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Windy "Yuliana~Budianto, “NIM. 176070100111002. 'Program:- Magister-limu
Biomedik Fakultas-Kedoketran Universitas Brawijaya Malang;.13-Desember 2018.
Efek Paparan Partikel Debu Batu Bara Terhadap Aktivitas SOD dan_Kerusakan
Oksidatif DNA pada Mencit Model Asma. Komisi Pembimbing, Ketua: Husnul
Khotimah; Anggota: Eko Suhartono

Asma merupakan inflamasi .kronis saluran, pernapasan .yang -dapat
diperparah -dengan paparan-alergen secara terus menerus. Partikel debu batu
bara ‘merupakanjenis’alergen’yang didapat' dari/ polutan: udara“yang’ diketahui
dapat | /meningkatkan:; - hipersensitivitas, - inflamasi | saluran-: pernapasan; -, dan
menimbulkan stres oksidatif pada kondisi asma._Meski demikian, hingga saat ini
patomekanisme ‘asma dan ‘debu batu bara belum diketahui secara pasti. Oleh
karena itu, ‘penelitian-ini-bertujuan untuk -mengetahui efek-paparan partikel ‘debu
batu bara terhadap-aktivitas SOD:dan kerusakan oksidatif DNA pada mencit model
asma.

Sebanyak 24 ekor mencit balb/c betina dibagi kedalam empat kelompok.
Kelompok pertama merupakan kelompok-kontrol. Kelompok kedua adalah 'mencit
yang diberi-paparan inhlasi partikel debu batu bara PM5-12,5 mg/m3iselama 4
minggu: Kelompok ketiga, yaitu- mencit -yang: disensitisasi- OVA- melalui:;injeksi
intraperitoneal dan inhalasi OVA 1% dalam NaCl 8 mL 3 kali dalam _seminggu
selama 8 minggu. Kelompok- keempat ‘adalah mencit yang disensitisasi OVA
melalui injeksi-intraperitoneal dan inhalasi OVA'1% dalam NaCl 8 mL 3-kali dalam
seminggu selama 8 minggu serta diberi: paparan inhalasi partikel-debu batu bara
PM5 12,5 mg/m3.selama 4 minggu.

Pengolahan partikel debu batu bara dilakukan menggunakan alat pulverizer
yang “terdiri- dari-Ball;’ 'Ring, ‘dan’ Raymond -Mild di-Laboratorium’ Carsurin-Coal
Banjarmasin. Proses tersebutimenghasilkan:partikel debu batu bara berukuran'75
pm. Agar partikel. debu. batubara dapat.masuk-ke dalam-saluran:pernapasan
bawah, maka partikel debu batubara-tersebut kemudian di lakukan-penyaringan
kembali' menggunakan filter ‘Mesh MicroSieve (BioDesign, Newyork, Ny, USA).
sehingga diperoleh “partikel debu batubara' ‘dengan ''diameter: 5 'ym ' (PMs).
Sensitisasi OVA yang diberikan adalah albumin yang berasal dari Dried-Egg White,
crude (nomer produk-A0198, TCIl Chemical, India, Pvt, Ltd). Sensitisasi. awal diberi
melalui injeksi OVA secara intraperitoneal pada hari ke-0 dan 14. Sensitisasi ulang
diberikan ¥ pada “hari- 'ke-21melalui ‘inhalasi’'OVA 1% " dengan- menggunakan
ultrasonic/nebulizer - Omron (tipe NE-U17,:Shimadzu, Konotsubo, ‘Terado-cho,
Muko, ' Kyoto, Japan): selama .20 menit secara berkala 3. kali dalam seminggu
selama 8 minggu.

Stres oksidatif dilihat dengan mengukur aktivitas SOD dengan metode NBT,
dan konsentrasi 8-OHAG dengan enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) kit
mouse 8-Hydroxy-desoxyguanaosine -(Cat:No. (EQ187Mo;~Bioassay- Technology
Laboratory,. Shanghai, China)... Hasil ..penelitian . menunjukkan . tidak , terdapat
penurunan yang signifikan pada aktivitas SOD serum serta tidak terdapat
peningkatan 'yang signifikan pada konsentrasi'8-OHdG serum-dari-masing-masing
kelompok (p>0,05). Paparan: partikel-debu-batu' bara selama 4-minggu: belum
mampu-menyebabkan penurunan aktivitas-SOD. serum. dan peningkatan 8-OHdAG
serum.pada mencit model asma.
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SUMMARY
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Windy Yulian-Budianto, NIM.,176070100111002, Master-Program iin' Biomedical
Sciences, Faculty-of : Medicine - Universitas-Brawijaya, Malang,. December- 13",
2018. Effect of Coal Dust Particulate Matter Exposure,on the SOD Activity and the
Oxidative DNA Damage in'Asthma Mice Model. Supervisor, Chairman: Husnul
Khotimah; Member: Eko Suhartono.

Asthma is a chronic inflammation of .the ‘respiratory tract which can be
aggravated-by continuous exposure to allergens. Coal dust particles-are a type‘of
allergen: obtained from™air/pollutants that’are' known to'increase ‘hypersensitivity
and inflammation. of the-respiratory tract as well as trigger-the joxidative, stress-in
asthma_conditions. However, to date, coal dust and asthma pathomechanism
remain unclear. Thus, “this ‘study aimed to examine the “effect of coal ‘dust
particulatematter-exposure on the SOD-activity'and the oxidative DNA damage-in
asthma mice model.

Twenty-fourth-female. balb/c mice were divided.into four groups.. The first
group was the controlled group. The second group was composed of mice exposed
to 12:5 mg/m® PMs coal dust for four weeks. The third group 'was composed of
OVA-sensitized mice by peritoneal injection and inhalation-of 1% OVA diluted in-8
mlL /NaCl, three times-a week for.eightweeks. The fourth, group was .composed.of
OVA-sensitized mice by peritoneal injection and inhalation of 1% OVA diluted in 8
mL NaCl, three times a week for eight weeks, and exposed to inhalation of 12.5
mg/m?3 PMs coal dust particles for four weeks:

The-coal dust particles were produced’using pulverizer consisting of Ball,
Ring, and Raymond Mill at Carsurin Coeal Laboratory, in Banjarmasin.-The.process
produced coal dust particles with a diameter of 75'um. Coal dust particle that was
engineered-toreach thellowerrespiratory tract was confirmedto'have-the diameter
of fewer than 5 pm:(PM5)./It was obtained by filtering the 'coal dust that'has -been
grinded-priorly-using a:Mesh MicroSieve (BioDesign, Newyork; Ny,.USA). The OVA
used, was albumin from Dried Egg White, crude (Product number.A0198, TCI
Chemical, “India, ~Pvt.” 'Ltd).” “The " ‘initial ' sensitization was" ~performed - by
intraperitoneally injecting of OVA. The re-sensitization was performed-on day 21
by inhalation-0f- 1% QVA using Omron-Ultrasonic; Nebulizer -(type: NE=U17,
Konotsubo, Terado-cho, Muko,.Kyoto, Japan) for 20 minutes. periodically three
times a week for eight weeks.

The~ oxidative’ 'stress” was examined by’ measuring 'the ‘SOD " activity
employing the:NBT method, -and the 8-OHdG concentration using the -mouse 8-
Hydroxy-deoxyguanaosine enzyme linked-immunosorbent, assay. (ELISA) kit-(Cat.
No.E0187Mo, Bioassay Technology Laboratory, ‘Shanghai, China). The results
reported that there were no significant ‘decrease in SOD activity and also’ ho
significant’increase in'8:OHdG ‘serum<concentration from: each group’ (p>0.05).
Combinationrof OVA and coal-dust showed the worst effecton:IL-13, 8-OHdG; and
SOD activity as.well.-Coal dust, exposure. for four weeks isn’t adequate.to induce
oxidative DNA damage systemically in asthma mice model.
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PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Asma: merupakan; penyakit inflamasi  kronis 'saluran. pernapasan ‘yang

UNIVERSITAS
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melibatkan banyak ~sel dan’ elemennya. .Inflamasi . tersebut menyebabkan

hiperresponsif:pada saluran pernapasanyang akan menimbulkan-gejala episodik

J
%

berulang. Gejala episodik berulang yang sering muncul adalah sesak napas yang
diikuti-dengan-suara 'mengi ' (wheezing), dada terasa berat,-dan'batuk yang sering
terjadi; pada malam thari. (GINA,. 2015). Gejala. yang .berulang dari~asma dapat

mengganggu ~aktivitas “tidur~dan aktivitas -sehari-hari.* Asma~ memiliki’ 'tingkat

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

kematian.terendah:. jika -dibandingkan:dengan:penyakit kronis;lainnya,-meskipun
demikian derajat “keparahan “asma ‘sangat menentukan ‘kualitas hidup " dari
penderita,(WHO; 2017):

Berdasarkan data World Health Organization. (WHO) (2017) dinyatakan

bahwa, prevalensi: penderita:asma diprediksi (meningkat-dari’ tahun 2016-2025
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yakni dari 235 juta menjadi 400 juta penduduk di dunia (WHO, 2017 dan GINA

2
i

2015). 'Sementara- itu, -berdasarkan data 'RISKESDAS tahun-2013 prevalensi
penyakit asma di.Indonesia mencapai.4,5%, dari_seluruh jumlah penduduk. Pada

sisi'lain, sebanyak-6,4% penduduk menderita asma berada-di-Wilayah'Kalimantan

| REPOSITORY.UB.ACID |

Selatan- (Riskesdas; 2013).., Berdasarkan.. data  tersebut . didapatkan. bahwa

Kalimantan-Selatan merupakan wilayah terbesar ke-5'di Indonesia dengan jumlah

penderita.asma terbanyak setelah Sulawesi,Tengah (7,8%), Nusa Tenggara Timur

(7,3%), Daerah Istimewa Yogyakarta (6,9%), dan Sulawesi Selatan (6,7%).
Kejadian asma disebabkan oleh adanya kontak dan:interaksi secara terus

menerus. tehadap alergen,. sehingga-menyebabkan reaksi alergi yang memicu

inflamasi ' cdan ' ‘perubahan ‘struktur “saluran''pernapasan: (airway remodeling).
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Penelitian tentang.asma, sudah banyak dilakukan dengan subyek manusia. Akan

|

tetapi, beberapa ‘penelitian’ telah-menggunakan-hewan coba sebagai-model asma
yakni dengan-menggunakan-Ovalbumin (OVA): Berdasarkan: penelitian Barlianto
dkk (2009) menyebutkan bahwa paparan kronik OVA secara inhalasi pada model
binatang 'alergi menyebabkan inflamasi; alergi dan_perubahan- struktur: saluran

napas. Perubahan struktur saluran.napas (airway remodeling) menunjukkan
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seperti gambaran asmapada manusia. (Barlianto 'dkk, 2009)! Penelitian‘Ricardo et

J
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al (2004) menunjukkan adanya kerusakan oksidatif, protein yang .ditandai oleh
peningkatan' kadar karbonil-protein dan ‘TBARS (Thiobarbituric Acid-Reactive
Species). pada:paru dari. proses. paparan_debu. batu bara.(Ricardo-et al,: 2004).

Selain’ itu, penelitian-Kania ‘et al' (2012) ‘menunjukkan ‘bahwa ‘efek dari ‘paparan

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

debu batu. bara: PMio menyehabkan peroksidasi. lipid-yang -ditunjukkan: dengan
peningkatan’ “kadar ~‘malondialdehyde " (MDA) " pada  paru dan cairan "BAL
(Bronchoalveolarlavage) tikus: (Kania-et:al;,201:2):

Kondisi asma dapat diperparah dengan adanya paparan dari alergen yang

terus. menerus. Alergen-alergen-tersebut: ditemukan pada: polutan udara seperti
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asap rokok, asap kendaraan bermotor, asap pabrik dan pertambangan, serta debu

"
7

dari lingkungan rumah -atau-debu dari proses_ pertambangan (Liu et-al,'2009).
Polutan. yang..banyak  terdapat. di Wilayah  Kalimantan Selatan_salah, satunya

adalah' ‘debu- pertambangan ''batu ' bara.’-Berdasarkan ~data- Badan ' Geologi

| REPOSITORY.UB.ACID |

Indonesia tahun 2013, Kalimantan Selatan-merupakan, salah-satu dari-3,provinsi

sebagai’ penghasil’ tambang-batu bara ‘terbesar di- Indonesia~(Badan  Geologi

Indonesia, 201.3).

Debu batu bara hasil proses pertambangan dan transportasi batu bara dapat
terhirup pekerja-itambang | idan: masyarakat ' sekitar. 1 Hasil- pengamatan :yang
didapatkan dari.proses tambang batu.bara dan transportasinya diketahui bahwa

dari proses-tersebut diduga'dapat menghasilkan particulate:matter-debubatu bara
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di.udara bebas baik dipertambangan maupun pada jalur lalu lintas, yang-dilalui truk-

|

truk pengangkut batu-bara. Particulate matter debu batu bara yang beredar bebas
diudara-dapat-menjadi polutan yang mempengaruhi morfologi saluranpernapasan
(Ricardo et al, 2004).

Senyawa yang-terkandung didalam debu batu bara-antara-lain karbon,

hidrogen, nitrogen, oksigen, mineral anorganik, kuarsa, dan trace logam (Donbak

BRAWIJAYA
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et al, 2005).:Kandungan-anorganik yang terdapat dalam debu-batu bara‘yaitu'besi
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(36.9%), -silika (17.9%), molibdenum (15%), alumunium (10%), kalsium (8.67%),
sulfur(4.7%), titanium' (3:65%), dan beberapa' senyawa anorganik lainnya yang
terdapat :lebih. sedikit; seperti. potasium. (0.96%), magnesium: (0.53%),. yterbium

(0.40%), kromium-(0,34%), nikel (0.20%), dan vanadium-(0.16%)(Kania ‘et al,
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2012).  Senyawa-senyawa tersebut terdapat. pada; polutan. debu batu- bara-yang
dapat terhirup melalui’ saluran’ pernapasan. Paparan yang terus menerus akan
mengakitivasiimakrofag:alveolar-dan menghasilkan spesies:oksigen reaktif (ROS),
serta  melepaskan mediator “inflamasi. Mekanisme tersebut dapat memicu

kerusakan -paru-paru | yang:idapat mengakibatkan /penurunan: fungsi.isistem
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pernapasan dan stres oksidatif (Richardo et al, 2004, Liu et al,.2009).

