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MODULASI LIMPOPOESIS PADA MENCIT BALB/c. PASCA
PAPARAN ASAP ROKOK KRETEK MENGGUNAKAN DIVINE
FILTER

F.X.Esti Rahayli, Muhaimin Rifa't, Aulanni'anf
Jurusan Biolodi Jurusan Kimig Fakultas Matematika dan Ilimu
Pengetahuan Alam, Universitas Brawijaya, Malang

ABSTRAK
Merokok merupakan kebiasaan manusia sejak jamaunlwdaBahkan
bagi sebagian orang, rokok sudah menjadi kebuthitp yang tidak
dapat ditinggalkan. Berdasarkan penelitian menyaout bahwa
terdapat banyak komponen berbahaya dalam rokok.itiSumt al.
menemukan suatu terobosan baru yang bermanfaat gexgkok.
Penemuan ini menggunakan pendekatan nanoteknodogy gedang
berkembang pesat dan penemuan ini dinam&kame Filter. Rokok
menggunakanDivine Filter ini sudah digunakan sebagai sarana
penyembuhan penyakit, tetapi belum diketahui pergama terhadap
modulasi jumlah sel B dan sel T. Penelitian initip@an untuk
mengetahui pengaruh paparan afapne Kretek terhadap modulasi
limpopoesis pada mencit BALB/c. Hasil yang dipenol@edalah
perlakuan pengasapan menggunakavine Kretek dapat menurunkan
sel T CD4+ dan sel T CD8+ pada spleen dan timuss#hrB pada
Sumsum tulang. Tetapi meningkatkan jumlah sel Bapsuleen. Profil
Limfosit pada perlakuan paparan asdpivine Kretek dapat
dikelompokkan, bahwa filter B dan DF memiliki piofimfosit yang
hampir mirip dengan kontrol (tanpa perlakuan apap@edangkan
rokok berfilter DE memiliki profil limfosit yang hapir sama dengan
rokok berfilter biasa.

Kata kunci: Divine Kretek , limpopoesis, spleen, sumsum tulang, timus



LYMPHOPOESIS MODULATION ON MICE BALB/c. SMOKED
EXPOSURE OF KRETEK WITH DIVINE FILTER

F.X.Esti Rahayti, Muhaimin Rifa’t, Aulanni'anf
Biology Departmertt ChemistryDepartmehtFaculty of
Sciences, Brawijaya University, Malang

ABSTRACT
Smoking is a habit of humans since antiquity. Ef@nsome people,
smoking rooms have become necessities of life ttetnot be
abandoned. Based on research mentioned that tteeeelet of harmful
components in cigarette. Sumitro et al. discoverettw breakthrough
is beneficial for smokers. This discovery using atanhnology
approach is rapidly growing and invention was chtlee Divine Filter.
Divine has been used clove cigarettes as a medreabhg disease, but
have not been known to affect the modulation amodiig cells and T
cells. This research aims to determine the infleent exposure to
smoke clove cigarettes against modulation limpojgo@s/ine on mice
BALB/c. The results obtained are fogging treatmesing Divine
Kretek can lower the CD4 T cells and CD8 T cellghiea thymus and
spleen and B cells in the bone marrow. But increasiumbers of B
cells in the spleen. Profile of Lymphocyte in treaht of exposure to
smoke clove cigarettes can be grouped, Divinefitbat B profile have
accumulations of lymphocytes and DF that is alnsarsilar to controls
(without any treatment). While cigarette with DHidi lymphocytes
have a profile similar to the cigarette with usiiétr.

Key word: Bone marrow, Divine Kretek , limpopoesis, spleen, thymus
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: Molekul permukaan sel penanda (Cluster of

deferentiation 4) yang berkaitan dengan MHC

: Molekul permukaan sel penanda (Cluster of
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MHC |

: Suatu molekul glikoprotein yangsebut juga

immunoglobulin (Ig) yang memiliki spesifitas dan
afinitas yang tinggi dan diproduksi oleh sel

plasma. Antibodi akan memediasi fungsi
efektor seperti netralisasi antigen, fa&s
komplemen, dan menginisiasi destruksi
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Pada zaman modern ini, rokok bukanlah suandédeasing lagi.
Merokok merupakan kebiasaan manusia sejak jamanludaBahkan
bagi sebagian orang, rokok sudah menjadi kebuthidup yang tidak
dapat ditinggalkan. Dewasa ini merokok disebut gab&Tobacco
Depedency” atau ketergantungan pada tembakau. gésteingan pada
tembakau didefinisikan sebagai perilaku penggurieambakau yang
menetap, biasanya lebih dari ¥2 bungkus rokok pef, liBengan
tambahan adanya distres yang disebabkan oleh HKebutiakan
tembakau secara berulang-ulang (Wijaya,2011).

WHO Global Youth Tobacco Survey (2000) menyebutkan bahwa
30% penduduk Indonesia adalah perokok. Jika dilidlati jenis
kelaminnya WHO mencatat 60% laki-laki dan 5% wanditdonesia
adalah perokok aktif. Penyakit-penyakit yang diakilan oleh rokok
kini membunuh 1 dari 10 orang dewasa. Setiap & detidapat seorang
individu yang mati akibat penggunaan rokok. Prawsilemerokok
semakin meningkat kira-kira 3.4% pertahun di negegara yang
sedang berkemban@/HO Global Youth Tobacco Survey, 2000).

Pada tahun 2000, terjadi sekitar 4,8 juta &&®matian prematur di
seluruh dunia yang diakibatkan oleh kebiasaan noérokngka rata-
rata itu diambil dari sedikitnya 3,9 juta sampd futa kasus kematian
akibat rokok. Dari 4,8 juta kematian itu, 2,4 jlKematian terjadi di
negara-negara yang sedang berkembang dan 2,4ijutgd di sejumlah
negara industri maju. Penyakit-penyakit kardiovéesktercatat sebagai
penyebab 1,7 juta kasus kematian itu, 970.000 kasumnyempitan
pernafasan akut, dan 850.000 lainnya karena kgvéer-paru \WHO
Global Youth Tobacco Survey, 2000).

Rokok mengandung komponen kimia yang bahaya dkok
menyebabkan radikal bebas karena pembakaran ydaly sempurna
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(Sumitro, 2009). Zat-zat yang berbahaya dalam rokd&lah karbon
monoksida, nikotin dan merkuri. Komponen tersebetsifat toksik
krena dapat membentuk radikal bebas yang merupgianyebab
kerusakan sel. Komponen tersebut bersifat toksikeria dapat
membentuk radikal bebas yang merupakan penyebalsdiem sel.
Menurut Marianti (2009) bahwa radikal bebas adgiabduk yang
terbentuk dari berbagai reaksi kimia dalam tubutsdinya metabolism
sel dan respirasi) dan juga dalam lingkungan yamgotusi oleh asp
rokok, asap kendaraan, bahan pencemar dan ra@iksidan (radikal
bebas) adalah molekul dimana elektron yang terlgtatta lintasan
paling luar tidak mempunyai pasang&aperokside merupakan radikal
bebas yang paling banyak terbentuk dalam tul@uperokside dapat
dirubah menjadi hidrogen peroksida. Hidrogen peadaskskemudian
diubah menjadi radikal hidroksil. Radikal hidroksgiilah yang dapat
menyebabkan peroksidasi lipit pada membrane séingga terjadi
kerusakan sel.

Menurut penelitian dari Smith (2004) menyelntbbahwa paparan
rokok dalam level kronis akan memicu reaksi inflamaerulang pada
beberapa organ termasuk paru-paru. Reaksi inflabsasiang tersebut
dapat menyebabkan perubahan pada saluran nafas ddpat
mengakselerasi penurunan fungsi paru. Inflamasatdggyjadi akibat
respon imun yang berlebihan karena adanya antiBespon imun
adaptif ditunjukkan dengan terbentuknya sel-sefdsgit (limpopoesis).
Inflamasi ditandai dengan infiltrasi limfosit T, uteopil dan makrofag
pada dinding saluran nafas. Disamping itu terjadajpergeseran akan
keseimbangan limfosiT CD4'/CD8’, dimana limfosit T sitotoksik
(CD8") akan menginfiltrasi saluran nafas sentral dan gerif

Adanya fenomena bahwa asap rokok merupakarbesuwksidan
penyebab stress oksidatif yang bersifat destrusdigi jaringan dan
dapat dihambat dengan adanya antioksidan (Teupl., 2006). Hal
inilah yang mendorong Sumitet al. menemukan suatu terobosan baru
yang bermanfaat bagi perokok. Penemuan ini mendigumngendekatan
nanoteknologi yang sedang berkembang pesat danmpene ini
dinamakanDivine Filter. Inflamasi yang tejadi akibat paparan asap
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rokok merupakan manifestasi dari aktivitas ROS damponen
tembakau.Divine Filter ini mengandung senyawa asam amino yang
dapat menginduksi partikel asap rokok untuk memitesuatu blok
nanostruktur. Blok nanostruktur tersebut berfurgghagai penangkal
merkuri dan mampu menangkap Hg serta radikal belaésn tubuh
(Sumitro,2009). Asap yang dihasilkan mampu mendftesi
nanopartikel dan bermanfaat bagi proses anabolisnhagis. Untuk itu,
diperlukan studi lanjut untuk mengetahui potebsiine Kretek dalam
memodulasi sistem antioksidan dan imunitas sehinfgeroleh sistem
pertahanan tubuh yang ideal. Penelitian ini akafiokdskan pada
modulasi limpopoesis sel T dan sel B pasca papasap darDivine
Kretek.

1.2 Rumusan Masalah

Mengacu pada latar belakang di atas, maka atagahg dapat dikaji

pada penelitian ini adalah :

1. Bagaimana modulasi jumlah sel T pada mencit BALBiIkibat
paparan asap dari rokok kretek menggundkiaime Filter?

2. Bagaimana modulasi jumlah sel B pada mencit BALBikibat
paparan asap dari rokok kretek menggundkame Filter?

1.3 Tujuan

Mengacu pada rumusan masalah di atas, makantdari penelitian

ini adalah :

1. Untuk mengetahui modulasi jumlah sel T pada meBéitB/c.
akibat paparan asap dari rokok kretek menggunBkene Filter.

2. Untuk mengetahui modulasi jumlah sel B pada meBéitB/c.
akibat paparan asap dari rokok kretek menggunBkene Filter.



1.4 Manfaat

Manfaat dari penelitian ini adalah memperoleh imfasi ilmiah
terkait sistem imun untuk pertimbangan penelitisgrikutnya dan
pengembangan produk ini terkait potensi yang ditikdm.



BAB Il

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Rokok Kretek denganDivine Filter

Divine Filter merupakan hasil pemanfaatan ilmu nanoteknologi
dalam pengurangan radikal bebas yang diakibatkeh atap rokok.
Dalam asap rokok terdapat lebih dari 4000 jenidedbahaya, tapi zat-
zat itu akan berbahaya jika mengenai tubuh dalantukepartikel-
partikel individu. Zat yang berbahaya dalam asdokadalah merkuri
radikal bebas. Radikal bebas inilah yang akan nramgebagian-bagian
tubuh, menyebabkan berbagai efek buruk rokok, bamkanyebabkan
kanker. Sumitro (2009) mengungkapkan bahwa penemuan
menggunakan pendekatan nanobiologi yaitu dimanékebpartikel
asap rokok dibuat menjadi lebih kecil sehingga ikertasap lebih
kompak.

