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ABSTRAK
Pendahuluan : Osteoartritis (OA) dapat disebabkan oleh faktor predisposisi dan biomekanik sehingga menyebabkan degradasi kartilago secara langsung. Degradasi kartilago menyebabkan peningkatan interleukin-1β (IL-1 β) dan leukosit sebagai tanda inflamasi. Rimpang jahe merah dan alang-alang (RJMA) bersifat sebagai anti-inflamasi dan antioksidan. Kedua herbal tersebut digunakan sebagai pengobatan tunggal  untuk berbagai penyakit. Penelitian ini mempelajari potensi kombinasi kedua herbal tersebut untuk pengobatan OA melalui penurunan IL-1β dan jumlah leukosit tikus. 
Metode : 25 ekor tikus wistar, berat 270-300g a dikelompokkan menjadi lima kelompok yaitu; kontrol negatif (KN), kontrol positif (KP), kelompok perlakuan 1 (P1), perlakuan 2 (P2), dan perlakuan 3 (P3). Empat kelompok OA diinjeksi 0,1ml Complete Freund’s Adjuvant (CFA) secara intraartikular lurut kanan. Kombinasi dekokta (RJMA) diberikan pada tiga kelompok OA dengan dosis  9+40mg/hari (P1), 18+40mg/hari (P2), dan 36+40mg/hari (P3) selama 10 hari. Pemberian kombinasi dekokta RJMA diberikan 10 hari setelah injeksi CFA. IL-1β serum diukur menggunakan IL-1β Assay Kit, dan jumlah leukosit diukur menggunakan hematologyanalyzer. Analisa data menggunakan uji One Way Anova  dilanjutkan uji post hoc. p<0,05 menunjukkan hasil signifikan.
Hasil : Pemberian dosis kombinasi dekokta rimpang RJMA mampu meneurunkan IL-1β serum dan jumlah leukosit (p<0,05). Uji korelasi antara kadar IL-1β dan jumlah leukosit tikus menunjukkan korelasi positif yang signifikan (p<0,05).  Dosis efektif  yaitu 36+40mg/hari. Dosis tersebut mampu menurunkan hingga mendekati KN (p<0,05)
Simpulan : Kombinasi dekokta RJMA pada P1,P2, dan P3 mampu menurunkan IL-1β serum dan jumlah leukosit pada tikus karena induksi CFA. 
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ABSTRAK
Introduction: Osteoarthritis (OA)  due to predispose and biomechanics factors causing direct degraation of the cartilage. The degradation process causes interleukin-1β (IL-1β) and leukocyte that increases as inflammation sign. The red ginger’s rhizome and cogon grass are known to have anti-inflammatory and antioxidant properties. The herbals were used s a single herb to cure diseases. The present study evaluated the potential of the two herbs for OA treatment by  decrease in IL-1β and leukocyte in rat.
Methods: 25 male Wistar rats aged four months, weighed 270-300g were grouped into five groups; negative controls (KN), positive controls (KP), treatment group 1 (P1), treatment group 2 (P2), and treatment group 3 (P3). Four groups of the rats were injected by 0,1ml  right knee intraarticular of  Complete Freund’s Adjuvant (CFA)  to induce OA. Three groups of OA rats are treated with 9+40mg/day (P1), 18+40mg/day (P2), and 36+40mg/day (P3) respectively for 10 days. The treatment of RJMA was conducted 10  days post CFA injection. IL-1β  was measured by IL-1β assay kit and leukocyt were measured hematologyanalyzer. The data were analyzed by One Way Anova test followed by post hoc test. The p < 0.05 was considered to be significant.
Results: The given doses of the combination RJMA dereased serum IL-1β and leukocyte compare to positive control (p <0.05). Correlation test between IL-1β levels and leukocytes showed a significant positive (p <0.05). the most effective dose RJMA is 36+40mg/day. The dose approximate that of KN group (p<0,05)
Conclusion: The combination of decoction of RJMA at P1, P2, and P3 were able to reduce serum IL-1β and leukocyte count in OA rats caused by CFA induction.
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PENDAHULUAN 

