekitar 20 gram pada masing-masing kelompok.
Berat badan tikus yang meningkat tentunya cukup linier dengan kondisi
hiperlipidemia yang akan dikonfirmasi menggunakan pengukuran kolesterol.
Hiperlipidemia pada tikus divalidasi dengan mengukur kadar kolesterol total
pada masing-masing kelompok. Perbandingan kadar kolesterol total antar
kelompok perlakuan dapat dilihat pada tabel 5.3. dengan kondisi bahwa

kelompok pra perlakuan tervalidasi hiperlipidemia.

Tabel 5.3 : Hasil Validasi Kadar Kolesterol Total

Variabel Kelompok Mean + SD Keterangan
K1 115.09 £ 17.48
Kadar K2 153.94 + 17.41 Hiperlipidemia
KOleSterOI Pra K3 154.51 +37.76
Perlakuan K4 191.39 + 41,72
Kadar K1 4588 +3.13
Kolesterol K2 5335+ 11.72
Normal
b Plaskca K3 40.64 + 6.69
criakuan K4 3579+ 4.19

Kadar rata-rata kolesterol pada tikus normal berada pada kisaran 10-54
mg/dL,* pada data kelompok sebelum perlakuan menunjukkan bahwa kadar
kolesterol telah melebihi kadar kolesterol normal. Kadar kolesterol pada masing-

masing kelompok secara signifkan setelah perlakuan terjadi penurunan pada
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kelompok 4; dengan nilai 35.79 ng/L; selisih pre-post sebesar 155.60 ng/L.
Kelompok 1 menunjukkan adanya penurunan yang signifikan, hal ini
memungkinkan bahwa induksi diet tinggi lemak merupakan suatu kondisi yang
reversible, pra-pasca perlakuan yang terjadi antar kelompok terlihat
signifikansi perubahan rerata kadar kolesterol total, menunjukkan adanya

kemungkinan saat kondisi hiperlipidemia linier dengan kondisi inflamasi.

Kadar Rerata.Kolesterol Total

191,39+41,72
200

180

- MR s o F o 7T iSO

160

140

120

100

80

60
35,79+ 4,20

40

20

K1 K2 K3 K4

B PRA PERLAKUAN  ® PASCA PERLAKUAN

Grafik 1.1: Kadar Kolesterol Pra-Pasca Perlakuan

Berkenaan dengan kadar kolesterol setelah perlakuan, dilakukan uji terhadap
data yang dihasilkan, untuk mengetahui signifikansi dari perbedaan antar

kelompok.
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Tabel 5.4: Analisis Kadar Kolesterol Total Pasca Perlakuan

Uji Uii Uji One-
Variabel Kelompok  Mean £ SD  Shapiro- J Way
. Levene
Wilk Anova
K1 4588 +3.13 0.876
Pasca K2 53.35+11.72 0.734
Perlakuan K3 40.64 + 6.69 0.503 0.079 0.009
K4 35.79 £4.19 0.481

Uji Shapiro Wilk dan Levene’s test signifikan dengan (p>0.05), One Way
Anova signifikan dengan (p<0.05)

Kadar kolesterol setelah perlakuan menunjukkan adanya penurunan yang
cukup signifikan, secara statistik terkonfirmasi saat dilakukan uji Shapiro-Wilk
dan Uji Levene yang memberikan nilai p>0.05, yang memberikan makna bahwa
perbedaan kolesterol setelah induksi dengan post-perlakuan terjadi memiliki
makna sebaran yang normal dan Homogen. Hasil uji Anova p<0.05 memiliki

makna bahwa penurunan kadar kolesterol total bernilai signifikan dan bermakna.

Perbedaan yang bermakna di uji lanjutan menggunakan uji Post Hoc untuk

melihat apakah pada kelompok mana terjadi perbedaan yang bermakna.

Tabel 5.5 : Uji Post Hoc Kolesterol Total

Kelompok Kelompok Signifikansi
Perbandingan
K1 K2 0.390
K3 0.669
K4 0.165
K2 K3 0.059
K4 0.007
K3 K4 0.719

Signifikansi p<0.05
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5.1.3. Pengukuran Kadar Interleukin-1 (IL-1)
Hasil pengukuran kadar Interleukin-1 pada masing-masing kelompok dapat
dilihat pada tabel yang menjelaskan nilai signifikansi dari kadar IL-1 setelah

perlakuan pada tikus.

