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LUCAPAN TERIMA KASTH

Saya panjatkan pugh syukur ke hadirat Allah SWT atas segala mkhmat dan
limpahan hidavah kepada save, sehingga saya mendapat petunjuk dan kekuoalan
lahir serta bathio untuk menyelesaikan penelitian dan penolizan disertasi ind.

Pada kesempalan ini, perkenankanlah saya menvampaikan tasa homma
dan tenma kasih yang schudusnya kepada vang terhermiat:

Prof. Edy Pranowo Soedibyo, dr. MPH atas kesedizan belian menjadi
Promotor,  dalam kesibukan beliau wvang sangat padal, masih  berkenan
meluangkan waktu untuk membimbing, memben petunjuk dan dorongan moral,
dan dengan penuh kesabaman. Beliau dengan penuh kebapasn meaumbohkan rasa
percaya diri dan semangat atas (Imu pengetahuan vang saya tekuni, sehinga saya
tumbuh semangat dan percaya dirt ditkut dengan segala wsaha dan doa.

Peol. Dr. Prong Saepanta, de, SpALK), atas kesediaan beliaw menjadi Ko
Promotor [ Beliau banyak memberikan pengetahuan imunalogl mukosal, mulai
dari kerangka dasar, sampal membenkan referensi yang tepat untuk penulisan
dizertasi i D1 engah kesibukan yang padat, beliau masith berkenaan
meluangkan waktu untuk membimbing dan mengarahkan penelitian yang Saya
lakukan. Belizu selaku Pimpinan GREAMIK (Graha Masyambkat Imigh
Kedokieraan) Fakulas kedokteraan Unair-RSUT Dr Soetome, yang mengyinkan

sava menggunakan semua fasilitas di Laboratonum Palgbiolag,
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O Subartono Taat Putra, dr, M5, ataz kesedizan beliav menjadi Ko
Promotor U, Belisu dengan sabar dan tak kenal waktu membimbing saya, bark
bersifat substunsial ke ilmuan, maypun derongan moral,  schingga  siva
mempunyai semangat dan molivasi wros, dan mempunyal kepercayaan diri. D
samping hal tersebut, beliau selala membenl kesempatan meogkubl seminar
Fsikoneuroimunglogi-imunapatobiologi, sehingga sangal berguna  dalam
membuka wawasan yang luss lerhadup ibmu vang saya tekuni.

Pernerintah Kepublik Indenesia, khuswsnya Departiemen Pendidikan
Mazional, khuswusnya Direkioral Jenderal Pendidikan Tinggi, yang membenkan
bantuan beasiswa BPPS, yang sangat bermantaat bagi penyelesaan studi-3-3 i,

Rekigr Universitas Airangga, Prof Dr Med Purvhine dr, SpBTRY, Prof.
1. Saedarta, dr, U MEH, Ph.I?, manian Reklor Universitas Alriangga yang wlah
memberi kesempatan untuk mengikoi dan menyelesaikan Progam Pendidikan
Dioktor pada Program Pascasagana Uraversitas Adrlangea Surabaya.

Prof Br M Mubammad Amin, dr, SpPK}, Direkur Program Pascasarjana
Universitas  Airlanga, PeofDr H Soedijone Tingwidardje, dr, SpTHT{K),
mantan Direktor Program Pascasarjama Univesitas Adrlangga,  yang twlab
memberi kesempalan kepada saya untuk menpikuti pendidikan Frogram Doksar dn
Program Pascasanana Universitas Airlanga

Prof Drluliati Hood Alsagaff, de, M3, SpPAFIAC, selaku Ketua
Progeam Studi Hmu Kedokueran 5-3 Pascasagana Universitas Airlanga vang telab
membantu dalam kelancaran proses pelaksanaan upian kualifikasi, ujan proposal
dan disettasi
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Prof Wahyono Hadi, Ir, M.Sc, Fh.D, Guru Besar Teknik Lingkungan
Institet Teknologi 10 Nopember Surbaya (ITS), sebagai konsultan, vang dengan
sahar memberi saran dan pemecahan teknis, disamping memberi dorongan moral
tiada henii kepada saya, agar meayelesakan digertasi .

Widade IP, dr, M5, MPH, r PH, konsoltan bidang metoedologi, yang
dengan tebiti membimbing saya dengan penub kesabaran.

