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ABSTRAK

Triamsinolon asetonid { TA ) sering dipakai untuk pengobatan keloid yang
diduga bekerja dengan menghambat sintesis kolagen dan proliferasi fibroblas, Tetapi
sampai saat ini belum ada pengobatan keloid yang hasilnya memuaskan sehingga
pada penelitian ini dicobakan kombinasi TA dan 5 Fluorourasil ( SFU ) dengan
harapan dapat meningkatkan efeknya dengan uji IMibroblast Populated Collagen
Lattice ( FPCL ) dan Agyrophylic Nucleolar Organizer Region ( AgNOR )

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratorik dengan
rancangan The Post Test-Only Control Giroup Design yang menggunakan sel-sel
fibroblas yang dikultur dalam sumuran sebagai obyek penelitian. Sampel
dikelompokkan menjadi 12 kelompok perlakuan yang terdii dari kelompok
perlakuan kontrol ( TA-5FU- ), kelompok perlakuan pemaparan tunggal (TA10 5FU-
, TA20 5FU-, TA-5FU0,1, TA-5FU1, TA-5FU10 ) dan kelompok perlakuan
pemaparan kombinasi ( TA20 5FUI0 ). Hambatan FPCL dihitung dengan Scion
Image dan Indek Proliferasi dihitung berdasarkan rerata jumiah NOR dalam 100 sel.
Percobaan dilakukan secara triplo.

Hasil penelitian menunjukkan adanya perbedaan hambatan /PCL dan indek
proliferasi antara kelompok perlakuan pemaparan tunggal dibandingkan dengan
kelompok kontrol, adanya perbedaan hambatan FPCL antara kelompok perlakuan
pemaparan kombinasi dengan kelompok kontrol, adanya perbedaan hambatan FPCL
antara kelompok perlakuan pemaparan kombinasi dibandingkan kelompok perlakuan
tunggal tetapi tidak ada perbedaan indek proliferasi yang bermakna secara statistik
antara kelompok perlakuan pemaparan TA tunggal dibandingkan kelompok kontrol,
antara kelompok perlakuan TA-5FUQ,1 dail TA-5FU1 tetapi terdapat perbedaan yang
bermakna secara statistik antara indek proliferasi TA-5FU0,1 dan TA-5FU10.
Sehingga dapat disimpulkan bahwa pemaparan kombinasi TA dan 5FU dapat
meningkatkan penghambatan sintesis kolagen secara bermakna yang berbanding
lurus dengan dosis obat tetapi efek penurunan indek proliferasi kombinasi TA dan
5FU tidak berbeda secara bermakna dengan 5FU tunggal, dan berbeda secara
bermakna dengan TA tunggal. | _

Kata kunci : Triamsinolon asetonid, 5 Fluorourasil, Fibroblast Populated Collagen

Lattice dan Agyrophylic Nucleolar Organizer Region.




ABSTRACT

Triamcinolone acetonide ( TA ) has frequenly been used as a keloid therapy
that was thought to have an inhibition on collagen synthesis and fibroblast
proliferation. But up till now there is no satisfying result on keloid therapy. So that in
this study we tried a combination of TA and SFU in the hope to increase the
effectiveness by doing the [ibroblast Populated Collagen Lattice ( FPCL ) and
Agyrophylic Nucleolar Organizer Region (AgNOR ) tests.

This laboratory-experimental study was designed as a Post test-only control
group using cultured fibroblast cells that was cultured in wells as experimental
objects. All samples were divided into twelve treatinent groups consisted of control
group ( TA-5FU- ); single-exposured treatment‘groups ( TA10 SFU-, TA20 SFU-,
TA-5FU0,1, TA-5FU1, TA-5FU10 ) and combination-exposured treatment groups
(TA20 5FU10 ). #PCL inhibition was assessed using Scion Image and proliferation
mdex was assessed based on the average of NOR on 100 cells. Experiment was done
triplo.

It was shown in this study that there were significant differences on FPCL
inhibition and proliferation index between single-exposured treatment groups with
control group, FPCL inhibition between combination-exposured treatment groups
with control group, between combination-exposured treatment groups with single-
exposured treatment groups but there were no significant differences on proliferation
index between TA single-exposured treatinent groups with control group, between
TA-5FUOQ,1 treatment groups and TA-S5FU1 but there was a significant difference on
proliferation index between TA-5FUQ,1 and TA-5FU10..

1t can be concluded that the combination-exposure of TA and SFU could
increase collagen synthesis inhibition significantly that was in proponioﬂ with the
drug dose but there was no significant difference on proliferation index between
combinationTA and SFU with single 5FU |, yet there was a significant difference
with single TA.

Key words : Triamcinolone acetonide. 5 Fluorouracil, Fibroblast Populated

Collagen Lattice and Agyrophylic Nucleolar Organizer Region.
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BABI

PENDAHULUAN

A, LATAR BELAKANG PENELITIAN

Keloid adalah tumor benigna dart jaringan fibrosa yang padat,tidak berkapsul,
batas tidak tegas, yang terjadi akibat pertumbuhan berlebih jaringan kolagen selama
masa penyembuhan.! Keloid dapat mengenai semua orang, namun frekuensinya
tinggi pada orang berkulit gelap, usia 10-30 tahun, lebih sering dijumpai pada
wanita.** Bergman dkk melaporkan insidennya 4,5 — 16% pada orang berkulit
gelap® Patogenitas keloid dianggap merupakan abnormalitas fase fibroblas pada
proses penyembuhan luka, dimana fterjadi peningkatan aktivitas fibroblas,
peningkatan kolagen tipe 111 serta miofibroblas.®

Pengobatan  keloid banyak pilihannya, namun tidak ada yang dapat
menyerﬁbuhkan secara total dan terutama hanya ditujukan pada segi kosmetik dan
mengurangi rasa tidak nyaman akibat pertumbuhan keloid berupa rasa gatal dan

nyeri*® Ada beberapa cara pengobatan keloid : bedah eksisi b

, triamsinolon
asetonid intralesi ¥, imunoterapi °, radiasi *°, bebat tekan *'3, 5 Fluorourasil '
bedah laser %7, gel silikon ™, bedah beku ™, verapamil " maupun
metotreksat'®. Injeksi  Triamsinolon asetonid (TA )} dengan kemampuan menekan
proliferaﬁ dan migrasi fibroblas, menekan sintesis kolagen dan aktivitaslmakrothg
serta meningkatkan degradasi kolagen , merupakan terapi yang paling sering
digunakan baik tunggal maupun dalam kombinasi W1 Terapi ini mempunyai

beberapa kelemahan antara lain : rasa nyeri pada lokasi injeksi, munculnya efek

samping : sindrom Cushing, hipopigmentasi di sekitar injeksi, teleangiektasis, shok

o (OPT-FESTAR-UNE)




neurogenik dan perdarahan. Sebagian besar efek samping berhubungan dengan dosis
akumulatif yang diberikan. %1921 5 Fluoroyrasil ( 5FU )} merupakan obat anti kanker
(kemoterapi anti proliferatif ) yeang berinteraksi dengan pertumbuhan sel-sel kanker
dan memperlgmbat pertumbuhan dan penyebarannya dalam tubuh. Pada penelitian
terapi keloid, SFU bekerja dengan mencegah reorganisasi matrik ekstraseluler serta
menghambat kontraksi Fibroblast Populated Collagen Lattice (FPCL) "*** Namun,
kombinasi 5FU dengan TA pada biakan fibroblas jaringan keloid belum pernah
dilakukan. Sekitar 50% penderita akan mengalami kekambuhan ?

Dengan alasan tersebut di atas, maka dilakukan penelitian untuk mengetahui
efektifitas kombinasi TA dan 5FU pada biakan fibroblas jaringan keloid dalam
menghambat sintesis kolagen dan proliferasi fibroblas dengan Fibroblast Populated

Collagen Lattice (FPCL ) dan Agyrophylic Nuctleofar Organizer Region ( AgNOR ).

B. RUMUSAN MASALAH

Berapakah dosis optimal kombinasi Triamsinolon asetonid dan 5 Fluorourasil

yang dapat memberikan hambatan sintesis kolagen dan proliferasi fibroblas ?

C. ORISINALITAS PENELITIAN

Sebagian besar penelitian mengenai Triamsinolon asetonid dan 5 Fluorourasil
berkisar pada masalah pengaruh masing-masing obat baik pada manusia maupun
hewan coba. Triamsinolon asetonid dapat menekan proliferasi dan migrasi fibroblas,
menekan aktivitas makrofag serta meningkatkan degradasi kolagen, sedangkan SFU
sebapai anti proliferatif dapat menghambat proliferasi fibroblas. Penelitian ini
menawarkan sesuatu yang baru untuk mengkombinasikan kedua obat untuk
menimbulkan efek sinergisme sehingga diharapkan dapat memunculkan suatu
formulasi baru yang cukup efektif untuk menghambat sintesis kolagen dan

proliferasi fibroblas.




D. TUJUAN PENELITIAN
-TUTUAN UMUM :

Mengetahui dosis optimal kombinasi Triamsinolon asetonid dan 5 Fluorourasil yang

dapat memberikan hambatan sintesis kolagen dan proliferasi fibroblas pada
percobaan in vitro,

-TUJUAN KHUSUS :

1.

membuktikan adanya perbedaan sintesis kolagen dan proliferasi
fibroblas pada biakan fibroblas jaringan keloid yang dipapari TA
dibandingkan dengan biakan fibroblas jaringan keloid yang tidak
dipapari TA,

membuktikan adanya perbedaan sintesis kolagen dan proliferasi
fibroblas pada biakan fibroblas jaringan keloid yang dipapari 5FU
dibandingkan dengan biakan fibroblas jaringan keloid yang tidak
dipapari SFU.

membuktikan adanya perbedaan sintesis kolagen dan proliferasi
fibroblas  pada biakan fibroblas jaringan keloid yang dipapari
kombinasi TA dan STU dibandingkan dengan biakan fibroblas yang
tidak dipapari TA maupun 51°U,

membuktikan adanya perbedaan sintesis kolagen dan proliferasi
fibroblas pada biakan fibroblas jaringan keloid yang dipapari
kombinasi TA dan 5FU dibandingkan dengan biakan fibroblas yang
dipapari TA atau S5FU saja.

E. MANFAAT PENELITIAN

1.

3.

mengetabui seberapa besar pengaruh TA, S5FU dan kombinasinya
terhadap penghambatan sintesis kolagen dan proliferasi fibroblas
dalamn biakan fibroblas jaringan keloid.

mengetahui dosis optimal untuk menghambat sintesis kolagen dan
proliferasi fibroblas

sebagai titik tolak penelitian lebih lanjut.




