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INTISARI

Latar belakang: Diet tinggi lemak dapat memicu stres oksidatif dan
inflamasi sistemik yang ditandai dalam penurunan sitokin antiinflamasi
Interleukin-10 (IL-10) dan peningkatan C-Reactive Protein (CRP). Propolis dan
vitamin E dikenal memiliki aktivitas antioksidan dan antiinflamasi yang
berpotensi memperbaiki respons inflamasi akibat diet tinggi lemak.

Metode: Penelitian ini merupakan studi eksperimental dengan rancangan
post-test only control group design. Sebanyak 30 ekor tikus jantan galur Wistar
(Rattus norvegicus) dibagi secara acak ke dalam lima kelompok: kontrol sehat,
kontrol diet tinggi lemak, vitamin E, ekstrak propolis, dan kombinasi vitamin E—
propolis. Perlakuan diberikan selama 14 hari. Kadar IL-10 dan CRP serum diukur
menggunakan metode ELISA. Analisis data dilakukan menggunakan one-way
ANOVA dan uji post hoc LSD.

Hasil: Pemberian ekstrak propolis dan vitamin E, baik secara tunggal
maupun kombinasi, meningkatkan kadar Interleukin-10 (IL-10) dibandingkan
kelompok diet tinggi lemak. Uji one-way ANOVA menunjukan adanya perbedaan
kadar IL-10 yang bermakna antar kelompok perlakuan (p<0,05), dan uji lanjut
post hoc LSD adanya perbedaan. Kadar C-Reactive Protein (CRP) tidak
menunjukkan perbedaan yang bermakna secara statistik antar kelompok (p>0,05)

Kesimpulan: Pemberian ekstrak propolis dan vitamin E pada tikus jantan
galur Wistar (Rattus norvegicus) yang diinduksi diet tinggi lemak, berpengaruh
terhadap diet tinggi lemak, memodulasi respon imun anti-inflamasi melalui
peningkatan kadar 1L-10 dan belum menunjukan pengaruh signifikan terhadap
kadar CRP.

Kata kunci: diet tinggi lemak, IL 10, CRP, ekstrak propolis dan vitamin E
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ABSTRACT

Background: A high-fat diet can trigger oxidative stress and systemic
inflammation, characterized by a decrease in the anti-inflammatory cytokine
Interleukin-10 (IL-10) and an increase in C-Reactive Protein (CRP). Propolis and
vitamin E are known to have antioxidant and anti-inflammatory activities that
have the potential to ameliorate the inflammatory response induced by a high-fat
diet.

Methods: This study employed an experimental design with a post-test
only control group. A total of 30 male Wistar rats (Rattus norvegicus) were
randomly allocated into five groups: healthy control, high-fat diet control, vitamin
E, propolis extract, and a combination of vitamin E and propolis. The
interventions were administered for 14 days. Serum IL-10 and CRP levels were
measured using the enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Data were
analyzed using one-way analysis of variance (ANOVA), followed by the least
significant difference (LSD) post hoc test.

Results: Administration of propolis extract and vitamin E, either alone or
in combination, increased Interleukin-10 (IL-10) levels compared to the high-fat
diet group. One-way ANOVA revealed a significant difference in 1L-10 levels
among the treatment groups (p < 0.05), and post hoc LSD analysis confirmed
these differences. In contrast, C-Reactive Protein (CRP) levels did not show a
statistically significant difference among groups (p > 0.05).

Conclusion: Administration of propolis extract and vitamin E to male
Wistar rats (Rattus norvegicus) induced by a high-fat diet had an effect on the
high-fat diet, modulating the anti-inflammatory immune response by increasing
IL-10 levels, but did not show a significant effect on CRP levels.

Keywords: high-fat diet, 1L-10, CRP, propolis extract, and vitamin E
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BAB |

PENDAHULIAN

1.1. Latar Belakang

Inflamasi adalah respons fisiologis tubuh terhadap rangsangan
berbahaya seperti infeksi, cedera jaringan, atau stres oksidatif, dan kondisi
ini dapat menjadi lebih berat ketika tubuh terpapar diet tinggi lemak.' Diet
tinggi lemak memicu peningkatan stres oksidatif, akumulasi lipid, dan
aktivasi jalur proinflamasi yang menyebabkan ketidakseimbangan antara
mediator inflamasi dan antiinflamasi, sehingga memicu terjadinya inflamasi
sistemik.® Proses inflamasi melibatkan aktivasi berbagai sel imun serta
pelepasan mediator Kimia, termasuk sitokin proinflamasi yang dapat
berkembang  menjadi inflamasi  kronis  apabila tidak terkendali.’
Ketidakseimbangan respons imun akibat paparan jangka panjang diet tinggi
lemak berkontribusi terhadap munculnya obesitas, resistensi insulin,
gangguan metabolik, serta mempercepat kerusakan jaringan melalui
peningkatan peradangan berkelanjutan.®

Diet tinggi lemak menjadi salah satu faktor utama pemicu inflamasi
sistemik melalui peningkatan akumulasi lemak viseral, stres oksidatif, dan
aktivasi sel imun yang menyebabkan pelepasan sitokin proinflamasi.’
Kondisi ini mendorong peningkatan kadar C-Reactive Protein (CRP), yaitu
penanda inflamasi yang meningkat ketika terjadi aktivasi respon imun baik
pada inflamasi akut maupun inflamasi kronis tingkat rendah, serta

berhubungan erat dengan risiko penyakit metabolik, kardiovaskular, dan
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gangguan degeneratif.? Interleukin-10 (IL-10) sebagai sitokin antiinflamasi
berperan penting dalam menghambat produksi sitokin proinflamasi dan
menekan aktivasi makrofag agar respon imun tetap seimbang.’
Ketidakseimbangan yang ditandai oleh tingginya CRP dan menurunnya IL-
10 akibat paparan diet tinggi lemak menyebabkan inflamasi
berkepanjangan, peningkatan stres oksidatif, serta kerusakan jaringan yang
pada akhirnya memperburuk disfungsi metabolik dan meningkatkan
kerentanan terhadap berbagai penyakit kronis. %2

Propolis dan vitamin E telah lama digunakan sebagai agen
antiinflamasi, baik secara tunggal maupun kombinasi, dengan potensi
sinergis dalam menekan respons inflamasi.'* Berbagai penelitian
menunjukkan bahwa propolis, yang kaya akan flavonoid, fenolik, dan asam
kafeat fenetil ester (CAPE), mampu menurunkan ekspresi mediator
proinflamasi seperti TNF-a, IL-6, dan CRP serta meningkatkan IL-10
melalui modulasi jalur NF-kB dan MAPK.**™® Vitamin E memiliki aktivitas
antioksidan melalui kemampuannya menetralkan radikal bebas dan
melindungi membran sel dari peroksidasi lipid, serta diketahui dapat
menghambat aktivasi NF-kB yang menurunkan CRP, dan mendukung

regulasi IL-10 pada kondisi stres oksidatif.**

Meskipun keduanya memiliki
efek antiinflamasi, penggunaan secara tunggal sering kali belum
memberikan hasil optimal karena propolis lebih dominan menekan mediator

proinflamasi sementara vitamin E lebih berfokus pada pengendalian stres

oksidatif. Peningkatan IL-10 dan penurunan CRP mungkin belum tercapai



secara maksimal. Kombinasi propolis dan vitamin E diperkirakan
memberikan efek sinergis, dengan propolis menekan jalur inflamasi dan
vitamin E memperkuat pertahanan antioksidan, sehingga keseimbangan
antara IL-10 dan CRP dapat dicapai lebih efektif.*>°

Kombinasi propolis dan vitamin E mempunyai potensi sinergis yang
lebih baik dibandingkan dengan pemberian tunggal, karena keduanya
memiliki mekanisme kerja yang saling melengkapi dalam menekan stres
oksidatif dan respon inflamasi.*® Propolis mengandung flavonoid dan asam
fenolik yang berperan sebagai antioksidan kuat sekaligus mampu menekan
produksi sitokin proinflamasi, sementara vitamin E merupakan antioksidan
lipofilik utama yang melindungi membran sel dari kerusakan akibat radikal
bebas.”*® Sinergi antara keduanya diharapkan dapat meningkatkan regulasi
sistem imun, menurunkan biomarker inflamasi, serta memberikan efek
protektif yang lebih optimal terhadap berbagai kondisi patologis terkait
inflamasi  kronis.”®™ Berdasarkan latar belakang tersebut, penelitian ini
dilakukan untuk mengevaluasi efektivitas kombinasi ekstrak propolis dan
vitamin E terhadap kadar IL-10 dan CRP pada tikus jantan galur Wistar
(Rattus norvegicus) yang diinduksi diet tinggi lemak. Hasil penelitian ini
diharapkan mampu mmberikan bukti ilmiah mengenai potensi sinergi kedua
agen antioksidan dalam menekan inflamasi, sehingga dapat menjadi dasar
bagi pengembangan terapi alternatif berbasis bahan alam untuk pencegahan

maupun pengelolaan penyakit metabolik.



1.2. Rumusan Masalah

1.3.

Apakah terdapat pengaruh kombinasi ekstrak propolis dan vitamin E

terhadap kadar IL-10 dan CRP pada tikus jantan galur Wistar (Rattus

norvegicus) yang diinduksi diet tinggi lemak ?

Tujuan Penelitian

1.3.1. Tujuan Umum

1.3.2.

Membuktikan pengaruh kombinasi ekstrak propolis dan

vitamin E terhadap kadar IL-10 dan CRP pada tikus jantan galur

Wistar (Rattus norvegicus) yang diinduksi diet tinggi lemak.

Tujuan Khusus

. ma

1.3.2.2.

1.3.2.3.

Membuktikan pengaruh ekstrak propolis dosis 36 mg/
KgBB/ hari, terhadap kadar interfeukin 10 (IL-10) dan C-
Reactive Protein (CRP) pada tikus putih (Rattus norvegicus)
galur Wistar jantan yang diinduksi diet tinggi lemak.

Membuktikan pengaruh vitamin E dengan dosis 12 mg/
KgBB/ hari, terhadap kadar interleukin 10 (IL-10) dan C-
Reactive Protein (CRP) pada tikus putih (Rattus norvegicus)
galur Wistar jantan yang diinduksi diet tinggi lemak.