"
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Stres 'oksidatif' merupakan ketidakseimbangan “antara- oksidan: dan
antioksidan yang.ada, di. dalam tubuh-sehingga dapat. mengakibatkan kerusakan

oksidatif. ‘Oksidan~ merupakan ‘molekul -yang -dapat 'mehnarik' ‘elektron molekul

| REPOSITORY.UB.ACID |

terdekatnya, sehingga molekul, tersebut .menjadi. tidak ; stabil. ; Oksidan , terdapat

dalam dua bentuk, yakni-bentuk radikal (misalnya radikal hidroksil, radikal peroksil,

anion superoksida; dan;lain-lain) dan-non radikal |(misal-molekul "H>0, HOCI,
HOBI, dan lain-lain) (Umit et al, 2011), Sementara itu antioksidan adalah molekul
yang dapat-menghambat proses: oksidasi. Antioksidan dapat dibedakan 'menjadi
antioksidan enzimatik (misal peroksidase, katalase, , dan superoksida dismutase)

dan nonenzimatik seperti;vitamin C dan E; beta karoten, glutation; dan-lain-lain.
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Penelitian; Ricardo. et al. (2004) menunjukkan adanya peningkatan aktivitas

|

SOD di paru-paru tikus pada hari ke-60 setelah diberikan paparan debubatubara.
Peningkatan--aktivitas -SOD-; merupakan ~salah- satu, mekanisme= pertahanan
terhadap proses Kerusakan oksidatif yang terjadi-pada paru-paru (Ricardo et al,
2004). ‘Kerusakan- oksidatif -merupakan efek ‘dari 'proses: oksidatif r'yang :tidak

teratasi sehingga dapat menyebabkan' kerusakan lipid dengan  terbentuknya
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malondialdehid ' (MDAY,- kerusakan protein-dengan_terbentuknya ‘karbonil:'dan
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Advanced Oxidation-Protein Products (AOPP), dan_kerusakan DNA dengan
terbentuknya -8-hydroxydeoxyguanosine (8-OHdG) (Cho-et al, 2010).
Penelitian,olehBortey-Sam et al (201 7). mengenai hubungan antara paparan

metal-terhadap ‘kerusakan lipid“dan' DNA-pada’ populasi,”menunjukkan ‘adanya
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peningkatan -MDA. dan..8-OHdG pada urin:.sampel, yang. tinggal. di. daerah
perkotaan. Peningkatan MDA ‘dan 8-OHdG pada urin 'sampel ‘menunjukkan
adanya kerusakan:lipid-dan kerusakan:DNA pada individu diidaerah:perkotaan
Kumasi, . Ghana. Selain itu, “pada _penelitian tersebut menunjukkan adanhya

hubungan’paparan metal pada daerah-perkotaan /Kumasi terhadap peningkatan
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penyakit asma pada individu perkotaan (Bortey-Sam et al, 2017).

"
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Pengukuran-8-OHdG 'serum pada ' mencit 'model asma ‘didasarkan ‘pada
penelitian . yang . dilakukan;. oleh Tzartzaki . et al ;(2012).. Penelitian . tersebut

mengidentifikasi “adanya ' peningkatan-konsentrasi-8-OHdG ' 'pada'serum- dan

| REPOSITORY.UB.ACID |

sputum- pasien; COPD (Chronic Obstructive : Pulmonary .Disease) yang diikuti

dengan terdeteksinya MSI' (Microsatellite DNA Instability) atau (MSI +) (Tzortzaki

etal, 2012)--Hal tersebut sesuai dengan beberapa-hipotesis; pada penelitian
sebelumnya yang menyebutkan bahwa MSI akan terlihat pada kondisi inflamasi
kronik padajaringan seperti yang ditunjukkan: sebelumnya pada COPD, reumatoid
artritis, dan asma...MSI .akan menjadi subjek  perubahan sekunder.. yang

berhubungan -dengan'inflamasi: kronik' 'saluran’ ‘napas‘/dan:'peningkatan :stres
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oksidatif : yang - kemudian . menyebabkan- ketidakseimbangan :antara.- kerusakan

|

DNA dan mekanisme DNA repair (Makris-et al,2008;-Zervou et al, 2006; Chang'et
al;:2002).

Meski demikian, keterlibatan SOD pada kondisi asma yang terpapar batu
bara hinggar mengakibatkan kerusakan oksidatif: DNA /masihbelum: diketahui

secara jelas. Oleh karena itu, pada penelitian ini akan dikaji efek paparan partikel
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debu batu bara terhadap aktivitas SOD. dan kerusakan oksidatif DNA yang ditandai
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oleh peningkatan 8-OHdG serum pada mecit model asma.

1.2 Rumusan Masalah
Apakah paparan partikel' debu batu bara dapat, menurunkan aktivitas SOD

dan kerusakan'oksidatif DNA'yang ditandai‘dengan' peningkatan ‘8-OHdG! serum

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

pada mencit model asma?

1.3 | Tujuan Penelitian
1.3.1, Tujuan Umum

Tujuan umum dari'penelitian ini wntuk menjelaskan: efek paparan' partikel
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debu batu bara terhadap aktivitas SOD.dan kerusakan, oksidatif DNA yang ditandai

2
i

oleh peningkatan'8-OHdG' serum pada‘mencit model. asma.
1.3.2. Tujuan Khusus

Tujuan khusus'dari penelitian ini-untuk:

| REPOSITORY.UB.ACID |

1, Membuktikan, adanya penurunan:aktivitas :antioksidan-superoksida

dismutase (SOD) serum pada mencit model asma.

2. Membuktikan ;adanya peningkatan- kerusakan -oksidatif '/DNA -yang
ditandai adanya peningkatan 8-OHdG serum pada mencit ‘model

asma.
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3, Membuktikan . hubungan antara aktivitas. antioksidan superoksida

|

dismutasi- (SOD) dengan" kerusakan' oksidatif DNA” yang ' ditandai
dengan peningkatan-8-OHdG serum, pada mencit- modelrasma.

4, Membuktikan hubungan antara efek paparan partikel debu batu bara
terhadap -aktivitas: SOD dan kerusakan oksidatif:-DNA yang ditandai

oleh peningkatan 8-OHdG serum pada mencit model asma.
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1.4, Manfaat Penelitian
1.4.1.Manfaat Teoritis

Penelitian ini-diharapkan dapat - memberikan wawasan tentang patofisiologi
partikel debu batu bara pada-“kondisi terhadap aktivitas antioksidan tubuh dan

kerusakan oksidatif DNA.
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1.4.2. Manfaat Praktis
Penelitian ini-diharapkan dapat memberikan informasi bahwa 8-OHdG dapat
digunakan. sebagai biomarker kerusakan oksidatif DNA pada; serum dari darah

individu yang memiliki asma dan-terpapar partikel debu'batu bara:
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BAB 2
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TINJAUAN'PUSTAKA

2.1 Asma
2.1.1 Definisi

Asma merupakan gangguan inflamasi kronik pada bagian pernapasan yang

BRAWIJAYA
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melibatkan‘interaksi kompleks dari berbagai jenis sel. dan mediatornya (Sahiner et

J
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al, 2011). Inflamasi tersebut menyebabkan peningkatan hiperresponsivitas saluran
pernapasan yang -menimbulkan-gejala-episodik’berulang-yang-ditandai'dengan
sesak napas. disertai, suara.mengi (wheezing), dada terasa: berat, batuk yang

sering 'terjadi~ pada “malam “hari atau- pagi' hari (WHO,-'2017;~ Kleniewska “&
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Pawliczak,.2017).. Asma i bersifat reversibel- . sehingga -dapati-pulih;tanpa
pengobatan, meskipun demikian derajat kKeparahan asma sangat menentukan
kualitas hidup-penderitanya (WHO, 2017).

2.1.2 Etiologi

Beberapa hasil penelitian’ menyebutkan keterlibatan:spesies: oksigen reaktif
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(ROS). vyang - diproduksi .- secara .endogen _maupun__eksogen, terhadap

2
i

perkembangan' patogenesis asma. Selain‘itu, terdapat banyak faktor! risiko-yang
memicu. perkembangan_asma, diantaranya faktor. yangberasal dari-individu dan

lingkungan.  Kedua faktor-tersebut secara bersama-sama -akan meningkatkan

| REPOSITORY.UB.ACID |

risiko asma. Faktor individu seperti kecenderungan genetik misanya peningkatan

IgE, jenis kelamin (asma sering menyerang wanita dan pria dewasa muda), ras,

obesitas,  dan. stres/-oksidatif. -Sementara -itu; - faktor, :lingkungan-yang : dapat
menyebabkan asma_ diantaranya adalah alergen (baik dari hewan ataupun
tumbuhan);> terjadinya -infeksi  virus,- diet) (asupan_rendah: antioksidan dalam
makanan), dan. polusi.udara (asap knalpot, asap tembakau, serta debu hasil dari

proses tambang batu bara) (Kleniewska & Pawliczak, 2017).
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Proses.tambang batu bara dapat mencemari lingkungan: baik: itu-tanah, .air

|

dan udara ‘yang nantinya akan berdampak- buruk bagi kesehatan manusia.
Beberapa -hasil:penelitian, menunjukkan -adanyaproses jinflamasi pada; saluran
pernapasan yang terjadi pada-pekerja tambang dan masyarakat yang bermukim
disekitarnya yang terpapar oleh batu bara (Kania et al; 2014;-Petsonk et al, 2013,

Matzenbacher et al, 2016). Mo et al (2014) mengemukakan bahwa individu yang
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menghirupdebu-batu bara' menimbulkan berbagai penyakit ‘saluran:pernapasan

J
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seperti_fibrosis. paru- (Mo et ‘al, 2014). Sementara. itu, Omland -et_al (2014)
menyebutkan bahwa-inhalasi-kronik batu bara dapat menstimulasi-penyakit kronik
seperti asma, bronkitis. dan empisema:(Omland. et al, 2014).

2.1.3-Patofisiologi Asma

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

Keterpaparan faktor risiko asma-terhadap penderita :asma: merupakan
langkah awal yang mencetuskan berkembangnya asma dan menimbulkan
berbagaimacam: gambaran:klinis yang)sering;muncul; pada :penderita;asma.
Gambaran khas dari asma berupa inflamasi saluran pernapasan yang merupakan

hasil yang-dimediasi- oleh sel’ mast,-eosinofil; s sel .epitelial,~ dan: sel limfosit' T,
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makrofag, dan neutrofil. Mekanisme imun yang menggerakkan proses inflamasi

2
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pernapasan pada-asmal'diperantarai-oleh sel-sel imun'terutama sel-limfosit T.
Jumlah limfosit: T.CD4+ meningkat pada.asma dengan dominasi sel-limfosit Th2.

Sementara‘itu; asma dapat dipresentasikan’ sebagai ‘akibat-adanya kondisi alergik

| REPOSITORY.UB.ACID |

dan nonalergik; -hal (tersebut. terlihat pada .kehadiran, IgE -yang. diaktivasi-.oleh

alergen. (Faturrachman‘et al, 2012; Maslan & Mims,2014).

Alergen-yang masuk ke dalam saluran. pernapasan dan terakumulasi-pada
sel' epitelial saluran_ pernapasan. Akumulasi alergen di~ sel  epitelial- akan
mengaktivasi makrofag dan melepaskan sitokin (GM-CSF; IL-6,1L-8, 1L-11, L-16)
serta kemokin (eotaxin, RANTES, dan TARC). Alergen yang masuk pada saluran

pernapasanjuga-akan diproses agar antigen dari'alergen.dipresentasikan'oleh;sel
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dendritik ke sel limfosit T native yang kemudian akan memberikan stimulasi-pada

|

sel'ThO." ThO yang teraktivasi'akan melepaskan IL-4 'dan-1L-13; dengan adanya
IL-4 dan IL-13:yang dilepaskan akan -mengaktivasi, sel Th2.-Sel--Th2 -yang
teraktivasi dapat bereaksi dengan GM-CSF. untuk mengaktivasi monosit yang
secara tidak langsung mengaktifkan-MCP-1  (Monocyte  Chemotactic Protein-1)

untuk mengaktivasi makrofag (Barnes, 2003; Killeen & Skora, 2013).
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Allergen

o 4 GM-CSF, IL-6, IL-11, IL-16
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)
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15 (Barnes, 2003)

Gambar . 2.1.,Mekanisme.Sitokin-pada Patofisiologi. Asma. Terdapat banyak
sitokin yang dilepaskan dari sel-sel inflamasi dan sel struktural saluran
pernapasan yang-menimbulkan'respon inflamasi saluran‘pernapasan:
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Makrofag yang telah teraktivasi baik melalui akumulasi alergen di sel epitelial

ataupun ' melalui MCP-1/kemudian ~akan‘melepaskan /IL-12 ~dan" IL-18 “yang

‘ REPOSITORY.UB,ACID ‘

berperan dalam stimulasi ThO untuk, mengaktivasi ;Th2. Selain itu, Th2 yang
teraktivasi juga akan melepaskan IL-4,"IL-5;-1L-9 dan IL-13. 1L-4 dan 1L-13 dapat

menstimulasi sel. B.dalam memproduksi.lgE. IgE yang terbentuk bersama dengan

IL-9 akan mengaktivasi-sel'mast (Barhes, 2003; Killen'& Skora; 2013). Sel'mast
yang teraktivasi- akan:melepaskan mediator inflamasi seperti- histamin, leukotrien
(C4, D1, danE,), serta prostaglandin D2. Ketiga mediator tersebut berperan sebagai

bronkokonstriktor; yang-menimbulkan’ bronkokontriksisaluran ;pernapasan. Hal
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tersebut | menyebabkan munculnya  gejala. pada penderita;; asma. (Busse &

Lemanske, 2006; Killeen & Skora, 2013; Maslan & Mims, 2014).