BAB 11
TINJAUAN PUSTAKA

A. KELOID

Al Defmiéi. Keloid adalah tumor benigna dari jaringan fibrosa yang padat, tak
berkapsul, batas tak jelas, yang terjadi akibat pertumbuhan bertebih dari jaringan
kolagen selama masa penyembuhan'. Secara klinis dimulai dengan adanya papula
eritematus  kecil, berbatas tegas, yang tumbub lambat secara teratur, dapat
membentuk lesi : bulat, oval, atau tidek teratur, dengan perluasan eksentris,
mencengkeram kulit sehat di sekitamya® Perturnbuhan berlebih dari Jjarngan
kolagen tidak hanya terdapat pada keloid, tetapi juga dijumﬁai pada parut
hipertrofik* Keduanya kadang sulit dibedakan, mungkin perbedaan antara kedua
kelainan ini hanya berupa perbedaan tingkat dari p:'oses': yang mungkin berdasar
sama'. Data-data lain yang dapat menyokong penegakan diagnosis adalab : adanya
rasa gatal atau nyeri, lesi halus yang bertangkai, dan perjalanan klinisnya. Perjalansn
khinis parut hipertropis dapat mengecil secara spontan, sedangkan keloid jarang

sekali mengalami involusi spontan.*

A.2. Etiologi dan patogenesis. Etiologi keloid masih diperdebatkan, namun trauma
memegang peranan penting. Falco mengatakan bahwa keloid dapat timbul setelah
trauma atau seiclah lesi kulit lainnya.” Selain itu dapat dipengaruhi oleh beberapa
faktor misalnya faktor familial, lokasi lesi, usia dan jenis trauma. 2%

Menurut Glucksman, keloid sebenarmnya merupakan reaksi inflamasi terhadap

adanya benda asing dalam kulit'. Pendapat ini diperkuat Mackie ( 1992 ) yang




mengatakan bahwa benda asing terscbul dapat berupa : bakteri yang mendasari
infeksi kulit, rambut, sampah keratin, debu dan pasir, dan serabut katun.>>*

Jenis trauma yang mendasari timbulnya luka juga memegang peran penting

dalam timbulnya keloid. Luka bakar dan luka yang terkelupas lebih sering

menimbulkan keloid dibanding jenis luka lainnya, '

Arah luka terhadap garis kulit juga berperan dalam merangsang timbulnya
keloid. Luka dengan regangan berlebil, terutama bila arah rcgangan bertentangan
dengan arah garis kulit, mempunyai risiko yang lebih besar untuk menjadi keloid 2%

Kontusi lokal yang menyebabkan adanya perdarahan di sekitar luka akan
merangsang timbulnya keloid karena meningkatnya reaksi inflamasi, dan sebagai
faktor risiko timbulnya infeksi.'*® Perdarahan di bawah kulit akan menurunkan
produksi interleukin 2, dan menurunkan respon proliferasi limfosit sehingga
memperbesar risiko luka terinfeksi2® Tnfeksi yang terjadi, tidak saja memperberat
reaksi inflamasi, tetapi juga imerupakan salah satu faktor pencetus timbulnya
keloid.*®

Keloid sering muncul pada daerah-daerah tertentu pada permukaan badan.
Faktor anatomis ini mungkin berhubungan dengan : ketebalan kulit, frekuensi
pergerakan pada daerah tersebut, dan besamya regangan kulit setempat. Keloid lebih
sering dijumpai pada : cuping telinga, pipi, leher, bahu, dada dan punggung bagian
atas, serta tungkai bawah. 2> '.

Pewarisan secara genelik juga dapat dilihat dengan ditemukannya keloid
lebih banyak pada orang dengan golongan darah A, terutama pada ras negro.*

Faktor lainnya adalah faktor hormonal. Pendapat ini didasarkan pada temuan-

temuan seperti : keloid jarang pada anak-anak atau orang tua dimana hormon seks




belurn berfungsi optimal atau tidak lagi berfungsi baik, wanita lebih seting
dibandingkan laki-laki, keloid akan bertambah besar selama kehamilan, keloid lebih
sering muncul pasca tirecidektomi pada penderita muda, dan keloid sering muncul
pada orang-orang akromegali.”®

Mekanisme pasti tentang peran kelenjar endoicrin terhadap timbulnya keloid
masih belum jelas. Perbedaan antara parut biasa dan keloid, atau juga dengan parut
hipertropis, terletak pada perbedaan kecepatan sintesis dan degradasi kolagen selama
masa penyembuhan luka. Pada penyembuhan luka yang normal, sintesis dan
degradasi kolagen berjalan secara selaras dan seimbang; tetapi pada penderita keloid,
proliferasi fibroblas berjalan lebih produktif dibandingkan kulit sekitar dan kulit
normal 2%

Asam arakidonat merangsang aktivitas kolagenase, dan inflamasi terjadi
akibat aktivitas prostaglandin yang berasal dari asam arakidonat. Awalnya,
berubahnya asam arakidonat menjadi prostaglandin diduga meniadi sebab kurang
efektifnya kolagenase. Pendapat tersebut dibantah dengan ditemukannya enzim
kolagenase yang normal baik kualitatif maupun kuantitatif, meskipun ada juga
peneliti yang menemukan penurunan enzim kolagenase.”’

Patogenesis keloid dianggap merupakan abnormalitas fase fibroblas pada
proses penyembuhan luka, dimana terjadi peningkatan aktivitas fibroblas,

peningkatan kolagen tipe I1I serta miofibroblas.’

A.3. Pengobatan keloid. Ada berbagai macam cara pengobatan keloid, diantaranya :
bedah eksisi. Bedah eksisi sering dilakukan oleh ahli bedah, tetapi hasilnya tidak

memuaskan. Pada suatu penelitian yang melibatkan 340 lesi keloid yang diamati




lebih dari 26 tahun setelah operasi, 50% penderita akan mengalami kekambuhan.
Kekambuhan yang terjadi séring berupa keloid yang lebih berat dan lebih buruk dari
keloid asal.® Beberapa ahli bedah plastik menganjurkan tehnik khusus untuk operasi
keloid, yang semuanya berdasar pada tehnik dasar operasi atraumatis, dengan
modifikasi tehnik eksisi intra keloid, Z plasti intra keloid, dan eksisi intra keloid yang
ditkuti dengan graft dengan donor epidermis keloid itu sendiri.”'® Kedua adalah
injeksi TA intra lesi. Cara ini didasarkan pada kemampuan triamsinolon menekan :
proliferasi dan migrasi fibroblas, aktifitas makrofag dan meningkatkan degradasi
kolagen.!""® Efek farmakologik steroid juga akan muncul pada penggunaan TA ini,
terutama efek depigmentasi dan atrofi sebagai akibat keluarnya steroid pada jaringan
sehat, karena adanya tekanan yang kuat pada waktu infiltrasi steroid pada matrik
keloid. Disamping itu akan dapat terjadi juga pecahnya jaringan serta Cushingoid
ringan, sehingga dianjurkan pengobatan kombinasi krioterapi dan TA intralesi, yang
ditkuti dengan eksisi beberapa tahun kemudian dengan hasil yang memuagskan’®,
Ketiga adalah imunoterapi. Dalam suatu penelitian, 29 penderita keloid yang
didesensitasi dengan antigen sebum sebelum operasi, hanya 1/3 dari penderita
terscbut yang mengalami kekambuhan. Disimpulkan, desensitasi dengan antigen
sebum sebelum operasi, merupakan salah satu pengobatan altemnatif pada penderita

keloid."® Keempat adalah pengobatan radiasi,'>"

Pemberian sinar X superfisial
dengan dosis 1500-2000 rad sebelum 24 jam setelah operasi, atau ﬁenanaman
Tridium™® pada saat luka ditutup, dilaporkan memberikan hasil yang cukup
memuaskan, dengan angka kekambuhan berkisar antara 20-30%.% Tehnik-tehnik ini

dapat menimbulkan atrofi dan teleangiektasis, terutama bila diberikan dosis yang

lebih besar. Kelima adalah pengobatan bebat tekan. Bebat tekan selama 6-12 minggu




setelah operasi keloid, terutama pada revisi keloid dengan tehnik flap dan Z plasti ,
terbukti menurunkan kekambuhan keloid. ® Bebat tekan tersebut dapat diganti
dengan pemijatan kulit keloid dengan menggunakan krem kortikosteroid.® Keenam

adalah dengan menggunakan bedah laser'®’

Penyinaran laser CO2,
dikombinasikan dengan suntikan TA pada tepi keloid, dilaporkan memberikan hasil
yang baik, meskipun kekambuhannya masih harus diamati lebih lanjut.® Pengobatan

lain misalnya bedah beku, kemoterapi dengan Metotreksat maupun SFy. %118

B. KOLAGEN
B.1. Macam dan susunan kolagen.

Kolagen adalah protein yang merupakan komponen utama serabut-serabut
jaringan ikat. Pada tobuh manusia, serabut kolagen merapakan komponen terbesar
dari matrik ekstrasehuler, dan beratnya lebih dari 70% berat kering dermis. Dengan
mikroskop elektron tampak bahwa kolagen tersusun oleh fibril dan miofibril atau
tropokolagen, yang membentuk berkas pita-pita bersilangan.”’

Kolagen tipe I, yang merupakan purwarupa { prototipe ) kolagen,adalah

kolagen terbanyak di dermis dan jaringan ikat lain.’ Membentuk 80-85% kolagen

dermal total > Tersusun dari 3 rantai polipeptida yang teranyam membentuk untaian

rangkap tiga { tiga helix ), dan masing-masing rantai mempunyai berat molekul
sekitar 94.000 Dalton. Ketiga rantai polipeptida ini disebut juga rantai o yang
tersusun oleh lebih dari 1000 macam asam amino. Sepertiganya merupakan asam
amino glisin. Glisin selalu terletak pada posisi ke 3, sehingga rumusan rantai o. dapat
ditulis sebagai : (X-Y-Gli )s33 . Posisi X dan Y dapat diisi oleh sembarang asam

amino, tetapi yang sering posisi X diisi olel prolin dan Y diisi oleh hidroksiprolin.




Posisi X kadang-kadang diisi oleh lisin dan posisi Y diisi oleh hidroksilisin. ™!
Asam amino lisin dan hidroksilisin dalam rantai o berguna untuk pembentukan
untaian rangkap tiga, serta menjaga kestabilan rantai o melalui ikatan kovalen*
Hidroksiprolin berguna untuk mempertahankan kestabilan untaian rangkap tiga pada
temperatur fisiologis.*® Rantai ini dibagi menjadi rantai a1 dan rantai o2 berdasarkan
komposisi asam amino penyusun rantai ¢, >

Kolagen tipe III, merupakan bentuk kolagen yang berbeda secara genetik,
terutama dijumpai pada jaringan saluran cerna dan pembuluh darah, berjumiah

hampir 10% dari kolagen total pada dermis manusia dewasa. Pada awalnya disebut

sebagai kolagen “fetus” karena terutama dijumpai pada kulit manusia selama fase

embrionik . Namun, proliferasi fibroblas tipe I meningkat selama periode pasca

kelahiran awal sampai rasio kolagen tipe T:111 pada kulit manusia dewasa adalah 8:1.