Membuktikan pengaruh kombinasi ekstrak propolis dengan
dosis 18 mg/ KgBB/ hari dan vitamin E dengan dosis 6 mg/
KgBB/ hari terhadap kadar interleukin 10 (IL-10) dan C-
Reactive Protein (CRP) pada tikus putih (Rattus norvegicus)
galur Wistar jantan yang diinduksi diet tinggi lemak

4



1.4. Keaslian Penelitian

Tabel 1.1. Tabel keaslian penelitian

Judul Tahun Desain Hasil
Synergistic Potential 2019  Eksperimenta Propolis dan vitamin E
of  Propolis and I in vivo mampu memperbaiki efek
Vitamin E Against toksik, efek perlindungan
Sub-Acute Toxicity of terbaik terjadi saat
AICI3  in  Albino keduannya diberikan
Mice: In Vivo Study bersamaan, dosis  antara
200-
400mg/kg
Effect Of Vitamin E 2018  Eksperimen in Suplementasi vitamin E
Or Vivo dan propolis efektif
Propoli mengurangi dampak
s Supplementation negativ stress panas pada
On Semen fungsi  hematologis dan
Quality, biokimia, dengan propolis
Oxidative Status And menunjukkan aktivitas
Hemato- Biochemical antioksidan lebih  kuat,
Changes Of Rabbit dapat
Buck During The Hot meningkatkan TAC dan
Season
Effect of vitamin e or 2023 . Eksperimen in Pemberian suplemen
propolis addition on Vivo Propolis atau Vitamin E
alleviation of heat secara signifikan
stress impact on mengurangi dampak stres
growing rabbits panas pada kelinci yang
sedang tumbuh, propolis
150 mg/kg  terbukti
paling efektif.
Propolis and its 2023  Eksperimen in Dosis propolis bervariasi

constituents  against
cardiovascular  risk
factors including
obesity, hypertension,
atherosclerosis,
diabetes,
dyslipidemia

and

vivo

20-600 mg/kg/hari.
Memberikan efek anti-
obesitas, anti-hipertensi,

anti-aterosklerosis, anti-
dislipidemia, dan anti-
diabetes melalui

mekanisme antioksidan,
antiinflamasi,
peningkatan NO, dan
regulasi gen metabolisme
lipid/glukosa.




5 Polyphenolics profile 2021  Eksperimen in Hasil penelitian
effects upon the Vivo menunjukan bahwa
antioxidant and intervensi  memiiki efek
antimicrobial activity anti-obesitas dan
of propolis extracts mmperbaiki disfungsi

metabolik pada model
hewan yang digunakan
dengan dosis 200mg/kg
BB perhari, diberikan
selama 8 minggu

6 Theantiviralandimmu 2022  Eksperimen in Penelitian ini
nomodulatoryactiviti Vivo menunjukkan bahwa
esof propolis: An propolis memiliki potensi
update and future sebagai agen
perspectives for imunomodulator dan
respiratory diseases antiinflamasi, pada uji

klinis, pemberian
propolis dalam dosis
500-1.500 mg/hari
selama 8-12 minggu
efektif menurunkan
biomarker inflamasi
sistemik seperti CRP, IL-
6, dan TNF-a.

Beberapa studi sebelumnya telah mengkaji efek dari propolis maupun
vitamin E. Namun, penelitian ini membandingkan secara langsung
efektivitas kombinasi ekstrak propolis dan vitamin E terhadap kadar
interleukin 10 (IL-10) dan C-Reactive Protein (CRP) dalam rancangan
kelompok eksperimental pada hewan coba. Penelitian ini masih belum
pernah dipublikasikan sehingga perlu dilakukan, untuk mengetahui efek
kombinasi ekstrak propolis terhadap status inflamasi ( IL-10 dan CRP )

pada diet tinggi lemak.



1.5. Manfaat Penelitian

1.5.1. Manfaat Teoritis

1.

Memberikan  kontribusi  ilmiah  dalam  pengembangan
pengetahuan mengenai pengaruh propolis dan vitamin E sebagai
anti-inflamasi dalam menangkal stres oksidatif akibat diet tinggi
lemak.

Memperkaya literatur dan menjadi dasar bagi penelitian lebih
lanjut mengenai mekanisme kerja propolis dan Vitamin E dalam
mempengaruhi jalur peroksidasi lipid dan sisem pertahanan anti-

inflamasi

1.5.2. Manfaat Praktis

1.

Memberikan informasi yang dapat digunakan sebagai dasar
pertimbangan dalam pengembangan produk nutrasetikal atau
suplemen kesehatan yang mengandung propolis dan Vitamin E
untuk pencegahan kondisi yang terkait dengan diet tinggi lemak
dan status inflamasi.

Menyediakan data pendukung bagi tenaga kesehatan dan
masyarakat umum mengenai potensi penggunaan propolis dan
vitamin E sebagai agen pelindung terhadap proses inflamasi

yang diakibatkan oleh pola makan tidak sehat.



2.1.

BAB Il

TINJAUAN PUSTAKA

Interleukin-10 (IL-10)

2.1.1.

2.1.2.

Definisi

Interleukin 10 (IL-10) adalah jenis sitokin yang bersifat
sebagai antiinflamasi yang memiliki peran penting dalam
mengendalikan respon imun  tubuh, sehingga mampu mencegah
kerusakan jaringan.”’ Sel imun yang dapat memproduksi IL-10
adalah monosit, makrofag dan sel dendritik. Kondisi peradangan
yang disebabkan oleh infeksi atau respon terhadap sel kanker
terdapat sel lain (non-imun) yang mampu memproduksi I1L-10 dalam
kondisi tertentu seperti sel epitel dan sel keratinosit.® Pada kondisi
inflamasi kronis seperti rheumatoid arthritis, psoriasis, systemic
lupus erythematosus, terjadi penurunan fungsi dan kadar 1L-10, yang
berperan menghambat sekresi IFN-y oleh sel Thl serta menekan
produksi sitokin proinflamasi dari makrofag dan sel dendritik
teraktivasi.*®
Regulasi Produksi Interleukin-10 (IL-10)

Produksi IL-10 dikendalikan oleh kombinasi jalur pensinyalan
sel, aktivasi faktor transkripsi, dan regulasi epigenetik.?! Jalur utama
yang terlibat adalah Mitogen Activated Protein Kinase (MAPK),
khususnya ERK1/2 dan p38, kedua jalur ini diaktifkan ketika

makrofag dan sel dendritik distimulasi oleh Toll Like Receptor



(TLR), sehingga berperan penting dalam mengatur ekspresi IL-
10. Aktivasi ERK1/2 dan p38 memicu faktor transkripsi seperti
CREB, ATF1, cFos, dan Spl, yang kemudian bekerja sama untuk
meningkatkan produksi 1L-10.° Kerja antara ERK dan p38 dapat
mengaktifkan protein kinase lain, yaitu MSK1 dan MSK2, yang juga
mendorong produksi IL-10 melalui jalur transkripsi CREB dan
ATF1.2% Jalur pensinyalan lain yang berperan adalah PI13K/Akt,
jalur ini meningkatkan ekspresi IL-10 dengan cara menghambat
GSK3p, yaitu enzim yang biasanya menekan produksi 1L-10.%
Selain dipengaruhi oleh sinyal dari TLR, produksi IL-10 juga diatur
oleh sitokin lain. Interferon tipe I, misalnya, terbukti memperkuat
produksi IL-10 yang dipicu oleh adanya Lipopolisakarida (LPS) dari
bakteri, termasuk Mycobacterium tuberculosis.®> Mekanismenya
adalah dengan mengaktifkan STAT1 dan ERK, sehingga tidak hanya
meningkatkan transkripsi gen I1L-10 tetapi juga menstabilkan mMRNA
yang dihasilkan. Tidak hanya makrofag dan sel dendritik, 1L-10 juga
diproduksi oleh semua subset sel T. Pada sel T helper CD4, produksi
IL-10 biasanya muncul bersamaan dengan sitokin khas seperti IFN-
y. Hal ini menunjukkan bahwa IL-10 merupakan bagian dari
mekanisme  pengendali  inflamasi yang luas,  berfungsi
menyeimbangkan respon imun agar tidak berlebihan dan merusak

jaringan. '
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Makrofag memproduksi interleukin-10 (IL-10) melalui
aktivasi TLR4 oleh LPS yang meningkatkan glikolisis dan
menghasilkan ATP serta adenosin. Aktivasi HIF-1a dan SIRT1
mengatur transkripsi gen IL-10 melalui pengaruh metabolit suksinat
dan aktivitas enzim PKM2, aktivasi AMPK menekan jalur mTOR
ketika glikolisis dihambat sehingga produksi IL-10 berkurang, IL-10
berfungsi sebagai regulator metabolisme dengan cara menekan
glikolisis dan meningkatkan oksidatif fosforilasi melalui DDIT4, Sel
T menghasilkan IL-10 melalui stimulasi short-chain fatty acids
(SCFA) dari mikrobiota usus yang mengaktivasi GPR43, STATS3,
mMTOR, dan Blimp-1, Dendritic cell meningkatkan produksi IL-10
melalui aktivasi AMPK, p38 MAPK, dan modifikasi histon H3.
Dengan demikian, 1L-10 sebagai penghubung antara metabolisme
energi sel dengan regulasi sistem imun. Gambar A dan Gambar B
terletak pada jenis sel imun yang diatur dan sumber sinyal yang
memengaruht produksi - IL-10, Gambar A pada sel imun yaitu
makrofag dan dendritic cell (DC), di mana regulasi IL-10 lebih
banyak dipengaruhi oleh metabolisme seluler (glukosa, laktat,
piruvat, succinate), Gambar B menunjukkan regulasi IL-10 pada sel
imun adaptif, terutama T cell, yang lebih dipengaruhi oleh metabolit
mikrobiota (SCFA seperti asetat, butirat, propionat) pada Gambar

2.1.21
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2.1.3.

Gambar 2.1. Regulasi produksi IL 10.

Pengukuran IL-10

Pengukuran IL-10 secara umum dilakukan dengan teknik
immunoassay = seperti  ELISA yang memberikan kuantifikasi
kuantitatif konsentrasi sitokin dalam serum atau plasma. Secara
biologis, propolis sebagai suplemen natural telah dipelajari karena
potensi antiinflamasi, termasuk dalam meta-analisis yang menilai
berbagai biomarker, di mana propolis menunjukkan potensi untuk
memodulasi  respon inflamasi melalui  pengaruhnya terhadap

parameter inflamasi dan status antioksidan.*

2.2. C- Reactive Protein

2.2.1.

Definisi
C-Reactive Protein (CRP) juga merupakan penanda inflamasi
dan salah satu protein fase akut yang disintesis di hati untuk

memantau secara non-spesifik penyakit lokal maupun sistemik.?




