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Pengaruh pemberian Interleukin 10 dan Ketorolac                                                                                                                                                                                               


PENDAHULUAN
Adhesi intra peritoneum sering terjadi setelah laparatomi dan peradangan pertoneum. Adhesi sering menyebabkan keluhan klinis mulai dari rasa tidak enak di perut, nyeri, infertilitas sampai gangguan pasase usus. Terdapat 60%-90% operasi abdominal yang menimbulkan adhesi.(1-4)
Weibel melaporkan angka kejadian adhesi intra peritoneum setelah laparatomi 65%-69% dan angka kejadiannya lebih tinggi pada wanita, walaupun secara statistik tidak bermakna.(1.5) Ellis menemu-kan angka kejadian adhesi mencapai 95%.(1,2) Sejauh ini penyebab terbanyak adhesi intra peritoneum adalah tindakan operasi sebelumnya.(6)
Oleh karena morbiditas yang besar dan membutuhkan perawatan yang mahal maka banyak upaya yang dilakukan untuk mencegah terjadinya adhesi intra peritoneum ini. Ada beberapa metode yang dicobakan untuk mencegah terjadinya adhesi ini, diantaranya dengan teknik pembedahan yang sebaik mungkin atau dengan memberikan zat tambahan.(7) Beberapa zat tambahan seperti dextran(3), aprotini(8), cairan asam hyaluronat(9) dan carboxymethyl-cellulose (Seprafilm)(10), mangan-desferrioxamin(11), tissue plasminogen activator(12,13) polymers(14), polyethylene glycol 4000(15), vitamin E(16), anti biotika(17), heparin(17), steroid(17) dan Non Steroid Anti Inflammatory Drugs (NSAID).(18-21)  telah dicobakan untuk mencegah pembentukan adhesi intra peritoneum.
Ketorolac tromethamine sebagai salah satu NSAID yang kuat, pada beberapa studi pendahuluan pada binatang menunjukkan adanya efek anti adhesi intra peritoneum yang signifikan.(18-20) 
Holschneider dkk, melaporkan bahwa efek Ketorolac untuk mencegah adhesi pada tikus percobaannya mendapatkan Inter leukin-10 mempunyai efek imunomodulasi untuk mencegah pembentukan adhesi paska laparatomi.(19,22)  

Faktor penyebab paling penting timbulnya adhesi adalah iskemia jaringan dan inflamasi.(11,17,23) 
Iskemia disebabkan oleh obstruksi usus strangulata, gangguan pembuluh darah, jahitan terlalu kuat dan distensi abdomen. Inflamasi disebabkan oleh trauma peritoneum, infeksi, kontaminasi bakteri dan adanya material asing.(17,23) 
Interleukin-10 di duga menekan kerja mediator dan sitokin pro inflamasi, sedangkan Ketorolac tromethamine di duga meningkatkan produksi IL-10 yang mengaktifkan proses fibrinolitik perito-neum, mengurangi proses neo-vaskularisasi, mengurangi migrasi dan proliferasi fibro-blast serta produksi kolagen sehingga deposit fibrin yang terbentuk dapat dilisis dan mencegah terbentuknya adhesi fibrosa yang permanen.(20,21,25,26)   
Berdasarkan hal tersebut kami melaku-kan penelitian dengan menggunakan binatang percobaan tentang pengaruh pemberian Inter leukin-10 dan Ketorolac tromethamine terhadap peningkatan sel T-helper penghasil Inter leukin-10 dalam darah paska laparatomi.
METODE
Jenis Penelitian

Jenis penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah penelitian eksperimen-tal dengan menggunakan binatang percobaan. 

Populasi

Populasi penelitian ini adalah tikus putih galur wistar yang berasal dari Laboratorium Hewan Fakultas Farmasi Universitas Andalas Padang.
Sampel

Binatang percobaan berupa tikus putih jantan galur wistar sebanyak 30 ekor yang secara fisik sehat, umur 8-12 minggu dengan berat badan antara 200 – 300 gram. Di pilih tikus jantan supaya tidak terpengaruh hormonal dan kehamilan. Penelitian usia 8 – 12 minggu karena tikus masih dalam usia dewasa muda dan respon imunologis akan cepat terlihat. Beberapa peneliti juga sebelumnya menggunakan kriteria yang sama.
Sampel di bagi ke dalam 3 kelompok masing-masing dengan nama kelompok I, II dan III.
Kelompok I adalah kelompok kontrol negatif yang mendapat perlakuan laparatomi dengan injeksi NaCl  0,9%. 