Kolagen tipe 11 terdiri dari 3 rantau o, a1{III), dibedakan dengan rantai kolagen tipe

I karena kandungan hid:oksiprolin dan glisin yang relatif lebih tinggi dan adanya sisa
sistein

Kolagen dalam jaringan berdasarkan arsitektur serabutiya dibagi menjadi
beberapa tipe yang secara genetis berbeda.”’

Tabel tipe kolagen berdasar pada arsitektur serabut kolagen dalam jaringan

Tipe Komposisi rantai Ciri khas Distribusi jaringan
kolagen molekuler
i [o 1D} a2(1) Fibrilar Kulit,fulang, tendon.
Trimer | [al{D) Fibrilar Tumor,kulit
i [i(ID; Fibrilar Kartilago
114 (el (likk Fibrilar Kulit fetus, pembuluh
.| darah,saluran cermna




i fal ()

Fibrilar

Kulit fetus, pembuluh
darah, saluran cerna

Iv o jJ(1V): a2(lV) Membran basalis | Dimana-mana

\' (o 1{V)202(V); [l {V)]; | Fibrilar Dimana-mana

Vi al(VDa2(VDo3(VD) Mikrofibril Dimana-mana

VI [al(VID)} Auachoring fibril | Papila dermis kulit dan jaringan
epitel lain (sal.cerna, esofagus)

VII [ol(VID]; Network forming | Sel endotelial

X ol (X))o 2(IX)a3(IX) FACIT Kartilago

X lo1(X)s Network forming | Kartilago hipertrofik

X1 al(XDa2(XDa3(XD) | Fibrilar Kartilago

Xl [o1(XID}; FACIT Tendon, ligamentum,perikondrium,
periosteun, kornea

X o 1{XIID)}; Transmembran | Dimana-mana termasuk epidermis
( dikenal 17 kombinasi )

X1V [ L{XIV)]5 FACIT Kulit, tendon, kornea

XV tidak diketahui Membran basalis | Dimana-mana

XVI [el (XVI)s FACQIT Kalit,organ dalam kartilago

Xvi [a1(XVID] Transmembran | Hemidesmosom keratinosit basal
di dermal-epidermal junction kulit

XVIlII tidak diketabhui Membran basalis | Dimana-mana

XIX tidak diketahui FACIT Membran basalis

XX tidak diketahui FACIT Epitel komea kulit
embrionik kartilago
sternum,tendon,paru-paru

XX1 tidak diketahui FACIT Sel otot polos di dinding

pembuluh darah, membentuk
jantung

Diambil dari kepustakaan 29




Sintesis kolagen terutama dilakukan olch fibroblas. Fibroblas menjadi aktif
dan bergerak ke arah rongga periukaan, diduga diakibatkan oleh rangsangan
beberapa faktor, seperti : b?brobl&sr Growth Factor dan Chemoatractant, yang
terbentuk ketika terjadi perlukaan®’ Secara in vitro, faktor-faktor di atas dihasilkan
oleh trombosit. Selama ada Fibroblast Growth Factor, Epidermal Growth Factors
tidak dapat menempel pada reseptornya, sehingga prolifefasi epidermis berjalan
sangat lambat selama rongga luka belum terisi penuh oleh kolagen. 2™

‘Berdasarkan pada sifat kolagen yang tidak larut dalam air, dapat dipastikan
bahwa kolagen tidak langsung disintesis dalam bentuk jadi di dalam sel fibroblas.
Penelitian lebih lanjut membuktikan bahwa kolagen disintesis dalam retikulum
endoplasmik kasar dalam bentuk prokolagen. Prokolagen disintesis dari prekusornya
berupa pro rantai o yang disintesis dalam ribosom fibroblas.”’

Sintesis pro rantai ¢ didasarkan pada urut-urutan kode genetis dalam
mRNA ¥ Dengan tehnologi biomolekuler, diketahui bahwa urut-uratan nukieotida
dari gene kolagen dalam RNA yang disalin oleh mRNA, terdiri dari exon yaitu
kodon yang menentukan wrutan asam amino dalam kolagen, dan infron yang
merupakan urutan basa non kodon yang tidak menentukan urutan aSam amino.
Masing-masing tipe kolagen disintesis dibawah pengaturan genetis oleh gena-gena
yang berbeda, dan diketahui paling sedikit 36 gena yang berbeda yang mengatur
urutan asam amino dalam pembentukan molekul lsic;lagen.zg’34 Rantai-rantai alfa ini
berhubungan dengan sedikitnya 1 tipe kolagen yang berbeda yang ditandai dengan
angka Romawi I sampai dengan XXI. Dengan rekayasa DNA recombinant, diketahui

bahwa gena yang mengatur sintesis pro rantai alfa 2 kolagen tipe 1 terletak pada




kromososm 7, sedangkan untuk pro rantai o 1 kolagen tipe 1 terletak pada kromosom
i7 29

Pro rantai o disusun berdasarkan salinan cetakan dari mRNA, sehingga
urutan asam amino dari rantai alfa ( prolokolagen ) mengikuti exon dari DNA.
Setelah pro rantai o terbentuk, polipeptida ini dikirim pada retikulum endoplasmik
kasar untuk dibentuk menjadi rantal o dengan jalan memotong ujung pr.o rantai o
yang masih membawa pesan genetis dengan bantuan enzim protease sp‘esiﬁk.29

Setelah rantai o terbentuk, asam amino prolin dan lisin menempel pada rantai
o, kemudian terjadi hidroksilasi oleh enzim prolil hidroksilase dan lisil hidroksilase,
sehingga terbentuk hidroksiprolin dan hidroksilisin. Glikosilasi bidroksilisin oleh
enzim glikosil transferase dan galaktosil transferase terjadi setelah hidroksilasi,
berupa penempelan galaktose atau glikosilgalaktose pada hidroksilisin, sehingga
terbentuk Glikosil—galaldo—()—hidroksilisin. Glikosii-galakto-O-hidroksilisin
merupakan bentuk hidroksilisin pada Y dari rantai alfa X-Y-Gli.?’

Setiap rantai o mempunyai peptida pada akhir rantai yang berperan dalam
mengatur penjajaran 3 yantai «, sehingga terbentuk molekul prokolagen yang
beruntai rangkap tiga. Peptida akhir rantai juga akan membuat molekul prokolagen
yang larut dan mencegah terbentuknya kolagen fibril yang prematur, serta membuat
prokolagen siap untuk dikelnarkan ke ruang ekstra seluler, Setelah prokolagen
terbentuk, prokolagen dibawa ke golgi dalam bentuk vesikel-vesikel. Dari golgi,
vesikel-vesikel tersebut akan disekresikan dengan pertolongan mikrotubuli dan
mikrofilamen menuju ke permukaan sel, dan akhirnya berada di ruang ekstrasel. >

Dalam ruangan ekstraschuler, peptida-peptida akhir dari prokolagen dipotong

oleh prokolagen peptidase, sehingga terjadi fropokolagen. Tropokolagen ini tidak
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larut serta menjadi fibril kolagen dan serabut kolagen.*? Daya regang kulit tidak akan
terjadi bila ikatan silang melalui ikatan kovalen dalam serabut kolagen tidak ada.*’
Selama proses penyembuhan luka pada dermis, disintesis kolagen tipe I dan
tipe 1II pada masa pembentukan jaringan granulasi. Kolagen tipe V disintesis selama
masa pembentukan pembuluh darah dalam jaringan granulasi.?’
| Adanya kolagen di dalam rongga hika, menyebabkan meningkamya kekuatan
tartkan luka, sehingga terjadi kontraksi luka dan akan menyebabkan Kpidermal
Growth Factors menempel pada reseptornya, sehingga terjadi peningkatan mitosis
epidermis dan terjadi reepitelisasi,”’
Pada pengecatan dengan Hematoksilin & Eosin, akan tampak gambaran
serabut kolagen yang terpulas eosinofilik.’®** Sedangkan tehnik imunoperoksidase

digunakan untuk menunjukkan epitop kolagen tipe I, tipe 111 dan elastin.”®

B.3. Degradasi kolagen. Agar sintesis kolagen selama masa pembentukan jaringan
parut tidak berlebihan, perusakan sisa kolagen harus dilakukan secara serempak.
Perusakan kolagen tersebut dikenal sebagai proses degradasi kolagen”’

Degradasi kolagen dilakukan oleh beberapa enzim, terutama dilakukan oleh
kolagenase, karena protease-protease lain tidak mampu melakukan degradasi
kolagen. Setelah denaturasi kolagen oleh kolagenase, enzim-enzim protease lainnya
kemudian menghancurkan produk degradasi kolagen. Produk-produk dari degradast
kotagen, selain dapat dihancurkan oleh protease, juga dapat mengalami degradasi
secara spon‘(an.36

Kolagenase dihasilkan oleh fibroblas, granulosit, makrofag, dan sel-sel

epidermis dalam bentuk zimogen dan dalam jumlah kurang lebih 1% dar total




produksi protein ekstraseluler.?’ Perubahan zimogen menjadi enzim yang aktif dapat
terjadi : pertama, bila ada proses pemecahan protein zimogen oleh enzim tripsin,
sehingga zimogen kehilangan 10.000 dalton protein. Sisa zimogen tersebut dapat
berikatan dengan serabut kolagen secara erat. Tripsin terbentuk selama proses
peradangan. Kedua, zimogen dapat berubah menjadi kolagenase aktif secara

™ Ketiga, kolagenase ternyata dapat diaktifkan oleh mediator-mediator

spontan,
tertentu, seperti : enzim autolitik, enzim sitokinase, dan asam arakidonat.”’

Penghambatan aktivitas Kolagenase pada tingkat seluler dilakukan oleh
penghambat yang berasal dari jaringan yaitu TIMP ( Tissue inhibitors of
metailoprotease) yang dihasilkan oleh fibroblas, berupa Beta 1 antikolagenase.
Antikolagenase lain dalam serum adalah : Faktor 4 pembeku darah, kortikosteroid
metalui penekanan siklus AMP dan alfa 2 globulin.?>*

Penelitian degradasi kolagen berdasar tipe kolagen, menyebutkan bahwa
kolagen tipe ! sampai dengan 3 sangat sensitif terhadap kolagenase, sedangkan
kolagen tipe 4 sampai 5 relatif kebal terhadap kerja kolagenase. Kolagen tipe 4 dan

tipe 5 dapat didegradasi oleh kolagenase apabila sebelumnya dilakukan denaturasi

termal lebih dahuluy:?