Environmental factors Th2/Th1
cytokines (e.g.,
IL-13, TNF«)

Environmental factors and
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(Holgate & Polosa, 2006; Killeen & Skora; 2013)

Gambar 2.2.'Faktor-faktor'yang Menghambat Aliran Udara pada Asma“Akut
dan- Persisten. 'Faktor-faktor ‘yang mempengaruhi-aliran’ udara pada
asma akutdan-persisten.. GM-CSF (Granulocyte-Macrophage ;Colony-
Stimulating Factor); IgE (imunoglobulin E); IL-13 (interleukin 13); Th (T
helper); " TNF-ou (Tumor Necrosis Factor-alpha).
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Sementara itu, IL-5 yang teraktivasi akan bermigrasi ke sumsum tulang dan

£
i

berperan dalam “diferensiasi-eosinofil. ‘Greenfeder et al'(2001) mengkonfirmasi
terdapat . peningkatan, ekpresi. gen IL-5 di limfosit pada, biopsi. bronkus pasien

dengan ‘asma 'simtomatis‘ dan’ rinitis “alergik' '(Grrenfeder-et ‘al, -2001)." ‘Aktivasi

| REPOSITORY.UB.ACID |

eosinofil juga dapat dilakukan oleh otot polos.yang berinteraksi dengan sitokin GM -

CSF, serta kemokin RANTES, eotaxin dan MCP-4 melalui aktivasi reseptor CCR3

yang terletak dieasinofil. Eosinofil yang terbentuk berupa-survival eosinofil-yang
dapat” melepaskan mediator inflamasi ‘untuk menciderai’ saluran_pernapasan.
Keberadaan survival eosinofil:dapat bertahan lama akibat interaksi yang berulang

dengan IL-5 dan GM-CSF sehingga menimbulkan inflamasi saluran napas
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persisten dan.hiperresponsif.saluran napas.(Barnes, 2003; Kasaian: et al, 2013;

|

Killeen & Skora, 2013).

Sitokin fainnya yang dilepaskan-dari makrofag yang:teraktivasi: (IL-1p;I1L-6,
dan TNF-a) dan sel-epitelial (PDGF,, FGF, EGF, dan .IGF-1). memiliki peranan
penting dalam> memperkuat respon inflamasi yang menimbulkan reaksi inflamasi

saluran-pernapasan yang memicu asma..1L-1f dan TNF-o secara bersama-sama
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membentuk’ proinflammatory transcription factor, nuclear factor-kB (NF-«kB), dan
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activator protein-1-(AP-1) yang :akan-mengaktivasi gen-gen-inflamasi-di.saluran
napas pada kondisi asma (Kay et al, 2004; Holgate, 2006).
IL-6, “TNF-a;; dan' faktor— pertumbuhanVEGF ''yang-'dilepaskan; dapat

menstimulasi peningkatan jumlah pembuluh darah; di, saluran -napas.. Inflamasi

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

terus “menerus “pada’ ‘saluran “pernapasan ‘dapat- menstimulasi - ‘kebocoran
mikrovaskular. Kebocoran mikrovaskular yang terjadi mengakibatkan peningkatan
sekresi saluran napas, gangguan fungsi ‘mukesiliar, pembentukan mediator
inflmasi: baru dari prekursor ;plasma (kinin) dan terjadinya edema mukosa:yang

berkontribusi pada penyembitan saluran pernapasan dan hiperresponsif saluran
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pernapasan.' Sementara'itu, PDGF, FGF,; EGF dan IGF-1 akan: yangteraktivasi

2
i

menstimulasi hipersekresi mukus, hiperplasia otot polos dan fibrosis paru (Barnes,
2003;-Kay et al, 2004; Holgate, 2006).

2.1.4, Stres Oksidatif,;pada Asma

| REPOSITORY.UB.ACID |

Keseimbangan- (homeostasis) “fungsi “seluler " selama “stres ‘oksidatif

bergantung- pada induksi, yang-tepat: dari- mekanisme: pertahanan ;antioksidan.

Antioksidan" 'merupakan’ mekanisme pertahanan’ in vivo danin ‘situ dari-sel
terhadap ketidakseimbangan radikal bebas danantioksidan:(Mak et al,;2006; Ried|
et al, 2008). Antioksidan yang terbentuk berperan dalam perlindungan sel dan

jaringaniterhadap produksi'spesies oksigen dan nitrogen reaktif yang berlangsung
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selama. terus-menerus. . selama proses. . metabolisme. . Disequilibrium  pada

|

penurunanstatus- pernapasan-merupakan’ penentu’ tingkat ‘keparahan' asma
(Sahiner et-a;-201.1).

Antioksidan "enzimatik yang utama terdapat di paru-paru adalah- SOD,
katalase,  dan: glutation peroksidase. Saat- terrjadinya ' asma;, -maka :paru-paru

mengalami penurunan aktivitas antioksidan, Hal tersebut . didukung dengan
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beberapa /penelitian - yang' 'menunjukkan adanya penurunan ' kadar: ‘antioksidan
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nonenzimatik dan enzimatik seperti glutation peroksidase, SOD pada anak-anak
dengan asma. Selain-itu, adanyapenurunan yang signifikan dari asam aminoyang
berkontribusi. dalam sintesis glutation, glisin dan glutamin pada anak dengan asma

(Sahiner ‘et-a, 2011).

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

Tiga -bentuk. SOD, , (CuzZn-SOD,-. Mn-SOD,, dan. EC-SOD) 'secara- luas
dinyatakan terletak di' dalam paru-paru. Pada kondisi asma terjadi’ penurunan
aktivitas dari tiga: bentuk /SOD,baik di:sel epitel-paru; cairan paru,-dan:saluran
pernapasan. Penurunan tersebut berhubungan dengan tingkat keparahan dari

asma (Combhair et-al,’2005; Sahiner et al,(2011)." Tidak hanya:penurunan SOD,
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kondisi asma juga menyebabkan penurunan katalase yang terjadi di.cairan BAL.

2
i

Seperti'yang diketahui, katalase:merupakan metaloprotein‘yang berperan‘'sebagai
scavenger, bagi:H202. Penurunan katalase sebagai akibat dari tekanan, oksidatif

yang terus menerus sehingga NADPH: berikatan 'dengan ‘enzim dan ‘menstabilkan

| REPOSITORY.UB.ACID |

struktur- serta- melindungi, katalase agar. tidak- teraktivasi. (Ghoshi-et- al, : 2003;

Sahiner et al, 2011).

Berbeda. dengan-SOD; dan katalase-yang, mengalami jpenurunan -pada
kondisi asma, glutation peroksidase mengalami peningkatan di paru-paru. Sejalan
dengan hasil:penelitian: ' sebelumnya: yang- menunjukkan: ‘adanya peningkatan
glutation pada kondensat napas yang-dikeluarkan anak dengan asma (Combhair et

al; '2000; Corradi- et al, 2003).'Penurunan ‘antioksidan yang terjadi selama asma
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menyebabkan. stressoksidatif yang berdampak merugikan pada fungsi. saluran

|

pernapasan ‘penderita asma seperti kontraksi- otot-polos 'saluran-pernapasan,
menginduksi-reaksi hiperresponsivitas:saluran-napas;, hipersekresi:mukus, dan
eksudasi vaskular. Secara' keseluruhan dampak tersebut akan menyebabkan

peningkatan keparahan-asma (Wood et-al, 2003):
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2.2 “Partikel"'Debu Batu Bara
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2.2.1 Definisi

Batu bara merupakan batuan sedimen mudah terbakar yang terbentuk dari
bahan organik:seperti sisa tumbuhan selama jutaan’ tahun yang dipengaruhi-oleh
adanya tekanan dan panas bumi. Batu bara merupakan bahan bakar fosil yang

menjadi 'sumber “energi/paling banyak “terdapat di’~dunia.> Pada’' proses

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

pertambangan akan terbentuk serpihan kecil dari batu bara yang disebut dengan
partikel debu batu-bara‘(Matzenbachertet al;; 2016; Kania‘etal,'2014; Suhartono,
2016).

Partikel debu batu bara-merupakan campuran bahan-yang-sangat kompleks

dan heterogen, berasal dari senyawa yang terdapat pada batu bara. Partikel debu
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batu bara merupakan material batu bara yang berbentuk bubuk ‘(Powder), yang
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berasal- darir hancuran-batu- bara ketika pemrosesannyar(breaking,: blending,
transporting, and weathering)-(Huang & Finkelman, 2008; Matzenbacher et al,

2016). 'Pada ‘transportasi. batu bara; -partikel_ debu batu: 'bara “dihasilkan: dari

| REPOSITORY.UB.ACID |

pergerakan batu bara.di dalam-bak truk pengangkut selama proses pengangkutan

(Suhartono, 2016).
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. Gaar 2.3. Batu Bara da Partikel Debu Bat Bara
2.2.2 KomposisiKimia

Karbon merupakan senyawa utama penyusun struktur batu bara. Selain itu,
baik batu 'bara maupun ‘partikel debu batu‘bara tersusunvdari-campuran berbagai
senyawa . seperti. oksigen, ..nitrogen, -hidrogen, . logam. transisi. (tembaga, nikel,
kadmium,timbal; antimon, besi, boron, serta seng), kuarsa (crystalline'silica), serta
mineral-dan berbagai -elemen ;anorganik, (kaolin, ; pyrite, titanium, rkalsit,; sulfur,
natrium, dan magnesium) ‘(Huertas et al,”2012; Matzenbacher et “al, 2016).
Komposisi-kandungan-:berbagai; senyawa,yang-terdapat: pada -batu:-bara;dan
partikel batu bara akan berbeda-beda, sesuai dengan jenis dan asal dari tambang
batu bara tersebut (Huang.& Finkelman, 2008; Cohen et al, 2008).

Jenis_dari. batu bara menentukan jumlah komposisi karbon dan air yang
terkandung-di-dalamnya. Sementara itu, jenis batu bara /ditentukan berdasarkan
proses .. pembentukannya. (tekanan,- panas;: dan ;waktu). Hasil ~dari, proses
pembentukan- tersebut- didapatkan ' beberapa - jenis ' batu -bara’ yaitu ‘antrasit
(senyawa karbon, 86-98%), bituminus:(senyawa,karbon, 68-86%), sub-bituminus
(kandungan " air “mencapai  40%), dan lignit atau disebut batu bara coklat
(kandungan: air +35-75%).(Huang & Finkelman,,2008)., Berdasarkan:data Badan
Geologi Indonesia, jenis batu bara (antrasit, bituminus, sub-bitumunus dan lignit)
terdapat i di- Indonesiar yang -tersebar: di kepulavan 'Sumatera-dan’ Kalimantan

(Badan Geologi Indonesia, 2013).
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Kania et al (2011) menunjukkan bahwa kandungan senyawa batu bara yang

|

berasal dari tambang batu bara di daerah Kalimantan selatan' memiliki komponen
senyawa seperti-mineral anorganik (besi-6,9%; silikon-17,9%, molibdenum -15%,
aluminium 10%, kalsium' 8,6%; sulfur 4,7%, titanium 3,65%). Selain itu, batu bara
dirdaerah Kalimantan Selatanjuga memilikikandunganmineral lain yang kadarnya

<1% seperti kalium 0,96%, mangan.0,53%, . ytterbium. 0,4%, chromium 0,34%,

BRAWIJAYA
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nikel 0,2% dan vanadium'0,16% (Kania etal; 2011).
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Senyawa.logam.transisi yang terdapat pada batu bara dan partikel debu batu
bara ' memiliki-efek-yang berbahaya bagi-lingkungan-(tanah,-air, dan'udara) dan
bersifat karsinogenik-bagi tubuh (Huang & Finkelman,.2008; Matzenbacher et al,

2016). Komponen besi'yang banyak terdapat dipermukaan partikel-debubatubara

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

merupakan-komponen FeS2 yaitu besi berikatan dengan.sulfur.dalam bentuk;pirit.
Huang et al' (2005) ‘menyimpulkan bahwa pirit yang terdapat pada "batu bara
merupakan:: faktor: yang, sangat: signifikan -terhadap prevalensi: penyakit -paru
(pneumokinosis) pada pekerjatambang batu bara: Selain itu pada penelitian yang

dilakukan juga:menunjukkan bahwa kandungan fraksi besitotal pada partikel-debu
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batu bara dapat membentuk oksidan yang berperan dalam kerusakan paru (Huang

2
i

et al, 2005). Sementara itu, Chonet al (2006) menyimpulkan bahwa semakin tinggi
kandungan. besi pada partikel. debu; batu bara  maka . semakin tinggi tingkat

pneumokinosis' yang dialamioleh pekerjatambang batu'bara(Chon“et al, 2006).

| REPOSITORY.UB.ACID |

Castranova, et al (2002), menunjukkan.-bahwa senyawasilika dan, asbestos

dapat menyebabkan kerusakan pada paru-binatang model (Castranova et al,

2002). Sementara-itu, - reaktivitas permukaansilika yang-berbentuk: kristal-atau
dikenal dengan krital silika yang terdapat pada partikel debu batu bara jika terhirup
maka berperan dalam patogenitas yang: menginduksi penyakit paru (Zontek et al,

2017).
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2.2.3 Stres Oksidatif,Akibat Paparan Partikel Debu Batu Bara

|

Partikel debu batu bara yang terpapar secara inhalasi dalam-waktu “yang
lamal dapat-menstimulasi produksi spesies, oksigen| reaktif.-Mekanisme produksi
spesies oksigen reaktif dari partikel debu'batu bara dapat melalui dua mekanisme
yaitu langsung dan tidak langsung. Partikel-debu batu bara -dapat menstimulasi

produksi. spesies oksigen reaktif secara langsung dengan melibatkan komponen
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aktif yang dimilikinya (Chon et ‘al; 2006; Zou et al; '2011).
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Logam_transisi.- memiliki _peranan_penting dalam mekanisme langsung
terbentuknya “spesies ' oksigen “reaktif.- Hal> tersebut 'terjadi ‘karena-beberapa
senyawa . . dari:: logam - transisi. dapat . mengkatalisis. .reaksi. Fenton :dalam

menstimulasi ‘terbentuknya ' senyawa oksigen' reaktif: Besi- (Il) ‘atau-Fe ' (Il). dapat

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

membentuk. radikal hidroksil-(¢OH) melalui-reaksi fenton..Fe i(ll). akan bereaksi
dengan hidrogen peroksida (H»02) yang terbentuk dari Fe (II) yang terletak di
permukaan-pyrite yang:terdapat: pada batu bara akan bereaksi:dengan oksigen
terlarut melalui.reaksi,Haber-Weiss (Borda et.al, 2001; Cohn et al, 2005; Chon et

al,'2006).
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Senyawa: lain dari.golongan logam. transisi. yang :terdapat pada batu bara

