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ABSTRAK

DNCB (1l-chioro-24-dinitrobenzene) merupakan imunostimulan yang kuat
meskipun hanya dipaparkan pada kulit. Berbagai penelitian menunjukkan DNCB
menyebabkan terjadinya sebukan sel mononuklear dalam dermis, meningkatkan jumiah
sel CTL dan sel NK, ekpresi TNF-c, dan produksi IFN-y. Untuk penyakit kanker,
DNCB digunakan sebagai parameter defisiensi imun seluler. Berdasarkan hasil
penelitian pendahuluan, akan dilakukan penelitian lebih lanjut untuk membuktikan
bahwa DNCB meningkatkan sebaran limfosit intradermal dan menimbulkan derajat
perubahan neoplastik epidermis yang berbeda dengan Ter pada kulit mencit C3H.

Dengan metode penelitian posttest-only randomized controlied group design, 36
mencit dikelompokkan menjadi tiga kelompok perlakuan dan satu kelompok kontrol
sehat. Kelompok perlakuan masing-masing diberi campuran DNCB-Ter ; Ter saja ; dan
DNCB saja pada kulit punggung seluas 1,5 x 1,5 cm. DNCB 10 ug dalam aseton
diteteskan sebelum pemberian Ter. Olesan Ter dilakukan sehari sekali selama 5 bulan.
Pada akhir perlakuan, kulit dipotong dan dibagi menjadi 4 bagian yang sama kemudian
diproses menjadi jaringan dalam parafin sehingga terkumpul 128 blok parafin. Setiap
blok dipotong dan diwarnai dengan Hematoksilin-Eosin untuk melihat perubahan
epidermis dan sebaran limfosit intradermal masing-masing kelompok yang dinyatakan
dalam skor. Beberapa blok yang menunjukkan displasia ringan dan berat dipotong dan
diwarnai dengan antibodi monoklonal anti-Perforin untuk melihat perbedaan prosentase
jumlah limfosit intradermal yang mengekpresikan perforin. Analisis data memakai uji
normalitas Kolmogorov-Smimov Goodness of Fit Test, uji beda Kruskal-Wallis dan
Mann-Whitney, Uji Chi-square dan uji korelasi Spearmann.

Hasil penelitian menunjukkan rata-rata skor perubahan epidermis pada 3
kelompok perlakuan tidak berbeda bermakna yaitu hiperplasia ringan Distribusi
frekuensi skor perubahan epidermis menunjukkan displasia ringan terjadi pada ketiga
kelompok , sedangkan displasia berat hanya terjadi pada kelompok Ter dan campuran
DNCB-Ter. Prosentase terjadinya displasia pada kelompok DNCB-Ter lebih rendah
dibanding kelompok Ter. Risiko terjadinya displasia secara umum pada kelompok
DNCB dan kelompok DNCB-Ter lebih rendah dibanding kelompok Ter. Kelompok
yang terpapar DNCB-Ter menunjukkan rata-rata skor limfosit yang berbeda bermakna
dengan kelompok lainnya, namun rata-rata skor sebaran limfosit untuk kedua
kelompok yang masing-masing diberi DNCB saja dan Ter saja tidak berbeda bermakna.
Korelasi antara skor perubahan epidermis dan sebaran limfosit menunjukkan arah
positif dan kelompok yang diberi DNCB saja mempunyai koefisien korelasi paling
tinggi. Prosentase jumlah limfosit dalam dermis yang mengekspresikan Perforin pada
keadaan displasia ringan hampir sama, sebaliknya pada displasia berat / mikro-invasi,
prosentase limfosit kelompok DNCB-Ter lebih tinggi dari kelompok yang terpapar
Ter saja.

Kesimpulannya adalah DNCB dapat mencegah kanker kulit akibat paparan Ter,
meningkatkan sebaran limfosit intradermal, dan meningkatkan prosentase limfosit yang
mengekspresikan Perforin (CTL dan sel NK) pada keadaan displasia berat.

Kata kunci : DNCB, Ter, perubahan epidermis, limfosit intradermal..
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ABSTRACT

DNCB (1-chloro-2,4-dinitrobenzene) 1s a strong immunostimulant, although it is
only topically applied on the certain area of the skin. Many studies showed DNCB can
cause not only infiltration of mononuclear cells within the dermis, but also increase the
number of CTL and NK cell, the production of TNF-& and TFN-y. In cancer, DNCB
was used as a parameter of celiular immune defeciencies. Based on our preliminary
study, we are going to prove that DNCB can increase intradermal lymphocyte
infiltration and cause different grading of epidermal neoplastic changes with Tar on
C3H-mouse skin.

Using the posttest-only randomized controlled group design, each of three
experimental groups was applied with mixed DNCB- Tar ; DNCB only ; and Tar only
on the 1,5x1,5 cm back area of the skin. DNCB 10 pg in aceton was applied first,
followed by tar application for 5 months. At the end of the experiment, the skin was
cut, divided equally into 4 pieces and processed as a parafin-embedded-tissue. Totally
there were 128 paraffin blocks ready to be stained with Hematoxylin-Eosin. Some
blocks that showing the same epidermal changes on the previous staining, were stained
“with monoclonal antibody anti-perforin to compare perforin expression in the
lymphocyte cells in the dermis. All datas were estimated in score and tested with
Kolmogorov-Smirov Goodness of Fit test, Kruskall-Wallis and Mann Whitney
significancy test, Chi-square test and Spearman correlation test.

The study showed that the mean score of eidermal changes of those 3 experimental
group were unsignificantly different (mild hyperplasia). The distribution of the score
showed that mild dysplasia was occurred on those 3 groups, but severe dysplasia
occurred on the Tar-only and the DNCB-Tar group. The risk of dysplasia in general of
DNCB-only and the DNCB-Tar group were lower than the Tar-only group. The
lymphocyte mean score of DNCB-Tar group was higher than the other 3 goups. On the
other hand, The mean score of lymphocyte infiltration of the two groups with DNCB-
only and Tar-only were unsignificantly different. The correlation between the two
dependent variabels was positive and the DNCB-only group had the highest coeficient
score.The percentage of intradermal perforin-expressed lymphocytes showing mild
dysplasia of the experimental group was almost the same, but on severe dysplasia /
microinvasion, the percentage of perforin-expressed lymphocytes of the DNCB-Tar
group was higher than the Tar-only group.

We conclude that DNCB can increase the infradermal lymphocyte infiltration,
decrease the incidence of dysplasia as a first step of skin cancer, and increase the
percentage of intradermal perforin-expressed lymphocytes on severe dysplasia.

Keywords : DNCB, Tar, intradermal lymphocyte, epidermal changes




BAB1

PENDAHULUAN

1.1. LATAR BELAKANG MASALAH
DNCB (I-chloro-2,4-dinitrobenzene) adalah bahan kimia yang digunakan
sebagai imunostimulan éeluler vang kuvat dan secara tak langsung dapat dipakai
sebagai salah satu cara untuk menanggulangi peﬁyaldt karepna virus dan patogen lain
(L3 paparan DNCB pada kulit akan menimbulkan reaksi hipersensitivitas tipe
lambat (DTH) dengan sensitivitas yang menetap selama bertahun-tahun ©*. Reaksi
DTH DNCB akan memperbaiki reaksi sel T secara umum dengan melibatkan inisiasi
sel Thl (T helper-1) dan meningkatkan jumlah sel CTL (Cytotoxic T lymphocyte) ©.
Penelitian Arts dkk (1996) menemukan bahwa'paparan DNCB pada kalit telinga
tikus menimbulkan penebalan kulit yang mengandung infiltrasi sel radang
mononuklear (MN) ®, Sel mononuklear yang terjadi disebut sel efektor imun yang
terdiri dari sel CTL, sel NK (Natural Killer) dan makrofag. Uji coba DNCB pada
penderita HIV (Human Immunodeficiency Virus) stadium dini menuﬂjukkan
peningkatan jumlah sel efektor imun, yang disertai penurunan replikasi virus .2
DNCB juga berperan dalam menginduksi ekspresi TNF-a (Tumor Ne;rosis Factor
alfa ) dan produksi IFN-y (Interferon gama) 3 pada penderita kanker, DNCB telah
banyak digunakan sebagai sarana untuk mendeteksi defisiensi imun seluler ®, namun
belum ada penclitian yang mengamati DNCB untuk pencegahan kanker maupun
penghambatan pertumbuhan kaoker. Abbas (1997) berﬁendapat bahwa peningkatan
respons sel CTL merupakan tujuan terapi anti tumor di masa yang akan datang 1,

Dengan mengacu berbagai temuan diatas, DNCB sebagai imunostimulan,
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diasumsikan dapat meningkatkan respons sel CTL melalui jalur spesifik dan non
spesifik, dan dapat dipakai untuk pencegahan dan pengobatan kanker stadium dini.
Karsinogenesis secara umum merupakan proses yang bertahap meliputi
inisiasi, promosi dan progresi, dan penyebabnya adalah multifaktor ¢''*). Untuk
mempelajari proses ini, banyak peneliti menggunakan karsinogenesis kimiawi pada
binatang percobaan !* . Bahan kimia siap pakai seperti Ter bila terpapar pada kulit
setiap hari selama 5 bulan pada mencit C3H dapat menimbulkan kanker kulit yang
terdeteksi secara mikroskopik “®. Asumsi yang timbul adalah bahwa Ter yang
mengandung karéinogen golongan hidrokarbon polisiklik aromatik (HPA) berperan
sebagat inisiator sekaligus promotor dalam proses karsinogenesis kanker kulit. Abbas
(1997) berpendapat bahwa penurunan respon imun tubuh dapat memacu timbulnya
kanker kulit bila terpapar karsinogen kimia dalam waktu lama (% Respon imun ini
sangat dibutuhkan dan dapat muncul sebagai sel MN yang mengelglingi sel atau
kelompok sel kanker pada jenis kanker yang prognosisnya baik (%) Ppada penelitian in
vitro, sel kanker akan dibunuh oleh sel MN tersebut @10 Bila jumlah dan fungsi sel
MN tersebuf ditingkatkan sebelum sel kanker timbul dan membelah menjadi banyak,
diharapkan dapgt menghambat perubahan sel normal menjadi kelompok sel kanker
intraepitelial maupun invasif. Laporan Sarjadi (1990, 1992) tentang insidens kanker
kulit dengan jenmis histologik terbanyak adalah karsinoma epidermoid, makin
mendorong dilakukannya penelitian ini *'7 .
Berbagai keadaan diatas kiranya dapat dipelajari dan diterapkan dalam upaya
pencegahan kanker kulit seperti yang dilaporkan oleh Sélrjadi dkk (1993) dalam studi
pendahuluannya pada mencit C3H 9 Larutan DNCB dosis 10 mikrogram dalam

aseton diteteskan pada kulit seluas 1,5 cm, dilanjutkan dengan olesan ter setiap hari




1.2.

