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RINGKASAN

Pengaruh Oksigen Hiperbarik
terhadap Proses Penyembuhan Cedera Tulang Rawan Sendi Lutut
pada Tikus Putih Jantan (Rattus norvegicus)

Tj Nurrobi

Oksigen Hiperbarik (OHB) adalah merupakan salah satu modalitas terapi yang
dapat digunakan untuk merangsang penyembuhan luka, termasuk cedera tulang rawan
sendi. Banyak penelitian yang membuktikan tentang pengaruh OHB pada penyembuhan
cedera tulang rawan sendi, akan tetapi prosesnya tetap belum dapat dijelaskan.
Sedangkan tulang rawan sendiri adalah merupakan jaringan yang unik, karena ia
merupakan jaringan yang tidak memiliki basal membran, avaskuler, serta hanya
bergantung pada difusi untuk nutrisinya.

Penelitian in1 ditujukan untuk membuktikan proses penyembuhan cedera tulang
rawan sendi oleh OHB pada tikus putih (Ratrus norvegicus). Ada tiga Indikator
penyembuhan cedera tulang rawan sendi yang dipakai, yaitu : jumlah kondrosit yang
mengekspresikan TGF-§, jumlah kondrosit itu sendin dan ketebalan tulang rawan sendi.

Tiga puluh Rattus norvegicus terlebih dahulu dilakukan transeksi ligamen
krusiatum anterior dan menisektomi agar terjadi ketidakstabilan pada sendi lutut. Setelah
itu diberikan aktifitas fisik yang menekan tulang rawan sendi berupa lari. Tikus dilarikan
diatas Rotarod dalam 10 — 15 menit sehari selama 4 minggu dengan kecepatan 8 — 10
putaran per menit. Pada aktifitas lani ini, diharapkan akan terjadi penipisan tulang rawan
sendi akibat ketidakstabilan sendi lutut. Tiga puluh tikus tersebut kemudian dibagi
menjadi tiga kelompok, sehingga tiap kelompok terdini dan sepuluh tikus. Kelompok 1
adalah merupakan kelompok kontrol yang tidak mendapat perlakuan terapi OHB.
Kelompok 2 dan 3 masing-masing mendapat terapi OHB satu seri (sepuluh hari) dan dua
ser1 (duapuluh hari). Semua tikus kemudian diperiksa secara imunohistokimia dan
histologis untuk mengetahui jumlah kondrosit yang mengekspresikan TGF-§, jumlah
kondrosit dan ketebalan tulang rawan sendi.

Dar data hasil penelitian menunjukkan bahwa terdapat peningkatan grafik jumlah
kondrosit yang mengekspresikan TGF-f, jumlah kondrosit dan ketebalan tulang rawan
sendi berturut-turut mulai dari kelompok 1,2 dan 3. Dan hasil uji statistika menunjukkan
terdapat korelasi yang bermakna antara lama pemberian HBO dengan jumlah kondrosit
yang mengekspresikan TGF-$ (p=0.000, r=0.604), jumlah kondrosit (p=0.000, r=0.854)
dan tebal tulang rawan (p=0.000, r=0.931).

Dengan demikian dapat disimpulkan bahwa OHB dapat merangsang
penyembuhan cedera tulang rawan sendi melalui peningkatan jumlah kondrosit yang
mengekspresikan TGF-8, jumlah kondrosit dan ketebalan tulang rawan sendi. Pada
akhirnya diharapkan OHB dapat merangsang penvembuhan cedera tulang rawan sendi
pada penderita osteoartritis.

Viil
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SUMMARY

The Effect of Hyperbaric Oxygen in the Healing of Cartilage Injury
on the Rat’s Knee Joint

Tj Nurrobt

Hyperbaric Oxygen (HBO) was believed as one of the modality to promote
wound healing, including cartilage healing. Many author described the effect of HBO on
cartilage healing, but the process remain not clear. Meanwhile, cartilage is a unique
tissue, because it has no basement membrane, avascular and depend on diffusion for its
nutrition.

This experimental study was performed to show the healing process of cartilage
injury by HBO. There were three indicators for cartilage healing : the amount of
chondrocytes that express Transforming Growth Factor- § (TGF-§), the amount of
chondrocytes it self and the thickness of cartilage.

Thirty Rattus norvegicus which have been undergone combination of ACL
transection and menisectomy were running on the Rofarod in 10 — 15 minutes for 4
consecutive weeks with 8 — 10 rounds per minute speed. After that they were assigned
into three groups. Each group consists of ten rats. The first group as a control group were
not send into the chamber (1% group), the second group were performed ten days of one
series of HBO (2™ group), and the last group were performed twenty days of two series
of HBO (3™ group). All groups were compared each other, by quantified the amount of
chondrocytes that express Transforming Growth Factor- § (TGF-B), the amount of
chondrocytes it self and the thickness of cartilage by imunohistochemical and
histopathological investigation.

There were increases amount of chondrocytes that express TGF-B, amount of
chondrocytes it self and thickness of cartilage in 1%, 2™ and 3™ groups. There were strong
correlations between duration of HBO with the amount of chondrocytes that express
Transforming Growth Factor- § (TGF-$) (p=0.000, r=0.604), the amount of chondrocytes
it self (p=0.000, r=0.854) and the thickness of cartilage (p=0.000, r=0.931).

This study indicate that HBO can promote healing of cartilage injury by
increasing amount of chondrocytes that express TGF-B, amount of chondrocytes and
thickness of cartilage. These findings also suggest that HBO may be promote cartilage
healing for patients with osteoarthritis.

X
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ABSTRACT

The Effect of Hyperbaric Oxygen in the Healing of Cartilage Injury
on the Rat’s Knee Joint

Tj Nurrobi

Hyperbaric Oxygen (HBO) was believed as one of the modality to promote
wound healing, including cartilage healing. Many author described the effect of HBO on
cartilage healing, but the process remain not clear. This experimental study was
performed to show the healing process of cartilage injury by HBO in the rat’s knee joint
which undergone combination of Anterior Cruciate Ligament (ACL) transection and
menisectomy.

Thirty Rattus norvegicus rat which have been undergone combination of ACL
transection and menisectomy were assigned nto three groups. Each group consists of ten
rats. First group as a control group were not send into the chamber (1™ group), second
group were performed ten days of one series of HBO (2" group), and the last group were
performed twenty days of two series of HBO (3™ group). All groups were compared each
other, by quantified the amount of chondrocytes that express Transforming Growth
Factor- § (TGF-B), the amount of chondrocytes it self and the thickness of cartilage by
imunohistochemical and histopathological investigation.

There were increases amount of chondrocytes that express TGF-f, amount of
chondrocytes it self and thickness of cartilage in 1%, 2 and 3™ groups. There were strong
correlations between duration of HBO with the amount of chondrocytes that express
Transforming Growth Factor- § (TGF-$) (p=0.000, r=0.604), the amount of chondrocytes
it self (p=0.000, r=0.854) and the thickness of cartilage (p=0.000, =0.931).

This study indicate that HBO can promote healing of cartilage injury by
increasing amount of chondrocytes that express TGF-$, amount of chondrocytes and
thickness of cartilage. These findings also suggest that HBO may be promote cartilage
healing for patients with osteoarthritis.

Keywords : Hyperbaric Oxygen, Cartilage healing, Cartilage Injury
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BAB 1

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Oksigen Hiperbarik (OHB) adalah merupakan salah satu bentuk terapi yang akhir-
akhir ini sering dipakai dalam pengobatan klinis. OHB pada awalnya digunakan untuk
terapi penyakit-penyakit dekompresi (penyakit akibat penyelaman), tetapi kemudian
berkembang untuk penyakit-penyakit non dekompresi (misalnya penyembuhan luka
bakar, penyembuhan fraktur, dll). Beberapa penelitian menyebutkan bahwa OHB juga
dapat mempercepat proses penyembuhan cedera tulang rawan sendi. Namun proses
percepatan penyembuhan cedera tulang rawan sendi pada pemberian OHB masih belum
jelas (Lakesla, 1999; Orani, 1996; Jain, 1996)

Tulang rawan sendi adalah merupakan jaringan hyalin yang menutupi permukaan
sendi serta memiliki beberapa keunikan. Keunikan dari jaringan ini adalah fungsinya
yang menahan beban dari tubuh selama berpuluh-puluh tahun lamanya, tetapi ia hanya
memiliki ketebalan yang sangat tipis, tidak memiliki membran basalis, tidak dialiri oleh
pembuluh darah maupun diinervasi oleh serabut saraf dan hanya menggantungkan dari
proses difusi cairan sinovial untuk nutrisinya (Burkholder, 2002; Cook, 2000,
Hardingham, 1998; Mankin, 1995).

Cedera pada tulang rawan sendi dapat menyebabkan penurunan aliran nutrisi dan
oksigenasi terhadap tulang rawan pada permukaan sendi. Hal ini akan menjadikan tulang
rawan sendi semakin terdegradasi. Oleh karena itu diperlukan pengobatan yang tepat agar

dapat menghindari kerusakan tulang rawan sendi lebih lanjut. Salah satu cara untuk
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mengatasinya adalah dengan meningkatkan pO2 jaringan, termasuk sinoviosit yang
mensintesa cairan sinovial. Cairan sinovial tersebut akan dipergunakan oleh tulang rawan
sendi untuk proses sintesis matriks tulang rawan sendi, termasuk kolagen. Hasil akhir dari
proses sintesis tersebut diharapkan dapat menyembuhkan cedera tulang rawan sendi
dengan baik. Peningkatan pO2 jaringan tersebut dapat dicapai dengan memberikan terapi
Oksigen Hiperbarik (OHB) (Basset, 1986; Oriani, 1996; Jain, 1996).

Berdasarkan hal tersebut diatas, maka perlu dilakukan penelitian eksperimental
untuk mengetahui proses penyembuhan cedera tulang rawan sendi oleh OHB, dimana hal
ini belum pernah diteliti sebelumnya. Yaitu dengan cara menghitung jumlah kondrosit
yang mengekspresikan TGF-$ melalui pemeriksaan Imunohistokimia, menghitung
jumlah kondrosit persatuan lapangan pandang dan mengukur ketebalan tulang rawan
sendi melalui pemeriksaan Histo-Patologi Anatomi pada hewan coba (tikus putih jantan)
yang telah dilakukan transeksi ligamen krusiatum anterior dan menisektomi yang

kemudian dipaparkan dengan OHB.

1.2. Rumusan Masalah

Apakah OHB dapat merangsang proses penyembuhan cedera tulang rawan sendi?

1.3. Tujuan Penelitian
1.3.1. Tujuan Umum
Membuktikan bahwa OHB dapat merangsang proses penyembuhan cedera tulang

rawan sendi
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1.3.2. Tujuan Khusus

a. Membuktikan bahwa jumlah kondrosit yang mengekspresikan TGF-f jaringan
tulang rawan sendi secara imunohistokimia pada kelompok yang mendapat
OHB lebih besar dibanding dengan kelompok yang tidak mendapat OHB

b. Membuktikan bahwa jumlah kondrosit tulang rawan sendi secara mikroskopis
pada kelompok yang mendapat OHB lebih banyak dibanding dengan
kelompok yang tidak mendapat OHB

c. Membuktikan bahwa ketebalan tulang rawan sendi secara mikroskopis pada
kelompok yang mendapat OHB lebih tebal dibanding dengan kelompok yang

tidak mendapat OHB

1.4. Manfaat Penelitian
1.4.1. Manfaat Teoritik

Apabila dapat dijelaskan pengaruh OHB terhadap proses penyembuhan cedera
tulang rawan sendi, maka akan memberikan sumbangan ilmiah baru dibidang patobiologi

dalam melengkapi konsep dasar metabolisme tulang rawan sendi.

1.4.2. Manfaat Praktis

Apabila terbukti pengaruh OHB dapat menyembuhkan cedera tulang rawan sendi,
maka konsep ini selanjutnya dapat diaplikasikan dalam perangsangan metabolisme tulang
rawan pada pencegahan ataupun terapi kausatif terhadap kelainan tulang rawan sendi,

khususnya osteoartritis.
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BAB 2

TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Sendi Lutut
2.1.1. Struktur Sendi Lutut

Berdasarkan pada perkembangan embriologinya, membran sinovial dan tulang
rawan berasal dari satu sumber, yaitu jaringan mesenkim. Keduanya kemudian
bergabung mengelilingi suatu sendi. Dimana antara permukaan tulang rawan dengan
jaringan sekitarnya tidak dibatasi oleh membran basalis. Pada proses ossifikasi
endokondral, tulang rawan berperan sebagai prekursor dari tulang panjang, yang
kemudian pada proses selanjutnya, tulang rawan ini hanya dijumpai pada ujung-ujung

dan tulang panjang tersebut (Burkholder, 2002).

TBWEI 5140 G601 @ UOHERSNY|

Gambar 2.1 : Anatomi sendi lutut (Sumber dari :Dartmouth, 2003)
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Sendi lutut adalah merupakan salah satu dari sendi sinovial. Pada sendi sinovial
terdapat dua permukaan sendi yang saling berhadapan, dimana satu permukaan berbentuk
konvex dan yang lainnya berbentuk konkaf. Permukaan sendi yang konvex selalu
memiliki luas yang lebih besar dibandingkan dengan permukaan sendi yang konkaf. Hal
ini yang dapat menyebabkan timbulnya gerakan gliding yang bebas (g/iding motion).
Sendi lutut ini diperkuat juga oleh struktur-struktur yang mengelilinginya, misalnya otot,
tendon, ligamen, dan fascia (Salter, 1983).

Gerak utama dan sendi lutut adalah fleksi dan ekstensi, tetapi selain itu juga dapat
melakukan gerakan internal dan eksternal rotasi, abduksi dan adduksi (varus dan valgus),

serta anterior dan posterior translasi (Skinner, 2000).

2.1.2. Membran Sinovial

Membran sinovial terdiri dan dua lapisan, yaitu lapisan dalam (inner layer) dan
lapisan luar (outer layer). Permukaan dalam diliputi oleh lapisan syncitium tipis yang
terdiri dari beberapa lapis sel. Lapisan luar terdin dan jaringan fibrosit dan lemak yang
disuplai oleh pembuluh darah, pembuluh limfe serta serabut saraf. Pada lapisan dalam
terdapat dua tipe sel, yaitu 1) sinoviosit tipe A, yang jumlahnya mayoritas dan berperan
sebagai makrofag untuk membersihkan ruang sendi dari benda-benda asing (misalnya
hemosiderin yang berasal dari perdarahan sendi), dan 2) sinoviosit tipe B, yang berperan
mensintesis hyaluronat untuk menjaga kualitas viskositas dan lubrikasi dari cairan

sinovial (Salter, 1983).
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2.1.3. Cairan Sinovial

Cairan sinovial adalah merupakan dialysate dari plasma yang viskous, berwarna
kuning pucat, dan jernih menyerupai putih telur serta banyak mengandung hyaluronat.
Cairan ini memegang peranan penting untuk nutrisi dari tulang rawan sendi dan lubrikasi
dari permukaan sendi. Sebuah sendi normal hanya mengandung sedikit jumlah cairan
sinovial. Misalnya pada sendi lutut orang dewasa, yang merupakan sendi terbesar di
tubuh, mengandung tidak lebih dari 5 ml cairan sinovial. Cairan sinovial tidak hanya
terdapat pada sendi sinovial, tetapi juga pada rendon sheath dan bursa sinovial (Salter,
1983).

Jumlah total sel pada cairan sinovial sendi normal tidak lebih dari 200 / ml yang
terdiri dari makrofag dan limfosit, yang merupakan jumlah terbanyak, serta sedikit
leukosit polimorfonuklear. Selain itu di dalam cairan sinovial juga terdapat albumin dan
globulin, tetapi tidak terdapat fibrinogen. Dengan tidak adanya fibrinogen ini
menyebabkan cairan sinovial normal tidak membentuk c/of, demikian pula dengan darah
yang bercampur dengan cairan sinovial (Salter, 1983).

Telah diterangkan dimuka bahwa tulang rawan sendi dapat dianalogikan sebagai
tenda udara, dimana media yang berperan mengembangkan tulang rawan sendi adalah
cairan sinovial. Cairan ini merupakan gabungan ultrafiltrat plasma dan hyaluronan.
Molekul hyaluronan sendiri memiliki ukuran yang besar untuk melalui diameter pori-pori
permukaan tulang rawan (6 nm), namun sebagian besar ion dan molekul cairan sinovial,
seperti air, sodium, potasium dan glukosa dapat melalui pori-pori ini dengan mudah

secara difusi.
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Hoogen, dkk (1998) melakukan eksperimen dengan membandingkan dua
kelompok kuda poni setelah istirahat dan setelah latihan. Hasilnya bahwa pada analisis
cairan sinovial kelompok kedua terjadi peningkatan metabolisme Glukosaminoglikan
(GAG), serta insulin-like growth factor (IGF), dimana perbedaan ini tidak nampak pada

aktivitas metalloproteinase, konsentrasi asam hyaluronat dan protein (Hoogen, 1998).

2.1.4.Stabilitas Sendi Lutut

Stabilitas sendi lutut dipertahankan oleh dua struktur, yaitu 1) struktur stabilizer
pasif, yang terdiri dari ligamen yang berada disekitar sendi lutut, dan 2) struktur stabilizer
aktif, yang terdiri dari otot-otot poplitea dan otot-otot hamstring. Secara umum, ada dua
pembagian ligamen yang mempertahankan stabilitas sendi lutut, yaitu ekstrakapsular dan
intraartikular. Ligamen yang termasuk ekstrakapsular adalah ligamen kolateral,
sedangkan yang termasuk intraartikular adalah ligamen krusiatum dan meniskus
(Skinner, 2000).

Ada dua jenis ligamen kolateral, yaitu ligamen kolateral medial (Medial
Collateral Ligament, MCL) dan ligamen kolateral lateral (Lateral Collateral Ligament,
LCL). Ligamen kolateral ini berfungsi juga untuk memperkuat kapsul sendi Iutut. Cedera
MCL biasanya disebabkan oleh stress valgus, sedangkan cedera LCL sebaliknya
disebabkan oleh stress varus. Baik stress valgus maupun stress varus dapat terjadi karena
adanya trauma yang berasal dan samping, misalnya saat menerima tackling pada
permainan sepak bola.

Ligamen krusiatum juga terdiri dari dua jenis, yaitu ligamen krusiatum anterior

(Anterior Cruciatum Ligement, ACL) dan ligamen krusiatum posterior (Posterior
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mempelajari gesekan, kekuatan dan lubrikasi dari permukaan sendi pada gerakan relatif,

kita dapatkan bahwa koefisien gesek antara dua permukaan sendi normal adalah
seperlima, atau sama dengan gesekan antara dua buah permukaan es. Hal ini
dimungkinkan karena adanya mucin (hyaluronate) pada cairan sinovial. Konsistensi dari
tulang rawan sendi sangatlah lentur (resilient) menyerupai karet. Tulang rawan atau
tulang rawan sendi juga sering disebut sebagai hyalin cartilage (Gr. Ayalos : gelas / kaca),
karena terlihat menyerupai kaca, berwama putih seperti mutiara dan agak translucent
(Salter, 1983).

Jaringan ini memiliki keunikan, karena dengan ketebalan yang hanya beberapa
milimeter saja ia mampu menahan beban biomekanik yang ditimbulkan pada saat jalan,
lari dan lompat, sampai dengan beberapa dekade lamanya (Hardingham, 1998). Pada
keadaan fisiologis yang normal, tulang rawan sendi dapat melaksanakan fungsi
biomekanik dengan sedikit kerusakan sampai dengan usia tujuh atau delapan dekade
(Mankin, 1995). Padahal pada saat berjalan, beban yang diterima oleh sendi panggul
kurang lebih ekuivalen dengan empat kali berat badan (Hardingham, 1998). Dan untuk
berjalan serta berlari derajat moderate, sendi sinovial menerima beban sebesar enam
sampai delapan kali dari berat tubuh (Athanasiou, 2002). Selain itu keunikan tulang
rawan sendi yang lain adalah, bahwa jaringan ini merupakan jaringan yang miskin oleh
sel, tanpa ditandai adanya basal membran, tanpa inervasi dari pembuluh saraf, tanpa
suplai darah, serta bergantung pada difusi untuk mencukupi kebutuhan nutrisinya

(Burkholder, 2002; Cook, 2000, Hardingham, 1998; Mankin, 1995).