2
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dapat-membentuk spesies ‘oksigen reaktif sepertiferrit (FelvV=0)‘atau-sOH (Huang
&~Finkelman,. 2008).: :Silika-yang terdapat. pada bongkahan  batu, bara baru

merupakan silika bentuk radikal yaitu eSiO dan eSi, Radikal «SiO dan eSi dapat

| REPOSITORY.UB.ACID |

membentuk'eOH: saat berikatan dengan-air.’eOH yang terbentuk-dan terakumulasi

akan; mendegradasi;struktur. sel yang..menyebabkan : pelepasan rsel-sel: .serta

mediator inflamasi’ secara ‘terus menerus sehingga berdampak ‘pada’ proses
inflamasi dan- menimbulkan: kerusakan: oksidatif-lipid; protein-dan.DNA,(Rohr-et al,

2013; Zontek et al, 2017).
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Tidak seperti. mekanisme langsung, pada mekanisme tidak langsung. dari

|

partikel debu batu bara‘dalam pembentukan’senyawa oksigen reaktif melibatkan
aktivasi-makrofag, danperekrutan sel polimorfonuklear.-Inhalasi:Partikel-debu batu
bara yang masuk ke dalam saluran pernapasan secara terus menerus akan

mengaktivasi ‘-makrofag yang: kemudian: akan :-memproduksi: neutrofil-dan -akan

UNIVERSITAS
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mengaktivasi sel-sel inflamasi.” Sel-sel inflamasi dilepaskan ke bagian target yaitu

paru sehingga:menyebabkan inflamasi kronik saluran pernapasan-yang kemudian
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dapat . menstimulasi-terbentuknya produk spesies oksigen . reaktif di saluran
pernapasan bagianbawah (Wood et al; 2003; Altin et al, 2004;-Sahiner et al, 2011).
Partikel . debu batu. bara yang:terinhalasi .akan. terakumulasi-di. epitelium

alveolar' yang-kemudian' akan di' fagosit ‘'oleh’' makrofag' alveolar dan 'selanjutnya

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

akan! melepaskan- H20-, dan, O, H>0», yang- terbentuk- akan: -dikatalisis-oleh
myeloperoksidase membentuk anion_ hipoklorit (HOCI?) yang kemudian dapat
bereaksi dengan-gugus:amino'protein-membentuk/'kloramin; Jika HOCI-terbentuk
secara terus menerus dan kapasitas antioksidan endogen tidak mampu meredam

produksi' tersebut ‘-maka' ‘akan, menyebabkab 'stres' klorinatif ' (Suhartono, | 2016;
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Setiawan et al, 2011)..Sementara itu,-H.O, yang.terbentuk akan mampu berikatan

"
7

dengan logam-transisi yang terdapat dari partikel debu batu 'bara' dan'membentuk
*OH yang -berlebihan . baik -pada in-vitro-dan,in vivo. Radikal- hidroksil -yang

terbentuk berlebihan” akan' mengurangi reaktivitas™ dari “antioksidan “sehingga

| REPOSITORY.UB.ACID |

memicu stres-oksidatif ((Altin et al, 2004;:Leeet:al, 2014):

Zimet et._al (2016) ~menunjukkan bahwa terjadi stres oksidatif yang

ditunjukkan dengan “adanya 'peningkatan kadar'/8-isoproston - pada ‘kondensat
napas;pekerja tambang batu bara setelah terpapar;oleh partikel debu batu bara
dalam’ 'melakukan-pekerjaan’' selama*6 jam' berturut-turut’ (Zimet “et-al, '2016).

Guerrero-Castilla et al.(2014) mengungkap bahwa dari; hasil analisis. mRNA .hati
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tikus yang, berasal dari daerah sekitar tambang batu; bara. menunjukkan. adanya

|

profil -ekpresi-“gen” “yang' terkait dengan-'stres ‘oksidatif- dan“kerusakan “DNA

(Guerrero-Castilla etial;-2014).

2.3 ‘Marker Stres Oksidatif

Marker. yang. dapat, digunakan-untuk -mengamati. keadaan. stres, oksidatif
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antara lain-adalah”dengan pengukuran ‘kadar antioksida superosida ‘dismutase
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(SOD)! dan. kadar- 8-OHdG ~untuk melihat- kerusakan . DNA :akibat; kerusakan
oksidatif (Ighodaro & Akinloye, 2017; Fenga et al, 2017):
2:3/1 Superoksida Dismutase (SOD)

Superoksida dismutase (SOD) merupakan enzim detoksifikasi pertama dan

berperan 'sebagai antioksidan: utama di-dalam 'sel: 'Superoksida dismutase/(SOD)

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

adalah enzim yang. secara mendasar berperan dalam mengkatalisis radikal
superoksida ' ¢O5 ke -dalam “bentuk ‘molekul biasa oksigen(Oz) atau hidrogen
peroksida (Hz02)-H.O; dari hasil detoksifikasi tersebut kemudian-akan didegradasi

oleh katalase agar -tidak .terakumulasi berlebihan yang dapat menimbulkan

kerusakan'sel: 'Oleh ‘karena itu,-SOD merupakan' termasuk ke dalam komponen
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anti oksidan_lini_pertama saat terbentuk reaktif oksigen spesies dalam tubuh

2
i

(lghodaro & Akinloye,’2017; Lu et al, 2015).
Tingkat SOD yang.menurun merupakan salahsatu ciri.adanya-peningkatan

jumlah radikal ‘bebas’ 'dalam 'tubuh sehingga' menimbulkan-ketidakseimbangan
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antara antioksidan- dan-oksidan.. Selain. itu;chubungan. antara rendahnya: tingkat

SOD dan sejumlah patologi penyakit (vaskular dan” kardiovaskular, neurologis,
peradangan, penyakit paru, dan:-lain-lain) telah-diamati padahewan-dan manusia
(Krishnamurthy et al, 2012; Ighodaro & Akinloye, 2017).

Dalam 'beberapa penelitian yang berkaitan dengan-kondisi-stres: oksidatif,

aktivitas .SOD_merupakan biomarker.yang dapat dijadikakan, penanda adanya
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kondisi - ketidakseimbangan . oksidan: .dan .. antioksidan. - Junior.. et..al. .:(2009)

|

mengidentifikasi “‘adanya kondisi' stres -oksidatif 'pada penambang “batu ‘bara “di
Brazil.! -Kondisi+ tersebut . dibuktikan-> melalui: -biomarker.. stres, - oksidatif | -yang
digunakan “menunjukkan terdapat peningkatan® TBARS (Thiobarbituric “Acid

Reactive 'Substance)' dan' penurunan raktivitas, SOD pada -plasma darah:para

UNIVERSITAS

BRAWIJAYA

penambang (Junior et al, 2009).

Pinho: et al’ (2005) 'menganalisis-adanya 'peningkatan-SOD dan' Katalase

J
%

yang, diikuti_dengan-penurunan TBARS cairan paru_tikus setelah pemberian
tretmen 'NAC>' (N-acetylysteine)' dan “DFX-'(Deferoxamine) ' ‘pada’ tikus -yang
dipaparkan dengan batu bara. SOD, katalase.dan, TBARS.yang. digunakan .pada

penelitian‘tersebut-berfungsi-sebagai penanda -adanya kerusakan oksidatif ‘pada

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

paru ttikus .(Pinho. et ial;-2005). Sementara.itu,: Jarikre et al (201L7) mengevaluasi
adanya 'stres oksidatif pada ‘binatang “dengan “pneumoni.” Stres oksidatif
dikonfirmasi.ymelalui-adanya: penurunan; kadar, GSH" dan aktivitas ;'SOD: :yang
dibarengi dengan peningkatan MDA, H»O, dan’ MPO pada, cairan BAL tikus

pneumoni/(Pinho-et al,2005)-
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2.3.2.8-OHdG (8-hydroxy-deoxyguanosine)

2
i

Radikal ‘bebas dan'spesies! reaktif: lainnya 'terus' menerus dihasilkan 'secara
in.vivo,dan menyebabkan kerusakan oksidatif pada hiomolekul.:Proses yang.terus

dijalankan hanya“akan diawasi oleh beberapa sistem antioksidan’ dan-perbaikan

| REPOSITORY.UB.ACID |

serta) penggantian.-asam, nukleat, protein. dan: lipid yang, mengalami kerusakan.

DNA merupakan‘target serangan oksidatif yang paling penting secara biologis dan

diperkirakan bahwa kerusakan oksidatif-yang terus menerus-terhadap DNA -akan
mengakibatkan kerusakan parah pada sekuens DNA. Kerusakan oksidatif DNA
ditandai' dengan- jpembentukan: 8-hydroxydeoxyguanosine:: (8-OHdG) ' (Loft &

Moller, 2006; Fenga et al, 2017).
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8-OHdG. merupakan penanda adanya.stres oksidatif DNA.. Stres. oksidatif

|

DNA ‘terjadi 'secara fisiologis dan meningkat ‘oleh adanya' karsinogen. " Secara
khusus-8-OHdG-adalah, modifikasi dari. basa:DNA |yang disebabkan -oleh -ROS
yang menyerang radikal guanin. Ketika proses tersebut tidak diperbaiki, kerusakan

ini-akan melibatkan: adanya mutagenisitas dan promosi kanker. Oleh karena itu; 8-

UNIVERSITAS
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OHdG, merupakan indikator adanya. kerusakan DNA . oksidatif endogen yang

bertujuan' untuk' mengevaluasi'risiko kanker:dan'munculnya penyakit 'degeneratif

J
Y.“!

(Valavanidis et al, 2009; Fenga et al, 2017).
Hasil“penelitian-terdahulu-menunjukkan bahwa' 8-OHdG “dapat ‘digunakan
menjadi. .biomarker yang . sesuai untuk kerusakan, DNA .akibat paparan: kerja

terhadap senyawa beracun. Pada kenyataannya' pekerja‘'yang terpapar benzena,

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

Cr. VI, /hidrokarbon raromatik, polisiklik- (PAH)-.atau i nanopartikel menunjukkan
adanya peningkatan-kadar 8-OHdG pada urin. Kadar 8-OHdG pada ‘urin- dapat
mewakili ‘adanya: salah-satu-lesi pada DNA yang paling-banyak dipelajari:dan
merupakan biomarker yang dapat menunjukkan kerusakan DNA jangka pendek

(Fengaet al, 2017).
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Li et al (2017) menunjukkan bahwa pemberian ,1-Nitropyrene (1-NP) dengan

"
7

dosis tinggi (1.6 X 10*) 'secara instilasi‘intratrakeal selama 10 hari menyebabkan
kerusakan DNA.ditandai dengan putusnya rantai DNA dan_peningkatan formasi.8-

OHdG serta DPC pada“paru-tikus jantan-jika dibandingkan'dengan-tikus ‘kontrol.

| REPOSITORY.UB.ACID |

Dengan, demikian,- menunjukkan bahwa. pemberian: 1-NP.-dengan:dosis tinggi

memiliki efek genotoksisk pada paru tikus jantan (Li et al,’2017).“Yano et al' (2009)

mengemukakan -bahwaadanya: peningkatan: kadar ':8-OHdG | pada: urin: pasien
kanker paru yang merokok:jika dibandingkan dengan pasien kanker paru yang
tidak merokok. Pada’ penelitian-tersebut; juga menunjukkan adanya -hubungan
yang, positif antara perokok dengan.-peningkatan kadar 8-OHdG yang menjadi

penandalterdapat kerusakan-oksidatif DNA (Yano et, al, 2009).
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Biomarker .8-OHdG , juga . digunakan-menjadi penanda. adanya- kerusakan

|

oksidatif DNA’pada penelitian’ Lee et al (2010). Lee et al (2010) menjelaskan
adanya-peningkatankadar, 8-OHdG pada urine pekerja pabrik: di-Taiwan setelah
terpapar polutan DEP2,5 (Diesel Exhaust Particle) selama 8 jam setiap hari-jika

dibandingkan dengan‘kelompok kontrol-yaitu pekerja administrasi-di-tempat-yang
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sama. Paparan DEP di sejumlah studi epidemiologi telah dikaitkan dengan

dampak buruk:bagi kesehatan seperti-gangguan pada kardiopulmoner'dan kanker

)
\“g !

paru (Lee et al, 2010;-Hesterberg et al, 2009).

| REPOSITORY.UB.AC.ID |
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BAB 3

|

KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS

3.1 Kerangka Konsep

Paparan partikel
debu batu bara

A 4

Mencit Asma

v

Inflamasi Kronik
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Asma. dapat-memicu inflamasi kronik .pada saluran pernapasan.. Inflamasi

|

yang timbul merupakan hasil interaksi kompleks dari berbagai sel dan-mediatornya
yang/menyebabkan hiperesponsivitas.saluran pernapasan..Beberapa faktor risiko
yang berperan dalam perkembangan asma diantaranya adalah faktor individu

(peningkatan IgE; jenis kelamin; obesitas; ras, dan stres oksidatif)-dan lingkungan

UNIVERSITAS
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(paparan alergen, polusi udara akibat asap kendaraan bermotor, asap pabrik, dan

partikel debu batu bara).

J
Y.“!

Partikel debu batu bara yang terpapar terus menerus secara inhalasi pada
penderita’ asma<dapat-'meningkatkan- derajat ' keparahan ‘asma. -Peningkatan
derajat_keparahan.asma, merupakan respon:dari terbentuknya spesies .oksigen

reaktif ' 'endogen- ~seiring’ 'dengan ' teraktivasinya - sel-sel- inflamasi ‘ ‘saluran

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

pernapasan. dan terbentuknya spesies oksigen reaktif,eksogen yang: berasal dari
kandungan senyawa aktif yang terdapat dalam partikel debu batu bara. Produksi
senyawa oksigen:reaktif.endogen dan eksogen yang berlangsung;terus menerus
dapat melebihi jumlah antioksidan tubuh yang-disebut dengan kondisi stres

oksidatif.
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Stres oksidatif pada asma ditandai dengan menurunnya aktivitas antioksidan

"
7

yang'banyak terdapat di‘paru'seperti superoksida dismutase (SOD). Tidak hanya
menyebabkan. . penurunan . aktivitas—antioksidan. SOD, _stres _oksidatif yang

berlangsung' terus"menerus ‘memicu terjadinya ‘kerusakan' oksidatif.' Kerusakan

| REPOSITORY.UB.ACID |

oksidatif yang-dapatterjadi salah satunya adalah kerusakan- oksidatif DNA yang

ditandai’ dengan-meningkatnya“ kadar 8-OHdG. Penurunan- aktivitas“SOD" dan

peningkatan kerusakan oksidatif yang tidak teratasi menyebabkan: dampak: buruk
pada saluran pernapasan penderita asma seperti kontraksi otot polos pernapasan,
menginduksi' ‘reaksi - hiperresponsivitas saluran. napas;: hipersekresi ' mukus,
penebalan epitel paru, dan eksudasi vaskular yang. pada. akhirnya memicu

remodeling-saluran pernapasan-pada penderita asma.
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3.2, Hipotesis

|

Hipotesis ‘dalam’ ‘penelitian ini adalah paparan partikel“debu ‘batu“bara
menyebabkan: penurunan iaktivitas 'SOD ~dan, kerusakan - oksidatif [ DNA -yang

ditandai dengan peningkatan 8-OHdG serum pada mencit model asma.
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BAB 4

|

METODE PENELITIAN

4.1 "Rancangan Penelitian
Penelitian ~ini “merupakan penelitian 'eksperimental: ‘murni ; atau:; true

eksperimental dengan menggunakan rancangan post test only control-group

BRAWIJAYA
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design dengan teknik pengambilan sampel simple random sampling. Sampel yang

J
%

digunakan akan dibagi menjadi empat kelompok, yaitu:
1. Kelompok kontrol yakni-mencit yang disensitisai NaCl secara intraperitoneal
dan. diberikan paparan:inhalasi dengan nebulisasi. NaCl 0,9% sebanyak 8ml.