1.3.

berturut-turut pada daerah kulit yang sama selama 5 bulan. Secara mikroskopik, pada
kulit yang hanya diolesi ter telah timbul karsinoma epidermoid. Meskipun belum dapat
diuji kebenarannya secara statistik dan pengamatan respon sel peronda imun yang
terlibat dalam proses karsinogenesis belum dilakukan, penelitian terakhir ini memberi
petunjuk bahwa karsinogenesis kanker kulit lebih lambat pada kelompok yang diberi
DNCB ¥ . Asumsi yang timbul, DNCB menghambat timbulnya kanker kulit karena
telah terjadi peningkatan respon limfosit lokal. Sebelum membelah lebih lanjut, satu
atau beberapa sel kanker akan dilawan oleh “bala tentara” sel imun yang telah
meningkat jumlahnya setelah diberi DNCB. Untuk membuktikan asumsi tersebut,
maka penelitian diatas akan dilanjutkan dengan membandingkan respon limfosit lokal
dari 4 kelompok mencit yang diberi DNCB, tanpa DNCB, dengan dan tanpa ter. Sel
efektor imun CTL dan sel NK terlihat melalui pewarnaan imunohistokimiawi dengan

antibodi monoklonal anti perforin.

RUMUSAN MASALAH
Apakah sebaran limfosit dalam dermis yang terjadi pada hipersensitivitas tipe lambat
setelah pemberian DNCB 10 mikrogram menghambat perubahan neoplastik epidermis

kulit mencit C3H yang terpapar karsinogen ter 7

TUJUAN PENELITIAN
Tujuan umum :

Membuktikan sebaran limfosit dalam dermis s.etelah pemberian DNCB 10
mikrogram dapat menghambat perubahan neoplastik epidermis kulit mencit C3H yang

terpapar bahan karsinogen ter.




1.4.

Tujuan khusus :

Membandingkan sebaran hmfosit dalam dermis antar kelompok yang diberi
DNCB, tanpa DNCB, dengan dan tanpa ter.
Membandingkan perubahan neoplastik epidermis antar kelompok. yang diberi
DNCB, tanpa DNCB, dengan dan tanpa ter.
Menunjukkan adanya perbedaan perbandingan sebaran limfosit dalam dermis
dengan perubahan neoplastik epidermis yang terjadi pada kelompok yang diberi
DNCB, tanpa DNCB, dengan dan tanpa ter.
Menunjukkan adanya perbedaan ekspresi perforin dalam limfosit di daerah dermis
pada epidermis yang mengalami displasia ringan dan berat pada kelompok yang

diberi DNCB, tanpa DNCB, dan Ter.

MANFAAT PENELITIAN

DNCB merupakan stimulan kuat sistim imun seluler. Bila peran DNCB dapat

dibuktikan pada penelitian ini, maka akan mendorong munculnya penelitian DNCB

sebagai imunostimulan untuk pencegahan timbulnya kanker kulit, dengan mengamati

sel yang berperan dalam respon imun seperti sel penyaji antigen, makrofag, dan

sitokin yang memperkuat atau menghambat aktivitas sel imun seperti TNF-or, JTEN-v,

IL-2 (Interieukin 2), TGF-B (Transforming Growth Factor-B), dsb. Selain itu ckspresi

molekul MHC (Major Histocompatibility Complex) perlu diamati sebagai salah satu

penentu keberhasilan respon imun spesifik. Pada akhirnya nanti setelah dicobakan

karsinogen virus dan radiasi, dan diteliti sampai ke tingkat sub seluler, dengan DNCB

dapat diginakan sebagai alternatif pencegahan kanker kulit.




BAB 2

TINJAUAN PUSTAKA

2.1. RESPON IMUN SELULER PADA KULIT

Hipersensitivitas tipe lambat (DTH) merupakan respon imun seluler yang
banyak terjadi di kulit yang menyebabkan aktivasi sel T dan sekresi sitokin ¢ .
Komponen seluler non spesifik seperti sel NK dan makrofag juga dapat terlibat
dalam reaksi DTH. Timbulnya reaksi DTH melalui 2 fase, yaitu fase sensitisasi dan
elisitasi ®1%1%

Fase sensitisasi dimulai saat suatu antigen terpapar pertama kali pada kulit. Sel
Langerhans yang berada diantara sel epidermis akan berperan sebagai sel penyaiji
antigen (APC) kepada sel Th / CD4 (Cluster of Differentiation) deﬂéan perantara
molel;tﬂ MHC kelas II. Untuk dapat menyajikan antigen pada sel Th, sel Langerhans
harus bermigrasi dari epidermis melalui vasa limfatika ke kelenjar limfe regional,
tempat sel Th diaktifkan. Di kelenjar limfe regional, sel Langerhans berubah menjadi
sel dendritik interdigitata yang akan menyajikan antigen pada sel Th. Aktivasi sel Th
ditandai dengan bertambahnya jumlah dan kemampuannya untuk menembus barier
endotel. Satu sampai dua minggu setelah paparan pertama antigen, sel Th akan
muncul pada daerah paparan antigen sebagai sel Th aktif dan sel T memori ¢ .

Fase elisitasi dimulai dengan penyajian antigen yang sama (challenge) kepada
sel Th / sel T memori yang terdapat dalam sirkulasi atan dermis. Bedanya dengan
fase sensitisasi adalah infilirasi imfosit dalam dermis pada fase ini lebih banyak dan
waktunya lebih cepat (24-48 jam setelah paparan kedua). Limfosit beremigrasi

keluar dan mengelilingi pembuluh darah sehingga berakumulasi dalam dermis. Sel




Th aktif akan melepas berbagai limfokin seperti IFN-y, IL-2 dan regulator makrofag
(MAF,MIF MCF) yang akan memperkuat fungsi sel sel efektor (CTL, makrofag dan
sel NK) dalam melenyapkan antigen dan sel asing. Makrofag akan membunuh
antigen dengan metabolit oksigen, enzim lisosomal, TNF-o. dan NO (Nitric Oxide)
yang terkandung didalamnya. Sel T-CD8+ / CTL akan melenyapkan antigen yang
mengekspresikan molekul MHC kelas I . Efek sitolisis. CTL adalah dengan melepas
perforin dan granzyme yang juga terkandung dalam sel NK.

Respon imun pada kulit juga melibatkan IgA (Imunoélobu]jn A) dan Ig E.
Limfosit B jarang terjadi dijaringan. kulit. Tampaknya Ig A diproduksi oleh limfosit
B yang diaktifkan di kelenjar limfe regional, kemudian dibawa ke kulit melalui
sirkulasi. Ig E berperan dalam reaksi IgE-mediated immediate hypersensitivity oleh

karena pelepasan mediator kimia dari mastosit dermal %% |

2.2. KARSINOGENESIS KIMIAWI KANKER KULIT

Kanker terjadi karena tidak adanya keseimbangan dua sistim gen yang terdapat
dalam sel normal, yaitu protoonkogen yang merangsang proliferasi DNA (Deoxyribo
Nucleic Acidy dan Tumor Supressor Gen (TSG) yang menghambat proliferasi DNA.
Berbagai kanker akibat paparan karsinogen kimia mengandung onkogen yang
mengalami mutasi titik, delesi dan ketidakaturan baban genetik. %) Perubahan pada
gen yang terdiri dari rantai DNA, disebabkan oleh reaksi karsinogen dengan DNA
tersebut. |

Karsinogenesis secara umum merupakan pr(;ses yang multistep dan
penyebabnya' multifaktor. Selain virus dan radiasi, karsinogen kimia golongan

hidrokarbon polisiklik aromatik (HPA), seperti DMBA (7,12-dimethylbenz-




anthracene) ; BAP (benz(a)pyrene) ; 3-methylcholanthrene yang diperkirakan
terkandung dalam ter, dapat memacu karsinogenesis secara tak langsung. Multistep
terlihat jelas pada gambaran karsinogenesis kimiawi yang dimulai dari proses
inistasi, promosi, progresi dan metastasis ' |

Selama proses inisiasi, target molekuler karsinogenesis adalah DNA dalam mti.
Sebagal inisiator, sifat karsinogen HPA timbul setelah dimetabolisme menjadi
bentuk yang sangat mutagenik dan lebih karsinogenik daripada hidrokarbon asalnya.
Perubahan DNA yang terjadi bersifat non letal dan irrevesibel, sehingga sel normal
berubah menjadi sel yang terinisiasi yang bukan merupakan sel tumor karena sifat
pertumbuhannya tidak otonom. Dalam sel yang terinisiasi terjadi aktivasi gen.
Onkogen terbanyak yang diisolasi dari kanker pada binatang pengerat_ adalah gen —
ras. Mencit penderita papiloma dan karsinoma kulit karena karsinogen DMBA
mengalami mutasi titik tunggal pada kodon 61 dari gen —rasnya. Kerusakan DNA
yang terjadi disini tidak dapat diperbaiki lagi oleh sistim enzim (DNA repair system).
-Sel yang terinisiasi masih membutuhkan promotor untuk berubah menjadi sel pra
neoplastik dan akhirnya sel neoplastik.

Tahap promosi ditandai dengan sel yang terinisiasi berubah menjadi sel tumor
karena paparan bahan kimia yang tidak mampu menginduksi transformasi. Target
utama promotor adalah membran sel. TPA (12-0-tetradecanoylphorbol-13-acetat)
‘merupakan agen promotor yang kuat untuk menginduksi kanker kulit pada mencit,
karena akan mengaktifkan proses penghantaran sinyal dari luar sampai ke dalam inti
sel. Selama promosi berlangsung, sel yang terinisiasi éecara mikroskopik tampak
sebagai sel yang mengalami displasia ringan, sedang, berat, dan kelompok sel kanker

intraepitelial. Displasia merupakan kehilangan keseragaman bentuk  sel




(pleiomorfik), ukuran sel lebih besar dari normal dengan inti hiperkromatik “* . Pada
tahap ini sel ganas hanya dapat teridentifikasi secara mikroskopik, berupa sel ganas

yang terbatas intraepitelial ¢!