2.2.2.
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Kadar CRP meningkat setelah adanya trauma, infeksi bakteri, dan
inflamasi. CRP juga dijadikan sebagai penanda prognostik untuk
inflamasi.® CRP adalah alfa globulin yang dibuat di hati serta
tingkatnya meninggi selama peradangan dan rusaknya jaringan. CRP
merupakan penanda peradangan sensitif yang meningkat hingga
1000 Kali lipat setelah peradangan dan menurun dengan cepat ketika
peradangan mereda.”® CRP merupakan protein pextraxin yang
berperanan sebagai molekul perlindungan lini pertama.® Produksi
CRP oleh sel hepatosit distimulasi oleh sitokin proinflamasi non-
spesifik berupa IL-6, IL- B, dan Tumor Necrotic Factor (TNF).®
CRP mempunyai peran melindungi tubuh manusia dengan responsi
inflamasi alami yang adalah garis pelindungan pertama ditubuh.
CRP beriringan dengan sistem kekebalan bawaan guna melawannya
pathogen serta mikroba. CRP berkaitan dengan antigen melalui
mekanisme dengan terlibatnya kalsium, dengan peran dalam
meningkatkan proses fagositosis. Tingkat CRP serum mencapai
tingkat patalogis Ketika tinggi CRP bisa sebagai memantau
peradangan yang ditimbulkan infeksi atau non-infeksi dan guna
mengevaluasi pengobatan.?®
Jalur pensinyalan CRP

Jalur pensinyalan CRP adalah proses protein yang diproduksi
oleh hati sebagai respon terhadap peradangan. CRP dapat

mengaktifkan jalur pensinyalan seperti jalur NFkB dan pensinyalan
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kalsium, yang dapat mempengaruhi berbagia proses seluler dan
fisiologis termasuk peradangan dan respon imun.®

Aktivitas jalur pensinyalan CRP dapat mengaktifkan berbagai
jalur pensinyalan dalam sel seperti:

1. Jalur NFKB Jalur ini penting dalam regulasi respon inflamasi
dan kekebalan tubuh. Aktivitas jalur NFKB oleh CRP dapat
memicu produksi sitokin pro-inflamasi dan molekul adhesi
yang berkontribusi pada peradangan.®

2. Jalur Pensinyalan Kalsium CRP dapat memicu peningkatan
kadar kalsium dengan peningkatan kalsium akibat CRP dapat
mempengaruhi fungsi sel endotel dan berkontribusi pada
vasodilatasi (pelebaran pembuluh darah).?

Pada obesitas, jaringan adiposa berperan sebagai organ
endokrin inflamasi yang -menghasilkan sejumlah besar sitokin
proinflamasi seperti TNF-a, dan 1L.-6, yang selanjutnya merangsang
hati ‘untuk meningkatkan sintesis CRP.? TNF-o, yang terutama
disekresikan oleh makrofag yang bermigrasi ke jaringan adiposa,
mengaktifkan jalur sinyal seperti MAPK dan NF-kB untuk
mendorong pelepasan IL-6 dan IL-1p, serta menurunkan adiponektin
yang memiliki efek antiinflamasi.”® Sekitar sepertiga dari IL-6
sirkulan pada individu sehat bersumber dari jaringan adiposa, dan
konsentrasinya diketahui meningkat seiring dengan indeks massa

tubuh (IMT), lingkar pinggang, dan kadar asam lemak bebas yang



2.2.3.
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turut mendukung respons inflamasi sistemik, IL-6 ini kemudian
memicu hepatosit untuk memproduksi CRP sebagai bagian dari
respons fase akut inflamasi, sehingga kadar CRP dalam darah
meningkat pada obesitas dan korelasinya dengan risiko penyakit
kardiometabolik semakin kuat.?® Dengan demikian, jaringan adiposa
dalam kondisi obesitas tidak hanya menyimpan energi, tetapi juga
memainkan peran sentral dalam inflamasi vaskular melalui jalur
TNF-a pada IL-6 ke CRP, yang berkontribusi pada disfungsi endotel
dan peningkatan risiko aterosklerosis serta penyakit kardiovaskular,

pada Gambar 2.2.%

. Vascular
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Gambar 2.2. Jalur pensinyalan inflamasi kadar CRP

Pengukuran CRP

Pengukuran CRP menggunakan metode immunoturbidimetri
atau ELISA, tergantung pada tujuan analisis. Pada metode
immunoturbidimetri, CRP dalam sampel serum atau plasma bereaksi
dengan antibodi spesifik membentuk kompleks imun yang
menyebabkan peningkatan kekeruhan larutan, yang selanjutnya

diukur secara fotometrik menggunakan analyzer otomatis.*®



15

2.3. Faktor — faktor yang mempengaruhi kadar IL-10 dan kadar CRP

1. Usia merupakan faktor penting yang memengaruhi respons inflamasi
sistemik. Seiring bertambahnya usia terjadi fenomena inflammaging,
yaitu peningkatan inflamasi kronik tingkat rendah. Kondisi ini ditandai
dengan peningkatan kadar CRP akibat aktivasi sistem imun bawaan,
produksi sitokin anti-inflamasi seperti IL-10 cenderung menurun atau
mengalami disfungsi regulasi pada usia lanjut. Penurunan kapasitas sel
imun dalam menghasilkan IL-10 menyebabkan kontrol inflamasi
menjadi kurang efektif, sehingga keseimbangan pro-inflamasi dan anti-
inflamasi terganggu.”*’

2. [Faktor genetik berperan dalam regulasi ekspresi sitokin dan protein fase
akut, dapat memengaruhi dalam memproduksi IL-10, sehingga lebih
rentan mengalami inflamasi kronik, genetik yang memengaruhi jalur
IL-6 dan TNF-a juga dapat meningkatkan produksi CRP oleh hepatosit,
sehingga kadar CRP menjadi lebih tinggi.”*%

3. Aktivitas fisik memiliki efek modulasi terhadap sistem imun dan
inflamasi. Aktivitas fisik teratur dengan intensitas sedang terbukti dapat
menurunkan kadar CRP melalui penurunan adipositas dan penekanan
sitokin pro-inflamasi, kontraksi otot saat olahraga merangsang
pelepasan myokines yang bersifat anti-inflamasi dan meningkatkan
produksi IL-10, aktivitas fisik yang rendah berkaitan dengan
peningkatan CRP dan penurunan IL-10 akibat akumulasi lemak viseral

dan aktivasi makrofag pro-inflamasi.?
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Gaya hidup mencakup pola makan, kebiasaan merokok, konsumsi
alkohol, kualitas tidur, dan tingkat stres. Diet tinggi lemak jenuh dan
gula dapat meningkatkan stres oksidatif dan aktivasi inflamasi, yang
berdampak pada peningkatan CRP, pola makan kaya antioksidan dan
asam lemak tak jenuh dapat meningkatkan respons anti-inflamasi
termasuk peningkatan IL-10. Kebiasaan merokok dan kurang tidur juga
diketahui meningkatkan CRP.dan menekan regulasi IL-10.*

Jenis kelamin memengaruhi respons inflamasi melalui peran hormon.
Estrogen pada perempuan memiliki efek anti-inflamasi dengan
meningkatkan ekspresi IL-10 dan menekan produksi sitokin pro-
inflamasi, sehingga kadar CRP cenderung lebih rendah pada perempuan
usia reproduktif, testosteron pada laki-laki ~memiliki efek
imunomodulator yang berbeda dan pada beberapa kondisi dikaitkan
dengan kadar CRP yang lebih tinggi. Setelah menopause, penurunan
estrogen dapat menyehbabkan peningkatan CRP dan penurunan kontrol
inflamasi.*

Faktor lingkungan seperti paparan polusi udara, toksin, infeksi kronik,
turut memengaruhi kadar IL-10 dan CRP, dapat mengaktivasi respons
inflamasi sistemik melalui stres oksidatif, yang meningkatkan kadar
CRP. lingkungan yang mendukung gaya hidup sehat berperan dalam

menjaga keseimbangan sitokin.*
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2.4. Diet Tinggi Lemak
2.4.1. Definisi

Diet tinggi lemak (High-Fat Diet / HFD) adalah pola makan
dengan proporsi lemak yang tinggi dengan kandungan lemak
melebihi 40% dari total kebutuhan energi harian, khususnya lemak
jenuh.* Konsumsi HFD dalam jangka panjang dapat menyebabkan
ketidakseimbangan antara asupan energi dan pengeluarannya, dapat
memicu obesitas dan berbagai gangguan metabolik.* Diet tinggi
lemak dikaitkan dengan peningkatan risiko obesitas, dislipedimia,
penyakit kardiovaskular, diabetes melitus tipe 2, NAFLD, NASH,
dan beberapa jenis kanker.°®

Diet tinggi lemak dapat memicu peningkatan ROS dan stres
oksidatif, yang dapat berdampak negatif pada berbagai organ tubuh.
Peningkatan ROS juga dapat mengganggu fungsi sel, memicu
peradangan, dan berkontribusi pada perkembangan berbagai
penyakit kronis. Diet tinggi lemak dapat memicu peningkatan
produksi ROS, terutama di dalam mitokondria, yang merupakan
organel sel penghasil energi. ROS adalah molekul reaktif yang dapat
merusk sel dan jaringan jika tidak dikendalikan oleh antioksidan.
Peningkatan ROS akibat diet tinggi lemak dapat mengganggu sistem
pertahanan  antioksidan alami tubuh, yang menyebabkan
ketidakseimbangan antara produksi ROS dan kemampun tubuh yang

memicu stres oksidatif.>®
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Konsumsi lemak berlebih tidak hanya berdampak pada
peningkatan akumulasi energi, tetapi juga berpengaruh terhadap
keseimbangan mikrobiota usus. Perubahan komposisi mikrobiota
akibat diet tinggi lemak dapat meningkatkan produksi
lipopolisakarida (LPS) dari bakteri gram negatif, yang berperan
sebagai ligan alami bagi TLR4.” Aktivasi TLR4 oleh LPS ini
memicu serangkaian respon imun melalui jalur pensinyalan
intraseluler yang berujung pada aktivasi NFkB. Aktivasi NF«xB
selanjutnya akan  meningkatkan ekspresi  berbagai  sitokin
proinflamasi, sehingga menciptakan kondisi inflamasi kronis tingkat
rendah yang menjadi dasar perkembangan berbagai penyakit
metabolik, termasuk obesitas dan resistensi insulin.®”

Pengaruh diet tinggi lemak pada organ seperti (hati, ginjal,
sistem kardiovaskular, otak, dan sistem reproduksi.*

1. Hati, diet tinggi lemak dapat menyebabkan perlemakan hati
(fatty liver), peradangan dan fibrosis hati.*

2. Ginjal, diet tinggi lemak dapat memicu kerusakan ginjal
melalui  peningkatan stres oksidatif dan disfungsi
mitokondria.’