2. Kelompok batu-bara yakni' mencit yang- diberi-paparan partikel ‘debu-batu

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

bara PMs 1.2,5mg/m3 melalui inhalasi.

3. Kelompok “OVA' 'yakni ‘mencit yang disensitisasi - OVA “melalui ‘injeksi
intraperitoneal ‘dan' diberi-paparan inhalasi. OVA 1% sebanyak-8ml yang
diberikan 3 kali dalam-seminggu.selama 8 minggu.

4. Kelompok OVA dan batu bara yakniimencit yang disensitisasi OVA melalui
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injeksi intraperitoneal dan diberi paparan inhalasi OVA. 1% sebanyak 8ml

2
i

yang diberikan 3 kali'dalam’'seminggu selama 8 minggu, serta diberi paparan

inhalasi partikel-debu batu bara PMs 12,5mg/m? selama 4 minggu.

4.2/ Wakturdan Tempat Penelitian

| REPOSITORY.UB.ACID |

Penelitian. ini dilakukan“di Laboratorium Farmakologi.dan Laboratorium

Sentra ' Biomedik “Fakultas -Kedokteran ' Universitas ' Brawijaya.. Penelitian’ ini

dilakukan pada bulan-Agustus-Oktober 2018.

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS

25

4
.',l:“




REPOSITORY.UB.ACID

4.3 . Material.dan.Instrumen. Penelitian

|

4.3.1 Material' Penelitian

Penelitiantini: menggunakan 24 ekar,mencit Balb/C-dengan jenis kelamin
betina. Jumlah sampel yang digunakan pada~ penelitian ini_ didapatkan
berdasarkan: hasil -dari perhitungan dengan-menggunakan rumus Federer, yaitu

(Federer, 1977):

BRAWIJAYA
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(- 1)(r=1) =15

A
%

Keterangan:
t' = jumlah kelompok perlakuan
n .= jumlah.replikasi

dengan 'demikian, -jumlah ‘sampel yang ‘'yang‘digunakan ‘pada“setiap-kelompok

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

pada penelitian ini-adalah:

4-1)n-1) =15
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Mencit Balb/C betina didapatkan dari induk inbred yang ada di Pusvetma

2
i

Surabaya. Induk inbred dipiliniuntuk menghomogenkan jenis tikus yang digunakan
dalam. penelitian. Mencit Balb/C betina yang dapat .dijadikan sampel ‘dalam

penelitian' ini “adalah-mencit 'yang berusi 8-10 minggu’ (saat -awal 'perlakuan),

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

memiliki berat 20-30g; dan bebas dari-penyakit.

4.3.2-Alat'dan Bahan Penelitian

Alat dan-bahanyang digunakan pada penelitian; ini, adalah:
1. Alat penelitian
Alat-yang digunakan,pada penelitian,ini antara-lain gunting: jaringan,

cirurgis, pinset, spuit 1ml, tabung serum, tabung eppendorf ‘1,5ml,

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS

26

4
:{:‘




REPOSITORY.UB.AC.ID |

micropipet rdan . tip, kertas, label,. tabung, reaksi; :mesin - centrifuge,

|

inkubator, spektrofotometer," Pre-couted ELISA plate, dan ‘Microplate
reader.

2. Bahan Penelitian
Bahan yang digunakan: pada penelitianini untuk-membuat model asma

adalah albumin yang-berasal dari Dried Egg White, crude (nomor produk

BRAWIJAYA
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AO198," TCI 'Chemical, India;:Pvt: Ltd), bahan tyang-digunakan ' untuk

J
%

anestesis pada proses pembedahan pengambilan darah jantung adalah
ketamin -0,5mg/KgBB~dan ‘midazolam ; 0,5mg/KgBB.  ‘Sementara itu,
bahan. lain 'yang, digunakan pada . penelitian. ini.adalah. serum. mencit,

selain itu-bahan yang digunakan pada-pemeriksaan-SOD menggunakan

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

metode NBT yang sesuai dengan-Bannisteridan Calbrese adalah EDTA
10mM, NBT 25mM, xantine 25mM, Xantine oxidase (XO) 1 unit, buffer
500 <yl ; -danraquadest. Sementara’itu; bahan yang -digunakan untuk
pemeriksaan  kerusakan  DNA _ vyaitu anti-mouse __ 8-Hydroxy-

desoxyguanosine | ELISA kit: Cat.No. E0187Mo (Bioassay: Technology
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Laboratory, Shanghai, China).

2
i

4.4 Variabel Penelitian
4.4.1 Variabel Bebas

Variabel bebas dalam penelitian-ini adalah paparan partikel-debu batu bara

| REPOSITORY.UB.ACID |

PMs 12,5mg/m?,

442 Variabel Terikat

Variabel terikat-dalam. penelitian ini. adalah kadar. SOD. dan konsentrasi, 8-

OHdG serum pada mencit'model asma.

4.5  Definisi Operasional

Definisi‘operasional/dalam-penelitianini'adalah:
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1. Mencit. model asma adalah mencit;yang disensitisasi, kronik OVA baik

|

secara intraperitoneal dan inhalasi yang ditandai dengan peningkatan
kadar:IgE; reseptor,IL-4, infiltrasi- sel radang dan-eosinofil; penebalan
epitel, hiperplasia sel goblet,” dan penebalan sel otot polos saluran
pernapasan:(Barlianto et al;-2009).

2. Debu batu bara adalah partikel kecil dari batu bara yang berukuran

BRAWIJAYA
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5um “hasil” ~dari i penggalian’ (tambang. ' batu ' bara,> serta’ proses
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pengangkutannya =~ yang.- menyebabkan, partikel-partikel tersebut
berterbangan'pada ’udara bebas-(Kania et al; 2012;-Matzenbacher-et
al, 2016):

3. " “Aktivitas “Superoksida dismutase' (SOD)-adalah-enzim-yang ' diukur

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

secara- 'tidak . langsung: - berdasarkan . kemampuannya .. dalam
menghambat reaksi antara ¢0, dengan NBT. Reaksi ini diukur dengan
menggunakan' /spektrofotometer-pada’ panjang gelombang 580 nm.
Satuan aktivitas' SOD dinyatakan.dengan satuan unit (Bannister and

Calabrese, 1987;:Cheng et al, 2015).
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4, 8-OHdG adalah modifikasi basa DNA yang:terbentuk sebagai. akibat

2
i

adanya serangan radikal guanin."Konsentrasi 8-OHdG diukur‘dengan
mengguanakan: metode ELISA. dan, pembacaan.nilai- optical density

dari ‘konsentrasi 8-OHdG dilakukan ‘dengan ‘microplate reader ‘pada

| REPOSITORY.UB.ACID |

panjang gelombang 450 nm. Konsentrasi 8-OHdG dinyatakan dengan

satuan ng/ml (Tzortzaki et al, 2012; Fenga et al, 2017).

4.6, 'Metode Penelitian
4.6.1 Aklimatisasi
Mencit,Balb/C betina yang-digunakan «dalam penelitian; sebelum-dilakukan

proses penelitian akan dilakukan aklimatisasi selama 7 hari. Aklimatisasi dilakukan
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di.kandang Laboratorium Farmakologi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya.

|

Saat aklimatisasi, mencit akan ‘diberikan makanan dan minuman standar ‘yang
sesuai rdengan standar::laboratorium: ~Air,minum diberikan ;secara--ad libitum
dengan metode tetes untuk menghindari kontaminasi dengan kotoran

4.6.2 Pembuatan Debu Batu bara

Pembuatan partikel debu batu bara dilakukan dengan mengikuti prosedur

BRAWIJAYA
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dari penelitianyang dilakukan oleh Kania et:al tahun 2012. Bongkahan-batu bara

J
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dengan berat 2kg dihancurkan dengan menggunakan alat khusus yang disebut
pulvarizer. “Alat -ini- terdiri “dari’ Ball Mill,”RingMill,-dan ‘Raymond-Mill." Proses
pembuatan . partikel ;debu. .batu.bara: dilakukan. di laboratorium.. Carsurin.Coal

Banjarmasin. “Hasil ‘dari ‘proses tersebut-didapatkan ‘partikel~batu’ bara “yang

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

berukuran. Z5um;, dimana partikel tersebut.akan-disaring kembali menggunakan
filter Mesh MicroSieve (BioDesign, Newyork, Ny, USA) berukuran 5um sehingga
mendapatakan ukuran:partikel debu batu bara 5um.

Konsentrasi partikel debu batu bara yang akan digunakan dalam penelitian

ini‘adalah 12,5 mg/m?. Konsentrasi tersebut didapatkan dengan cara menimbang
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partikel batu bara ,PMs, ‘menggunakan timbangan .analitik di . laboratorium

2
i

Farmakologi' Fakultas' Kedokteran Universitas Brawijaya: Selain ‘itu, konsentrasi
tersebut . didasarkan- atas:. hasil studi. pendahuluan: yang dilakukan.. Studi

pendahuluan - 'dalam’’ ‘menentukan ‘ “konsentrasi “partikel -~ 'debu'batu’’ “bara

| REPOSITORY.UB.ACID |

menggunakan tiga jenis konsentrasi yaitu. 6,5 mg/m?3,112,5 mg/m?3, dan.25 mg/m?.

Dari ketiga konsentrasi-tersebut, konsentrasi partikel' debu batu-bara-sebanyak

12,5 'mg/m? memberikan : hasil -yanglebih -baik-dalam. memberikan -gambaran
terhadap. hiperresponsif saluran pernapasan jika dibandingkan dengan dua

konsentrasi-lainnya.
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4.6.3 Pembuatan Model Asma pada Mencit

|

Pembuatan model asma pada mencit dilakukan dengan menggunakan 2
cara lyaitu sensitisasi:OVA secara intraperitoneal .dan-inhalasi.-Ovalbumin-yang
digunakan ‘adalah albumin-yang berasal dari Dried Egg White, crude (nomor
produk AO198, TCI Chemical, India, Pvt. Ltd). Sensitisasi OVA:-yang: diberikan

sesuai dengan penelitian yang-telah dilakukan oleh Barlianto et al tahun 2009
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1 Sensitisasi’OVA Intraperitoneal

J
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Sensitisasi OVA secara intraperitoneal , merupakan sensitisasi_awal
yang-dilakukan. Proses ini-dilakukan dengan’cara' meyuntikkan-10pug
OVA .dan-1mg Al(OH)s; yang.diencerkan dalam_ 0,5 ml normal saline

(NaCl)-0,9%. Penyuntikan dilakukan pada’ hari'ke-0'dan ke-14.

;
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

Sensitisasi: Awal

< OVA + Al(OH)s3
> i
< hI;
2
5 ; Sensitisasi lanjutan
« < 1 { Inhalasi OVA 1% sebanyak 8ml
>
=
> 00 Hari ke 0 14 21 28 39 49 63 75

Gambar 4.1. Skema Sensitisasi OVA

2
i

2. Sensitisasi OVA Inhalasi

Sensitisasi-OVA -melaluirinhalasi :merupakan..proses. lanjutan .yang

| REPOSITORY.UB.ACID |

harus' dilakukan™ setelah “'sensitisasi- OVA * secara “intraperitoneal.

Sensitisasi;y ‘OVA- secara- inhalasi dilakukan dengan -memberikan

sebanyak 8ml OVA 1% dengan menggunakan Ultrasonik nebulizer
OMRON (tipe NE-U17, Konotsubo, Terado-cho;Muko; Kyoto, Japan).
Proses inhalasi melalui nebulisasi ini diberikan sebanyak 3 kali dalam
seminggu-'dengan’/durasic pemberian, selama® 20 ' menit' setiap’ 'kali

pemberian nebulisasi dan-dilakuan selama 8 minggu. Adapun jadwal
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pemberian inhalasi dilakukan pada hari ke-21, 23, 25,.28,-30, .32, 35,

|

37,39, 42, 44, 46,49, 51, 53, 56, 58, 60, 63, 65, 68, 71, 73 dan 75.

Tahapan sensitisasi-OVA secara-inhalasi adalah sebagai:berikut:

a. Semua bagian nebulizer dibersihkan dengan alkohol, kemudian
tunggu hingga kering.

b. Bagian selang inhalasi dibersihkan dengan cara dilakukan-irigasi

BRAWIJAYA
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(pengaliran::'/air) pada - bagian_ dalam: | ‘selang’' .dengan

J
%

menggunakan air steril, dan keringkan.
C. Tabung humidifier dari nebulizer diisi dengan menggunakan air
steril . sampai. batas. dari -pengisian. yang. tertera.. .Kemudian

letakkan cangkir obat pada-bgian atas humidifier:

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

d- OVA ,8ml dimasukkan-pada cangkir obat, kemudiantutup bagian
cangkir dengan'penutup cangkir-obat.

e Mencit; dimasukkan-ke:dalam’ tempat khusus;: kemudian :tutup
bagian atas tempat dengan penutup. yang. dirancang khusus

yang 'memiliki’ lubang udara dan lubang tempat selang:inhalasi:

<
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f. Selang inhalasi dipasang dibagian atas penutup .cangkir obat,

2
i

kemudian' ujung selang ‘lainnya’ dipasang-pada 'lubang ‘yang
terdapat, pada. penutup. tempat. tikus. .berada. Pastikan selang

inhalasi terpasang dengan tepat.

| REPOSITORY.UB.ACID |

g: Kabel listrik.dari nebulizer .disambung; ke. arus.listrik,-kemudian

tombol 'ON" ditekan. “Pengatur- waktu diatur “ke " angka 20,

kemudian volume uap-pada level 1, dan,volume nehulisasi-pada
level 1. Setelah semua tepat tombol start ditekan.

h: Setelah' ' 20: menit,- mnebulizer " dimatikan = dan. selang ‘yang
tersambung pada bagain tutup cangkir.obat dan lubang penutup

tempat tikus dilepas.
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I. Mencit dikeluarkan dan dipindah secara hati-hati ke kandangnya.

|

j. Alat-nebulizer dibersihkan dan dirapikan.