Kuniore, dr, MPH, Dc PH, yang telah membimbing dizlam  melodolog
dan mengartikan hasil anabsis statisiik.

Dr. | Kewt Sudiana, Drs, b5, schagai konsultan, yang dengan penub
ketekunan, kesabamn, memben bekal ilmu dan teknolog labomigriem imunsleg
. komsep dasar imunclopi  serta membanty schagai pengamat ke 2 dalam
penelillan inl, dan memben deronpgan mor! kepada saya.

Siaf pengajar Progam pascasarjana Umiversitas Airlangga di Semester 1, [0,
dan M izhon 199B/199%, Prof H Bambang FRahino Setokoesamo, dr,
Prof Purneme Survohudoye, dr; Prof Fdy Pranown Seedibyo, de, MPH, Prof. Dr.
Pitono Soeparto, dr, SpA(K), Prof Dr. Iogep Glmka, SVEy, Prof Lr. Koeno
Wibisong, Widode 1P, Jdv, M5, IPH, Dr(PH}, Fuad Amsyan, dr, MPH,
PhD.Dr %ubartone Taat Pulm, dr, MS; 5ii Panani, drMS, PhD, ProfDr
M Zainuddin, Apt, Frof Dr. Sammany, drh, MS; Prof. Soetandyo Wignyosoebroto,
MPA;, Dr. LDvson, D, MA; Prof Rachmal Santoso, dr, 3pPA; Prof Do
Konthen, dr, SpPD, Prof Dr. Yooy Pripatna Dachlan, dr, M. 5c;Prof H Santosa,dr;
Dr. ! Ketut Sediana, Dres, M.SI, ProfDr. Thomas Kardjiso, dr, SpP; PralH.
Seeprapto As, dr, DPH: Dr FM Judayana, dr, SpPE({K}, Dr Irwan Setiabudi, dr,
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SpFE{K}, DrEdy Bagus Wasito, dr, M5, vang telall memberi bekal berbagai
il pengetahuan yang sanpat berpuna bagi pelaksanaan penelitian dan penulisan
dizertasi ni Ucapan tenma kasih Juga kami sampaikan kepada Ibu Titin, Dra dan
staf, yang memben pengajaran Bahasa Jepang.

Perkenan pula pada kesempalan ini says menyampaikan ucapan rasa
terima kasih kepada:

Prof Dr.1l. Rochiman Sasmita, drh, B35, MM selake Koordinarer Kopertis
Wilayah VIl Propinsi Jawa Timue,  vang telah membern cekomendasi untuk
mengikull pendidikan 5-3 di Pasasarjana Unaversitas Airlangga.

Prof. Yudgoy Soewamo, Ir, Rektor Institut Teknologi Fembangunan
Sumbaya (ITFS) yang memberi kesempatin pads awal pendidikan saya  dan
memben Uin saya menpambil pendidikan 5-3 di Pasea Safjana Unair.

Prof HBambange Rahine Setokoesome, dr, setaku Fektor Universits
Wijaya Kusuma Surabaya, yang telah bersedia memberi bimbingan.

Kepala Pusat Vetennaria Farma Departemnen Pentanian  Direskiorat
Jenderal Produks) Peternaan Surabaya, khususnya Kepala Bagian Tae Usaha,
Hardomna, drh.

Imare Sunanie, Drh, M EKes, Kepala Instalasi kandang Hewan Coba
Fusvelma Surabaya, yang dengan ssbar dan tehiti membanto sava dalam
pelaksanaan penelitian, mulai paparan sampai pembedahan hewan. Tenma kasih
kepada Bpk Sutjipto dan Bpk Supardi yang memelihara hewan coba mencit

mulat persiapan sampai pelaksanaan penelitian selesm.
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Kepada guru siva sewakiu di S0 43, SMPRN 6, SMMAN | di Surakara,
vang telah mendidik saya dengan penuh disiplin, kesabaran schaga bekal untuk
ke jenpang perdidikan yang lebib Gogg,.

Edy WWahye Puodjianto, Ir, Flh Kepala Balai Teknik Kesehatan
Lingkungan Surabaya, yang memben jpin meminjamkan alat dan melakukan
pengukuran sampel udara oleh siaf, selama 30 harn.