3. Sistem Kardiovaskular, peningkatan ROS dan stres oksidatif
akibat diet tinggi lemak dapat menyebabkan disfungsi endotel
(lapisan pembuluh darah), aterosklerosis (penyempitan

pembuluh darah dan penyakit jantung).*
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4. Otak, diet tinggi lemak dapat memengaruhi fungsi otak,
peningkatan ROS dan peradangan pada otak dapat
berkontribusi pada perkembangan penyakit neurodegeneratif
seperti Alzheimer dan Parkinson.*®

5. Sistem Reproduksi, diet tinggi lemak dapat berdampak
negatif pada kesuburan terutama pada wanita, yang melalui
peningkatan ROS dan peradangan di ovarium.®

2.4.2. Stres Oksidatif
Stres  oksidatif adalah kondisi ketidakseimbangan antara
produksi reactive oxygen species (ROS) dan  reactive nitrogen
species (RNS), dengan kapasitas pertahanan antioksidan tubuh. Pada
konsumsi HFD, stres oksidatif menjadi salah satu faktor kunci yang
menghubungkan pola makan dengan perkembangan Mets. ROS yang
berlebih dapat merusak protein, lipid, DNA, dan memicu inflamasi

kronis tingkat rendah (low-grade inflammation).*

2.5. Propolis
2.5.1. Definisi
Propolis adalah zat resin yang dikumpulkan oleh lebah untuk
memberikan perlindungan fisik dan biokimia pada sarangnya.
Aktivitas biologis propolis meliputi antibakteri, antivirus, antijamur,
antiparasit, antioksidan, dan antiinflamasi.*” Propolis telah
digunakan untuk mengobati penyakit selama berabad-abad karena

sifat terapeutiknya yang luas bagi manusia. Catatan sejarah
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menunjukkan bahwa orang Mesir kuno, Yunani, Persia, Romawi,
India, Maya, dan Aborigin Australia secara mandiri mengembangkan
penggunaan propolis untuk terapi. Penelitian ilmiah yang lebih baru
menunjukkan bahwa sifat terapeutik propolis adalah karena
kandungan metabolit sekunder tumbuhan seperti fenolat dan
terpenoid.®

Propolis merupakan produk alami dari lebah yang
mengandung senyawa flavonoid dan memiliki fungsi sebagai
antioksidan ataupun antimikroba dan juga antifungal yang dihasilkan
lebah pekerja dari tumbuh-tumbuhan dimana komponen resin serta
lilin mendominasi komponen pada propolis tersebut sebesar 50%
pada resin dan 30% pada komponen lilin dan asam lemak.* Sisa dari
komponen propolis tersebut diantaranya adalah minyak esensial,
pollen dan senyawa organik mineral, enzim serta senyawa fenolik
dan flavonoid. Senyawa ini bekerja dengan cara menetralkan radikal
bebas dan menekan produksi sitokin proinflamasi (IL-6,IL-1B,TNF-
a), serta meningkatkan produksi IL-10. Propolis juga menaktivasi
jalur Nrf2, yang dapat memicu ekspresi enzim antioksidan dan
memberikan perlindungan terhadap stress oksidatif akibat diet tinggi
lemak >

Propolis mengandung lebih dari 300 senyawa kimia,
kandungan terbanyak adalah senyawa polifenol. Salah satu senyawa

polifenol ialah flavonoid yang bertugas sebagai antioksidan untuk
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mengatasi kerusakan dan penyakit di dalam tubuh. Pada dasarnya
komposisi kimiawi dari propolis tidak selalu sama di seluruh dunia,
bisa bervariasi tergantung lokasi geografi, asal tanaman, musim dan
spesies lebah. Alasan inilah yang membuat para ahli cukup kesulitan
dalam menyimpulkan manfaat propolis bagi kesehatan. Propolis
mengandung beberapa komponen kimia seperti resin (45 - 55 %)
dengan komponen flavonoid, asam fenolat dan esternya, terpenoid,
steroid dan asam lemak (25 — 35 %), minyak esensial (10 %), Polen
(5 %), mineral, vitamin, dan zat organik lain (5 %).%* Kandungan
flavonoid didalamnya dapat meredam efek buruk radikal bebas.*
Flavonoid merupakan salah satu senyawa dari golongan polifenolik,
yang biasa digunakan untuk menentukan kualitas dari propolis.
Senyawa-senyawa fenolik dan flavonoid merupakan antioksidan
yang baik, dan terbukti lebih baik daripada vitamin C, E dan
karotenoid antioksidan, - immunomodulasi, hipoglikemi, efek
hipolipidemi dan melenturkan pembuluh darah. Flavonoid berperan
sebagai antioksidan dengan cara mendonasikan atom hidrogennya,
berada dalam bentuk glukosida atau dalam bentuk bebas yang
disebut aglikon. Selain itu flavonoid juga bermanfaat untuk
melindungi struktur sel, memiliki hubungan sinergis dengan vitamin
C (meningkatkan efektifitas vitamin C), anti inflamasi, mencegah

keropos tulang, mencegah kanker dan sebagai antibiotik.**?



22

Radikal bebas akan menyerang biomakromolekul penting
dalam tubuh seperti komponen penyusun sel sehingga terbentuk
peroksida dan menimbulkan penyakit degeneratif. Senyawa oksigen
reaktif ini juga mampu merusak bagian dalam pembuluh darah
sehingga meningkatkan pengendapan kolesterol dan menimbulkan
arterosklerosis, merusak DNA sehingga mengacaukan sistem info
genetika, dan berlanjut pada pembentukan sel kanker. Antioksidan
merupakan senyawa yang dapat melindungi sel- sel dalam tubuh dari
kerusakan yang disebabkan oleh reaksi oksidasi berantai senyawa
radikal bebas. Senyawa antioksidan mampu menunda, menghambat
atau mencegah proses oksidasi molekul lain. Oksidasi adalah reaksi
Kimia yang dapat menghasilkan radikal bebas, sehingga memicu
reaksi berantai yang dapat merusak sel. Poplar propolis memiliki
sekitar 50 konstituen, terutama resin dan balsam nabati (50%), lilin
(30%), minyak esensial (10%), dan serbuk sari (5%). Senyawa
utama yang aktif secara biologis ditemukan di balamik isi dan
termasuk senyawa polifenol (asam kafeat phenethyl ester (CAPE)),
flavonoid (chrysin, catechin, galangin), turunan stilben (resveratrol),
dan asam lemak. Senyawa- senyawa ini, khususnya CAPE dan
flavonoid, telah terbukti memiliki aktivitas anti-inflamasi dan
imunomodulasi yang kuat in vitro. CAPE secara signifikan
menghambat produksi sitokin dan limfokin, termasuk TNF-a, IL-2,

IL-10, IL-12, dan IFN, dan menghambat proliferasi sel-T 34043
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2.5.2. Ekstrak propolis dengan metode CMCE

Propolis yang digunakan dalam penelitian ini merupakan
propolis dari PT HDI dengan merk dagang propoelix ™. Propolis ini
merupakan propolis tipe poplar yang diekstrak dengan metode
CMCE. Metode ekstraksi dengan menggunakan CMCE ini
merupakan metode ekstraksi modern, dengan menghilangkan semua
zat lilin dan resin dalam propolis, sehingga menghasilkan ekstrak
dengan zat bioaktif saja. Bahan aktif yang dihasilkan seperti
flavonoid, flavones, polifenol, dan ester asam fenolat. Teknik ini
memungkinkan menggunakan zat yang berguna saja dan membuang
zat-zat yang dirasa tidak diperlukan. Dengan teknik ini, ekstrak zat
aktif 15% lebih banyak dibandingkan dengan teknik lain.**

HDI PropoelixTM memiliki kadar ORAC (Oxygen Radical
Absorbance Capacity), ORAC adalah nilai antioksidan dari suatu
produk makanan atau suplemen yang dapat mengurangi reaksi
oksidasi di dalam tubuh. Ekstrak propolis (metode CMCE)
memanfaatkan proses CMCE yang telah dipatenkan, Proses ini
memurnikan dan menghilangkan 99.95% kotoran (seperti logam
berat dan pestisida) tanpa adanya perubahan kimia, mempertahankan
jumlah awal mikro-nutrisi dari propolis mentah yang biasanya
diencerkan dengan destilasi uap tradisional atau proses ekstraksi
padat-cair. Teknologi CMCE mampu membuang semua zat yang

tidak dibutuhkan tubuh dan mempertahankan secara optimal zat
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yang berguna pada propolis yaitu bioflavonoid, polifenol, asam
fenolat ester, dan flavon. Semua zat yang di hasilkan itu larut dalam
air. Selain itu CMCE juga ramah lingkungan karena tidak

membutuhkan konsumsi energi yang tinggi.***°

2.6. Vitamin E
2.6.1. Definisi

Vitamin E adalah istilah umum yang digunakan untuk
sejumlah besar senyawa alami atau sintetis. a-Tokoferol merupakan
zat yang paling aktif dan tersebar luas di alam, serta merupakan
bentuk antioksidan paling aktif dari vitamin E, a Tokoferol juga
berperan penting sebagai antioksidan lipofilik utama dalam plasma,
membran, dan. jaringan. Fungsi terpenting dari vitamin E adalah
sebagai antioksidan yang dapat menangkal serangan radikal bebas
yang dapat merusak sel dan menyebabkan berbagai penyakit
degeneratif. Antioksidan juga membantu mengurangi efek
photoaging pada kulit, mempotensiasi aktivitas anti-penuaan dan
anti-inflamasi, meningkatkan laju penutupan luka, dan membantu
menjaga kesehatan mata dan sistem kekebalan tubuh.***’

Vitamin E memiliki fungsi antioksidan Sifat antioksidan dari
vitamin E efektif dalam mencegah berbagai penyakit seperti
aterosklerosis, cancer, katarak, anti inflamasi, dan peningkat
imunitas, juga dapat meningkatkan kadar IL-10 dan menurunkan

CRP, sebagai antioksidan bitamin E dapat membantu untuk
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melindungi sel dari kerusakan akibat radikal bebas yang terkait
dengan peradangan.’® Vitamin E adalah antioksidan lipofilik yang
terdiri dari tokoferol dan tocotrienol dengan a-tokoferol sebagai
bentuk paling aktif, sumber nya seperti minyak nabati, kacang-
kacangan dan sayuran hijau, yang fungsi utamanya adalah
menetralisir radikal bebas, menghambat stress oksidatif dan

modulasi respons inflamasi.*®*°

2.7. Pengaruh Propolis dan Vitamin E terhadap kadar IL-10 dan CRP pada
tikus dengan diet tinggi lemak

Diet tinggi lemak yang akan memicu peradangan sistemik melalui

beberapa mekanisme, terjadi peningkatan produksi sitokin pro-inflamasi

seperti IL-6 dan TNF-a oleh jaringan adiposa, aktivasi jaur NF-kB yang

menekan sitokin anti-inflamasi 1L-10, dan peningkatan kadar CRP sebagai
penanda peradangan kronis.**>°