/ —
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Gambar 4.2. Gambar Skematik-Alat Inhalasi-OVA

4.6.4 Paparan Debu-Batu/Bara
Paparan debu batu bara dilakukan selama 4 minggu. Paparan-ini dilakukan

dengan ‘mengacu -pada penelitian terdahulu ‘oleh Kania“et al (2012), paparan

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

partikel. debu_batu bara, dilakukan menggunakan ;alat. khusus, yaitu coal.  dust
exposure ' yang - dirancang “'oleh peneliti > sebelumnya.~ Alat" “tersebut' “akan
menyediakan lingkungan .ambien yang mengandung partikel debu-batu.bara yang
akan dihirup dan masuk ke dalam saluran pernapasan mencit. Aliran udara“pada

alattersebut dikondisikan seperti-aliran yang-ada dilingkungan:tambang-batu bara,
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sehingga pada alat tersebut juga terdapat celah pada bagian dinding sebagai jalan

2
i

keluar masuknya: oksigen dari lingkungan sekitar: Hal tersebut bertujuan untuk
mencegah hipoksia..pada mencit selama proses, paparan. Adapun proses

pemaparan-sebagai berikut:

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

1. . Alat.coal dust exposure dibersihkan menggunakan alkohol

2. Partikel debu'batu’'bara PMs'12,5°mg/m® 'dimasukkan pada tempat

yang.tersedia pada alat.

3. Kelompok ‘mencit 'yang akan dilakukan paparan ‘dimasukkan dan
bagian-pintu-dari coal dust:exposure. ditutup.

4, Kabel listrik ‘dihubungkan ke ‘arus listrik agar partikel debu batu bara

bersirkulasi di dalam-ruangan dari coal dust exposure:
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5, Biarkan paparan selama 1jam, kemudian alat dimatikan.

|

4.6.5 Pengambilan Sampel Darah

Pengabilan: darah, jantung: dilakukan-secara| intracardiac -setelah proses
paparan partikel batu bara dan sensitisasi OVA selesai. Prosedur pengambilan
darah jantung; sesuairdengan’ standar yang'ada dirlaboratorium -Farmakologi

Universitas Brawijaya. Tahapan-tahapan . yang, dilakukan dalam proses
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pengambilan darah dari-jantung-adalah:
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1. Bagian abdomen didesinfeksi dengan alkohol 70%.
2. Mencit- dianestesi ' dengan- diinjeksi 'ketamin/xylazine -0,1"'mL/20g
secara.intraperitoneal.

3. Mencit-dibiarkan beberapa saat hingga terlihat'lemah dan tidak sadar,

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

kemudian:pembedahan dilakukan:

4. Mencit diletakkan pada posisi pronasi-di parafin blok, dengan bagian
kaki' ~difiksasii/ dengan ‘jarum,:Kebagian -parafin; agar  proses
pembedahan mudah dilakukan.

5! Bagian:abdomen-hingga thorak <diinsisi, kemudian' bagian-tulang iga
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mencit dibuka hingga terlihat bagian jantung.

o
g
o

Darah jantung'diambil secara perlahan dengan Spuit 1ml-agar tidak
terjadi kerusakan dari darah sampel.

7. Darah ~yang ‘berhasil diambil'-pada’ spuit “kemudian--dipindahkan

| REPOSITORY.UB.ACID |

kedalam tabung serum yang telah disiapkan ,dengan carabagian jarum

dilepas dan darah dialirkan melalui dinding tabung secara perlahan.

8: Mencit- dipindah; s ketempat,yang;, disediakan,: - dan ; ~dilakukan
penguburan/pembakaran.
4.6.6 Isolasi' Serum
Serum didapatkan dari” hasil pemisahan komponen darah.. Mekanisme

pemisahan‘komponen darah-dapat dilakukan dengan cara:
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1. Darah .mecit. yang. ditampung, pada. tabung: serum: diletakkan dalam

|

mesin sentrifuge.

2; Mesin sentrifuge -diatur pada kecepatan 6.000rpm selama.10: menit
dan pada suhu 4°C.

3 Bagian- tutup ' dari: mesin sentrifuge ditutup ‘dengan: tepat-kemudian

tombol start ditekan.
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4. Hasil-dari sentrifugasi didapatkan adanya cairan bening dibagian-atas
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tabung dan supernatan dibagian bawah tabung.
5. 'V‘Cairan-bening  dibagian atas ‘tabung diambil secara perlahan- dan
dipindahkan-, ke:.dalam tabung.. ependorf. yang.:telah;diberi: .label

kelompok:

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

6. Serum.disimpan: di kulkas-pendingin.dengan suhu. 20°C.
4.6.7 Pemeriksaan SOD

Pemeriksaan. SOD : bertujuan -untuk -melihat Jaktivitas 'antioksidan -yang
terdapat . dalam serum sampel. Pemeriksaan ini menggunakan metode dari

Bannister dan‘Calabrese yaitu dengan‘-metode reaksi NBT.-Adapun prosedur-yang
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dilakukan pada pemeriksaan SOD adalah (Bannister and Calabrese, 1987):

2
i

1.7V “Semua bahan'yang digunakan disipakan ‘dan diletakkan' pada suhu
ruang.

2. Sampel sebanyak 100 pl' dimasukkan pada ‘tabung reaksi yang-telah

| REPOSITORY.UB.ACID |

diberikanlabel sesuai dengan .nomor,sampel.

3. EDTA 100 mM sebanyak 200ul ditambahkan pada masing-masing

tabung-reaksi yang berisi serum sampel.

4, NBT 25 unit sebanyak 100 ul ditambahkan pada masing-masing
tabung reaksi yang telah berisicserum sampel dan EDTA.

5. . Xantine 25 mM sebanyak. 100 pl. ditambahkan pada masing-masing

tabung reaksi'yang telah berisi'serum sampel;'/EDTA; dan/NBT.
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6. ,-Xantine oxidase 1. unit sebanyak 100 ul ditambahkan pada masing-

|

masing’ tabung reaksi yang berisi- serum sampel, EDTA,“NBT, dan
xantine:kemudian.campurkan-hingga-homogen:

7. Campuran tersebut diinkubasi pada-inkubator dengan suhu 37°C
selama: 30 menit.

8. Buffer sebanyak 500 ul dan aquadest, ditambahkan pada masing-

BRAWIJAYA
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masing-tabung /reaksi hingga/larutan pada tabung-mencapai 3ml.

J
%

9. Larutan tersebut dianalisis, atau dibaca dengan spektrofotometer UV-
Vis' (UV-1700," Shimadzu,  Kyoto, ‘Japan) 'pada ‘panjang 'gelombang
580nm.

4.6.8-Pemeriksaan 8-OHAG

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

Pemeriksaan. ELISA :dilakukan-untuk-mengukur:kadar:8-OHdG, sebagai
penanda adanya kerusakan DNA. Permiksaan 8-OHdG menggunakan ELISA kit
mouse ; 8-Hydroxy-desoxyguanosine ~Cat.No.! E0187Mo, (Bioassay- Technology
Laboratory, Shanghai, China). Adapun prosedur. pemeriksaan ELISA - untuk

mengukur’kadar :8-OHdG adalah:
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1. Semua reagen yang akan. digunakan disiapkan dan diletakkan pada

2
i

suhu‘ruang.
2......Well pre-couted. ELISA diletakkan pada frame,

3. Standar solution 50ul ditambahkan pada well'standar.

| REPOSITORY.UB.ACID |

4, Serum.sampel sebanyak 40ul.ditambahkan,pada.well.sampel

5.7 " “Antibodi anti 8-OHdG 10ul-dan-streptavidin-HRP '50pul ditambahkan

pada-; masing-masing well- sampel;danwell--standar. -Kemudian
campuran larutan pada plate dishaker secara perlahan dan ditutup
menggunakan sealer yang. disediakan, kemudian diinkubasi; selam 60

menit pada suhu 37°C.
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6. Sealer._dilepas dan well dicuci-sebanyak) 5 kali. menggunakan wash

|

buffer. Proses pencucian dilakukan-dengan cara 0.35ml wash. buffer
ditambahkan; pada well sampel.dan-well standar selama“30,detik dan
dilakukan pencucian sebanyak 5 kali. Well dikeringkan dengan tisu.

7: Substrat solution-A :50ul -dan; substrat solution: B 50ul -ditambahkan

pada masing-masing well sampel dan standar.. Kemudian ditutup

BRAWIJAYA
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menggunakan'sealer dan diinkubasi'selama '10-menit pada‘'suhu-37°C
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pada ruang gelap.
8. Campuran' larutan akan menjadi -warna’ ‘biru, ' kemudian “50ul~stop
solution ditambahkan, sehingga. warna; biru .akan: berubah menjadi

kuning:

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

9, Larutan :dianalisis ;- dengan; pemeriksaan ;optical .- density:: (OD)

menggunakan microplate reader pada panjang gelombang 450nm.

4.7 . Analisis Data
Data yang diperoleh dilakukan tabulasi-data untuk' mendapatkan‘angkarata-

rata (mean) -dari, kadar, SOD, dan 8-OHdG pada setiap. kelompaok. -Kemudian
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dilakukan uji normalitas dan homogentias data menggunakan uji-Shapiro-Wilk dan

2
i

Levene’s test:: Jika data berdistribusi normalidan,/bersifat-homogen:maka dapat
dilakukan uji statistik menggunakan uji ANOVA, tetapi jika data tidak berdistribusi

normal dan-tidak homogen maka dilakukan wji 'statistik: menggunakan ujii Kruskal

| REPOSITORY.UB.ACID |

Walis.

Derajat “kepercayaan yang digunakan'‘pada. ujiini “adalah-95%' untuk

megetahui _perbandingan rerata. kadar . SOD:.dan, 8-OHdG. dari _masing-masing
kelompok: “Jika'dari hasil'uji ANOVA didapatkan‘perbedaan aktivitas'SOD'dan-8-
OHdG dari. masing-masing kelompok, -maka uji-dilanjutkan-dengan melakukan, uji

post hoc untuk menilai signifikansi perbedaan dari'masing-masing kelompok.
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4.8, Alur penelitian

|

Penelitian akan dilaksanakan dengan tahapan sebagai berikut:

<L
2" Mencit Balb/C betina usia-8-10-mgg,20-30g
2= v
= JOOSTOT
% ; Aklimatisasi
w <L y
> o Ty
S Randomisasi
y v v v
Kelompok Ki()er:g?k
E Kelompok Batu di r;ner?glt : disensitisasi
| 3 Bara, yakni of/alt?urri?ns ovalbumin
|2 mencit dipapar : : (OVA) i.p &
gg K;'grr]?r%?k batu'bara ((?(\é'_a‘o) ('g;plza” inhalasi, serta
|8 12,5mg/m? / e dipapar batu
|4 inhalasi OVA
| = selama 4 1% 3% dal bara
minggu 0, ox'daiam 12,5mg/m?
¥ oy eeleit setiap hari
§ $ifed selama 4 mgg
< | | |
Q= v v
=
A ; Pembedahan
oc
w <
=0 y
2 . .
> 00 Pengambilan darah jantung

v

Isolasi-Serum
|

v v

Pengukuran SOD Pengukuran:8-OHdG
| |

A4

SE
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Analisis' Data
I

v .

ANOVA, Post Hoc Kruskal/Wallis

Gambar4.3. Skema Alur Penelitian
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HASIL PENELITIAN

Penelitian ini dilakukan sejak bulan Agustus hingga Oktober 2018 dengan
jumliah r'sampel sebanyak: 24 ekor mencit: balb/c betina-berusia 8-10 'minggu.

Setelah pemberian sensitisasi-OVA selama 8 minggu dan paparan partikel debu

BRAWIJAYA
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batu bara selama'4 minggu didapatkan‘hasil sebagai berikut:

A
-
s

5.1. "Aktivitas SOD Serum
Aktivitas: SOD serum yang:diperiksa menggunakan metode:NBT diperoleh
hasil berupa nilai rerata dari masinngasing kelompok. Hasil tersebut disajikan

pada. gambar5.1.

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

80
64,56
70 64,15 T 62,98

I I I 57L45

Kontrol Batu Bara OVA OVA + Batu Bara
Gambar 5.1. Aktivitas' SOD Serum pada’'Mencit Balb/C Betina.

(o]
o

[
o

w
o

o
<
=
<L
e
o0

UNIVERSITAS
Aktivitas SOD (U/100pl)
D
o

N
o

[y
o

o

Nilai rerata Aktivitas SOD serum ‘pada gambar 5.1 menunjukkan bahwa

aktivitas | SOD: iserum: ‘paling - rendah-ditunjukkan, pada' kelompok - mencit 'yang

| REPOSITORY.UB.ACID |

disensitisasi OVA dan diberi'paparan debu batu bara yaitu sebesar 57,45 U/100ul
jika' dibandingkan:- dengan' kelompok“mencit.'yang ' disensitisasi -OVA' (62,98

U/100ul).dan kelompok kontrol (64,56.U/100ul). Sementara itu, kelompok mencit
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yang diberi.paparan debu batu bara mengalami peningkatan aktivitas SOD serum
sebesar 64,56'U/100yl jika dibandingkan dengan kelompok lainnya.

Hasil-uji- nermalitas .dan, homogenitas-data. menggunakan -uji-Shapiro-wilk
dan Levene’s Test didapatkan aktivitas ' SOD berdistribusi hormal dan homogen
(p>0,05). Selanjutnya, rdata dilakukan: uji parametrik ANOVA dan diperoleh; nilai
p=0,072 (p>0,05). Hal ini menunjukkan bahwa tidak terdapat perbedaan yang

signifikan dari-aktivitas'SOD|serum pada masing-masing kelompok.

