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RINGKASAN

Pengaruh Terapi Oksigen Hiperbarik Terhadap Penurunan
Antibodi Anti dsDNA, MDA, IL-6 dan peningkatan TGF-§
pada mencit BALB/c Model Nefritis Lupus

Indri Dwi Murbani

Nefritis lupus merupakan salah satu manifestasi lupus eritematosus sistemik
(LES) yang paling serius. Nefritis lupus ditandai dengan gangguan fungsi ginjal
dengan ekspresi sitokin proinflamasi dan glomerulonefritis yang menyebabkan
proteinuria. Penyakit ini terjadi pada sekitar 50-60% dari pasien LES. Sekitar 60%
pasien LES berkembang menjadi nefritis lupus dan 30% menjadi penyakit ginjal
stadium akhir, yang merupakan penyebab utama morbiditas serta mortalitas. Terapi
farmakologis hanya mengontrol aktivitas penyakit dan berpotensi menyebabkan
risiko toksisitas yang signifikan. Upaya penelitian terus dilakukan untuk
mengembangkan obat dengan target imunologis yang relevan, selektif dan efek

samping minimal.

Peradangan menyebabkan ginjal menjadi lebih hipoksia pada nefritis lupus.
Terapi Oksigen Hiperbarik (OHB) merupakan terapi dengan menghirup oksigen
100% pada tekanan atmosfer yang lebih dari 1 ATA dengan menggunakan
chamber. Efek primer terapi OHB dengan memperbaiki kondisi hipoksia dengan

meningkatkan pengantaran oksigen pada nefritis lupus.

Terapi OHB sebagai alternatif terapi untuk nefritis lupus belum banyak
diteliti, terutama tentang pengaruh terapi OHB terhadap MDA, IL-6, TGF-f§ dan
antibodi anti dSDNA pada mencit model nefritis lupus. Penelitian ini bertujuan
untuk menilai kadar MDA, IL-6, TGF-f dan antibodi anti dsSDNA pada pemberian
terapi OHB terhadap mencit model nefritis lupus dengan menggunakan Mus
musculus BALB/c betina yang diberi injeksi pristane. Penelitian ini diharapkan
dapat memberikan manfaat sebagai informasi ilmiah dan referensi untuk penelitian
lebih lanjut tentang pengaruh terapi OHB pada nefritis lupus. Hipotesis pada
penelitian ini adalah terapi OHB dapat menurunkan kadar antibodi anti dsDNA,
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MDA dan IL-6 serta meningkatkan kadar TGF-f} pada mencit Mus musculus model

nefritis lupus.

Kriteria inklusi yang digunakan, yaitu sehat (berbulu putih, bergerak aktif dan
tingkah laku normal), mempunyai bobot 25 sampai 30 gram, berusia 8-12 minggu
dan tidak pernah dipergunakan sebagai hewan coba pada penelitian lain, dilakukan
adaptasi hewan coba selama 7 hari sebelum penelitian. Air untuk minum dan
makanan diberikan ad libitum. Kriteria eksklusi yang digunakan yaitu jika terdapat
penurunan berat badan lebih dari 10% setelah 1 minggu adaptasi di laboratorium
atau jika tikus sakit yang ditandai dengan penampakan rambut kusam, rontok,
botak, aktivitas kurang atau tidak aktif dan tidak mau makan. Kriteria drop out jika
mencit mati selama penelitian. Mencit model nefritis lupus diperoleh dengan injeksi
pristane secara intraperitoneal, dosis tunggal 0,5 cc atau 0,783 g/mL untuk satu

mencit.

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dengan “randomized post
test only control group design”. Mencit dibagi menjadi 3 kelompok yaitu kelompok
1 terdiri dari 8 sampel adalah kelompok kontrol negatif (kelompok mencit dengan
injeksi NS), kelompok 2 terdiri dari 8 sampel dengan pemberian injeksi pristane ke
hewan coba secara intraperitoneal, dosis tunggal 0,5 cc atau 0,783 g/mL untuk satu
mencit tanpa pemberian terapi OHB sebagai kelompok kontrol positif, kelompok 3
terdiri dari 8 sampel adalah kelompok mencit dengan pemberian injeksi pristane
ke hewan coba secara intraperitoneal, dosis tunggal 0,5 cc atau 0,783 g/mL untuk

satu mencit diberi terapi OHB adalah kelompok perlakuan.