Kelompok II adalah kelompok yang mendapat perlakuan laparatomi dan di injeksikan Ketorolac tromethamine.
Kelompok III adalah kelompok yang mendapat perlakuan laparatomi dan di injeksikan Inter leukin-10.
Besar sampel yang digunakan dalam penelitian ini berdasarkan rumus :


n =  ((Za+Zb)2. Qd2)



          d2
Jumlah sampel yang dibutuhkan sama dengan 8 ekor. Pada penelitian ini sampel yang digunakan adalah sebanyak 10 ekor per kelompok dengan alasan 2 ekor sebagai cadangan kalau ada tikus yang mati selama penelitian berlangsung. 

Kemudian dilakukan randomisasi lagi yaitu sebanyak 10 ekor dimasukkan ke dalam kelompok I, 10 ekor kelompok II, dan 10 ekor lagi kelompok III.

Hipotesis Penelitian

Ho : Tidak ada perbedaan pengaruh pemberian Inter leukin-10 dan Ketorolac tromethamine terhadap jumlah sel T-helper penghasil IL-10 paska laparatomi.

Definisi Operasional 

a. Laparatomi adalah tindakan membuka dinding depan abdomen dengan insisi median 5 cm untuk melihat isi rongga peritoneum.

b. Injeksi NaCl fisiologis adalah injeksi NaCl 0,9% yang diberikan secara intra muskular (IM) dengan dosis 0,5 ml segera setelah operasi, dilanjutkan setiap 6 jam selama 72 jam paska operasi.

c. Injeksi Ketorolac tromethamine adalah injeksi Ketorolac tromethamine (Toradol) dan diberikan secara intra-muskular (IM) dengan dosis awal 1 mg/kg BB segera setelah operasi, dilanjutkan dengan dosis 0,5 mg/kg BB dalam 0,5 ml NaCl 0,9% setiap 6 jam selama 72 jam paska operasi.

d. Injeksi Ketorolac tromethamine adalah injeksi Ketorolac tromethamine (Toradol) yang diberikan secara intra-muskular (IM) dengan dosis awal 1 mg/kg BB segera setelah operasi, dilanjutkan dengan dosis 0,5 mg/kg BB dalam 0,5 ml NaCl 0,9% setiap 6 jam selama 72 jam paska operasi.

e. Jumlah total lekosit darah tepi adalah jumlah total yang di hitung dalam kamar improved Neubauer dengan metode manual.
f. Hitung jenis leukosit adalah jumlah hitung jenis eosinifit, basomfil, netrofil, limfosit dan monosit pada sediaan apus darah tepi.

g. Sel T-helper penghasil Inter leukin-10 adalah jumlah sel yang dihitung dengan mikroskop setelah diberikan mono-clonal anti bodinya.
Alat & Bahan
a. Hewan yang dipakai dalam penelitian adalah tikus putih jantan galur wistar yang berumur 8 – 12 minggu dengan berat badan 150 – 250 gram. Jumlah total sampel adalah 30 ekor.

b. NaCl 0,9% tersedia dalam kemasan 500 ml per kolf produksi PT. Otsuka Indoensia.
c. Inter leukin-10 injeksi tersedia dalam bentuk serbuk recombinant rat Interleukin-10 produksi Saphire Biosciensce Pty, NSW, Australia, dengan konsentaso 50 ug/ml dilarutkan dengan PBS.

d. Ketorolac tromethamine injeksi tersedia dalam bentuk ampul 30 mg per ml produksi PT. Roche Indonesia.

e. Phosphate Buffered Saline (PBS) di buat dari campuran: 40 gr NaCl 0,9% di tambah 5,75 Na2HPO4 serta 1 gr KH2PO4 dalam 5 liter air.

f. Ether: merupakan bahan anestesi inhalasi.
g. Alat bedah minor.
h. Anti bodi monoclonal spesifik di beli dari berbagai sumber di luar negeri.
Cara Kerja
Pemeliharaan Hewan Percobaan


Tikus putih dipelihara sebaik-baiknya menurut persyaratan yang sudah ada untuk memperoleh kondisi dan per-syaratan yang sesuai untuk penelitian. Tikus putih yang telah di pilih secara random dimasukkan ke dalam kandang percobaan yang telah disiapkan selama 1 minggu supaya terjadi penyesuaian lingkungan yang stabil sebelum dilakukan penelitian. 
Kandang hewan percobaan menggunakan kandang dari baskom plastik ukuran 50 x 35 x 15 cm dengan alas kandang menggunakan sistem battery yang akan membuat kotoran jatuh langsung ke dalam bak penampungan sehingga tidak berkontak dengan tikus. Sebelum digunakan, kandang dibersihkan dan kemudian di semprot dengan formalin 10% sebagai desinfektan. Bak penampungan kotoran dibersihkan tiap hari dan di beri kapur untuk bau. Kandang ditempatkan dalam suhu kamar dan cahaya meng-gunakan sinar matahari tidak langsung dengan siklus yang sama dengan alam. Makanan hewan percobaan menggunakan pelet produksi PT. Charoen Pophan Medan. Makanan dan Minuman di beri ad libitum dengan wadah yang dibersihkan setiap hari.