Asap rokok mengandung komponen kimiawi yangsjgya dapat
mencapai puluhan ribu komponen. Komponen-kompornetiakyang
tedapat dalam asap rokok terbukti membentuk pdaskuantara 1
sampai 10.000 nanometer (nm) (Lidia et al., 199ayNké et al.,2005,
ning et al.,2006). Partikel-partikel ini tebentuiridgabungan senyawa-
senyawa organik dalam asap. Senyawa-senyawa tersedoniliki
potensi gaya magnetic dan elektromagnetik, dengamikibn
komponen-komponen kimia yang besifat aromatic dingj batang
rokok yang bersuhu 400-600 dapat membentuk partikel (polimer).
Secara individu komponen-komponen asap tersebuatdagnjadi
berbahaya. Komponen tersebut jika dalam bentukikp&asi akan
menjadi tidak berbahaya lagi. Pembentukan polinsdsuggan secara
teoritis akan membentuk sifat gabungan yang berligan sifat
masing-masing komponen (Albert et al.,1996).

Manfaat struktur nano tembakau pada rokokekrehenggunakan
Divine Filter adalah karakteristik dari molekulnya yang memiliki
interaksi intra spin-spin pada gugus HO-Phenanddienyl yang
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terkonjugasi pada struktur naraivine Kretek. Struktur molekul ini
memiliki densitas elektron yang tinggi dan sangauhis. Nanostruktur
padaDivine Filter ini berfungsi sebagai molekul pemblokir yang stabil
dan menjaditransducer Hg pada nikotin. Blok-blok molekul tersebut
dapat menghilangkan toksisitas Hg. Penambalseawvagers atau
senyawa aromatik mengakibatkan pembakaran merkdg) (yang
sempurna, sehingga asap rokok yang dihasilkan bdabkahaya (Zahar,
2007).

Divine Filter mengandung aromatik yang dapat mengubah partikel
asap rokok menjadi berukuran lebih kecil. Perubatarktur tersebut,
akan mengubah karakter dari partikel asap rokokalktar partikel nano
pada asap rokok kretek menggunakaivine Filter adalah (Divine
Cigarette, 2010) :

1. Memiliki kecepatan hisap lebih tinggi
2. Berwarna biru translucent
3. Tidak berbau
Perubahan inilah yang membuat asap rokok yang meesdilam tubuh
menjadi tidak berbahaya lagi (Sumitro,2009).
Berikut adalah komponen dal@ivine Filter: (Sumitro,2009)
» Filter B: 1g/l Phenyl Alanine (larutan 1)
0,49/l Triptopan + 2g/l manitol (larutah
» Filter DE: 1 g/l Acetosal + 1g/l Phenyl Alaniner{iéan 1)
1 g/l Metionine + 2 g Manitol (larutan 2)
» Filter DF: 1 g/l Acetosal + 1g/l Phenyl Alaniner{liéan 1)
1 g/l EDTA + 2g/l Manitol (larutan 2)

2.2 Efek Rokok Terhadap Sistem Imun

Rokok juga dapat mengakibatkan melemahnya sistam.ilRongga
mulut sangat mudah terpapar efek yang merugikabatknerokok.
Terjadinya perubahan dalam rongga mulut adalahbdidean oleh
mulut merupakan tempat awal terjadinya penyerapatizat hasil
pembakaran rokok. Temperatur rokok pada bibir ddagD°C,
sedangkan ujung rokok yang terbakar bersuhu 90GFi&pétrick,
2000.



Asap panas yang berhembus secara terus-mekesidesam rongga

mulut merupakan rangsangan panas yang menyebabd@mapan
aliran darah dan mengurangi pengeluaran salivabatkya, rongga
mulut menjadi kering dan hal ini mewujudkan suasameerob sehingga
memberikan lingkungan yang sesuai untuk tumbuhmakiebi anaerob
dalam plak. Secara automatik, perokok berisiko hlebesar untuk
mendapat infeksi bakteri penyebab penyakit jaringandukung gigi
dibanding mereka yang bukan perokok (Hyde,2000).
Pada perokok, terdapat penurunan zat kekebalah tdng terdapat di
dalam saliva yang berguna untuk menetralisir baldalam rongga
mulut dan akhirnya menyebabkan gangguan fungsisiursgl-sel
pertahanan tubuh. Sel pertahanan tubuh tidak deggstdekati dan
memfagosit bakteri-bakteri yang menyerang tubuhingegia sel
pertahanan tubuh tidak peka lagi terhadap perubahasekitarnya
maupun terhadap infekdP(imatesta,et al, 2001).

Setiap orang dapat terpapar dengan berbagearmgenis partikel
yang terinhalasi selama hidupnyRartikel-partikel tersebut merupakan
penyebab iritasi yang berlebihan pada saluran peszen. Setiap
partikel, bergantung pada ukuran dan komposisimmaidmemberikan
kontribusi yang berbeda, dan dengan hasil akhiteggantung kepada
jumlah dari partikel yang terinhalasi oleh indivitersebut (Lee, et.al,
2007).

2.3 Penanda Molekul Permukaan

Penanda molekul permukaan merupakan markeg Ymartujuan
untuk mengidentifikasi terjadinya proliferasi danfetensiasi sel
hematopoietic  progenitor ke arah  pembentukan liinfos
(Lymphopoiesis) dan eritrosit ¢rythropoiesis). Ekspresi dari proliferasi
dan diferensiasi sel, pada limfosit maupun eritroigunakan penanda
permukaan yang disebut CDCl(ster of differentiation). Hal ini
dijelaskan oleh Baratawidjaja (2006), misalnya 1128
dipergunakan sebagai marker untuk membedakan sabkdt CD4+
dan CD8+. CD4/CD62L dipergunakan sebagai markarkumemori sel
T CD4+, Sel B, monosit dan sel NK. Antigen B220 labamarker
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permukaan dalam populasi limfosit yang berbeda. ®&afker ini
termasuk kelompok glikoprotein T200 (Baratawidj&g@00) Sementara
T200 didapatkan secara dominan pada sel T dengeaat belekul
antara 170000 dan 180 000. Marker B220 diekspnesikbagian besar
oleh sel B dengan berat molekul 220 000 (BaratajadP006).

2.4 Teknik Dasar Mempelajari Sistem Imun

Sistem imun dapat menjadi parameter yang diuktuk mengetahui
efek toksisitas suatu bahan bagi tubuh. Banyak ikekimtuk
mempelajari sistem imun, antara lain ELISA, kultsel limfosit,
Flowcytometry, dan sebagainya. Teknik mempelajates imun yang
digunakan dalam penelitian ini adalah FlowcytoméDghatt, 2006).

Flowcytometry adalah teknologi yang secara d@®aean mengukur
dan kemudian menganalisa beberapa karakteristilkglafisik tunggal,
biasanya sel yang mengalir dalam cairan melalergels cahaya. Sifat-
sifat yang diukur termasuk ukuran relatif partikehcian relatif atau
kerumitan internal, dan intensitas relatif fluomeseKarakteristik ini
ditentukan menggunakan sebuah sistem elektronik pphggabungan
yang mencatat berapa sel atau partikel yang menyetsn
memancarkan cahaya laser fluoresens. Dalam flowmter, partikel
dibawa untuk menghadang laser dalam aliran fluidluran partikel
atau sel yang cocok untuk analisis adalah 0,2 0 dikrometer
(Robinson,2006).

Sel-sel sebelum dianalisis harus dipisahkarn @&ingan padat.
Bagian dari aliran cairan yang didalamnya terdgpetikel-partikel
disebut inti sampel. Ketika partikel dilewati lasemaka akan
menghamburkan  cahaya laser. Setiap  molekul flunsese
dipresentasikan oleh partikel yang berpendar. Sabzahaya fluoresens
dikumpulkan oleh lensa pada suatu posisi yang .tep&ebuah
kombinasi dari berkassplitter dan filter mengarahkan sebaran sinar
fluoresens pada detektor yang tepat. Detektor hatsmenghasilkan
sinyal elektronik yang sebanding dengan sinyal kopgang
mengenainya. Daftar data didapat dari masing-masoagtikel.
Karakteristik atau parameter dari setiap peristigdidasarkan pada
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penyebaran cahaya dan properti floresens. Datamgiklkan dan
disimpan di komputer. Data ini dapat dianalisisukninemberikan
informasi tentang subpopulasi dalam sampel (Mug9g6).

Sample ol ¥ :
a (] PMT3
Dichroi e
ichroic | R |

Flow cell Filters o PMT 2
Scatter “ :
I | Light source
el ) Bandpass =
Filters

Gambar 2.1 Skema Sederhana Sistem pada Flowcytometry
(Murphy,2006)

Senyawa floresensi menyerap energi cahaya aémangkaian
panjang gelombang yang spesifik untuk untuk senyitwadenyerapan
cahaya ini menyebabkan elektron senyawa floreshesarkan untuk
tingkat energi yang lebih tinggi. Elektron cepat lungh yang
memancarkan energi yang berlebih sebagai fotomsigiaini energi
yang disebut floresensi. Kisaran di mana suatu aseayyang bisa
menjadi fluoresen tereksitasi yang disebut penyesrapang lebar .
Energi lebih banyak dikonsumsi pada penyerapansigiamaripada
emisi transisi floresen, emisi panjang gelombabghlpanjang daripada
penyerapan. Rentang panjang gelombang yang digamcanntuk
senyawa tertentu disebut spektrum emisi. lon lasgon umumnya
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digunakan dalam flowcytometry karena cahaya 488-1yeng

mengeksitasi lebih dari satu fluorochrome. Saldh aorochromes ini
adalah fluorescein isothiocyanate (FITC). Dalamkspen penyerapan
FITC , jalur 488-nm adalah penyerapan FITC maksimiksitasi

dengan panjang gelombang ini akan menghasilkani i€ yang

tinggi. Jika fluorochrome tereksitasi oleh panjagsiembang lain dalam
spektrum penyerapan, cahaya emisi dari spektrung ywma akan
terjadi, tetapi itu tidak akan intensitas yang safawarna floresen
terkonjugasi pada antibodi monoklonal, dapat digana untuk

mengidentifikasi jenis sel tertentu yang didasarkzeda penanda
antigenik individu yang ada di permukaan sel. Rogpwalam sebuah
sel, fluorochrome yang berbeda dapat digunakankumtembedakan
subpopulasi yang terpisah. Pewarnaan subpopuldai yang sama,
yang dikombinasikan dengan SSC dan FSC data yamg yehg dapat
digunakan untuk mengidentifikasi sel yang ada padmpel dan
,menghitung prosentase relatifnya (Watson, 2004).