C. BIAKAN FIBROBLAS

Saat ini, penelitian menggunakan kulit atau sel dari kulit yang diisolasi dari
bagian tubuh telah menjadi prosedu.r rutin pada beberapa laboratorium. Kulit
merupakan struktur yang kompleks terdid da,n' beberapa tipe sel. Akhir-akhir ini,
beberapa tipe sel yang berasal dari kulit manusia dapat dibiakkan di laboratorium;

termasuk fibroblas, keratinosit, melanosit, dan sel endotel. Sejak Hayflicks




mempelopori penelitian mehggunakan fibroblas manusia pada tahun 1960, sejak itu
pula fibroblas diterima secara luas sebagai sistem model invitro untuk penelitian
gerontologi berdasarkan /ifespan nya pada biakan yang terbatas dan sifatnya selama
penanaman dapat dianggap sama dengan penuaan pada tingkat malu*oskopik.38 Untﬁk
penelitian ini fibroblas merupakan model yang paling baik, karena disamping
memiliki perangkat genetik (DNA) yang menjadi target penelitian, jugﬁ mudah dan
stabil dalam biakan, serta memiliki /ifé span yang panjang.*®

Untuk melihat mutasi secara in vifro diperlukan sel yang mempunyai
perangkat genetis sebagai model. Sel yang diperoleh secara langsung dari penderita
dan tumbuh pada medium biakan disebut sebagai biakan primer. Penggunaan koloni
keratinosit ternyata mempunyai keterbatasan karena kemampuan pertumbuhannya
yang sangat kurang, kecuali dengan penambahan epidermal growth factor dan
cholera toxin yang dapat meningkatkan life span keratinosit pada biakan, Berbeda
dengan keratinosit, fibroblas biasanya mudah tumbuh pada biakan serta dapat
dilakukan subkultur dengan memindahkan fibroblas murni dari piring petri biakan
jaringan primer, dipisahkan dan dimasukkan dalam medium segar, kemudian
ditempatkan dalam piring petri baru untuk memulai pertumbuhan lagi2® Sel untuk
penelitian biasanya dipelihara di dalam medivm biakan cair yang mengandung garam
organik, vitamin, asam amino, sumber energi (paling sering glukose ), bufer
(bikarbonat ) untuk menjaga kestabilan pH pada 7.4 dan serum. Kemudian dijaga
selalu pada temperatur 37°C dan untuk pertumbuhan optimal memerlukan 5% CO2.
Ada berbagai macam medium biakan jaringan tersedia saat ini. Media yang paling
sering digunakan untuk fransport dan pembiakan fibroblas adalah DMEM

(Dulbecco’s Minimal Essential Medium). Biasanya ditambahikan Penisilin dan
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Streptomisin, serta Fetal Bovine Serum (FBS) atau% Fetal Calf Serum ( FCS ).
Kondisi-kondisi pada biakan sepertt lamanya inkuﬁasi, suplemen pada medimm,

bergantung pada tujuan dan pengalaman peneliti,”

D. FIBROBLAST POPULATED COLLAGEN LATTICE

Fibroblast Populated Collagen Lattice ( FPCL ) adalah model kontraksi luka

secara invitro, ‘™!

Percobaan #PCL digunakan untuk mempelajari fibroblas dari
matrik ekstraseluler. Pada FFPCL, fibroblas berada daljam mafrik kolagen secara tiga
dimensional dimana dengan berjalannya waktu fibroblas akan berkontraksi bersama-
sama serabut kolagen. Kemampuan fibroblas untuk thelakukan reorganisasi matrik
ekstra seluler dicatat melalui pengukuran daerah “6ollagen lattice” secara serial
dengan Scion Image® |

Pada percobaan dengan 5FU, FPCL ﬁbl'%)blas manusia normal akan
berkontraksi dengan pola yang mirip FPCL fibroblas I{eloid. Terdapat penghambatan
kontraksi FPCL yang tergantung dosis obat yang dibejrikan Sedangkan kontrol yang
tidak mengandung sel tidak mengalami 1<:ontra]<:si.22'4’gj Sehingga disimpulkan bahwa
kontraksi FPCI, disebabkan interaksi antara ﬁbroblas dan serabut kolagen di
sekitarnya, 2% |

Jumlah fibroblas dalam gel mempengaruhi kontrakst FPCI dan ketebalannya.
Lattice menjadi lebih tebal sesuai bertambahnya waktu dan penebalan ini berbanding
turus dengan jumlah sel. Sebaliknya tidak ada lxubunéan antara konsentrasi kolagen
dan ketebalannya. Shister dkk menemukan bahwa terd;':lpat hubungan langsung antara

kolagen kulit dan ketebalan dermis walaupun ketebalan kulit sendiri tidak dapat

digunakan untuk mengukur kandungan kolagen kulit 40




E. AGYROPHYLIC NUCLEOLAR ORGANIZER REGION

Untuk mengukur aktivitas proliferasi sel dipakai pengecatan AgNOR
(Agvrophylic Nucleolar Organizer Region). Tehnik %ini telah dikembangkan dan
dipelajari secara intensif oleh Crocker dkk pada 1289 B Nucleolar organizer
regions (NOR ) adalah lengkung DNA ribosomal yané menempati area khusus pada

kromosom 13,14,15.21 dan 22 yang diketahui sebagai tempat gena DNA ribosomal

-{(rDNA ). NOR mempunyai strultur nukleoprotein khas yang selama transkripsi

bersifat asidik sehingga dapat diwarnai dengan perak. Dengan pewarnaan tersebut
AgNOR dapat dilihat dengan mikroskop cahaya seb:%agai bintik-bintik hitam pada
nukleus. Pengukuran indek proliferasi fibroblas dilakulj(an dengz;n menghitung rerata
bintik hitam dalam seratus nukleus fibroblas. Juml%ah dan ukuran berhubungan
dengan aktivitas inti dan menunjukkan aktivitas proliferjasi sel ™

Dalam bidang dermatologi kegunaan tehnik AjgNOR telah dievaluasi datam
membedakan nevus displastik dan melanoma. Kesimpulan dari penelitian tersebut
adalah nilai AgNOR dapat dipakai sebagai alat tambahan untuk membedakan
melanoma dan bordertine melanocytic naevi . % Di#amping itu kuoantitas AgNOR
juga mempunyai arti prognostik untuk melanoma 111al§gna. Nilai AgNOR juga dapat
dipakai sebagai penanda untuk menilai aktivitas fibroblas pada keloid dan parut
hipertrofik.*® ‘ |

Penggunaan tehnik pengecatan AgNOR untuk 13nenilai efek antiproliferasi TA
dan 5FU belum pernah dilaporkan. Secara teoritis éehnik ini dapat memiliki arti

dalam menilai tingkat penekanan proliferasi oleh TA dan SFU.




F. TRIAMSINOLON ASETONID

Triamsinolon asefonid ( TA )} merupakan bubuk kristal berwarna putih atan
“cream”, hampir tidak berbau yang bersifat : larut dalam air, sebagian larut dalam
alkohol dan kioroform, sangat sedikit larut dalam ether dengan berat molekul
4345 %

TA mempunyal rumus kimia : Sa-Fluoro-11B, 21-di11id1'oksi;16a, 17¢-
isopropilidenediaksipregna-1, 4-diene-3, 21-dione atau Cy4 Hy; FOg dengan struktur

kimia*® :

Para ahli menduga, TA bekerja pada keloid dengan cara menghambat sintesis
protein, proliferasi fibroblas , migrasi fibroblas serta aktivitas makrofag, TA dapat
menghambat inhibitor enzim a-globulin kolagenase sehingga akan meningkatkan
depradasi kolagen ;mengurangi inflamasi, antagonis terhadap kerja Transforming
Growth Factor-f3 (TGF-fj) suatu stimulator kolagen dan protein matrix
ekstraseluler yang dillagilkml oleh fibroblas, juga menstimulasi produksi basic

Fibroblast Growth Factor ( hFGF), 10134747




Dosis invivo TA antara 10-40 mg/ml diberikan tiap 2-4 minggu selama 3-4
bulan, tergantang respon pengobatan. Interval injeksi dapat diperpanjang bertahap
menjadi setiap 2,3,4 atau 6 bulan >'®'®

Pada percobaan oleh Cruz dan Korchin secara invitro, TA dosis 10 nm dapat
menghambat pertumbuban fibroblas keloid dan fetus secara bermakna. Sedangkan
pada percobaan oleh Carroll dikk, TA dosis 20 nm menyebabkan peninékatan nilai
TGF-B1 pada fibroblas normal dan keloid. Pada fibroblas keloid, dosis TA 10 nm
juga menyebabkan penurunan nilai TGF-1 yang bermakna secara statistik,*®

Sediaan TA yang ada di pasérau 10 mg/cc dan 40 mg/ce (Kenacort A IA/ID |
Bristol-Myers Squibb).

Efek samping TA antara lain: rasa nyeri pada lokasi injeksi, munculnya
sindrom Cushing, hipopigmentasi di sckitar injeksi dan atrofi kulit sekitarnya jika
obat tidak diinjeksikan secara tepat ke dalam skar, teleangiektasis, shok neurogenik
dan perdaralian. Sebagian besar efek samping berhubungan dengan dosis akumulatif

8,10,16-21,51

yang diberikan. TA sering diberikan secara kombinasi dengan bedah eksisi

maupun bedah beku >’

G. 5 FLUOROURASIL

5 Fluorowrasil disebut juga Fluorourasit, 5FU, S-fluoro-2,4(1H,3H)-
pirimidinedion dengan berat molekul : 130,1, *

5FU merupakan obat anti kanker ( kemoterapi anti proliferatif ) yang bekerja
dengan cara berinteraksi dengan pertumbuban sel-sel kanker dan memperlambat
15,22

pertumbuhan dan penyebarannya dalam tubuh.

Rumus kimia SFU adalah C4 H; FN> O, *




Mekanisme kerja SFU pada keloid dengan mencegah reorganisasi matrik
ekstraseluler serta menghambat koutraksi Fibroblast Populated Collagen Lattice
(FPCL ). 5FU dosis rendah diduga akan menghambat proliferasi fibroblas. >

Dosis invivo 5FU pada pengobatan keloid, diberikan secara intralesi dengan
dosis 50 mg/mi setiap minggu selama 12 minggu dan dimonitoring setelah 24
minggy, '

Pada kultur fibroblas keloid dan normal, dosis SFU 0,1 chc hanya sedikit
menghambat proliferast fibroblas. Dosis 1,0 mg/ce dan 10 mg/ce dapat menghambat
proliferasi sef dengan baik tanpa menyebabkan sitolisis.?