       Osteoartritis (OA) merupakan penyakit kronis progresif menyerang kartilago sendi yang banyak terjadi pada sendi lutut dan panggul karena proses degeneratif sehingga terjadi perubahan patologis struktur sendi (1). Prevalensi penyakit OA di dunia dan di Indonesia meningkat setiap tahunnya, dan 80% penderita sudah tidak mampu melaksanakan aktifitas sehari-hari sehingga berpengaruh pada sosio-ekonomi mereka (2–4). OA merupakan penyakit yang dipengaruhi banyak faktor seperti faktor predisposisi dan biomekanis (5,6). 
       Faktor tersebut menyebabkan degradasi kartilago sehingga terjadi nekrosis jaringan. Nekrosis jaringan menyebabkan ekspresi sitokin salah satunya Interleukin-1β (IL-1β) (7). IL-1β akan berikatan dengan reseptornya menyebabkan transkripsi dari nitric oxide (NO) dan aktifasi makrofag(8). NO akan bereaksi dengan Reactive Oxygen Species (ROS) yang menyebabkan degradasi kartilago secara langsung. Sedangkan makrofag yang memfagositosis jaringan menyebabkan terbentuknya leukotrien sehingga leukosit meningkat (8,9). 
       Terapi non-farmakologi seperti edukasi hingga farmakologi menggunakan obat Nonsteoridal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) hingga operasi hanya bertujuan mengurangi gejala tanpa mengurangi proses degradasinya (10,11). Namun selain hanya mengurangi gejalanya saja, terapi farmakologi juga menimbulkan efek samping (10,12). Oleh karena itu diperukan alternatif terapi lain yang lebih aman dan alami. 
       Indonesia adalah negara dengan keanekaragaman hayati yang melimpah. Herbal di masyarakat sudah digunakan sebagai obat. Seperti jahe merah (Zingiber officinale) digunakan sebagai kompres hangat untuk menurunkan nyeri pada OA (13). Sedangkan alang-alang (Imperata cylindrica) dipercaya mampu sebagai antioksidan (14,15). Kandungan gingerol pada jahe merah mampu sebagai anti-inflamasi dan penghambatan kerja cyclooxigenase. Kandungan isoguenin pada alang-alang mampu menekan aktifitas NO melalui inducible nitric oxide synthase dan kandungan polifenol serta fenolik mampu sebagai antioksidan (14). 
       Masyarakat Indonesia lebih senang memanfaatkan herbal dengan cara di seduh. Hal ini sama dengan metode dekoktasi. Dekokta adalah perebusan tanaman hingga mendidih selama 30 menit. Metode ini lebih banyak digunakan karena mudah dan praktis (16).Oleh karena itu dengan melihat potensi jahe merah dan alang-alang yang dapat dijadikan terapi untuk mengurangi efek samping obat OA maka perlu dilakukan penelitian lanjutan mengenai efek tersebut dengan melakukan kombinasi dekokta rimpang jahe merah dan alang-alang (RJMA) untuk lebih dapat mengurangi gejala OA dengan parameter kadar IL-1β dan jumlah leukosit. 
METODE

       Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratorium in vivo dengan desain control group post test only yang dilakukan di lab animal house FK Universitas Islam Malang, lab biosains Universitas Brawijaya, dan Rumah Sakit Hewan Universitas Brawijaya. Pelaksanaan penelitian ini dimulai dari bulan Februari hingga April 2019. Penelitian ini juga telah disetujui secara etik oleh Komisi Etik Penelitian Universitas Brawijaya dan diterbitkan pada tanggal 8 Januari 2019 dengan nomor 1055-KEP-UB. 