Bapak Afan, petupgas Laboretormem Instinme Teknologe 10 Nopember
Sumbava (ITS), yang secara rutin membaniu teknis dalam reknologl paparan,
sehinped papacan gas buang sesual lujuan penelitan, dan Khambaly, ST, MPPM,
yang membantu dalam menyapkan bahan kimiawi dalam penelitian im

Selurub teman di Program Studi Iy Kedokteran Program Pascasanana
Universitas Asrlangea angkatan tadion 19981999 yaog selalu memben bantuan
mular perkuliahan, sampai penulisan disertasd imi.

scmua prhak yang telah membanie saya, sechingga dimungkinken disertast
ni dapat diselesakan. Semoga Allah 8WT inembalas sermua budi bk yang telah
dibenkan kepada zava dalam penyelesaman disertas: ini.

Akbimya pada kescmpatin im saya sampaikan razg hommat dan kasih
sayarkg kepada

Kedua orang tua saya, Ayahands Moestamat SasirodiharolAlm), Thynds
Qectma Salwnah (Alm), yang 12lah mendidik saya dengan wlus dan penub daa,
seliogga siva bisa meongikon peadidikan sampai ke jenpang doktor, walaupun

beliat berdua tidak sempat metyaksikan kebechaalan saya. Sermoga Allabh SWT

i
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RINGCKASAN

Kondisi pdara akan mempengaruhi kondisi keschatan pemapasan
yvang menghirup, lemitama masyarakat kota, karena fakior adanya pencemamn
udars (Stoldt, 1974; Fugele RF,1992; Ray BT, 1995, Adiama, 2001 ) Salah satu
penyebab mama pencemaran udara di kota adalah agsap kendaraan bermotor yang
mengandung partikel Phb, yang membahayakan kesehatan (Bailey, 1973; Palar,
1924: KPBA, 2001). Kendisi tersebut diatas dapat menjadi salah salu pemicu
dalam menurunkan respons infeksi akut saluran pemapasan. Fakta menunjukkan,
bahwa di daerah perkotaan di wilayah Propinst Jawa Timur . sepert 41 Surabaya
Jumizh pendenta penyekit infeksi salumn pemapasan 1ebib tingg dibanding i
daerah lain (Dim. KesProp, Javm, 2000, Din. Kes. Kota Surabaya, 2000),
Sehagai pintw 3wal masuk gas buang ke dalam lebub adalah salurgn pemapasan,
dan pula  induksi awal pada saluman pemapasan dapal mempengauhi sistem
imun mukosal. Partikel Pb gelain ada yang menginduksi sistem imun mukeosal,
karena diameter panikel dapat langsung masuk ke alveoli (Chanlext, 1979, Lu,
1925). Sejauk ini, pengarub paparan partikel Pb melalu: inhalasi terhadap
mekanisme berups imunopatobiogenesis  respons imun mukosal salutan
pemzpasan belum terungkap dengan jelas.

Milai ambang konsentasi partikel Fb di udars adalah 2 p,g,fma (PP 41,
1990), namun di wilayah Jawa Timur nilat ambang batas lebih tinggi, yaitu

sebagar G0 u,g.fm" fSK. Gub.Japnm Ne. 139, 1996). i Swvrabays, konsentragi

Xy
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partikel Fb melebihi ambang batas 2 pg/m3 , bahkan ada yang melebii ambang
batas &0 ug.-’m“ , yallu dalam kisaran ::-Eug,-’ms sampal 50,95 pa/m3 (BTKL,
1996, Sarudyi, 1998, Purwantg, 2001). Potensi paparan Pb di udan, akan selaly
merningkat, melihat fakia jumlah kendarzan bemmotor yang ¢enderung
menmgkat rerata per tahun 5-% %, baik &i Jakarta staupun di Sumbays (Cirektomt
LL Kepolisian RI, 1999; Bappeda dan BPS Surabaya, 1999), sedangkan
konsumal bensin di Indonesia 25,47 % adalah bensin jemis prémnlm, yang
meéngandung Ph (Wokman, 20001} Sumber paparan Pb selain dan kendaran
bermmaotor, adalah  industri pertambangan peleburan sekunder, inceneralor,
batubara vang menganduny Pb rendah, kegiatan industi yang menghasilkan besi
dan baja, dan pemakaian cat  Parikel Pb konsentmsi 1O pgim® werbuki
mengganpou funesi makrofag alvaeclar {Bingham, 1973), dan pada konsentrasi
30 ug'm’ menimbulkan kerusakan makrofag alvaeolar, berupa fungsi fagositosis
tertekan (Zelikoff, 1993) Penpunekapan mckanisme respons imon mokosal
saluran pernapasan dalam konsentrasi rendah pada Risaran =2 - <10 ughn’ akan
membenkan gambaran kondisi sebelum terjadinya gejata klinis, untnk tndakan
pencegahan.