Propolis bekerja pada jalur imunomodulasi dan antiinflamasi,

sedangkan vitamin E memperkuat perlindungan terhadap kerusakan sel

yang melalui aktivitas antioksidan. Kombinasi ini memberikan perlindungan

terhadap stress oksidatif dan inflamsi sistemik yang diinduksi diet tinggi

lemak.*
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BAB Il

KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP, DAN HIPOTESIS

Kerangka Teori

Diet tinggi lemak dapat menyebabkan akumulasi asam lemak yang
selanjutnya mengalami oksidasi § sehingga meningkatkan aktivitas NADPH
oksidase dan menghasilkan reactive oxygen species (ROS) berlebih.
Kondisi ini menimbulkan stres metabolik yang ditandai dengan disfungsi
mitokondria, stres retikulum endoplasma, dan gangguan proses autofagi
yang berujung pada kerusakan sel serta disfungsi vaskular. Selain itu,
konsumsi lemak berlebih juga mengubah komposisi mikrobiota usus yang
memicu aktivasi TLR4 dan berlanjut pada aktivasi NFkB. Aktivasi jalur
NF«B menyebabkan translokasi ke inti sel dan meningkatkan produksi
sitokin serta kemokin inflamasi, yang memengaruht polaritas makrofag
menjadi fenotipe M1 proinflamasi.*® Hal ini meningkatkan kadar CRP dan
menekan kadar 1L-10, sehingga memperkuat respons inflamasi. Sebaliknya,
regulasi yang mengarah pada polaritas makrofag M2 bersifat antiinflamasi
dan dapat menekan kerusakan jaringan melalui peningkatan [L-10."%
Dalam kondisi normal, tubuh memiliki mekanisme pertahanan melalui
aktivasi Nrf2 yang berfungsi menstimulasi ekspresi gen antioksidan
endogen, namun pada keadaan stres metabolik berat mekanisme ini tidak
optimal sehingga ketidakseimbangan antara stres oksidatif dan pertahanan
sel semakin memperparah inflamasi. Intervensi dengan propolis yang

mengandung flavonoid dan asam fenolik serta vitamin E sebagai
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antioksidan lipofilik berperan dalam menekan ROS, menghambat aktivasi

NF«B, meningkatkan ekspresi IL-10, serta mendukung aktivasi Nrf2.*°
Kombinasi keduanya diharapkan mampu menurunkan CRP,

memperbaiki fungsi mitokondria, menyeimbangkan respon imun, dan

mengurangi dampak inflamasi serta stres metabolik akibat diet tinggi
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Keterangan
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Gambar 3.1. Kerangka Teori
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3.2. Kerangka Konsep

Diozis ekstrak propolis dan Kadar IL-10

vitamin E

Kadar CRP

Gambar 3.2. Kerangka Konsep

3.3. Hipotesis
Terdapat pengaruh kombinasi ekstrak propolis dan vitamin E terhadap
kadar interleukin 10 (IL-10) dan C-Reactive Protein (CRP) pada tikus jantan

galur Wistar (Rattus novergis) vyang diinduksi diet tinggi lemak.



BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1. Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian
Jenis penelitian yang digunakan adalah penelitian eksperimental
dengan menggunakan hewan coba tikus jantan galur Wistar (Rattus
norvegicus). Rancangan penelitian yang digunakan adalah post-test only
control group design. Subjek penelitian dibagi secara acak ke dalam 5
kelompok, yang terdiri dari 2 kelompok kontrol dan 3 kelompok perlakuan

dan dapat dilihat pada Gambar 4.1.

- KI o OKI
K2 o OK2

P o S s R o K3 o OK3
| K4 OK4

K5 OK5

Gambar 4.1. Skema Rancangan Penelitian

Keterangan:

P = Populasi penelitian
S = Subyek penelitian
R = Random alokasi
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= Kelompok kontrol sehat (tanpa diinduksi diet tinggi lemak)

= Kelompok kontrol negatif (diinduksi diet tinggi lemak)

= Kelompok perlakuan 1 (diinduksi diet tinggi lemak dan diberi
vitamin E dengan dosis 12 mg/ KgBB/ hari selama 14 hari)

= Kelompok perlakuan 2 (diinduksi diet tinggi lemak dan diberi
esktrak propolis dengan dosis 36 mg/ KgBB/ hari selama 14 hari)

= Kelompok perlakuan 3 (diinduksi diet tinggi lemak, diberi
vitamin E dengan dosis 6 mg/ KgBB/ hari dan esktrak propolis
dengan dosis 18 mg/ KgBB/ hari dan selama 14 hari)

= Observasi kadar IL-10 dan CRP kelompok kontrol sehat (K1)

= Observasi kadar IL-10 dan CRP kelompok kontrol negatif (K2)

= Observasi kadar 1L-10 dan CRP kelompok perlakuan 1 (K3)

= Observasi kadar 1L-10 dan CRP kelompok perlakuan 2 (K4)

= Observasi kadar 1L-10 dan CRP kelompok perlakuan 3 (K5)

4.2. Populasi dan Teknik Pengambilan Sampel

4.2.1.

4.2.2.

Populasi dan Sampel

Populasi pada penelitian ini berupa sejumlah tikus jantan galur
Wistar (Rattus norvegicus) yang memenuhi Kriteria inklusi dan
sudah diaklimatisasi pada kondisi lingkungan laboratorium, di
Laboratorium Intregrated Biomedical Laboratory (IBL) Fakultas
Kedokteran (FK) Universitas Islam Sultan Agung (UNISSULA)
Semarang.
Besar Sampel

Berdasarkan rumus Federer (1963) untuk uji eksperimental,
sampel penelitian didapatkan dari perhitungan berikut:

(p-1) (n-1)>15
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4.2.4.

4.2.5.
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(5-1) (n-1)>15
4n-4 >15
n>475=5
Keterangan:
p = Jumlah kelompok perlakuan
n = Jumlah sampel tiap kelompok

Berdasarkan hasil perhitungan, jumlah sampel untuk setiap
kelompok adalah 5 ekor tikus. Antisipasi drop out sebesar 10% perlu
diperhitungkan dengan rumus koreksi berikut:

“~ N 5
WS AT ..

Sehingga jumlah sampel pada penelitian ini berjumlah 30 ekor
tikus jantan galur Wistar (Rattus norvegicus).
Cara Pengambilan Sampel Penelitian
Pengambilan sampel pada penelitian ini dilakukan dengan
metode simple random sampling.
Kriteria Inklusi
1. Usia 10-12 minggu
2. Berat 200-220 gram
3. Kondisi sehat, aktif, dan tidak ada kelainan anatomis

Kriteria Eksklusi

1. Tikus yang sakit/ mati selama penelitian
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4.3. Variabel Penelitian dan Definisi Operasional

4.3.1. Variabel
1. Variabel bebas : Ekstrak propolis dan vitamin E
2. Variabel terikat : Kadar I1L-10 dan CRP

3. Variabel prakondisi : Diet tinggi lemak

4.3.2. Definisi Operasional

1.

2.

Ekstrak Propolis
Ekstrak propolis yang digunakan merupakan produk HDI
PROPOELIX™ - produksi PT. Hatrmoni Dinamik Indonesia
dengan sediaan 200 mg per kapsul. Dosis yang diberikan kepada
tikus adalah 18 mg/ KgBB/ hari dan 36 mg/ KgBB/ hari, yang
diperoleh melalui konversi dosis manusia (200 mg dan 400 mg)
ke dosis tikus dengan berat badan sekitar 200 g.°> Pemberian
ekstrak propolis dilakukan melalui sonde oral setiap hari selama
14 hari.
Skala : Nominal
Vitamin E
Vitamin E yang digunakan adalah vitamin E dalam bentuk
alami yaitu d-a tokoferol, produk Natur-E Skin Start produksi
PT. Darya-Varia Laboratoria Thk dengan sediaan 100 IU per
kapsul. Dosis yang diberikan kepada tikus adalah 6 mg/ KgBB/
hari dan 12 mg/ KgBB/ hari, yang diperoleh melalui perhitungan

konversi satuan IU ke mg (1 IU = 0,67 mg) dan konversi dosis
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manusia (100 1U dan 200 1U) ke dosis tikus dengan berat badan
sekitar 200 g.'° Pemberian suplemen vitamin E dilakukan
melalui sonde oral setiap hari selama 14 hari.

Skala : Nominal

Kadar Interleukin 10 (IL-10)

Kadar IL-10 merupakan hasil pengukuran kadar 1L-10 dari
sampel serum yang diambil dari pleksus sinus orbital pada hari
ke-15 setelah diberikan perlakuan dan dianalisis menggunakan
metode ELISA dengan microplate reader pada panjang
gelombang 450 nm dengan satuan nanogram/mililiter (ng/
mL).53‘54
Skala : Rasio
Kadar C-Reactive Protein (CRP)

Kadar CRP merupakan hasil pengukuran kadar CRP sampel
serum yang diambil dari pleksus sinus orbital pada hari ke-15
setelah diberikan perlakuan dan dianalisis menggunakan metode
ELISA dengan microplate reader pada panjang gelombang 450
nm dengan satuan nanogram/mililiter (ng/ mL).>>®

Skala : Rasio



4.4. Alat dan Bahan Penelitian

44.1. Alat

44.2.

8.

l

Alat yang digunakan:

35

Kandang tikus beserta tempat pakan dengan ukuran P: 40 cm, L.:

30cm, T: 20 cm

Timbangan

Alat sonde

Mikropipet

Mikropipet tip ukuran 100 pL dan 10 puL
Pipa hematokrit

Vial tube ukuran 1,5 mL

Sentrifuge

Inkubator

10. ELISA reader

Bahan
Bahan yang digunakan:
1. Tikus jantan galur Wistar (Rattus norvegicus)
2. Pakan tikus standar
3. Aquadest
4. Kuning telur puyuh mentah
5. Ekstrak propolis
6. Vitamin E (d-a tokoferol)
7. Reagen IL-10 ELISA kit
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8. Reagen CRP ELISA kit

4.5. Prosedur Penelitian

45.1.

4.5.2.

453.