Tulang rawan sendi terdin dari beberapa lapisan, dimana lapisan yang paling

dalam dibatasi dengan tulang dibawahnya oleh sebuah zone kalsifikasi kartilago
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(calcified zone) yang tipis. Pertemuan antara calcified zone dan lapisan diatasnya
membentuk suatu batas yang disebut tidemark, dimana secara histologis batas ini dapat
terlihat jelas karena ia menyerap pewarnaan jaringan yang lebih kuat dibandingkan

dengan area sekitarnya (Hardingham, 1998).

Kekuatan daya tahan beban dari jaringan ini tergantung dari struktur dan
matriksnya. Integritas dari matriks tulang rawan sendi ditentukan oleh aktivitas dari
kondrosit. Lebih dari 70% matriks tulang rawan sendi terdiri atas air, namun oleh karena
banyak mengandung proteoglikan, maka jaringan ini hanya dapat ditembus secara difusi

oleh molekul-molekul yang kecil (Hardingham, 1998).

Fungsi darn tulang rawan sendi adalah 1) untuk melindungi sendi dan besarnya
beban yang diterima, 2) berperan sebagai bantalan mekanik 3) untuk memelihara gerak
permukaan sendi dengan gaya gesekan yang minimal, serta 4) untuk meneruskan gaya
yang diterimanya ke struktur tulang di bawahnya (Burkholder, 2002; Cook, 2000;

Mankin, 1995).

Seperti halnya jaringan yang lain, tulang rawan sendi dapat mengalami kerusakan,
yang biasanya disebabkan oleh karena trauma atau penyakit sendi degeneratif yang
kronis dan progresif. Meskipun tulang rawan sendi merupakan jaringan yang aktif
mengalami metabolisme, tetapi 1a memiliki kemampuan terbatas untuk memperbaiki diri.
Sehingga kelainan tersebut akhirnya dapat menyebabkan kecacatan sendi yang berat dan
progresif, sebagai akibat dari proses degradasi tulang rawan dan kerusakan permukaan
sendi. Pada kondisi yang seperti ini, total atau parsial joint replacement sangat

dibutuhkan untuk menghasilkan gerakan yang bebas dari nyeri (Mankin, 1995).
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Konsep replacement in1 nampaknya akan terus berkembang di masa mendatang.
Oleh karena itu, diperlukan pemahaman yang mendalam terhadap metabolisme normal
tulang rawan sendi seperti yang akan dibahas dalam referat ini. Kemudian untuk
melengkapi1 hal tersebut, akan dijelaskan pula hal — hal yang berhubungan dengan
metabolisme tulang rawan , seperti : hubungan sendi dan tulang rawan sendi, komposisi,
fungsi serta manifestasi klinis pada kelainan — kelainan yang disebabkan oleh gangguan

pada tulang rawan sendi.

2.2.1. Struktur dan Komposisi Tulang Rawan Sendi
2.2.1.1. Kerangka Tulang Rawan Sendi

Tulang rawan sendi pada umumnya terdiri dari ekstracellular matrix (ECM) yang
didalamnya tersebar sejumlah sel — kondrosit. Sedangkan ECM pada umumnya terdiri
dari proteoglikan, kolagen, dan air, serta sedikit protein dan glikoprotein. Adanya
berbagai macam komponen tersebut yang membuat tulang rawan sendi memiliki
keunikan dalam struktur dan kemampuan biomekanik. Struktur dan komposisi tulang
rawan sendi sangat bervariasi tergantung kedalamannya. Oleh karena itu, berdasarkan
kedalamannya, tulang rawan sendi dibagi menjadi empat zone, yaitu : superficial zone,

middle atau transitional zone, deep zone, dan calcified zone (Mankin, 1995).
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Gambar 2.2 : Gambaran histologi tulang rawan sendi dan pembagian zonenya (Sumber
dari : Mankin, 1995)

Zone superficial adalah zone cartilage yang paling atas yang membentuk
permukaan sendi. Pada zone ini terdapat serat — serat kolagen yang tipis, yang terusun
paralel terhadap permukaan dan mengandung paling sedikit proteoglikan. Pada middle
atau transitional zone, terdapat serat — serat kolagen dengan diameter yang lebih besar
serta sel — kondrosit tampak berbentuk lebih bulat. Sedangkan pada deep zone terdapat
kandungan proteoglikan yang terbanyak tetapi memiliki kandungan air yang terendah
serta serat — serat kolagennya memiliki diameter yang besar dan tersusun vertikal
terhadap permukaan sendi. Sel — kondrositnya nampak berbentuk bulat. Lapisan yang
paling dalam, yaitu calcified zone, memisahkan hyalin cartilage dengan tulang
subkondral. Ditandai dengan adanya sel — sel piknotik yang tersebar di dalam matriks
cartilaginous yang dilapisi oleh garam — garam apatit, dimana dengan pewarnaan
hematoxilin dan eosin akan nampak garis bergelombang yang berwarna kebiruan yang
disebut tidemark, dimana garis ini secara tegas memisahkan deep zone dan calcified zone

(Mankin, 1995).
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Akeson, dkk (1996) menganalogikan tulang rawan sendi dengan sebuah tenda
udara (air tenr) yang terdir dari tiga komponen, yaitu tenda (membran), medium untuk
mengembangkan tenda (udara) dan alat untuk mempertahankan agar tenda tetap
mengembang (kipas angin). Dimana komponen tenda (membran) dianalogikan dengan
struktur permukaan tulang rawan , udara dianalogikan dengan cairan tulang rawan serta
kipas angin dianalogikan dengan proteoglikan (PG) dan aggrecan. Ketiga komponen
tersebut saling bekerjasama untuk mempertahankan keutuhan struktur tulang rawan
sendi. Adanya gangguan pada salah satu komponen akan menimbulkan gangguan pada

struktur keseluruhan.

Inflation pump Membrane

Air Tent

Gambar 2.3 : Tenda udara yang dianalogikan dengan tulang rawan sendi (Sumber dari :
Akeson, 1996)

Beberapa penelitian yang mendukung teori ini antara lain adalah penelitian yang
dilakukan oleh Ogston yang melakukan pengukuran tekanan pengembangan tulang rawan
sendi yang ternyata besarnya seperti tekanan pada ban kendaraan. Hal ini dimungkinkan
dengan adanya sistim pompa yang dilakukan oleh PG, dimana permukaan molekul-
molekulnya memiliki grup hidroksil yang dapat menarik molekul air dan mengikatnya

dengan ikatan hidrogen. Reaksi ini yang menyebabkan cairan tertarik ke dalam tulang
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rawan melalui pori-pori matriks dan mengakibatkan pengembangan dari tulang rawan

(Akeson, 1996).

2.2.1.2. Komposisi Tulang Rawan Sendi

Seperti yang telah dikemukakan terdahulu, bahwa komposisi tulang rawan sendi
pada umumnya terdiri dari ekstracellular matrix (ECM) yang didalamnya tersebar
sejumlah sel — kondrosit. Sedangkan komposisi ECM itu sendiri pada umumnya terdin

dari air, kolagen, dan proteoglikan, serta sedikit protein dan glikoprotein.

2.2.1.2.1. Kondrosit

Proses sintesis dan pemeliharaan tulang rawan sendi tergantung dari sel —
kondrosit. Pada saat pertumbuhan, sel — sel yang berasal dari jaringan mesenchim ini
menghasilkan banyak ECM. Dan pada jaringan yang matur, dimana mereka menempati
10 % dari seluruh total jaringan, sel — sel ini bertanggung jawab terhadap pemeliharaan
ECM ini. Kondrosit dapat merespon berbagai rangsangan stimulus yang datang,
termasuk diantaranya adalah bahan — bahan mediator, seﬁerti growth factor, interleukin
dan pharmaceutical agent. Meskipun demikian, rangsangan beberapa faktor (misalnya

Interleukin-1) dapat menyebabkan degradasi dari ECM (Mankin, 1995).

2.2.1.2.2. Air
Air adalah komponen terbesar dalam tulang rawan sendi normal, antara 65 %

sampai 80 % dari berat basah jaringan. Pada fase awal osteoartritis, kandungan air dapat
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meningkat hingga 90 % sebelum nampak adanya total disintegrasi jaringan. Kurang lebih

30 % dari air ini terdapat pada ruang intraseluler dan sisanya terdapat di ECM.

Kandungan air tersebut terdistribusi dalam tulang rawan secara tidak homogen, kurang

lebih 80 % terdapat pada lapisan permukaan dan mengalami penurunan hingga 65 %

pada lapisan dalam (Mankin, 1995).

Tabel 2.1 : Komposisi biokimia darn tulang rawan sendi

Component

% Wet Weight

Water

Collagen (type II)

Aggrecan

Proteoglycans

- biglycan

- decorin

- fibromodulin

Collagens
- typeV
-  type VI
- typelX
- typeX
- type X1
Link protein
Hyaluronate
Fibronectin
Lipids

Quantitatively Major Components

Quantitatively Minor Components
(less than 5 %)*

( Sumber dari : Mankin, 1995)

* Although these components are present in lower overall amounts, they may be present
in similar molar amounts compared to type II collagen and aggrecan (for example, link
protein), and may have major roles to play in the functionality of the matrix.

Aliran air melalui jaringan dan permukaan sendi merangsang transport nutrisi

serta berfungsi sebagai lubrikasi sendi. Aliran air tersebut diatur oleh hukum mekanik

dan fisikokimia. Dari hukum ini dapat diketahui bahwa diperlukan tekanan yang sangat
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besar untuk menggerakkan aliran air melalui ECM. Misalnya, untuk menggerakkan aliran
air pada kecepatan 17,5 um/s dalam tulang rawan normal diperlukan tekanan sebasar
145 psi, padahal tekanan yang dibutuhkan oleh sebuah ban mobil tidak lebih dari 30 psi
(Mankin, 1995).

Ikatan tulang rawan sendi terhadap air banyak ditentukan oleh proteoglikan, dan
juga sedikit dipengaruhi oleh kolagen. Kemampuan proteoglikan untuk menarik air
dipengaruhi oleh tiga mekanisme fisikokimia, yaitu : (1) Tekanan osmotik Donnan, yang
disebabkan oleh ion—ion bebas pada jaringan interstitial (mis: Ca**, Na"), (2) Gaya tolak
elektrostatik diantara molekul-molekul proteoglikan, dan (3) kecenderungan dari
proteoglikan untuk mengisi suatu ruang dalam bentuk cairan (so/ution). Jadi apabila air
berhubungan dengan molekul proteoglikan, akan terjadi daya kohesi sehingga terbentuk

gel yang sangat kuat dan solid (Mankin, 1995).

2.2.1.2.3. Kolagen
2.2.1.2.3.1. Morfologi kerangka kolagen

Pola kolagen pada lapisan permukaan tulang rawan , secara morfologis agak
berbeda dengan lapisan di dalamnya. Benninghoff (1925) menggambarkan suatu pola
arkade dari organisasi kolagen tulang rawan sendi. Orientasi fibril kolagen pada lapisan
permukaan adalah bersifat tangensial dan selanjutnya berubah menjadi perpendicular
pada lapisan yang lebih dalam, yang kemudian oleh Beninghoff digambarkan sebagai
suatu arkade. Pada lapisan yang paling dalam, fibril kolagen ini melekat pada tulang
subkondral dengan melalui perantara suatu lapisan kalsifikasi tulang rawan . Batas antara

lapisan kalsifikasi dan non kalsifikasi, secara histologis, ditandai dengan adanya tidemark
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line, dimana struktur ini menunjukkan pewarnaan yang lebih jelas daripada area

sekitarnya (Akeson, 1996).

ARMOR PLATE LAYER
OF DENSELY PACKED JOINT SURFACE .
FINE COLLAGEN FIBRILS —»
ARCADES
oF
<——— BENNINGHOFF

TIDEMARK —»- ~— CALCIFIED

SUBCHONDRAL BONE (AYER CARTHAGE
LAYER

Gambar 2.4 : Skema diagram orientasi fibril kolagen pada tulang rawan sendi (Sumber
dari : Akeson, 1996)

Kandungan kolagen di permukaan lebih besar jika dibandingkan dengan
kandungan di lapisan bawahnya. Sebaliknya, kandungan proteoglikan lebih besar di

lapisan dalam.

JOINT
SURFACE
4
COLLAGEN
CONTENT
FULL
THICKNESS
OF
ARTICULAR
CARTILAGE | <«—+—— PROTEOGLYCAN
CONTENT
v BONE

Gambar 2.5 : Perbandingan relatif antara kolagen dan proteoglikan pada tulang rawan
Sendi (Sumber dari : Akeson, 1996)
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2.2.1.2.3.2.Biokimia kolagen

Kolagen merupakan 65 — 80 % massa berat kering tubuh, yang terdapat pada
jaringan ikat seperti tendon, ligamen, kulit, kapsul sendi dan tulang rawan . Kolagen
merupakan protein yang memiliki daya ketegangan yang tinggi. Selain itu kolagen juga
merupakan protein kunci pada stabilitas muskuloskeletal (Akeson, 1996).

Kolagen adalah struktur terbanyak yang ditemukan dalam ECM tulang rawan
sendi. Kurang lebih 90 — 95 % dan kolagen yang membentuk tulang rawan adalah
kolagen tipe II. Namun demikian selain itu masih ada kolagen tipe yang lainnya, yaitu
tipe V, VI, IX, X dan XI. Pada umumnya fungsi utama dari kolagen tersebut adalah untuk
memben ketegangan pada jaringan serta untuk imobilisasi proteogliikan dalam ECM
(Mankin, 1995).

Gambaran dari molekul kolagen adalah nigid, sangat panjang (300 nm),
berdiameter kecil (1,5 nm) dan struktur berbentuk seperti batang (rodlike), dimana ia
dibentuk oleh tiga rantai alfa dalam suatu triple helix yang disebut sebagai tropokolagen
(Akeson, 1996).

Tabel 2.2 : Tipe-tipe Kolagen

Type Tissue Polymeric Form
Class 1 (300-nm triple helix)

- Typel Skin, bone, etc Banded fibril

- Typell Cartilage, disk Banded fibnl

- Typelll Skin, blood vessels Banded fibnl

- TypeV With type I Banded fibril

- Type XI (1o, 2a, 3a) With type II Banded fibril

Class 2 (basement membranes)

- TypelV Basal lamina Three dimensional network
- Type VII Epithelial basement membrane Anchoring fibril

- Type VI Endothelial basement membrane  Unknown

Class 3 (short-chain)
- Type VI Widespread Microfilaments,
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110-nm banded aggregate

- TypelX Cartilage (with type IT) Cross-linked to type I
- TypeX Hypertrophic cartilage Unknown
- TypeXII Tendon, other ? Unknown
- Type X1l Endothelial cells Unknown

( Sumber dari : Mankin, 1995)

Gambar 2.6 menunjukkan formasi fibril kolagen dan pola khusus pita fibril di
bawah mikroskop elektron. Triple helix adalah merupakan cin karaktenistik dan semua
kolagen, dimana terdiri dan tiga rantai polipeptida (alpha chain). Komposisi asam amino
dari rantai alfa terdir dan glisin (33%) dan prolin (25%). Komponen prolin inilah yang
menyebabkan tiap-tiap rantai membentuk konfigurasi putaran ke arah kiri (/efi-handed
configuration).  Sedangkan di tiap-tiap rantai alfa, susunan rantai polipeptidanya
membentuk konfigurasi putaran ke arah kanan (right-handed configuration). Dengan
demikian akan terbentuk suatu struktur yang tahan terhadap adanya kekuatan daya regang

(Mankin, 1995).
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Gambar 2.6 : Skema dan formasi fibril kolagen (Sumber dari : Mankin, 1995)
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Kolagen juga mengandung hidroksiprolin, hidroksilisin dan hidroksilisin
glikosilat. Rangkaian asam amino pada triple helix merupakan susunan dari pengulangan
rangkaian asam amino “Gly-Xaa-Yaa”, dimana Gly adalah glisin, sedangkan Xaa dan
Yaa dapat berupa asam amino lain, yang biasanya adalah prolin dan hidroksiprolin.
Keberadaan glisin, yang merupakan asam amino terkecil, adalah merupakan suatu
keharusan untuk terbentunya struktur triple helix. Kegagalan dalam mempertahankan
rangkaian asam amoni ini, akan menyebabkan tidak terbentuknya triple helix.
Hidroksiprolin sangat dibutuhkan untuk menjaga kestabilan kolagen pada suhu tubuh,
karena asam amino ini menyebabkan pembentukan ikatan hidrogen intramolekuler pada
molekul kolagen. Hidroksilisin berpartisipasi dalam membentuk ikatan kovalen yang
berfungsi menstabilkan penyusunan fibril kolagen. Sedangkan peran hidroksilisin
glikosilat belum diketahui dengan pasti, meskipun demikian keberadaannya berperan

untuk meregulasi penyusunan fibril kolagen serta diameter fibril kolagen (Mankin, 1995).

2.2.1.2.3.3.Ikatan kolagen pada tulang rawan sendi

Kolagen pada tulang rawan tersusun sebagai suatu jaring ikatan (cross link).
Dimana ikatan intra dan intermolekulnya menyebabkan besarnya stabilitas jaringan
dalam tiga dimensi serta juga menyebabkan efek ketegangan pada jaringan tulang rawan .
Pembentukan ikatan kolagen ini, yang juga menghasilkan beberapa senyawa intermediat,
membutuhkan waktu beberapa minggu lamanya. Data dari penelitian terakhir
menunjukkan bahwa setiap molekul kolagen tipe IX pada tulang rawan sendi berikatan

dengan molekul kolagen tipe II (Mankin, 1995).
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Ikatan intramolekul terbentuk antara rantai alfa dalam satu tropokolagen,
sedangkan ikatan intermolekul terbentuk antara molekul tropokolagen yang bersebelahan.
Ikatan ini dihasilkan dari suatu reaksi enzimatik yang melibatkan asam amino lisin dan
hidroksilisin. Raksi awal pada proses ini adalah reaksi deaminasi oksidatif dar1 ujung
amino dari lisin menjadi aldehid oleh enzim lisil oksidase. Kemudian aldehid yang
terbentuk akan bereaksi dengan lisin atau denivat lisin aldehid lainnya untuk membentuk
ikatan (cross link) (Akeson, 1996).

Ikatan intermolekul antar tropokolagen dibuat dam reaksi lisin dengan lisin
aldehid untuk membentuk Basa Schiff (delta-semialdehid) dengan cara melepaskan
molekul H;O. Kemudian dua aldehid yang merupakan derivat dari lisin saling bereaksi
membentuk produk kondensasi aldol dengan cara melepaskan H,O pula yang kemudian
membentuk ikatan intramolekul antar rantai alfa . Baik Basa Schiff maupun produk
kondensasi aldol memiliki ikatan rangkap yang stabil yang merupakan dasar dari

terbentuknya ikatan inter dan intramolekul kolagen (Akeson, 1996).

2.2.1.2.4. Proteoglikan

Proteoglikan adalah merupakan makromolekul yang kompleks yang terdiri dari
protein inti (core protein) yang terikat pada rantai polisakarida (glikosaminoglikan).
Proteoglikan disusun oleh tiga unsur, yaitu : 1) glikosaminoglikan sulfat, 2) core protein
dan 3) hyaluronan (glikosaminoglikan non sulfat) (Akeson, 1996). 80 — 90 %
proteoglikan dalam tulang rawan mempunyai ukuran yang besar dan berbentuk agregat,
sechingga disebut dengan aggrecan (gambar 2.7). Aggrecan ini terdiri dari protein inti

yang besar dan panjang, yang berikatan dengan 100 kondroitin sulfat dan 50 keratan
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sulfat. Kondroitin sulfat memiliki rantai yang lebih panjang dibanding dengan keratan
sulfat. Selain itu terdapat molekul kecil, yaitu protein penghubung (link protein), yang
berperan untuk mengikat aggrecan dan hyaluronat melalui suatu komplek aggrecan — link

protein — hyaluronat (Hardingham, 1998; Mankin, 1995).
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Gambar 2.7 : Skema dan molekul aggrecan dan ikatauuya dengan proteoglikan (Sumber
dari : Mankin, 1995)

Selain jenis proteoglikan seperti di atas, terdapat jenis lain di dalam tulang rawan
yang mengandung core protein yang berbeda, misalnya biglikan dan decorin yang
memiliki core protein yang berukuran kecil Q 30 kd). Biglikan mengandung dua rantai
dermatan sulfat, sedangkan decorin hanya mengandung satu rantai. Proteoglikan yang
lain adalah fibromodulin (50 — 65 kd) yang mengandung molekul keratan sulfat.
Proteoglikan ini tidak terdistribusi secara homogen di dalam tulang rawan . Pada zone

superfisial didapatkan kolagen yang banyak dan proteoglikan yang sedikit. Semakin
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dalam lapisan, jumlah proteoglikan semakin banyak. Bagaimanapun distribusinya,
kandungan dan tipe proteoglikan dalam tulang rawan ini akan berubah tergantung
dengan usia dan penyakit (Mankin, 1995).