Terapi OHB diberikan dengan menggunakan “animal chamber”. Hewan coba
pada kelompok 3 menghisap O2 100% pada tekanan 2,4 ATA 3 kali 30 menit
dengan interval 2 kali 5 menit menghirup udara biasa (tiap sesi) selama 10 hari
berturut-turut. Hewan coba diambil darah vena perifer setelah 30 menit pemberian
perlakuan sesi terakhir melalui ekor kemudian dilakukan pemeriksaan ELISA untuk
mengetahui kadar MDA, IL-6, TGF-f dan antibodi anti dsDNA kemudian
dibandingkan kadarnya dari setiap kelompok. Kadar MDA, IL-6, TGF- dan
antibodi anti dsDNA setelah terapi HBO diukur dengan ELISA. Data yang

diperoleh kemudian dianalisis secara statistik dengan menggunakan perangkat
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lunak SPSS versi 24.0. Uji normalitas dengan uji Ko/mogorov-Smirnov, dilanjutkan
dengan uji Lavene untuk menguji homogenitas variasi data antar kelompok.
Apabila data berdistribusi normal dan homogen, maka akan diteruskan dengan uji

ANOVA dan LSD. Nilai p<0,05 menunjukkan jika nilai statistik signifikan.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa rerata berat badan mencit pada
penelitian tidak terdapat perubahan yang bermakna. Hasil pemeriksaan urin mencit
yang dilakukan pada hari ke 60, mencit kelompok kontrol negatif yang mendapat
injeksi NS menunjukkan hasil negatif, sedangkan pada mencit kelompok kontrol
positif dan perlakuan yang mendapat injeksi pristane menunjukkan hasil positif
dengan rata-rata > +3 (> 500mg/dl). Hal ini sesuai dengan penelitian sebelumnya
yang dilakukan oleh Yan et al. tahun 2020, Li et al.tahun 2019, Bonomini et al.
tahun 2019 dan Lin et al. tahun 2017 bahwa mencit model nefritis lupus sudah
terbentuk 2 bulan setelah injeksi pristane. Nefritis lupus ditandai dengan terjadinya

proteinuria (Li et al., 2019; Almaani, Meara dan Rovin, 2017).

Rerata kadar antibodi anti dsDNA mencit model nefritis lupus yang
mendapatkan terapi OHB pada kelompok perlakuan menurun dan berbeda secara
bermakna (p<0,05) jika dibandingkan dengan rerata antibodi anti dSDNA mencit
model nefritis yang tidak mendapat terapi OHB pada kelompok kontrol positif. Hal
ini sejalan dengan penelitian yang dilakukan oleh Benkd et al. tahun 2019 yang
menunjukkan bahwa terapi OHB dapat menurunkan antibodi anti dsDNA. Rerata
kadar MDA kelompok perlakuan menurun dan berbeda secara bermakna (p<0,05)
jika dibandingkan dengan rerata MDA kelompok kontrol positif. Hal ini sejalan
dengan penelitian yang dilakukan oleh Uzun tahun 2019 yang membuktikkan
bahwa terapi OHB dapat mencegah peningkatan MDA. Rerata kadar IL-6
kelompok perlakuan menurun dan berbeda secara bermakna (p<0,05) jika
dibandingkan dengan rerata IL-6 kontrol positif. Hal ini sejalan dengan penelitian
yang dilakukan oleh Memar tahun 2019 yang menunjukkan bahwa terapi OHB
memberikan efek seluler berupa penekanan terhadap sitokin proinflamasi seperti
IL-6. Rerata kadar TGF-B kelompok perlakuan meningkat dan berbeda secara
bermakna (p>0,05) jika dibandingkan kontrol positif. Hal ini sejalan dengan
penelitian yang dilakukan oleh Song et al. tahun 2019 yang menunjukkan

penggunaan terapi OHB dapat meningkatkan kadar TGF-f.