. Pada tahap progresi, benjolan neoplastik dapat
terlihat secara kasat mata, yang secara mikroskopik biasanya sudah ménembus
membrana basalis,

Berbagai penelitian eksperimental yang mengarah pada kanker dengan
memaparkan karsinogen kimia telah dilakukan. Paparan pertama tar arang sangat
sitotoksik dan menyebabkan nekrosis jaringan pada manusia @0 Nekrosis ini akan
ditkuti dengan proliferasi sel yang berlangsung lama, berlebihan dan tidak pemah

berhenti

. Dengan analisis histiometrik, epidermis akan menipis setelah terpapar
tar arang selama 8 minggu “©. Penelitian pendahuluan (1993) menunjukkan
hiperplasia ringan epidermis kulit mencit C3H yang terpapar ter setiap hari selama 3
bulanr (3 Paparan ter tersebut bila dilanjutkan sampai 5 bulan, dapat menimbulkan
kanker kulit yang terdeteksi secara mikroskopik, yang berarti sel epidermis sudah
mengalami transformasi neoplastik. Jenis kanker yang timbul adalah karsinoma
epidermoid yang sudah invasif. Benjolan neoplastik pada mencit C3H ini muncul
pada olesan ter selama 7 bulan. Menurut karsinogenesis kimia, ter disini mungkin
berperan sebagai karsinogen lengkap, yaitu sebagai inisiator sekaligus promotor ¢® .
Kemungkinan lain adalah dalam ter terkandung campuran bahan kimia golongan
HPA yang berperan sebagai inisiator, dan promotor seperti TPA. Paparan ter pada
kulit akan menyebabkan sel epidermis mengalami mutasi somatik yang irrevesibel
yang akhimya berlanjut menjadi karsinoma epidermoid.invasif, sehing1ga selama 5

bulan tersebut telah terjadi proses inisiasi, promosi dan progresi.




Sel kanker yang timbul karena karsinogen kimia akan mengekspresikan
protein antigenik ‘yang tidak diekspresikan atau diekspresikan dengan kadar yang
rendah oleh sel normal “® . Protein tersebut akan menentukan sifat imunogenik sel
kanker untuk merangsang respon imun spesifik dan alami. Dua Jenis protein tersebut
yaitu TSA (Zumor Spesific Antigen) dan TAA (Tumor Associated Antigen) O
TSA hanya ditemukan pada sel tumor yang selalu dianggap asing bagi sel efektor
imun. TAA  ditemukan pada sel tumor dan juga beberapa sel normal yang berbeda
ekspresi antigennya secara kuantitatif dan kualitatif, Ekspresi TAA dapat sama atau
tidak sama dengan jenis jaringan asal tumor.

Meskipun mempunyai protein fmunogenik sebagai petanda sel, sangat sulit
memperkirakan saat protein tersebut muncul dan dianggap asing oleh sel efektor
imun. Sebaliknya, walaupun respon imun tubuh telah ditingkatkan ternyata tumor
mempunyai cara untyk menghindar dari sel imun, misalnya produk sel tumor yang
menckan respon imun anti tumor, gangguan ekspresi molekul MHC kelas I,

mekanisme toleransi, dan sebagainya.

2.3. PERAN SEL EFEKTOR IMUN TERHADAP SEL KANKER

Keberhasilan sel efektor imun dalam membunuh sel kanker tergantung pada
berbagai faktor seperti prosesing dan ekpresi molekul MHC, reseptor permukaan sel,

dan sebagainya. Banyak jurnal mengemukakan peran CTL dan sel NK dalam

(21,22)

pertumbuhan tumor , sedangkan peran makrofag tampaknya terlihat melalui

sitokin yang dihasilkannya (TNF-a) % .
Sel T akan berespon membunuh sel kanker secara langsung dan tak langsung

(% Secara langsung, mekanisme sitotoksik CTL adalah spesifik, yang berarti bahwa
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sel kanker yang menjadi targetnya beserta antigen tumornya harus menampilkan
molekul MHC ke;las L. Abnormalitas molekul MHC ini banyak dijumpai pada sel
ganas manusia ®” . CTL akan melepas 'llﬁnfotol;{sin yang' akan membantunya
menempel pada sel kanker © . Ekspresi molekul MHC kelas I ditingkatkan oleh
TNF-o dan IFN-y *? | Secara tak langsung, sel Th aktif akan melepas limfokin yang
mengaktifkan sel CTL dan sel NK seperti IFN-y . TL-2 yang juga dihasilkan oleh sel
Th, merupakan faktor pertumbuhan wutama untuk limfosit , merangsang sintesis
limfokin lain dari sel T ; merangsang pertumbuhan dan fungsi sitolitik sel NK ; dan
menginduksi sel NK untuk mensekresi IFN-y (% |
Sel NK dan makrofag berperan sebagai sel efektor imun alami terhadap tumor
sebagal agen asing tanpa sensitisasi. Molekul MHC kelas I dapat menghambat
kemampuan sitolitik se]l NK, sebaliknya bila ekspresi molekul ini pada sel target
terganggu akan merangsang sel NK untuk membunuh sel tesebut “? .| Kemampuan
sitolitik sel NK juga ditingkatkan oleh IFN-y , TNF-a , IL-2 dan IL-12. Ada sel
tumor yang merangsang limfosit B untuk mensekresi antibodi yang dapat
menyelubungi sel tumor untuk menghindar dari sel imun “% . Sel NK dan makrofag
akan membunuh sel tumor yang diselubungi antibodi dengan cara ADCC (Antibody
Dependent Cell Cytotoxicity). Mekanisme ADCC oleh sel NK dan makrofag 'terjadi
karena kedua sel tersebut mempunyai reseptor Fc-y imunoglobulin.
Setelah mengenal sel tumor dengan caranya masing-masing, CTL dan sel NK

melepas granula eksositosis azurofilik %

. Granula ini mengandung perforin,
sitotoksin, serin esterase (granzyme) dan proteoglikan. Perforin menimbulkan lubang
pada dinding sel tumor yang merupakan jalan masuk bagi molekul sitotoksik lainnya

ke dalam sitoplasma dan inti sel. Pewamnaan imunoperoksidase dengan antibodi
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monoklonal anti perforin dapat mengidentifikasi sel imun yang mempunyai sifat
sitotoksik seperti CTL dan sel NK @ . Proses sitolisis makrofag terhadap sel tumor
tergantung pada TNF-o. yang dihasilkannya. Tkatan TNF-o dengan reseptor pada
permukaan sel kanker secara langsung akan menimbulkan keadaan toksik bagi sel
kanker. Hal ini terjadi karena sel kanker tidak mampu memproduksi enzim
superoksida dismutase. TNF-a secara efektif juga akan menyebabkan trombosis
pembuluh darah yang mendarahi tumor.

Secara mikroskopik kelompok sel kanker dapat dikelilingi oleh sebukan sel
mononuklear yang berperan dalam perondaan imun terhadap sel kaﬁker yang
terbukti secara in vitro dapat mewbunuh sel kanker disekitarnya ©'? . Infiltrasi
limfosit pada beberapa tumor (TIL) menunjukkan prognosis yang lebih baik
daripada tanpa infiltrasi, seperti pada karsinoma epidermoid epidermoid servisis

(10,15)

uteri . Limfosit yang timbul  diantara karsinoma serviks terutama adalah

CTL/CDS8+, sehingga melibatkan molekul MHC kelas I .

IMUNOTERAPI DNCB PADA KANKER KULIT KARENA KARSINOGEN KIMIA.

Melalui hipersensitivitas tipe lambat, DNCB akan memperbaiki respon sel T
secara umum. Sensitivitas yang timbul akan menetap selama bertahun-tahun ©
Untuk menimbulkan respons DTH DNCB, cara yang sering dilakukan adalah
dengan meneteskan larutan DNCB dalam aseton pada kulit dengan luas daerah
tertentu ¢ |

Setelah terpapar pertama kali (sensitisasi), DNCB akan berubah bentuk
menjadi hapten yaitu dinitrofenil. Supaya dapat menimbulkan respons imun,

dinitrofenil harus berikatan dengan protein kulit menjadi kompieks dinitrofenil-
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protein (DNP) yang akan disajikan oleh sel Langerhans / dendritik interdigitata ke

~ sel Th dalam kelenjar limfe regional dengan perantara molekul MHC-II. Sel Th akan

berproliferasi dan méngaktiﬂcan sel efektor. Sensitisasi DNCB juga menimbulkan
sel T memori yang bersama sel T lainnya bergabung dan berkumpul di daerah
paparan tadi. Seluruh proses sensitisasi lberlangsung 10-14 hari %** Dearman
(1996) dalam penelitiannya menemukan konsentrasi tinggi IFN-y pada sel T-CD4
dengan pengukuran ELISA terjadi 13 hari setelah paparan DNCB pada kulit mencit
@

Respon DTH DNCB akan muncul 48-72 jam setelah dipaparkan ulang
(elisitasi) pada daerah yang sama. Reaksi yang timbul berupa infiltrat seluler dalam
dermis ® . Pada fase ini, sel T memori akan teraktivasi dan menginisiasi respon
sistemik terhadap DNCB © . Semakin sering terpapar DNCB, respon yang timbul
lebih cepat, lebih kuat karena banyaknya jumlah sel T memori dalam sirkulasi yang
akan aktif menembus dinding endotel pembuluh darah untuk melenyapkan sel yang
dianggap asing di daerah dermis. Pengaruh DNCB terhadap sitokin lain, selain
merangsang ekspresi TNF-oo pada kulit dengan pemeriksaan Bioassay, belum
banyak dikemukakan oleh para peneliti. Reaksi infiltrat seluler dalam dermis tadi
sudah cukup menunjukkan bahwa proliferasi sel T juga diikuti dengan peningkatan
kadar sitokin lain seperti IL-2, IL-12, perforin dan sebagainya,

Uji coba DNCB sebagai imunomodulator pada penyakit HIV kiranya dapat
diterapkan untuk pencegahan pengobatan penyakit kanker. Efek imunomodulator
DNCB pada penyakif HIV dapat menurunkan rep]ikasr: virus sehingga aman untuk
diberikan pada stadium dini ¢ . Jumlah sel T-CD4 tetap stabil pada pemakaian ulang

DNCB, jumlah sel T-CD8 dan sel NK meningkat secara signifikan setelah sensitisasi
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DNCB, yang disertai penurunan replikasi virus berdasarkan penghitungan kadar
RNA HIV serum. Penelitian klinik penyakit HIV di Brazl juga menuﬁjukkan
peningkatan jumlah sel T-CD4 dan T-CD8 pa&a kelompok DNCB @ . Pemberian
DNCB pada kulit punggung mencit C3H sebelum diolesi ké;sinogen ter
menunjukkan adanya sebukan limfosit yanég lebih banyak dibanding kelompok
kontrol yang hanya terpapar ter 9 . Kérsinoma epidermoid timbul secara
mikroskopik pada kelompok kontrol yang terpapar ter setiap hari selama 5 bulan,
sementara pada kelompok DNCB terjadi setelah terpapar ter selama 7 bulan.
Meskipun kebenarannya belum dapat dianalisis secara statistk dan belum
dicantumkan variabel bebas lainnya, hasil penelitian ini memberi petunjuk adanya
upaya penghambatan terjadinya kanker kulit pada kelompok DNCB,*Penelitian ini
juga belum memaparkan DNCB sesuai induksi hipersensitivitas tipe lambat seperti
yang-dianjurkan oleh Goldberg (1993) mengingat mencit C3H imi belum pemah
terpapar  DNCB. Sebukan limfosit pada kelompok DNCB belum diketahui
kemampuannya dalam rl;enghadapi sel kanker, mengingat munculnya sel kanker

sendiri juga dapat merangsang munculnya sebukan limfosit.