Tabel 5.6: Analisis Pengukuran Kadar Interleukin-1 (IL-1)

Uji Uii Uji One-
Variabel Kelompok Mean +=SD  Shapiro- ] Way
Levene
Wilk Anova
K1 2474 + 6.17 0.124
K2 20.76 £ 5.32 1.000
Kadar IL-1 K3 2407491 0532 0018 0.03
K4 15.33 £2.42 0.177

Uji Shapiro Wilk dan Levenes test signifikan dengan (p>0.05), One Way
Anova signifikan dengan (p<0.05)

Hasil uji Shapiro-Wilk dan Uji Levene; nilai p>0.05; menunjukkan bahwa
data pengukuran kadar IL-1 normal dan homogen, hasil uji One Way Anova juga
menunjukkan adanya signifikansi; nilai p<0.05; dalam penelitian ini memiliki
makna bahwa adanya pengaruh yang bermakna pada kadar Interleukin-1.
Kelompok yang memberikan perbedaan bermakna pada kadar rata-rata IL-1
setiap kelompok dapat diperbandingkan melalui hasil uji Post-Hoc, berikut data
hasil uji Pos Hoc sebagaimana pada table 5.5

Tabel 5.7 : Uji Pos Hoc IL-1

Kelompok Kelompok Signifikansi
Perbandingan
K1 K2 0.587
K3 0.996
K4 0.036
K2 K3 0.713
K4 0.333
K3 K4 0.054

Signifikansi p<0.05
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Berdasarkan uji Pos Hoc menunjukkan bahwa terjadi perbedaan yang bermakna

antara kelompok 1 dengan kelompok 4, sedangkan perbedaan antar kelompok

yang lain tidak menunjukkan perbedaan yang bermakna.

5.1.4. Pengukuran Kadar Tumor Necrosis Factor-a (TNF-a)

Hasil pengukuran beserta uji kadar rata-rata TNF-a dapat dilihat pada tabel

5.8 yang memberikan makna normalitas, homogenitas data dan signifikansi

perbedaan antar kelompok.

Tabel 5.8 : Analisis Pengukuran Kadar TNF- a

Uji Uji One-
Variabel Kelompok = Mean + SD  Shapiro- Levene Way
Wilk Anova
K1 84.81 +19.46 0.911
Kadar TNEF- K2 84.68 £20.75 0.423
Alpha K3 79.25 +24.35 0.489 p-830 0.420
K4 05.48 + 16.10 0.549

Uji Shapiro Wilk dan Levene's test signifikan dengan (p>0.05), One Way
Anova signifikan dengan (p<<0.05)

Hasil uji Saphiro-Wilk dan uji Levene’s masing-masing memiiki nilai

p>0.05, makna dari nilai tersebut menyatakan bahwa data dari hasil pengukuran

normal dan homogen. Hasil uji One-Way Anova sendiri memiliki nilai p>0.05

yang artinya tidak ada perbedaan bermakna pada antar kelompok penelitian.

5.2. Pembahasan

Rendemen proses ekstraksi daun kelor didapatkan sejumlah 128 gram,

dengan persentase 12.8%, hasil rendemen tersebut dikategorikan baik, rendemen

ekstraksi yang baik diatas 10%.%® Konfirmasi fitokimia menggunakan GC-MS

menghasilkan data metabolit zat aktif beberapa golongan, yang antara lain golongan
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ester-asam lemak, alkaloid, terpenoid, dan vitamin. Metabolit zak aktif tersebut

yang dapat mempengaruhi absorbsi dan metabolisme pada hewan coba.