X1
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Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa pemberian injeksi pristane pada
hewan coba menyebabkan nefritis lupus yang ditandai dengan proteinuria.
Proteinuria pada mencit model nefritis lupus sudah dapat terdeteksi pada 2 bulan
setelah injeksi pristane. Pemberian injeksi pristane meningkatkan kadar antibodi
anti dsDNA, MDA, IL-6 pada hewan model, tetapi menurunkan kadar TGF-f.
Terapi OHB selama 10 kali pada hewan coba menurunkan antibodi anti dsDNA,
MDA, IL-6 dan meningkatkan kadar TGF-f. Antibodi anti dsDNA merupakan
biomarker spesistik untuk nefritis lupus (Rekvig, 2018), selain itu antibodi anti
dsDNA berkontribusi terhadap kerusakan organ (Moulton et al., 2017). IL-6
merupakan sitokin proinflamasi yang memfasilitasi respon adaptif Th2 dan Thl7,
aktivasi sel B serta produksi antibodi salah satunya anti dsDNA. TGF-f3 merupakan
sitokin anti inflamasi yang terlibat dalam penyembuhan cedera jaringan pada
nefritis lupus (Arriens et al., 2017). Terjadi stres oksidatif pada nefritis lupus yang
menyebabkan peroksidasi lipid membran sel sehingga terbentuk MDA (Lightfoot,
Blanco dan Kaplan, 2017). Hasil ini menunjukkan bahwa pemberian terapi OHB
dapat menurunkan aktivitas nefritis lupus yang ditandai dengan penurunan antibodi
anti dsDNA, MDA, IL-6 dan peningkatan TGF-B, namun masih diperlukan
penelitian lebih lanjut untuk mengevaluasi efektivitas penggunaan jangka panjang

terapi OHB terhadap aktivitas nefritis lupus dengan marker yang lain.

X1l
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SUMMARY

Effect of Hyperbaric Oxygen Therapy to Decreased Antibody
Anti dsDNA, MDA, IL-6 and Increased TGF-§
in Mice BALB/c Lupus Nephritis Model

Indri Dwi Murbani

Lupus nephritis is one of the most serious manifestations of systemic lupus
erythematosus (SLE). Lupus nephritis is characterized by impaired renal function
with proinflammatory cytokine expression and glomerulonephritis that causes
proteinuria. It occurs in approximately 50-60% of SLE patients. Approximately
60% of SLE patients develop lupus nephritis and 30% develop end-stage renal
disease, which is a major cause of morbidity and mortality. Pharmacological
therapy is only to control disease activity and potentially pose a significant risk of
toxicity. Research efforts are continuously being carried out to develop drugs with

relevant immunological targets, selective and minimal side effects.

Inflammation causes the kidneys to become more hypoxic in lupus nephritis.
Hyperbaric Oxygen (HBO) therapy is a therapy by inhaling 100% oxygen at
atmospheric pressure more than 1 ATA using a chamber. The primary effect of
HBO therapy is to improve hypoxic conditions by increasing oxygen delivery in

lupus nephritis.

Hyperbaric Oxygen therapy as an alternative therapy for lupus nephritis has
not been widely studied, especially research on the effect of HBO therapy on MDA,
IL-6, TGF-PB and anti dsDNA antibodies in mice models of lupus nephritis. This
study aims to assess the levels of MDA, IL-6, TGF- and anti-dsDNA antibodies in
the administration of HBO therapy to mice with lupus nephritis model using female
Mus musculus BALB/c given pristane injection. This research is expected to
provide benefits as scientific information and a reference for further research on the
effect of HBO therapy on lupus nephritis. The hypothesis in this study is that HBO
therapy can reduce levels of anti-dsDNA antibodies, MDA and IL-6 and increase

levels of TGF-B in Mus musculus mice model of lupus nephritis.

Xiil
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The inclusion criteria were used healthy (white fur, active movement and
normal behavior), weighed 25 to 30 grams, aged 8-12 weeks and had never been
used as experimental animals in other studies. Experimental animals were adapted
for 7 days before the study. Water for drinking and food is provided ad libitum. The
exclusion criteria if there was a weight loss of more than 10% after 1 week of
adaptation in the laboratory or if the rat was sick which was characterized by the
appearance of dull hair, loss of hair, baldness, lack of activity or inactivity and
unwillingness to eat. Drop out criteria if mice die during the study. Lupus nephritis
model mice were obtained by intraperitoneal injection of pristane, a single dose of

0.5 cc or 0.783 g/mL for one mice.

This research is an experimental study with "randomized post test only
control group design". The mices were divided into 3 groups, namely group 1
consisting of 8 samples was a negative control group (the group of mice with NS
injection), group 2 consisted of 8 samples given intraperitoneal injection of pristane
to experimental animals, a single dose of 0,5 cc or 0.783 g/mL for one mice without
HBO therapy as a positive control group, group 3 consisting of 8§ samples was a
group of mice with intraperitoneal injection of pristane to experimental animals, a
single dose of 0.5 cc or 0.783 g/mL for one mice and given HBO therapy is the
treatment group.