2.5. KERANGKA TEORI
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DNCB
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BAB 3

KERANGKA KONSEPTUAL DAN HIPOTESIS

3.1. KERANGKA KONSEPTUAL

Setelah DNCB terpapar pada kulit melalui tahap sensitisasi dan elisitasi,
akan timbul sebaran limfosit dalam dermis sebagai reaksi terhadap DNCB. Dengan
pemikiran bahwa respon limfosit lokal merupakan indikator prognostik kanker
diharapkan limfosit yang timbul setelah pemberian DNCB dapat berperan sebagai
sel peronda imun untuk menghambat perubahan epidermis normal menjadi kanker
intraepitelial sampﬁi inyasif yang ditimbulkan oleh Ter yang diberikan setelah
pemberian DNCB. Ter sebagai benda asing juga akan menimbulkan sebaran
limfosit dalam dermis saat perubahan neoplastik epidermis dimulai, Dengan
membandingkan luasnya sebaran limfosit dan perubahan epidermis akibat DNCB
dan Ter ke dalam 3 kelompok perlakuan binatang percobaan, diharapkan dapat
menjawab asumsi bahwa DNCB sebagai imunostimulan yaﬁg kuat dapat mencegah
timbulnya kanker kulit akibat karsinogen Ter.

Pemeriksaan akurat untuk diagnosis kanker kulit adalah pemeriksaan
histopatologik. Pertumbuhan epidermis menjadi kanker melibatkan komponen
hiperplasia, proliferasi sel basal, displasia dan respon imun seluler. Respon limfosit
yang berperan sebagai efektor imun adalah sel CTL dan sel NK. Salah satu lcara
untuk menentukan adanya kedua sel tersebut. adalah pewarnaan imunohistokimia
dengan antibodi monoklonal anti-perforin. Dengan metode tersebut akan terlihat
perforin yang dimaksud sekaligus perangai histologik sel epidermis. Hasil dari

pewarnaan tersebut adalah warna merah-kecoklatan dalam dermis yang berada di
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dalam sel limfosit intradermal. Keberhasilan pewarnaan ini akan menunjukkan

kedua sel yang bersifat sitotoksik tersebut. Sel mononuklear lain dan sel polinuklear

tidak akan menampilkan warna tersebut.

DNCB
Ter
" EPIDERMIS 1|——> Berubah
Ter
Perubahan
sama
DNCB
Sebaran limfosit
Kontrol
sehat
A 4
Sel CTL & sel NK —
{Ekspresi Perforin)
3.2. HIPOTESIS

Peningkatan sebaran limfosit setelah pemberian DNCB dapat menghambat

timbulnya kanker kulit akibat paparan Ter pada mencit C3H.




BAB 4

METODE PENELITIAN

4.1. RANCANGAN PENELITIAN

Rancangan penelitian ini menggunakan jenis eksperimental laboratorik
dengan posttest-only randomized control group design pada hewan coba inencit.
— Xy, > (O

R X) 02

X3 > 0

I - —— 04

4.2. JENIS DAN BESAR SAMPEL
Mencit C3H jantan warna bulu agouti wwur 3-4 bulan berat 15-20 gram,

diperoleh dari laboratorium Patolog Anatomi FKUI. Penentuan besar sarnpel menurut
rumus Federer, yaitu (t-1)(n-1) > 15, (t) adalah jumlah kelompok perlakuan dan (n)
adalah jumlah sampel per kelompok perlakuan. Mencit dibagi‘men},adi 4 kelompok
perlakuan, sehingga didapat jumnlah sampel minimal sebanyak 6 ekor per kelompok.
Kriteria inklusi :

a. Berat badan 15-20 gram.

b.l Tidak didapatkan kelainan kulit.

¢. Selama observasi 7 hari sebelum perfakuan tidak sakit.
Kriteria eksklusi :

a. Berat badan kurang dari 15 gram
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b. Didapatkan kelainan kulit
¢. Selama observasi 7 hari sebelum perlakuan menderita sakit. -

d. Mencit mati selama perlakuan berlangsung (drop out)

4.3. VARIABEL PENELITIAN

4.3.1. Variabel tergantung

Definisi operasional :
Sebaran limfosit adalah semua sel limfosit dalam denmis dari potongan
pertama masing-masing blok parafin vang dilihat dengan mikroskop cahaya

pembesaran 400x pada 5 lapang pandang dan dinyatakan dalam skor 0-s/d 5

limfosit ; 1-s/d Y lapang pandang ; 2- s/d % lapang pandang ; 3- s/d > ¥ Iapéng |

pandang aa

Perubahan epidermis adalah perubahan ncoplastik epidermis mulai dari skor

O-normal ; 1-hiperplastik ringan ; 2-prcliferasi sel basal ; 3-displasia ringan ; 4-

displasia sedang dan 5-displasia berat/mikroinvasi pada poiongan periama masing*

masing blok parafin, yang dilihat dengan mikroskop cahaya pembesaran 400x

pada 5 lapang pandang

Sel CTL__dan' se] NK adalah prosentase sel limfosit dalam denmis pada
potongan kedua beberapa blok parafin yang menampakkan perubahan epidermis
sama, yang dari hasil pewarnaan antibodi monoklonal auti-perforin dan dilihat

dengan zﬁikroskop cahaya pembesaran 400x, berwama cok!at.

4.3.2. Variabel bebas adalah DNCB dan Ter.




4.4. BAHAN DAN ALAT PENELITIAN

4.4.1. Bahan untuk perlakuan : - Larutan 10 mikrogram DNCB dalam zseton

- Bahan karsinogenik Ter (bahan bangunan)

4.4.2. Bahan untuk pemeriksaan histopatologi rutin

a.

b.

g

Formalin buffer 10%

Alkohol 50%, 70%, 80%, 96%, absolut.
Xylol

Parafin cair (Histoplasr)

Albumin dan Poly-/.-Lysine

Bahan pengecatan Hematoksilin-Eosin (H-E)

Canada balsam dan Entelan

4.4.3. Bahan tambahan untuk pewarnaan imunoperoksidase

4.

b.

Antibodi primer : Mouse Monoclonal Antibody (MoAb) anti-perforin

(Kamiya Biomedical Science cat.no. MC-)39)

Kit universal Streptavidin-Biotin (Labvision®)

4.4.4, Alat untuk pembuatan sediaan penelitian dengan pewarnaan H&E :

a.

b.

C.

Inkubator suhu 56 ° C
Mikrotom

Kaca obyek dan kaca penutup

4.4.5. Alat tambahan untuk pewarnaan imunoperoksidase

a.

b.

Pensil PAP
Waterbath
Tempat pewarnaan dan pencucian

Timer
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sekali berturut-turut mulai hari ke 31 s/d 182 (5 bulan). Pada hari ke 183 semua
mencit dibunuh dan kulit punggung yang menerima perlakuan dipotong untuk
diteliti. Potongan kulit punggung terschut dibagi menjadi 4 bagian yang sama
dan diproses menjadi jaringan dalam blok parafin, sehingga didapatkan 128 blok
parafin. Tiap blok dipotong setebal 6 p dan diwarnai dengan Hematoksilin-

Eosin, diperiksa dengan mikroskop cahaya.

4.5.2. Cara pembuatan sediaan bahan penelitian

a. Fiksasi

Potongan kulit dimasakkan dalam larutan formalin bufver (larutan formalin’

10% dalam Natriura asetat bufer sampai mcnéapai pH 7,0). Waktu fiksasi
jaringan 18-24 jam. Setelah fiksasi selesai, dilakukan pemotongan jaringan
menjadi 4 potongan sama besar, yang selanjutnyz semua potongan

dimasukkan dalem larutan akuades selama | Jam untuk proses penghilangan

larutan fiksasi.
b. Dehidrasi
Potongan kulit dimasukkan dalam alkohol konsentrasi bertingkat. Jaringan

menjadi lebih jernih dan transparan. Jaringan kemudian dimasukkan dalam
larutan élkohol-xylol selama 1 jam dan kemudian larutan xylo! imurni selama
2x2)jam,

c. Impregnasi

Jaringan dimasukkan dalam parafin cair selama 2x2 jam.
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d. Embedeing (pengeraman)
Jaringan ditanam dalam parafin padat yang mempunyai titik lebur 56-58°C,
ditunggu sampai parafin padat. Jaringan dalam parafin dipotong sctebal 4
mikron dengan mikrotom. Potongan jaringan ditempelkan pada kaca obyek
yang sebelumnya telah diolesi poli]isiﬁ sebagai perekat. ‘Jaringan pada kaca

obyek dipanaskan dalam inkubator suhuy 56-58 ° C sampai parafin mencair,

kemudian didinginkan.
. © Pewarnaan jaringan dengan H&E

Secara berurutan jaringan pada kaca obyek dimasukkan dalam -

p
1. Xylol I 5 menit - 11. Alkohol 50%  3x2 menit
2. Xylol I 5 menit 12. Alkohol 7C %

3. Alkohol bertingkat  3x2 menit 13. Eosin

4. Aquadest 2 menit 14, Alkohol 70% 3 kali

5. HE Lillie-Mayer 5 menit t5. Carbol Xylol

6. Air mengalir 2 menit 16. Xylol 3 kali

7. Alkohol asam 0,4% 3 celup- 17. Xylol 20 menit

3. Air mengalir 2 menit 18. Canada balsam

9. Lithium carbonat jenuh 3 celup 19. Tutup dengan kaca penutup.
10. Air mengalir 2 menit

f. Pewarnaan imunoperoksidase dengan Strcplavidin—Biotiﬁ
Supaya dapat dilakukan pewarnaan dengan antibodi, jaringan harus terbebas
dari parafin. Deparafinisasi mengikuti urutan seperti tersebut pada Jampiran 2.
Setelah diberi substrat kromogen, perforin yang terdapat dalam sitoplasma sel

CTL dan sel NK akan berwarna merah kecoklatan.
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4.6. TEMPAT PENELITIAN

Perlakuan pada mencitu'sa:npai pembuatan blok parafin dan pewarnaan H&E
dilakukan di Laboratorium Patologi Anatomi FK UNDIP. Pewamaan

imunoperoksidase ditakukan di Laboratorium PA FK UGM / RSUP Dr.Sardjito.