A

|:> |:> analyze

Incubate

Gambar 2.2 Pengikatan spesifik dari Florochome yang terlabel
antibodi padaell surface antigens (Watson, 2004).
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2.5 Kerangka Berpikir

Pada dasarnya di dalam tubuh telah terdapat raldétzds dari hasil
metabolisme tubuh. Tubuh akan mengalami homeostaatsprosentase
jumlah oksidan dan antioksidan dalam tubuh itu baimy. Merokok
dapat menambah prosentase radikal bebas dalam , tugalimgga
jumlah oksidan jauh lebih tinggi dibandingkan aksgidan. Hal ini
menyebabkan terjadinya stres oksidatif. Stres aki§iidu terjadi karena
elektron bebas tidak memiliki pasangan, sehinggsktrein bergerak
bebas dalam tubuh dan menybabkan terjadinya rdeadksibolisme.
Berikutnya integritas seluler menurun sehingga rakibgitkan
kerusakan sel. Akibat dari kerusakan sel tersemaka makrofag
melakukan fagositosis. Jika makrofag yang melaku&gnositosis tidak
mencukupi, maka perlu bantuan dari sel B dan sel T.

Rokok kretek menggunakabivine Filter ini memiliki sktuktur
nanoblok yang dapat menangkap elektron bebas dalanh sehingga
tidak dapat bergerak bebas lagi. Berikutnya re&ksabolisme tidak
terjadi. Sehingga penurunan integritas seluler kiamisakan sel dapat
dihambat. Maka dari itu penelitian ini ingin melihenodulasi dari sel B
dan sel T yang terjadi pasca paparan abapne Kretek. Untuk
memudahkan pemahaman tentang kerangka berfikirpdsuelitian ini
dapat dilihat pada gambar skema di bawah ini.
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Baik < Jika Geimbang

RCS [dalam tubuh) | + RD&[LuarTuhuh:l—h[ Oksidan = antioksidan ]—h[ Stres Oksidatif ]

Rezksi Katzbolisma

Oksidzn Iencari pasangan
Anti oksidan [R5 bebas)

Divine Cigarette

[ Integritas seluler menurun ]

- fazositosis
Tidak mencukupi

Butuh bantuzn

Gambar 2.3 Skema Kerangka Berpikir Penelitian

=l

2.5 Kerangka Operasional

Untuk pemecahan masalah dalam penelitian i@ikam dibuat
kerangka operasional dalam dua tahap penelitiahad @ertama dari
penelitian ini adalah pengasapan menggunakan rbkofilter pada
mencitBALB/C dengan variasi rokok yang berbeda (Rokok kretér fi
biasa, filter B, filter DE dan filter DF) selamahari.

Pada tahap kedua adalah pemeriksaan penganghgapan terhadap
perkembangan sel limfosit pada organ Timus, espldan bone
marrow. Pada organ Timus perkembangan sel limfahgan
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mengetahui prosentase dan jumlah sel yang mengsisgn D4/CD8,
Spleen : CD4/CD8, CD4/CD62L, CD8/CD462L dan B22€adangkan
pada Bone marrow : B220+.

Divine Kretek

l

Mencit BALB/C kelompok
perlakuan

R B DE DF
A 4
sectio
v ‘ v
Timus spleen Bone Marrow
l | i
CD4 / CD8 CD4 / CD8 B220"
CD4 /CD62L
CD8 /CD62L

Gambar 2.4 Skema Kerangka Operasional Penelitian
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2.6 Hipotesis Penelitian

Berdasarkan uraian yang telah dijelaskan dis,atmaka dapat
diajukan hipotesis dalam penelitian ini adalahapap asap rokok
kretek berfilter biasa dan menggunak2ivine Filter berpengaruh pada
modulasi jumlah sel limfosit T dan B pada mencntan galur
BALB/c.
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BAB Il

METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan pada bulan Desember 201Ap#l 2012
bertempat di Laboratorium Fisiologi Hewan, JuruBamlogi, Fakultas
Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam dan analisiwctometri
dilakukan di Laboratorium Biomedik Fakultas Kedokie Universitas
Brawijaya Malang.

3.2 Deskripsi Hewan Coba dan Kelompok Perlakuan

Penelitian ini menggunakan hewan coba vyaitu merf{bus
musculus) yang telah diajukan kelaikan etik dari KEP Unsitas
Brawijaya dengan kriteria galur BALB/c, pathogeedy jantan, umur 8
minggu, dengan keadaan sehat (bergerak aktif dantilak rontok).
Mencit dipelihara pada bak plastik dalagmimal Chamber. Mencit
diberi pakan BR-21 dan minum air mineral aqua seatibitum.

Penelitian ini menggunakan 25 ekor mencit ydiltagi dalam 5
kelompok. Lima kelompok perlakuan tersebut adalah:

1. Kelompok mencit yang tidak diberi perlakuan apapmébagai

kontrol negatif.

2. Kelompok mencit yang diberi pengasapan menggunak&ok
kretek komersial lokal Indonesia sebagai kontrdiitifo

3. Kelompok mencit yang diberi pengasapan menggunak&ok
kretek komersial lokal Indonesia yang filternyaatel diganti
dengarDivinefilter B.

4. Kelompok mencit yang diberi pengasapan menggunakéok
kretek komersial lokal Indonesia yang filternyaatel diganti
dengarDivinefilter DE.

5. Kelompok mencit yang diberi pengasapan menggunak&ok
kretek komersial lokal Indonesia yang filternyaatel diganti
dengarDivinefilter DF.
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3.3 Prosedur Kerja Penelitian
3.3.1 Perlakuan

Paparan dilakukan selama 3 hari, sebanyaklizs&hari (pagi dan
sore) dengan ketentuan pada masing-masing papardini tdari 2
batang rokok selama 30 menit dan interval udararssglama 5 menit
(Wan, et.al., 2010). Paparan ini dilakukan pad@king chamber
(40x30x35cm) dengarsmoking pump. Sebelum digunakan, rokok
terlebih dahulu dijemur pada sinar matahari selah@l5 menit
(Sumitro, 2009).

3.3.2 Sectio Hewan Coba dan Preparasi Flowcytometri

Hewan coba dibunuh dengan dislokasi leher,ukiam dilakukan
sectio. Spleen dan tymus diambil dan dihancurkan dapsni disk
berisi PBS menggunakan ujung spuit dengan cara nme¥hedan
memutar searah jarum jam. Setelah itu disaringakeing sentrifuse
15ml menggunakan BD Cell strainer (100um). Sedamgkatuk
preparasi bone marrow, bagian femur mencit diamidi dibersihkan
dari jaringan lainnya. Kemudian tulang femur dipmopada kedua
ujungnya. Setelah itu diaspirasi menggunakan spmit berisi PBS.
Cairan yang didapat kemudian disaring ke tabundrifigse 15 ml
menggunakan BD Cell strainer (100um). Semua cajery didapat
dari preparasi spleen, tymus dan bone marrow digegdsi dengan
kecepatan 1500 rpm selama 5 menit dengan sul@ $Bipernatan yang
didapat dibuang dan pellet diresuspensi dengan BB®ul. Pellet
dipipetting dan diletakkan dalam microtube barugytslah berisi 500ul
PBS. Setelah itu, homogenat disentrifugasi 1500 sptama 3 menit,
suhu 18C. Supernatan yang di dapat dibuang dan pellemgitag
sehingga didapatkan sel-sel limfosit.

Pelet hasil dari preparasi organ limfoid kemudiénkdibasi dengan
antibodi (1:500) selama 15 menit. Inkubasi ini klillkan dalam ice box.
Antibodi yang digunakan adalah antibodi BD Biosc&M anti mouse
CD4, anti mouse CDS8, anti-mouse CD62L dan anti md&220.
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3.3.3 Analisis Flowcytometri

Langkah awal sebelum melakukan analisis denganciitneter
adalah dengan mengkoneksikan antara komputer davcytometer.
Pengaturan program pada komputer diatur sesuaimpéea yang
diinginkan, meliputi pengaturan instrument (Detectdlreshold,
Compensation) menetukagated area (R1) limfosit pada plot
histogram, banyaknya jumlah sel yang akan diasalcquisition and
storage : 10.000 of G1=R1), label antibodi yangudakan dan
kekuatan eksitasi laser serta nama sampel. Dilaksk#ing plot pada
acquiring mode, diatur parameter yang diinginkan pada sumbu X dan
sumbu Y dargating area (G1=R1).Dilakukan dua kali priming terlebih
dahulu dengan flowcytometer dalam kondisi Low-RuBetelah
instrumen siap, sel yang telah di staining dengdib@di ditambah 400
pl PBS steril, kemudian di pipetting untuk menghgemkan dan
dimasukkan dalam kuvet Flow Cytometer menggunakakropipet.
Kuvet dipasang pada nozzle BD FACS CallfuFlowcytometer dan
ditekan panel dquire’ pada kotak Acquisition control. Hasil dari
perhitungan dengan flowcytometer selanjutnya diotaénggunakan
software BD CellQuest PH) dan dipresentasikan dalam bentuk
histogram ataupun dot plot.

3.3.4 Analisis Data

Analisis data menggunakan Rancangan Acak langkRAL)
dengan uji ANOVA (selang kepercayaan 95%). Nilgiapg digunakan
adalah 0.05, dimana hasil<0.05 dianggap signifikgpabila terdapat
beda nyata, maka dilanjutkan dengan uji Turkey H@Dalisis statistik
dilakukan dengan menggunakan SPSS 17.0 for Windows
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3.3.5 Diagram Kerja

[ Aklimasi ]

\4

[ Perlakuan Pengasapan ]

'

[ Koleksi sel limfosit ]

T

[ Coating antibodi ] [ Perhitungan sel ]

\4
[ Flowcytometry ] >[ Analisis Data ]

Gambar 3.1 Diagram Kerja Penelitian
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BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Profil Kuantitas Sel T CD4, CD8" dan CD4'CD8" pada Organ
Timus

Timus mengontrol sel T spesifik ke dalam daskudengan adanya
seleksi positif dan negatif. Seleksi negatif perkarmgan sel T dengan
reseptor yang bersifat autoreaktif akan mengalgrop#osis, karena sel
tersebut akan berpotensi sebagai sel yang membledraySedangkan,
seleksi positif meliputi restriksimajor histocompatibility complex
(MHC), dimana klon yang dipertahankan adalah seyahg dapat
berikatan dengan MHC | dan Il. Seleksi positif $eCD8 dipengaruhi
oleh molekulB2 mikroglobulin yang merupakan komponen dari MHC
kelas I. MolekulB2 mikroglobulin diekspresikan oleh semua sel yang
memiliki nukleus. Molekulp2 mikroglobulin terletak secara lateral
dengan rantaa3 MHC kelas |. Tidak seperti ranta8 MHC kelas [,§2
mikroglobulin tidak mempunyai bagian transmembradgpermukaan
sel. Tepat di ataB2 mikroglobulin tedapat rantail. Rantaial terletak
secara lateral terhadap ranta. Pada mencit yang mengalami
defisiensi B2 mikroglobulin akan kehilangan ekspresi MHC kelas
Sebagai konsekuensi dari hilangnya ekspresi moleldC-kelas |, sel
T CDS8 tidak dapat berkembang karena seleksi p@Sid8 memerlukan
molekul MHC kelas | . Pada kejadian infeksi sel D4Cdengan cepat
merespon antigen yang telah dipresentasikan MH&sKél Respon sel
T CD4 terhadap antigen bersifat spesifik, artingaya klon tertentu
yang dapat merespon antigen itu. Respon sel T @Dditandai dengan
adanya proliferasi dan pelepasan molekul-molekwdktef (Rifa'i,
2009).