Hyperbaric Oxygen therapy is given using an "animal chamber".
Experimental animals in group 3 were given pressure of 2.4 ATA and inhaled
100% oxygen for 3 times 30 minutes with 2 times 5 minutes interval by breathing
normal air (each session) for 10 consecutive days. Experimental animals were
taken peripheral venous blood after 30 minutes of treatment in the last session
through the tail and then performed ELISA examination to determine the levels of
MDA, IL-6, TGF-B and anti dsDNA antibodies then compared the levels from each
group. Levels of MDA, IL-6, TGF-f and anti dSDNA antibodies after HBO therapy
were measured by ELISA. The data then analyzed statistically using SPSS software
version 24.0. Normality test with Kolmogorov-Smirnov test, followed by Lavene
test to test the homogeneity of data variation between groups. If the data is normally
distributed and homogeneous, it will be continued with ANOVA and LSD tests. p

value <0.05 indicates if the statistical value is significant.

X1V
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The results showed that there was no significant change in the average body
weight of the mice in the study. The results of the urine examination of mice which
were carried out on day 60, mice in the negative control group that received NS
injection showed negative results, while in the positive control group mice and the
treatment which received pristane injection showed positive results with an average
of +3 (> 500mg/dl ). This is in accordance with previous research conducted by Yan
et al. in 2020, Li et al. in 2019, Bonomini ef a/l. in 2019 and Lin ef al. in 2017 that
lupus nephritis model mice were formed 2 months after pristane injection. Lupus
nephritis is characterized by the occurrence of proteinuria (Li et al., 2019; Almaani,

Meara and Rovin, 2017).

The mean levels of anti dSDNA antibodies in lupus nephritis model mice that
received HBO therapy in the treatment group decreased and differed significantly
(»<0.05) when compared to the mean anti dsDNA antibody in nephrotic models of
mice that did not receive HBO therapy in the positive control group. This is in line
with the research conducted by Benké et al. in 2019 which showed that HBO
therapy can reduce anti-dsDNA antibodies. The mean MDA levels in the treatment
group decreased and differed significantly (»p<0.05) when compared to the mean
MDA of the positive control group. This is in line with the research conducted by
Uzun in 2019 which proved that HBO therapy can decrease MDA level. The mean
level of IL-6 in the treatment group decreased and was significantly different
(»<0.05) when compared to the mean IL-6 in the positive control group. This is in
line with the research conducted by Memar et al. in 2019 which showed that HBO
therapy had a cellular effect in the form of suppression of proinflammatory
cytokines such as IL-6. The mean TGF- level in the treatment group decreased and
was significantly different (p<0.05) when compared to the TGF-f in the positive
control group. This is in line with the research conducted by Song et al. in 2019

which showed the use of HBO therapy can increase TGF-f level.

The results of this study indicate that administration of pristane injection in
experimental animals causes lupus nephritis which is characterized by proteinuria.
Proteinuria in lupus nephritis model mice was detected 2 months after pristane
injection. Administration of pristane injection increased levels of anti dsDNA

antibodies, MDA, IL-6 in animal models, but decreased levels of TGF-. HBO
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therapy for 10 times in experimental animals decreased anti-dsDNA antibodies,
MDA, IL-6 and increased TGF-P levels. Anti-dsDNA antibodies are specific
biomarkers for lupus nephritis (Rekvig, 2018), in addition, anti-dsDNA antibodies
contribute to organ damage (Moulton et al., 2017). IL-6 is a proinflammatory
cytokine that facilitates adaptive Th2 and Th17 responses, B cell activation and
antibody production, one of which is anti-dsDNA. TGF-p is an anti-inflammatory
cytokine that is involved in healing tissue injury in lupus nephritis (Arriens et al.,
2017). Oxidative stress occurs in lupus nephritis which causes cell membrane lipid
peroxidation to form MDA (Lightfoot, Blanco and Kaplan, 2017). These results
indicate that administration of HBO therapy can reduce lupus nephritis activity
which is characterized by a decrease in anti-dsDNA antibodies, MDA, IL-6 and an
increase in TGF-f, but further research is needed to evaluate the effectiveness of

long-term use of HBO therapy on lupus nephritis activity with another marker.
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ABSTRAK

Latar belakang: Nefritis lupus ditandai dengan gangguan fungsi ginjal dengan
ekspresi sitokin proinflamasi. Terapi farmakologis memiliki risiko toksisitas.
Terapi OHB meningkatkan sirkulasi mikro, memfasilitasi difusi oksigen dari
pembuluh darah kapiler ke jaringan. Terapi OHB sebagai alternatif terapi untuk
nefritis lupus belum banyak diteliti.