Glikosaminoglikan yang terikat pada proteoglikan adalah merupakan suatu rantai
yang panjang dan tidak bercabang, yang terdiri dari pengulangan suatu unit disakarida.
Tiga jenis glikosaminoglikan yang paling banyak dijumpai adalah : 1) kondroitin sulfat,
2) keratan sulfat dan 3) dermatan sulfat. Keratan sulfat adalah glikosaminoglikan yang
terbanyak dijumpai (55 — 90 %), tergantung usia atau penyakit yang ada (misalnya
osteoartritis). Hyaluronat juga merupakan glikosaminoglikan, sama dengan yang lainnya,
memiliki ujung karboksil (COOH), tetapi tidak mengandung sulfat (SO4) (Mankin,

1995).
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Gambar 2.8 : Agregat proteoglikan yang dibentuk oleh sekumpulan aggrecan (Sumber
dar1 : Mankin, 1995) Sy

Tesis Tjahja Nurrobi




ADLN-Perpustakaan Universitas Airlangga

24

Rantai hyaluronat adalah merupakan suatu rantai panjang yang tidak bercabang,
dan dapat mengikat banyak molekul aggrecan membentuk agregat proteoglikan. Ukuran
agregat sangat bervariasi tergantung usia dan kondisi tubuh, tetapi tiap agregat dapat
mengandung sampai dengan 200 molekul aggrecan (Mankin, 1995).

Ikatan antara glikosaminoglikan dengan core protein untuk membentuk aggrecan
atau proteoglycan subunit (PGS) adalah merupakan ikatan kovalen, sedangkan ikatan
antara PGS dengan hyaluronan adalah merupakan ikatan non kovalen. Dimana ikatan
non kovalen anatara PGS dengan hyaluronan ini dapat didisosiasi oleh cairan konsentrat
dari guanidium hidroklorida, kalsium klorida atau magnesium klonida (Akeson, 1996).

Gabungan antara proteoglikan dan kolagen membentuk suatu matriks solid yang
porous dan permeabel. Ikatan antar proteoglikan serta antara proteoglikan dan kolagen
membuat suatu anyaman yang dapat menyebabkan struktur ECM tulang rawan menjadi

rigid dan kuat (gambar 2.9) (Mankin, 1995).

Gambar 2.9 : Proteoglikan diantara matriks solid tulang rawan sendi (Sumber dari :
Mankin, 1995)
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2.2.2. Metabolisme Tulang Rawan Sendi
Proses metabolisme tulang rawan adalah suatu proses yang meliputi sintesis

(anabolisme) dan degradasi (katabolisme) komponen-komponen pembentuk tulane rawan
Suaui.  aULLUDIL yally ICISCUAl Ul 0alam matriks ECM berperan untuk mensistesis dan

menyusun komponen matriks tulang rawan dan juga distribusinya di dalam jaringan.
Selain itu kondrosit juga berperan dalam memelihara matriks ECM dengan menjaga
kesetmbangan sintesis komponen matriks serta degradasi dan pelepasannya dari tulang
rawan .

Berbeda dengan proses metabolisme di jaringan lainnya, semua proses
metabolisme di tulang rawan terjadi pada kondisi avaskular dan anaerobik. Faktor yang
dapat mempengaruhi proses metabolisme ini adalah faktor kimia dan mekanik, misalnya
mediator larut (seperti growth factor, interleukin), komposisi matriks, beban mekanik,

perubahan tekanan hidrostatik, dil.

2.2.2.1. Metabolisme Kolagen

Struktur molekul dari kolagen telah lama menjadi perhatian selama bertaﬁun—
tahun lamanya, karena struktur ini merupakan komponen utama pembentuk jaringan ikat
pada semua mamalia. Kandungannya berkisar antara 65 — 80% massa berat kering pada
Jaringan ikat khusus, seperti pada tendon, ligamen, kulit, kapsul sendi dan tulang rawan

(Akeson, 1996).

Tesis Pengaruh oksigen hiperbarik... Tjahja Nurrobi



ADLN-Perpustakaan Universitas Airlangga

26

2.2.2.1.1. Sintesis Kolagen

Proses awal sintesis kolagen dimulai dari translasi mRNA rantai alfa untuk
membentuk suatu rantai polipeptida baru, dimana domain untuk noncollagenous
propeptide berada pada ujung amino dan karboksil, mengapit domain collagenous.
Rantai baru ini kemudian dikeluarkan ke dalam cisterna retikulum endoplasmik kasar
(RER) yang kemudian dilanjutkan dengan terjadinya proses-proses glikosilasi propeptida,
hidroksilasi prolin dan lysin, glikosilasi lysin serta formasi dari triple helix (gambar
2.10). Langkah selanjutnya adalah sekresi rantai ke dalam matriks. Perlu diketahui,
bahwa proses hidroksilasi memerlukan vitamin C sebagai salah satu kofaktor, sehingga
adanya defisiensi vitamin C (misalnya scurvy) dapat menyebabkan gangguan pada
sintesis kolagen. Setelah disekresi, noncollagenous propeptide dipecah dari kedua ujung
triple helix, yang kemudian diikuti dengan formasi fibril oleh molekul kolagen itu sendiri.
Proses terakhir adalah pembentukan ikatan kovalen yang dikatalisa oleh enzim /lysy/

A oksidase (Mankin, 1995).

Pada tulang rawan , proses di atas biasanya terjadi pada kolagen tipe Il dan XI.
Sedangkan pada t.ipe lainnya dapat terjadi variasi pada proses tersebut. Misalnya pada
kolagen tipe VI, IX dan X, tetap membiarkan domain terminal noncollagenous-nya tidak
dipecah setelah sekresi. Pada tipe IX, terdapat single site yang biasanya mengandung
rantai kondroitin sulfat, dimana proses penggabungannya mungkin terjadi pada

kompartemen golgi (Mankin, 1995).
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Gambar 2.10 : Proses-proses sintesis kolagen yang terjadi pada tempat-tempat di intrasel
(Sumber dari : Mankin, 1995)

Simon SR (1995) menunjukkan adanya bukti-bukti yang mengindikasikan bahwa
pada sintesis kolagen : 1) proses glikosilasi kolagen terjadi pada RER, 2) tidak ada ikatan
intermolekul, melainkan ikatan disulfida intramolekul yang nampak pada RER dan 3)
proses formasi triple helix harus sudah selesai sebelum molekul meninggalkan RER

(Marnkin, 1995).

2.2.2.1.2. Degradasi Kolagen

Hingga saat ini sedikit sekali pengetahuan tentang mekanisme pemecahan
kolagen. Pada tulang rawan normal, proses ini terjadi pada kecepatan yang sangat
rendah. Ternyata hal ini juga terjadi pada proses degeneratif dan proses repair atau
remodeling ( misalnya pada pertumbuhan). Mekanisme pemecahan ini mungkin terjadi
dengan dua cara, yaitu : 1) cara enzimatik, dengan metaloproteinase kolagenase yang

dapat memecah kolagen pada triple helix, atau 2) cara mekanik (Mankin, 1995).
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2.2.2.2. Metabolisme Proteoglikan
Komponen-komponen proteoglikan di sintesis dan sel-kondrosit untuk kemudian
ditransport dan bergabung di dalam ECM. Sedangkan proses degradasinya juga terjadi di

ECM untuk kemudian dilepaskan dari tulang rawan menuju ke sirkulasi sistemik.

2.2.2.2.1. Sintesis Proteoglikan

Proses sintesis proteoglikan bermula pada tingkat biomolekuler (gambar 2.11),
dimana terjadi ekspresi gen dan aggrecan dan link protein, yang diawali dengan proses
transkripsi mRNA dan DNA di dalam nukleus. Kemudian di dalam retikulum
endoplasma, mRNA ditranslasikan menjadi protein dengan bantuan ribosom. Protein
yang baru im kemudian ditransport ke kompleks golgi, dimana nantinya akan
ditambahkan rantai glikosaminoglikan. Rantai kondroitin / dermatan sulfat ditambahkan
pada rangkaian asam amino serin yang spesifik ( Ser-Gly ), sehingga terbentuk kompleks
tetrasakarida yang unik sbb :

ser — xylose — galaktose — galaktose — asam glukoronat —
I
Sedangkan rantai keratan sulfat ditambahkan pada asam amino serin atau treonin dengan
menggunakan rangkaian yang berbeda (Mankin, 1995), yaitu :
lglukosamin — galaktosamin —
ser (thr) — galaktosamin

|
galaktosa — asam sialat
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Apabila terjadi elongasi dari rantai tersebut, maka residu heksosamin pada rantai
kondroitin / dermatan sulfat dan keratan sulfat akan mengalami sulfatasi. Seluruh reaksi
diatas terjadi pada saat pasca translasi, sehingga tidak dikontrol oleh faktor genetik.
Akhir dari proses yang terjadi di kompleks golgi adalah glikosilasi. Aggrecan dan link
protein yang terbentuk pada akhir proses ini kemudian disekresikan keluar menuju ECM
melalui suatu vesikel-vesikel. Di ECM inilah terjadi proses penggabungan antara
molekul aggrecan, link protein dan hyaluronat yang dihasilkan oleh plasma membran

(Mankin, 1995).

Fergsdifar bt iaitizhc
IR meirik

Gambar 2.11 : Tahapan pada proses sintesis dan sekresi aggrecan dan ikatan protein oleh
sebuah kondrosit (Sumber dari : Mankin, 1995)

Keterangan gambar : 1) transkripsi gen aggrecan dan link protein pada mRNA, 2)
translasi mRNA di RER membentuk protein core, 3) protein yang baru terbentuk
ditransport keluar RER, 4) cis dan 5) trans komplek golgi tempat dimana
glikosaminoglikan ditambahkan pada protein core, 6) transport molekul melalui vesikel
ke plasma membran, 7) pelepasan ke dalam ECM, 8) sintesis hyaluronat pada plasma
membran, 9) aggrecan, link protein dan hyaluronat dapat digabungkan di dalam ECM.
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Sintesis proteoglikan oleh sel-kondrosit dapat dipengaruhi oleh faktor-faktor
endogen dan eksogen. Penelitian menunjukkan adanya pengaruh yang signifikan pada
perubahan sintesis proteoglikan terhadap kondisi fisik dan patologis seperti trauma,
osteoartritis, perubahan tekanan hidrostatik interstisial (stres, strain, dan aliran darah di
jaringan), saturasi oksigen, perubahan pH, konsentrasi kalsium, konsentrasi serum,
growth hormon, insulin like growth factor-1 (IGF-1), ascorbat, vitamin E, kortisol,
prostaglandin, difosfonat, salisilat dan beberapa non-steroid anti inflamation drug
(NSAID), hyaluronat, undin difosfat, xylosida, jaringan sinovial, dan beberapa variasi

faktor lainnya (Mankin, 1995).

2.2.2.2.2. Degradasi Proteoglikan

Pada jaringan normal, proteoglikan secara kontinyu selalu dipecah dan dilepaskan
dari tulang rawan . Pada kecepatan tertentu, aktivitas tersebut menunjukkan adanya
proses pemeliharaan jaringan yang normal. Pada proses remodeling ataupun keadaan
degeneratif, aktivitas ini dapat berubah menjadi lebih cepat dari normal. Proses
katabolisme ini juga dapat disebabkan oleh adanya mediator-mediator tertentu serta
adanya beban yang diterima oleh tulang rawan . Misalnya, Interleukin — 1 dapat
mempercepat degradasi proteoglikan dan imobilisasi sendi dapat menyebabkan hilangnya
proteoglikan secara cepat dari matriks tulang rawan (Mankin, 1995).

Proses degradasi dar proteoglikan dilakukan melalui pemecahan protein core
secara enzimatik. Pemecahan protein core yang paling banyak terjadi adalah pada bagian
antara domain G1 dan G2 (gambar 2.12), sehingga memisahkan bagian yang terikat

dengan hyaluronat dan link protein (tidak mengandung glikosaminoglikan) dengan
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bagian yang mengandung glikosaminoglikan.  Glikosaminoglikan yang terlepas,
meskipun ukurannya besar, dapat menembus matriks dan keluar dari tulang rawan
menuju cairan sinovial. Demikian juga dengan domain G1 dan link protein, yang
dipecah lagi oleh enzim proteolitik (protease), fragmen-fragmennya dikeluarkan pula dari
tulang rawan . Dar cairan sinovial, fragmen-fragmen tersebut dibawa menuju sistim
limfatik, sehingga fragmen glikosaminoglikan dapat ditemukan lebih lanjut di sepanjang
sistim limfatik, di dalam aliran darah dan bahkan di dalam urine. Dengan demikian
fragmen proteoghkan di dalam tubuh dapatlah diukur, paling tidak di dalam cairan
sinovial, dengan tujuan untuk mengetahwu aktivitas katabolisme yang terjadi pada tulang
rawan sendi yang bersangkutan. Hal ini diharapkan dapat mengetahui diagnosis dan

prognosis dini adanya kelainan send1 (Mankin, 1995).

Proteoglycan
Aggregate

Hetaase from
Joirit partage

H N B B )

Gambar 2.12 : (Kir) Mekanisme degradasi agregat proteoglikan, (Kanan) Perjalanan
fragmen agregat proteoglikan yang telah mengalami degradasi di dalam sistim sirkulasi.
(Sumber dari : Mankin, 1995)
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2.2.3. Respon tulang rawan sendi terhadap Growth Factor

Pada saat ini, para ahli biokimia telah berusaha untuk mencari bagaimana respon
tulang rawan sendi terhadap growth factor. Dan ternyata hal ini telah menjadi suatu
kenyataan, meskipun baru dalam fase awal, bahwa senyawa inilah yang memegang
peranan penting di dalam proses sintesis tulang rawan sendi. Penjelasan tentang
bekerjanya senyawa ini pada kondrosit belum dipaparkan secara utuh, namun nampaknya
hal ini berhubungan dengan tempat reseptor sel permukaan pada sel yang bertanggung
jawab. Misalnya pada dua senyawa growth factor (insulin-like growth factor-1 dan
insulin), terjadi suatu kompetitif binding dimana nantinya dapat mempengaruhi hasil
akhirnya. Pada kebanyakan growth factor, reseptor selnya sangat spesifik dan responnya
ditentukan oleh konsentrasi growth factor dan jumlah reseptor pada sel. Beberapa growth
factor yang sangat berpengaruh pada metabolisme tulang rawan sendi antara lain akan

diuraikan di bawah ini.

2.2.3.1. Platelet-derived Growth Factor (PDGF)

| PDGF adalah jenis growth factor utama untuk sel-sel jaringan penghubung.
PDGF merupakan suatu glikoprotein dengan BM sebesar 30 kd. Beberapa penelitian
memperkirakan bahwa PDGF memiliki efek mitogenik pada kondrosit, namun
mekanismenya masih belum jelas. Demikian pula aktivitasnya pada kondisi sendi yang
normal juga belum dapat dijelaskan. Akan tetapi pada kondisi osteoartritis dan trauma
laserasi, senyawa ini memegang peranan penting untuk proses penyembuhan (Mankin,

1995).
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2.2.3.2. Fibroblast Growth Factor (basic) (b-FGF)

b-FGF adalah senyawa yang identik dengan Cartilage Growth Factor ataupun
Cartilage-derived Growth Factor, yang berperan sebagai mitogen yang poten pada
jaringan penghubung. Penilitian menunjukkan bahwa b-FGF merupakan stimulator yang
kuat untuk sintesis DNA pada kultur kondrosit orang dewasa. Senyawa ini, meskipun
berperan dalam sintesis matriks, nampaknya kurang begitu aktif, kecuali bila
digabungkan dengan senyawa lain, misalnya insulin. Penelitian terakhir menyebutkan
bahwa b-FGF secara jelas dapat menstimulir proses perbaikan tulang rawan sendi pada

percobaan dengan menggunakan kelinci (Mankin, 1995).

2.2.3.3. Insulin-like Growth Factor — I (IGF-I )

IGF-I yang dahulu dikenal dengan sebutan Somatomedin-C, telah diketahui dapat
menstimulir sintesis DNA dan matriks growth plate pada tulang rawan sendi yang imatur
dan juga tulang rawan sendi pada orang dewasa. Sedikit penelitian yang menjelaskan
bahwa growth factor ini disintesis dari tulang rawan sendi dan juga belum diketahui
apakah IGF diproduksi secara lokal atau di liver. IGF-I akan lebih efektif pada saat
digabungkan dengan senyawa lain, termasuk b-FGF, tetapi tidak dengan insulin.
Penelitian terakhir menyebutkan bahwa IGF-I dapat memelihara proses sintesis
proteoglikan pada orang dewasa (Mankin, 1995). Selain itu kondrosit manusia
menunjukkan penurunan respon terhadap IGF-1 dengan meningkatnya usia (Hardingham,

1998).
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2.2.3.4. Transforming Growth Factor-beta (TGF-B)

TGF-B adalah merupakan senyawa yang terdiri dari dua buah polipeptida yang
saling berikatan oleh ikatan disulfida dan mempunyai BM sebesar 25 kd. Penelitian
terakhir menunjukkan bahwa TGF-f disintesis secara lokal oleh kondrosit dan
nampaknya mempengaruhi sintesis proteoglikan, dan secara bersamaan, juga mensupresi
sintesis kolagen tipe II. Saat ini terdapat bukti yang menyebutkan, bahwa TGF-8
bertanggungjawab atas stimulasi pembentukan tissue inhibitor of metalloproteinase
(TIMP) dan plasminogen activator inhibitor-1, dua buah senyawa yang dipercaya dapat
menghambat kerja stromyelisin dan plasmin (Mankin, 1995). Terhadap sintesis
proteoglikan, TGF-B lebih menunjukkan respon pada jenis proteoglikan dengan BM yang
kecil (decorin atau biglikan) dibanding dengan proteoglikan dengan BM yang besar

(Hardingham, 1998).

2.2.4. Respon tulang rawan sendi terhadap Cytokine

Interleukin — 1 (IL-1) dan tumor nekrosis factor — a (TNF-a) secara umum
menunjukkan efek yang besar terhadap tulang rawan sendi, termasuk dalam peran
menghambat sintesis proteoglikan dan merangsang degradasi matriks proteoglikan
(Hardingham, 1998).

IGF-1 dan TGF-$ memiliki kerja yang berlawanan dengan IL-1 dan TNF-a,
dimana IGF-1 dan TGF-B merangsang sintesis matriks dan menghambat degreadasi
matriks. Efek sensitivitas tulang rawan sendi manusia terhadap IL-1 (dan TNF-a),
berkurang dengan meningkatnya usia. Elliot, et al (1994) menyatakan bahwa TNF-a

dapat digunakan untuk mengidentifikasi target terapi pada kelainan rematoid artritis.
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Dimana monoklonal antibodi dari TNF-a yang diberikan kepada pasien rematoid artritis,
ternyata efektif mengurangi parameter klinis dan laboratoris setelah 1 — 3 bulan
kemudian. Hal ini mengarahkan bahwa TNF-a adalah merupakan cytokine penting
dalam proses rematoid artritis, dan bahwa produksi IL-1 pada sendi paling banyak
disebabkan oleh TNF-a. Bentuk terapi ini ternyata juga efektif pada binatang percobaan
artritis dalam mensupresi infiltrasi sel radang ke dalam sendi serta mengurangi
pembengkakan sendi, meskipun sampai saat ini belum jelas sampai seberapa jauh hal ini

dapat mencegah dar kerusakan tulang rawan sendi (Hardingham, 1998).