Asap rokok dapat mengakibatkan respon inflarpasa beberapa
organ tubuh yang berhubungan dengan sistem peamafasntohnya
paru. Hal ini ditandai dengan meningkatnya jumlahtrofil, makrofag
dan limfosit T yang didominasi oleh CQ8peningkatan konsentrasi
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sitokin proinflamasi seperti leukotrien B4, IL-8 dd@NF-o dan bukti
bahwa stress oksidatif disebabkan oleh inhalagd askok atau sel
inflamasi yang diaktifkan (Agusti,2003;Dahesia,2p05

Berikut adalah profil sel CD4CD8 dan CD4CDS8" pada organ
timus dari hasil penelitian.

"1 E-! 14.46%

% l_"u SO [ Rl -5
-_-j i % 28.37% g c{%h‘v i 28 379
1a* 11} X

15 1! 107 wt AP

i
LOMFITE

Gambar 4.1 Profil sel CD4, CD8 dan CD4CDS8" : Prosentase
ekspresi sel CD4 CD§8, dan CD4CD8" pada organ Timus.
Keterangan: Kontrol (K), Pengasapan rokok biasa fRnhgasapan
rokok filter B (B), Pengasapan rokok filter DE (BYengasapan
rokok filter DF (F).

Sel T yang mengekspresikan Ci8el T helper), pada organ Timus
dari hasil analisis flowcytometriGambar 4.1) menunjukkan bahwa
pada kontrol mengekspresikan CD26.17%, pada pengasapan rokok
biasa 59.62%, pada pengasapan rokok filter B 2987 pada
pengasapan rokok filter DE 28.32 %,dan pada pepgasekok filter
DF prosentase ekspresi 47.90%. Sel T yang mengedikan CD8 (Sel
T sitotoksik) pada organ timus menunjukkan bahwaap#&ontrol
mengekspresikan CD&3.83%, pada pengasapan rokok biasa rata-rata
23.76%, pada pengasapan rokok filter B rata-rata/528, pada
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pengasapan rokok filter DE rata-rata 14.46%,dargaerpengasapan
rokok filter DF prosentase ekspresi 27.98%. Sedamglntuk sel
CD4'CD8 pada timus menunjukkan bahwa pada kontrol
mengekspresikan CDE@D8" 66.01%, pada pengasapan rokok biasa
rata-rata 46.69%, pada pengasapan rokok filtet&8reda 51.39%, pada
pengasapan rokok filter DE rata-rata 58.46%,danappéengasapan
rokok filter DF prosentase ekspresi 5.96%. Penurum@sentase sel
CD4'CDS§' ini dikarenakan perlakuan pengasapan memacu iatkabe
double positif (CDACD8") untuk melakukan diferensiasi ke prekursor
sel T sitotoksik (CD2) dan sel Thelper (CD§").

Uraian di atas didukung oleh hasil perhitunganlah sel T CD4
CD8’, CD4'CD8 yang di presentasikan dalam tabel di bawah ini.

Tabel 4.1 Rerata Jumlah sel yang mengekspresikan "@IR8" dan
CD4'CDS8’ pada organ Timus

Rerata Jumlah Sel 107 sel/ml
K R B DE DF
cD4’ 446+2.1 | 27+14 | 29+2 |402+1.2 | 2.15+1.4
D8’ 093403 | 1.03+1.1 | 1.21+1 | 1.14+09 | 1.19+0.5
CD4'CD8’ | 49+23 |35942.1|4.18432 | 3942 | 29+2
a=0.05

Keterangan: Kontrol (K), Pengasapan rokok biasaPRhgasapan
rokok filter B (B), Pengasapan rokok filter DE (DPengasapan rokok
filter DF (DF).

Berdasarkan hasil ANOVA diketahui bahwa parkak pengasapan
memberi pengaruh terhadap penurunan populasi €84 pada timus
tetapi pengaruhnya tidak signifikan (p>0.05). Dmnghitungan jumlah
sel @ambar 4.1 dan tabel 4.1 menunjukkan bahwa hasil ini dapat
dikelompokkan pada beberaphuster yakni kontrol (tanpa perlakuan
apapun) berada pada sakuster dengan rokok berfilter DE. Kandungan
acetosal, phenyl alanine, metionine dan manitaapdilter DE
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memberikan pengaruh pada profil CD4penurunan 0.44x10sel/ml
dari kontrol). Cluster kedua yaitu rokok berfiltbrasa, B dan DF.
Kandungan phenyl alanine, triptopan dan manitalapélter B ini
memberikan pengaruh pada profii CDdengan penurunan sebesar
1.55x10" sel/ml dari kontrol. Sedangkan kandungan acetqsanyl
alanine, EDTA dan manitol pada filter DF ini menmkan pengaruh
pada profii CD4 dengan penurunan sebesar 2.31x46l/ml dari
kontrol. Sedangkan pada rokok berfilter biasa pemam sebesar
1.76x10’ sel/ml dari kontrol.

Sitokin IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 yang dilepasel mast yang terpajan
antigen merangsang diferensiasi dan proliferasirgeimenjadi sel T,
(CD4"). Nanopartikel yang dihasilkan oleBivine Kretek dapat
menurukan produksi sitokinyZ (IL-4,IL-5,IL-6). Hal ini sesuai dengan
penelitian Liu,Y. et.al (2009) yang menyebutkan vahmanopartikel
yang bersifatscavenger dapat menurunkan produksi sitokipp {IL-
4,IL-5,IL-6). Jika produksi sitokin ;f menurun maka diferensiasi dan
proliferasi akan terhambat.

Selain itu, penurunan jumlah sel CD#ada perlakuan pengasapan
ini dimungkinkan karena terjadinya migrasi sel Cé organ perifer
seperti spleen dan paru. Hal ini sesuai denganlipaneAlbab (2012)
yang menyebutkan bahwa perlakuan pengasapan matkagkjumlah
sel CD4 pada paru. Dengan demikian pada paru terjadi nesgbadap
antigen yang masuk ke dalam tubuh.

Dari penghitungan jumlah setabel 4.1) menunjukkan bahwa
perlakuan pengasapan rokok meningkatkan jumlacB8l. Dari hasil
ANOVA diketahui bahwa perlakuan pengasapan mempengaruh
terhadap kenaikan populasi sel T CD&tapi pengaruhnya tidak
signifikan (p>0.05). Perlakuan pengasapan menggmedkok berfilter
B meningkatkan jumlah sel CD8ebih tinggi dibandingkan dengan
perlakuan pengasapan menggunakan rokok berfiliemnya, yakni
0.73x10 sel/ml dari kontrol. Kemudian rokok berfilter Dedada pada
urutan kedua dengan peningkatan sebesar 0.2&elénl dari kontrol.
Berikutnya adalah rokok berfilter DE dengan penatgk sebesar
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0.21x1d sel/ml dari kontrol. Terakhir adalah rokok bediltbiasa
dengan peningkatan sebesar 0.1>sH)/ml dari kontrol.

Rendahnya jumlah sel CD&da perlakuan pengasapan diakibatkan
oleh beberapa hal, yaitu terjadinya migrasi sel CK$ organ perifer
seperti spleen dan paru. Hal ini sesuai denganlipaneAlbab (2012)
yang menyebutkan bahwa perlakuan pengasapan matkagkjumlah
sel CD8 pada paru. Dengan demikian pada paru terjadi refggbadap
antigen yang masuk ke dalam tubuh. Kemungkinan &edialah sudah
tidak terdapat sitokin hasil inflamasi (Azizah,2p11

Dari penghitungan jumlah sel yang mengekskaesiCD4CD8"
(prothymosit) menunjukkan bahwa pada kontrol méinjlimlah sel
prothymosit lebih tinggi daripada yang lain. Dendata lain bahwa
perlakuan pengasapan memberikan pengaruh terhaeéaprupan
populasi sel CDADS8" pada timus, tetapi pengaruhnya tidak signifikan.
Kemudian untuk perlakuan pengasapan yang memilikilgh sel
prothymosit tertinggi adalah pengasapan menggunahak berfilter B
dengan penurunan sebesar 0.72x3€l/ml dari kontrol. Untuk urutan
berikutnya adalah pengasapan menggunkan rokokteefmE dengan
penurunan sebesar 1X1€el/ml dari kontrol. Pada rokok biasa terjadi
penurunan sebesar 1.31%16el/ml dari kontrol. Sedangkan pada
pengasapan menggunakan rokok berfilter DF terjadupunan sebesar
2x10 sel/ml dari kontrol. Penurunan ini jumlah sel pratsit
(CD4'CDS8") terjadi akibat adanya paparan antigen yang mmeokis
diferensiasi sel CD€£D8" menjadi sel T matur (CD4tau CD8).

Sel progenitor limfosit berasal dari sumsunamgl, beberapa diantara
limfosit yang secara relatif tidak mengalami difes@si bermigrasi ke
timus lalu memperbanyak diri, disini sel limfositi imemperoleh sifat
limfosit T. Pada awalnya thymosit tidak mengeksigas CD4 dan
CDS8, sel kemudian berkembang menjadi double pog&itb4'CDS")
dan akhirnya matur menjadi single positif (CCdau CD8) kemudian
dapat masuk kembali kedalam aliran darah, kenkealalam sumsum
tulang atau ke organ limfoid perifer dan dapat pidieberapa bulan
atau tahun (Schwarz and Bandola, 2008).
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Diferensiasi limfosit dipengaruhi terutama lolemur mencit yang
berhubungan dengan aktifitas timus atau hormon yhingsilkan oleh
timus. Kelenjar timus dengan hormon-hormonnya yasmesifik
merupakan pusat pengaturan reaksi pertahanan tdkarpa timus
(misalnya yang dibuang atau rusak karena radiasipsit T tidak bisa
bekerja. Kerja timus menurun setelah masa pubelesakhir.
Penurunan aktivitas timus menjadi salah satu lakeslakang
berkembanganya penyakit-penyakit degeneratif, penyganas, dan
penyakit autoimun. Faktor-faktor penurunan kinetijgus menjadi
penyebab pertahanan tubuh mulai menurun. Ganggedkembangan
timus juga diduga karena hilangnya homeostasis pafeit tersebut.
Gangguan homeostasis ini banyak disebabkan kaetsalderaktivasi
terus terakumulasi karena kebal terhadap mekarapoptosis (Kinaet
al., 2000).

4.2 Profil Kuantitas Sel T CD4 dan CD8 pada Organ Limpa
(Spleen)

Limpa merupakan organ limfoid sekuder yanglalamya terdapat
limfosit T maupun limfosit B, terutama di daerahpauputih. Folikel
limfoid kaya dengan sel B yang berperan dalam systeun humoral.
Aktivasi dan proliferasi sel T di limpa terjadi delubung limfoid
periaterioler, kemudian bermigrasi ke zona margn&ebagian kecil
sel T yang teraktivasi masuk ke dalam folikel limfodan sebagian
lainnya akan bersirkulasi ke organ perifer (Baradgja, 2000).