Ethical Clearance
Ethical Clearance untuk penggunaan hewan coba diperoleh
dari Komisi Etik Penelitian FK UNISSULA Semarang dengan
nomor No. 567/X1/2025/Komisi Bioetik sebelum penelitian dimulai,
sebagai persetujuan resmi yang menjamin penelitian dilakukan
sesuai dengan standar etika penelitian.
Aklimatisasi
Sebelum perlakuan, sebanyak 30 ekor tikus jantan galur Wistar
(Rattus norvegicus) diaklimatisasi selama 7 hari di Laboratorium
IBL FK UNISSULA Semarang. Selama periode aklimatisasi, seluruh
tikus diberikan pakan dan minum standar. Setelah aklimatisasi, tikus
dibagi ke dalam 5 kelompok secara acak (terdiri dari 2 kelompok
kontrol dan 3 kelompok perlakuan).
Penetapan Dosis Ekstrak Propolis dan Vitamin E
1. Dosis Ekstrak Propolis
Penentuan dosis ekstrak propolis yang digunakan
berdasarkan pada penelitian sebelumnya yang menunjukkan
bahwa dosis 18 mg/ KgBB/ hari dan 36 mg/ KgBB/ hari terbukti
efektif dalam menurunkan kadar CRP pada tikus.*
2. Dosis Vitamin E

Penentuan dosis vitamin E (d-o tokoferol) yang digunakan
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berdasarkan pada penelitian sebelumnya yang menunjukkan
bahwa vitamin E dengan dosis 6 mg/ KgBB/ hari terbukti efektif
dalam meningkatkan kadar 1L-10 dan menurunkan kadar CRP
pada tikus.*">!
4.5.4. Komposisi Diet Tinggi Lemak
Diet tinggi lemak terdiri dari kombinasi pakan standar dan
kuning telur puyuh mentah. Pakan standar berupa pemberian pelet
tikus merk HI-PRO-VITE (berat 40 g/ hari/ tikus) dan aquadest
(volume 50 mL/ hari/ tikus) secara ad libitum yang akan diganti dan
dihitung sisanya setiap pagi.

Tabel 4.1. Komposisi Pakan Standar merk HI-PRO-VITE

Komposisi Kadar
Air 13,1% (max)
Protein kasar 14,0% (min)
Lemak kasar 3,0% (min)
Serat kasar 9,0 (max)
Abu 8,0% (max)
Kalsium 0,7-1,2%
Fosfor 0,5% (min)
Urea N/D
Aflatoksin 60p/ kg (max)
Lisin 0,63% (min)
Metionin 0,25% (min)

Kuning telur puyuh digunakan sebagai model induksi diet
tinggi lemak karena kaya lemak, rasio PUFA/SFA lebih rendah, dan
rasio m-6/m-3 lebih tinggi (standar rasio 1-4 : 1) sehingga bersifat
pro-inflamasi. Kuning telur puyuh diberikan melalui sonde oral

dengan dosis 2 mL/ 200 gBB/ hari.*’
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4.5.5. Pembagian Kelompok Perlakuan

Setelah menjalani aklimatisasi selama 7 hari, 30 ekor tikus

jantan galur Wistar (Rattus norvegicus) dibagi secara acak ke dalam

5 kelompok (K1, K2, K3, K4, K5), dan diberikan perlakuan selama

14 hari sebagai berikut:

1.

Kelompok Sehat (K1): Diberikan pakan standar dan aquadest
setiap hari.

Kelompok Kontrol Negatif (K2): Diberikan pakan standar,
aquadest dan diinduksi dengan diet tinggi lemak.

Kelompok Perlakuan 1 (K3): Diberikan pakan standar,
aguadest dan diinduksi dengan diet tinggi lemak, serta
diberikan suplemen vitamin E (d-a tokoferol) dengan dosis 12
mg/ KgBB/ hari melalui sonde oral.

Kelompok Perlakuan 2 (K4): Diberikan pakan standar,
aquadest  dan diinduksi dengan diet tinggi lemak, serta
diberikan ekstrak propolis dengan dosis 36 mg/ KgBB/ hari
melalui sonde oral.

Kelompok Perlakuan 3 (K5): Diberikan pakan standar,
aquadest dan diinduksi dengan diet tinggi lemak, serta
diberikan kombinasi ekstrak propolis dengan dosis 18 mg/
KgBB/ hari dan vitamin E (d-a tokoferol) dengan dosis 6 mg/

KgBB/ hari melalui sonde oral.
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Penimbangan Berat Badan
Penimbangan berat badan tikus dilakukan secara berkala pada

semua kelompok sebelum dilakukan aklimatisasi, setelah

aklimatisasi, setelah 7 hari perlakuan, dan setelah 14 hari perlakuan.

Prosedur Pengambilan Sampel sebagai Spesimen

1. Setelah tikus selesai mendapatkan perlakuan sesuai dengan
protokol penelitian, tikus akan dipuasakan selama 12 jam.

2. Pengambilan sampel darah dilakukan dari area pleksus retro-
orbital menggunakan pipa hematokrit, dengan volume £+ 1,5 mL.

3. Darah yang telah diambil disimpan dalam vial tube bersih tanpa
antikoagulan (red top) untuk selanjutnya dilakukan preparasi
spesimen.

Preparasi Spesimen

1. Darah yang telah ditampung didiamkan pada suhu ruang selama
10-20 menit.

2. Sampel darah kemudian disentrifugasi pada kecepatan 2000-
3000 rpm selama 15 menit.

3. Serum darah tikus dipisahkan dan dapat disimpan pada suhu -
20°C untuk selanjutnya dianalisis.

Pemeriksaan Profil Lipid

Pemeriksaan profil lipid dilakukan sebagai langkah awal
sebelum pemeriksaan kadar IL-10 dan CRP untuk mengevaluasi

pengaruh diet tinggi lemak terhadap perubahan kondisi lemak dalam
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darah.
4.5.10. Prosedur Pemeriksaan Kadar IL-10 dan CRP
Sampel serum yang telah diperoleh kemudian dianalisis kadar
IL-10 dan CRP menggunakan metode ELISA. Analisis ELISA untuk
kadar IL-10 dan CRP dilakukan sesuai dengan prosedur yang tertera
dalam petunjuk reagensia, menggunakan alat microplate reader
dengan panjang gelombang 450 nm. Tahapan pemeriksaan kadar IL-
10 dan CRP adalah sebagai berikut:
1. Persiapan Reagen:
o Larutkan enzyme stock solution dengan enzyme diluent di
atas es.
o Siapkan substrate application solution dan enzyme
working solution sesaat sebelum digunakan.
2. Langkah Pengujian:
o Tambahkan 20 pL aquadest dan 20 pL enzyme working
solution ke sumur kontrol.
o Tambahkan 20 pL sampel dan 20 uL enzyme working
solution ke sumur sampel.
o Tambahkan 200 pL substrate application solution ke
semua sumur.
o Inkubasi pada suhu 37°C selama 20 menit.
o Baca nilai optical density (OD) pada 450 nm

menggunakan microplate reader.
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3. Perhitungan:

o Hitung rasio dengan rumus yang disediakan sesuai dengan

tipe sampel.




4.6. Alur Penelitian
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Tabel 4.2. Alur Penelitian
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4.7. Analisis Hasil

Data yang diperoleh dari pengujian kadar IL-10 dan CRP selanjutnya
akan dianalisis menggunakan program SPSS. Tahap awal meliputi uji
statistik deskriptif untuk mendapatkan gambaran umum data. Kemudian,
dilakukan uji asumsi Klasik, yang terdiri dari uji normalitas data
menggunakan uji Shapiro-Wilk dan uji homogenitas varians dengan uji
Levene.

Hasil uji asumsi menunjukkan bahwa data IL-10 dan CRP terdistribusi
normal dengan varians yang homogen, sehingga analisis dilanjutkan
menggunakan uji One-Way ANOVA. Hasil uji One-Way ANOVA dengan
nilai p < 0,05 menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan secara
statistik pada kadar IL-10 dan CRP antar seluruh kelompok perlakuan.
Untuk mengidentifikasi pasangan kelompok yang memiliki perbedaan
signifikan, dilakukan uji lanjut uji-post hoc LSD. Uji post hoc LSD akan
memperjelas signifikansi perbedaan antar masing-masing kelompok
perlakuan.

Data IL-10 dan CRP vyang terdistribusi normal namun memiliki
varians yang tidak homogen dianalisis menggunakan One-Way ANOVA
(Robust). Hasil uji Robust dengan nilai p < 0,05 menunjukkan adanya
perbedaan yang signifikan, sehingga analisis dilanjutkan dengan uji post hoc
Tamhane’s T2 untuk mengetahui pasangan kelompok yang berbeda secara

signifikan.
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Data IL-10 dan CRP vyang tidak terdistribusi normal dianalisis
menggunakan uji statistik nonparametrik, yaitu uji Kruskal-Wallis, untuk
menilai perbedaan antar seluruh kelompok perlakuan. Hasil uji Kruskal—-
Wallis dengan nilai p < 0,05 menunjukkan adanya perbedaan yang
signifikan, sehingga analisis dilanjutkan dengan uji Mann-Whitney U
dengan penyesuaian nilai p guna mengidentifikasi pasangan kelompok yang

memiliki perbedaan signifikan



BAB V

HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

5.1. Hasil Penelitian
5.1.1. Gambaran Umum Hewan Coba Penelitian

Subjek penelitian berupa 30 ekor tikus jantan galur Wistar
(Rattus norvegicus) berumur 10-12 minggu dengan berat badan awal
berkisar antara 200-220 g yang diperoleh dari Kemuning beserta
Certificate of

Strains  Wistar Rat. Seluruh  hewan dinyatakan sehat
berdasarkan  Surat  Keterangan  Kesehatan ~ Hewan  No.
008/SKKH/X1/2025 dari Dinas Pertanian, Pangan dan Perikanan
Kabupaten Karanganyar. Penelitian dilaksanakan di Laboratorium
IBL FK UNISSULA Semarang dengan kondisi ruangan terjaga pada
suhu 25 £ 2 °C dan siklus terang—gelap selama 12 jam. Tikus
ditempatkan dalam kandang plastik berjeruji logam dengan ventilasi
yang baik. Sebelum diberikan perlakuan, seluruh hewan coba
menjalani masa aklimatisasi selama 7 hari untuk beradaptasi dengan
lingkungan laboratorium. Selama masa penelitian, tikus diberikan
pakan standar dan air minum secara ad libitum.

Subjek penelitian dibagi ke dalam 5 kelompok perlakuan, yang
terdiri dari kelompok sehat yang diberikan pakan standar dan
aquadest secara ad libitum (K1), kelompok kontrol negatif yang

diberi pakan standar, aquadest dan diinduksi dengan diet tinggi
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lemak berupa kuning telur puyuh mentah sebanyak 2 mL/ 20 gBB
tikus/ hari melalui sonde oral (K2), kelompok yang diberi pakan
standar, aquadest, diinduksi dengan diet tinggi lemak berupa kuning
telur puyuh mentah sebanyak 2 mL/ 20 gBB tikus/ hari, dan vitamin
E dengan dosis 12 mg/ kgBB/ hari melalui sonde oral (K3),
kelompok yang diberi pakan standar, aquadest, diinduksi dengan
diet tinggi lemak berupa kuning telur puyuh mentah sebanyak 2 mL/
20 gBB tikus/ hari, dan ekstrak propolis dengan dosis 36 mg/ kgBB/
hari melalui sonde oral (K4), serta kelompok yang diberi pakan
standar, aquadest, diinduksi dengan diet tinggi lemak berupa kuning
telur puyuh mentah sebanyak 2 mL/ 20 gBB tikus/ hari, dan ekstrak
propolis dengan dosis 18 mg/ kgBB/ hari serta vitamin E dengan
dosis 6 mg/ kgBB/ hari melalui sonde oral (K5) yang diberikan
selama 14 hari. Seluruh hewan coba dapat menyelesaikan penelitian
hingga akhir (tidak ada yang mati) sehingga jumlah hewan coba
pada masing-masing kelompok tetap sama hingga akhir perlakuan.