Beberapa penelitian Pb dilakukan dengan pendekatan toksisitas, yang
melthat gangguan yang sistemik dan merusak, namun ada penelittan yang melihat
pengaruh respons imun pada saluran pencemaan ¢an menimbulkan gangguan
imunalogi sistermik {(Mustaing, |99%; Blakely, 1981 ; Razani, 199%; Heoy, 1998)
Fada penelivan ni, penelin ingin mehhat pengamh yang terjadi déngan

konsentras yang diduga akan menitnbulkan induksi awal sebelum kejadian

x
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ganggeuan klinis, berdasar konsentrasi ambang batas yang dianjurkan 2 ug/m’ dan
konsentrasi  kejadian gangguan Fungsi s¢l makrofag alvaealar 10 ug/m’ atau
dalam kisaran >2 ug/m® - < L0 ugp m* . Kondisi mukosal saluran pemapasan,
tidak mempunyal Steuktut dan Fungs berheda dengan mukosal saluran
pencemaan  dalam respons imun lokal {Bienenstack, 1999) | ocleh sebab itu
peneliti - dalam penelitian i mengabstraksikan kemungkinan akan tegjadi i
mukosal saluran pernapazan, dengan paradigma imuneopatebiologis dengan
konsep PFb  =zebagal  siresor, dengan ftwuan unlvk  menjslaskan
imunopatobiogenssis sespons imen mukosal saluran pemapasan, guna melihat
respons imun lokal yang tudak lazim alaw menyimpang karena sel imunokomperen
vang mengalam: stress akibat paparan partike! b tersebut.

Perelinan yang dilakukan adlah  penehiian chksperimen di hewan
dengan rancangan yang digunakan adalah tre post test enly conirol group design.
Alasan menggunakan rancangan disain ind adalah karenz semua karakisnstik
antar urit populas: sama atau homowen dalam hal im adalab populasi mensit
Balb/c dengan karaktenslik yang sama, dan uniuk kelompok perlakuan dan
kontrol memperaleh perlakuan peripde wakta yanp sama yaitu 30 har. Paparan
bemsal dari sumber  gas beang motor berbahan bakar premivm  yang sama
dengan pengaturan debot gas, agar mendapatkan konsentrasi partikel Ph dalam
kisaran »2 ug/m’ - < 10 ug/m”. Untuk kelompok kontrol di hilangkan partikel Pb
dengan dilewatkan [arutan Caf{OH) 25%.

Variabel penslitian uniuk mengaman respons imun mukesal saluran
pemapasan, adalah sel T- CD4 (8T-C0M), zel T- CD3ET-CDE), zel T penghasil-

xwi
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1IL-2 (5Tpil-2}, sel Tpenphasil- IL-4{STplL-d). sel plasma penghasi — [gA
(5PlgA), dan deposnt Ph &1 makrofag alvaeclar, Dibarapkan dar beberapa
vanabel tersebur dapal menguamberkan pola respons imun mukosal saluman
pernapasan dan keberadaan panikel Pb di makrofay alvaeolar akibat paparan
partike] Ph wang terkandung dalam gas buang berbahan bakar premiom.

Pengujian hipotesis untuk menjawab tujuan penelilian, dengan up
homogenitas, up noermalitas, uji beda antar - kelompok, dan &nabisis diskriminan
unbuk ménéntukan kelompok yang mempunya peran vanabel yang bermakna,
dan pembuatan polda respons iooun mukosal =ajuran pemapasan bagl vanabel
terschul.