Subjek Penelitian
       Pada penelitian ini menggunakan tikus putih jantan (Ratus novergicus L) galur wistar sebanyak 25 ekor dengan menggunakan rumus Federer. Hewan coba yang digunakan berumur 4 bulan dengan berat 200-300 gram. Pembagian kelompok perlakuan dilakukan secara acak atau random sampling (n=5) pada kelompok kontrol negatif (KN), kelompok kontrol positif (KP), kelompok perlakuan 1 (P1), kelompok perlakuan 2 (P2), kelompok perlakuan 3 (P3). Hewan coba selanjutnya dilakukan aklimatisasi, diberi makan dan minum Ad libitum.

Tikus Model Osteoartritis
       Injeksi ketamin 0,1ml/100grBB tikus secara intra-muskular dilakukan sebagai anastesi tikus untuk selanjutnya dilakukan injeksi Complete Freund’s Adjuvant (CFA) 0,1ml secara intra-artikular pada lutut kanan tikus yang dilakukan satu kali selama percobaan (17). Injeksi CFA dilakukan dengan menekuk lutut kaki kanan tikus  dan memfiksasi kuat agar celah sendinya dapat teraba (18). Gejala OA akan muncul pada hari ke 7 setelah injeksi CFA (19). Pengukuran indeks atritis dilakukan dengan mengukur edema menggunakan micrometer screw serta didukung dengan foto x-ray dan histopatologi pewarnaan Hematoxyline Eosin pada lutut kanan tikus (20,21). Cara pengukuran edema dengan memberi skor diameter lutut, skor 1 apabila diameter 0,1-2mm, skor 2 apabila 2,1-4,0mm, skor 3 apabila 4,1-6,0mm. Dari data tersebut lalu dilakukan perhitungan menggunakan statistik (20).

Kombinasi Dekokta Rimpang Jahe Merah dan Alang-alang (RJMA)
       Kombinasi jahe merah dan alang-alang dibuat dengan cara dekoktasi. Dekoktasi adalah cara memanfaatkan herbal dengan di seduh. Air sebanyak 120ml direbus menggunakan panci hingga suhu 90’C. Setelah suhu mencapai 90’C ukur kembali menggunakan gelas ukur sebanyak 100ml lalu didihkan kembali hingga 90’C dan masukkan simplisia jahe merah lalu rebus selama 30 menit dengan diaduk setiap 5 menit. Hal yang sama dilakukan pada simplisia alang-alang.
       Dosis jahe merah yang digunakan untuk OA adalah pada manusia yaitu 500mg, 1000mg, dan 2000mg (22). Oleh karena itu dilakukan pengkalian dengan faktor konfersinya yaitu 0,018 untuk mengubah menjadi dosis tikus (23). Sehingga dalam 1 ml didapatkan dosis jahe merah 9mg, 18mg, dan 36mg. Dosis alang-alang yang digunakan untuk tikus didasarkan pada penelitian sebelumnya sebagai anti-piretik sebesar 40mg (24). Maka dosis kombinasi dekokta RJMA sebanyak P1(9+40mg/hari), P2(18+40mg/hari), P3(36+40mg/hari). Volume kombinasi dekokta RJMA yang diberikan pertikus adalah 2ml dan kombinasi dekokta RJMA tersebut diberikan selama 10 hari setelah gejala muncul pasca injeksi CFA.

Pengambilan Sampel Darah 
       Pengambilan sampel darah dan serum dilakukan dengan cardiac puncture dengan menganastesi tikus menggunakan ketamin 0,1ml/100grBB. Jika tikus sudah tidak aktif bergerak, fiksasi tikus dalam keadaan terlentang diatas meja bedah. Bedah tikus pada daerah abdomen secara perlahan dan gunting mengarah ke kanan dan kiri. Ambil darah tepat di jantung menggunakan spuit posisi tegak lurus lalu simpan pada vacutainer. Untuk analisa IL-1β menggunakan serum sehingga simpan darah di vacutainer tanpa Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) lalu sentrifugasi. Untuk analisa jumlah leukosit menggunakan sampel darah sehingga simpan di vacutainer berisi EDTA. 