Tabel 5.1. Rerata dan Simpangan Baku (Mean £ SD), Uji
Normalitas (Shapiro-Wilk), Uji Homogenitas Varians (Levene)
Berat Badan Tikus (g) sebelum perlakuan

Statistik K1 K2 K3 K4 K5
Mean 201,43 200,78 205,73 204,78 206,26

Std.Deviation 2,11 0.07 427 457 452

Saphiro-Wilk 0,001 0,212 0,255 0,042 0,040

Levene 0,001

Kruskal-Wallis 0,006
Bermakna jika p < 0.05
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Berdasarkan hasil analisis statistik pada Tabel 5.1, diperoleh
nilai rerata dan simpangan baku pada masing-masing kelompok,
yaitu K1 sebesar 201,43 + 2,11; K2 sebesar 200,78 + 0,07; K3
sebesar 205,73 * 4,27; K4 sebesar 204,78 + 4,57; dan K5 sebesar
206,26 + 4,52, yang menunjukkan adanya variasi nilai antar
kelompok dengan rerata tertinggi pada kelompok K5 dan terendah
pada kelompok K2. Uji normalitas menggunakan Shapiro-Wilk
menunjukkan bahwa data pada kelompok K2 (p = 0,212) dan K3 (p
= 0,255) berdistribusi normal (p > 0,05), sedangkan kelompok K1 (p
= 0,001), K4 (p = 0,042), dan K5 (p = 0,040) tidak berdistribusi
normal  (p < 0,05). Selanjutnya, uji homogenitas varians
menggunakan uji Levene menghasilkan nilai signifikansi p = 0,001,
yang menunjukkan bahwa varians data antar kelompok tidak

homogen.
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Gambar 5.1. Berat Badan Tikus (g) sebelum perlakuan
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Berdasarkan hasil analisis uji statistik, profil lipid (kadar

kolesterol total, HDL, LDL, dan trigliserida) menunjukkan variasi

nilai rerata antar kelompok perlakuan dan dapat dilihat pada Tabel

5.3. Rerata kadar kolesterol total tertinggi ditemukan pada kelompok

K2 sebesar 91,50 + 23,18 mg/dL. Rerata kadar kolesterol total paling

rendah pada kelompok K5 sebesar 64,00 + 18,24 mg/dL. Hasil uji

Kruskal-Wallis menunjukkan bahwa terdapat perbedaan kadar

kolesterol total yang bermakna secara statistik antar kelompok

perlakuan (p = 0,023).

Tabel 5.2. Rerata dan Simpangan Baku (Mean £ SD), Uji Normalitas
(Shapiro-Wilk), Uji Homogenitas Varians (Levene), dan Uji Perbedaan
Profil Lipid (mg/dL) pada Berbagai Kelompok Perlakuan

i'{grg Statistik KL K2 K3 K4 K5
Kolesterol Mean 82.00 9150 6750 64.33 64.00
Std. Deviation 14.71 23.18 10.19 11.20 18.24
Saphiro-Wilk ~ 0.545* 0.174* 0.001 0.081*0.614*
Levene e £Ph
Kruskal-Wallis O UPD-
HDL Mean 51.33 42.67 39.83 40.50 40.00
Std. Deviation 1243 9.13 6.46 6.15 13.03
Saphiro-Wilk  0.907* 0.863* 0.006 0.198* 0.619*
Levene 0.169*
Kruskal-Wallis 0.431
LDL Mean 13 21 10.67 9.83 8.83
Std. Deviation  3.34 6.78 2.33 3.48 3.31
Saphiro-Wilk  0.252* 0.108* 0.421* 0.817* 0.093*
Levene 0.084**
Trigliserida Mean 85.83 196.50 106.83 66.83 79.00
Std. Deviation  16.70 75.87 28.63 13.67 35.15
Saphiro-Wilk  0.500* 0.495* 0.848* 0.798*0.437*
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Levene 0.036
One-Way
ANOVA 0.010***

Uji Saphiro-Wilk* bermakna jika p > 0.05, Uji Levene** bermakna jika p >
0.05, Uji One-Way Anova/ Robust/ Kruskal-Wallis*** bermakna jika p < 0,05
Untuk membedakan kadar kolesterol total (Gambar 5.3) antara

2 kelompok perlakuan, digunakan uji post hoc Mann Whitney U

yang menunjukkan adanya perbedaan kadar kolesterol yang

bermakna pada beberapa kelompok perlakuan.

200 ° e °
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Gambar 5.2. Hasil Analisis Uji Lanjut (Post Hoc) Mann Whitney
U yang Dilakukan untuk Mengetahui Perbedaan Kadar
Kolesterol Total Antar Kelompok (Uji Post Hoc* bermakna jika
p <0,05)

Rerata kadar HDL (Tabel 5.3) tertinggi terdapat pada
kelompok K1 sebesar 51,33 + 12,43 mg/dL, dan terendah pada
kelompok K3 sebesar 39,83 + 6,46 mg/dL. Uji Kruskal-Wallis
menunjukkan bahwa tidak terdapat perbedaan kadar HDL yang

bermakna secara statistik antar kelompok perlakuan (p = 0,431).
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Gambar 5.3. Diagram Batang Kadar HDL Antar Kelompok

Rerata kadar LDL (Tabel 5.3) tertinggi ditemukan pada
kelompok K2 sebesar 21,00 + 6,78 mg/dL, dan rerata paling rendah
pada kelompok K5 sebesar 8,83 + 3,31 mg/dL. Analisis perbedaan
antar kelompok dilakukan menggunakan uji One-Way ANOVA yang
menunjukkan terdapat perbedaan kadar LDL yang bermakna secara
statistik antar kelompok perlakuan (p = 0,000). Hasil uji post hoc
LSD untuk kadar LDL (Gambar 5.5) menunjukkan adanya perbedaan

kadar LDL yang bermakna pada beberapa kelompok perlakuan.
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Gambar 5.4. Hasil Analisis Uji Lanjut (Post Hoc) LSD yang
Dilakukan untuk Mengetahui Perbedaan Kadar LDL Antar
Kelompok (Uji Post Hoc* bermakna jika p < 0,05)

Rerata kadar trigliserida (Tabel 5.3) tertinggi ditemukan pada
kelompok K2 sebesar 196,50 + 75,87 mg/dL, dan rerata paling
rendah pada kelompok K4 sebesar 66,83 + 13,67 mg/dL. Analisis
perbedaan dilakukan menggunakan uji One-Way ANOVA Robust
yang menunjukkan terdapat perbedaan kadar trigliserida yang
bermakna secara statistik antar kelompok perlakuan (p = 0,010).
Hasil uji lanjut (Post Hoc) untuk kadar trigliserida (Gambar 5.6)

menunjukkan adanya perbedaan kadar trigliserida yang bermakna

pada beberapa kelompok perlakuan.
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Gambar 5.5. Hasil Analisis Uji Lanjut (Post Hoc) Tamhane’s T2
yang Dilakukan untuk Mengetahui Perbedaan Kadar Trigliserida
Antar Kelompok
(Uji Post Hoc* bermakna jika p < 0,05)
5.1.3. Hasil Pemeriksaan Kadar C-Reactive Protein (CRP)
Gambaran rerata kadar CRP pada tiap kelompok beserta hasil
analisis normalitas sebaran data, homogenitas varian, dan uji beda
rerata antar kelompok ditunjukkan pada Tabel 5.4.

Tabel 5.3. Rerata dan Simpangan Baku (Mean =+ SD), Uji Normalitas

(Shapiro-Wilk), Uji Homogenitas Varians (Levene), dan Uji
Perbedaan Kadar CRP (ng/mL) pada Berbagai Kelompok

Perlakuan
Statistik K1 K2 K3 K4 K5
Mean 1.790 1.816 1.660 1.968 2.030

Std. Deviation  0.179 0.258 0.210 0.371 0.147
Saphiro-Wilk  0.340* 0.431* 0.698* 0.395* 0.344*

Levene 0.092*
One-Way
0.170*
ANOVA Robust

Uji Saphiro-Wilk* bermakna jika p > 0.05, Uji Levene** bermakna
jika p > 0.05, Uji Robust*** bermakna jika p < 0,05
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Hasil penelitian mendapatkan bahwa kadar CRP tertinggi pada
kelompok K5 vyaitu sebesar 2.0300 + 0.14782ng/mL dan terendah
pada K3 yaitu sebesar 1.6600 + 0.21071 ng/mL. Pada uji Shapiro
Wilk terhadap kadar CRP pada kelima kelompok mendapatkan nilai
p > 0.05 yang berarti data kadar CRP normal. Kadar CRP pada
kelima pengukuran juga homogen, ditunjukkan dengan nilai p dari
Levene test sebesar 0.092 atau p>0,05. Syarat sebaran data normal
dan homogenitas varian terpenuhi sehingga perbandingan rerata
kadar CRP antar kelima kelompok dianalisis dengan uji one way
anova dan didapatkan nilai 0.170 (p< 0.05) tidak signifikan. Hasil
tersebut menunjukkan bahwa meskipun secara deskriptif terdapat
perbedaan rerata kadar CRP antar kelompok, dengan nilai tertinggi
pada kelompok K5 dan terendah pada K3, perbedaan tersebut secara
statistik tidak bermakna. Hal ini dibuktikan melalui uji One Way
ANOVA vyang menghasilkan nilai p sebesar 0,170 (p > 0,05),
sehingga tidak terdapat perbedaan rerata kadar CRP yang signifikan

antar kelima kelompok perlakuan.
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Gambar 5.6. Diagram Batang Kadar CRP Antar Kelompok

5.1.4. Hasil Pemeriksaan Kadar IL-10 (Interleukin-10)
Gambaran rerata kadar 1L.-10 pada tiap kelompok beserta hasil
analisis normalitas sebaran data, homogenitas varian, dan uji beda
rerata kadar antar kelompok ditunjukkan:

Tabel 5.4. Rerata dan Simpangan Baku (Mean £ SD), Uji Normalitas
(Shapiro-Wilk), Uji Homogenitas Varians (Levene), dan Uji
Perbedaan Kadar IL-10 (mmol/mL) pada Berbagai Kelompok

Perlakuan
Statistik K1 K2 K3 K4 K5
Mean 6750 . 46.66 68.01 75.21 77.67
Std.Deviation 6.41 1667

7.62 8.34 9.19

Saphiro-Wilk 0.742*  0.751* 0.227* 0.197*  0.231*

Levene 0.264*

One-Way ANOVA 0.001%**

Uji Saphiro-Wilk* bermakna jika p > 0.05, Uji Levene** bermakna jika p
> 0.05,Uji Robust*** bermakna jika p < 0,05
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Hasil penelitian mendapatkan bahwa kadar IL-10 tertinggi
pada kelompok K5 sebesar 77.6740 + 16.67947 pg/mL dan terendah
pada K2 sebesar 46.6620 * 7.62566pg/mL. Uji Shapiro Wilk
terhadap kadar IL-10 pada kelima kelompok mendapatkan nilai p >
0,05 yang berarti data kadar IL-10 normal.