4,7. CARA PENGUMPULAN DATA
Setiap kulit mencit terbagi sama dalam 4 blok parafin sehingga terkumpul
128 blok parafin (Kel I - 32 blok, kel I — 36 blok, kel I — 28 blok, kel IV — 32
blok). Masing-masing blok dipotong 2 lapis sctebal @ 6 mikron, diwarnai perforin
dan H&E. Pewarnaan H&E untuk melihat skor perubahan epideriris dan sebaran
limfosit dalam devmis. Pewaniaan perforin untuk melihat sel CTL dan sel NK

yang berwarna cuklat (se! CTL dan sel NK) pada daerah dermis.

4.8. ANALISIS DATA

Setelah data terkumpul, dllakukan koreksi data ‘dan pengelompokan data

menjadi kelompok variabel terganturig dan variabel bebas sebagai bc‘u’ut




Tabel 2. Pengelompokan variabel yang dianalisis.

V. tergantung Perubahan Sebaran Proscntase lnnfasit
cpidermis limfosit vang berwarna coklat
V. Lebas (Scl CTL dan sel NK)
Kel I : DNCB + .
Ter + . ’

Kel I : DNCB -
Ter +

Kel Il 1+ DNCB -+
Ter -

Kel IV : DNCB -
Ter -

Dua potongan blok pertama, masing satu dari kelompok [ ; If dan IIJ, lyang
menampilkan perubahan epidermis berupa displasia ringan dengan pewarnaan
H&E, dipotong kedua kalinya dan diwarnai dengan MoAb anti-Perforin yang
selanjutnya  dibandingkan prosentase  sel limfosit dalam  derrais yang -
mengekspresikan perforin (warna coklat). Untuk mengetahui pengaruh dan risiko
DNCB dan Ter terhadap peningkatan sebaran limfosit dan perubahan epid.errqis,
dan pengaruh peningkatan sebaran limfosit setelah pemberian DNCB terhadap
perubahan epidérmis, dilakukan uji normalitas data Kolmogorov-Smimov, uji

beda Kruskal-Wallis dan Mann-Whitney, Chi-square, rasio odds serta uji korelasi

Spearman, dengan p<0,05.




BAB 5

HASIL PENELITIAN

Bila kedua variabel tergantung diuji dengan Kolmogorov-Smimov Goodness
of Fit Test ternyata tidak m.emmjukkan kurlva vang normal sehingpa uji statistik
yang dipakai adaleh uji non parametrik (lampiran 2). Untuk menguji perbedaan
rata-rata sebaran limfosit dan perubahan epidermis dari empat macam perlakuan
dipakai Kruskal-Wallis one way ANOVA, sedangkan pengzujiun beda rata-rata
amatan diatas antar kelompok memakai Mann Whitney U-Wilcoxon Rank Sum W

test,

Tabel 3. Perbedaan rata-rata skor sebaran lirnfosit.

Kelompok Skor limfosit %limfosit/LP  Rank Krhskal-Wallis - Mann

Whitney

Coba n Mean SD Mean SD  Mean nilai p *)sig
1 32 090 045 225% 115% 925 * 1L IIL TV

1I 36 060 040 150% 10.0% 704~ * L1V

11 28 053 029 133% 73% 658 *LIV
v 32 019 017 43% 43% 288 * I, I

Total 128 0.56 043 13.9% 10.8% 0.0000

*) kemaknaan antar 2 }elompok
Keterangan : Kel 1 . DNCB &Ter
Kel IT ; Ter
Kel III : DNCB
Kel 1V : kontrol szhat

Rata-rata skor sebaran limfosit kelompok I adalah 0.90 + 0.46 atau 22.5% -+ 11.5%
per lapang pandang, Sedangkan rata-rata skor sebaran limfosit kelompol IV adaiah

yang paling kecil yaitu 0.19 + 0.17 atau 4.8% + 43 % per lapang pandang. Rata-

s

{UPT-PUSTAK-UNDIP




26

rata skor Sebﬁran limfosit dari keempat kelompok tersebut diatas si gnifikan (nilai p
Kruskal-Wallis <0.05). Secara berpasangan menunut wi Maun Wlhitney, rata-rata
limfosit kelompok I lebih tinggi secara bernakna dibanding kelorapok II, 111, IV.
Demikian juga kelompok IV, rata-rata limfositnya paling tendah dibanding
kelompok 1, 11, 1L Kelompok 11 dan 11 rata-rata skor limfositny_a tidak berbeda

bermakna, namun kedua kelompok tersebut berbeda bermakna dengan kelompok 1

dan IV,

Tabel 4. Perbedaan rata-rata skor perubahan epidermis

Ké]ompok Skor Mean  Kruskal-Wallis  Mann Whitney
Perubahan epidermis  Rank nilai p " sig
Coba =n Mean SD s
I 32 1.19 1.42 73.59 IV
I 36 1.44 142 7746 IV
o 28 0.82 116 61.07 *1V
v 32 0 022 0.42 43.83 _ LI,
Total 128 0.94 1.27 ' 0.0002

Keterangan ; Kel I : DNCB &Ter
Kel II : Ter
Kel IIi : DNCB
Kel IV : kontrol sehat

Rata-rata skor perubahan epidermis kclompok [V adalah 0.22 + 0.42 Iebih kecil
secara bermakna (nilai p<0.05) dibanding kelompok I, Il. TII. Rata-rata skor

perubahan epidermis antar kelompok I, II dan I tidak berbsda bennakna.




Tabel 5. Distribusi frekuensi skor perubahan epidermis antar kelompok mencit.

f
E
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. Skor perubahan epidermis * Kelompok Crosstabulation
Kelompok
Kl K KAl KIV Total

Skor 0 Count 10 14 16 25 85
perubahan % within Kelompok| 31.3% { 38.9% | 57.1% | 78.1% | 50.8%
epidermis Count 16 5 6 7 34
% within Kelompok] 50.0% | 13.9% | 21.4% | 21.9% | 2686%

2 Count 2 7 1 10

% within Kelompok} 6.3% | 19.4% 3.6% 7.8%

3 Count 1 8 5 14

% within Kelompok] 23.1% | 22.2% | 17.9% 10.9%

4 Count 1 1

% within Kelompok 2.8% 8%

5 Count 3 1 4

% within Kelompok] 9.4% 2.8% 3.1%

Total Count 32 38 28 32 128
% within Kelompok] 100.0% {100.0% | 100.0% |100.0% |100.0%

Keterangan ; Kel 1 : DNCB &Ter

Kel 11 : Ter
Kel IIT : DNCB

Kel 1V : kontrol sehat

Pada tabel 5 tampak displasia berat / mikroinvast (skor 5) uniuk kelompok [ terjadi

sebanyak 9,4% dan kelompok 11 2,8% .

Displasia ringan pada kelompok 1

sebanyak 3,1% dan kelompok 1l sebanyak 22,2%. Displasia sedang hanya terjadi

pada kelompok 1T (2,8%). Bila prosentase kejadian displasia pada kedua kelompok

tersebut ditotal (skor 3 s/d 5), untuk kelompok I adalah 12,5% dan kelompok Il

sebanyak 27,8%. Prosentase kejadian displasia ringan pada kelompok IIl adalah

17,9%.
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Skor perubahan epidermis

Keterangan : Kel I : DNCB &Ter
Kel IT : Ter
Kel I : DNCB
Kel IV : kontrol sehat

Gambar 1. Perbedaan skor perubahan epidermis antar kelompok mencit

Perbandingan prosentase skor perubahan epidermis juga dapat terlihat pada gambar
1 diatas. Kelompok II (hijau) mengalami displasia (skor 3 s/d 5) lebih banyak
dibanding kelompok I dan I Kelompok III (biru) juga mengalami displasia ringan
(skor 3).

Tabel 6. Prosentase kejadian displasia pada paparan DNCB dan Ter

Paparan DISPLASIA Jumiah
DNCB & Ter
Positif Negatif
o % n % n %
Positif 4 3,1 28 219 32 25,0
Negatif 15 11,7 81 633 96 75,0
Totat 19 14,8 109 85,2 128 100,0

Chi-Square Yate’s Correction = 0,0206 p = 0,886
OR = 0,77 (0,24, 2,52)

Mencit yang diberi paparan DNCB sebelum terpapar Ter selama 3 bulan, risiko
terjadi displasia pada kulit adalah 0,77 kali lebih besar dibanding tidak diberi

paparan sama sekali. Dengan kata lain paparan DNCB dan Ter dapat menghambat
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displasia pada kulit mencit, meskipun kurang cukup bermakna secara statistik (p >

£ 0,05)

Tabel 7. Prosentase kejadian displasia pada paparan ter.

Paparan ter DISPLASIA Jumlah
Positif Negatif
n % n % n %
Positif 10 7.8 26 2031 36 28,1
Negatif 9 70 | 8 648 92 719
Total 19 14,8 109 852 128 100,0

Chi-Square Yate’s Correction = 5,2816 p=0,022
OR =355 (1,30, 9.67)

Mencit yang terpapar ter selama 5 bulan, risiko terjadinya displasia pada kulitnya
adalah 3,55 kali lebih besar dibanding apabila tidak terpapar ter. Risiko terjadinya
displasia tersebut bermakna secara statistik (p<0,05). Dengan demikian paparan

Ter pada kulit mencit dapat menyebabkan terjadinya displasia.

Tabel 8. Prosentase kejadian displasia pada paparan DNCB

Paparan DNCB DISPLASIA JUMLAH
Positif Negatif
n % n % 1 %
Positif - 5 3,9 23 18,0 28 21,9
Negatif 14 10,9 86 67,2 100 78,1
Total 19 14.8 109 85,2 128 1000

Chi-Square Yate’s Correction = 0,0427 p=0,836
OR=133 (0,44 4,09)
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Risiko terjadinya displasia pada mencit yang terpapar DNCB adalah 1,33 kali lebih
besar dibanding apabila tidak diberi DNCB. Namun demikian tidak bermakna
secara satatistik. (p>0,05). Dengan demikian meskipun DNCB dapat menyebabkan
displasia pada kulit mencit yang terpapar DNCB, namun risiko tersebut sangat

kecil,

2,5

LIMFOSIT
EPIDERMIS

Mean

Kl KAl Kl K

Kelompok

Keterangan : Kel T : DNCB &Ter
Kel IT : Ter
Kel IIT : DNCB
Kel IV : kontrol sehat

Gambar 2. Perbandingan rata-rata skor epidermis dan sebaran limfosit pada semua
kelompok.