Hasil konfirmasi fitokimia menggunakan GC-MS pada ekstrak daun kelor
menghasilkan persentase total pada masing-masing golongan senyawa metabolite
sebesar 22.63% untuk golongan alkaloid, 14.07% untuk golongan Vitamin, 12.68%
golongan fenolik, 2.35% golongan terpenoid, 15.28% golongan polisakarida, dan
sejumlah 39.66% untuk golongan ester asam lemak. Senyawa metabolit yang
terkandung dalam ekstrak daun kelor memiliki bioaktivitas yang antara lain sebagai
antioksidan, anti-inflamasi dan memiliki aktivitas sebagai anti-aterosklerosis,’’
ketika dikonsumsi. Induksi tinggi lemak mempengaruhi kadar kolesterol total pada
tikus. Serta menjadikan kenaikan berat badan pada tikus. Hasil pengujian kadar
kolesterol total memvalidasi bahwa kondisi - tikus telah mencapa kondisi
hiperlipidemia. Kondisi hiperlipidemia pada tikus normal memiliki kadar kolesterol
total pada kisaran 10-54 mg/dL®!, dan pasca induksi tinggi lemak kadar kolesterol
total pada tikus berada diatas kadar normal tersebut. Setelah perlakuan dengan
pemberian ekstrak daun kelor menghasilkan adanya penurunan kadar kolesterol
total pada tikus, pada hasil uji Anova menunjukkan bahwa ada perbedaan yang
signifkan pada antar kelompok percobaan. Pengaruh kenaikan kadar kolesterol
pada tikus menjadikan kenaikan kadar ROS hingga terjadi Stress Oksidatif
menginduksi jalur NF-kB sehingga akan mengaktivasi transkripsi sitokin pro-

inflamasi Interleukin-1 (IL-1) dan Tumor Necrosis Factor-o. (TNF-a).5®

Kondisi Stress Oksidatif akibat dapat dihambat menggunakan senyawa dari

golongan alkaloid;*’* sebagai antioksidan; yang menyeimbangkan O, radikal
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bebas. Radikal bebas pada tubuh dapat dihambat pembentukannya melalui
kehadiran senyawa-senyawa golongan vitamin, terutama vitamin C,”! aktivitasnya
sebagai antioksidan mampu menyumbangkan elektron, sehingga dapat melindungi
biomolekul penting (protein, lipid, karbohidrat, dan asam nukleat) agar tidak rusak
oleh oksidan, termasuk ROS.7?> Penelitian lain menunjukkan bahwa senyawa
fenolik juga mampu mengatasi stress oksidatif dengan bioaktifitas sebagai
antioksidan dan anti-inflamasi.”> Konfirmasi fitokimia pada ekstrak daun kelor
menggunakan GC-MS menunjukkan adanya persentase yang tinggi pada golongan
alkaloid, fenolik serta golongan vitamin berturut-turut sebesar 22.63% , 12.68% dan

14.07%.

Penelitian yang dilakukan pemberian ekstrak daun kelor pada tikus yang
tervalidasi hiperlipidemia diberikan dengan dosis 400 mg/kgBB dan 800 mg/KgBB
dengan frekuensi 1 kali sehari selama 14 hari. Pengukuran kadar IL-1 setelah
pemberian ekstrak daun kelor menunjukkan bahwa adanya pengaruh yang
signifikan, nilai signifikansinya ditunjukkan adanya perbedaan yang signifikan
pada kelompok 1 (kontrol negatif) dengan kelompok 4 (dosis 800 mg/KgBB) dan
pada kelompok 3 (dosis 400 mg/KgBB) dengan kelompok 4 (dosis 800 mg/KgBB).
Penurunan kadar IL-1 pada penelitian ini linier dengan turunnya kadar kolesterol
pada tikus, didukung dengan adanya penurunan berat badan. Adanya penurunan
kadar kolesterol total pada tikus mempengarungi respon Nf-kB dengan menurunkan
kadar sitokin IL-1. Kemampuan ekstrak daun kelor dalam menurunkan kadar IL-1
menunjukkan adanya kemampuan sebagai antiinflamasi serta antioksidan pada

proses inflamasi. Hasil ini cukup linier dengan penelitian sebelumnya, aspek
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metabolik penelitian sebelumnya menunjukkan pemberian dosis 400 mg/KgBB
mempengaruhi penurunan kolesterol dan LDL. Penelitian yang dilakukan
menunjukkan adanya perubahan aspek proteomik khususnya IL-1 dengan
memberikan pengaruh penurunan yang signifikan pada dosis 800 mg/KgBB,

memiliki linieritas dengan penurunan kolesterol total pada tikus.