Respon inflamasi dapat terjadi pada organadlpghparan asap rokok.
Hal ini ditandai dengan meningkatnya jumlah neilirofakrofag dan
limfosit T yang didominasi oleh CD8peningkatan konsentrasi sitokin
proinflamasi seperti leukotrien B4, IL-8 dan TNFdan bukti bahwa
stress oksidatif disebabkan oleh inhalasi asapkretau sel inflamasi
yang diaktifkan (Agusti,2003;Dahesia,2005).

Berikut adalah profil sel CD4CD8 dan CD4CD8" pada organ
limpa dari hasil penelitian.
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Gambar 4.2 Profil sel CD4, CD8 dan CD4CDS8" : Prosentase
ekspresi sel CD4dan CD8 pada organ Limpa. Keterangan: Kontrol
(K), Pengasapan rokok biasa (R), Pengasapan rdkek B (B),
Pengasapan rokok filter DE (E), Pengasapan rokiek DF (F).

Sel T yang mengekspresikan CO&el T helper), pada organ Limpa
dari hasil analisis flowcytometriGambar 4.2 menunjukkan bahwa
pada kontrol mengekspresikan CD29.9%, pada pengasapan rokok
biasa 27.83%, pada pengasapan rokok filter B 27.8ei4a pengasapan
rokok filter DE 24.44 %,dan pada pengasapan rokiter f DF
prosentase ekspresi 28.83%. Sedangkan untuk sel afhg y
mengekspresikan CD8 (Sel T sitotoksik) pada organ limpa
menunjukkan bahwa pada kontrol mengekspresikan' @B®2%, pada
pengasapan rokok biasa rata-rata 9.85%, pada @erayasokok filter B
rata-rata 12.59%, pada pengasapan rokok filterdd=nata 11.49%,dan
dengan pengasapan rokok filter DF prosentase ekspi2%.
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Uraian di atas didukung oleh hasil perhitunganlah sel T CD4
dan CD8yang di presentasikan dalam tabel di bawah ini.

Tabel 4.2 Rerata Jumlah sel yang mengekspresikan ‘Gz CD8
pada organ Limpa.

Jumlah Sel 107 sel/ml

K R B DE DF

cD4' | 1.86+13 | 1.45+1 | 1.73+1.4 | 1.3+15 | 1.83+15

CDS" | 1.42+12 | 1+13 1.05+1 | 1.06+1.4 0.84+1

a=0.05

Keterangan: Kontrol (K), Pengasapan rokok biasalPRhgasapan
rokok filter B (B), Pengasapan rokok filter DE (Pgngasapan rokok
filter DF (F).

Berdasarkan hasil ANOVA diketahui bahwa perik pengasapan
memberi pengaruh terhadap penurunan populasi s€D# yang
teraktivasi tetapi pengaruhnya tidak signifikan {®5). Dari
penghitungan jumlah se@mbar 4.2 dan tabel 4.2 menunjukkan
bahwa hasil ini dapat dikelompokkan pada bebechyster yakni rokok
berfilter biasa berada pada satwster dengan rokok berfilter DE.
Kandungan acetosal, phenyl alanine, metionine nemitol pada filter
DE memberikan pengaruh pada profi CD4penurunan 0.56x10
sel/ml dari kontrol) sedangkan pada rokok berfilbgisa penurunan
sebesar 0.41x1Gel/ml dari kontrol. Cluster kedua yaitu rokok fiier
B, DF dan kontrol (tanpa perlakuan apapun). Kandongphenyl
alanine, triptopan dan manitol pada filter B ini mimerikan pengaruh
pada profii CD4 penurunan sebesar 0.13¥X16el/ml dari kontrol.
Sedangkan kandungan acetosal, phenyl alanine, EB&M manitol
pada filter DF ini memberikan pengaruh pada pr6fil4" penurunan
sebesar 0.03xIGel/ml dari kontrol.

Sitokin IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 yang dilepasebmast yang terpajan
antigen merangsang diferensiasi dan proliferasirgeimenjadi sel T,
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(CD4"). Nanopartikel yang dihasilkan oleDivine Kretek dapat
menurukan produksi sitokin,J (IL-4,IL-5,IL-6). Hal ini sesuai dengan
penelitian Liu,Y. et.al (2009) yang menyebutkan vahmanopartikel
yang bersifatscavenger dapat menurunkan produksi sitokipp IL-
4,IL-5,IL-6). Jika produksi sitokin ;f menurun maka diferensiasi dan
proliferasi akan terhambat.

Selain itu, penurunan jumlah sel CDgada perlakuan pengasapan
ini dimungkinkan karena terjadinya migrasi sel Cé organ perifer
seperti spleen dan paru. Hal ini sesuai denganlipaneAlbab (2012)
yang menyebutkan bahwa perlakuan pengasapan matikagkjumlah
sel CD4 pada paru. Dengan demikian pada paru terjadi resgshadap
antigen yang masuk ke dalam tubuh.

Berdasarkan hasil ANOVA diketahui bahwa periak pengasapan
memberi pengaruh terhadap penurunan populasi s€ID8’ tetapi
pengaruhnya tidak signifikan (p>0.05). Dari penghdgan jumlah sel
(gambar 4.3 dan Tabel 4.3 menunjukkan bahwa perlakuan
pengasapan rokok menurunkan jumlah sel CP@rlakuan pengasapan
mengunakan rokok berfilter DF menurunkan jumlah GBI8" lebih
tinggi dibandingkan dengan perlakuan pengasapamggoeakan rokok
berfilter lainnya, yakni 0.58x¥0sel/ml dari kontrol. Kemudian rokok
berfilter biasa berada pada urutan kedua dengaorgesn sebesar
0.42.x10 sel/ml dari kontrol. Berikutnya adalah rokok bkefi B
dengan penurunan sebesar 0.37>sE¥ml dari kontrol. Terakhir adalah
rokok berfilter DE dengan penurunan sebesar 0.36xB0ml dari
kontrol.

Rendahnya jumlah sel CD8ada perlakuan pengasapan diakibatkan
oleh beberapa hal, yaitu terjadinya migrasi sel CK organ perifer
seperti paru. Hal ini sesuai dengan penelitian BI{a012) yang
menyebutkan bahwa perlakuan pengasapan meningkatkdah sel
CDS8' pada paru. Dengan demikian pada paru terjadi resptadap
antigen yang masuk ke dalam tubuh. Kemungkinan &edialah sudah
tidak terdapat sitokin hasil inflamasi (Azizah,2p11
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4.3 Profil Kuantitas Sel T CD4 dan CD4CD62L" pada Organ
Limpa (Spleen)

Sel T yang mengekspresikan CD@el T helper), pada organ
Limpa dari hasil analisis flowcytometriGambar 4.3) menunjukkan
bahwa pada kontrol mengekspresikan CB%.71%, pada pengasapan
rokok biasa 70.22%, pada pengasapan rokok filteBOB29%, pada
pengasapan rokok filter DE 66.82%,dan pada pengasegkok filter
DF prosentase ekspresi 58.77%.

DF
41.23%

Gambar 4.3 Profil sel CD4, CD62L" dan CD4CD62L" : Prosentase
ekspresi sel CD4 CD62L°, dan CD4CD62L" pada organ Limpa
(Spleen). Keterangan: Kontrol (K), Pengasapan kdBiasa (R),
Pengasapan rokok filter B (B), Pengasapan rokdkrfiDE (E),
Pengasapan rokok filter DF (F).

Sedangkan untuk sel T yang mengekspresikan'CDe2L" pada
organ limpa menunjukkan bahwa pada kontrol mengek#{mn
CD62L" 62.29%, pada pengasapan rokok biasa rata-rat8%29 Jada
pengasapan rokok filter B rata-rata 69.01%, padsggEapan rokok
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filler DE rata-rata 33.18%,dan dengan pengasap&okrdilter DF
prosentase ekspresi 41.23%.

Uraian di atas didukung oleh hasil perhitunganlah sel T CD4
dan CD4CD62L" yang di presentasikan pada tabel dibawah ini.

Tabel 4.3 Rerata Jumlah sel yang mengekspresikan ‘Ciddn
CD4'CD62L" pada organ Limpa (Spleen).

Jumlah Sel 107 sel/ml
K R B DE DF
cpa* 0.8+1 | 0.95+1.2 | 0.8+13 | 0.84+1 | 0.82+05
CD4+CD62L" | 0.88+1 | 055411 | 0.7+1 | 053+1 | 0.664+1

o=0.0¢
Keterangan: Kontrol (K), Pengasapan rokok biasa,P@tjgasapan

rokok filter B (B), Pengasapan rokok filter DE (BYengasapan
rokok filter DF (F).

Berdasarkan hasil ANOVA diketahui bahwa perik pengasapan
memberi pengaruh terhadap kenaikan populasi sel DA" Gang
teraktivasi tetapi pengaruhnya tidak signifikan ®5). Dari
penghitungan jumlah sebg@mbar 4.3 dan tabel 4.B menunjukkan
bahwa hasil ini dapat dikelompokkan pada bebechyster yakni rokok
berfilter biasa berada pada satuster dengan rokok berfilter DE dan
DF. Kandungan acetosal, phenyl alanine, metionare a@nanitol pada
filter DE memberikan pengaruh pada profil CDg&enaikan 0.04x10
sel/ml dari kontrol) yang hampir sama dengan rokekfilter biasa
(kenaikan 0.15x16sel/ml dari kontrol). Sedangkan kandungan acetosal,
phenyl alanine, EDTA dan manitol pada filter DF imemberikan
pengaruh pada profil CD4ang hampir sama dengan kontrol (kenaikan
sebesar 0.02x10sel/ml dari kontrol). Cluster Kedua yaitu rokok
berfilter B dan kontrol (tanpa perlakuan apapurgn#ungan phenyl
alanine, triptopan dan manitol pada filter B ini mi@erikan pengaruh
pada profil CD4 yang hampir sama dengan kontrol.
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Berdasarkan hasil ANOVA diketahui bahwa partak pengasapan
memberi pengaruh terhadap penurunan populasi S8DF CD62L"
tetapi pengaruhnya tidak signifikan (p>0.05). D@enghitungan jumlah
sel @ambar 4.3 dan tabel 4.B menunjukkan bahwa hasil ini dapat
dikelompokkan pada beberaphuster yakni rokok berfilter B berada
pada satwluster dengan kontrol (tanpa perlakuan apapun). Kandungan
phenyl alanine, triptopan dan manitol pada filterilB memberikan
pengaruh pada profil CD@D62L" yang hampir sama dengan kontrol
(penurunan 0.18x10sel/ml dari kontrol). Cluster Kedua yaitu rokok
berfilter biasa, DE dan DF. Kandungan acetosanphalanine, EDTA
dan manitol pada filter DF ini memberikan pengaméda profil
CD4'CD62L" yang hampir sama dengan kontrol (penurunan sebesar
0.12x10" sel/ml dari kontrol Sedangkan kandungan acetqsanyl
alanine, metionine dan manitol pada filter DE menkan pengaruh
pada profil CDACD62L" (penurunan 0.25x10sel/ml dari kontrol)
yang hampir sama dengan rokok berfilter biasa (pevan 0.23x10
sel/ml dari kontrol).