Dari hasil penelitian , paparan partikel Pb dalam kisaran =2 ugm® <10
ugim’ | menyehabkan respons imun mukosal saluran permapasan, khususnyve o
daerah BALT, mengarah ke respons imun seluler, dengan  dibukidkan, babwa
vanabel vang bérperan bermakpa adalah ST-CD4a, ST-CDE, STplL-2. Kondisi
tersebut secara teontis, ada mdikasi kecenderongan menyu ke DTH Defaped
Tvpe fypersensineiyy)  [Nsamping hal tersebut ada suatu skoftas pangguan
keseimbangan imunopatobiologik 52l Thl dan sel sel ThZ, vang menunjukkan
regulasi yvang tidak normal, sesval paradigma Th1/Th2, Ciketahwi pulz, bahwa
deposit parike]l Pb cukup bermakna pada  kelompok perlakoan, hal i
membukiikan, bahwa denpan konsentrasy panikel Ph di ndara =32 ug.fm” -0
ug/mn’, waktu paparan 3 jam’hari selama 30 hari sudah menunjukkan adanya

partike] Pb yang bermakna pada makrofag alvaeclar, karena sifat partikel Pb

Xl
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vang dapat terdeposn kwmoladf  maka  diungkmkan dapat  mempunyai
kecenderungan terjadinya Abrosis dalam pars

Disacankan, dalam penehitian benkutnya, dapat dilakukan penelitian
dengan hewan coba dengan paparan partikel Pl di daerah padat lalu Tintas atiu
yang mempunyai rcsiko adanya paparan partikel Fb oyang tingg, sebag
penelitian  eksperimental lapanpan. Di samping hal tersebut, penggunaan
paradigma imunopatobiologis dalam mempelajari pengaruh zart pencemar
merupakan studi vang bisa dikembangkan dalam bidang kedokieran, khuzusnya
vang terkait dengan hdang, kesehatan lingkungan. Di sarankan apar hasil temuan
penelitian ini dapat memben masukan kebijakan, khususnya bagi pemerintzh
daerah Fropinsi Jawa Timur dorubema dalam hal penetapan  nilal ambang balas

partikel P udam.

%y lhl
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ABSTRALT

Air quality can be significant threat Bpr healdy, panticularly among urban
population, due tg peeseace of an palution (5toldt, 1974; Fugle RF, 1992, Ray BT, 1995,
Adima, 2001). One of primary cavses of urban air pollution is eomission from mgor
fehicles that contain Pb particles, which iz hazardous for health {Bailey, 1978, Palar,
1954 KPBB, 2001). Such condition may be triggering factor in exacerbating response of
acute mlectian in resparatony tract. Because respiratory iract is the initial ontry port of the
emmisions inig human body and initial indocuon also scours there, mucoszal immune
systemn can be aflected. In addition to cusiog induction of mucosal immune system, dug
to is diameter, Pb particles may directly enter the alvenli Hawever, the influence of Ph
paricles exposure by inhalatien of mucosal immune response mechanism of respiraosy
track remans unchear.

Threshald of Ph particle inoar is 2 ug/m® However, the Hireshald in East Java
was high, i.e., 60 ugfml. I Burabaya the concentration of Pb parlicle at mnge between =2
ughn’ and BO0,85 ug/m’. Pb panicle concentration of 10 ug/m’ is found o impair the
functon of alvaeslar macrophage and at the concenmation of 30 ug'm’ it produces
damage in those cell, resulting in depression of phagocytic funclion. Disclosing mucosal
immune respoase mechansm of respiratory tract 1o low b concencentmbion of =2 - <10
|.Lg-"m'1 may characierice condition prior to the occurence of gilinical symploms which s
wvaluable for protectime measures.

Some studies on Pb were undenaken wsing toxicity approach by observing
systemic and damagmp diserders, and some other $tudhes Tocused on the inlluence of

immune Tespanse oo alwnentary waet cevealing sysiemic wnmunclogle disorder. This
i
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study, however, identified identifed the effects estimated to produce mitial induclion
befare the sccurrence af clwvical svmptoms in allowed concentration of 2 ug/m’ and 10
wg/m” ar hetween 2= <10 wen™ in which alvaeclar macrophage functions ang impaed.
Mormal cespicatocy tract mucosal bas no difference structure and funclion rem inlestinal
teact maucosal in local immune response. Therefore, the authar i this study abstracted the
pogsibibities  thal  may occur sn respiatory  mact mucosal by meang m
immunophatobiclogical paradigin using the concept of Pb as 3 stressor in order 13 dislose
the mucosal immune respense mecharnism of cespiralory Legct o demonstrale abnormal
logal wnenune response due bo stress immoioconpetent celll cavsed by Pb particles
EXPOSULE .