[L-1a or TNF-a
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Gambar 2.13 : Efek cytokine dan growth factor pada tulang rawan sendi (Sumber dari :
Hardingham, 1998)
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Selain itu terdapat antagonis reseptor IL-1 yang merupakan inhibitor alami dari
IL-1 yang juga membentuk mekanisme kontrol biologis dari kerja IL-1. Lewthwaith, et
al (1995) telah melakukan eksperiman pengeblokan IL-1 dengan menggunakan injeksi
antagonis reseptor IL-1 rekombinan pada binatang (Hardingham, 1998).

Kerja dari TNF-a dan IL-1 pada kondrosit dikontrol, tidak hanya secara lokal,
tetapi juga oleh interaksi berbagai macam faktor, yang melibatkan perubahan ekspresi
reseptor, pelepasan reseptor dari sel, antagonis reseptor IL-1 serta juga efek kompetisi

growth factor lokal dan yang beredar di jaringan (Hardingham, 1998).

2.2.5. Cedera Tulang Rawan Sendi

Komposisi tulang rawan sendi sangat dipengaruhi oleh berat beban dan
pergerakan pada sendi. Bila hal imi terganggu, maka akan terjadi perubahan
keseimbangan sintesa dan degradasi tulang rawan sendi. Penurunan berat beban, seperti
pada imobilisasi dengan cast, menimbulkan atrofi dan degenerasi tulang rawan sendi.
Sedangkan pada penekanan tulang rawan yang berlebihan, seperti pada external fiksasi,
.menyebabkan kematian kondrosit pada daerah kontak. Tingkat keparahannya tergantung
dan berat dan durasi beban. Keadaan yang terjadi dapat berupa fibrilasi, penurunan
sintesa, morfologi dan kadar proteoglikannya. Gangguan pada proteoglikan ini lebih
tinggl daripada gangguan pada kolagen. Hal ini terjadi karena hambatan pada sistim
nutrisi melalui cairan sinovial. Proses ini merupakan proses yang reversibel, walaupun
kemampuan pemulihannya menurun dengan semakin lamanya imobilisasi (Mankin,

1995; Handley, 1995).
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Tekanan tumpul yang tinggi atau berulang dapat menimbulkan cedera pada tulang
rawan sendi tanpa merusak permukaannya. Hal tersebut menimbulkan kematian
kondrosit, kerusakan matriks, celah pada permukaan, cedera pada tulang dibawahnya dan
timbul penebalan pada tidemark. Pada keadaan tertentu dapat terjadi pelepasan tulang
rawan dari tulang subkondral, yang banyak menyebabkan degenerasi dari lapisan basal /
deep zone tulang rawan sendi. Timbulnya penebalan tulang rawan sendi pada proses ini
disebabkan oleh penebalan pada tidemark dan calcified zone, yang menimbulkan kaku
pada sendi. Keadaan ini bila berlanjut, dapat mentmbulkan osteoartritis (Darmadi, 2002).

Efek katabolisme dapat timbul karena cedera tunggal atau trauma berulang yang
dapat menyebabkan degenerasi yang progresif. Latihan lari menyebabkan peningkatan
kadar proteoglikan, menurunkan aliran cairan selama pembebanan dan meningkatkan
tebal tulang rawan. Sebaliknya latthan yang berlebihan akan menyebabkan fibrilasi
matriks, penurunan kadar proteoglikan (Mankin, 1995).

Ketidakstabilan sendi, seperti pada ruptur Anterior Cruciate Ligament (ACL) /
post menisektomi dapat menyebabkan perubahan pada tulang rawan sendi, seperti
fibrilasi permukaan, peningkatan hidrasi, penurunan kadar proteoglikan, penebalan
kapsul sendi dan pembentukan osteofit. Hal ini terjadi karena pem'ngkatan pada sintesa
dan degradasi matriks, sekresi enzim proteolitik dan proses mitosis serta anabolik
kondrosit. Walaupun terjadi peningkatan proses repair, tidak dapat menghambat

progresifitas proses degenerasinya (Mankin, 1995).
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Osteoartritis merupakan gambaran paling sering degenerasi tulang rawan.
Menurut Howell, teori tentang osteoartritis dapat dibagi menjadi 3 teori dasar
(Abdurrahman, 2000), yaitu :

e Teori Biomekanik Kartilago, suatu kelemahan biomekanik akibat adanya
penuaan, trauma dan kelainan matriks.

e Teori Homeostasis Kondrosit, suatu kegagalan kondrosit dalam menjaga
keseimbangan sintesa — degradasi matriks.

e Teori Biomekanik Ekstra-artikuler, dimana faktor primernya ekstra

artikuler, yang berakibat kerusakan pada tulang rawan sekunder.

2.2.6. Proses Penyembuhan Cedera Tulang Rawan Sendi

Walaupun tulang rawan sendi merupakan jaringan dengan metabolisme aktif, ia
mempunyai kapasitas yang terbatas untuk reparasi. Dibanding jaringan lain, tulang rawan
mempunyai rasio cell — matriks, turn over dan aktifitas mitosis yang rendah. Pada tulang
rawan muda banyak mengandung TGF-B yang berperan pada sintesis ECM. Dengan
semakin tua, terdapat penurunan stem sel mesenkim dan aktifitas kondrosit. Perbaikan
pada tulang rawan berupa penggantian dari sel dan matriks yang rusak atau hilang dengan
yang baru. Proses ini dalam keadaan normal terjadi keseimbangan antara degradasi dan
sintesa matriks. Gangguan dari proses ini dapat menyebabkan penyakit pada tulang rawan
sendi. Perbaikan pada tulang rawan sendi ini jarang memperbaiki struktur atau fungsi
tulang rawan sebelumnya. Bentuk yang paling umum dari perbaikan ini adalah
pembentukan scar, yang terdiri dari fibril kolagen yang padat dan fibroblast yang

tersebar, pada lapisan permukaan jaringan ini disebut fibrosis, sedangkan pada lapisan
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yang lebih dalam jaringan ini disebut fibrocartilage. Jaringan ini tidak dapat menahan
tekanan yang tinggi dan mudah deteorisasi (Athanasiou, 2002; Mankin, 1995; Handley,
1995).
Faktor yang menyebabkan keterbatasan respon tulang rawan terhadap cedera
(Darmadi, 2002) adalah :
1) Kurangnya pembuluh darah, mencegah sel baru masuk ke tempat cedera
2) Kurangnya sel mesenkim dalam jaringan, mencegah mulainya respon
penyembuhan
Pada penyembuhan tulang rawan sendi, terjadi proliferasi kondrosit. Sel-sel yang
bertanggung jawab pada proses penyembuhan pada tulang rawan sendi ini tidak mampu
memproduksi makromolekul seperti proteoglikan, kolagen dalam jumlah yang cukup
untuk menimbulkan matriks yang kuat dan saling melekat seperti pada tulang rawan

sendi yang normal (Mankin, 1995).

Apabila cedera tulang rawan hanya mengenai bagian yang superfisial saja (tidak
melalui tide mark / tulang subkondral), maka biasanya tidak mengalami proses
penyembuhan, karena tidak menimbulkan perdarahan dan respon inﬂamas‘i. Kondrosit
dekat dengan tempat cedera mungkin berproliferasi dan mensintesa matriks, tetapi gagal
memperbaiki pada lokasi cedera, karena tidak bermigrasi ke lokasi yang cedera,
sedangkan stem sel mesenkim tidak dapat mesuk ke lokasi cedera. Suatu lapisan dari
matriks yang baru mungkin timbul di permukaan, tetapi tidak terjadi proses perbaikan
yang signifikan. Sehingga ada usaha untuk mengebor tulang subkondral pada cedera

tulang rawan sendi (Athanasiou, 2002; Mankin, 1995; Handley, 1995).
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Trauma tulang rawan yang menembus subkondral akan mengalami proses
perbaikan osteokondral, karena sel melalui vaskuler subkondral dan memulai respon
penyembuhan. Proses ini menimbulkan perdarahan, pembentukan bekuan fibrin dan
inflamasi di lokasi cedera. Bekuan fibrin ini yang kemudian membentuk fibrocartilage di
permukaan sendi. Proses ini lebih cepat pada usia muda dan semakin menurun dengan
bertambahnya usia. Segera setelah cedera, clot fibrin mengisi lokasi cedera dan sel
inflamasi bermigrasi ke clot. Disini terjadi perbedaan antara cedera pada tulang rawan
saja dengan yang diikuti cedera pada tulang dibawahnya, dimana pada kondisi yang
kedua terjadi pelepasan growth factor (PDGF, IGF-1, TGF-B) dan protein yang
mempengaruhi fungsi sel seperti migrasi ke clot fibrin, proliferasi, deferensiasi dan
sintesa matriks. Growth ini menstimulasi migrasi sel mesenkim atau fibroblast like cells
ke clot dan merangsang proliferasi serta aktifitas sintesa sel tersebut (Athanasiou, 2002;
Mankin, 1995; Handley, 1995; Darmadi, 2002).

Dalam 2 minggu setelah cedera osteokondral, beberapa sel mesenkimal tersebut
mengelilingi kondrosit dan mulai memproduksi matriks yang mengandung kolagen tipe 2
dan proteoglikan. 6 — 8 minggu setelah cedera, jaringan pada lokasi cedera mengandung
konsentrasi yang tinggi dari chondrosite like cells. Secara simultan, sel dalam tulang
membentuk tulang imature, jaringan fibrous dan tulang rawan pada matriks hyalin. Pada
teon1 terbaru, diketahui bahwa proteoglikan tulang rawan menghambat perlekatan stem
sel mesenkim pada lokasi cedera, yang mana perlekatannya dapat dibantu oleh enzim
yang memecah matriks seperti GAG, yang berkonjugasi dengan growth factors. Enzim
ini membebaskan sel dari ECM dan mempercepat pergerakannya ke lokasi cedera.

Pembentukan tulang ini mengembalikan tulang subkondral dengan beberapa bagian
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berupa jaringan fibrous dan tulang rawan hyalin, tetapi sebaliknya, jarang sampai
memperbaiki struktur unik dar tulang rawannya sendiri secara lengkap (Athanasiou,
2002; Mankin, 1995; Handley, 1995; Darmadi, 2002).

Secara umum, setelah 6 bulan, perbaikan terutama dari pembentukan tulang, juga
jaringan fibrouscartilage dan tulang rawan hyalin. Sifat jaringan fibrouscartilage ini
mempunyai kualitas yang lebih rendah daripada jaringan yang normal. Hal ini
berhubungan dengan rendahnya kadar proteoglikan. Kualitas bioimekaniknyapun juga
lebih rendah, terutama dalam hal menahan beban, karena matriks jaringan yang
dihasilkan umumnya kurang elastis, tetapi lebih padat dan lebih permeabel. Selain itu,
orientasi serat kolagennya tersebar tidak teratur pada jaringan tulang rawan yang baru ini,
dan tidak mengikuti patern yang normal, yang menyebabkan daya tahannya berkurang.
Sebagai tambahan, juga terdapat celah antara jaringan yang lama dengan yang baru, yang
menyebabkan timbulnya mickromotion, yang memudahkan terjadinya deteorisasi
jaringan 1 tahun setelah cedera. Untuk perbaikan hal tersebut, dapat juga dilakukan
grafting, transplant, mickrofraktur subkondral, stimulasi subkondral dan laser. Untuk
evaluasi perbaikan tulang rawan, dapat didasarkan kelainan morfologi dan histologinya
(Athanasiou, 2002; Mankin, 1995; Handley, 1995; Darmadi, 2002).

Proses penyembuhan tulang rawan dapat dikatakan kurang memuaskan.
Penelitian dengan pemberian fibrin clot eksogen pada cedera tulang rawan terbukti
memberikan hasil yang lebih baik, terutama pada 8 minggu pertama, karena menyembuh
lebih teratur. Penelitian lain dengan penggunaan periost / perikondral allograft dan
pemberian growth factors / bahan kondroinduktif lain pada penderita usia muda juga

terbukti dapat memperbaiki tulang rawan. Hal ini menunjukkan bahwa defek dapat
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ditutup dengan jaringan yang menyerupai tulang rawan hyalin, secara histologis dan

biomekanis. Pada penelitian terakhir, khususnya pada pasien muda dan defek tulang

rawan yang kecil, dapat menggunakan teknik biological resurfasing dengan kondrosit,

periosteum, perikondrium atau graft osteokondral (Darmadi, 2002).

2.3. Oksigen Hiperbarik (OHB)

Sejarah perkembangan Oksigen Hiperbarik (OHB) berawal dan berkaitan erat

dengan perkembangan kedokteran penyelaman, tercatat pada tahun 4500 BC pertama kali

penyelam menahan nafas untuk mencari mutiara (Jain, 1996). Secara garis besar

perkembangan sejarah penggunaan OHB (Lakesla, 1999; Orani, 1996; Jain, 1996) dapat

disusun sebagai berikut :

No | Tahun Kejadian

1 1662 | Dr. Henshaw menciptakan Domicilium yang merupakan prototipe RUBT
untuk meneliti penggunaan tekanan tinggi pada kasus-kasus klinis, yang
kemudian ternyata gagal

2 1771 | Penemuan oksigen oleh James Priestly (Inggris)

3 1830 | Di Perancis mulai menggunakan Caisson untuk membuat terowongan
bawah air, sebagai akibatnya mulai dikeluhkan gejala yang dikenal
dengan Bends Disease

4 1834 | Junod (Perancis) memasukkan pasien-pasiennya kedalam RUBT dengan
tekanan 4 atmosfir

5 1837 | Pravaz (Perancis) membuat RUBT dengan kapasitas 12 orang

6 1860 | Dibuat RUBT pertama di benua Amerika, yaitu di Otawa (Kanada)
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10

11

12

13

14

15

16

17

1870

1878

1918

1937

1955

1960

1961

1962

1965

1970

1988

Fontaine membuat RUBT beroda yang dapat ditarik kemana-mana dan
didalamnya dapat dilakukan tindakan pembedahan

Penemuan efek toksik penggunaan oksigen oleh Paul Bert

Dr. Cunningham membangun fasilitas RUBT terbesar di dunia di Ohio
Behnke dan Shaw pertama kali menggunakan OHB pada kasus
decompression sickness

Churchill-Davidson pertama kali menggunakan OHB sebagai pengobatan
di klinik pada penderita yang terkena efek terapi radiasi pengidap kanker
Dr. Boerema melakukan pembedahan penderita tetralogi fallot dalam
RUBT

Dr. Boerema melakukan penelitian pada babi yang dapat bertahan hidup
tanpa darah dengan menggunakan OHB

Boerema dan Brummelkamp pertama kali menggunakan OHB pada
kasus gas gangrene

llingworth (Inggris) melakukan terapi pada kasus oklusi arteri pada
tungkai dengah menggunakan OHB

Perrins menunjukkan efektivitas penggunaan OHB pada kasus
osteomilitis

Penggunaan OHB berkembang di Jepang dan Rusia

Terbentuk /nternational Society of Hyperbaric Medicine

D1 Indonesia, pemakaian RUBT pertama kali dimulai dengan dibangunnya

Graving Dock di Surabaya. Sedangkan terapi OHB pada kasus klinis pertama kali

Tesis

Pengaruh oksigen hiperbarik... Tjahja Nurrobi




ADLN-Perpustakaan Universitas Airlangga

44

dilakukan oleh Prof. DR. AA. Loedin dalam penelitiannya melakukan pengobatan OHB
pada penyakit Tetanus. Saat ini sudah ada beberapa rumah sakit di Indonesia yang
dilengkapi dengan RUBT, diantaranya adalah RSAL Jakarta, Surabaya, Tanjung Pinang
dan Ambon.

Pada pemberian OHB akan terjadi beberapa hal, yaitu : berkurangnya kerja
jantung dengan akibat berkurangnya cardiac output, terjadinya konstriksi dari pembuluh
darah kecil yang disertai dengan tingginya kadar oksigen jaringan, pembentukan
pembuluh darah baru (neovaskularisasi) yang cepat, berkurangnya edema, terjadinya
pembentukan jaringan kolagen yang cepat, aktifitas osteoblastik dan osteoklastik yang
meningkat, dan daya phagositosis yang meningkat oleh leukosit (Lakesla, 1999; Orani,
1996; Jain, 1996).

Terdapat dua mekanisme aktif dari OHB, yakni : 1) menggantikan fungsi Hb
sebagal pembawa O2 dimana Hb itu sendiri menjadi lemah fungsinya (misalnya pada
kondisi keracunan CO) atau berkurangnya jumlah Hb (misalnya pada kondisi anemia), 2)
mengembalikan aliran O2 dan kapiler ke sel yang berkurang karena terhambat oleh

adanya iskemi jaringan atau karena edema (Orani, 1996).

2.3.1. Aspek Fisika OHB

Atmosfer mengandung campuran gas yang terdiri dari 20,94% oksigen, 78,08%
nitrogen, 0,93% argon dan 0,04% gas-gas lainnya. Untuk praktisnya, komposisi udara
disederhanakan menjadi 21% oksigen dan 79% nitrogen. Tekanan total dari campuran

gas in1 pada permukaan laut adalah 760 mmHg.
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Untuk menerangkan aspek fisika gas dalam kondisi hiperbarik, digunakan hukum-
hukum fisika tentang gas, yaitu : Hukum Boyle, Hukum Dalton, Hukum Henry dan
Hukum Charles (Jain, 1996).

Hukum Boyle mengatakan bahwa volume suatu gas berbanding terbalik dengan

tekanannya pada temperatur tetap.

P1V1=P2V2=P3V3=___. =K

Hukum Dalton mengatakan bahwa tekanan suatu gas campuran berbanding lurus

dengan proporsi gas tersebut terhadap volume total campuran gas tersebut.

P=P1+P2+P3+P4+ ..

Tekanan masing-masing gas itu disebut tekanan parsial gas (p) yang besarnya dapat

dihitung dengan rumus :

Tek parsial gas = Tek absolut X proporsi thd vol total gas

Hukum Henry mengatakan bahwa banyaknya gas yang larut dalam cairan
berbanding lurus dengan tekanan gas tersebut pada temperatur tetap. Jadi tekanan gas

yang larut dalam air atau cairan tubuh berbeda dengan tekanan pada fase gas. Konsentrasi
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suatu gas dalam cairan ditentukan tidak hanya oleh tekanan, melainkan juga oleh

koefisien kelarutan gas tersebut.

Konsentrasi gas terlarut = Tekanan X Koefisien kelarutan

Koefisien kelarutan tiap jenis cairan berbeda dan berbanding terbalik dengan temperatur.
Kelarutan gas respirasi pada tubuh adalah sebagai berikut :

e Oksigen : 0,024 ml 02 / ml darah / atm pO2

e Karbondioksida : 0,5 ml / ml plasma / atm pCO2

e Nitrogen : 0,067 ml / ml plasma / atm pN2
Dengan demikian dapat disimpulkan bahwa kelarutan CO2 lebih besar 20 kali dani
kelarutan O2 (Jain, 1996).

Sedangkan Hukum Charles mengatakan bahwa pada volume tetap, temperatur

suatu gas berbanding lurus dengan tekanannya.

PV
— =K

T

2.3.2. Aspek Fisiologis OHB
2.3.2.1. Fase-fase Respirasi :
Rantai transport oksigen ke dalam tubuh merupakan suatu rangkaian yang

panjang, yang secara skematik dapat digambarkan pada gambar 2.14.

Tesis Pengaruh oksigen hiperbarik... Tjahja Nurrobi



ADLN-Perpustakaan Universitas Airlangga 47

Lingkungan [uar
!

Udara alveolar
1
Kapiler paru
!

Darah vena pulmonalis

!

Jantung

!
Darah arteri sistemik
1)
Kapiler
!

Cairan interstitial dan intraseluler

!

Sel : mitokondria, retikulum endoplasma, peroksisom

Gambar 2.14 : Skema aliran oksigen masuk ke dalam tubuh (Sumber dari : Jain KK.
1996)

Oksigen terutama digunakan di mitokondria, yaitu sekitar 80% dan 20% lainnya
digunakan oleh organ subseluler lainnya seperti peroksisom, nukleus, membran plasma,
dan lainnya.