Sel T yang teraktivasi akan kehilangan els®62L. Sel T naive
yaitu sel T yang belum pernah terpapar antigen eiespyesikan
molekul CD62L, dan pada individu yang sehat umumaké dari 80%
sel T mengekspresikan molekul CD62L. CD62L merupak®lekul
adhesi. Pada limfosit CD62L berfungsi untuk melatukelekatan dan
rolling pada sel endotel sepanjang pembuluh darah.

Sitokin IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 yang dilepasel mast yang terpajan
antigen merangsang diferensiasi dan proliferasirgeimenjadi sel T,
(CD4"). Nanopartikel yang dihasilkan oleDivine Kretek dapat
menurukan produksi sitokin,J (IL-4,IL-5,IL-6). Hal ini sesuai dengan
penelitian Liu,Y. et.al (2009) yang menyebutkan vahmanopartikel
yang bersifatscavenger dapat menurunkan produksi sitokipp {IL-
4,IL-5,IL-6). Jika produksi sitokin ;f menurun maka diferensiasi dan
proliferasi akan terhambat.

Selain itu, penurunan jumlah sel CDgada perlakuan pengasapan
ini dimungkinkan karena terjadinya migrasi sel Cé organ perifer
seperti spleen dan paru. Hal ini sesuai denganlipaneAlbab (2012)
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yang menyebutkan bahwa perlakuan pengasapan matkagkjumlah
sel CD4 pada paru. Dengan demikian pada paru terjadi nespbadap
antigen yang masuk ke dalam tubuh.

Dari penghitungan jumlah sefalfel 4.3) menunjukkan bahwa
perlakuan pengasapan rokok menurunkan jumlah s&.dDari hasil
ANOVA diketahui bahwa perlakuan pengasapan mempengaruh
terhadap kenaikan populasi sel T CD&tapi pengaruhnya tidak
signifikan. Perlakuan pengasapan mengunakan rokeadfilter DF
menurunkan jumlah sel CD8lebih tinggi dibandingkan dengan
perlakuan pengasapan menggunakan rokok berfili@nya, yakni
0.58x1d sel/ml dari kontrol. Kemudian rokok berfilter béadberada
pada urutan kedua dengan penurunan sebesar 0.4&e&flf dari
kontrol. Berikutnya adalah rokok berfilter B dengagnurunan sebesar
0.37x1d sel/ml dari kontrol. Terakhir adalah rokok be€filtDE dengan
penurunan sebesar 0.36%%@l/ml dari kontrol.

Penurunan CDED6Z'L pada perlakuan pengasapan menggunakan
Divine Kretek ini diduga akibat adanya paparan nanopartikel yang
menginduksi produksi berbagai sitokinin, sepertNf dan TNFe.
IEN-y merupakan pertanda adanya imunitas seluler. Sasgorang
terpapar antigen kadar TNFnya meningkat (Kar,2005).

Diferensiasi dari sel T naive pada organ litrderifer diikuti dengan
perubahan beberapa molekul adhesi. CD62L atau dktsel adalah
molekul pada permukaan pada limfosit yang berpgraga homing
limfosit.CD62L ini terekspresi sangat tinggi padd $ naive. CD62L
ini memediasi migrasi dari sel T naive menuju pdimnana pada daerah
ini terdapat antigen dan terjadi inisiasi respoanrfAbbas,2005).

4.4 Profil Kuantitas Sel T CD8 dan CD8CD62L" pada Organ
Limpa (Spleen)

Sel T yang mengekspresikan CD@da organ Limpa dari hasil
analisis flowcytometriGambar 4.4 menunjukkan bahwa pada kontrol
mengekspresikan CD8lebih besar dibandingkan dengan perlakuan
pengasapan, yakni 22.79%. Pada pengasapan roksik 61iaB0%, pada
pengasapan rokok filter B 35.72%, pada pengasapleok rfilter DE
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84.06%,dan pada pengasapan rokok filter DF prosentgkspresi
78.06%.
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Gambar 4.4 Profil sel CD8, CD62L" dan CD8CD62L" : Prosentase
ekspresi sel CD8 CD62L", dan CD8CD62L" pada organ Limpa
(Spleen). Keterangan: Kontrol (K), Pengasapankdkasa (R),

Pengasapan rokok filter B (B), Pengasapan rokoér fiDE (E),
Pengasapan rokok filter DF (F).

Sedangkan untuk sel T yang mengekspresikan'CD&L" pada
organ limpa menunjukkan bahwa pada kontrol mengekgémn CD8
CD62L" 7.21%, pada pengasapan rokok biasa rata-rata 3%aels,
pengasapan rokok filter B rata-rata 64.28%, padaggsapan rokok
filter DE rata-rata 15.94%,dan dengan pengasap&okrdilter DF
prosentase ekspresi 21.94%.

Uraian di atas didukung oleh hasil perhitunganlah sel T CD8
dan CD8CD62L" yang di presentasikan dalam bentuk grafik, seperti
pada gambar dibawah ini.
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Gambar 4.5 Grafik Jumlah sel yang mengekspresikan C2fn
CD62L" pada organ Limpa (Spleen). Keterangan: Kontrol, (K)
Pengasapan rokok biasa (R),Pengasapan rokok fiter(B),
Pengasapan rokok filter DE (E), Pengasapan rokek DF (F).

Berdasarkan hasil ANOVA diketahui bahwa parkak pengasapan
memberi pengaruh terhadap kenaikan populasi sel DB® Giang
teraktivasi tetapi pengaruhnya tidak signifikan {®5). Dari
penghitungan jumlah sejdmbar 4.4 dan gambar 4.5 menunjukkan
bahwa hasil ini dapat dikelompokkan pada bebechgster yakni rokok
berfilter biasa berada pada satlwster dengan rokok berfilter DE.
Kandungan acetosal, phenyl alanine, metionine demitol pada filter
DE memberikan pengaruh pada profil CD&enaikan 0.26x10sel/ml
dari kontrol) yang hampir sama dengan rokok berfiliiasa (kenaikan
0.22x10" sel/ml dari kontrol). Cluster Kedua yaitu rokokrfileer B,
DF dan kontrol (tanpa perlakuan apapun). Kandunghaenyl alanine,
triptopan dan manitol pada filter B ini memberikg@ngaruh pada profil
CD8' yang hampir sama dengan kontrol (kenaikan 0.08s&0ml dari
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kontrol). Sedangkan kandungan acetosal, phenylirgacDTA dan
manitol pada filter DF ini memberikan pengaruhagadofil CD8 yang
hampir sama dengan kontrol (kenaikan sebesar D0T4el/ml dari
kontrol).

Berdasarkan penghitungan jumlah gahfbar 4.4 dan gambar 4.
menunjukkan bahwa hasil ini dapat dikelompokkan apdeberapa
cluster yakni rokok berfilter B berada pada satuster dengan kontrol
(tanpa perlakuan apapun). Kandungan phenyl alamiipgopan dan
manitol pada filter B ini memberikan pengaruh pagaofil
CDS8'CD62L" yang hampir sama dengan kontrol (penurunan 0.01x10
sel/ml dari kontrol). Cluster Kedua yaitu rokokrfideer biasa dan DF.
Kandungan acetosal, phenyl alanine, EDTA dan mip#da filter DF
ini memberikan pengaruh pada profil CO®62L" yang hampir sama
dengan kontrol (penurunan sebesar 0.1x3/ml dari kontrol yang
hampir sama dengan rokok berfilter biasa (penuruh@8x10’ sel/ml
dari kontrol). Perbedaan pada dua cluster ini dasgmifikan jika
dilihat dari hasil ANOVA. Sedangkan pada rokok btnf DF tidak
berbeda nyata denga&tuster pertama dan kedua. Kandungan acetosal,
phenyl alanine, metionine dan manitol pada filBE memberikan
pengaruh pada profii CD8D62L" (penurunan 0.1xI0sel/ml dari
kontrol).

Penurunan CDE€D62L pada perlakuan pengasapan menggunakan
Divine Kretek ini diduga akibat adanya paparan nanopartikel yang
menginduksi produksi berbagai sitokinin, sepertN4fF dan TNFe.
IFN-y merupakan pertanda adanya imunitas seluler. Sasgorang
terpapar antigen kadar TNFnya meningkat (Kar,2005).

Diferensiasi dari sel T naive pada organ litpferifer diikuti dengan
perubahan beberapa molekul adhesi. CD-62L ataulekise adalah
molekul pada permukaan pada limfosit yang berpgrata homing
limfosit.CD62L ini terekspresi sangat tinggi padd § naive. CD62L
ini memediasi migrasi dari sel T naive menuju pdmnana pada daerah
ini terdapat antigen dan terjadi inisiasi respoannfAbbas,2005).
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4.5 Profil Kuantitas Sel B (B220) pada Organ Sumsum Tulang
(Bone marrow)

Sumsum tulang yang merupakan organ limfoidneri Sumsum
tulang merupakan tempat berlangsungnya proses bpaiesis, yaitu
lymphopoeisis untuk pematangan, diferensiasi dahf@rasi sel T dan
sel B sehingga menjadi limfosit yang mengenal amtigSelain itu
sumsum tulang merupakan tempat terbentuknya sedhdanerah
(erythropoiesis).

Sel-sel yang terlibat dalam sistem imun tubeddiri atas sel yang
mampu memproduksi antibodi. Sel B limfosit adalehig sel yang
memproduksi antibodi yang berupa senyawa proteal. ikl menjadi
bagian penting imunitas humoral. Sel B yang menmyksid antibodi
tersebut mencegah terjadinya infeksi dalam tubuhngaie
mengeliminasi mikroba ekstraselular atau antigeriAidas,2005)
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Gambar 4.6 Histogram Profil sel B220pada organ Sumsum tulang
(Bone Marrow). Keterangan: Kontrol (K), Pengasapan rokok biasa
(R),Pengasapan rokok filter B (B), Pengasapan réikek DE (DE),
Pengasapan rokok filter DF (DF).
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Berdasarkan histogram di at@@ambar 4.6 dapat dilihat bahwa
pada kontrol mengekspresikan B221D.75%, pada pengasapan rokok
biasa 15.17%, pada pengasapan rokok filter B 12.@@%a pengasapan
rokok filter DE 9.14%,dan pada pengasapan roka&rflDF prosentase
ekspresi 14.65%. Kontrol (tanpa perlakuan pengasappapun)
memiliki jumlah sel B220 yang lebih tinggi dibanding dengan
perlakuan pengasapan. Perlakuan pengasapan deokyan berfilter
biasa memiliki prosentase jumlah sel B23fnling tinggi dibanding
perlakuan pengasapan lainnya. Berikutnya adaldakpem pengasapan
menggunakan rokok berfilter DF, B, dan yang tenalddalah rokok
berfilter DE. Uraian lebih jelasnya dapat dilihaida grafik dibawah ini

(Gambar 4.7).
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Gambar 4.7 Grafik Jumlah sel yang mengekspresikan B2pada
organ Sumsum tulangBéne Marrow). Keterangan: Kontrol (K),
Pengasapan rokok biasa (R),Pengasapan rokok fienB),
Pengasapan rokok filter DE (E), Pengasapan rokek DF (F).
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Dari penghitungan jumlah sejambar 4.7 menunjukkan bahwa
Kontrol (tanpa perlakuan pengasapan apapun) memiliklah sel B
yang paling tinggi di bandingkan dengan perlakuamgasapan. Dengan
demikian, dapat dikatakan bahwa perlakuan pengasapmurunkan
jumlah sel B pada sumsum tulang. Dari hasil ANOVRethhui bahwa
perlakuan pengasapan memberi pengaruh yang s@mifterhadap
penurunan populasi sel B (B220(p<0.05). Penurunan sel B yang
terjadi pada perlakuan pengasapan tidak berbed@a mgda masing-
masing perlakuan. Perlakuan pengasapan menggunakak berfilter
biasa mengalami penurunan sebesar 3.9 s&Uml dari kontrol.
Penurunan berikutnya terjadi pada pengasapan meakau filter DF
dengan penurunan sebesar 4.52°x4@l/ml dari kontrol. Berikutnya
adalah perlakuan pengasapan menggunakan rokoKtdye yang
menurunkan jumlah sel B22pada sumsum tulang sebesar 5.33s&0
dari kontrol. Jumlah sel B22@erendah ada pada perlakuan pengasapan
menggunakan rokok berfilter DE yakni penurunan aimkel B220
sebesar 5.83x1Gel dari kontrol. Penurunan jumlah sel B2pada
perlakuan pengasapan ini diduga akibat terjadinygrasi sel B dari
sumsum tulang menuju jaringan yang mengalami irdEimHal ini
sesuai dengan hasil penelitian ini yang melihafilpkoantitas sel B
pada organ Limpa.