Bila kita lihat perbandingan rata-rata skor epidermis dan sebaran limfosit (gambar

2), tampak bahwa kelompok I mengalami perubahan epidermis lebih ringan

namun dengan sebaran limfositnya lebih banyak dibanding kelompok IL

Peningkatan limfosit ini juga tampak terjadi pada kelompok Il yang disertai juga

perubahan epidermis dengan skor lebih ringan.
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Skor perubahan sel di epidermis

Kelompok

R KN

B Ku

2 Ki

2 K

Sebaran Limfosit Jaringan kulit

Keterangan : Kel I : DNCB &Ter
Kel O : Ter
Kel III : DNCB
Kel IV :kontrol sehat

Gambar 3. Korelasi perubahan epidermis dan
kelompok.

sebaran limfosit pada semua

Tabel 9. Korelasi skor sebaran limfosit dan perubahan epidermis.

Skor Skor perubahan epidermis
limfosit
Kel 1 Kel II Kel I Kel IV Total
r 0.6503 0.4560 0.6916 -0.2016  0.5244
n 32 36 28 32 128
Nilai p 0.0000 0.005 0.0000 0.269 0.000

Perhitungan koefisien korelasi Spearman (r) menunjukkan ada korelasi positif
(searah) antara skor sebaran limfosit dengan skor perubahan epidermis yang
bermakna (nilai p<0.05) pada kelompok 1, II, 1T dan seluruh kelompok (total). Ini
berarti peningkatan jumlah limfosit mengarah ke perubahan epidermis menjadi

kanker intraepitelial. Kekuatan korelasi perubahan epidermis dan sebaran limfosit

pada kelompok yang diberi DNCB lebih nyata dibanding tanpa DNCEB.




Tabel 10. Prosentase limfosit intradermal yang mengekspresikan perforin.
(pengamatan pada 10 lapang pandang dengan pembesaran 400x)

Limfosit Displasia ringan Displasia berat
intradermal
Kel I Kelll Kel III KelI Kelll
Perforin + 60.8%  75% 66,7% 828% 514%
Perforin — 392%  25% 33,3% 172% 38,6 %
TOTAL 100% 100% 100 % 100 % 100 %
Keterangan : Kel I : DNCB &Ter Kel II : DNCB
Kel II : Ter Kel IV : Kontrol schat
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Prosentase limfosit intradermal yang mengekspresikan perforin berupa displasia ringan

(skor 3) pada kelompok II (75%) lebih tinggi dari kelompok I (60,8%) dan III (66,7%).

Displasia berat / mikroinvasi (skor 5) menunjukkan bahwa prosentase limfosit

intradermal yang mengekspresikan perforin untuk kelompok I (82,8%) lebih besar

dibanding kelompok II (51,5%).




BAB 6

PEMBAHASAN

Dari awal sampai berakhimya perlakuan, berat badan (BB) mencit
berkurang namun masih memenuhi kriteria inklusi penelitian Rasa terbakar yang
timbul karena paparan Ter dapat menyebabkan perubahan tingkah laku mencit
jantan ini. Tikus yang mati ditemukan kepala sudah rusak, mungkin akibat saling
berkelahi. Namun dengan BB, jenis mencit, jenis kelamin, umur, inbred,
perlakuan kulit, dan pengamatan mikroskopik yang sama, maka perubahan
variabel tergantung (sebaran limfosit dan perubahan epidermis) dianggap sama
untuk semua kelompok mencit, dan keadaan yang berbeda dari mésing»masing
kelompok dianggap oleh karena perlakuan yang berbeda. Jumlah blok kulit
mencit yang berbeda pada masing-masing kelompok, bila ingin dibﬁndingkan

satu sama lain, dapat dihitung perbedaannya dengan prosentase.

6.1. SEBARAN LIMFOSIT DALAM DERMIS.

Pada tabel 3 tampak bahwa prosentase sebaran limfosit pada kelompok 1
(22,5%) berbeda bermakna dibanding kelompok II (15,0%), III (13,3%) dan IV
(4,8%), disertai rata-rata skor kelompok I (0,90), II (0,60), Il (0,53) dan IV
{0,19). Meskipun rata-rata skor kelompok 1 mendekati 1 (sebaran limfosit s/d Y
lapang pandang), ini menunjukkan bahwa ada pengaruh DNCB dalam
meMnékatkan sebaran limfosit dalam dermis pada mencit yang terpapar Ter.
Untuk kelompok II dan IIl, sebaran ini tidak berbeda bermakna yang
menunjukkan bahwa baik paparan DNCB maupun Ter akan menimbulkan

sebaran limfosit yang luas sebarannya hampir sama. Paparan DNCB pada kulit
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dapat menimbulkan reaksi seluler spesifik DTH melalui 2 tahap yaitu sensitisasi
dan elisitasi, dengan hasil akhir berupa timbulnya sebaran limfosit di daerah
dermis (3,10,12,24) i
Proses sensitisasi melibatkan sel APC yang berada dalam epidermis,
molekul MHC kelas 1T dan kelenjar limfe regional yang berisi sel Th dan sel CTL.
Keberhasilan proses sensitisasi pada penelitian ini tidak dilihat karena antigen
yang diteteskan tidak menimbulkan reaksi kemerahan maupun indurasi yang
begitu nyata dibandingkan bila disuntikkan pada kutit. DNCB adalah suatu hapten
yang tidak akan menimbulkan respon imun bila tidak berikatan dengan protein
pembawa yaitu residu asam amino lysine @ . Setelah berikatan, DNCB berubah
menjadi kompleks DNP yang dianggap asing sehingga terjadilah fase rekognisi
yang merupakan fase awal dari respon imun. Hasil akhir dari sensitisasi adalah
terbentuknya sel T memori (Th dan CTL) pada daerah paparan antigen meskipun
jumlahnya tidak sebanyak dalam lien. Pemeltharaan agar sel T memori tidak cepat
hilang adalah sangat penting dan melibatkan berbagai faktor seperti cara paparan
antigen, lamanya keberadaan antigen dalam kelenjar limfe regional, IL-15,
komplemen, dsb .  Seclama proses sensitisasi juga terjadi mekanisme
pemrosesan antigen menjadi berikatan dengan molekul MHC. Proses ini sangat
berpengaruh dalam pertumbuhan tumor. Data penelitian hewan percobaan
menunjukkan bahwa defek MHC kelas I dan II berhubungan dengan transformasi
maligné sel manusia sehingga menyebabkan tejadinya mekanisme penghindaran
sel tumor agar tidak dikenali sel T @V

Proses elisitasi DNCB yang terlihat ‘pada akhir penelitian ini untuk
kelompok I dan III adalah proses yang sudah terjadi 5 bulan yang lalu saat mulai

pemberian karsinogen Ter. Ternyata sebaran limfosit pada kelompok III (0,53
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atau 13,3% ) sebagai hasil akhir elisitasi terlihat masih ada dan prosentasenya
lebih tinggi daripada kelompok IV (0,19 atau 4,3%) meskipun dibandingkan
dengan kelompok I1 (0,60 atau 15,0%) tidak berbeda bermakna. Hal ini dapat
diasumsikan bahwa proses ¢lisitasi sebanyak 4 kali sebelum paparan Ter masth
"dapat terlihat bedanya anatara kelompok 1 dan II serta kelompok III dan IV.
Menurut Goldberg (1993) elisitasi DNCB ini dilakukan 1-2 minggu sekali untuk
mempertahankan sebaran limfosit dalam dermis ®¥ . Bila elisitasi ini dilakukan
pada kelompok I dan III tentunya akan timbul sebaran limfosit yang lebih nyata.
Sebaran limfosit pada kelompok 11T akan lebih banyak secara bermakna dibanding
kelompok 1T, dan kelonfpok I menjadi lebih luas lagi sebarannya, ‘Selama tidak
ada elisitasi yang kontinyu, limfosit akn lebih berada dalam alirdn darah, yang
perlu dibuktikan dengan pemeriksaan limfosit darah. Dari hasil pemeriksaan
tersebut dapat diasumsikan bahwa jumlah limfosit darah kelompok i lebih banyaic
dibanding kelompok II, dan kelompok 111 lebih banyak dibanding kelompok IV.
Limfosit ini akan keluar dari pembuluh darah bila antigen yang sama dipaparkan
dan disajikan oleh sel endotel kapiler sebagai sel APC "” . Pengamatan sel CTL
dan sel NK dengan pewarnaan imunositokimia pada preparat hapus darah dengan
antibodi monoklonal anti-perforin dapat dilakukan pada penelitian mendatang
untuk mengetahui perbandingan jumlah sel CTL dan sel NK antar kelompok
mencit tersebut.

lMunculnya prosentase sebaran limfosit pada kelompok III yang lebih
besar dibanding kelompok kontrol, sesuai dengan penelitian Axts et al (1996),
Constantinides (1994) dan Cotran et al (1997). Sebaran limfosit ini semestinya

juga diperiksa fungsinya dalam memproduksi limfokin supaya dapat

dibandingkan dengan temuan peneliti lain yang mengemukakan produksi IFN-y
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dan TNF-a ™. Sebaran limfosit pada kelompok II tampaknya secara alami akan
muncul sebagai reaksi terhadap paparan Ter yang lama sebagai bahan asing. Hal
ini sulit dibandingkan dengan temuan penulis lain yang lebih mengamati
* perubahan epidermis daripada timbulnya sebaran limfosit pada paparan

karsinogen (12,13,20)