Persiapan Hewan

Masing-masing kelompok dipersiapkan dalam kandang terpisah. Sebelum perlakuan masing-masing tikus di timbang berat badannya dan secara fisik diamati kesehatannya apakan ada yang sakit atau tidak. Jika didapatkan ada yang sakit maka tikus tersebut dikeluarkan dari penelitian dan di ganti dengan tikus baru dengan kriteria yang sama dan di ambil secara random.

Perlakuan Hewan Percobaan


Setelah persiapan selesai maka hewan percobaan di beri perlakuan sebagai berikut :

1. Lakukan anestesi maka hewan coba dengan ether secara inhalasi (open method).
2. Lakukan pencukuran dinding perut hewan coba lalu desinfeksi dengan memakai povidon iodine 10%.

3. Laparatomi dengan insidi media sepanjang 5 cm sehingga menembus peritoneum. Kemudian di buat luka peritoneum standar dengan aberasi tajam sebesar 2 cm2 di peritoneum parietal kanan yang menimbulkan perdarahan mikro. Lalu peritoneum di jahit secara jelujur dengan chromic cat gut 4-0, sedangkan kulit di jahit dengan silk 4-0 secara inter rupted dengan jarak masing-masing jahitan 5 mm.

4. Untuk kelompok I diberikan injeksi NaCl 0,9% sebanyak 0,5 ml IM segera setelah operasi dan di ulangi tiap 6 jam selama 72 jam pertama setelah laparatomi.

5. Untuk kelompok II diberikan injeksi Ketorolac tromethamine dengan dosis 1 mg/kg BB IM dan dilanjutkan dengan dosis 0,5 mg kg BB tiap 6 jam selama 72 jam pertama setelah laparatomi.

6. Untuk kelompok III diberikan injeksi Inter leukin-10 dengan dosis 1ug/kg BB di dalam 0,5 ml PBS secara IM segera setelah operasi dan di ulangi tiap 6 jam selama 72 jam pertama setelah laparatomi.

7. Setelah pembedahan binatang coba di rawat pada Laboratorium Farmakologi Jurusan Farmasi FMIPA Universitas Andalas.

8. Pada hari ke-14 semua hewan percobaan dilakukan anestesi dengan ether inhalasi (open method), kemudian dilakukan pembedahan ulang dengan insisi paramedian kiri, darah di ambil dengan spuit 3 cc sebanyak 2 ml yang di ambil dari aorta abdominalis.

Pengambilan spesimen pada 3 kelompok :

1. Leukosit darah tepi di hitung dengan kamar Improved Neubauer.
2. Hitung jenis leukosit dengan menggunakan kamar improved neu-bauer. Darah tepi dilakukan dengan larutan Ficol yang dicentrifuge, kemudian diwarnai secara imunohisto kimia dan di label dengan anti bodi monoclonal spesifik.

Analisa Data


Penelitian ini bersifat eksperimental dengan menggunakan binatang percobaan. Data di ambil berdasarkan perbandingan antara 3 kelompok eksperimental. Analisa data di hitung secara statistik parametrik, (ANOVA). Analisis lebih lanjut dengan menggunakan metode “Multiple Comparison Procedure”. Untuk data non parametrik menggunakan ANOVA untuk data bertingkat (ranked data). Pendekatan dilakukan sesuai dengan disain penelitian eksperimental.