Sediaan 5FU yang ada : 250 mg/cc dan 500 mg/cc ( SFU DBL, Tempo Scan
Pasific)

Efek samping SFU antara lain: nyeri di daerah injeksi, rasa terbakar, reaksi
alergi (kesulitan bernafas ), penurunan fungsi sumsum tulang dan masalah darah
{kelelahan yang berlebihan, mudah memar atau berdarah, berak darah, demam atau
menggigil, tanda infeksi ), embriotoksik, teratogenik,saluran kencing, saluran cerna

(mua! berat atau diare}, fuka di mulut atau tenggorokan; dan lain-lain, "2
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I, KERANGKA TEORI

Penelitian ini dilakukan secara invitro pada biakan fibroblas jaringan keloid dengan
menggunakan TA dan SFU untuk mencari kombinasi dosis optimal yang dapat
menghambat sintesis kolagen dan proliferasi fibroblas dengan kontraksi FPCL dan

AgNOR, sehingga faktor-fakior lain tidak dibahas,
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1. KERANGKA KONSEP

TA SINTESIS KOLAGEN
FPCL
AgNOR
5FU PROLIFERASI FIBROBLAS
JHIPOTESIS

Berdasarkan landasan teori di atas disusun hipotesis sebagai berikut :
1. Ada perbedaan sintesis kolagen dan proliferasi fibroblas pada biakan

fibroblas jaringan keloid yang dipapari kombinasi TA dan SFU

TA atau 5FU.,
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BAB III
METODE PENELITIAN
A, RANCANGAN PENELITIAN
Penelitian mengunakan rancangan penelitian eksperimental laboratorik
dengan pendekatan Post fest-only Control Group Design yang menggunakan kultur
sel dalam sumuran sebagai ﬁnit penelitian. Pertakuan adalah pemberian TA dan SFU
pada #PCL dan biakan fibroblas jaringan kefoid kulit manusia yang diambil dari 1

keloid donor dengan keluaran perubahan sintesis kolagen dan proliferasi fibroblas.

PI — 01
P2 — 02
P33 ——-03
P4 —— 04
- PS5 ——— 05
R P6 06
P7T — 07
Pg —— 08
P9 ———— 09
P10 =™ 0lI0
P11l — 011
Pi2 7/ 012
Keterangan :
R : Randomisasi

P1 : FPCL dan AgNOR yang tidak dipapari TA maupun 5FU, selanjumya
disebut Kelompok Perlakuan TA-5FU-

P2 . FPCL dan AgNOR yang dipapari SFU 0,1 mg/mi, selanjutnya disebut
Kelompok Perlakuan TA-5FUOQ,1

P3 . FPCL dan AgNOR yang dipapari SFU 1 mg/ml, selanjutnya disebut

Kelompok Perlakuan TA-5FU1
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P4

P5

P6

P7

P8

P9

P10

Pl

P12

01

02

: FPCIL dan AgNOR yang dipapari 5SFU 10 1ng7ml, selanjutnya disebut
Kelompok Perlakuan TA-5FU10

: FPCL dan AgNOR yang dipapari TA 10 nm, selanjutnya disebut Kelompok
Perlakuan TA10 SFU-

: FPCL dan AgNOR yang dipapari TA 10 wm dan 5FU 0,1 mg/ml,
selanjutnya disebut Kelompok Perlakuan TA10 5FUQ,1

: FPCL dan AgNOR yang dipapari TA 10 nm dan 5FU 1 mg/rnl, selanjutnya
disebut Kelompok Perlakuan TA10 5FU1.

: FPCL dan AgNOR yang dipapari TA 10 nm dan SFU 10 mg/ml,
selanjutnya disebut .Kelompok Perlakuan TA10 5FU10.

. I'PCL dan AgNOR yang dipapari TA 20 nm , selanjutnya disebut Kelompok
Perlakuan TA20 5FU-

. FPCL dan AgNOR yang dipapari TA 20 nm dan 5FU 0,1 mg/mi,
selanjutnya disebut Kelompok Perfakuan TA205FU0,1.

: FPCL dan AgNOR yang dipapari TA 20 nmm dan 5FU 1,0 mg/mi,
selanjutnya disebut Kelompok Perlakuan TA20 5FUL.

; FPCI. dan AgNOR yang dipapari TA 20 nm dan 5FU 10 mg/ml,

selanjutnya disebut Kelompok Perlakuan TA20 SFU10.

:Pengamatan hambatan kontraksi #°CI. dan jumlah NOR pada kelompok
pertakuan P1
: Pengamatan hambatan kontraksi #PCL dan jumlah NOR pada kelompok

periakuan P2
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03

04

05

06

07

08

09

010

o

012

: Pengamatan hambatan kontraksi FPCL dan jumlah NOR pada
kelompok perlakuan P3 |

: Pengamatan hambatan kontraksi #PCL dan jumlah NOR pada kelompok
perlakuan P4

: Pengamatan hambatan kontraksi FPCL dan jumlah NOR pada kelompok
perlakuan PS5 '

- Pengamatan hambatan kontraksi #PCL dan jumlah NOR pada kelompok
perlakuan P6

: Pengamatan hambatan kovtraksi FPCI dan jumlah NOR pada ketompok
perlakuan P7 |

: Pengamatan hambatan kontraksi FPCL dan jumlah NOR pada kelompok
perlakuan P8

: Pengamatan hambatan kontraksi FPC/. dan jumlah NOR pada kelompok
perlakuan P9 |
. Pengamatan hambatan kontraksi FPCL dan jumlah NOR pada kelompok

perlakuan P10

: Pengamatan hambatan kontraksi #PC/. dan jumiah NOR pada kelompok

periakuan P11

: Pengamatan hambatan kontraksi FPCL dan jumlah NOR pada kelompok

perlakuan P12

Masing-masing perlakuan dilakukan secara triplo dan diambil nilai rerata.

e

[RT-pUsTAK-HADR)

5 [
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B. POPULASI DAN SAMPEL

Populasi penelitian ini adalah kultur fibroblas jaringan keloid yang dibiakkan
dalam medium DMEM yang mengandung <8BS 10%, Fungizone 0,1%, Gentamisin
0,2% (medium DMEM lengkap ), yang dipanen dari kultur fibroblas dalam Jflask dan
dilakukan penghitungan proliferasi fibroblas, Pada perlakuan dengan FPCL
ditempatkan secara acak sederhana ke dalam 36 émnuran dalam jumlaﬁ yang sama
persumurannya yaitu 0,5 cc perswmnuran. Sumuran pertama sampai dengan tiga
dipapari medium DMEM lengkap, sumuran keempat sampai dengan enam dipapari
5FU 0,1 mg/mi, sumuran ketujuh sampai dengan sembilan dipapari SFU 1 mg/ml,
sumuran kesepuluh sampai dengan duabelas dipapari SFU 10 mg/ml, dan seterusnya
sampai sumuran ke tiga puluh enam. Setelah inkubasi 2 jam, masing-masing
sumuran dicuci dari mediumaya yang mengandung TA atau SFU, kemudian diamati
kontraksi FPCI. pada 24 jam,
Pada perlakuan dengan AgNOR, diteteskan sel pada 36 cover glass dengan jumlah
yang sama yaitu 200 1l kemudian diberikan perlakuan dengan TA dan 5FU, dicat

dengan AgNOR dan dinilai indek proliferasinya.

C. VARIABEL PENELITIAN
C.1. Variabel bebas
" Variabel bebas dalam penelitian ini adalah : perlakuan dengan kombinasi
berbagai dosis, yang dapat dikategorikan menjadi 12 kelompok perlakuan

sesuai dengan ketompok sampet.
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C.2. Variabel tergantung
Variabel tergantung dalam penelitian ini adalah : proliferasi fibroblas dan

sintesis kolagen vang divkur dengan #PCL dan AgNOR

D. BAHAN PENELITIAN

-Keloid dari penderita yang diambil di poli Kulit dan Kelamin RS Dr.Sardjito.

-Kultur fibroblas jaringan keloid

-TA

-5FU

-Alkohol 70%
-Medium kultor DAMEM

-Hypoxanthine guanine phosphoribosyltransferase ( Sigma Chemical Co )
-Fetal Calf serum ( FCS )

-Huinan serum

-Antibiotik penisilin-streptomisin, gentamisin

-Fungizone, hepes ( N-2 hyrdoxyethylpiperazin n-2-ethanesulfonic acid }
-Phosphuaie buffered saline (PBS)

-Tripsin/etilendiamintetraasetik asid ( EDTA )

-Larutan Turk

-Kolagen ( dari buntut tikus )

-Natrium hidroksida ( NaOH )

~Natrium bikarbonat { NaHCO3 )

-Cat perak nitrat
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E. ALAT PENELITIAN

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalal :

1.

2.

10,
1.
12,
13,
14,

15

Sarung tangan steril

Masker

Bak tahan karat ( stainless ) ukuran tanggung yag sudah disterilkan
Gunting steril

Pinset bedah steril yang ujungnya steril

Tabung kultur Falcon ( Falcon Flask Culture ) ukuran 50 ml.

Rak tabung

Piring petri stenl

Lempeng biakan ( plate ) dengan 24 sumuran

Skalpel no.15 dengan tangkainya

Pipet ukur 10 ml, 5 ml, pipet mikro, pipet transfer, pipet pasteur steril
Inkubator CO2

Yellow tip, blue tip, white tip

Botol Schoot Duran tutup biru 100mi, 500ml

Ependof

16. Laminar flow hood

17. Tabung steril 15 ¢¢/50cc

18. Refrigerate cenirifuge

19. Inverted microscope

20. Xamera
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F. TEMPAT DAN LAMA PENELITIAN
Penelitian dilakukan di laboratorium Iimu Kesehatan Kulit dan Kelamin

Universitas Gadjah Mada Yogyakarta selama kurang lebih 3 bufan.

G. DEFINISI OPERASIONAL

-Perlakuan

adalah pemberian TA dan SFU dengan berbagai kombinasi dosis, dikategorikan

menjadi 12 kelompok, dilakukan secara triplo :
1. kosong ( hanya diberi medium lengkap )
2. 5FUO0,) mg/ml
3. 5FU 1 mg/mi
4, 5FU 10 mg/ml
5 TA101m
6. TA10wm +35FU 0,1 mg/ml
7. TA10ym + 5FU 1 mg/ml
8 TA10nm +5FU 10 mg/ml
S TA20nm
10. TA 20 nm + 5FU 0,1 mg/ml
11, TA20 nm + SFU 1 mg/mi

12. TA 20 nm + 5FU 10 mg/ml
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-AgNOR : Agyrophylic Nucleolar Organizer Region.