Pemeriksaan Kadar IL-1β Serum
       Pemeriksaan kadar IL-1β menggunakan sampel serum dan dianalisa dengan alat Rat IL-1β ELISA Kit dari Bioassay Technology Laboratory pada panjang gelombang 450nm 



Pemeriksaan Jumlah Leukosit 
       Pemeriksaan jumlah leukosit menggunakan alat hematologyanalizer 3 diff. Sampel yang digunakan adalah darah tikus yang diberi anti-koagulan dan diperiksa pada hari yang sama setelah pembedahan.

Teknik Analisa Data
       Pengujian hipotesis dilakukan dengan menggunakan metode uji One Way Analysis Of Varians (ANOVA)  dengan cara membandingkan masing-masing grup berdasarkan hasil yang didapat. Apabila p<0,05 maka hasil signifikan dan perlu dilakukan uji lanjut yaitu post hoc test untuk mengetahui bagaimana struktur perbedaan antar perlakuan. Uji lanjut yang dilakukan adalah uji Least Significance Different (LSD) untuk menentukan ada tidaknya perbedaan pada setiap perlakuan. Program Statistical Product and Service Solutions (SPPS) diguakan untuk uji statistik.

HASIL DAN ANALISA DATA

Hasil Pengukuran Edema Lutut Kaki Kanan Tikus
       Efek kombinasi dekokta RJMA  terhadap pengukuran edema lutut pada kaki kanan tikus dapat dilihat di tabel 5.1. Hasil pengukuran edema lutut pada hari ke 5 dan 10 setelah injeksi CFA pada KP, P1, P2, dan P3 berbeda signifikan terhadap KN (p<0,05). Pada scoring edema hari ke-19 tidak didapatkan perbedaan signifikan (p>0,05) antara KP dan P1 terhadap KN. P2 dan P3 berbeda signifikan dengan KN (p<0,05). Sedangkan P1, P2 dan P3 tidak berbeda signifikan dengan KP (p>0,05). P1 berbeda signifikan terhadap P2 dan P3 (p<0,05). Positif mengalami penurunan dan mendekati kelompok kontrol negatif.


Tabel 5.1 Hasil Pengukuran Edema Lutut Kanan Tikus Terhadap Efek Kombinasi Dekokta RJMA
	 
	KN
	KP
	P1
	P2
	P3

	Injeksi CFA
	-
	0,1 ml/ tikud
	0,1 ml/tikus
	0,1 ml/tikus
	0,1 ml/tikus

	Scoring edema lutut hari ke-5 
	0,0±0
	1,2±0,447a
	1±0,0a
	1±0,0a
	1,4±0,547a

	Scoring edema lutut hari ke-10
	0,0±0
	1,2±0,447a
	1±0,0a
	1,4±0,49a
	1,6±0,548a

	Dosis Kombinasi Dekokta Rimpnag (JMA)
	-
	-
	(9+40)mg/hari
	(18+40) mg/hari
	(36+40)mg/hari

	Delta edema lutut hari ke-19
	0,0±0
	0,6±0,5b
	0,2±0,4b
	1±0,0a,*
	1±0,0a,*


Keterangan  : Tabel 5.1  menunjukkan hasil pengukuran edema lutut tikus dalam mean ± standar deviasi. Notasi a menunjukkan hasil yang berbeda signifikan terhadap KN. Notasi b menunjukkan hasil yang tidak berbeda signifikan terhadap KN. Notasi * menunjukkan hasil berbeda signifkan dengan P1.
      
       Selain mengukur derajat edema, untuk melihat efek pemberian induksi CFA pada lutut kaki kanan tikus maka dapat dilihat dari gejala klinisnya. Gejala klinis OA pada tikus seperti pada hari ke tiga pasca injeksi CFA tikus tidak menggunakan kaki kanannya untuk berjalan, selain itu aktifitas tikus yang mulai tidak aktif juga menjadi penanda.
       