This tudy 15 an expenmental anumal study using post test only control group
design. Thia desien was used becanse all charracteristics amonge population units, Balhic
mice, wene sunilar gr homaueneasws, and bath reatment and control groups were
subpected 10 the same weatmeant period, 1 e, 30 days, so that the effect of matration was
minimized. Resull of this study showed that the exposure of Pb pariicles barween =20
up'm’ - < 10 ugim’ resulted in mucosal immune response, as il was proved that the
strongest wvariables wione T ocell CD4, T cell C08, and T cell IL-2. Such condiion
theoretically may indicates DTH{ Delayed Type Hypersenmitivaty ). The presence of Pb
partiche in treatment group was signeficant, indicating that Pb panicles concentration =2
ug/m’ - = 10 ug'm’ in air with duration of expasure 3 haurs'day for 30 days had resultin
the presence of Ph particle deposits This condnion tendecy make filveosiz, especially the
cummulative chamctenstic or persisicnt of Pb parhicle,

Kerwords: Pb particles, stress immunocompetent c¢lls, respiratory mucosal
immune cesponse, immunopathobiolopy .
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BAB |
PERNDAHULUAN
L.1 Latar Belakang,

Kondisi udara akan mempengaruhi kondisi kesehatan pemapazan yang
menghinup, terulama masyamkat kola, karena faktor adanya pencemasan udara
{Stoldt, 1974; Xu %, 1991; Fuggle BF,1992; Ray BT, 1995, Aduama, 2001}, Salah
saty penyebab utama pencemaran udara di kola adalab asap kendarzan bermotor
vang mengandung partikel Pb, vang membahayakan kesehatan (Bailey, 1978,
Palar, 1994; KPBB, 2001). Sebagai pinty awal masuk gas buang ke dalam (ubuh
adalah saluran pemapasan, dan pula  induksi awal pada salumn pemapasan,
dapat mempengaruhi Sistem imon mukosal. Parlike]l Pb oselain ada yang
menginduksi sistem imun muokosal,  karena diameter parikel dapat langsung
masuk ke alvesli (Chanlet, 1579 Lu, 1995} Kondisi  wersebut diatas dapat
menjadi salah satu pemicy menyrunkan respons infeksi akut saluan pemapasan.
Fakta menunjukkan, bahwa {i daerah perkotaan di wilayah Propingi Jawa Timur,
seperti di Surabaya jumlah penderita penyakiy infoksi sajuran pernapasan lebih
tinggi dibanding  daerah lain {Dwn. Kes Prop. latim, 2000, Dhn. Kes. Kola
Surabaya, 2000). Sejauh ini, pengaruh paparan partikel Pb melalui inhalas
terhadap imunapatebiouenesis respons nnun mukosal saluman pemapasan balum
Lerungkap denpan jelas.

Permbatasan konsentrasi partikel Pb di udar adalah 2 pgim’ (PP 41,

L 994, namun di wilayah Jawa Timur ambang batas lebih tinggl, yaitu schisar 60

- e .
ur;.r
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ug/m’ (SK, GubJanm No. 129 1996), Di Surabaya konsentrasi panikel Pb
melchihi ambaog batas 2 pe/m3 |, bahkan ada yang melebihi ambany batas &0
wem® | yaitn dalam kisaran =2pg/m’  sampei 30,95 pe'm3 (BTKL, 1996,
Sarudji, 1993; Purwanto, 2001}, Potensi paparan Pb di udara, akan gelalu
metingkat, melihat fakiz  jumlah kendaraan bermotor vang cenderung
mieninghat rerata per @hun 3-9 %, baik di fakarta maupun di Suabaya (Dirckioral
L Kepolisian Rl 1999 Bappeda dan BPS Surmabaya, 19%¥9), sedangkan
konsumsi bensin di Indonesia 9547 % adalah bensin jenis premium, yang
mengandung Pb {Nukman, 2001). Sumber paparan Fb selain dan kendaraan
bermotor, adalah  industn pertambangan peleburan sekunder, incenerator,
batubara yung meganduns Pb rendah, kegiatan industri yang menghasilkan besi
dan baja, sera pemakmian cat.  Partikel Pb konsentrast 10 pg'm® terbukti
menggangey  fungsi sel makrofag alvacolar (Bungham, 1973}, dan pada
konsentrasi 30 pa/m’  menimbulkan kerusakan sel makrofag alvacolar, berupa
Fungsi fagositosis tertekan |, dengan indikasi perungkatan THEo (Zebkoff, 19%3).
Pengungkapan mekanisme imunopatobiologis respons imun mukosal saluran
pemapasan dalam konsentrasi cendabh pada ksaran =2 - <|0 pimt akan
memberikan gambaran kondisi sebelum teradinya gejala klinis, untuk indakan
preventif.