. Digunakan untuk mengukur indek proliferasi fibroblas yaitu dengan menghitung

rerata bintik hitam dalam seratus nukleus fibroblas. Jumlah dan ukuran berhubungan
dengan aktivitas inti dan menunjukkan aktivitas proliferasi sel tumor ( Indek

proliferasi )
-HPCL : Fibroblast Populated Collagen Lattice, yaitu model kontraksi luka secara
invitro. Fibroblas berada dalam matrik kolagen secara tiga dimensional dimana

dengan berjalannya waktu fibroblas akan berkonlraksi bersama-sama serabut kolagen

yang dinilai dengan Seion Image.

30

— m s e




H. ALUR PENELITIAN

jaringan
keloid

!

Kultur primer

!

Fibroblast passage 3

FPCL

AgNOR
SFU 5FU | SFU SFU
o mg/mi 0,1 mgfmd I mg/ml 10 mg/mi
TA Onm kosong SFU 0,1mg/ml | 5FU Img/mi 5FU 10 mg/ml
TA 10 nym TA 10 nm TA 10 "m|TA 10 nm +|TA 10 nm
+5FU 0, 1mg/mi | SFU Imyg/ml +5FU 10 mg/m!
TA 20 ym TA 20 nm TA 20 mm|{TA 20 ym +|TA 20 mm
+5FU 6, 1mg/mi { 5FU lmg/mi +5FU 10 mg/ml

l

Proliferasi fibroblas dan sintesis kolagen
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Penyiapan jarihgan dari donor,
1. Pertama-tama disiapkan alat-alat : sarung tangan steril, masker, bak tahan karat, 3
buah pinset bedah, gunting, tabung reaksi 30 ml diisi medium DMEM 15 ml

dengan antibiotik yang ditutup rapat, dan 5 buah tabung 15 ml diisi sebagai berikut

Tabung I s/d 11 diisi PBS steril dengan antibiotik sekitar 10 mi pertabung,
kemnudian ditutup rapat secara steril. Tabung 1V diisi alkohol 70 % 10 m! dan
tabung V diisi PBS dengan antibiotik. Semua tabung didirikan pada rak tabung
dengan urytan 1-V,
5. Potongan keloid ditaruh di bak, dipilih jaringan vang paling segar, kemudian
dipotong dengan ukuran 3 x 1 cm?
6. Dengan menggunakan pinset yang kedua, potongan jaringan dimasukkan dalam
tabung I, dikO(;ok sampai darahnya hilang, Dilakukan 3 kali sampai tabung 111,
7. Jaringan dimasukkan dalam alkohol, pinset dibuang, kemudian dengan
menggunakan pinset ke 3 jaringan tadi diambil dan dimasukkan ke dalam tabung
V, dicuci sekitar 30 detik.
8. laringan dimasukican ke botol kontainer media.
9. Masukkan dalam termos es.

Semua prosedur dalam pengambilan jaringan dilakukan dalam keadaan steril.

Tehrik knltur primer _
1.Siapkan 2 buah piring petri steril, pinset bedah, gunting, skalpel no.15 dengan
tangkainya, pipet 10 ml, tabung sentrifus 15 ml, tabung biakan Falcon, medium

DMEM dengan FBS 20% dan antibiotik.
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2.Piring petri dibasahi dengan PBS secukupnya, jaringan dicuci, dipindah ke petri ke
2. Pada petri ke 2 kulit dipotong pada kedua sisinya sehingga didapatkan komponen
dermis saja dan dicuci. Jaringan nekrotik dibuang dengan jalan PBS di petri disedot
dan diganti yang baru. Jaringan demmis kemudian dipotong kecil-kecil dengan ukuran
sekitar 0,5-1 mm. Jaringan tersebut disedot dengan pipet basah, masukkan dalam
tabung sentrifus yang mengandung PBS dan biarkan mengendap.

3.Supematan dibuang, masukkan PAS baru, biarkan lagi mengendap. Lakukan 2-3
kali.

4.Gunakan pipet basah ( pipet yang sudah menyedot medium ), kemudian potongan
jaringan disedot satu satu dan dipindabkan ke dalam tabung biakan kira-kira 20-30
potong per tabung biakan 25 cm®. Sebelumnya tabung biakan dibasahi dengan
medium yang telah ditambah FBS 20% dan antibiotik.

5.5etelah jaringan tertata di tabung biakan, sedot sisa cairan dan tambahkan medium
dengan FBS 20% dan antibiotik sebanyak 1 ¢c/25 cm?,

6.Miringkan tabung biakan secara hati-hati untuk meratakan potongan jaringan di
permukaan,

7. Tutup rapat, beri nama,

8 Masukkan dalam inkubator dengan temperatur 37°C dan CO2 5%, biarkan selama
safu minggu.

9.Jika potongan sudah tampak melekat pada dasar tabung biakan, volume medium
dinaikkan menjadi sekitaf 4 cc dengan cara menyedot cairan lama kemu&ian ganti
yang baru. Selanjutnya medium diganti 2-3 hari sekali atau segera bila tampak sudah

menguning.
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10.Fibroblas dibiarkan tumbuh sampai konfluen kemudian s;el siap dipanen. Medium
biakan disedot, tambahkan PBS untuk mencuci atan menghilangkan /7BS, lakukan 2
kali. Sel kemudian dicuci dengan £D74 0,02% atau dengan tripsin 0,25% selama 3-5
menit, diamkan kemudian digoyang dan disemprot-semprot. Kerja tripsin dihentikan
dengan penambahan medium yang mengandung FBS, kemudian suspensi sellyang
terjadi di pusingkan selama 5 menit pada 1000 rpm. Supernatan dibuang dan endapan
sel dibuat suspensi dalam 1000 ul ( 1 ¢c ) medium. Suspensi sel diambil 10 dan
ditambahkan Turk 90 pl  dibuat pengenceran svspensi 10 kali ) kemudian dihitung
pada bilik hitung hemositometer dengan m.enggunaﬁan mikroskop inverted
pembesaran 100x.

11.Diambil suspensi fibroblas untuk dilakukan subkultur sebagai bahan dalam

penelitian ini. Setiap subkultur sel fibroblas yang diambil dari biakan primer dibagi

- menjadi 6 kelompok. Pada masing-masing kelompok cksperimen dilakukan

subkultur sebanyak 10° sel pada setiap sumuran lempeng dan sel dipelihara dengan
medium yang diberi /B8 10%.

Percobaan dilaknkan secara triplo.

FIBROBLAST POPULATED COLLAGEN LATTICE

-siapkan kolagen dari buntut tikus
-memanen fibroblas keloid

-Siapkan obat yang akan dipakai untuk perlakuan (dosis, pengenceran dengan PBS)
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- Membuat FPCL (25 ml FPCL, ). Perinciannya

> DMIEM3x  :6,66ml

» MCS 2,5 mt
» NaOH 2.5 ml
» Kolagen 7,5 ml
» NaHCO3 2 ml

> Sel :0,5ml

-Isi tiap sumuran 0,5 mi ( harus kondisi dingin agar tidek membeku ), inkubasi 2 jam
-Setelah kolagen padat ( tidak goyang, terbentuk stelata pada mikroskop ), beri
perlakuan ( obat yang akan diuji cobakan ) goyang agar rata dan tidak mengendap.
-Inkubasi 2 jam .

-Tambahkan PBS 200 wl tiap sumuran, goyang sumuran, sedot PBS dari sumuran
dengan bati-hati, jangan sampai PCL tersedot. Diulang 2-3 kali.

-Inkubasi 24 jam

-Dinilai kontraksi #PCL

-Ukut dan foto pada 24 jam, kemudian dilepas dari swmuran dan ukur juga untuk
perbandingan.

-Data foto dianalisa dengan komputer dengan Scion Image.

CARA MENGUKUR DENGAN SCION IMAGE

- Foto masing —masing sumuran dengan kamera digital dengan jarak dan sudut yang
sama.

- Pindahkan data foto ke komputer dengan Scion Image.

- Ukur diameter kolagen batas terluar dalam sumwan ( A )
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- Ukur diameter kolagen batas terdalam dalam sumuran yang berkontraksi ( B )
- Nilai hambatan kontraksi /7/PCL didapat dengan menghitung : (A-B): A

- Makin banyak fibroblas hidup dalam Collagen Latfice maka makin besar nilai
hambatan kontraksi FPCL.

- Pada sumuran yang tidak ditambahkan sel, tidak dijumpai hambatan kontraksi

IFPCL.

AgNOR

-Memanen sel

-Masukkan sel 100 nl tiap dek glas sebanyak 36 sumuran ( teteskan di tengah-
tengah), inkubasi 1-2 jam

-Amati di bawah mikroskop sampai sel tampak menempel di dek glas, kemudian
tambahkan DMTM lengkap | ml tiap sumuran,

-diamkan semalam

-DMEM disedot dari dek glas, teteskan obat yang sudah dilarutkan dengan PBS
diamkan 2 jam

-PBS disedot, buang

-Beri DMEM lengkap, amati selama 2 hari

-Fiksasi dengan metanol yang didinginkan dalam kulkas minimal 30 menit ( harus

cepat diteteskan ). Dilanjutkan pengecatan AgNOR
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PENGECATAN AgNOR :

-Metanol dibuang, cuci dengan air mengalir dengan hati-hati agar sel tidak hilang.
keringkan dengan suhu ruangan ( dibalik di atas kertas ) .

-Buat larutan A'B = 2:1 dalam ruang gelap dan segera teteskan dalam dek glas,
masing-masing 200-400 1l , biarkan 45 menit.

-Buang cat, cuci derigan air mengalir, dibalik di kertas, tetesi alkohol.

-Dek glas dicukil, pasang di obyek glas yang sudah ditetesi balsem Canadian dan
xylol

-Amati dengan mikroskop, hitung jumlah NOR dalam tiap inti, tiap sediaan hitung
100 sel untuk mendapatkan rata-ratanya. Bila terdapat struktur polisiklik besar ( NOR
saling fumpang tindih ), maka dianggap AgNOR tunggal jika bintik-bintik individual

tidak teridentifikasi.