Sistem enzim respirasi dapat berjalan jika pO2 jaringan lebih dan 1 — 3 mmHg.
Dalam keadaan normal, kecepatan penggunaan oksigen ditentukan oleh : 1) kécepatan
penggunaan energi dalam sel, yaitu kecepatan terjadinya ADP dari ATP, 2) jarak difusi
dari dinding kapiler ke sel (sekitar 50 pm). Jika pO2 turun dibawah tekanan kritis 1 — 3
mmHg, dan sel terletak jauh dari kapiler, maka penggunaan oksigen pada sel bergantung
pada difusi oksigen dan tidak bergantung pada ADP (Onani, 1996).

Oksigen di dalam darah terikat oleh Haemoglobin (Hb), dimana satu gram Hb

mengikat 1,34 cc O2. Karena dalam 100 cc darah mengandung 15 gr Hb, maka dalam
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100 cc darah mengandung : 1,34 X 15 = 20,1 cc O2. Koefisien kelarutan oksigen dalam
plasma adalah sebesar 0,0214 cc / cc plasma / 1 bar pada suhu 37° C. Oleh karena di
dalam atmosfer udara mengandung 21% oksigen, maka pada saat bernafas, jumlah O2
yang terlarut dalam 1 cc plasma adalah : 0,21 bar X 0,0214 = 0,00449 cc. Pada inhalasi
dengan 100% 02, banyaknya O2 yang larut dalam 100 cc darah : 100 X 0,0214 = 2,14
cc. Pada inhalasi 100% O2, pada tekanan 3 atmosfer adalah : 2,14 X 3 = 6,42 cc. Oleh
karena kebutuhan rata-rata metabolisme tubuh manusia terhadap oksigen sekitar 6,6 cc /
100 cc darah, maka bila bernafas dengan O2 100% pada tekanan 3 bar sudah mencukupi
kebutuhan oksigen tubuh walaupun tanpa haemoglobin (Orani, 1996).

Tahapan yang dilalui oleh oksigen dari masuknya ke tubuh hingga digunakan oleh
sel melalui empat fase, yaitu :

a) fase ventilasi

b) fase transportasi

c) fase utilisasi

d) fase difusi.

a. Fase Ventilasi

Fase ini merupakan fase penghubung antara udara luar lingkungan dengan fase
transportasi. Di dalam alveoli oksigen secara terus menerus diserap oleh pembuluh darah
kapiler paru yang kemudian membawa oksigen ke dalam sirkulasi sistemik. Pada
kecepatan ventilasi sebesar 5 liter / menit dan konsumsi oksigen sebanyak 250 ml / menit,
tekanan oksigen alveolar (Pa02) adalah sebesar 104 mmHg. Tekanan oksigen alveolar ini

selalu dipertahankan pada 104 mmHg. Sehingga pada keadaan kerja agar dapat
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mempertahankan tekanan alveolar ini, maka kecepatan ventilasi ditingkatkan menjadi
empat kali dan sekitar 1000 ml oksigen akan diserap dalam satu menit.

Sedangkan karbondioksida dibentuk secara tetap oleh tubuh dan dikeluarkan oleh
alveoli yang terus menerus membuangnya melalui ventilasi. Tekanan rata-rata

karbondioksida pada kapiler paru adalah 40 mmHg.

b. Fase Transportasi

Selisih antara pAO2 (104 mmHg) dengan pVO2 (40 mmHg) adalah 64 mmHg
menyebabkan oksigen berdifusi ke dalam darah paru. Pada keadaan normal, sekitar 97%
oksigen ditransport melalui Hb sedangkan 3% sisanya larut dalam plasma. Gangguan
pada fase ini terjadi bila ada gangguan aliran darah lokal maupun sistemik, kelainan
hemoglobin dan adanya ‘shunt’ anatomis maupun fisiologis. Dengan menaikkan tekanan

gas di saluran pernapasan, gangguan ini dapat diatasi.

1 1,5 2 25 3 (ATA)

30 / 10

02 larut dalam
plasma

02 dalam
Darah 20
(vol %)

02 terikat pada |
haemoglobin [+

10

100 600 1000 1400 1800 2000
paO2 (mmHg)

Gambar 2.15 : Kurva pengaruh oksigen tekanan tinggi terhadap kelarutan oksigen dalam
darah manusia (Sumber dari : Jain KK. 1996.)

Tesis Pengaruh oksigen hiperbarik... Tjahja Nurrobi




ADLN-Perpustakaan Universitas Airlangga

50

c. Fase Utilisasi

Pada fase ini terjadi metabolisme seluler. Fase ini dapat terganggu apabila
terdapat gangguan pada fase ventilasi dan transportasi. Hal ini bisa diatasi dengan
pemberian oksigen tekanan tinggi, kecuali bila disebabkan oleh gangguan dalam proses

biokimiawi, enzim, cacat dan keracunan.

d. Fase Difusi
Fase ini merupakan pembatasan fisik dari fase-fase diatas dan dianggap pasif.

Namun gangguan pada fase ini dapat mempengaruhi pertukaran gas.

2.3.2.2. Transport dan Utilisasi Oksigen

Satu gram Hb dapat meningkatkan 1,34 ml O2, sedangkan konsentrasi normal
dari Hb adalah + 15 gram per 100 ml darah. Bila saturasi Hb 100 %, maka 100 ml darah
dapat mengangkut 20,1 ml O2 yang terikat pada Hb (20,1 vol %). Pada tekanan normal
setinggi permukaan laut, dimana PO2 alveolar dan arterial + 100 mmHg, maka saturasi
Hb dengan O2 + 97 % dimana kadar O2 dalam darah adalah 19,5 vol %. Saturasi Hb
akan mencapai 100 % pada PO2 arterial antara 100 — 200 mmHg, dimana hal ini tidak
akan meningkatkan kemampuan Hb untuk méngangkut 02.

Pada tekanan barometer normal, oksigen yang larut dalam darah sangat sedikit.
Namun pada tekanan oksigen maksimum, yaitu 3 ATA, dimana pO2 arteriel mencapai
2000 mmHg, maka oksigen yang larut secara fisik dalam plasma sekitar 6,4 vol %,

dimanadalam keadaan ini oksihemoglobin tanpa mengalami perubahan melewati sistim
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arterial ke sistim vena, karena oksigen yang larut secara fisik dalam plasma jauh lebih
cepat diutilisasi daripada yang terikat di hemoglobin. Sehingga dapat dikatakan bahwa
pada kondisi tersebut jumlah oksigen yang tersedia, cukup untuk memenuhi kebutuhan
organisme meskipun tanpa Hb (“/ife without blood”) (Basset, 1986; Orani, 1996; Jain,
1996).

Utilisasi rata-rata tubuh manusia dapat diketahui dengan mengukur perbedaan
antara jumlah O2 yang ada dalam darah arterial waktu meninggalkan paru dan jumlah O2
yang ada dalam darah vena di arteri pulmonalis. Darah arterial mengandung + 20 vol %
oksigen, sedangkan darah vena mengandung + 14 vol % oksigen, sehingga + 6 vol %
oksigen yang dipakai oleh jaringan. Dengan curah jantung sebesar 5 liter per menit, maka
konsumsi jaringan adalah + 300 ml O2 per menit. Setiap jaringan mempunyai konsumsi
02 tertentu yang berbeda-beda satu dengan yang lainnya, akan tetapi konsumsi sebesar 6
vol % dapat dianggap kebutuhan rata-rata.

Pada manusia, oksigenasi hiperbarik menyebabkan penurunan curah jantung
sebesar 10 — 20 % yang disebabkan oleh karena terjadinya bradikardia dan penurunan isi
sekuﬁcup. Tekanan darah pada umumnya tidak mengalami perubahan selama pemberian
oksigen hiperbarik. Pada jaringan yang normal terjadi vasokontriksi yang disebabkan
oleh karena naiknya PO?2 arterial. Efek vasokontriksi ini kelihatannya merugikan, namun
perlu diingat bahwa pada kondisi PO2 + 2000 mmHg, oksigen yang tersedia dalam tubuh
adalah dua kali lebih besar dari biasanya.

Pada keadaan dimana terjadi edema / pembengkakan, seperti pada luka bakar,
emboli gas, penyakit dekompresi dan trauma perifer, efek vasokontriksi oksigen

hiperbarik justru dikehendaki karena dapat mengurangi edema. Pada keadaan dimana
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oksigen hiperbarik menyebabkan saturasi haemoglobin menjadi 100 %, maka akan terjadi
kenaikan CO2 dalam darah dan pergeseran pH ke arah asam, akan tetapi hal ini tidak
membawa pengaruh apa-apa pada orang normal.
Hall (1965) mengemukakan pengaruh OHB pada tingkat jaringan (Jain, 1996) :
e pa0O2 adalah pO2 maksimum yang menentukan difusi O2 ke jarningan.
paO?2 tergantung dan pO2 inspirasi.
e paO2 menunjukkan jumlah total oksigen yang ada. paO2 ini juga
tergantung dan hemoglobin.
e Aliran darah dalam jaringan mempengaruhi transport oksigen di jaringan.
e Tingkat oksigen di jaringan bervariasi tergantung dari kenutuhan oksigen

di dalam jaringan.

2.3.3. Indikasi, Kontraindikasi dan Komplikasi OHB
2.3.3.1. Indikasi penggunaan OHB

Indikasi penggunaan OHB sangat bervariasi pada beberapa pusat penelitian.
Namun demikian secara umum, dapat dikatakan bahwa indikasi penggunaan OHB adalah
yang seperti tertera pada tabel 2.3. dan 2.4.

Berdasarkan American College of Hyperbaric Medicine (1983), indikasi terapi
OHB pada kasus-kasus orthopaedi adalah: crush injury, soft tissue swelling (traumatic,
cellulitis), compartment syndrome, acute necrotizing fascitis, clostridial myonecrosis,
severed limbs and digits, acute and chronic osteomyelitis, bone grafiing, fracture non
union, tendon and ligament injuries post surgical repair, delayed wound healing, stump

indication, edema under casting.
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Tabel 2.3. Indikasi penggunaan OHB secara umum (Sumber dari : Jain KK, 1996)

1. Decompression Sickness

2. Air Embolism

3. Poisoning : Carbon monoxide, cyanide, hydrogen sulfide, carbon tetrachloride

4. Treatment of certain infections : gas gangrene, acute necrotizing fascitis,
refractory mycoses, leprosy, osteomyelitis

5. Plastic and reconstructive surgery :

¢ For non healing wounds
e As an aid to survival of skin flaps with marginal circulation
e As an aid to reimplantation surgery
e Asan adjunct to the treatment of burns
6. Traumatology : crush injury, compartement syndrome, soft tissue sport injuries
7. Orthopedics: non union fractures, bone grafts, osteoradionecrosis
8. Peripheral vascular diseases: shock, myocardial ischemia, aid to cardial surgery
9. Peripheral vascular disease: ischemic gangrene, ischemic leg pain
10. Neurological: stroke, multiple sclerosis, migraine, cerebral edema, dementia,
spinal cord injury and vascular deseases of the spinal cord, brain abcess,
peripheral neuropathy, radiation myelitis, vegetative coma
11. Hematology: sickle cell crises, severe blood loss anemia
12. Ophtalmology: occlusion of central artery of retina
13. Gastro-intestinal: gastric ulcer, necrotizing enterocolitis, paralytic ileus,
pneumotoides, cystoides intestinalis, hepatitis
14. for enhancment of radiosensitivity of malignant tumors
15. Otorhinolaryngology: sudden deafness, acute acuoustic trauma, labyrinithis,
meniere’s disease, malignant otitis externa (chronic infection)
16. Lung diseases: lung abcess, pulmonary embolism (adjunct to surgery)
17. Endocrines: diabetes
18. Obstetrics: complicated pregnancy — diabetes, eclampsia, heart disease, placental
hypoxia, fetal hypoxia. Congenital heart disease of the neonate
19. Asphyxiation; drowning, near hanging, smoke inhalation
20. Aid to rehabilitation: spastic hemiplegia of stroke, paraplegia, chronic myocardial
insufficiency, peripheral vascular disease

Tabel 2.4. Indikasi penggunaan OHB yang lain (Sumber dari : Bakker JD, Cramer FS,
2002)

Decompression illness (decompression sickness, air or gas embolism)
Carbonmonoxide poisoning
Gas gangrene
Wound healing enhancement :
a. Chronic osteomyelitis

AW -
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b. Osteoradionecrosis
Maxillofacial osteomyelitis
Non healing soft tissue wounds that require granulation tissue and
epitelialization

e. Progressive necrotizing soft tissue infection
f. Preservation of compromised skin graft / flap
g. Combined synergistic infection (Meleney’s)
h

B 0

. Acute peripheral arterial insufficiency
1. Delayed radiation injury (bone / soft tissue)
5. Patient with high subsidiary (Host / Nutrition / Goal) scores
6. Ambulatory amputees with threatened contralateral limb
7. Patients with collagen vascular disseases

2.3.3.2. Kontraindikasi penggunaan OHB
2.3.3.2.1. Kontraindikasi Absolut

Untreated tension pneumothorax

2.3.3.2.2. Kontraindikasi Relatif

Infeksi saluran nafas bagian atas, emfisema dengan retensi CO2, tampak kelainan
paru pada foto thoraks yang asimtomatis, demam tinggi yang tidak terkontrol, riwayat
pembedahan thorax dan telinga, Akehami.lan, Claustrophobia, riwayat kejang dan penyakit

keganasan.
2.3.3.3. Komplikasi penggunaan OHB
Komplikasi yang dapat terjadi dengan pemberian OHB adalah Barotrauma

telinga, nyeri sinus, myopia dan katarak, barotrauma paru, kejang, decompression

sickness, claustrophobia.

2.3.4. Toksisitas Oksigen pada OHB

Tesis Pengaruh oksigen hiperbarik... Tjahja Nurrobi



ADLN-Perpustakaan Universitas Airlangga

55

Oksigen selain mempunyai efek terapeutik juga mempunyai efek toksik yang
ringan maupun berat. Hal ini tergantung pada dosis yang diberikan, yakni terhadap
tekanan tertentu dan lamanya paparan. Menurut Viotti (1981), efek toksik oksigen tidak
perlu diamati pada manusia jika pemberian tidak melebihi 90 menit dan tekanan tidak
melebihi 2,5 ATA.

Jain (1996) mengatakan terdapat tiga dasar mekanisme keracunan oksigen, yaitu :

1) efek keracunan pada metabolisme cerebral
2) efek keracunan yang mengakibatkan inhibisi enzim

3) efek keracunan dalam bentuk radikal bebas

Sedangkan Baletine menyatakan adanya mekanisme jejas pada sel akibat oksigen
yang terdiri dari :
1) pengaruh langsung : perubahan enzim, membran dan inti
2) perubahan tidak langsung : menyebabkan iskemia, hipoksia, asidosis,
anemia dan hii)erbilirubint&mia.
Pemberian OHB pada tekanan 2,4 ATA selama 90 menit dalam jangka waktu 10
hari dapat mempercepat penyembuhan luka (Tjahjowiduri, 2000). Sedangkan menurut
Laksono (2002), pemberian OHB 24 ATA dapat menurunkan pembentukan SOR

dibanding pada pemberian OHB 3,0 ATA. -

2.3.5. Efek lain Oksigen Hiperbarik

2.3.5.1. Pengaruh Biokimiawi
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Perubahan parameter biokimiawi tubuh yang merupakan reaksi terhadap paparan
OHB menurut Efuni, dkk (1984), dapat dibagi atas tiga tingkatan, yaitu :

a. Tingkat adaptasi, yang merupakan tingkat inisiasi terhadap paparan OHB.
Ditandai dengan peningkatan Species Oksigen Reaktif (SOR), yang besarnya
dari tiap individu sangat berbeda.

b. Tingkat respon adekuat, merupakan tingkat kedua, yang ditandai dengan
peningkatan kadar enzim-enzim antioksidan yang merupakan mobillisasi
sistim pertahanan tubuh.

c. Tingkat respon inadekuat, terjadi setelah paparan OHB yang berkepanjangan
dan intensif, ditandai dengan peningkatan kadar SOR, yang merupakan
diskoordinasi antara sistim pertahanan tubuh.

Enzim-enzim yang dapat menekan terbentuknya Species Oxygen Reactive (SOR)
adalah enzim antioksidan sebagai berikut : superokside dismutase (SOD), catalase,
glutation peroksidase, glutation reduktase, enzim-enzim pada Penthose Monophosphat
Shunt pathway (Rochelle, 2002)1 Penigkatan enzim-enzim ini merupakan respon sistim
pertahanan tubuh terhadap penigkatan radikal bebas yang terbentuk pada awal paparan
OHB (Kindwall, 1994).

Sedangkan faktor lain atau substansi lain yang memiliki sifat sebagai antioksidan
dan dapat melindungi terhadap keracunan oksigen adalah : vitamin E, vitamin C,
Magnesium, Selenium, Manitol, glutamat, barbiturat, endotoksin, propanolol,
chlorpromazine, thorazine, dan pemaparan OHB secara intermitten (Rochelle, 2002).

Beberapa perubahan parameter biokimiawi setelah paparan OHB ini diamati oleh

beberapa peneliti :
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a. Suksinat Dehidrogenase (SDH) dan Sitokrom Oksidase diaktivasi oleh OHB.
Pada penderita yang mengalami obstruksi intestinal, kadar kedua enzim
tersebut pada hati dan ginjal menurun, dan tidak menjadi normal setelah
koreksi pembedahan. Namun paparan OHB setelah pembedahan
menormalisasikan kadar enzim-enzim tersebut (Belokurov, 1980).

b. Peningkatan terjadinya anion superoksida dan produk-produk metabolisme
oksigen lainnya. Peningkatan SOR ini dibuktikan dengan adanya peningkatan
signal elektron spin resonan pada darah orang yang mendapat paparan OHB,

dan menjadi normal setelah 10 menit (Narcowitz, 1993).

2.3.5.2. Pengaruh terhadap Penyembuhan Luka

Pada jaringan luka iskemik akan terjadi penurunan tension oksigen. Keadaan ini
akan sangat mempengaruhi neutrofil, makrofag dan fungsi fibroblas selama fase
inflamasi dan repair. Selanjutnya, hal yang demikian ini akan menyebabkan terjadinya
kegagalan perfusi mikrosirkulas{ jaringan. Mikrosirkulasi jaringan yang tidak adekuat
akan menyebabkan adhesi neutrofil pada endotel vena dihambat dan terjadi vasokontraksi
arteriole. Akibatnya penyembuhan lukapun akan ferhambat (Oriani, 1996).

OHB secara khusus tampﬁk bermanfaat dalam situasi dimana terdapat
kompromais (resiko untuk menjadi lebih jelek) pada oksigen jaringan di tingkat
mikrosirkulasi. Jarak difusi yang bertambah (edema), interupsi pembuluh darah yang
nyata atau keadaan aliran lambat (low flow state) akibat vasokontriksi adalah keadaan

dimana kelangsungan hidup jaringan terancam. Pada tekanan 2 ATA, tekanan oksigen di
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dalam darah meningkat sepuluh kali. OHB sering dipakai pada keadaan aliran lambat
(low flow state) untuk meningkatkan oksigenasi jaringan (Lakesla, 1996).

Pada jaringan yang mengalami luka, oksigen sangat dibutuhkan dalam membantu
mempercepat proses penyembuhan luka. OHB dapat digunakan untuk mensuplai oksigen
dalam proses penyembuhan luka tersebut. Dosis yang sering dipakai untuk terapi
penyembuhan luka adalah 90 menit dengan oksigen 100% pada tekanan 2,4 ATA.
Dimana pada dosis tersebut, OHB dapat berperan sebagai : hiperoksigenasi jaringan,
merangsang vasokontriksi, menghambat sitokin inflamasi, merangsang growth factor,
berperan sebagai antibakteri, meningkatkan potensiasi antibiotika, dan meningkatkan
peran lekosit (Wright, 2001).