Sejauh ini beberapa penelitian lebih neelihat suaty fakm  konsentras
Pb di udara atan di lapangan dengan ndikator klins, sepert! berupa kandungan

Pb di darah {Sarud), 1998; Winarko, 1999} Penehtiap pariikel Pb  dengan
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konscntrasi tecendal pemah direliti adalah konsentrasi 16 pgm’ yang terbukh
menpggangge {ungsi makrofag alvaepdar {Bingham, 1973), dan pada konsentias
30 ug'm’ menimbulkan kerusakan makrofag alvaeolar, berupa fungs: fagositosis
terickan, dengan  mdikasi peningkatan TNFow (Zelkoff, 1993  Hebcrapa
penehban Pbo o dilakukan dengan pendekatan toksisitas, yang menoermab
gangpuan  sistemik  dan merusak,  Penebban  demikian  menyebabkan
imungpatebiogenesis awal, sebelum gejala klims umbul, tetap merupakan
kejadian vang belum jelas. Pada penelitian ini, penelii ingin melihat pengaruh
vang tefadi pada  komsentrasi yang diduga akan menimbulkan induksi awal
respans 1mui nukesal di saluran permapasan, sera mengungkap prozes kejadian
dari perubahan smuncpatobiologik sebelum kejadian panpuuan kivais berdasar
komsenteas ambang batas yang dianjurkan 2 ug'm’ dan kensentrasi 10 ug/m’ atau
dalam kisaran 2 ugm’ - < 10 ug/ m".

Pemearuh  paparan partke! Ph terhadap respans imun muokosal telab
dibuktikan, pada saluran pencemaan, seper pedurutan respens imun mukosal
salutan pencerngan akibae Phoasetat (Mustaina, 1993), dan  dalem siseem
imunologik sitemik teqadi hambatan perkembangan sel penghasil antibads dan
titer seram antibpdn (Blakely & Archer, 1981} [h sisi bain adanya peogaruh
gangpyan funpsi sel T dan sel B aktbat Pb dalam menstimulast weryaditiea
proliferasi limfosit deawan mengaktifkan interakst sel T dan sel B (Razang,
199%), dan juga mengsanuou keselnbangan rasio Thl dan Th2  denpan cara
menghambat Thl dan meningkatkan Th2 {Heoy, 1998). Kondisi mukosal

saluran pernapasan, tdak mempunyai strukiur  den fungsi berbeda dengan

3
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mukosal salumn pemapasas dalam respons imun lokal (Bienenstock, 199%) | oleh
sebab 1w penelitl dalam penelitian ini mengabstraksikan kemungkinan akan
terjadi di mukosal saluran pernapasan.

Konsentras:i Pb di udara amben yang berpolensi terinhalasi dalam
saluran pemnapasan, merupakan perlimbengan vang mendasar wuniuk segera
mengungkap pengandth Fb terhadap mekanisme respons imun pada mukosal
lokal seluran pernapasan. Respons umun mokosal saluman pernapasan  akibat
partikel Pb, akan memben gambarmn lokal, sebagel kondisi dini pre klinis.
Peagungkapan pengaruoh pads mukosal salumn pemapasan, akan Jdapat
menggambarkan suaty kondisi lokal, dan hal ot dapat dilihat dalam swato
jaringan, schingga berdasar pelimbangan teresebut dijakukan pemenksaan
dengan imunchisighimia Pemenksaan untuk melihat perubehan sistem imun
lokal yang tidak lasfm aao mebdyimpang karena sel amunokompeten  yang
mengalami stres akibal paparan partikel Pb.