Hasil Pengukuran Kadar IL-1β Serum Terhadap Efek Kombinasi Dekokta RJMA
       Kadar IL-1β serum terhadap pemberian kombinasi dekokta rimpang (JMA) dapat dilihat pada tabel 5.2. Kadar IL-1β pada P1, P2, dan P3 dibandingkan dengan KP mengalami penurunan mendekati normal yaitu; 0,24153020±0,0000013; 0,24153520±0,0000016; 0,24155484±0,0000055 namun perbedaannya terlalu kecil. Pada kelompok perlakuan P3, kadar IL-1β yang paling mendekati dengan kelompok kontrol negatif. 

Tabel 5.2 Rerata Kadar IL-1β Serum Tikus Yang Diberi Kombinasi Dekokta RJMA

	
	N
	Rerata Kadar IL-1β

	KN
	5
	2,56±0,66

	KP
	5
	4,56±1,40

	P1
	5
	1,78±0,40

	P2
	5
	2,06±046

	P3
	5
	2,32±0,16




       Uji normalitas dan homogenitas dari pemberian kombinasi dekokta rimpang jahe merah dan alang-alang terhadap kadar IL-1β memberikan hasil yang signifikan (p > 0,05). Uji statistik parametrik oneway menggunakan uji anova memiliki hasil yang signifikan (p<0,05). Dilanjutkan dengan uji korelasi menunnjukkan hasil signifikan yang bersifat negatif (p<0,05). 

Hasil Pengukuran Jumlah Leukosit Terhadap Efek Kombinasi Dekokta RJMA 
       Jumlah leukosit terhadap pemberian kombinasi dekokta rimpang (JMA) dapat dilihat pada tabel 5.3. Kadar IL-1β pada P1, P2, dan P3 dibandingkan dengan KP mengalami penurunan mendekati normal yaitu: 4,44±1,04; 3,76±0,35; 8,94±4,66. Pada kelompok perlakuan P3, jumlah leukosit yang paling mendekati dengan kelompok kontrol negatif. 

Tabel 5.3 Rerata Jumlah Leukosit Tikus Yang Diberi Kombinasi Dekokta RJMA

	
	N
	Rerata Jumlah Leukosit

	KN
	5
	11,46±7,7

	KP
	5
	53,84±22,3

	P1
	5
	4,44±1,04

	P2
	5
	3,76±0,35

	P3
	5
	8,94±4,66



       Uji normalitas dan homogenitas dari pemberian kombinasi dekokta rimpang jahe merah dan alang-alang terhadap jumlah leukosit memberikan hasil yang signifikan (p > 0,05). Uji statistik parametrik oneway menggunakan uji anova memiliki hasil signifikan (p<0,05). Dilanjutkan dengan uji korelasi menunnjukkan hasil signifikan yang bersifat negatif (p<0,05). 

Hasil Uji Korelasi Terhadap Pemberian Kombinasi Dekokta RJMA Pada Kadar IL-1β Serum dan Jumlah Leukosit       
       Uji korelasi antara kadar IL-1β dengan jumlah leukosit dapat dilihat pada tabel 5.4 

Tabel 5.4Tabel Hubungan Antara Kadar IL-1β Degan Jumlah Leukosit

	
	
	IL-1

	Leu
	Correlation
	.875***

	
	sig
	.000

	
	N
	20




       Hasil uji korelasi menunjukkan korelasi positif yang signifikan (p<0,05). Hal ini menunjukkan jika apabila terjadi peningkatan kadar IL-1β maka akan diikuti oleh peningkatan jumlah leukosit dan jika terjadi penurunan kadar IL-1β maka akan diikuti oleh penurunan jumlah leukosit.