Tabel 2.5 : Efek terapetik OHB (Sumber dan : Bakker JD, Cramer FS, 2002)

Reverse hypoxia

Alter ischemic effect

Influence vascular reactivity

Reduce edema

Modulate nitric oxide production

Modify growth factors and cytokine effect by regulating their levels and/or

receptors

7. Induces changes in membrane proteins effecting ion exchange and gating
mechanisms

8. Promote cellular proliffration

9. Accelerate collagen deposition

10. Stimulate capillary budding and arborization

11. Accelerate microbial oxidative killing

12. Improve select antibiotic exchange across membranes

13. Interfere with bacterial disease propagation by denaturing toxins

14. Modulate the immune system response

15. Enhance oxygen radical scavangers thereby decreasing ischemia reperfusion

injury

SN o e
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Tabel 2.6 : Perbandingan pO2 jaringan pada tekanan 1 ATA dan 2,4 ATA (Sumber dari :
Wright J. 2001)

pO2 values j

ATAs 1,0 Air 1,0 02 2,4 02
Air 159 760 1824
Alveolar 104 673 1737
Arterial 100 660 1700
Venous 36 60 1650
Muscle 29 59 250
Subcutaneous 40 200-300 250-500
Chronic wound 15 200-400 660
Chest tcpO2 67 450 1312
Foot tcpO2 63 280 | 919

2.3.5.3. Pengaruh terhadap Angiogenesis

Angiogenesis adalah suatu proses pertumbuhan dan perkembangan pembuluh
darah yang terjadi baik pada saat embriogenesis, pertumbuhan jaringan normal, proses
penyembuhan ataupun siklus reproduksi wanita. Proses ini dirangsang oleh beberapa
faktor, antara lain : bFGF, TGF-B, TNF-a, angiogenin, IL-1, dan angiopoetin. Serta
dihambat oleh : thrombospondin; prolactin, angiostatin dan endostatin (Ferrara, 2000).

Salah satu faktor lain yang berperan dalam proses angiogenesis pada endotel
adalah Vascular Endhotelial Growtthactor (VEGF). Ekspresi VEGF dirangsang oleh
adanya hipoksia, oncogen dan beberapa sitokin. VEGF dapat berperan untuk
menginduksi proliferasi sel endotel, migrasi sel serta menghambat apoptosis. Beberapa
faktor yang meningkatkan produksi VEGF antara lain adalah : FGF-4, PDGF, TNF-q,
TGF-B, KGF, IGF-1, IL-1B dan IL-6. Sedangkan yang menghambat adalah : IL-10 dan
IL-13 (Bakker,2002; Neufeld, 1999).

Senyawa lain yang meningkatkan VEGF adalah Nitric Oxide (NO). NO disintesis

oleh tiga tipe enzim Nitric Oxide Synthase (NOS), yaitu neuronal NOS (nNOS),
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endothelial NOS (eNOS) dan inducible NOS (iNOS). Isoenzim NOS menggunakan

molekul oksigen, nikotinamid adenin dinukleotida fosfat (NADPH), flavin dinukleotida

(FAD), fevin mononukleotida (FMD) dan tetrahidrobipterin (BH4) untuk merubah

senyawa L-Arginine menjadi L-Citruline dan NO (Bakker,2002; Gryglewski, 1999).

FAD + FMD

L-Arginine + { nNADPH

eNOS
nNOS
iNOS

BH4

+ Q2 <> L-Citruline + NO + NADP"

Gambar 2.16 : Produksi NO dari L-Arginine (Sumber dari : Bakker,2002)

OHB dapat mengaktivasi angiogenesis melalui induksi NOS untuk membentuk

NO. Untuk selanjutnya NO mengekspresikan VEGF untuk meningkatkan fungsi

angiogenesis. Dengan demikian oksigen yang diangkut melalui pembuluh darah dapat

ditransport ke jaringan dengan lebih efektif (Bakker,2002; Wright, 2001).

Vascular Endothelial
Growth Factor VEGF

!

/

\

/

v

Endothelial
cell

\

/\

Nitric
Oxide

Gambar 2.17 : OHB dan Vaskular Growth (Sumber dari : Bakker,2002)
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KERANGKA KONSEPTUAL DAN HIPOTESIS PENELITIAN

Oksigen Hiperbarik (OHB) dapat meningkatkan pO2 alveoli, yang kemudian juga
meningkatkan pO2 pada darah dan jaringan, termasuk diantaranya pada endotel dan
membran sinovial. Peningkatan tersebut juga akan menyebabkan pO2 sel akan
meningkat. Di dalam sel, O2 digunakan untuk pembentukan ATP oleh mitokondria.
Selanjutnya ATP dipakai untuk proses proliferasi dan aktifitas sel, termasuk proses
metabolisme (Jain, 1996). Peningkatan aktifitas ini menyebabkan peningkatan sejumlah
Growth Factor, antara lain : Transforming Growth Factor-f (TGF-8). Pada sel endotel,
02 merangsang peningkatan Nitric Oxide (NO) melalui peningkatan enzin Nitric Oxide
Synthase (NOS) yang selanjutnya meningkatkan pula Vascular Endothelial Growth
Factor (VEGF). Peningkatan Growth Factor ini akan memicu proses angiogenesis.
Peningkatan angiogenesis ini akan menyebabkan transport oksigen dan nutrisi ke jaringan
bertambah pula. Hal ini akan meningkatkan pO2 di jaringan (Bakker,2002; Athanasiou,
2002; Darmadi, 2002; Hardingham, 1998; Mankin, 1995; Handley, 1995).

Pada membran sinovial, peningkatan jumlah growth factor tersebut akan memicu
peningkatan jumlah sinoviosit. Sinoviosit séndiri adalah sel yang menghasilkan cairan
sinovial, sehingga secara tidak langsung produksi cairan sinovial juga akan bertambah.
Melalui proses difusi, cairan sinovial ini berfungsi sebagai nutrisi dari sel mesenkim

untuk berdiferensiasi menjadi kondrosit (Hardingham, 1998; Mankin, 1995).

61
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Kondrosit yang berdiferensiasi dari sel mesenkim akan mengekspresikan Growth
Factor pula, antara lain : TGF-f. Growth Factor ini akan menyebabkan penambahan
jumlah kondrosit. Selain itu efek dart Growth Factor ini dapat meningkatkan sintesis
Extra Cellular Matrix (ECM) melalui jalur peningkatan sintesis aggrecan, kolagen,
Tissue Inhibitor of Metaloproteinase (TIMP), dan Plasminogen Activator Inhibitor-1
(PAI-1). Selain itu Growth Factor ini dapat pula menghambat degradasi ECM melalui
jalur penurunan sintesis Metaloproteinase Plasminogen Activator. Kedua jalur tersebut
diatas menyebabkan peningkatan sintesis Tulang Rawan sendi, sehingga ketebalan tulang
rawan sendi juga akan bertambah. Dengan demikian, bahwa OHB secara tidak langsung
Juga dapat merangsang penyembuhan cedera tulang rawan sendi (Hardingham, 1998;

Mankin, 1995).
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3.1. Kerangka Konseptual
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- Oksigen Hiperbarik
TGF-B : Transforming Growth Factor — beta
Vascular Endothelial Growth Factor
: Tissue Inhibitor of Metaloproteinase
Plasminogen Activator Inhibitor - 1
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3.2. Hipotesis Penelitian

Oksigen Hiperbarik (OHB) dapat merangsang proses penyembuhan cedera tulang

rawan sendi.
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METODE PENELITIAN

4.1. Rancangan Penelitian

Jenis penelitian yang akan dilakukan adalah penelitian eksperimental dengan Post

Test Only Control Group Design yaitu suatu eksperimen yang kelompok intervensi dan

kelompok kontrolnya sudah dirandomisasi, dengan rancangan ini memungkinkan peneliti

mengukur pengaruh perlakuan (intervensi) pada kelompok eksperimen dengan cara

membandingkan kelompok tersebut dengan kelompok kontrol (Zainuddin, 1999).

4

i OHB; |-\ Dy

A ]

Keterangan :

p

S

K,

K,

Tesis

: Populasi OHB,;
: Sampel OHB;

- Transeksi ACL + Menisektomi D,

- Aktivitas fisik lan D,

: Kelompok 1 (kontrol) D3

: Kelompok 2 (perlakuan 1) W,

: Kelompok 3 (perlakuan 2) W,
65
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: Pemberian OHB 10 kali

: Pemberian OHB 2 X 10 kali
: Data kelompok kontrol

: Data kelompok perlakuan 1
: Data kelompok perlakuan 2
: Waktu persiapan

: Waktu perlakuan
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4.2. Populasi, Sampel dan Besar sampel

4.2.1. Populasi :

Populasi penelitian adalah binatang percobaan yaitu tikus putih jantan (Rartus

norvegicus) yang tersedia di tempat penjualan binatang coba.

4.2.2. Sampel :
Pengambilan sampel penelitian dilakukan dengan cara simple random sampling

dan memenuhi kriteria inklusi (lihat 4.3.1).

4.2.3. Besar sampel :

Besar sampel ditentukan dengan menggunakan rumus sebagai berikut :

(Za+2ZB) QD?

N =
4
Keterangan :
N : Besar sampel
Za : Deviasi standar untuk a

ZB : Deviasi standar untuk 8
Untuk grup yang berpasangan (matching), QD / d* = 1, maka :
N=(Za+Zp )

Apabila : @ = 0,05 dan $ = 0,10 , maka : Za = 1,65 dan ZB = 1,28
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Sehingga besar sample tiap kelompok adalah = 9 ekor Rattus Norvegicus
Untuk menghindari kekurangan sampel karena drop out, maka masing — masing
kelompok dibulatkan menjadi 10 ekor. Sehingga jumlah keseluruhan sampel adalah 30

ekor.

4.3. Kriteria Inklusi, Eksklusi dan Drop out
4.3.1. Kriteria Inklusi
1) Tikus putih jantan dengan umur 2 - 4 bulan
2) Dinyatakan sehat secara klinis oleh dokter hewan

3) Berat antara 200 — 300 gram

4.3.2. Kriteria Eksklusi

1) Cacat/ deformitas pada ekstrimitas

4.3.3. Kriteria Drop out
1) Mat
2) Timbul faktor-faktor eksklusi selama pemantaun

3) Tidak bisa melakukan aktifitas sesuai dengan yang direncanakan

4.4. Variabel Penelitian
4.4.1. Variabel Bebas :
Oksigen Hiperbarik (O2 100%) yang dialirkan melalui sebuah kotak kaca pada

Ruang Udara Bertekanan Tinggi (RUBT) pada tekanan 2,4 ATA selama 3 kali 30 menit
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dan diselingi interval S menit menghirup udara biasa selama 10 harn berturut-turut.

4.4.2. Variabel Tergantung
1) Jumlah kondrosit yang mengekspresikan TGF-$
2) Jumlah kondrosit

3) Ketebalan tulang rawan sendi

4.4.3. Variabel Kendali
1) Jenis Spesies
2) Umur
3) Berat Badan
4) Jenis Kelamin
5) Kondisi Fisik
6) Diet

7) Kandang

- 4.5. Definisi Operasional Variabel
4.5.1. Oksigen Hiperbarik

Oksigen Hiperbarik adalah oksigen mumi (100% O2) yang dialirkan melalui
sebuah kotak kaca pada Ruang Udara Bertekanan Tinggi (RUBT) dengan tekanan
sebesar 2,4 ATA selama 3 kali 30 menit dan diselingi interval 5 menit menghirup udara

biasa dalam kurun waktu 10 hari berturut-turut.
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4.5.2. Penyembuhan Cedera tulang rawan Sendi

Penyembuhan cedera tulang rawan sendi adalah suatu proses sintesis jaringan
tulang rawan setelah mengalami perlukaan yang antara lain dapat dilihat melalui tiga
indikator, yaitu : peningkatan jumlah kondrosit yang mengekspresikan TGF-8, jumlah

kondrosit serta ketebalan tulang rawan sendi.

4.5.2.1. Jumlah kondrosit yang mengekspresikan TGF-§
Jumlah kondrosit yang mengekspresikan TGF-§ adalah rerata jumlah kondrosit
yang mengekspresikan TGF-B dalam satu lapangan pandang mikroskop dengan

pembesaran 400x dan dengan menggunakan metode pemeriksaan imunohistokimia.

4.5.2.2. Jumlah Kondrosit
Jumlah kondrosit adalah rerata jumlah kondrosit yang dihitung dalam satu

lapangan pandang mikroskop dengan pembesaran 400x dan diwarnai dengan HE.

4.5.2.3. Ketebalan Tulang Rawan Sendi
Tebal tulang rawan sendi adalah rerata ukuran ketebalan tulang rawan secara

mikroskopis dengan pembesaran 400x pada daerah weight bearing .

4.5.3. Hewan Coba
4.5.3.1. Jenis Spesies
Hewan coba yang digunakan dalam penelitian ini adalah Rattus norvegicus strain

Wistar dari tempat penangkaran.
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4.5.3.2. Umur

Umur hewan coba yang digunakan dalam penelitian in1 berkisar antara 2-4 bulan

4.5.3.3. Berat Badan

Berat badan hewan coba berkisar antara 200 — 300 gr yang diukur dengan

timbangan torbal (7orsion Balance).

4.5.3.4. Jenis Kelamin

Jenis kelamin hewan coba adalah jantan.

4.5.3.5. Kondisi Fisik

Kondisi fisik hewan coba yang digunakan adalah yang berbadan sehat, dengan
ciri-ciri : bermata jernih, lincah, kotoran (faeces) tidak lembek, berat badan tidak turun
lebih dari 10% selama aklimatisasi dan berespon terhadap rangsangan sekeliling

ditentukan oleh dokter hewan.

4.5.3.6. Diet

Makanan yang diberikan adalah jenis PAR.G Pellet produksi Japfa Comfeed
Indonesia Sidoarjo dengan takaran 20 gram / hari / hewan coba dan ditambah air PDAM
untuk minum yang diberikan secara berkesinambungan dengan menggunakan botol
khusus. Botol khusus ini mengeluarkan air yang berada di dalamnya jika disedot oleh

hewan coba (Malole, 1989).
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4.5.3.7. Kandang

Kandang yang digunakan sebagai tempat tinggal hewan coba berupa kandang
yang terbuat dari plastik berukuran 30 x 40 x 15 cm, dengan ventilasi dan penyinaran
relatif lama dan suhu ruangan sekitar 32°C. Masing-masing berisi 4 ekor hewan coba.
Kandang ditutup dengan anyaman kawat serta beralaskan sekam. Setiap 2 hari sekali

diganti untuk menjaga kebersihan kandang (Malole, 1989).

4.6. Bahan dan Instrumen Penelitian
4.6.1. Bahan Penelitian
4.6.1.1. Hewan coba :
Hewan coba adalah Rartus norvegicus galur Wistar yang memenuhi kriteria

inklusi

4.6.1.2. Bahan lain :
1. Ether Anaestheticum
* 2. Larutan Buffer Formalin 10% untuk fiksasi jaringan
3. Kapas atau tissue
4. Kertas label
5. Antibodi primer (TGF-8 rat)
6. Antibodi sekunder / link
7. Sirup Amoksisilin
8. Sirup Asam Mefenamat

9. Salep kulit Gentamisin
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10. Solusio Betadine

11. Oksigen murni (O2 100%)

4.6.2. Instrumen Penelitian

Tesis

1. Kandang ukuran 30 x 40 x 15 cm

2. Botol minum

3. Tempat makan

4. Jangka sorong

5. Toples untuk pembiusan

6. Gunting dan pisau bedah (Mini Set)

7. Rotarod

8. Ruang Udara Bertekanan Tinggi (RUBT)

9. Botol kecil dengan tutup untuk fiksasi jaringan
10. Obyek gelas dan cover gelas

11. Tabung pengecatan (staining jar)

12. Mikroskop cahaya binokuler + Kamera digital

13. Alat pengukur mikrometer (Graticule)

Pengaruh oksigen hiperbarik...
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4.7. Prosedur Penelitian
4.7.1. Tahap Persiapan
4.7.1.1. Aklimatisasi
Aklimatisasi hewan coba dilaksanakan selama 7 hari di kandang laboratorium

Farmakologi FK Unair.

4.7.1.2. Pembiusan
Pembiusan dilakukan dengan menggunakan ether anaesthicum di dalam stoples
pembiusan. Kurang lebih 2 menit tikus sudah tidak bergerak yang ditandai dengan mata

meredup dan anggota badan tidak bergerak (Malole, 1989).

4.7.1.3. Transeksi Ligamen Krusiatum Anterior dan Menisektomi

Setelah hewan coba dibius, dilakukan incisi kulit pada sisi anterior sendi lutut
hingga terlihat ligamen krusiatum anterior, meniskus medial serta meniskus lateral.
Kemudian dilakukan transeksi ligamen krusiatum anterior dengan menggunakan gunting
serta menisektomi meniskus medial dan lateral. Luka kemudian ditutup lapis demi lapis
dan kulit ditutup dengan jahitan single suture menggunakan benang silk 4-0. Tujuan dari
transeksi dan menisektomi ini adalah agar sendi lutut menjadi tidak stabil terutama pada
saat melakukan aktifitas fisik. Pasca tindakan kemudian diberi obat-obatan sbb -

e Sirup Amoksisilin dengan dosis 27 mg sehari selama 5 hari

¢ Sirup Asam Mefenamat dengan dosis 27 mg sehari selama S hari

e Salep kulit Gentamisin selama 5 hari
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Besarnya dosis sirup Amoksisilin dan Asam Mefenamat didapat dari
penghitungan dengan menggunakan rumus konversi dosis obat yang digunakan oleh
manusia dan tikus (Paget G, 1964). Dimana :

Dosis obat pada tikus (rat) = 0,018 X Dosis obat pada manusia

dengan berat 200 g dengan berat 70 kg
Apabila dosis obat pada manusia adalah 3 kali 500 mg atau 1.500 mg sehari, maka

dosis pada tikus (rat) adalah : 0,018 X 1.500 mg = 27 mg sehari

4.7.1.4. Aktifitas Fisik Lan

Setelah 5 han pasca transeksi ligamen krusiatum anterior dan menisektomi,
hewan coba ditaruh diatas Rorarod yang berputar sehingga bergerak (larn) berlawanan
arah putaran. Lama pemberian aktifitas lari ini adalah selama 10 - 15 menit sehari dalam
jangka waktu 4 minggu dengan kecepatan 8 — 10 putaran per menit. Transeksi ligamen
krusiatum anterior dan menisektomi akan menyebabkan gerakan lutut yang tidak stabil
pada aktifitas fisik lari sehingga diharapkan akan terjadi cedera tulang rawan sendi

(osteoartritis sekunder).

4.7.2. Tahap Perlakuan
4.7.2.1. Pembagian kelompok

Hewan coba yang telah melalui tahap persiapan, kemudian dibagi menjadi tiga
kelompok secara random sebagai berikut :

e Kelompok 1 (kelompok kontrol) : hewan coba tidak mendapat perlakuan

terapi OHB.
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e Kelompok 2 (kelompok perlakuan 1) : hewan coba mendapat perlakuan terapi
OHB dengan tekanan 2,4 ATA selama 3 kali 30 menit dan diselingi interval 5
menit menghirup udara biasa setiap hari dalam jangka waktu 10 han (satu
sert).

e Kelompok 3 (kelompok perlakuan 2) : hewan coba mendapat perlakuan terapi
OHB dengan tekanan 2,4 ATA selama 3 kali 30 menit dan diselingi interval 5
menit menghirup udara biasa setiap hari dalam jangka waktu 2 X 10 hari (dua

seri).

4.7.2.2. Perlakuan Oksigenasi Hiperbarik

Hewan coba dan kelompok 2 dan 3 dimasukkan ke dalam kotak kaca yang
ditempatkan dalam Ruang Udara Bertekanan Tinggi (RUBT) khusus hewan coba dan
dialini oksigen murni (O2 100%) dengan tekanan 2.4 ATA selama 3 kali 30 menit dan
diselingi interval 5 menit menghirup udara biasa. Prosedur ini diulang kembali keesokan

harinya, sampai 10 kali untuk kelompok 2 dan 20 kali untuk kelompok 3.

4.7.3. Tahap Pengumpulan Data
4.7.3.1. Pembiusan

Pembiusan dilakukan dengan menggunakan ether anaesthicum di dalam stoples
pembiusan. Kurang lebih 2 menit tikus sudah tidak bergerak yang ditandai dengan mata

meredup dan anggota badan tidak bergerak (Malole, 1989).
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4.7.3.2. Pembuatan Sediaan Histologi dan Imunohistokimia
4.7.3.2.1. Pembuatan Sediaan Histologi

Hewan coba yang telah dibius kemudian di-sacrifice. Setelah itu dilakukan
pengambilan tulang femur. Potongan tulang femur kemudian ditaruh di dalam wadah
yang berisi larutan Buffer Formalin 10%. Selanjutnya dikirim ke laboratorium Patologi
Anatomi untuk dilakukan pembuatan sediaan histologi. Dilakukan pemotongan sediaan
dengan menggunakan microtome sesuai dengan potongan sagital permukaan sendi distal

femur pada daerah weight bearing (90° — 135 ° dari sumbu panjang tulang femur).