Nilai kadar rerata IL-1 terendah terdapat pada kelompok 4 (dosis 800
mg/kgBB) dengan nilai 15.33 pg/mL. Nilai tersebut apabila diperbandingkan antar
kelompok memiliki nilai terendah, namun nilai yang paling rendah ini belum dapat
menunjukkan nilai yang normal atau tidak. Untuk melihat sistematis apakah nilai
kadar tersebut merupakan nilai yang baik, dimungkinkan adanya perubahan
epigenetik’*(perubahan status ekspresi gen tanpa mengubah status DNA) maupun
ekspresi dari gen IL-1 itu sendiri. Belum terkonfirmasinya nilai yang normal
dikarenakan dalam penelitian ini belum dapat diketahui nilai normal kadar IL-1
pada tikus sehat. Belum diketahuinya nilai normal tersebut menjadi poin

keterbatasan pada penelitian ini.

Pengukuran kadar TNF-a pasca perlakuan memberikan hasil yang
menunjukkan tidak terdapat perbedaan yang cukup bermakna antar kelompok tikus.
Perbedaan yang tidak cukup bermakna ini tidak berarti bahwa pemberian ekstrak
daun kelor tidak memiliki pengaruh kepada kadar TNF-a pada model tikus
hiperlipidemia. Hasil uji yang tidak cukup bermakna pada perbedaan antar
kelompok dimungkinkan karena inflamasi akut yang terjadi pada tikus sudah
terlewat, atau dalam hal ini tikus sudah dalam kondisi sembuh kembali. Nilai rerata

kadar TNF-a yang tidak bermakna ini secara klinis belum dapat mengkonfirmasi
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apakah ekstrak daun kelor memberikan pengaruh pada kadar TNF-a pada hewan
coba. Nilai kadar TNF-a normal pada tikus sehat masih belum diketahui pada
penelitian ini, sehingga menjadikan keterbatasan pada penelitian, khususnya untuk
mengkonfirmasi nilai kadar TNF-a normal pada tikus sehat. Terdapatnya
keterbatasan penelitian, dimasa mendatang penelitian lebih lanjut mengenai
pengukuran kadar TNF-a pada model tikus hiperlipidemia perlu dilakukan dengan
model pengukuran kadar TNF-a pada awal perlakuan, tengah-tengah perlakuan dan
akhir dari perlakuan, serta pengukuran kadar TNF-o dan IL-1 pada tikus sehat untuk

mengetahui nilai cut off perubahan kadar TNF-a dan IL-1 pada tikus yang sehat.



6.1.

6.2.

57

BAB VI
KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan
Berdasarkan Penelitian yang dilakukan dapat disimpulkan bahwa:

1.

Pemberian ekstrak daun kelor (Moringa oleifera Lam.) dengan dosis
400mg/kgBB/hari dan 800mg/kgBB berpengaruh terhadap kadar IL-1
(Interleukin-1) pada tikus Sprague dawley Hiperlipidemia.

Pemberian ekstrak daun kelor (Moringa oleifera Lam.) dengan dosis
400mg/kgBB/hari dan 800mg/kgBB tidak memiliki pengaruh terhadap
kadar TNF-a (7umor Necrosis Factor-a) pada tikus Sprague dawley
Hiperlipidemia.

Perbedaan rerata berbeda signifikan bermakna pada kadar IL-1 pada
kelompok dosis 800 mg/kgBB, sedangkan pada kadar TNF-a tidak

memiliki perbedaan yang signifikan pada antar kelompok

Saran

1.

Penelitian ditambahkan pengukuran kadar TNF-o dan IL-1 dengan variasi
pengukuran rentang waktu pengukuran yang meliputi awal perlakuan,

tengah perlakuan dan akhir perlakuan.

. Perlu dilakukan penambahan kelompok sehat yang diukur kadar TNF-a

dan IL-1 sebagai nilai pembanding tikus sehat.

. Perlu dilakukan pengukuran kadar TNF-o dan IL-1 sebelum perlakuan

masing-masing kelompok.

. Perlu dilakukan penelitian mengenai mekanisme utama dari isolate ekstrak

daun kelor dalam mempengaruhi ekspresi gen IL-1 dan TNF-q.
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