Tujuan: Penelitian ini bertujuan untuk menilai kadar MDA, IL-6, TGF-3 dan
antibodi anti dsDNA setelah terapi OHB pada mencit model nefritis lupus dengan
menggunakan Mus musculus BALB/c betina yang diberi injeksi pristane. Hipotesis
pada penelitian ini adalah terapi OHB dapat menurunkan kadar MDA, IL-6 dan
antibodi anti dsDNA serta meningkatkan TGF-3 pada mencit model nefritis lupus.

Metode: Penelitian eksperimental ini menggunakan “randomized post test
only control group design”. Mencit dibagi menjadi 3 kelompok (n = 8, tiap
kelompok), kelompok 1 adalah kontrol negatif (injeksi NS), kelompok 2 sebagai
kontrol positif (injeksi pristane), kelompok 3 adalah perlakuan (injeksi pristane dan
terapi OHB). Terapi OHB menggunakan “animal chamber” dengan menghisap O2
100% pada tekanan 2,4 ATA 3 kali 30 menit dengan interval 2 kali 5 menit
menghirup udara biasa (tiap sesi) selama 10 hari berturut-turut. Kadar kadar MDA,
IL-6, TGF-f dan antibodi anti dsDNA setelah terapi OHB diperiksa dengan ELISA.
Data dianalisis statistik dengan SPSS versi 24.0.

Hasil: Rerata kadar antibodi anti dsSDNA, MDA dan IL-6 pada kelompok
perlakuan lebih rendah dari kontrol positif dan berbeda bermakna (p<0,05). Kadar

TGF-B kelompok kelompok perlakuan lebih tinggi dibandingkan dengan kontrol
positif dan berbeda bermakna (p<0,05).

Kesimpulan : Terapi OHB dapat menurunkan kadar antibodi anti dsDNA,
MDA dan IL-6 serta meningkatkan TGF- mencit model nefritis lupus yang diberi
terapi OHB.

Kata kunci : terapi OHB, nefritis lupus, pristane.
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ABSTRACT

Background: Lupus nephritis is characterized by impaired kidney function
with proinflammatory cytokine expression. Recent therapy has a risk of toxicity.
HBO therapy can improve microcirculation, facilitate the diffusion of oxygen from
the capillaries to the tissues. HBO therapy as an alternative therapy for lupus
nephritis has not been widely studied.

Objective: This study aimed to examine the levels of MDA, IL-6, TGF-3 and
anti-dsDNA antibodies after HBO therapy to lupus nephritis model using female
BALB/c with pristane injection. The hypothesis is that HBO therapy can reduce
MDA, IL-6 and anti-dsDNA antibodies and increase TGF-f in mice model of lupus
nephritis.

Methods: This experimental study used "randomized post test only control
group design". Mice were divided into 3 groups (n = 8 / group), group 1 was a
negative control group (NS injection), group 2 was a positive control (pristane
injection), group 3 was a treatment group (pristane injection and given HBO
therapy). HBO therapy using "animal chamber" were given pressure of 2.4 ATA
and inhaled 100% oxygen for 3 times 30 minutes with 2 times 5 minutes interval
by breathing normal air (each session) for 10 consecutive days. The levels of MDA,
IL-6, TGF-B and anti dsSDNA antibodies were examined by ELISA and then
analyzed with SPSS version 24.0.

Results: The mean levels of anti-dsDNA antibodies, MDA and IL-6 in the
treatment group were lower than the positive controls and significantly different
(p<0.05). The levels of TGF-f in the treatment were higher than the positive
controls and significantly different (p<0.05).

Conclusion: HBO therapy can reduce levels of anti dSDNA antibodies, MDA
and IL-6 and increase TGF-B in mice with lupus nephritis model given HBO
therapy.

Keywords: HBO therapy, lupus nephritis, pristane.
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