Selain itu, pada perlakuan pengasapan menggomvine Kretek
memiliki jumlah sel B220 yang lebih rendah dibanding dengan
pengasapan menggunakan rokok berfilter biasa. Natkgl yang
dihasilkan olehDivine Kretek dapat menurukan produksi sitokin Th2
(IL-4,IL-5,IL-6). Hal ini sesuai dengan penelitidnu,Y. et.al (2009)
yang menyebutkan bahwa nanopartikel yang bersiatenger dapat
menurunkan produksi sitokin Th2 (IL-4,IL-5,IL-6).

Proliferasi sel B dan diferensiasi menjadi gdhsma menjadi
antibodi dipengaruhi oleh peningkatan sitokin ydmgasal dari sel T
seperti, IL-4,IL-5,IL-6 dan IFN¢ Interaksi fisik antara sel B dan sel T
memberikan sinyal melalui koreseptor CD-40-CD40hg/aerpengaruh
IL-4 berperan penting dalam imunoregulasi dan pimgakelas lg. Sel
B naif mempresentasikan IgM dan Ig D pada permukgamlan atas
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pengaruh rangsangan., sel B mengalihkan kelas ngntemproduksi
IgG, IgA, atau IgE. Ikatan antigen yang mengawaliya dari BCR
meningkatkan ekspresi sejumlah molekul membransegedrti MHC-II
dan ligan kostimulator B. Peningkatan kedua proteémbrane tersebut
meningkatkan kemampuan sel B berfungsi sebagai dé&té&m aktifasi
sel Th. Sel B yang teraktivasi mulai mengekspresiieseptor berbagai
sitokin yang memacu proliferasi dan diferensiasnja@i sel plasma dan
sel memori, pengalihan kelas dan pematangan afirffiagenitor sel B
pada sumsum tulang berkembang menjadi sel B matmg y
mengekspresikan IgM dan IgD pada permukaan memy@ann
Kemudian meninggalkabone marrow menuju organ limfoid perifer
dan mengenali antigen yang ada pada organ terselnumelengkapi
kematangannya ( Baratawidjaja, 2006).

4.6 Profil Kuantitas Sel B (B220) pada Organ Limpa (Spleen)

Sel B merupakan komponen penting pada respam ihumoral.
diproduksi di dalam bone marrow, kemudian bermigkasspleen dan
berdeferensiasi menjadi sel B matur. Bagian dates imun adaptif
sel B memberikan respon untuk antibodi umum kegantispesifik,
sementara mereka berikatan melalui BCR (B Cell pesg(Campbell,
2004).

Antigen B220 adalah marker permukaan dalamulasp limfosit
yang berbeda. Sel marker ini termasuk kelompokoglitein T200
(Coffman & Weissman, 1988 la). Sementara T200 ditkegm secara
dominan pada sel T dengan berat molekul antaradD7@an 180 000,
marker B220 diekspresikan sebagian besar oleh Sdérigjan berat
molekul 220 000 (Coffman & Weissman, 1981a; Kincatial., 1981;
Scheid et al., 1982).
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Gambar 4.8 Histogram Profil sel B220pada organ Limpa (Spleen).
Keterangan: Kontrol (K), Pengasapan rokok biasgP@)gasapan
rokok filter B (B), Pengasapan rokok filter DE (DE)engasapan
rokok filter DF (DF).

Berdasarkan histogram di atg@abar 4.8 dapat dilihat bahwa
pada kontrol mengekspresikan B22(¥.13%, pada pengasapan rokok
biasa 26.62%, pada pengasapan rokok filter B 19,@é#a pengasapan
rokok filter DE 9.14%,dan pada pengasapan roké&rfiDF prosentase
ekspresi 20.19%. Pengasapan menggunakan rokokltdyerbiasa
memiliki jumlah sel B220paling tinggi dibandingkan dengan kelompok
yang lain. Berikutnya adalah jumlah sel pada pemgms menggunakan
rokok berfilter DF dan B. Urutan berikutnya adajamlah sel B220
pada kontrol dan yang terakhir adalah jumlah s€i(Bpada perlakuan
pengasapan menggunakan rokok berfilter DE. Uragmhl jelasnya
dapat dilihat pada tabel dibawah ini.
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Tabel 4.4 Rerata Jumlah sel yang mengekspresikan Bp2ada organ
Limpa (Spleen).

Jumlah Sel 107 sel/ml
K R B DE DF
B220" | 8.10+43 | 820421 | 815+4.1| 68645 | 8.154+4.6

o =0.0¢

Keterangan: Kontrol (K), Pengasapan rokok biasa,P@tjgasapan
rokok filter B (B), Pengasapan rokok filter DE (B}engasapan
rokok filter DF (F).

Dari penghitungan jumlah sejambar 4.1Q menunjukkan bahwa
perlakuan pengasapan menggunakan rokok berfilisabneningkatkan
jumlah sel B220 sebesar 0.1xf0sel/ml dari kontrol. Paparan asap
rokok dapat memacu terjadinya inflamasi. Inflamgerig terjadi akan
memodulasi sel-sel imun seperti sel B dan sel TrikBeya dalah
pengasapan menggunakan rokok berfilter DF dan Batepeningkatan
sebesar 0.05x2@el/ml dari kontrol. Hal yang berbeda ditunjukkseh
pengasapan menggunakan rokok berfilter DE yangujusenurunkan
jumlah sel B220sebesar 1.24x2@el/ml dari kontrol.

Perlakuan pengasapan menggundkame Kretek memiliki jumlah
sel B220 yang lebih rendah dibanding dengan pengasapan
menggunakan rokok berfilter biasa. Nanopartikelgydihasilkan oleh
Divine Kretek dapat menurukan produksi sitokin Th2 (IL-4,IL-58.-
Hal ini sesuai dengan penelitian Liu,Y. et.al (2008ng menyebutkan
bahwa nanopartikel yang bersitaavenger dapat menurunkan produksi
sitokin Th2 (IL-4,IL-5,IL-6).

Proliferasi sel B dan diferensiasi menjadi gésma menjadi
antibodi dipengaruhi oleh peningkatan sitokin yéregasal dari sel T
seperti, IL-4,IL-5,IL-6 dan IFN¢ Interaksi fisik antara sel B dan sel T
memberikan sinyal melalui koreseptor CD-40-CD40hg/&aerpengaruh
IL-4 berperan penting dalam imunoregulasi dan pimgakelas Ig. Sel
B naif mempresentasikan IgM dan Ig D pada permukgamlan atas
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pengaruh rangsangan., sel B mengalihkan kelas ngntemproduksi
IgG, IgA, atau IgE. Ikatan antigen yang mengawaliya dari BCR
meningkatkan ekspresi sejumlah molekul membransegedrti MHC-II
dan ligan kostimulator B. Peningkatan kedua proteégmbran tersebut
meningkatkan kemampuan sel B berfungsi sebagai dé&té&mn aktifasi
sel Th. Sel B yang teraktivasi mulai mengekspresiieseptor berbagai
sitokin yang memacu proliferasi dan diferensiasnja@i sel plasma dan
sel memori, pengalihan kelas dan pematangan afirffiagenitor sel B
pada sumsum tulang berkembang menjadi sel B matmg y
mengekspresikan IgM dan IgD pada permukaan memy@ann
Kemudian meninggalkabone marrow menuju organ limfoid perifer
dan mengenali antigen yang ada pada organ terselnumelengkapi
kematangannya (Baratawidjaja, 2006).
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BAB V

PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Berdasarakan penelitian yang telah dilakukan dajsimpulkan

bahwa;
1.

Perlakuan pengasapan menggunakaivine Kretek dapat
menurunkan sel T CD4dan sel T CD8pada spleen dan timus
dan sel B pada Sumsum tulangdibandingkan dengatakaa
normal.

Perlakuan pengasapan menggunakaivine Kretek dapat
meningkatkan jumlah sel B pada spleendibandingkamgain
keadaan normal.

Profil Limfosit pada perlakuan paparan asap rokoktdk
menggunakambivine Filter dapat dikelompokkan, bahwa filter
B dan DF memiliki profil limfosit yang hampir miridengan
kontrol (tanpa perlakuan apapun). Sedangkan rokditer DE
memiliki profil limfosit yang hampir sama dengan ko&
berfilter biasa.

5.2 Saran

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dipéranaka perlu adanya
penambahan jangka waktu paparan asap untuk mekdagdssil yang
signifikan. Penelitian selanjutnya sebaiknya memngulkecepatan
migrasi yang terjadi pada sel-sel limfosit padaaargusat ke perifer.
Sebaiknya perlu dilihat profil sel T pada bone marr untuk
mendapatkan gambaran yang pasti mengenai profil gghda organ
pusat dan perifer. Penelitian selanjutnya sehaeusnglihat pengaruh
pengasapan secara lansung.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Dokumentasi Perlakuan Pengasapan
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Lampiran 2. Data Berat Badan Mencit

Tabel L2.1 Rerata berat badan mencit (Gram)

Kelompok Perlakuan

Hari K R B E F
1 314 31 30.7 31.9 30.6
2 32.5 31.1 30.9 32.1 31.3
3 32.5 314 31.2 32.7 31.6
AKLIMASI 4 34 33.2 32.3 33.8 32.2
5 34 33 33 33 33

6 34 33.4 33.3 33.7 33
7 34.3 33.8 33.8 34.2 33.4
8 34.4 33.6 33.6 34.5 32.8
PERLAKUAN | 9 34.4 32.6 32.7 33.3 32.6
10 34.8 32 31.8 33.1 324

36

35

34 ﬂ/

c

3§ 33 1 ——Kelompok Perlakuan K

1]

@ 32 N

§ 7 Kelompok Perlakuan R

a 31 Kelompok Perlakuan B
30 == elompok Perlakuan E
29 ——Kelompok Perlakuan F

28 T T T T

Hari

Lampiran 3. Data Hasil One-way ANOVA Jumlah Sel Terekspresi
pada Organ Timus. Limpa dan Sumsum Tulang pada Merit
BALB/c
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Lampiran 3.1 Analisis Statistik Antara Perlakuathadap Jumlah
Ekspresi Sel CD4 CDS8', dan CD4CD8" pada Timus

Tabel L3.1.1 Analisis Statistik Antara Perlakuarhadap Jumlah
Ekspresi Sel CD4 pada Timus

Uji Normalitas

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

CD4
N 301
Normal Parameters®"® Mean 32495988.33
Std. Deviation 2.901E7
Most Extreme Differences Absolute .246
Positive .246
Negative -.183
Kolmogorov-Smirnov Z 1.347
Asymp. Sig. (2-tailed) .053

a. Test distribution is Normal.

b. Calculated from data.
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Uji Homogenitas

Test of Homogeneity of Variances

Jumlah sel CD4+

Levene Statistic dfl df2 Sig.