4.7.3.2.2. Pembuatan Sediaan Imunohistokimia
Sediaan histologi tanpa pewarnaan Hematoxylin Eosin (HE), dibawa ke
laboratorium Gramik untuk kemudian dilakukan pemeriksaan secara imunohistokimia.

Antibodi primer yang digunakan adalah TGF-B pada tikus (Rat).

4.7.3.3. Penghitungan Jumlah kondrosit yang mengekspresikan TGF-B
Preparat histologi yang telah diberi pewamnaan Hematoxylin Eosin (HE) diperiksa
di bawah mikroskop dan dihitung rerata jumlah kondrosit yang mengekspresikan TGF-$

pada lima lapangan pandang yang sudah ditentukan dengan pembesaran 400x. .
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4.7.3.4. Penghitungan Jumlah Kondrosit
Preparat histologi yang telah diberi pewarnaan Hematoxylin Eosin (HE) diperiksa
di bawah mikroskop dan dihitung rerata jumlah kondrosit pada lima lapangan pandang

yang sudah ditentukan dengan pembesaran 400x.

4.7.3.5. Pengukuran Ketebalan Tulang Rawan Sendi
Preparat histologi yang telah diberi pewamaan Hematoxylin Eosin (HE),
diperiksa di bawah mikroskop dan dihitung rerata ketebalan tulang rawan sendinya pada

lima tempat yang sudah ditentukan dengan pembesaran 400x.

4.8. Lokasi dan Waktu Penelitian
4.8.1. Lokasi Penelitian
1) Laboratorium Farmakologi FK Unair / RSUD Dr. Soetomo Surabaya
2) Lembaga Kesehatan Keangkatan Lautan TNI-AL (Lakesla) Surabaya
3) Laboratorium Patologi Anatomi FK Unair / RSUD Dr. Soetomo Surabaya

4) Laboratorium Gramik FK Unair Surabaya.

4.8.2. Waktu Penelitian

Waktu penelitian yang diperlukan -sampai dengan selesainya pelaporan hasil

penelitian adalah selama 1 tahun, dari bulan Januari 2004 sampai dengan Januari 2005.
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4.9. Cara Analisa Data

Terhadap jumiah kondrosit yang mengekspresikan TGF-f, jumlah kondrosit dan
ketebalan dari tulang rawan sendi lutut pada kedua kelompok binatang percobaan
tersebut yang telah terkumpul dilakukan tabulasi dan dilanjutkan dengan analisa data
untuk perbandingan antara kelompok kontrol dan kelompok yang mendapatkan
intervensi. Analisis statistik yang dilakukan adalah analisis statistik deskriptif,
dilanjutkan uji normalitas, uji homogenitas, uji analisis varian, dan uji korelasi. Seluruh

analisa data dilakukan dengan program SPSS PC.
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BAB 5

ANALISIS HASIL PENELITIAN

Data hasil penelitian eksperimental tentang pengaruh OHB terhadap proses
penyembuhan cedera tulang rawan sendi merupakan data dari hasil penghitungan jumlah
kondrosit yang mengekspresikan TGF-8, penghitungan jumlah kondrosit persatuan
lapangan pandang dan pengukuran ketebalan tulang rawan sendi pada hewan coba (tikus
putih jantan) yang telah dilakukan transeksi ligamen krusiatum anterior dan menisektomi
yang kemudian dipaparkan dengan OHB. Data yang telah terkumpul dideskripsikan dan

diolah dengan program SPSS.

5.1. Data Penelitian

Sebelum dilakukan perlakuan, hewan coba dibagi menjadi tiga kelompok, yaitu :

1. Kelompok 1 (kelompok kontrol), hewan coba tidak mendapat perlakuan terapi
OHB.

2. Kelompok 2 (kelompok perlakuan 1), hewan coba yang mendapat perlakuan
terapi OHB dengan tekanan 2,4 ATA selama 3 kali 30 menit dan diselingi
interval 5 menit menghirup udara Biasa setiap han dalam jangka waktu 10 hari
(satu sert).

3. Kelompok 3 (kelompok perlakuan 2), hewan coba yang mendapat perlakuan
terapi OHB dengan tekanan 2,4 ATA selama 3 kali 30 menit dan diselingi
interval 5 menit menghirup udara biasa setiap hari dalam jangka waktu 20 hari

(dua seri).
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Sebelum dilakukan perlakuan, masing-masing hewan coba dilakukan pengukuran

berat badan. Adapun data umur dan berat badan hewan coba adalah sebagai berikut :

Tesis

Tabel 5.1 : Umur (bln) dan Berat Badan (gr) dari tiap-tiap kelompok

Kel No. Umur (bln) Berat Badan (gr)

1 1.1 3 205
1.2 3 204
1.3 3 200
1.4 3 202
1.5 3 204
1.6 3 201
1.7 3 203
1.8 3 204
1.9 3 200
1.10 3 201

3 202.4
2 2.1 3 201
2.2 3 208
2.3 3 203
2.4 3 201
2.5 3 204
2.6 3 207
2.7 3 200
2.8 3 204
2.9 3 206
2.10 3 201

3 203.5
3 3.1 3 202
3.2 3 204
3.3 3 203
34 3 200
3.5 3 201
3.6 3 201
37 3 202
38 3 203
3.9 3 201
3.10 3 205

3 202.2

Ket : Kel 1 = Kontrol; Kel 2 =0HB 1 seri; Kel 3 = OHB 2 seri
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Setelah mendapat perlakuan terapi OHB, maka diperoleh data-data seperti yang
tercantum pada tabel dibawah ini.
Tabel 5.2 : Tabel Rerata Jumlah Kondrosit yang mengekspresikan TGF-8 (plp), Rerata

Jumlah Kondrosit (plp) dan Rerata Tebal Tulang Rawan (mm) dari tiap-tiap
Kelompok (lihat lampiran 1,2 dan 3)

Kel No. Rerata Jml kondrosit | Rerata Jml kondrosit Rerata Tebal
yg eksprest TGF-f (pip) Tulang Rawan
(plp) (mm)
1 1.1 0.8 9.6 0.064
1.2 1.2 8.8 0..052
1.3 0.6 6.2 0.074
1.4 0.8 74 0.08
1.5 0.8 8.6 0.05
1.6 0.2 7.0 0.056
1.7 0.8 7.4 0.06
1.8 1.0 74 0.056
1.9 1.4 6.8 0.06
1.10 1.2 9.0 0.048
0.88 7.82 0.06
2 2.1 1.0 15.6 0.096
2.2 1.0 154 0.088
2.3 0.6 18.6 0.126
2.4 1.0 11.2 0.104
2.5 2.2 132 0.106
2.6 1.8 14.4 0.10
2.7 2.6 10.8 0.114
2.8 2.6 13.4 0.072
2.9 0.6 8.6 0.14
2.10 2.0 11.6 0.15
1.54 13.28 0.1096
3 3.1 2.4 17.6 0.148
32 32 14.8 0.134
33 2.2 19.4 0.182
34 2.2 16.8 0.178
35 2.0 17.6 0.174
3.6 0.8 17.6 0.164
3.7 1.6 15.0 0.156
38 1.2 16.0 0.158
39 34 12.0 0.16
3.10 1.8 21.0 0.16
2.08 16.78 0.1614
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Data-data tersebut bila digambarkan dalam bentuk grafik adalah sebagai berikut :

I 2 3

KELOMPOK

Grafik 5.1 : Grafik Rerata Jumlah Kondrosit yang mengekspresikan TGF-B (plp) dari
tiap-tiap kelompok
Ket : Kel 1 = Kontrol; Kel 2 =OHB 1 seri; Kel 3 = OHB 2 seri

15
10
5
0
1 2 3
KELOMPOK

Grafik 5.2. : Grafik Rerata Jumlah Kondrosit (plp) dari tiap-tiap kelompok
Ket : Kel 1 = Kontrol; Kel 2 = OHB 1 seri; Kel 3 = OHB 2 seri
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Grafik 5.3 : Grafik Rerata Tebal Tulang Rawan (mm) dari tiap-tiap kelompok
Ket : Kel 1 = Kontrol; Kel 2 = OHB 1 sen; Kel 3 =0OHB 2 sen

5.2. Hasil Uji Statistika Deskriptif

Data hasil penelitian selanjutnya dianalisa secara deskriptif yang bertujuan untuk

memperoleh gambaran yang lebih jelas.

Tabel 5.3 : Statistik Deskriptif Jumlah Kondrosit yang mengekspresikan TGF-§ (pip),

Jumlah Kondrosit (plp), Tebal Tulang Rawan (mm) dan Berat Badan (gr) dari

tiap-tiap kelompok
Jml kondrosit | Jml kondrosit Tebal Berat
Kel yg ekspresi (plp) Tulang Badan
TGF-8 Rawan (gr)
(plp) (mm)
Rerata 0.88 7.82 0.06 202.4
1 Simp baku 0.3425 1.1053 0.0102 427
N 10 10 10 10
Rerata 1.54 13.28 0.1096 203.5
2 Simp baku 0.7891 2.8801 0.0237 2.99
N 10 10 10 10
Rerata 2.08 16.78 0.1614 202.2
3 Simp baku 0.8066 2.5218 0.0143 3.68
N 10 10 10 10
Ket : Kel 1 = Kontrol; Kel 2 = OHB 1 seri; Kel 3 = OHB 2 serni
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Uji Normalitas ini dilakukan untuk mengetahui apakah data yang akan dianalisis

ini berdistribusi normal atau tidak, karena pengujian dengan menggunakan statistik

parametrik mensyaratkan data harus berdistribusi normal.

Uji Normalitas terhadap data Jumlah Kondrosit yang mengekspresikan TGF-f,

Jumlah Kondrosit dan Tebal Tulang Rawan pada semua kelompok dilakukan dengan

menggunakan uji Ko/mogorov-Smirnov seperti tampak pada tabel 5.4.

Tabel 5.4 : Hasil uji normalitas data Jumlah Kondrosit yang mengekspresikan TGF-8
(plp), Jumlah Kondrosit (plp) dan Tebal Tulang Rawan (mm) dari tiap-tiap
kelompok (lihat lampiran 4).

Kel p jml kondrosit yg p jml kondrosit p tebal
ekspresi TGF-8 tulang rawan

1 0.657 0.784 0.632

2 0.800 0.380 0.507

3 0.461 0.546 0.483

Ket : Kel 1 = Kontrol; Kel 2 = OHB 1 seri; Kel 3 = OHB 2 seri; p = peluang kesalahan

Dan hasil uji Kolmogorov-Smirnov, seperti tercantum pada tabel diatas,

menunjukkan bahwa jumlah kondrosit .yang mengekspresikan TGF-, jumlah kondrosit

dan tebal tulang rawan dari tiap-tiap kelompok yang diuji berdistribusi normal (p>0.05).
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5.4. Hasil Uji Homogenitas
Uji Homogenitas dilakukan untuk mengetahui apakah varian sampel berbeda atau
tidak. Untuk melakukan analisis dengan menggunakan Anova, maka varian sampel harus

sama, karena jika berbeda maka pengambilan sampel akan bias.

Tabel 5.5 : Hasil uji homogenitas Berat Badan (gr) (lihat lampiran 5)

Vanabel F P

Berat Badan (gr) 0.361 0.700

Dari data hasil uji homogenitas berat badan didapatkan bahwa hewan coba yang

dipergunakan mempunyai varian populasi yang sama (p>0.05).

5.5. Hasil Uji Analisis Varians

Analisis varian ini dilakukan dengan menguji variabel tergantung yaitu jumlah
kondrosit yang mengekspresikan TGF-8, jumlah kondrosit dan tebal tulang rawan.
Variabel-vaniabel ini diuji dengan menggunakan statistik analisis satu jalan (One Way
Anova). Tujuan dari uji ini adalah untuk mengetahui pengaruh perlakuan antar kelompok
terhadap masing-masing variabel tergantung, sepeﬁi tampak pada tabel 5.6.

Tabel 5.6 : Hasil penghitungan analisis uni variat untuk variabel jumlah kondrosit yang
mengekspresikan TGF-$ (plp), jumlah kondrosit (plp) dan tebal tulang rawan

(mm) (lihat lampiran 5).
Variabel tergantung F P
Jml kondrosit yg ekspresi 7.792 0.002
TGF-B (plp)
Jml kondrosit (plp) 38.530 0.000
Tebal tulang rawan (mm) 88.552 0.000
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Hasil penghitungan dengan menggunakan uji Uni Variat menunjukkan terdapat
perbedaan yang bermakna (p<0.05) pada hasil penghitungan jumlah kondrosit yang
mengekspresikan TGF-B (p=0.002) , jumlah kondrosit (p=0.000) dan tebal tulang rawan
(p=0.000) antar kelompok.

Selanjutnya untuk mengetahui pengaruh perlakuan antar kelompok terhadap

ketiga variabel dilakukan uji Multi Variat seperti tampak pada tabel 5.7.

Tabel 5.7 : Hasil penghitungan Uji Multi Variat dengan menggunakan Hotteling’s
Trace untuk variabel jumlah kondrosit yang mengekspresikan TGF-f (plp),
jumlah kondrosit (plp) dan tebal tulang rawan (mm) (lihat lampiran 5).

Value F Hypothesis df Error df Sig.

Hotelling’s Trace 16.288 65.151 6.000 48.000 .000

Hasil penghitungan dengan menggunakan uji Multi Variat (Hotteling'’s Trace)
menunjukkan terdapat perbedaan yang bermakna (p<0.05) pada hasil penghitungan
ketiga variabel antar kelompok.

Setelah diketahui bahwa ada perbedaan yang bermakna diantara ketiga kelompok,
selanjutnya dilakukan analisis antar kelompok mana yang berbeda dengan menggunakan

uji beda (pairwise comparisons), seperti yang tampak pada tabel 5.8.

Tesis Pengaruh oksigen hiperbarik... Tjahja Nurrobi



ADLN-Perpustakaan Universitas Airlangga

87

Tabel 5.8 : Hasil uji beda variabel jumlah kondrosit yang mengekspresikan TGF-B (plp),
jumlah kondrosit (plp) dan tebal tulang rawan (mm) antar kelompok (lihat

lampiran 6)
Variabel tergantung Kel Kel p

Jml kondrosit yg 1 2 0.039

ekspresi TGF-8 3 0.01
(plp) 2 3 0.087
Jml kondrosit (plp) 1 2 0.000
3 0.000
2 3 0.002
Tebal tulang rawan 1 2 0.000
(mm) 3 0.000
2 3 0.000

Ket : Kel 1 = Kontrol; Ket 2 =OHB 1 seri; Kel 3 = OHB 2 seri

Dari hasil uji beda variabel diatas dapat diketahui bahwa terdapat perbedaan yang
bermakna (p<0.05) pada variabel jumlah kondrosit yang mengekspresikan TGF-f (plp)
antara kelompok 1 dengan kelompok 2 (0.039) maupun antara kelompok 1 dengan
kelompok 3 (0.01), tetapi kurang bermakna antara kelompok 2 dengan kelompok 3
(p=0.087). Sedangkan pada variabel jumlah kondrosit (plp) menunjukkan perbedaan yang
bermakna (p<0.05) antara kelompok 1 dengan kelompok 2 (0.000), antara kelompok 1
dengan kelompok 3 (0.000), serta antara kelompok 2 dengan kelompok 3 (p=0.002).
Demikian pula untuk variabel tebal tulang rawan (mm) juga menunjukkan perbedaan
yang bermakna (p<0.05) antara kelompok 1 dengan kelompok 2 (0.000), antara

kelompok | dengan kelompok 3 (0.000), serta antara kelompok 2 dengan kelompok 3

(p=0.000).
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Untuk mengetahui apakah ada korelasi yang bermakna antara lama pembernian

HBO dengan jumiah kondrosit yang mengekspresikan TGF-f, jumlah kondrosit dan tebal

tulang rawan, maka dilakukan uji korelasi, seperti pada tabel 5.9.

Tabel 5.9 : Hasil uji korelasi antara jumlah kondrosit yang mengekspresikan TGF-§ (plp),
jumlah kondrosit (pip), tebal tulang rawan (mm) dan lama pembenian HBO
(seri) (lihat lampiran 6).

KONDROSIT TEBAL TL TGF BETA
(pip) RAWAN (mm) (pip) WAKTU HBO
KONDROSIT (pip) Pearson Correlation 1.000 .769™ 388" 854"
Sig. (2-tailed) . .000 .029 .000
N 30 30 30 30
TEBAL TL RAWAN (mm) Pearson Coirelation 769" 1.000 485" .931*1
Sig. (2-tailed) .000 . .007 .000
N 30 30 30 30
TGF BETA (pip) Pearson Correlation .398* 485 1.000 .604*1
Sig. (2-tailed) .02¢8 007 . .000
N 30 30 30 30
WAKTU HBO Pearson Correlation .854* 931 604 1.000
Sig. (2-tailed) .000 .000 .000 .
N 30 30 30 30

**. Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).
*. Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed).

Dari data tersebut diatas maka dapat diketahui bahwa terdapat korelasi yang

bermakna (p<0.05) antara lama pemberian HBO dengan jumlah kondrosit yang

mengekspresikan TGF-§ (p=0.000), jumlah kondrosit (p=0.000) dan tebal tulang rawan

(p=0.000).
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BAB 6

PEMBAHASAN

6.1. Metodologi Penelitian
6.1.1. Sampel dan Besar Sampel

Sampel yang dipakai pada penelitian ini adalah Ratfus norvegicus jantan dengan
usia antara 2 — 4 bulan dan berat badan antara 200 — 300 gram. Alasan pemilihan hewan
coba ini adalah karena Rattus norvegicus tahan terhadap segala perlakuan, murah, mudah
didapat dan mudah pemeliharaannya. Pada usia 2 — 4 bulan, berat badannya dapat
mencapai 200 — 300 gram. Pada usia ini Rattus norvegicus digolongkan di dalam usia
dewasa muda, dimana pada usia tersebut mereka tahan terhadap penyakit, serta cepat
dalam merespon penyembuhan luka (Malole, 1989).

Sesuai dengan rumus tentang besar sampel, maka didapatkan jumlah sampel
minimal dengan a = 0,05 dan $ = 0,10 , adalah 9 ekor Rattus norvegicus. Jumlah sampel
keseluruhan yang digunakan pada penelitian ini adalah 30 ekor Rartus norvegicus yang
dibagi menjadi 3 kelompok, sehingga tiap kelompok terdiri dari 10 ekor. Sampai dengan
selesainya penelitian tidak ada hewan coba yang drop out atau mati. Dengan demikian
besar sampel yang dipakai untuk penelitian ini sudah memenuhi kriteria jumlah sampel
minimal.

Selain itu dari hasil uji homogenitas berat badan didapatkan bahwa hewan coba
yang dipergunakan mempunyai varian populasi yang sama (p>0.05). Dengan demikian

sampel memenuhi syarat untuk dilakukan uji statistik selanjutnya.
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6.1.2. Transeksi Ligamen Krusiatum Anterior dan Menisektomi

Ligamen krusiatum dan meniskus adalah termasuk struktur intraartikuler yang
mempertahankan stabilitas sendi Iutut (Skinner, 2000). Adanya kerusakan dari kedua
struktur tersebut akan berakibat ketidakstabilan pada sendi lutut. Lutut yang tidak stabil
akan menyebabkan timbulnya luka pada tulang rawan sendi (Osteoartritis sekunder).
Pada penelitian ini, untuk mendapatkan luka tulang rawan sendi, maka sendi lutut harus
dibuat tidak stabil terlebih dahulu, yaitu dengan cara melakukan transeksi ACL dan

menisektomi.