6.2. PERUBAHAN EPIDERMIS

Pada tabel 4 rata-rata skor perubahan epidermis kelompok I (1,19), I1 (1,44)
dan I (0,82) berbeda bermakna dengan kelompok IV (0,22). Perubahan
epidermis dari hasil perlakuan yang berbeda antara tiga kelompok pérlakuan tidak
berbeda bermakna, dan mendekati skor 1 (epidermis mengalami hiperplasia
ringan). Pada tabel 5, kejadian displasia untuk kelompok II (27,8%) mempunyat
prosentase 2 kali lebih besar dibanding kelompok 1 (12,5%) dan kelompok UI
(17,9%). Terjadinya displasia ringan pada kelompok Il menunjukkan bahwa
DNCB juga maméu menimbulkan perubahan neoplastik epidermis, Tabel 6,7,8
memuat data yang lebih menguatkan rendahnya sifat karsinogenik DNCB. Risiko
terjadinya displasia antara kelompok DNCB (1,33 kali) lebih rendah daripada Ter
(3,55 kali) bila masing-masing dibanding dengan kelompok kontrol. DNCB juga
mampu menghambat terjadinya displasia pada kulit mencit akibat paparan Ter,

meskipun kurang bermakna (OR=0,77).
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Gambar 4. Perbandingan kekuatan karsinogenik dati berbaga‘i macam HPA.
(Diambil dari General Pathobiology by Constantinides P, 1994)

Rumus bangun kimia DNCB mempunyai inti benzene yang juga dipunyai oleh

karsinogen kimia lainnya. Dibandingkan dengan DMBA (diimethylbenz-
anthracene), DNCB mempunyai jumiah cincin benzene yang lebib sedikit
sehingga mempunyai daya karsinogenik yang lebih rendah dibanding senyawa
karsinogen lainnya ® apalagi bila dipakai dalam dosis rendah. Gambar 4 diatas

| nenunjukkan bahwa adanya gugus metil dan makin banyak jumlah cincin

benzene, makin kuat sifat karsinogeniknya, Namun dengan adanya gugus
hidroksi, sifat karsinogeniknya lebih rendah daripada hanya ada gugus metil saja.
DNCB tidak mempunyai gugus metil, namun mengandung gugus nitro pada inti

5 : . C e e 1
berizene nya. Bila terpapar pada kulit, akan berubah menjadi nitrofenol G

dengan munculnya gugus hidroksi pada inti benzene nya dan berubah sifatnya
menjadi hapten .
Terjadinya kanker kulit pada kelompok Il (2,80%) dari penelitian ini

bertentangan dengan penelitian pendahuluan Sarjadi dkk (1993) yang prosentase

sampelnya adalah mencit, dan hanya menyimpulkan bahwa jumlah mencit yang

terjadinya febih banyak (9 penelitian pendahuluan ini menganggap bahwa |
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menderita kanker Iebih banyak pada kelompok tanpa DNCB, Sedangkan sampel
penelitian ini adalah blok kulit mencit yang terbagi masing-masing menjadi 4
bagian yang sama. Namun perbedaan hasil tadi sebenarnya dapat diterangkan
secara rinci melalui proses molekuler terjadinya kanker dibawah ini.
Karsinogenesis adalah proses yang bertahap, meliputi inisiasi, promosi dan
progresi yang dalam penelitian ini dilalui dengan pemaparan Ter pada kulit setiap

hari selama 5 bulan. Gambaran histologik yang akan dialami mulai dari epidermis

20)

2

normal adalah epidermis menipis pada paparan tar arang selama 8 minggu
diikuti hiperplasia ringan yang terbukti dalam penelitian Sarjadi (1993) muncul
saat paparan Ter berjalan 3 bulan, dan terjadinya kelompok sel kanker invasif

selama 5 bulan ¥

. Tampaknya tahapan neoplastilg yang dialami oleh mencit
yang terpapar karsinogen Ter ini tidak sama padahal bahan Ter yang dioleskan
sama dengan yang dipakai saat penelitian pendahuluan oleh Sarjadi (1993).

Ter mengandung senyawa HPA yang poten untuk menimbulkan kanker kulit
G139  pada tahap inisiasi, HPA berubsh bentuk menjadi bersifat elektrofilik
mengandung sedikit elektron dan akan berikatan dengan molekul yang kaya
elektron seperti protein dan asam nukleat (DNA) dalam inti sel. Peristiwa ini akan
menyebabkan mutasi titik yang irreversibel pada gen - ras pada kodon 61. Mutasi
ini harus terjadi terlebih dahulu sebelum menjadi kanker, dan ini dapat terdeteksi
dengan'teknik PCR (Polymerized Chuined Reaction) untuk menggandakan DNA.
Mautasi terlihat setelah hasil PCR tadi dimasukkan dalam gel elektroforesis dengan
memakai sténdart (probe) dari gen —ras yang tidak mengalami mutasi. Hasil akhir
dari tahap inisiasi adalah sel yang terinisiasi. Sel ini, seperti yang terjadi pada

epidermis, secara fenotipik normal, namun genotiphya sudah mengalami mutasi.
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Namun tidak dapat dipungkiri bahwa akhir dari proses inisiasi ini adalah sel yang

genotipnya normal karena adanya DNA repair system.

k'"ﬂ DNA l-\:hmwu
b
/ \"\’I .

\I

Gambar 5. Sinyal transduksi dari luar ke dalam sel.
(Diambil dari General Pathobiology by Constantinides, 1994)

Tahap promosi pada penelitian ini juga masih dengan pemaparan Ter pada
kulit yang akhirnya nanti dapat terjadi perubahan neoplastik sel epidermis berupa
displasia ringan sampai karsinoma insitu. TPA merupakan bahan promotor yang
pada tahap promosi merangsang proliferasi sel. Binatang pengerat dalam
kulturnya terbukti mempunyai reseptor yang afinitasnya .tinggi terhadap forbol
dibutirat. Terjadinya ikatan antara TPA dengan reseptor forbol di membran sel
akan mengaktifkan sinyal transduksi yang berakibat terjadinya ikatan antara
diasilglisercl (DAG) dan protein kinase C (PKC) dengan hasil akhir rangsangan
dimulainya replikasi DNA.

Dari perbedaan perubahan neoplastik pada akhir olesan Ter ini dapat

diasumsikan bahwa telah terjadi perbedaan respon karsinogenesis pada tiap

meneit. Perbedaan tersebut adalah saat terjadinya mutasi, DNA repair system,

sistim _sinval transduksi pada masing-masing mencit. Penemuan yang terjadi

dalam penelitian ini adalah bahwa campuran antara bahan inisiator dan promotor

seperti yang terkandung menjadi satu dalam Ter, bila dipaparkan dalam waktu
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lama, dapat menyebabkan kanker kulit tanpa harus diberikan inisiator dan
promotor secara bertahap, yang menyebabkan inisiasi adalah inisiator yang sudah
bercampur dengan promotor. Dalam kenyataannya sehari-hari, kita berhadapan
dengan berbagai kemasan yang sudah mengandung campuran kedua bahan
tersebut, tidak dalam bentuk DMBA, TPA, maupun metilkholantrin murni.
Displasia merupakan kehilangan keseragaman bentuk sel / pleiomofi, sel
lebih besar, inti hiperkromatik, disertai mitosis abnormal yang dapat terjadi pada
semua jaringan epitel, termasuk kulit “? . Derajat displasia semakin berat bila
mengenai seluruh tebal epidermis ©® . Melihat definisi displasia tersebut dapat
diasumsikan bahwa pada displasia sudah terjadi replikasi aktif DNA, diikuti
pembelahan inti yang cepat dan tidak sempat diikuti pembelahan membran inti
dan membrén sel sehingga ditemukan 2 nukleus dalam 1 sel yang digambarkan
sebagai mitosis abnormal. Apakah displasia ringan imi reversibel ? Menurut
karstnogenests, mutési dalam sel displasia sifatnya ireversibel, sehingga muncul
pernyataan bila displasia sifatnya reversibel maka pada t:ahap promosi juga ada
mekanisme mirip DNA repair system atau terjadi apoptosis sel yang mengalami

displasia.

6.3. PERBANDINGAN PERUBAHAN EPIDERMIS DAN SEBARAN LIMFOSIT

Skor perubahan epidermis dibanding skor sebaran limfosit terangkum dalam
gambar 2. Tampak disini bahwa kelompok I mengalami perubahan epidermis
yang lebih ringan namun dengan sebaran limfosit yang lebih nyata dibanding
kelompok II. Hal ini menunjukkan bahwa DNCB dosis 10 mikrogram pada
daerah 1,5x1,5 cm® dapat meningkatkan sebaran limfosit dan menghambat

perubaban neoplastik epidermis. Perubahan epidermis pada kélompok I lebih
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berat dibanding kelompok III. Hal ini memperkuat pernyataan bahwa daya
karsinogenik DNCB lebih ringan dari Ter, meskipun keduanya menimbulkan
sebaran limfosit yang tidak berbeda bermakna,

Timbulnya respon limfosit disini dapat menunjukkan bahwa proses
pengenalan antigen, aktivasi dan efektor sel imun telah terjadi. Sel Th aktif
melepas sitokin IL-2 dan IFN-y, ekpresi molekul MHC kelas I dan II dalam
proses imun spesifik tidak diragukan lagi adanya, Sel CTL dan sel NK berkumpul
bersama dengan sel Th dan sel efektor imun lainnya. Kedua sel efektor ini akan
melepas perforin dan granzyme untuk membunuh sel targetnya yaitu sel tumor.
Adanya perubahan epidermis yang lebih ringan pada kelompok I dibanding
kelompok TI menunjukkan bahwa telah terjadi pelepasan perforin oleh sel CTL
dan set NK karena antigen tumor dan ekspresi molekul MHC kelas I dan II ada
dengan kadar yang cukup untuk dikenali limfosit T dan bila kadarnya kurang akan
dihadapi oleh sel NK.

Timbulnya kaoker pada kelompok I meskipﬁn sv.;dah diperkuat respon
imunnya dengan DNCRB sebelum terpapar Ter dapat diasumsikan bahwa telah
terjadi defek pada mekanisme pemrosesan antigen. Perlu dilihat perbedaan
ekspresi molekul MHC pada sel epidermis yang mengalami displasia ringan
sampai berat, peran limfosit intraepidermal dalam merespon sel epidermis yang
ekpresi molekul MHC tingpi. Limfosit intraepidermal ini mayoritas adalah sel
CTL-CD8. Hubungannya dengan limfosit di dermis dalam memproduksi
sitokinnya masing-masing dan keterikatannya untuk saling membantu masih
belum jelas *? .