Kadar IL-10 pada kelima pengukuran juga homogen,
ditunjukkan dengan nilai p dari Levene test sebesar 0.264 atau
p>0,05. Syarat sebaran data normal dan homogenitas varian
terpenuhi sehingga perbandingan rerata kadar IL-10 antar kelima
kelompok dianalisis dengan uji one way anova dan kadar IL-10 yang
signifikan antara kelompok K1, K2, K3, K4 dan Kb5.

Tabel 5.5. Hasil Analisis Uji Lanjut (Post Hoc) LSD yang Dilakukan
untuk Mengetahui Perbedaan Kadar IL-10 Antar Kelompok (Uji
Post Hoc* bermakna jika p < 0,05)

Kelompok K2 K3 K4 K5

K1 0.005* 0.938 0.251 0.135
K2 0.004* 0.000* 0.000*
K3 0.283 0.154
K4 0.710

Hasil uji lanjut (post hoc) kadar 1L.-10 membedakan anatar 2
kelompok perlakuan, terdapat perbedaan bermakna antara kelompok
K1 dan K2 (p = 0,005). Kelompok K2 juga menunjukkan perbedaan
signifikan dibandingkan kelompok K3, K4, dan K5 (p < 0,05).
Sebaliknya, tidak ditemukan perbedaan bermakna antara kelompok
K1 dengan K3, K4, dan K5 (p > 0,05), serta antar kelompok K3, K4,
dan K5 (p > 0,05). Hasil ini menunjukkan bahwa kadar IL-10 pada

kelompok perlakuan relatif serupa dan berbeda secara signifikan
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Gambar 5.7. Hasil Analisis Uji Lanjut (Post Hoc) LSD yang
Dilakukan untuk Mengetahui Perbedaan Kadar 1L-10 Antar
Kelompok (Uji Post Hoc* bermakna jika p < 0,05)

5.2. Pembahasan

Hasil berat badan menunjukkan bahwa seluruh kelompok mengalami
peningkatan berat badan selama periode penelitian. Kelompok kontrol
negatif (K2) yang hanya mendapatkan diet tinggi lemak menunjukkan
peningkatan berat badan paling tinggt pada hari ke-14 sebesar 203,46 + 5,13
g, sedangkan kelompok perlakuan, khususnya kelompok kombinasi ekstrak
propolis dan vitamin E (K5) sebesar 200,08 + 0,16 g, menunjukkan
peningkatan berat badan paling rendah, bahwa ekstrak propolis dan vitamin
E berpotensi berperan dalam mengendalikan peningkatan berat badan akibat
diet tinggi lemak, hasil penelitian ini sejalan dengan penelitian sebelumnya
pemberian ekstrak propolis dan vitamin E mampu menekan peningkatan

berat badan pada model hewan yang diinduksi diet tinggi lemak melalui



57

perbaikan metabolisme lipid dan penurunan stres oksidatif. Hasil profil lipid
yang menunjukkan bahwa kelompok K2 memiliki kadar kolesterol total,
trigliserida, dan LDL tertinggi dibandingkan kelompok lainnya. Sebaliknya,
kelompok perlakuan, terutama K4 (ekstrak propolis) dan K5 (kombinasi
propolis dan vitamin E), menunjukkan kadar kolesterol total, trigliserida,
dan LDL yang lebih rendah. Ini menunjukkan bahwa ekstrak propolis dan
vitamin E  memiliki efek hipolipidemik, yang dapat berkontribusi pada
penurunan risiko inflamasi metabolik akibat diet tinggi lemak. Perbaikan
profil lipid ini juga berpotensi berperan dalam modulasi respons inflamasi
sistemik dan imun.>®>°

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa tidak terdapat perbedaan
CRP antar kelompok perlakuan (p > 0,05). Pemberian ekstrak propolis dan
vitamin E pada dosis dan durasi yang digunakan dalam penelitian ini belum
mampu ‘memberikan efek anti-inflamasi sistemik yang signifikan. Kadar
CRP merupakan protein fase akut yang disintesis oleh hepatosit sebagai
respons terhadap aktivasi sitokin pro-inflamasi, khususnya IL-6. Tidak
signifikannya perubahan CRP pada penelitian ini dapat mengindikasikan
bahwa respons CRP tidak cukup sensitif untuk mendeteksi efek modulasi
inflamasi dari ekstrak propolis dan vitamin E dalam periode intervensi yang
relatif singkat.?>>*®
Mekanisme kerja utama ekstrak propolis dan vitamin E lebih dominan

pada penekanan stres oksidatif dan modulasi jalur inflamasi, seperti inhibisi

aktivasi NF-kB dan penurunan produksi sitokin pro-inflamasi (misalnya
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TNF-o dan IL-6), kadar CRP memerlukan intervensi jangka panjang atau
inflamasi dengan intensitas tinggi agar dapat terdeteksi secara signifikan.
Hal ini dapat menjelaskan mengapa perbaikan pada level molekuler atau
seluler tidak selalu diikuti oleh penurunan CRP yang bermakna. Hasil
penelitian ini ada beberapa laporan uji klinis dan meta-analisis terbaru yang
menunjukkan bahwa efek ekstrak propolis maupun vitamin E terhadap CRP
tidak selalu konsisten, khususnya pada kondisi inflamasi kronik tingkat
rendah atau pada populasi dengan kadar CRP yang tidak terlalu tinggi. Hasil
beberapa penelitian bahwa meskipun terjadi perbaikan pada marker
inflamasi lain, seperti IL-6 atau TNF-o, kadar CRP tetap tidak menunjukkan
perubahan signifikan.*®*"¢

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa terdapat perbedaan yang
bermakna secara statistik pada kadar IL-10 antar kelompok perlakuan (p <
0,05). Ini mengindikasikan bahwa pemberian ekstrak propolis dan vitamin E
mampu memodulasi respons imun anti-inflamasi, dengan peningkatan kadar
IL-10 yang merupakan sitokin anti-inflamasi yang berperan dalam menekan
produksi sitokin pro-inflamasi, menghambat aktivasi makrofag dan sel T
efektor. Peningkatan kadar IL-10 pada penelitian ini menunjukkan bahwa
intervensi yang diberikan tidak hanya menekan jalur inflamasi, tetapi juga
mengaktifkan mekanisme regulasi imun yang berperan penting dalam
pencegahan inflamasi berlebihan.*®*

Secara mekanistik, efek peningkatan IL-10 ini dapat dijelaskan

melalui aktivitas antioksidan dan imunomodulator ekstrak propolis dan
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vitamin E. Propolis mengandung senyawa bioaktif seperti flavonoid dan
CAPE yang diketahui mampu menghambat aktivasi NF-kB serta menggeser
respons imun ke arah anti-inflamasi. Vitamin E, sebagai antioksidan
lipofilik, berperan dalam menurunkan stres oksidatif dan memodulasi fungsi
sel imun, sehingga mendukung peningkatan ekspresi sitokin anti-inflamasi,
termasuk 1L-10.%2

Dari hasil penelitian ini bahwa IL-10 merupakan marker yang lebih
sensitif dibandingkan CRP dalam menilai efek intervensi nutraseutikal yang
bersifat modulatif. Berbeda dengan CRP yang merupakan protein fase akut
dan lebih merefleksikan inflamasi sistemik berat, IL-10 perubahan regulasi
imun pada tingkat seluler dan molekuler, sehingga lebih responsif terhadap
intervensi antioksidan dan anti-inflamasi ringan hingga sedang.®**

Dalam pembahasan hasil penelitian ini, beberapa keterbatasan dapat
memengaruhi. Penelitian ini tidak melakukan pengukuran berat badan awal
secara terstandar maupun pemantauan perubahan berat badan dan aktivitas
fisik responden selama periode penelitian. Perubahan indeks massa tubuh
berkaitan erat dengan perubahan profil  metabolik dan risiko
kardiometabolik, sedangkan aktivitas fisik berkontribusi terhadap perbaikan
sensitivitas insulin, profil lipid, serta penurunan mediator inflamasi
sistemik. Tidak dikontrolnya faktor-faktor tersebut berpotensi menimbulkan
bias atau variabel perancu, termasuk kemungkinan adanya perbedaan berat

badan antar responden sebelum penelitian yang dapat memengaruhi respons

terhadap variabel yang diteliti. Keterbatasan lainnya adalah penggunaan
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biomarker yang masih terbatas, sehingga belum sepenuhnya
menggambarkan kompleksitas mekanisme patofisiologis yang terjadi,

karena pendekatan multimarker saat ini lebih dianjurkan dalam penelitian

klinis untuk memperkuat akurasi interpretasi dan validitas eksternal. *3%%*
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BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN

6.1. Kesimpulan

1.

Kesimpulan menunjukan:

Pemberian ekstrak propolis dan vitamin E, baik secara tunggal maupun
kombinasi, tidak menunjukkan pengaruh yang bermakna secara statistik
terhadap kadar C-Reactive Protein (CRP) pada tikus jantan galur Wistar
yang diinduksi diet tinggi lemak (p > 0,05).

Pemberian ekstrak propolis dan vitamin E menunjukkan pengaruh yang
bermakna terhadap peningkatan kadar Interleukin-10 (IL-10) pada tikus
jantan galur Wistar yang diinduksi diet tinggi lemak (p < 0,05), dengan
kadar 1L-10 tertinggi ditemukan pada kelompok yang mendapat
kombinasi ekstrak propolis dan vitamin E.

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa ekstrak propolis dan vitamin E
lebih berperan dalam meningkatkan respons antiinflamasi IL-10
dibandingkan dalam menurunkan penanda inflamasi sistemik akut

berupa CRP pada kondisi dan durasi penelitian ini.
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6.2. Saran
Saran yang peneliti ajukan untuk mendatang yaitu:
1. Disarankan untuk meneliti pengaruh ekstrak propolis dan vitamin E
terhadap kadar IL-10 dan CRP dalam durasi intervensi yang lebih lama,
untuk menggambarkan kondisi inflamasi kronis dan memungkinkan

deteksi perubahan penanda inflamasi sistemik, khususnya CRP.
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