HASIL
Telah dilakukan penelitian terhadap binatang percobaan tikus putih jantan jenis wistar sebanyak 30 ekor. Seluruhnya dilakukan laparatomi dengan insisi media. Setelah laparatomi binatang percobaan di bagi 3 kelompok. Kelompok I diberikan injeksi NaCl 0,9% 0,5 ml IM selama 3 hari. Kelompok II diberikan injeksi Ketorolac tromethamine 1 mg dalam 0,5 ml NaCl 0,9% IM selama 3 hari. Kelompok III diberikan injeksi Inter leukin-10 dengan dosis 1 ug/ml dalam 0,5 ml PBS IM selama 3 hari.
Dua minggu kemudian darah tikus di ambil di hitung jumlah leukosit, hitung jenis dan jumlah sel T-helper penghasil Inter leukin-10. selama penelitian seluruh binatang percobaan tidak ada yang mati.
Tabel 1. Perbandingan jumlah total lekosit (per mm3)
	Tikus
	Kelompok

	
	I
	II
	III

	1

2

3

4

5

6

7

8

9

10
	7.600

4.400

3.800

5.800

4.100

3.000

3.600

2.800

2.300

4.200
	8.200

4.600

4.800

2.400

5.200

4.600

5.100

2.600

6.600

6.000
	6.200

2.800

4.500

3.200

4.800

3.600

3.400

4.000

7.600

4.200

	Mean

SD
	4.160

1552,2
	5.010

1723,34
	4.430

1572,03


Dari analisa ANOVA didapatkan p=0,482. Jadi tidak terdapat perbedaan antara ke-3 kelompok.
Tabel 2. Perbandingan jumlah sel limfosit pada hitung jenis (%)
	Tikus
	Kelompok

	
	I
	II
	III

	1

2

3

4

5

6

7

8

9

10
	76

62

74

66

84

79

87

75

84

79
	75

75

77

77

74

82

84

82

76

90
	80

71

77

76

68

83

83

75

72

84

	Mean

SD
	76,6

7,92
	78,2

3,52
	76,9

5,55


Dari analisa ANOVA didapatkan p– 0,816. Jadi tidak didapatkan perbedaan jumlah limfosit pada ke-3 kelompok.
Tabel 3.Perbandingan jumlah Sel T-helper penghasil Inter leukin-10 (persentase)

	Tikus
	Kelompok

	
	I
	II
	III

	1

2

3

4

5

6

7

8

9

10
	11

9

13

16

14

10

11

12

9

14
	15

21

12

14

16

19

18

16

20

22
	15

11

20

15

13

18

14

12

17

17

	Mean

SD
	11,9

2,44
	17,3

3,23
	15,2

3,54


Dari analisa ANOVA didapatkan p= 0,001 yang berarti terdapat perbedaan yang bermakna antara ke-3 kelompok tersebut. Analisa lebih lanjut dengan menggunakan metode “Multipel Comparisons Procedure” menunjukan bahwa tidak terdapat perbedaan yang bermakna antara kelompok II dengan kelompok III (p=0,322).
PEMBAHASAN
Hasil penelitian menunjukan setelah dua minggu binatang percobaan dilakukan laparatomi ternyata hasil lekosit tidak menunjukan perbedaan yang bermakna. Kelompok I didapatkan rata-rata jumlah lekosit 4160/mm3, kelompok II 5.010/mm3 dan infeksi telah dapat diatasi. Untuk mendapatkan data mengenai jumlah lekosit perlu dilakukan pemeriksaan rutin lekosit dalam interval waktu tertentu untuk mendapatkan gambaran perjalanan penyakit dan efek pemberian Ketorolac tromethamine dan Inter leukin-10 terhadap jumlah total lekosit dalam darah.


Dari perhitungan jumlah sel limfosit yang didapatkan dari hitung jenis menunjukkan bahwa tidak terdapat per-bedaan yang bermakna pada jumlah limfosit (p=0,816), walaupun secara rata-rata terdapat sedikit peningkatan jumlah limfosit pada tikus yang diinjeksikan Ketorolac tromethamine dan Inter leukin-10. Hal ini menunjukan bahwa tidak didapatkan perangsangan pembentukan limfosit pada pemberian Ketorolac atau Inter leukin-10. Walaupun demikian perlu dilakukan penghitungan secara rutin dan serial produksi jumlah sel limfosit ini untuk menentukan perjalanan peningkatan dan penurunan sel limfosit ini, apakah terdapat peningkatan jumlah limfosit pada awal-awal pemberian bahan tersebut.