5.2. ‘Konsentrasi 8-OHdG Serum
Rerata;konsentrasi: 8-OHdG serum pada setiap kelompok:-yang diperoleh

dari hasil penelitian disajikan pada gambar 5.2.

4.500

000 3.020 1 3.364
3.500 T 3.001
3.000
2.500
2.000
1.500
1.000
0.500
0.000
OVA

OVA+Batu Bara

Konsentrasi 8-OHdG (ng/ml)

Kontrol Batu Bara

Gambar 5.2. Konsentrasi 8-OHdG Serum, pada.Mencit Balb/c Betina

Gambar''5.2° menunjukkan bahwa konsentrasi '8-OHdG ‘paling' tinggi
ditunjukkan. oleh. kelompok mencit yang. disensitisasi. OVA _dan..diberi. paparan
partikel ‘debu-batu’ bara ‘yaitu’ sebesar 13,364 -ng/ml 'jika-dibandingkan ‘dengan
kelompok mencit yang hanya diberi paparan debu batu bara, OVA, dan kelompok
kontrol (3,189 ng/ml, 3,091ng/ml, dan 3,020 ng/ml secara berurutan).

Hasil -uji: normalitas dan._homogenitas- diperoleh data berdistribusi normal

(p>0,05) dan tidak hdmogen (p<0,05). Dengan demikian, konsentrasi 8-OHdG

39
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serum dianalisis-menggunakan uji non.parametrik Kruskal Wallis dan.diperoleh

|

nilai p=0,571" (p>0,05). ' Hasil “tersebut ‘menunjukkan bahwa tidak ‘terdapat

g_ perbedaan konsentrasi-; 8-OHdG serum, -yang, - signifikan - dari, -masing-masing
<L
o4 D kelompok.
5=
e
s § 5.3. 'Analisis Korelasi-Aktivitas SOD dan.Konsentrai 8-OHdG.Serum
=
oM Tabel 5.1 Korelasi‘Aktivitas SOD'dan Konsentrasi 8-OHdG Serum
& Mencit Model Asma
- 8-OHdG
SOD r -0,156
p 0,466
n 24

Tabel 5.1 menunjukkan-bahwa tidak terdapat korelasi-yang bermakna antara

aktivitas  SOD  dengan konsentrasi_8-OHAG serum (p=0,466). Nilai korelasi

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

Spearman’s (rho-sebesar -0;,156 menunjukkan bahwa' arah 'hubungan negatif

dengan kekuatan korelasi sangat lemah.
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BAB .6

|

PEMBAHASAN

Sensitisasi OVA " dan -paparan partikel -debu  batu  bara PMs - dapat
menimbulkan-efek-negatif pada saluran:pernapasan.; Sensitisasi: OVA: diketahui

dapat menyebabkan inflamasi-dan hipereaktivitas saluran pernapasan (Ma et al,

BRAWIJAYA
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2016; Sethi ‘et al,~2018)./Sementara. ‘itu,_paparan'debu-batu-bara PMs | dapat
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memperparah_ - kondisi __hipereaktivitas _saluran’ pernapasan, _inflamasi dan
memungkinkan 'terjadinya reaksi redoks - (Rohr et al, 2013; ‘Zontek et al, 2017).
Penelitian .ini bertujuan untuk. mengetahui_efek paparan partikel debu. batu. bara

terhadap penurunan-aktivitas' SOD dan ‘kerusakan ‘oksidatif'DNA yang ditandai

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

oleh peningkatan.8-OHdG serum pada.mencit:model asma.

Sensitisasi OVA yang diberikan pada mencit dalam penelitian Fujiati (2018)
menunjukkan-adanya:peningkatan signifikan; kadar 1L+13/pada cairan BAL,:serta
peningkatan signifikan jumlah-eosinofil dan sel goblet jaringan paru mencit jika

dibandingkan dengan kelompok kontrol (Fujiati; 2018). Hal tersebut menunjukkan
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bahwa mencit yang disensitisasi OVA selama 8 minggu mengalami.inflamasi dan

2
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remodeling saluran pernapasan-(gejala-asma).seperti yang terjadi-pada manusia.
Hasil penelitian lain menyebutkan bahwa OVA merupakan salah satu-jenis alergen

yang'-secara luas “dapat’ ‘menstimulasi- gejala seperti' asma ‘pada’ model

| REPOSITORY.UB.ACID |

eksperimental . (Zosky: et. al, 2007; Bates. et al; 2009; Kumar et al, 2008). Induksi

OVA ‘menyebabkan ‘aktivasi- Thelper 11" (Th2) yang berasal dari aktivasi sitokin

dalam | bentuk: interleukin; (I-4;- IL-5-dan-IL-13), ;yang - kemudian ‘menstimulasi
aktivasi sel-sel inflamasi, peningkatan produksi mukus, bronkokonstriksi saluran
napas, dan-remodeling saluran pernapasan{Kumar et al;2008; Rael et al, 2011;
Gour, ret. al, 2015; Ma et .al,” 2016;-Sethi et al, 2018). Barliantoet al .(2009)

mengidentifikasi ‘adanya reaksi -alergi; ‘respon inflamasi‘dan-remodeling'saluran
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pernapasan. .yang.. masing-masing ditandai. oleh. peningkatan., kadar. IgE . dan

|

ekspresi IL-4, peningkatan jumlah sel radang dan'eosinofil, serta‘penebalan epitel,
hiperplasia-sel-goblet dan penebalan sel otot-polos pernapasan pada:mencit-yang

disensitisasi OVA selama 6 minggu (Barlianto et al, 2009).

6.1. Aktivitas: SOD Serum
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Pada~ penelitian’ ‘ini, ‘terdapat’ peningkatan aktivitas"SOD “serum. ‘pada
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kelompok mencit, yang diberi. paparan -partikel - debu batu-bara PMs: 12,5 mg/m?
selama 4 minggu jika dibandingkan dengan kelempok kontrol.” Peningkatan' ini
diduga berhubungan-dengan: banyaknya;jumlah-produksi:ROS: yang :dihasilkan
dan mekanisme kompensasi tubuh terhadap adanya radikal bebas yang terbentuk.

ROS dapatdihasilkan'secarallangsung dari kandungan debu batu bara dan secara

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

tidak langsung melalui aktivasi mediator dan sel-sel inflamasi.seperti. TNF-a dari
aktivasi 'IL-13; serta ‘makrofag’ alveolar-(Sahiner et-al, 2011; Rohr-ret al, 2013;
Zontek et al, 2017;.Bishopp et.al; 2017). Banyaknya jumlah ROS yang diproduksi
melalui kedua mekanisme ‘tersebut dipengaruhi oleh lama waktu paparan dan

dosis partikel debu-batu-bara-yang diberikan-(Bayersmann-et-al;-:2008; Yuan-et al,
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2012):.
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Dosis batu: ‘bara:-yang ' diberikanakan_menentukan: jumlah  komponen
senyawa anorganik (aluminium, kromium, nikel, mangans, vanadium) dan.logam

transisi’ yang ‘terakumulasi' di‘saluran.jpernapasan.. Senyawa-senyawa tersebut
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akan;menstimulasi.produksi: «OH melalui. reaksi Fenton yang.akan menyebabkan

reaksi-oksidasi. Sementara itu, lama paparan debubatu bara dapatmempengaruhi

jumlah 'ROS: (¢OH) yangdihasilkan. Radikal: «OH |yang :dihasilkan: akan dapat
merusak. protein dari_.enzim. sehingga mempengaruhi aktivitas SOD (Bayersmann

et'al; 2008;-Yuarret al, 2012;"Matough: et al; 2012;/Lu et al;>2015):
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Sementara.itu, pada kelompok:mencit yang idisensitisasi OVA selama 8

|

minggu didapatkan penurunan ‘aktivitas-SOD serum jika dibandingkan dengan
kelompok  lainnya.. Hal, ini -disebabkan- oleh- karenasensitisasi - OVA  dapat
mengaktivasi 1L-13 dan IL-4 yang kemudian akan meningkatkan produksi ROS

(#09). ' Molekul #O, yang dihasilkan-akan menstimulasi:pelepasan antioksidan

endogen: (SOD), -untuk., merubah #0Ogy, -menjadi | H20,- sebagai: mekanisme
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pertahanan tubuh. Proses konversi-tersebut akan, menyebabkan penurunan
aktivitas SOD-(Byers-et-al,’2012; Barlow et-al, 2013).-Penurunanan aktivitas'SOD
serum;merupakan salah.satu ciri.banyaknya. produksi;ROS.yang.dihasilkan;(Lu.et
al, 2015; Ighodaro-et, 2017).-Diperkuat-dengan’ penelitian-Dickinson’ et al (2018)

yang menjelaskan- bahwa terdapat peningkatan. radikal superoksida dari-hasil
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aktivasi IL-13 dan 1L-4 yang diikuti dengan penurunan aktivitas SOD1 (Dickinson
et-al,'2018).

Hasil yang sama ditunjukkan pada kelompok mencit yang disensitisasi OVA
dan diberi paparan partikel.debu:batu bara yaitu'terdapat penurunan aktivitas SOD

serum, jika dibandingkan dengan kelompok. lainnya. -Meski..demikian, secara
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statistik penurunan-aktivitas SOD tersebut tidak berbeda'secara signifikan. Hal ini

2
i

diduga berhubungan-dengan lamanya waktu: sensitisasi OVA 8 minggu:belum
mampu ‘menimbulkan’ reaksi' inflamasi- alergik- secara’ sistemik,~ serta ‘paparan

partikel-debu batu.bara 4 minggu belum-mampu-menimbulkan akumulasi produksi

| REPOSITORY.UB.ACID |

ROS di sistemik.

Hasil-penelitian:ini;sesuai-dengan-beberapa hasil penelitian lainnya yang

menyatakan bahwa tikus yang-diinduksi OVA menunjukkan peningkatan mediator
inflamasi pada jaringan-paru-dan cairan brokoalveolar, tetapi tidak menunjukkan
peningkatan mediator inflamasi pada serum. Pada penelitian tersebut juga

menyebutkan® 'bahwa ' ‘pelepasan mediator'inflamasi'/dan' sel-sel- inflamasi
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dipengaruhi. oleh beberapa faktor, diantaranya lamanya paparan alergen.yang

|

diberikan ‘serta ‘keparahan dari-penyakit (Maet" al, 2016; -Fallahi-et al, 2016;
Kianmehr et |,:2016; Hasegawa et al, 2017).

Lama paparan alergen dan keparahan dari penyakit dapat menentukan area
dari infiltrasi sel-sel dan-mediator inflamasi.-Paparan akut-dan sub kronik hanya

menimbulkan pelepasan sel-sel dan mediator inflamasi pada area perivaskular
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dan belum-menyebabkan /kerusakan-endotel yang' menimbulkan kebocoran ke
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daerah vaskular.(Locke et al, 2007; Kianmehr et al, 2016). Hal ini diperkuat dengan
penelitian Cai-et-al (2016) yang-mengidentifikasi bahwa konsentrasi-lL.-13' serum
akan mengalami.peningkatan yang signifikan:pada kondisi.asma berat (Cai.et al,

2016). 'Penelitian lainnya ‘oleh Joseph-et-al' (2004) yang 'menunjukkan bahwa
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konsentrasi. IL-13 .serum, mengalami-peningkatan, yang: signifikan ketika proses
inflamasi terjadi pada kondisi kronik persisten'menahun (Joseph et al, 2004). Pada
penelitian ini; sensitisasi: OVA diberikan:selama 8 minggu dan'memperoleh hasil
yang, searah dengan kadar 1:-13 serum (data tidak ditampilkan), bahwa tidak

terdapat peningkatanyang signifikan-kadar-IL<13 'serum pada kelompok mengit
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yang. disensitisasi OVA dan paparan partikel debu batu bara.jika dabandingkan

2
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dengan kelompok lainnya.
Proses. .inflamasi asma . alergik- pada, penelitian. .ini. belum. terjadi ,secara

sistemik ' 'serta’ - lama’ waktu- paparan— dan’' 'dosis “-batu~ bara’ -belum " ‘mampu
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menyebabakan akumulasi konsentrasi I1L-13 dan-produksi ROS (¢OH dan O,) di

serum, sehingga mempengaruhi aktivitas SOD serum. Mekanisme_ini diperkuat

dengan hasil -penelitian; Bajpai ‘et al-(2017), yang menjelaskan: bahwa’ proses
inflamasi. berulang dan berlangsung lama pada COPD menyebabkan penurunan
yang  signifikan pada 'SOD :serum jika dibandingkan' dengan:kelompok sehat

(Bajpai_. et al, 2017).-Selain itu, Kaur-et al (2013) mengidentifikasi paparan_debu
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batu | bara. menahun .. pada. pekerja . pembangkit | listrik. tenaga: batu -bara

|

menyebabkan’peningkatan MDA serum-dan penurunan yang signifikan dari-SOD
serum! (Kaur-et al,-2013): Sejalan dengan penelitian tersebut, pada penelitian; ini
terdapat kecenderungan penuruan aktivitas SOD serum pada mencit model asma

yang diberi-paparan partikel debu batu bara.
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6.2. ‘Konsentrasi8-OHdG Serum
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Kerusakan-oksidatif. yang-sering-diamatiadalah ‘kerusakan ioksidatif, lipid
yang ditandai oleh peningkatan MDA dan kerusakan oksidatif DNA yang di tandai
oleh peningkatan konsentrasi:8-OHdG (Cho:etal, 2010; Fenga et-al;:2017).-Hasil
dari penelitian ini menunjukkan adanya peningkatan konsentrasi 8-OHdG ‘serum

pada. kelompokmencit 'yang -diberi “paparan partikel “debu- ‘batu ~barajika
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dibandingkan dengan, kelompok kontrol dan kelompok yang.disensitisasi- OVA.
Peningkatan'tersebut'sebagai akibat dari kemampuan'senyawa yang terkandung
pada batu_bara . dalam.memproduksi ROS. melalui 2 . mekanisme-baik ,secara
langsung maupun - tidak-langsung melalui‘-mekanisme inflamasi.-Senyawa ‘seperti

Fe akan menghasilkan. eOH. melalui reaksi ‘Fenton, yang- akan 'menstimulasi
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peningkatan produksi ROS dan menyebabkan kerusakan oksidatif DNA (Chon et

2
i

al;'/2006;/Zou | etal, 2011).~Selain -itu, ;PAHCyang terdapat -pada; batu ~bara
menimbulkan lesi pada basa DNA sehingga menghambat mekanisme DNA repair

oleh protein’DNA repair (Rad51 dan Ku70) (Chan et'al, 2016; Matzenbacher et al,
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2016)..Hal ini juga diperkuat dengan hasil penelitian Matzenbancher. et al (2016)

yang ‘menjelaskan-bahwa senyawa PAH yang terdapat pada debu batu-bara PM;.

ro/menyebabkan peningkatan kerusakan, oksidatif. DNA.di. PBMC dariiindividu-yang
terpapar debubatu bara (Matzenbacher et-al, 2016).
Hasil penelitian-ini-menyebutkan.bahwa terdapat peningkatan konsentrasi-8-

OHdG pada kelompok yang disensitisasi OVA jika dibandingkan dengan kontrol.
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Peningkatan .ini: disebabkan .adanya aktivasi dari 1L-13 yang merupakan sitokin

|

inflamasi 'yang ‘akan menstimulasi “aktivasi--STAT6, kemudian ~“menginduksi
pelepasan eosinofil, sel-mast; limfosit-B; fibroblas, dan sel-sel inflamasi: lain-pada
model mecit asma alergik. Selain itu, aktivasi IL-13 dapat meningkatkan produksi
ROS  (#0Q;): yang: :-menyebabkan kerusakan: oksidatif, iserta 'dapat: berinteraksi

langsung dengan DNA_sehingga menimbulkan maodifikasi_pada basa DNA" (8-
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hydroxydeoxyguanosine) ‘dan' menginduksi' kerusakan 'rantai- DNA (Medoff et al,
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2008; Munitz et al, 2008; Akdis. et al, 2011; Gou et al, . 2015).. Sejalan. dengan
penelitian'Chapman ‘et al'(2014) yang mengidentifikasi adanya-over ekspresi' IL-
13. menyebabkan kerusakan- oksidatif . DNA. yang; ditandai-oleh -peningkatan; -8-

oxoguanine pada tikus transgenik asma alergik (Chapman et al, 2014).