PEMBAHASAN

Karakteristik Sampel
       Pada penelitian dipilih tikus sebagai hewan coba karena baik pembuatan model OA primer maupun sekunder dapat menggunakan tikus(25). Galur wistar dipilih karena rentan mengalami arthritis yang diinduksi oleh Adjuvant Induced Arthritis (AIA) (26). Tikus jantan dipilih dalam penelitian ini agar tidak terdapat pengaruh hormon esterogen (27). Hal ini karena apabila kadarnya turun maka dapat mempengaruhi menyebabkan beberapa hal seperti diferensiasi dan maturasi osteoklas yang terganggu, peningkatan hormon paratiroid sehingga terjadi  peningkatan resorbsi tulang, dan peningkatan radikal bebas  (28). Usia tikus 4 bulan berdasarkan hasil konfersi umur manusia sekitar 40 tahun ke tikus. Umur manusia 40 tahun dipilih karena merupakan salah satu faktor resiko terjadinya OA (29). Pemilihan berat badan dipilih untuk memudahkan fiksasi sendi lutut agar mudah saat injeksi CFA.
       Penentuan OA dilakukan dengan mengukur edema pada lutut kanan menggunakan micrometer screw(20). Pengukuran dilakukan sebelum injeksi CFA, hari ke 5 setelah injeksi CFA, hari ke 10 injeksi CFA. Hal ini dilakukan karena efek dari CFA muncul pada hari ke 7 setelah injeksi namun akan sulit dibedakan dengan normal pada hari ke 21 setelah injeksi (19). Pengukuran edema hari ke 10 menunjukkan data yang tidak terdistribusi normal, hal ini menunjukkan bahwa pada hari ke 10 masih terjadi inflamasi untuk itu mulai dilakukan pemberian herbal. Pengukuran edema terakhir dilakukan setelah 10 hari pemberian kombinasi dekokta RJMA. Hal ini didukung dengan hasil foto x-ray. Foto x-ray dilakukan pada kelompok positif dan negatif. Kellgren-Lawrence 1957 mengatakan bahwa, klasifikiasi OA berdasarkan hasil radiologi adalah 0: normal, 1:oteofit tampak kecil, 2: osteofit tampak dan celah sendi normal, 3: osteofit jelas dan terjadi penyempitan celah sendi, 4: terjadi sklerosis dan penyempitan celah sendi berat. Pada penelitian ini, hasil foto x-ray menunjukkan osteofit yang minimal sehingga sudah dapat. Selain  pada foto x-ray, efek pemberian CFA juga dapat dilihat dari histopatologi lutut kanan tikus menggunakan pewarnaan hematoxyline eosin (HE). Hasil histopatlogi pewarnaan HE menunnjukkan hasil yang positif OA pada kelompok positif dibandingkan kelompok negatif (unpublished data).

       Efek Kombinasi Dekokta RJMA Terhadap Kadar IL-1β Serum
       Tabel 5.2 menunjukkan rerata kadar IL-1β serum tikus pada setiap kelompok. Rerata kadar IL-1β pada kelompok positif mengalami peningkatan. Peningkatan kadar IL-1β serum tikus pada kelompok positif dapat disebabkan karena injeksi dari CFA (31). Rerata kadar IL-1β pada kelompok perlakuan mengalami penurunan mendekati normal. Namun perbedaannya terlalu kecil. Hal ini dikarenakan  IL-1β dapat ditemukan sistemik dan lokal (pada jaringan kartilago dan sinovial) (32).
       Penuunan kadar IL-1β dikarenakan kandungan zat aktif gingerol pada jahe mampu menurunkan sitokin proinflamasi seperti IL-1β sehingga proses degradasi sendi tidak terjadi(33,34). IL-1β merupakan sitokin proinflamasi yang dapat menyebabkan aktifasi pembentukan NO (8).  Zat aktif polifenol dan flavonoid pada alang-alang mampu menetralisir sifat radikal NO karena perannya sebagai antioksidan (35). Hasil uji post hoc pada setiap kelompok perlakuan dibandingkan dengan kelompok positif didapatkan hasil yang signifikan (p<0,05). Sehingga terdapat perbedaan kadar IL-1β pada setiap kelompok. Dengan hasil r-square 56% menunjukkan kemampuan menurunkan IL-1β hanya sebesar 56% yaitu pada kelompok perlakuan 3 dosis 32+40mg.