6.1.3. Aktifitas Fisik Lari

Untuk mempercepat terjadinya luka tulang rawan sendi, maka setelah dilakukan
transeksi ACL dan menisektomi, dilanjutkan dengan pemberian perlakuan aktifitas fisik
pada sendi lutut yang bersifat menekan tulang rawan (hard impact), yaitu dengan cara
melarikan hewan coba di atas sebuah alat yang dapat diatur kecepatan putarannya
(Rotarod). Hewan coba dilarikan selama 10 - 15 menit sehari dalam jangka waktu 4
minggu dengan kecepatan 8 — 10 putaran per menit. Diharapkan setelah pemberian
aktifitas fisik lari tersebut terjadi perlukaan padé daerah weight bearing tulang rawan
sendi lutut (osteoartritis sekunder). Terbukti pada kelompok kontrol (kelompok 1)
didapatkan tulang rawan yang tipis disertai jaringan fibrosis yang menandakan suatu

proses pengikisan disertai keradangan pada tulang rawan.
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6.1.4. Pemberian OHB

Hewan coba dari kelompok 2 dan 3 dimasukkan ke dalam Ruang Udara
Bertekanan Tinggi (RUBT) khusus hewan coba dan diberi oksigen murni (02 100%)
dengan tekanan 2,4 ATA selama 3 kali 30 menit dan diselingi interval 5 menit menghirup
udara biasa. Prosedur ini diulang kembali keesokan harinya, sampai 10 kali untuk
kelompok 2 dan 20 kali untuk kelompok 3.

Pada penelitian ini dipakai tekanan 2,4 ATA, karena berdasarkan hasil penelitian
terdahulu menunjukkan bahwa pada tekanan tersebut didapatkan efek terapetik yang baik
tanpa adanya efek toksik (Laksono, 2002; Tjahjowiduri, 2000). Selain itu pada dosis
tersebut, OHB dapat berperan sebagai : hiperoksigenasi jaringan, merangsang
vasokontriksi, menghambat sitokin inflamasi, merangsang growth factor, berperan
sebagai antibakteri, meningkatkan potensiasi antibiotika, dan meningkatkan peran lekosit
(Wright, 2001).

Terbukti dari hasil penilitian terdapat korelasi bermakna antara kelompok yang
diberi OHB dengan yang tanpa pemberian OHB (p<0.05). Serta terdapat korelasi
bermakna antara kelompok yang diberi OHB satu seri dengan kelompok yang diberi

OHB dua seri, terutama terhadap variabel jumlah kondrosit dan ketebalan tulang rawan

(p<0.05).

6.1.5. Pembuatan Sediaan Histologi dan Imunohistokimia
Setelah perlakuan pemberian OHB selesai dilaksanakan, maka hewan coba
disacrifice untuk kemudian dilakukan pembuatan sediaan histologi dan imunohistokimia

dari potongan distal femur. Pemotongan sediaan dilakukan dengan microtome pada
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sumbu sagital daerah weight bearing Rattus norvegicus, yaita pada sudut 90° — 135 ° dari
sumbu panjang tulang femur. Terbukti pada kelompok kontrol (kelompok 1) didapatkan
tulang rawan yang tipis disertai jaringan fibrosis yang menandakan suatu proses
pengikisan pada daerah weight bearing tulang rawan sendi lutut.

Masing-masing potongan kemudian dibuat menjadi dua sediaan, yaitu untuk
sediaan Histologi yang diwarnai dengan HE, dan sediaan Imunohistokimia yang
direaksikan dengan antibodi primer TGF-f pada tikus (Rat). Sediaan histologi untuk
menghitung jumlah kondrosit dan ketebalan tulang rawan, sedangkan sediaan
imunohistokimia untuk menghitung jumlah kondrosit yang mengekspresikan TGF-p.
Baik dan sediaan histologi maupun sediaan imunohistokimia dapat dilihat jelas korelasi

antara masing-masing kelompok pada tiap-tiap variabel.

6.2. Pengaruh OHB terhadap Penyembuhan Luka Tulang Rawan Sendi

OHB dikatakan dapat mempercepat proses penyembuhan luka termasuk cedera
tulang rawan sendi (Lakesla, 1999; Orani, 1996; Jain, 1996). Penyembuhan cedera tulang
rawan sendi dapat dilihat melalui banyak indikator, namun pada penelitian ini hanya
dilihat dan ti-ga variabel, yaitu : peningkatan jumlah kondrosit yang mengekspresikan
TGF-B, jumlah kondrosit serta ketebalan tulang rawan sendi.

Dari data hasil penelitian didapatkan peningkatan jumlah kondrosit yang
mengekspresikan TGF-§, jumlah kondrosit serta ketebalan tulang rawan sendi, berturut-
turut mulai dari kelompok 1 dengan jumlah terkecil hingga kelompok 3 dengan jumlah

terbesar.

Tesis Pengaruh oksigen hiperbarik... Tjahja Nurrobi



ADLN-Perpustakaan Universitas Airlangga 93

Dari hasil uji Kolmogorov-Smirnov menunjukkan bahwa jumlah kondrosit yang
mengekspresikan TGF-B, jumlah kondrosit dan tebal tulang rawan dan tiap-tiap
kelompok yang diuji berdistribusi normal (p>0.05). Dengan demikian memenuhi syarat
untuk dilakukan uji statistik selanjutnya.

Hasil penghitungan dengan menggunakan uji Uni Variat menunjukkan terdapat
perbedaan yang bermakna (p<0.05) pada hasil penghitungan tiap-tiap variabel antar
kelompok. Sedangkan hasil penghitungan dengan menggunakan uji Multi Vanat dengan
menggunakan Hottling’s Trace menunjukkan terdapat perbedaan yang bermakna
(p<0.05) pada hasil penghitungan ketiga variabel antar kelompok.

Dari hasil uji beda variabel dapat diketahui bahwa terdapat perbedaan yang
bermakna (p<0.05) pada variabel jumlah kondrosit yang mengekspresikan TGF-§ (plp)
antara kelompok 1 dengan kelompok 2 (p=0.039)maupun antara kelompok 1 dengan
kelompok 3 (p=0.01), tetapi kurang bermakna antara kelompok 2 dengan kelompok 3
(p=0.087). Sedangkan pada variabel jumlah kondrosit (plp) dan tebal tulang rawan (mm)
menunjukkan perbedaan yang bermakna (p<0.05) antar semua kelompok.

Dari hasil uji korelasi dapat diketahui bahwa terdapat korelasi yang berr_nakna
(p<0.05) antara lama pemberian HBO dengan jumiah kondrosit yang mengekspresikan
TGF-B (p=0.000, r=0.604), jumlah kondrosit (p=0.000, r=0.854) dan tebal tulang rawan

(p=0.000, r=0.931).
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BAB 7

PENUTUP

7.1. Kesimpulan
Oksigen Hiperbarik (OHB) dapat merangsang penyembuhan cedera tulang rawan
sendi lutut pada tikus putih jantan (Rattus norvegicus), melalui peningkatan jumiah

kondrosit yang mengekspresikan TGF-f, jumliah kondrosit serta ketebalan tulang rawan

sendi.

7.2. Saran

1. Perlu penelitian lebih lanjut tentang hubungan OHB dengan NO pada penyembuhan
luka tulang rawan sendi.

2. Perlu penelitian lebih lanjut tentang cara penyiapan model hewan coba yang
mengalami osteoarthritis.

3. Perlu penelitian klinik tentang pengaruh OHB terhadap penderita osteoartritis

94
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Lampiran 1 : Tabel Jumlah Kondrosit yang mengekspresikan TGF-§ (plp) dengan

pembesaran 400x

Kel No. Eval 1 Eval 2 Eval 3 Eval 4 Eval 5 Rerata
1 1.1 3 0 0 1 0 0.8
1.2 2 2 1 0 1 1.2
1.3 0 0 2 1 0 0.6
1.4 0 0 0 2 2 0.8
1.5 0 1 2 0 1 0.8
1.6 0 0 0 1 0 0.2
1.7 2 1 0 0 1 0.8
1.8 2 1 1 0 1 1.0
1.9 2 1 1 0 3 1.4
1.10 1 0 0 3 2 1.2
0.88
2 2.1 1 0 2 0 2 1.0
2.2 0 0 2 1 2 1.0
2.3 0 0 0 2 1 0.6
24 2 2 0 0 1 1.0
2.5 3 4 0 2 2 2.2
2.6 2 2 2 0 3 1.8
2.7 3 3 2 0 5 2.6
2.8 3 4 4 2 0 2.6
2.9 1 0 2 0 0 0.6
2.10 4 2 0 3 1 2.0
1.54
3 3.1 5 3 3 0 1 24
3.2 4 4 2 5 1 3.2
3.3 3 2 2 4 0 2.2
34 4 3 0 3 1 2.2
3.5 5 2 2 0 1 2.0
3.6 2 2 0 0 0 0.8
3.7 3 0 0 1 4 1.6
3.8 1 0 0 3 2 1.2
3.9 4 2 5 3 3 34
3.10 3 2 0 2 2 1.8
2.08
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Lampiran 2 : Tabel Jumlah Kondrosit (plp) dengan pembesaran 400x

Kel No. Eval 1 Eval 2 Eval 3 Eval 4 Eval 5 Rerata

1 1.1 12 7 9 11 9 9.6
1.2 8 9 10 9 8 8.8

1.3 9 7 5 6 4 6.2

1.4 11 10 6 3 7 7.4

1.5 7 9 12 8 7 8.6

1.6 11 8 5 7 4 7.0

1.7 5 7 10 13 2 7.4

1.8 9 3 5 8 12 7.4

1.9 6 6 8 5 9 6.8

1.10 8 11 9 7 10 9.0

7.82

2 2.1 17 14 15 18 14 15.6
2.2 16 18 10 17 16 15.4

2.3 19 21 18 16 19 18.6

2.4 9 8 12 19 8 11.2

2.5 12 17 18 10 9 13.2

2.6 14 14 16 12 16 144

2.7 14 7 13 9 11 10.8

2.8 13 17 8 12 17 13.4

2.9 7 13 4 5 14 8.6

2.10 11 9 15 8 15 11.6

13.28

3 3.1 19 16 18 20 15 17.6
3.2 12 11 15 22 14 14.8

3.3 23 18 19 20 17 19.4

34 12 19 18 16 19 16.8

3.5 17 17 19 18 17 17.6

3.6 18 16 20 19 15 17.6

3.7 15 13 18 12 17 15.0

3.8 13 16 20 15 16 16.0

3.9 10 14 12 13 11 12.0

3.10 22 20 25 17 21 21.0

16.78999
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Kel No. Eval 1 Eval 2 Eval 3 Eval 4 Eval 5 Rerata
1 1.1 0.09 0.07 0.03 0.05 0.08 0.064
1.2 0.06 0.04 0.04 0.07 0.05 0..052
1.3 0.10 0.06 0.07 0.08 0.06 0.074
1.4 0.06 0.08 0.10 0.09 0.07 0.08
1.5 0.04 0.06 0.03 0.05 0.07 0.05
1.6 0.06 0.05 0.08 0.04 0.05 0.056
1.7 0.04 0.09 0.04 0.05 0.08 0.06
1.8 0.05 0..08 0.04 0.05 0.06 0.056
1.9 0.05 0.09 0.07 0.04 0.05 0.06
1.10 0.04 0.05 0.06 0.05 0.04 0.048
0.06
2 2.1 0.09 0.11 0.13 0.07 0.08 0.096
2.2 0.10 0.11 0.08 0.06 0.09 0.088
2.3 0.19 0.12 0.10 0.09 0.13 0.126
24 0.17 0.13 0.07 0.09 0.06 0.104
2.5 0.09 0.14 0.11 0.08 0.11 0.106
2.6 0.08 0.07 0.15 0.12 0.08 0.10
2.7 0.09 0.12 0.17 0.07 0.12 0.114
2.8 0.07 0.05 0.06 0.08 0.10 0.072
2.9 0.08 0.15 0.16 0.13 0.18 0.14
2.10 0.09 0.14 0.19 0.15 0.18 0.15
0.1096
3 3.1 0.13 0.15 0.18 0.17 0.11 0.148
32 0.15 0.15 0.15 0.09 0.13 0.134
33 0.22 0.17 0.15 0.18 0.19 0.182
34 0.12 0.20 0.19 0.21 0.17 0.178
3.5 0.12 0.18 0.16 0.22 0.19 0.174
3.6 0.15 0.16 0.21 0.11 0.19 0.164
3.7 0.17 0.13 - 0.16 0.14 0.18 0.156
3.8 0.17 0.11 0.17 0.21 0.13 0.158
39 0.15 0.15 0.18 0.13 0.19 0.16
3.10 0.21 0.14 0.15 0.18 0.12 0.16
0.1614
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Lampiran 4 : Hasil Uji Normalitas jumlah kondrosit yang mengekspresikan TGF-§

(plp), jumlah kondrosit (plp) dan tebal tulang rawan (mm) pada
kelompok 1,2 dan 3

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

KONDROSIT TEBAL TL TGF BETA
(Plp) RAWAN (mm) | (plp)
N 10 10 10
Normmal Parametersab  Mean 7.8200 6.0000E-02 .8800
Std. Deviation 1.1053 1.0285E-02 .3425
Most Extreme Absolute .248 .200 .208
Differences Positive .248 .200 192
Negative -.160 -.122 -.208
Kolmogorov-Smirnov Z .784 632 657
Asymp. Sig. (2-tailed) 570 .819 .782
a. Test distribution is Normal.
b. Calculated from data.
C. KELOMPOK = KONTROL
One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test
KONDROSIT TEBAL TL TGF BETA
(plp) RAWAN (mm) (plp)
N 10 10 10
Normal Parameters2®  Mean 13.2800 .10960 1.5400
Std. Deviation 2.8801 2.3679E-02 .7891
Most Extreme Absolute 120 .160 253
Differences Positive 120 .160 253
Negative -.095 -.100 -129
Kolmogorov-Smimov Z .380 .507 .800
Asymp. Sig. (2-tailed) .999 959 .543
a. Test distribution is Normal.
b. Calculated from data.
C. KELOMPOK = HBO 1 SERI
One-Sample Koimogorov-Smirnov Test
KONDROSIT TEBAL TL TGF BETA
(plp) RAWAN (mm) (plp)
N 10 10 10
Normal Parametersab  Mean 16.7800 .16140 2.0800
Std. Deviation 2.5218 1.4300E-02 .8066
Most Extreme Absolute 173 153 .146
Differences Positive 173 139 146
Negative -127 -.163 -.118
Kolmogorov-Smimov Z .546 483 461
Asymp. Sig. (2-tailed) 927 974 .984

a. Test distribution is Normal.
b. Calculated from data.
€. KELOMPOK = HBO 2 SERI
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Lampiran S : Hasil Uji Homogenitas berat badan hewan coba, hasil Uji Anova
dan Manova jumlah kondrosit yang mengekspresikan TGF-§ (plp),
jumlah kondrosit (plp) dan tebal tulang rawan (mm)

ANOVA Table
Sum of
Squares df | Mean Square F Sig.
BERAT BADAN Between Groups 9,800 2 4,900 | ,361 ,700
Within Groups 366,500 | 27 13,574
Total 376,300 | 29

Univariate Tests

Sum of
Dependent Vanable Squares df Mean Square F Sig.
KONDROSIT (plp) Contrast 407.811 2 203.905 | 38.530 .000
Error 142.888 27 5.292

TEBAL TL RAWAN (mm) Contrast |5.142E-02 2 2.571E-02 | 88.552 .000
Error 7.839E-03 27 2.903E-04
TGF BETA (plp) Contrast 7.224 2 3.612 7.792 .002
Error 12.516 27 .464

The F tests the effect of KELOMPOK. This test is based on the linearly independent pairwise
compansons among the estimated marginal means.

Multivariate Tests
Value F Hypothesis df | Error df Sig.
Piltai's trace .976 8.256 6.000 52.000 .000
Wilks' lambda .056 26.879° 6.000 50.000 .000
Hotelling's trace 16.288 65.151 6.000 48.000 .000
Roy's largest root 16.253 140.857° 3.000 26.000 .000

Each F tests the multivariate effect of KELOMPOK. These tests are based on the linearly
independent pairwise comparisons among the estimated marginal means.

a. Exact statistic

b. The statistic is an upper bound on F thaf yields a lower bound on the
significance level.
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Lampiran 6 : Hasil Uji beda variabel dan hasil Uji Korelasi jumlah kondrosit yang
mengekspresikan TGF-f (plp), jumlah kondrosit (plp) dan tebal
tulang rawan (mm) antar kelompok

Pairwise Comparisons

Mean
Difference Std.
Dependent Variable () KELOMPOK (J) KELOMPOK (I-J) Error Sigi
KONDROSIT (pip) KONTROL HBO 1 SERI -5.460 | 1.029 .000
HBO 2 SERI -8.960 1.029 .000
HBO 1 SERI HBO 2 SERI -3.500 | 1.029 .002
TEBAL TL RAWAN (mm) KONTROL HBO 1 SERI -4.960E-02 .008 .000
HBO 2 SERI -.101 .008 .000
HBO 1 SERI HBO 2 SERI -5.180E-02 .008 .000
TGF BETA (plp) KONTROL HBO 1 SERI -.660 .304 .039
HBO 2 SER! -1.200 .304 .001
HBO 1 SER! HBO 2 SERI -.540 .304 .087
Based on estimated marginal means
a. Adjustment for multiple comparisons: Least Significant Difference (equivalent to no
adjustments).
Correlations
KONDROSIT TEBAL TL TGF BETA
(pip) RAWAN (mm) (plp) WAKTU HBO
KONDROSIT (plp) Pearson Correlation 1.000 769 .398* 8541
Sig. (2-tailed) . .000 .029 .000
N 30 30 30 30
TEBAL TL RAWAN (mm) Pearson Correlation .769*1 1.000 485* 931+
Sig. (2-tailed) .000 . .007 .000
N 30 30 30 30
TGF BETA (pip) Pearson Correlation .398* 485" 1.000 604
Sig. (2-tailed) 029 .007 . .000
N 30 30 30 30
WAKTU HBO Pearson Correlation .854*% .931* 604 1.000
Sig. (2-tailed) .000 000 .000 .
N 30 30 30 30
**. Correlation is significant at the 0.01 level (2-tajled).
*. Correlation is sigrificant at the 0.05 leve! (2-tailed).
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LAMPIRAN FOTO

Foto 1 : Tikus ditempatkan didalam kandang plastik berukuran 30 x 40 x 15 cm masing-

masing berisi 4 ekor hewan coba dan ditutup dengan anyaman kawat serta
beralaskan sekam.

Foto 2 : Alat-alat yang dibutuhkan untuk transeksi ligamen krusiatum anterior dan
menisektomi
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Foto 3 : Cara pembiusan tikus dengan menempatkan di dalam toples yang diberi kapas
yang sudah dibasahi oleh ether

Foto 4 : Transeksi ligamen krusiatum anterior dan menisektomi dengan incisi pada
anterior sendi lutut yang kemudian ditutup kembali dengan jahitan lapis demi
lapis
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Foto 5 : Tikus dilarikan diatas Rotarod selama 10 - 15 menit sehari dalam jangka waktu 4
minggu

Foto 6 : Lembaga Kesehatan TNI-AL dan Ambulan Lakesla yang mengangkut
Monoplace Chamber yang digunakan untuk penelitian
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Foto 7 : Tikus dimasukkan kedalam kotak kaca yang dialiri oksigen murmni sebelum
ditaruh didalam Monoplace Chamber

Foto 8 : Preparat potongan sagital sendi lutut tikus yang sudah diberi pewarnaan khusus

-
{
.

Foto 9 : Kondrosit dengan pewarnaan imunohistokimia tanpa menggunakan AbM-TGF-
B (1.5 x 400)-Kontrol dan menggunakan AbM-TGF-$ (No.3.2, x 400)

Tesis Pengaruh oksigen hiperbarik... Tjahja Nurrobi



ADLN-Perpustakaan Universitas Airlangga

Foto 10 : Kondrosit yang mengekspresikan TGF-B dengan pewarnaan imunohistokimia
dengan menggunakan AbM-TGFf-1 pada kelompok 1 (preparat no.1.9, kiri),

kelompok 2 (preparat no.2.4, tengah) dan kelompok 3 (preparat no.3.2,
kanan) dengan pembesaran 400x.

Foto 11 : Potongan sagital sendi lutut dengan pewarnaan HE pada kelompok 1 (preparat
no. 1.7, kiri), kelompok 2 (preparat no. 2.4, tengah) dan kelompok 3 (preparat
no. 3.10, kanan). Tampak pada kelompok 1 banyak terdapat jaringan fibrosis,
sedangkan pada kelompok 3 tulang rawan lebih tebal dan jumlah kondrositnya

lebih banyak. Selain itu pada kelompok 3 dijumpai pula kondrosit yang
bermitosis.
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