Hasil uji korelasi Spearmann menunjukkan babwa ada korelasi positif

(searzh) antara skor sebaran limfosit dan skor perubahan epidermis (Gambar 3).
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Ini berarti peningkatan jumlah limfosit mengarah ke perubahan epidermis menjadi
kanker intraepitelial. Tabel 9 menunjukkan korelasi kedua skor tersebut lebih kuat
pada kelompok yang diberi DNCB (kelompok I dan IIT) dan kelompok 11T adalah
yang paling kuat hubungannya. Ini menunjukkan adanya efek samping DNCB
walaupun prosentasenya hanya sedikit (17,9% - Tabel 5), dan risikonya sangat
kecil untuk menimbulkan displasia (tabel 8). Dengan demikian dapat disimpulkan
bahwa pada penelitian ini ada pengaruh DNCB dapat meningkatkan sebaran

limfosit sesuai dengan peneliti terdahuly ¢*357,

6.4. EKPRESI PERFORIN

Dalam melakukan pewarnaan imunohistokimia diperlukan kontrol positif
untuk membuktikan bahwa proses pewarnaan yang dilakukan telah berjalan
dengan benar. Kontrol positif yang dipakai pada penelitian ini adalah kelenjar
limfe manusia dan len mencit percobaan. Pada gambar kelenjar limfe tampak
bahwa sel berwarna coklat (yang mengekspresikan perfori;l) sedikit terlihat. Hal
il menunjukkan bahwa sel CTL dan sel NK vyang aktif tidak begitu banyak.
Sementara itu pewarnaan pada lien menunjukkan  bahwa warna coklat
mendominasi daerah para folikuler yang merupakan lokasi dari berkumpulnya sel
T. Hasil pewarnaan pada kedua jaringan tersebut mengarahkan bahwa proses
yang dilakukan pada penelitian ini sudah benar.

Kesulitan yang timbul adalah saat melihat ekspresi perforin ini pada
jaringan kulit yang hampir semua bagian didominasi oleh subsirat kromogen
DAB yang berwarna coklat dengan intensitas warma yang bherbeda-beda. Hasil

. (23)

konsultasi dengan Kawasaki yang telah berhasil melakukan pewarnaan ini ,

adalah saran agar mencobanya pada jaringan segar seperti yang pernah dilakukan
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di Bagian Imunologi FK Universitas Juntendo — Tokyo. Sebenarnya teknil;
pewarnaan 1m juga dapat dilakukan pada jaringan blok parafin yang diproses
dengan alkohol dan xylol pada suhu dibawah 60°C, dan eksprest antigennya
ditingkatkan dengan memasukkanya dalam oven microwave, yang semua cara
tersebut sudah dilakukan dalam penelitian ini (lampiran 4)

Dengan berlg)agai keterbatasan, akhimya diputuskan untuk menghitung
limfosit yang berwarna coklat tebal untuk hasil perforin (+) seperti tercantum
pada lampifan 5 dan prosentasenya pada tabel 10 untuk keadaan displasia ringan
dan berat. Pada displasia ringan, ketiga kelompok perlakuan mempunyai
prosentase sel yang mengekspresikan perforin hampir sama. Untuk displasia
berat, kelompok 1(82,8%) prosentasenya lebih tinggi dari kelompok I1 (51,4%).
Meskipun tidak dilakukan pada semua blok kulit, hasil pewarnaan perforin
menunjukkan bahwa DNCB meningkatkan prosentase jumlah sel CTL dan sel NK
pada keadaan displasia berat, namun tidak begitu halnva pada displasia ringan.
Asumsinya, pada displasia ringan belum terjadi peningkat;m ekspresi MHC-I

yang cukup untuk dikenali sel CTL, dan tidak dikenal oleh sel NK.




BAB 7

KESIMPULAN DAN SARAN

7.1. KESIMPULAN

Telah dilakukan penelitian eksperimental laboratorium dengan desain

posttest-only randomized control group pada mencit C3H, menggunakan

imunostimulan larutan DNCB 10 pg dalam aseton pada kulit dan Ter sebagai

induktor kanker kulit. Variabel yang diamati adalah perubahan neoplastik

epidermis dan sebaran limfosit dalam dermis yang dinyatakan dalam skor.

Hasil yang ditemukan adalah :

1.

L2

DNCB maupun Ter mampu menimbulkan perubahan neoplastik epidermis

(displasia), akan tetapi DNCB hanya menyebabkan displasia ringan

(17,9%) sedangkan Ter mamppu menimbulkan displasia ringan, sedang

dan berat (27,8%).

Displasia sedang terjadi pada kelompok paparan Ter tinpa DNCB (2,8%).
Sedangkan displasia berat terjadi akibat paparan Ter baik dengan
pemberian DNCB (9,4%) maupun tanpa DNCB (2,8%) sebelumnya.

Risiko terjadinya displasia akibat paparan Ter adalah 1,33 kali lebih besar
dibanding tanpa paparan DNCB.

Risiko terjadinya displasia akibat paparan Ter adalah 3,55 kali lebih besar
dibanding tanpa Ter.

Risiko terjadinya displasia akibat paparan DNCB-Ter adalah 0,77 kali lebih

besar dibanding tanpa DNCB-Ter.
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6. Ada perbedaan skor sebaran limfosit yang bermakna antara kelompok yang
diberi DNCB dan tanpa DNCB.

7. Skor sebaran limfosit untuk kelompok yang diberi DNCB saja dan Ter saja
tidak bermakna, tetapi kedua kelompok tersebut berbeda bermakna dengan
kelompok yang diberi DNCB-Ter dan kelompok kontrol.

8. Perubahan epidermis normal menjadi kanker intraepitelial akan diikuti
dengan peningkatan sebaran limfosit dalam dermis, dan kelompok yang
dibeﬁ DNCB paling kuat korelasinya.

9. DNCB meningkatkan prosentase limfosit yang mengekspresikan Perforin
(CTL dan Sel NK) pada displasia berat, namun tidak demikian halnya pada

displasia ringan.

7.2, SARAN

Penelitian lanjutan yang perlu dilakukan adalah melihat hubungan atau
korelasi sebaran limfosit intradermal seluruhnya dengan limfosit intradermal
yang mengekspresikan Perforin. Limfosit intraepidermal yang selama ini
belum jelas peran dan hubungannya dengan limfosit intraepidermal 1% dapat
diamati pada penelitian DNCB ini lebih lanjut. Kelenjar limfe dan lien yang
merupakan gudang dari slel efektor imun, secara kuantitatif dapat dihitung
jumlah . masing-masing sel efektor imun dengan teknik pembuatan jaringan
menjadi bahan yang fer]arut. Penghitungan sel peronda imun secara kuantitatif
ini, sebelum binatang coba dibunuh, harus diberi IL-2 sebagai pemicu

proliferasi sel peronda imun. Penelitian DNCB lain yang berkaitan dengan

kanker adalah pengamatan berbagai produk sel imun (IL-2, TNF-c, IFN-y,
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TGF-PB), molekul MHC, dengan teknik ELISA (Knzyme-Linked Immuno Assay)
dan imunohistokimia. Meskipun efek karsinogeniknya rendah, berbagai dosis
DNCB perlu dibandingkan untuk menentukan dosis yang aman sebagai

imunostimulan untuk mencegah kanker kulit akibat paparan Ter.




BAB 8

RINGKASAN

Paparan DNCB (1-chloro-2 A-dinitrobenzene) pada kulit merupakan imuno-
stimulan vang kuat. Berbagai penelitian menunjukkan DNCB menyebabkan terjadinya
sebukan sel mononuklear dalam dermis, meningkatkan jumlah sel CTL dan sel NX,
ekpresi TNF-a,, dan produksi IFN~-y. Untuk penyakit kanker, DNCB digunakan sebagai
parameter defisiensi imun seluler. Hasil penelitian pendahuluan menunjukkan DNCB
dapat menghambat pertumbuhan kanker kulit. Penelitian ini dilakukan untuk
membuktikan bahwa DNCB meningkatkan sebaran limfosit intradermal sehingga
menimbulkan derajat perubahan neoplastik epidermis yang berbeda dengan Ter pada
kulit mencit C3H.

Dengan metode penelitian posttest-only randomized controlled group design, 36
mencit dikelompokkan mgnjadi tiga kelompok perlakuan dan satu kelompok kontrol
sehat. Kelompok perlakuan masing-masing diberi campuran DNCB-Ter ; Ter saja ; dan
DNCB saja pada kulit punggung seluas 1,5 x 1,5 cm. DNCB 10 ug dalam aseton
diteteskan sebelum pemberian Ter. Olesan Ter dilakukan sehari sekali selama 5 bulan.
Pada akhir perlakuan, kulit dipotong dan dibagi menjadi 4 bagian yang sama kemudian
diproses menjadi jaringan dalam parafin schingga terkumpul 128 blok parafin. Setiap
blok dipotong dan diwarnai dengan Hematoksilin-Eosin untuk melihat perubahan
epidermis dan sebaran limfosit intradermal masing-masing kelompok yang dinyatakan
dalam skor. Beberapa blok yang menunjukkan displasia ringan dan berat dipotong dan
diwarnai dengan antibodi monoklonal anti-Perforin untuk melihat perbedaan prosentase

jumlah limfosit intradermal yang mengekpresikan perforin. Analisis data memakai uji
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normalitas Kolmogorov-Smimov Goodness of Fit Test, uji beda Kruskal-Wallis dan
Mann-Whitney, Uji Chi-square dan uji korelasi Spearmann.

Hasil penelitian menunjukkan DNCB dapat menimbulkan displasia ringan,
sedangkan Ter menimbulkan displasia ringan, sedang dan berat. Displasia berat terjadi
akibat paparan Ter baik dengan DNCB (9.4%) maupun tanpa DNCB (2,8%)
sebelumnya. Risiko terjadinya displasia akibat paparan DNCB adalah 1,33 kali lebih
besar dibanding tanpa paparan DNCB. Risiko ini juga terjadi 3,55 kali lebih besar
akibat paparan Ter daripada tanpa Ter, dan 0,77 kali lebih besar pada paparan DNCB-
Ter dibanding tanpa paparan campuran keduanya. Korelasi antara skor perubahan
éﬁidermis dan sebaran limfosit menunjukkan arah positif dan kelompok yang diberi
DNCB saja mempunyai koefisien korelasi paling tinggi. Prosentase jumlah limfosit
dalam dermis yang mengekspresikan perforin pada keadaan displasia ringan
menunjukkan DNCB-Ter (60,8%), Ter saja (75%), dan DﬁCB saja (66,7%). Pada
displasia berat / mikro-invasi, prosentase limfosit untuk kelompok DNCB-Ter (82,8%)
lebih tinggi dari kelompok yang terpapar Ter saja (51,4%).

Kesimpulannya adalah paparan DNCB dapat menimbulkan perubahan neoplastik
yang lebih rtingan dari Ter, meningkatkan sebaran limfosit intradermal, dan
meningkatkan prosentase limfosit yang mengekspresikan Perforin (CTL dan sel NK)

pada keadaan displasia berat.
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