H. ANALISIS DATA

Data hasil penelitian dielah dan disajikan dalam bentuk tabel dan grafik. Data
dari kelompok-kelompok perlakuan pada penelitian ini diasumsikan terdistribusi
dengan normal, s¢hingga dilakukan analisis parameirik uji ANOVA dan independent
! fest untuk melihat perbedaan pada kelompok-kelompok perlakuan. Besarnya
perbedaan masing-masing kelompok perlakuan dianalisis lebih lanjut dengan uji Post
Hoc Tukey oleh karena varian datanya homogen. Semua analisis statistik. dilakukan
dengan menggunakan program komputer SPSS 10.01 for Windows. Nilai signifikansi

penelitian ini adalah apabila variabel yang dianalisis memiliki nilai p<0,05.
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I.  KESULITAN PENELITIAN

Kurangnya pengalaman peneliti sehingga meningkatkan risiko kematian sel.
Kultur dari jaringan keloid donor harus dipelihara dengan hati-hati untuk mencegah
kontaminan. Jika terjadi kontaminan harus segera dilakukan dekontaminasi dengan
dicuci medium yang mengandung fungizone dan antibiotik serta dipelihara dalam

medium yang mengandung fungizone, antibiotik serta 78S 20%.
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BAB IV, HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini menggunakan jaringan keloid dari 1 penderita. Kemudian
dilakukan kultur fibroblas dan diberikan perlakuan pada passage 3. Penelitian

dilakukan selama 3 bulan dari bulan Juni 2004 - Agustus 2004,
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Grafik 1. Hambatan Kontraksi FPCL terhadap berbagai dosis TA

Grafik 1 menunjukkan prosentase hambatan kontraksi FPCL terhadap
berbagai dosis TA yang berbeda akan memberikan efek yang berbeda. Tampak
bahwa pada kontrol ( tanpa TA maupun SFU ) hambatan kontraksi FPCL paling
kecil (48,95%), sedangkan pada pemberian dosis TA 10nm memberikan hambatan
FPCL yang lebih besar (62,55% ) disusul TA 20nm. Uji ANOVA menunjukkan

adanya perbedaan hambatan kontraksi FPCL yang bermakna pada ketiga kelompok

perlakuan (p=0,000 ). Sedangkan pada uji Tukey FISD menunjukkan perbedaan
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hambatan kontraksi FPCL yang bermakna antara kelompok kontrol dibandingkan -

kelompok TAI0 5FU- (p=0,000 ) dan kelompok TA20 5FU- (p=0,000 ). Hal ini
menunjukkan bahwa makin tinggi dosis TA yang diberikan makin besar hambatan
FPCL yang terjadi, dimana pada penelitian ini dosis TA 20 nm memberi hambatan
FPCL tertinggi. Ini sesuai dengan efek TA yaitu dapat menghambat inhibitor enzim
a~globulin kolagenase sehingga akan meningkatkan degradasi kolagen.,mengurangi
inflamasi, antagonis terhadap kerja Transforming Growth Factor-B  (TGF-8 suatu
stimulator kolagen dan protein matrix ekstraseluler yang dihasilkan oleh fibroblas,
juga menstimulasi produksi basic Fibroblast Growth Factor ( bFGF),%1%74

sehingga menyebabkan penghambatan kontraksi FPCL.
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Grafik 2. Indek Proliferasi terhadap berbagai dosis TA
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Grafik 2 menunjukkan indek proliferasi fibroblas terhadap berbagai dosis TA
yang berbeda. Tampak bahwa indek proliferasi fibroblas paling kecil pada pemberian
TA dosis 20 nm ( 3,70 ) dibandingkan TA 10 wm yaitu sebesar 3,91 maupun
kontrel yaitu 4,03. Dengan uji ANOVA tampak bahwa perbedaan indek proliferasi
antara ketiga kelompok perlakuan tidak ada perbedaah yang bermakna ( p=0,710 ).
Dengan wji Tukey IHSD antara kelompok kontrol dengan kelompok TA10 5FU- tidak
didapatkan perbedaan indek proliferasi yang bermakna (p=0,950 ) juga antara
kelompok kontrol dan TA20 SFU ( 0,694 ), sedangkan dengan penambalian dosis TA
tidak memberikan perbedaan indek proliferasi yang bermakna secara statistik. Pada
percobaan oleh Cruz dan Korchin secara invitro, TA dosis 10 nm dapat menghambat
periumbuhan fibroblas keloid dan fetus secara bermakna. Sedangkan pada percobaan
oleh Carroll dkk, TA dosis 20 nym menyebabkan peningkatan nilai TGF-B1 pada
fibroblas normal dan keloid. Pada fibroblas keloid, dosis TA 10 nm juga

menyebabkan penurunan nitai TGF-B1 yang bermakna secara statistik.*
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Grafik 3. Hambatan Kontraksi FPCL terhadap berbagai dosis SFU

Grafik 3 menunjukkan prosentase hambatan kontraksi +PCL terhadap
berbagai dosis SFU yang berbeda. Tampak babwa peningkatan dosis SFU diikuti
peningkatan hambatan kontraksi FPCL pada seluruh kelompok perlak;Jan. Hambatan
kontraksi I"PCL tertinggi tampak pada kelompok perlakuan TA-5FU10. Uji ANOVA
terhadap keempat kelompok perlakuan menunjukkan perbedaan hambatan kontraksi
FPCL yang bermakna ( p=0,000 ). Pada uji Twkey HSD menunjukkan bahwa
peningkatan hambatan kontraksi FPCL pada pemaparan 5FU dosis 0,1 mg/ml, 1
mg/ml, dan 10 mg/ml menunjukkan perbedaan yang bermakna dibandingkan kontrol
( p=0,000 ). Hal ini disebabkan karena efek 5FU dalam menghambat proliferasi

fibroblas menyebabkan penghambatan kontraksi FPCL. Mekanisme kerja SFU pada
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keloid adalah dengan mencegah reorganisasi matrik ekstraseluler serta menghambat

kontraksi Fibroblast Populated Collagen Lattice (FPCL ).2
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Gratik 4. Indek Proliferasi terhadap berbagai dosis SFU

Grafik 4 menunjukkan indek proliferasi fibroblas terhadap berbagai dosis SFU yang
berbeda, penurunan indek proliferasi terbesar ada kelompok perlakuan TA-5FU10.
Dengan uji ANOVA didapatkan perbedaan indek proliferasi yang bermakna secara
statistik ( p=0,000 ) antara keempat kelompok perlakuan. Uji Tukey HSD didapatkan
perbedaan indek proliferasi yang bermakna antara kelompok kontrol dengan TA-
5FU0,1 ( p=0,003 ), kontro! dengan TA-SFU1 ( p=0,003 } dan kontrol dengan TA-
5FU10 ( p=0,000 ). kelompok perlakuan TA-5FUOQ,1 dengan TA-5FU10 (p=0,002),
juga antara kelompok perlakuan TA-SFU1 dengan TA-5FU10 ( p=0,002 ).
Sedangkan indek proliferasi antara kelompok perlakuan TA-SFUO,1 dengan TA-

5FU1 tidak didapatkan perbedaan yang bermakna ( p=1,000 ). Ini menunjukkan
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bahwa pemberian 5FU akan meningkatkan hambatan kontraksi FPCL yang
berbanding lurus dengan dosis 5FU yang diberikan. Hambatan kontraksi FFPCL
tertinggi tampak pada kelompok perlakuan TA-5FU10. Ini sesuai dengan penelitian

yang dilakukan Levinson dkk yang menyatakan bahwa SFU dosis rendah akan

menghambat proliferasi fbroblas.?
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Grafik 5. Hambatan Kontraksi FPCL terhadap TA dosis yang menghambat kontraksi
FPCL terbesar + S5FU dosis yang menghambat kontraksi [/PCL terbesar

dibandingkan kontrol.
Grafik 5 menunjukkan prosentase hambatan kontraksi FPCI, terhadap kombinasi TA

dosis yang menghambat kontraksi FPCL terbesar (20 mm ) + 5FU dosis yang

menghambat kontraksi #PCL terbesar ( 10 mg/ml ) dibandingkan kontrol ( tanpa
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obat ). Tampak bahwa hambatan kontraksi FPCL pada kelompok perlakuan TA20
SFUL0 menghambat kontraksi 7PC1 yang lebih besar dibandingkan kontrol (tanpa
obat). Pada -fest menunjukkan perbedaan hambatan kontraksi FPCL yang bermakna
antara keduanya { p=0,000 ). Hal ini memunjukkan bahwa TA maupun 5FU
mempunyai efek menghambat kontraksi FPCL. Ini sesuai &engan kepustakaan yang
menyebutkan bahwa TA maupun 5FU mempunyai efek mencegah reorgémisasi matrik

ekstraseluler serta menghambat kontraksi #PCL. 2474
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Grafik 6. Indek Proliferasi terhadap TA dosis yang menghambat indek protiferasi
tertbesar  + SFU dosis yang menghambat indek proliferasi terbesar dibandingkan

kontrol.

Grafik 6 menunjukkan indek proliferasi fibroblas terhadap kombinasi TA dosis yang
menghambat kontraksi FPCL terbesar (20 nm ) + 5FU dosis yang menghambat

kontraksi FPCL terbesar ( 10 mg/mi ) dibandingkan kontrol ( tanpa obat), Tampak
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bahwa kombinasi TA dan SFU menghambat proliferasi fibroblas lebih baik ( 1,35)
dibandingkan kontrol { 4,03 ). Pada r-fest antara kelompok kontrol dan kelompok
perlakuan TA20 SFUI0 didapatkan perbedaan indek proliferasi yang bermakna
(p=0,000 ). Hal ini disebabkan karena efek TA maupun SFU dalam menghambat

proliferasi fibroblas menyebabkan hambatan kontraksi FPCL 2474
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Grafik 7. Hambatan Kontraksi FPCI. terhadap TA dosis yang menghambat kontraksi
FPCIL terbesar + S5FU dosis yang mengﬁambat kontraksi FPCL terbesar

dibandingkan TA dosis yang menghambat kontraksi FPCL terbesar.