Efek Kombinasi Dekokta RJMA Terhadap Jumlah Leukosit
     Tabel 5.3 menunjukkan rerata jumlah leukosit tikus pada setiap kelompok. Rerata jumlah leukosit pada kelompok positif mengalami peningkatan. Peningkatan jumlah leukosit tikus, dapat disebabkan karena injeksi dari CFA. Rerata jumlah leukosit pada kelompok perlakuan mengalami penurunan mendekati normal
       Kandungan jahe merah seperti gingerol, shogaol, atau  paradol juga dapat menghampat kerja enzim COX 1 dan COX 2 seperti ibuprofen dan bethametason (33). Selain itu juga menghambat leukotrien. Penghambatan dari leukotrien dapat menyebabkan migrasi leukosit pada pembuluh darah menurun, sehingga jumlah leukosit dalam darah menurun. 
       Sedangkan alang-alang mempunyai zat aktif berupa isoguenin yang berperan pada penurunan leukosit melalui mekanisme penghambatan terpecahnya lipopolisakarida makrofag (14). Hasil uji post hoc pada setiap kelompok perlakuan dibandingkan dengan kelompok positif didapatkan hasil yang signifikan (p<0,05). Sehingga terdapat perbedaan jumlah leukosit pada setiap kelompok. Dengan hasil r-square 30% menunjukkan kemampuan menurunkan IL-1β hanya sebesar 30% yaitu pada kelompok perlakuan 3 dosis 32+40mg.


Efek Kombinasi Dekokta RJMA IL-1β Serum dan Jumlah Leukosit
       Complete Freund’s Adjuvant (CFA) merupakan air yang terdapat daam emulsi yang mengandung 1mg/ml bakteri Mycobaterium tuberculosis kering inaktif yang dikemas dalam 10ml ampul (17). CFA menyebabkan stimulasi Antigen Precenting Cell  (APC) berupa sel-sel Myeloid Progenitor Cell (MPC), sel dendritik, dan sel Natural killer sehingga antigen dapat dipresentasikan pada CD4+ melalui MHC2. Stimulasi dari CD4+ menyebabkan aktifasi dari T-helper sehingga terjadi pengeluaran sitokin pro-inflamasi seperti IL-6,IL-1, IL-2, TNFa,b, IFN, dan lain-lain(31). Aktifasi dari IL-1 dapat menyebabkan aktifasi makrofag yang akan memfagositosis kartilago. Makrofag nantinya akan mati dan dinding selnya akan rusak sehingga terjadi pemecahan lipopolisakarida. Lipopolisakarida akan terbentuk asam arakidonat yang akan berikatan dengan siklooksigenase sehingga leukosit meningkat melalui leukotrien (36). Sehingga peningkatan kadar IL-1β dapat meningkatkan jumlah leukosit melalui mekanisme tersebut. 


KESIMPULAN
       Dari penelitian ini dapat disimpulkan bahwa P1 (9+40mg/hari), P2 (18+40mg/hari), P3 (36+40mg/hari) dosis kombinasi RJMA mampu menurunkan IL-1β serum dan jumlah leukosit tikus OA. Namun dosis pada kelompok perlakuan 3 yaitu 32+40mg adalah dosis yang dapat menurunkan IL-1β serum dan jumlah leukosit mendekati kelompok kontrol negatif. 

SARAN
Dari penelitian ini, disarankan untuk
1. Meneliti lebih lanjut tentang eksplorasi dosis yang lebih tinggi dari kombinasi dekokta RJMA dalam kemampuan menurunkan IL-1β dan jumlah leukosit. 
2. Meneliti lebih lanjut tentang dosis toksik dari kombinasi dekokta RJMA.
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