2.204 4 25 .098

Uji ANOVA One-Way

ANOVA
Jumlah sel CD4+
Sum of Mean
Squares df Square F Sig.
Between Groups 2.205E15 4] 5.513E14 .621 .652
Within Groups 2.220E16 25 8.881E14
Total 2.441E16 29

Tabel L3.1.2 Analisis Statistik Antara Perlakuarhadap Jumlah
Ekspresi Sel CD8 pada Timus

Uji Normalitas

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

CD4
N 301
Normal Parameters®” Mean 32495988.33
Std. Deviation 2.901E7
Most Extreme Differences Absolute .246
Positive .246
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Kolmogorov-Smirnov Z

Asymp. Sig. (2-tailed)

Negative

-.183
1.347

.053

a. Test distribution is Normal.

b. Calculated from data.

Uji Homogenitas

Test of Homogeneity of Variances

Jumlah sel CD8+

Levene Statistic dfl df2 Sig.
.187 4 25 .943
Uji ANOVA One-Way
ANOVA

Jumlah sel CD8+

Sum of Mean

Squares df Square F Sig.
Between Groups| 3.483E13 4| 8.707E12| .164 .954
Within Groups 1.324E15 25| 5.297E13
Total 1.359E15 29
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Tabel L3.1.3 Analisis Statistik Antara Perlakuarhadap Jumlah
Ekspresi Sel CDLDS8" pada Timus

Uji Normalitas

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Jumlah sel

CD4+CD8+
N 30
Normal Parameters®” Mean 38938105.00
Std. Deviation 3.158E7
Most Extreme Differences Absolute 151
Positive .151
Negative -.128
Kolmogorov-Smirnov Z .829]
Asymp. Sig. (2-tailed) 497

a. Test distribution is Normal.

b. Calculated from data.

Uji Homogenitas

Test of Homogeneity of Variances

Jumlah sel CD4+CD8+

Levene Statistic dfl df2 Sig.

2.867 4 25 .044
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Uji ANOVA One-Way

ANOVA
Jumlah sel CD4+CD8+
Sum of Mean
Squares df Square F Sig.
Between Groups 1.296E15 4| 3.240E14| .293| .880]
Within Groups 2.762E16 25| 1.105E15
Total 2.892E16 29

Lampiran 3.2 Analisis Statistik Antara Perlakuaarhadap Jumlah
Ekspresi Sel CD4dan CD8 pada Limpa

Tabel L3.2.1 Analisis Statistik Antara Perlakuarhadap Jumlah
Ekspresi Sel CD4 pada Limpa

Uji Normalitas

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Jumlah sel CD4+

N 301
Normal Parameters®"® Mean 76719141.67
Std. Deviation 5.184E7

Most Extreme Differences Absolute .178
Positive 178

Negative -.123

Kolmogorov-Smirnov Z .973
Asymp. Sig. (2-tailed) .300]
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a. Test distribution is Normal.

b. Calculated from data.

Uji Homogenitas

Test of Homogeneity of Variances

Jumlah sel CD4+

Levene Statistic dfl df2 Sig.
1.831 4 25 .154
Uji ANOVA One-Way
ANOVA
Jumlah sel CD4+
Sum of
Squares df |Mean Square F Sig.
Between Groups 4.478E15 4 1.120E15 .381 .820
Within Groups 7.345E16 25 2.938E15
Total 7.793E16 29
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Tabel L3.2.2 Analisis Statistik Antara Perlakuarhadap Jumlah
Ekspresi Sel CD8 pada Timus

Uji Normalitas

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Jumlah sel CD8+

N 30]
Normal Parameters®” Mean 47144403.33
Std. Deviation 3.121E7

Most Extreme Differences Absolute 174
Positive 174

Negative -.096

Kolmogorov-Smirnov Z .953
Asymp. Sig. (2-tailed) .324

a. Test distribution is Normal.

b. Calculated from data.

Uji Homogenitas

Test of Homogeneity of Variances

Jumlah sel CD8+

Levene Statistic dfl df2 Sig.

2.741 4 25 .051
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Uji ANOVA One-Way

ANOVA

Jumlah sel CD8+

Sum of Mean

Squares df Square F Sig.
Between 1.459E15 4| 3.647E14 .340 .848
Groups
Within Groups 2.680E16 25| 1.072E15
Total 2.826E16 29

Lampiran 3.3 Analisis Statistik Antara Perlakuarthadap Jumlah

Ekspresi Sel CD4 dan CD4CD62L" pada Timus

Tabel L3.3.1 Analisis Statistik Antara Perlakuarhadap Jumlah

Ekspresi Sel CD4 pada Limpa

Uji Normalitas

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Jumlah sel CD4+

N

Normal Parameters®®

Most Extreme Differences

Mean

Std. Deviation

Absolute

Positive

Negative

55

30
43229928.33
3.225E7
197

.196

-.197




Kolmogorov-Smirnov Z 1.079
Asymp. Sig. (2-tailed) .195
a. Test distribution is Normal.
b. Calculated from data.
Uji Homogenitas
Test of Homogeneity of Variances
Jumlah sel CD4+
Levene Statistic dfl df2 Sig.
2.691 4 25 .054
Uji ANOVA One-Way
ANOVA
Jumlah sel CD4+
Sum of Mean
Squares df Square F Sig.
Between 1.881E15 4 4.703El1l4 416 .796)
Groups
Within Groups 2.828E16 25 1.131E15
Total 3.016E16 29
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Tabel L3.3.2 Analisis Statistik Antara Perlakuarhadap Jumlah
Ekspresi Sel CDLD62L" pada Timus

Uji Normalitas

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Jumlah sel
CD4+CD62L+
N 30
Normal Parameters®” Mean 30674500.00|
Std. Deviation 2.540E7
Most Extreme Differences Absolute .149
Positive .149|
Negative -.133
Kolmogorov-Smirnov Z .816
Asymp. Sig. (2-tailed) -519]

a. Test distribution is Normal.

b. Calculated from data.

Uji Homogenitas

Test of Homogeneity of Variances

Jumlah sel CD4+CD62L+

Levene Statistic dfl df2 Sig.

2.150 4 25 .104
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Uji ANOVA One-Way

ANOVA

Jumlah sel CD4+CD62L+

Sum of

Squares df Mean Square F Sig.
Between 1.236E15 4 3.089E14 442 a77
Groups
Within 1.748E16 25 6.990E14
Groups
Total 1.871E16 29

Lampiran 3.4 Analisis Statistik Antara Perlakuarhadap Jumlah
Ekspresi Sel CDg dan CD8CD62L" pada Timus

Tabel L3.4.1 Analisis Statistik Antara Perlakuarhadap Jumlah
Ekspresi Sel CD8 pada Limpa

Uji Normalitas

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Jumlah sel CD8+

N 30]
Normal Parameters®” Mean 13469693.33
Std. Deviation 7682212.339)

Most Extreme Differences Absolute .178
Positive .178

Negative -.115
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Kolmogorov-Smirnov Z .972

Asymp. Sig. (2-tailed) .301

a. Test distribution is Normal.

b. Calculated from data.

Uji Homogenitas

Test of Homogeneity of Variances

Jumlah sel CD8+

Levene Statistic dfl df2 Sig.

2.021 4 25 122

Uji ANOVA One-Way

ANOVA

Jumlah sel CD8+

Sum of

Squares df Mean Square F Sig.
Between 5.657E13 4 1.414E13 214 .928]
Groups
Within 1.655E15 25 6.620E13
Groups
Total 1.711E15 29

Tabel L3.4.2 Analisis Statistik Antara Perlakuarhadap Jumlah
Ekspresi Sel CDED62L" pada Timus
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Uji Normalitas

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Jumlah sel
CD8+CD62L+
N 30
Normal Parameters®"® Mean 16186661.67
Std. Deviation 1.238E7
Most Extreme Differences Absolute 125
Positive 125
Negative -.115
Kolmogorov-Smirnov Z .683
Asymp. Sig. (2-tailed) .740

a. Test distribution is Normal.

b. Calculated from data.

Uji Homogenitas

Test of Homogeneity of Variances

Jumlah sel CD8+CD62L+

Levene Statistic dfl df2 Sig.

1.048 4 25 403
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Uji ANOVA One-Way

ANOVA

Jumlah sel CD8+CD62L+

Sum of

Squares df Mean Square F Sig.
Between 1.303E14 4 3.257E13 .189 .042
Groups
Within 4.311E15 25 1.724E14
Groups
Total 4.441E15 29

Lampiran 3.5 Analisis Statistik Antara Perlakuathadap Jumlah
Ekspresi Sel B2Z@padaBone Marrow

Uji Normalitas

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Jumlah sel
B220+
N 30
Normal Parameters®” Mean 15543105.00
Std. Deviation 1.094E7
Most Extreme Differences Absolute 224
Positive .224
Negative -.123
Kolmogorov-Smirnov Z 1.226)
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Asymp. Sig. (2-tailed)

a. Test distribution is Normal.

b. Calculated from data.

Uji Homogenitas

Jumlah sel B220+

Test of Homogeneity of Variances

Levene Statistic dfl df2 Sig.
.965 4 25 444
Uji ANOVA One-Way
ANOVA

Jumlah sel B220+

Sum of Mean

Squares df Square F Sig.
Between 1.977E14 4] 4.942E13 378 .022
Groups
Within 3.273E15 25| 1.309E14
Groups
Total 3.470E15 29

Tabel L3.6 Analisis Statistik Antara Perlakuanhtaetap Jumlah

Ekspresi Sel B2Z(pada Limpa.
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Uji Normalitas

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Jumlah sel
B220+
N 30
Normal Parameters®"® Mean 2433265.00
Std. Deviation 1985957.375
Most Extreme Differences Absolute .265
Positive .265
Negative -171
Kolmogorov-Smirnov Z 1.450
Asymp. Sig. (2-tailed) .030

a. Test distribution is Normal.

b. Calculated from data.

Uji Homogenitas

Test of Homogeneity of Variances

Jumlah sel B220+

Levene Statistic dfl df2 Sig.

747 4 25 .569]
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Uji ANOVA One-Way

ANOVA

Jumlah sel B220+

Sum of Mean

Squares df Square F Sig.
Between 4.136E12 4| 1.034E12 .234 916
Groups
Within 1.102E14 25| 4.410E12
Groups
Total 1.144E14 29
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