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

Disisi: lain;: -peningkatan - yang -lebih: tinggi 'dari konsentrasi: 8-OHdG
ditunjukkan pada kelompok mencit yang disensitisasi OVA dan diberi paparan
partikel 'debucbatu: bara'jika: 'dibandingkan:dengan ' kelompok:lainnya. /Secara
statistik, . peningkatan konsentrasi .8-OHdG, tersebut tidak. berbeda secara

signifikan'pada ‘masing-masing - kelompok:-Hasil tersebut, tidak berbeda: jauh
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dengan hasil IL-13 dan aktivitas SOD serum yang.diperoleh. Hal.ini mungkin terkait

"
7

dengan lamanya'waktu paparan-dan dosis‘debu batu-bara; serta proses inflamasi
belum: mampu: menyebabkan jumlah:ROS .yang. diproduksi-menimbulkan -stres

oksidatif yang memicu terjadinya kerusakan oksidatif-secara sistemik.
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Chapman' et-al-(2014)-dan Aguirre; et-al-(2017) menjelaskan-peningkatan

reaksi inflamasi alergik saluran-pernapasan menyebabkan peningkatan kerusakan

oksidatif DNA-di jaringan paru dan cairan BAL tikus yang-diinduksi akut alergen,
dan terdapat kerusakan oksidatif DNA. yang ditandai dengan peningkatan 8-oxoG
saat proses inflamasi sudah terjadi secara kronik persisten (Chapman et al, 2014,

Aguirre et al, 2017)..Tidak hanya reaksi_inflamasi, lamanya waktu paparan batu
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bara  akan -menentukan, sejauh. mana. kerusakan jyang. ditimbulkan -di bagian

|

seluler. Beberapa penelitian lain telah menjelaskan bahwa paparan’akut debubatu
bara menyebabkan kerusakan membran seluler,dengan:peningkatan kadar -MDA
dan akumulasi H>O, tetapi tidak' diikuti dengan peningkatan kerusakan oksidatif
DNA (Ricardo-et-al; 2004; Bayersmann-et al;;2008; Jomovaret al; 2011):

Hasil penelitian ini didukung oleh penelitian Kania et al (2011) menjelaskan
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bahwa 'paparan ‘batu’ bara' selama 14 hari-belum ‘mampu ‘meningkatkan ‘MDA
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serum, tetapi menyebabkan peningkatan yang signifikan dari MDA jaringan paru
dan cairan bronkoalveolar tikus (Kania et al, 2011). Hasil berbeda dijelaskan pada
penelitian . Armutcu et .al ..:(2007) yang. mengidentifikasi..adanyapeningkatan

konsentrasiMDA serum-padatikus yang-diberikan paparan-debubatubara selama

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

14 hari (24 jam perhari)-(Artmutcu et al,-2007): Perbedaan tersebut terjadi-karena

dosis yang diberikan pada penelitian ini-adalah 12,5 mg/m3/jam/hari.

6.3. Korelasi Aktivitas SOD.dan Konsentrasi 8-:0HdG Serum
Hasil uji-korelasi: menunjukkan'terdapat ‘korelasi 'sangat lemah ‘negatif dan

tidak isignifikan antara:aktivitas SOD dan konsentrasi 8-OHdG-serum::Hal tersebut
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menjelaskan ‘bahwa terdapat- hubungan yang ‘berkebalikan, ‘yakni' jika terjadi

2
i

penurunan aktivitas SOD maka konsentrasi,8-OHAG mengalami peningkatan dan
sebaliknya. Hasil ini_didukung oleh_penelitian lain” yang menjelaskan adanya

peningkatan ' kerusakan ' oksidatif yang diikuti' dengan: penurunan: aktivitas
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antioksidan (SOD) pada paru tikus (Park et al, 2009). Korelasi antara aktivitas SOD

dan 8-OHdG! disajikan pada bagan 6.1
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Gambar 6.1. Skema Korelasi Aktivitas SOD'dan Konsentrasi 8-OHdG

SE

Aktivitas. SOD ditentukan .dari banyaknya produk. radikal yang dihasilkan.di

dalam’ tubuh.“Studi in’ vivo dan“in vitro-menjelaskan bahwa nano-partikel’ dan

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

particulate -matter -menyebabkan reaksi -inflamasi; dan, stimulasi-produksi ROS.

Akumulasi “alergen ‘dan polutan udara di sel” epitelial” saluran pernapasan

menyebabkan:aktivasimakrofag alveolar dan sitokin inflamasi yang menstimulasi
proses inflamasi dan produksi‘ROS (Li et al,.2008; Liou et al, 2017). ROS yang
terbentuk pada reaksi ‘alergi-akibat alergen dan polutan berupa senyawa radikal

(O, dan.eOH) yang akan direspon tubuh untuk mengaktivasi antioksidan endogen
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lini pertama yaitu- SOD untuk mendegradasi produk tersebut menjadi'senyawa non

|

radikal  seperti ‘Oz dan H,O>' (Bayersmann'' et’ al;-2008; Byers ‘et “al, '2012).
Antioksidan- enzimatik (SOD); merupakan, produk. enzim yang:berperan :sebagai
scavanger radikal bebas (Kaya et al, 2012). Sehingga semakin banyak jumlah
ROS yang-terbentuk, maka tubuh akan menstimulasi SOD untuk menetralisir

reaksi oksidasi, kemudian menyebabkan penurunan aktivitas SOD (Matough et al,
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2012; Barlow ‘et al;-2013). Penurunan-aktivitas (SOD.mengakibatkan peningkatan
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produksi- ROS..yang. menyebabkan.-stres oksidatif, dan_jika dibiarkan  dapat
menimbulkan kerusakan'oksidatif baik'pada lipid, protein maupun DNA(Cho et al,
2010).; Kerusakan.oksidatif DNA merupakan salah satu. akibat dari banyaknya

radikal (eO2 dan‘eOH)yang sangat reaktif-dan 'dapat berinteraksifangsung dengan

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

memodifikasi-basa 'DNA, serta dipengaruhi oleh 'keparahan - stres: oksidatif
(Westbrook et al, 2009; Matzenbacher et'al, 2016 ). Dittmar et al (2008) dan Chan
et al (2016) imenjelaskan'bahwa semakin_rendah’ aktivitas' SOD-maka'semakin
tinggi kerusakan oksidatif DNA yang ditandai dengan peningkatan kadar 8-OHdG

pada parutikus denganalergik pernapasan (Dittmar et'al,'2008; Chan et al, 2016).
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KESIMPULAN-DAN SARAN

7.1 Kesimpulan
1. Paparan; partikel-: debu batu ~bara,-pada  mencit:- 'model ‘asma  dapat

menurunkan aktivitas SOD serum namun tidak bermakna.
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2./ Terdapat' kerusakan/ oksidatif DNA’ yang ditandai'.dengan ‘peningkatan 8-
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OHdG serum pada mencit model asma. yang, diberi_paparan partikel debu
batu bara namun peningkatan tersebut-tidak bermakna.
3..., 1 Terdapat: korelasi- negatif _lemah_antara aktivitas. SOD: ;serum.dengan..8-

OHdG 'serum’ pada mencit model‘asma namun-tidak ‘bermakna:

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

4. Paparan. : partikel -, debu, ;batu ~bara-.selama; 4,:minggu- -belum,. mampu
menyebabkan penurunan aktivitas SOD serum dan  peningkatan 8-OHdG

serum pada mencitmodel-asma.

7.2/ ‘Saran

1. Perlu.dilakukan: pengamatan serial. berdasarkan, waktu; untuk: mengetahui
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profil ‘kerusakan’oksidatif'dan inflamasi‘pada' mencit model'asma:

2
i

2. Perlu dilakukan sensitisasi-kronik evalbumin,untuk - mengetahui-progresivitas
kerusakan baik secara seluler maupun molekuler.

3. Perlu-dilakukan: penglitian:lebih: lanjut; dengan’ pajanan 'subkronik: partikel

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

debu batu bara untuk mengetahui sejauh mana dampak partikel debu batu

bara hingga menyebabkan oksidasi DNA!
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g. Lampiran 1.-Data-Penelitian
N S, A. ) “Aktivitas SOD Serum
f—t e
% B SAMBEY KELOMPOK
§ § Kontrol .| Batu Bara QVA OVA + Batu Bara
% o0 1 69.21 70.19 60.9 57.33
2 62.87 70.81 60.54 63.85
& 3 66.62 69.65 61.79 51.17
4 66.53 59.92 68.67 57.78
5 60.28 62.87 60.01 53.76
i(e— 6 59,38 53.94 65.99 60.81
1 é Rerata 6415 64.56 62.98 57.45
= B.’ “Konsentrasi'8-OHdG Serum
;_I M Bi KELOMPOK
= Kontrol Batu-Bara OVA OVA + Batu Bara
g — 1 3.254 2.420 3.428 3.123
= ; 2 2.559 4.113 2.847 3.077
§ < 3 3.861 3.026 2.907 2.978
= o 4 2.175 2.889 3.022 3.326
>0 5 3.504 2.483 3.066 3.521
L 6 2.769 4.204 3.274 4.158
Rerata 3.020 3.189 3.091 3.364
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Lampiran 2. Analisis Data

|

A.J “Aktivitas SOD

g_ Uji. Normalitas-Data: Uji-Shapiro-Wilk
< Tests of Normality
V)
é E Kelompok Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
& = Statistic | df | Sig. | Statistic | df | Sig.
% o SOD Kontrol .228 6| .200° .925 6| .539
S Batu Bara 272 6| .190| .878| 6| .260
o OVA .299 6| .100 .831 6| .110
OVA + Batu Bara .156 6| .200° .981 6| .958

*. This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction

Uji Homogenitas:.Levene’s Test
Test of Homogeneity of Variances

.
|
|
|
|
|
|
i
|
|
|

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

SOD
Levene
§_‘: Statistic df1 df2 Sig.
e 1.830 3 20 174
L) —
é [—
S
§ é UjirParametrik:'Oneway ANOVA
Z ANOVA
= SOD
g1 Sum of Mean
y Squares df Square F Sig.
getween 195.166 3 65.055| 2.722 072
roups
, Within Groups 477.955 20 23.898
| Total 673.121 23
|
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B.., 1Konsentrasi-8-:OHdG
Uji\Normalitas: Shapiro-Wilk

|

Tests of Normality

g_ Kelompok Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

1 Statistic df Sig. | Statistic | df Sig.
i e OHdG Kontrol 155 6| .200° 976 6| .930
= ; Batu Bara 249 6| 200 .846 6| .145
G T OVA 211 6| 2001 939 6| .650
= % OVA + Batu Bara 211 6| .200° 858 6| .184
=

*, This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction

J
%

Uji:Homogenitas:'Levene’s Test

;S Test of Homogeneity of Variances

15 OHdG

H Levene

I Statistic df1 df2 Sig.

& 3.888 3 20 .024

Uji’Non-Parametrik: Kruskal-Wallis
Test Statistics®P

OHdG

Chi-Square 2.007

df 3

Asymp. Sig. 571

a. Kruskal Wallis Test

b. Grouping Variable: Kelompok

<
<
=
<L
o
o0
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C. Korelasi Aktivitas. SOD.dan Kaonsentrasi, 8-OHdG .Serum
Uji'Korelasi: Spearman’s rho
Correlations

| REPOSITORY.UB.ACID |

|
| SOD OHdG
} Spearman's SOD  Correlation 1.000 156
‘ rho Coefficient ' '
Sig. (2-tailed) . 466
< N 24 24
Z OHdG Correlation _156|  1.000
- Coefficient ' '
g — Sig. (2-tailed) 466 .
% 3 N 24 24
& T
>
S e
S0

4
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Lampiran 3. Dokumentasi Penelitian

|

2

ovalbumin TCI ' » Partikel Debu Batu Bara 12,5mg .

[TH) Read the instruction for use ‘
‘www.bt-laboratory.com

Mouse 8-OHdG ELISA Kit _ Bahan pemeriksaan SOD Metodé NBT.
Cat.No E0187Mo

63



REPOSITORY.UB.AC.ID

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS

| REPOSITORY.UB.AC.D

<
i
=
<
oc
(a 8]

UNIVERSITAS

2
-
£

Coal Dust Exposdr'e Chamber Inhalasi'OVA: Nebulizer Omron 'NU-017
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Pengambilan-Darah-Jantung Darah Jantung dalam Tabung Serum
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Pemeriksaan 8-OHdG, Metode ELISA . Microplatel ELISA
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