Grafik 7 menunjukkan prosentase hambatan kontraksi FPCL terhadap kombinasi TA
dosis yang menghambat kontraksi FPCL terbesar (20 nim ) + SFU dosis yang

menghambat kontraksi FPCL terbesar ( 10 mg/ml ) dibandingkan TA dosis yang
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menghambat kontraksi FPCL terbesar (20 nm ). Tampak bahwa kombinasi TA 20
nm dan 5FU 10 mg/ml dapat menghambat kontraksi FPCT. lebih baik { 82,38% )
dibandingkan TA tunggal (75,86%). Pada r-fest antara kclompok perlakuan dosis
TA20 5FU10 dan TA20 5FU- terdapal perbedaan hambatan kontraksi FPCT, yang

bermakna ( p=0,001 ). Hal ini disebabkan efek TA maupun SFU dalam menghambat

kontraksi FPCL 2%
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Grafik 8. Indek Proliferasi terhadap TA dosis yang menghambat indek proliferasi
terbesar + SFU dosis yang menghambat indek proliferasi terbesar dibandingkan TA

dosis yang menghambat indek proliferasi terbesar .
Grafik 8 menunjukkan indek proliferasi antara kelompok perlakuvan TA205FU10

dengan TA205FU-. Pada r-fest didapatkan perbedaan indek proliferasi yang

bermakna secara statistik ( p=0,009 ) antara kedua kelompok. Hal ini disebabkan
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karena efek sinergisme TA dan SFU dalam menghambat  sintesis kolagen dan

proliferasi fibroblas sehingga menghambat indek proliferasi,'™1>1 5224749
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Grafik 9. Hambatan Kontraksi #PC/. terhadap TA dosis yang menghambat kontraksi
FPCL terbesar + SFU dosis yang menghambat kontraksi FPCL terbesar

dibandingkan 5FU dosis yang menghambat kontraksi FPCL ferbesar,

Grafik 9 menunjukkan prosentase hambatan kontraksi FPCI. terhadap
kombinasi TA dosis yang menghambat kontraksi FPCL terbesar (20 nm ) + 5FU
dosis yang menghambat kontraksi FPCL terbesar ( 10 mg/ml ) dibandingkan 5FU
dosis yang menghambat kontraksi FPCL terbesar ( 10 mg/ml ). Tampak bahwa
kombinasi TA 20 nm dan 5FU 10 mg/mi dapat menghambat kontraksi FPCL lebih
baik (82,38%) dibandingkan SFU tunggal (58,91%). Hal ini disebabkan TA

mempunyai efek antagonis terhadap kerja Transforming Growth Factor-g (TGF-
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B suaty stimulator kolagen dan protein matrix ekstraseluler yang dihasilkan oleh

fibroblas, juga menstimulasi produksi basic [Fibroblast Growth [Factor

(bjiGP)'m,wA‘?A‘)
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Grafik 10. Indek Proliferasi terhadap TA dosis yang menghambat indek proliferasi
terbesar + 5FUJ dosis yang menghambat kontraksi FPCL terbesar dibandingkan 5FU

dosis yang menghambat indek proliferasi terbesar .

Pada grafik 10 dibandingkan indek proliferasi kelompok perlakuan TA20 5FU10
dengan TA-5FU10. Tetapi dengan -fest tidak didapatkan perbedaan indek proliferasi
yang bermakna secara statistik antara keduanya ( p=0,083 ). Hal ini keﬁungkinan
disebabkan efek 5FU dalam menghambat proliferasi fibroblas lebih baik daripada

TA karena 5FU bersifat anti proliferatif "%
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BAB.V. KESIMPULAN DAN SARAN

A. KESIMPULAN

1. TA dan 5FU mempunyai efek menghambat kontraksi FPCL dan menurunkan
indek proliferasi.

2. Kombinasi TA dan SFU memberi hasii yang lchih baik daripada 'I‘A atau SFU
tunggal dalam menghambat kontraksi FI’CL,

3. TA menunjukkan efek penghambatan indek proliferasi yang tidak berbeda secara
statistik antara kontrol, dosis 10nm dan 20nm.

4. SFU menunjukkan efek penghambatan indek proﬁferasi. Tidak ada perbedaan
secara statistik antara dosis SFU 0,1 mg/ml dan dosis | mg/ml tetapi terdapat
perbedaan bermakna antara dosis 0,1 mg/ml dengan dosis 10 mg/ml dan antara dosis
1 mg/mi dengan 10 mg/mi.

5. Kombinasi TA dan 5FU menunjukkan penghambatan indek proliferasi yang
berbeda bermakna secara statistik dengan TA tunggal tetapi tidak berbeda secara
statistik dengan SFU tunggal.

6. Ada perbedaan sintesis kolagen dan proliferasi fibroblas pada biakan fibroblas
jaringan keloid yang dipapari kombinasi TA dan 5FU dibanding yang dipapari TA

atau SFU saja atau yang tidak dipapari TA atau SFU ( hipotesis diterima )

B. SARAN
1. Dipetlukan penelitian febih lanjut untuk menentukan dosis optimal kombinasi TA
dan 5FU dalam menghambat sintesis kolagen dan proiferasi fibroblas secara

invivo, uji pre klinis sampat uji klinis.

o TUPE-0031hh- RG]
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2. Desain penelitian serupa dapat dilakukan untuk penelitian dengan dosis-dosis dan
kombinasi perlakuan yang lebih bervariasi.

3. Desain penelitian ini dapat diterapkan untuk penelitian  dengan jenis obat lain
untuk pengobatan keloid. |

4. Penghitungan hambatan kontraksi FPCL dengan Scion Image sebaiknya
dilakukan dengan metode dan alat yang iebih teliti karena kemungkinan human

error cukup tinggi.
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BAB VI RINGKASAN

Triamsinolon asetonid { TA ) sering dipakai untuk pengobatan keloid yang
diduga bekerja dengan menghambat sintesis kolagen dan proliferasi fibroblas. Tetapi
sampai saat ini belum ada pengobatan keloid yang haéilnya memuaskan sehingga
pada penelitian ini dicobakan TA dan 5 Fluorourasil (SFU ) secara tunggal maupun
kombinasi dengan harapan dapat meningkatkan efeknya. Kultur fibroblas dan
perlakuan dilakukan di laboratorium Hmu Kesehatan Kulit dan Kelamin Fakultas
Kedokteran Universitas Gajahmada. Sintesis kolagén dan proliferasi fibroblas dinitai
dengan wji Fibroblast Populated Collagen Lattice { FPCL ) dan Agyrophylic
Nucleolar Organizer Region (AgNOR ).

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratortk dengan
rancangan The Post Test-Only Control Group Design yang menggunakan sel-sel
fibroblas yang dikultur dalam sumuran sebagai obyek penelitian. Sampel
dikelompokkan menjadi 12 kelompok perakuan yang terdiri dari kelompok
perlakuan kontrol { TA-5FU-), kelompok perlakuan pemaparan tunggal (TA10 5FU-,
TA20 5FU-, TA-5FU0.1, TA-5FUL, TA-SFU10 ) dan kelompok perlakuan
pemaparan kombinasi ( TA20 SFU10 ), Hambatan FPCL dihitung dengan Scion
Image dan Indek Proliferasi dihitung berdasarkan rerata jumiah NOR dalam 100 sel.
Percobaan dilakukan secara triplo.

Data-data yang diperoleh diuji beda dengan uji ANOVA dan Independent t
fest untuk mengetahui perbedaan pada kelompok-kelompok perlakuan. Perbedaan
antar masing-masing kelompok pertakuan diuji dengan wji Post Hoc Tukey. Semua
analisis dilakukan dengan komputer menggunakan program SPSS 10,01 for Window.

Hasil penelitian menunjukkan adanya perbedaan hambatan I7PCL dan indek
proliferasi yang bermakna secara statistik antara kelompok perlakuan pemaparan
tunggal dibandingkan dengan kelompok kontrol, adanya perbedaan hambatan FPCL
antara kelompok perlakuan pemaparan kombinasi dengan kelompok kontrol, adanya
perbedaan hambatan FPCL antara kelompok perlakuan pemaparan kombinasi
dibandingkan kelompok perlakuan tunggal tetapi tidak ada perbedaan indek
proliferasi yang bermakna secara statistik antara kelompok perlakuan pemaparan
TA tunggal dibandingkan kelompok kontrol, antara kelompok perlakuan TA-5FUO,1

52




dan TA-SFUI tetapi terdapat perbedaan yang bermakna secara statistik antara indek
proliferasi TA-5FUO0,1 dengan TA-5FU10. Sehingga dapat disimpulkan bahwa
pemaparan kombinasi TA dan 5FU dapat meningkatkan penghambatan sintesis
kolagen secara bermakna yang berbanding lhwus dengan dosis obat tetapi efek
penurunan indek proliferasi kombinasi TA dan 5FU tidak berbeda secara bermakna
dengan SFU tunggal, dan berbeda secara bermakna dengan TA tunggal.

Hasil penelitian ini diharapkanr dapat memperkaya informasi ilmial mengenai
khasiat TA dan 5FU terutama efek kombinasinya dalam menghambat sintesis

kolagen dan proliferasi fibroblas jaringan keloid.
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SUMMARY

Triamcinolone acetonide ( TA ) has frequenly been used as a keloid therapy
that was thought to have an inhibition on collagen synthesis and fbroblast
proliferation. But up till now there is no satisfying result on keloid therapy. So that in
this study we tried a combination of TA and 5FU in the hope to increase the
effectiveness. Fibroblast culture and exposwre were done at Dermatology and
venereology Department Laboratorium, Faculty of Medicine, Gadjahmada
University. Collagen synthesis and fbroblast proliferatio were assessed by doing the
Fibroblast Populated Collagen Lattice ( FPCL ) and Agyrophylic Nucleolar
Organizer Region (AgNOR ) iests.

This laboratory-experimental study was designed as a Post test-only control
group using cultured fibroblast cells that was cultured in wells as experimental
objects. All samples were divided into (welve treatment groups consisted of control
group ( TA-5FU- ); single-exposured treatment groups ( TA10 5FU-, TA20 5FU-,
TA-5FUG,1, TA-5FU1, TA-5FUL0 ) and combination-exposured. treatment groups
(TA20 5FU10 ). FPCL inhibition was assessed using Scion Image and proliferation
index was assessed based on the average of NOR on 100 cells. Experiment was done
triplo.

The data gamered was run on a differential test with ANOVA and
Independent 1 tests to reveal the difference on the exposure groups. The difference
between each group was run on Post Hoc Tukey test. All of the analysis was
conducted by computer using SPSS 10,01 for window program.

1t was shown in this study that there were significant differences on FPCL
inhibition and proliferation index between single-exposured treatment groups with
control group, FPCL inhibition between combination-exposured treatment groups
with control group, between combination-exposured treatment groups with single-
exposured treatment groups but there were no significant differences on proliferation
index between TA single-exposured treatment groups with control group, between
TA-3FUO,1 treatment groups and TA-3FU1 but there was a significant difference on
proliferation index between TA-5FUQ,1 and TA-SFU10.
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It can be concluded that the combination-exposure of TA and 5FU could
mcrease collagen synthesis inhibition significantly that was in proportion with the
drug dose but there was no significant difference on proliferation index between
combinationTA and SFU with single SFU |, yet there was a significant difference
with single TA,

The result of the study is expected to be able to enrich scientific information
about TA and 5TU effects, expecially their combination effect in inhibiting collagen

synthesis and fibroblast proliferaton of the keloid tissue.

Key words : Triamcinolone acetonide. 5 Fluorouracil, Fibroblast Populated

Collagen Lattice and Agyrophylic Nucleolar Organizer Region.
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