Pada perhitungan jumlah sel T-helper penghasil Inter leukin-10, didapatkan perbedaan yang bermakna dari ke-3 kelompok tersebut, Pemberian Ketorolac tromethamine dan Inter leukin-10 pada tikus yang dilakukan laparatomi menunjukkan bahwa sel T-helper penghasil Inter leukin-10 meningkat pada tikus yang di injeksikan Ketorolac tromethamine (rata-rata 17,3 per 100 sel) dan pada tikus yang diinjeksikan Inter leukin-10 (rata-rata 15,2 per 100 sel) dibandingkan dengan tikus kontrol (rata-rata 11,9 per 100 sel). Hal ini menunjukan bahwa Ketorolac dan Inter leukin-10 keduanya ternyata merangsang produksi sel T-helper yang menghasilkan Inter leukin-10 yang berguna untuk menekan proses Inflamasi. Bahwa secara rata-rata Ketorolac merangsang sel T-helper penghasil Inter leukin-10 lebih banyak dari Inter leukin-10 itu sendiri, walaupun secara analisa tidak didapatkan perbedaan yang bermakna antara keduanya. Holschneider dkk, mendapatkan hasil imunomodulasi dengan IL-10 tidak lebih unggul dari pada pengobatan dengan NSAID Ketorolac pada pencegahan adhesi paska bedah.(19)

Khambri dan Zahari, mendapatkan perbedaan yang bermakna dari tingkat adhesi yang terjadi pada tikus percobaan dengan pemberian Ketorolac tromethamine dan Inter leukin-10 pada tikus paska laparatomi.(22) 


Leader mendapatkan pada pasien yang mengalami sinovitis akut, terjadi penambahan sel mononuclear penghasil IL-2 dan IFN y sedangkan pada pasien dengan rematik arthritis kronis didapatkan peningkatan sel penghasil IL-6, IL-10 dan TNF a.(28) Studi pada binatang percobaan menunjukan peningkatan pengeluaran IL-10 pada trauma sebagai imbangan berkurang-nya Thl. Produksi Th2 penghasil IL-10 menunjukkan pertambahan setelah trauma, sebaliknya Thl justru berkurang.(29) 


Salah satu hipotesa mekanisme Ketorolac dalam mencegah adhesi yaitu bahwa Ketorolac meningkatkan produksi Interleukin-10. Di sini terbukti bahwa pemberian Ketotolac meningkatkan sel T-helper yang menghasilkan Interleukin-10 sebagai mana yang di duga. Holschneider dkk berpendapat bahwa walaupun ada beberapa bukti yang menunjukkan bahwa NSAID meng “up-regulate” produksi IL-10 pada sel makrofag peritoneal pada murine, tetap harus dibuktikan apakah Ketorolac dan IL-10 mencegah pembentukan adhesi pasca bedah melalui mekanisme yang sama.(19) 


Walaupun jumlah limfosit tidak meningkat tetapi fungsi aktivitasnya dalam pembentukan sel T-helper ternyata meningkat. Jadi, kadar T-helper penghasil Interleukin-10 bertambah walaupun jumlah limfositnya sendiri tidak menunjukkan pertambahan.


Dari hasil penelitian sebelumnya dan jika dihubungkan dengan hasil penelitian ini, didapatkan bahwa adanya adhesi atau tidak dapat dibuktikan dengan kadar sel T-helper penghasil Interleukin-10. Dengan kata lain bahwa pada tingkat pemeriksaan molekular kita dapat melihat ada atau tidaknya adhesi paska operasi tetapi tidak pada pemeriksaan laboratoris biasanya.
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THE EFFECT OF INTERLEUKIN-10 AND KETOROLAC TROMETHAMINE


ON T-HELPER CELL PRODUCING INTERLEUKIN-10 IN THE BLOOD


AFTER LAPARATOMY





ABSTRACT


Interleukin-10 and Ketorolac tromethamine is a material that is being carefully in order to hamper the occurrence of post-operation adhesi. Although Interleukin-10 and Ketorolac tromethamine did not prevent the formation adhesi intra peritonum in total, but in a meaningful formation can be reduced. This study aimed to see the expression of T-helper cell exceptionally Interleukin-10 in the blood of rats with post laparatomi of Interleukin-10 and Ketorolac tromethamine. 


30 rats wistar done in the laparatomi then into 3 groups in the injection each NaCl 0.9%, Interleukin-10 and Ketorolac tromethamine. After fourteen days and then re-done laparatomi. The blood of rats in and take the calculated number of T-helper cell exceptionally Interleukin-10. Data end analysis in the ANOVA. 


The research found that the increase means the number of T-helper cells producing interleukin-10 in mice in which injection Inter leukin-10 and Ketorolac tromethamine compared with the control group. (p=0.001) The T-helper producing interleukin-10 is higher in mice in which injection Kethorolac tromethamine. �In this research can be concluded that the Inter leukin-10 and Ketorolac tromethamine is a material that stimulates T-helper resulted in Interleukin-10. Ketorolac tromethamine stimulate the production of Interleukin-10 in rats conducted laparatomi. ��Keywords: Interleukin-10 Ketorolac tromethamine, Tue T-helper producing IL-10
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