Pecngungkapan torsebut dihamapkan  sebapal  suatmn bentuk
pengembanuan ibmu kedoktéran & bidang pencemaran, melalei pendekatan
imuncepatobiologis  dengan konzep sel yang stres (srress ceff). 1 samping hal
tersebut, beberapa penelitian laboratorium yang telah dilakukan menggunakan
paparan Ph melalui mbalast denggn bahan Pb mumi (Bingham, 1973, Zelikoff,
1993), udak mengeunakan baban berasal dan parikel yvang terkandung dalam
ga5 buang motor berbahan bakar premium, sehingga penelitian tersebut ndak
menggambarkan kesduan vang sehenamya. Penelitv menggunzkan suatu cara

paparan menggunakan gas buang motor bakar berbahan premivm dengan

4
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berdasatkan ekstrapolasi  permodelan suatu pencemaran wdara (Masters, 1974,
Soedomo, 1995 umuk  selanjutnya dilakukan eksperimen pada hewan coba.
Lama paparan 3 yjam/ hari, berdasar jam puncak kepadatan lali lintas, serta wakiu
30 fuga puluh) han. Wakw 30 hari berdasatkan rerata atas kejadian  deposit
parukel Pb di alvech setelah paparan selamta 15 han sampai dengan 40 han
(Kaminski, 1977).

Partikel Pl sebagai logam  becal, yang mempuayai kemampuan
benkatan dengan proiein {Fuollmer, 1990), sebagai ikatan komplek. katun
komplek akan terikat oleh molekul besar, sehingga dapat memodulasi respons
e, berupa sumolast wegadmys proliferasi limfosit dengan mengaktifkan
intecaksi sel T dan sel B (Rasani, 199%9) D samping  partike]l Ph vang
terinhalasi akan mempengaruh respons imun mukosal salumn pemapasan,
dimungkinkan terdeposit i makrolap alveotar, secara kumulatif. Cara vang
dilakukan dalam penshitian adalah melakukan sbstraksi, sinlesis dan ckstrapolas:
dan piérubaban produk yang dihasilkan oleh zel imunokompelen yang stres oleh
partkel Fb dengan mengpunakan hewan coba mencit. bodulasi respons imun
mukgsal salucan pemapasan dapal lerjadi, karena {1} keberadaan partikel Pb yang
akan masuk ke alveolar melalui sel M vang mempenganahi sel makrofag alvaeolar
dan kemunukinan memmbulkan deposit, (2) partikel Fb akan menginduks:
mukesal, sel Thelper -CD4, se] Thl, sel Th2, sehingga memicu aktivitas sel B
dalam menphasilkan lgA Konsekuensi pemakaian kajan konsep siress cefl di
mukosal saluran pernapasan, adalah sumber vanabel didapatkan dari perubaban
morfofungsi & mukosal wersebul, vang akan dipakai untek wji hipotesis.

5
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Pendebnan dan konsep vang dipakal ini akan mengembangkan hipotesis, dan
dilakukan pembuktian hipotesis, sera hasil vang didapar dipakai  untuk

memecghkan masalah penelitian,

1.2 Rumuszan Masalah
l. Apakah ada perbedaan respons wnon muokosal saluran pemapasan pada
mencit Balbic vang terpapar gas buang motor berbahan bakar preraium
vang mengandung partikel Pb konsentras: berkisar > 2 - <10 ug/m3
dengan yang terpapar gas buang moter bahan bakar premium yvang tidak
mengandung partikel Ph selama 3 jamvhae dalam wakie 30 hani 7
2 Apakah ada perbedaan uinlah makrofag alvaeglar yang mendeposin Ph
pada mencit Balbfc yapg terpapar gas buang molor berbahan bakar
presiium yany meneandoung pariket  Ph konsentrasi berkisar = 2 - <10
ug/md denpan  yang lerpapaf gas buang motgr bahan bakar premism
vang Ldak mengandung partike] Pb selama 3 jam/an dalam wakiw 30

Ianm?

1.3 Twan Penelinan

131 Tuuam umam
Menjelaskan imunopatobiogenesis  respens imun  mukosal  saluran
perfapasan mencil Balb/e yang terpapar gas buang motor berbahan bakar
premium  vang meagandung partikel Pb konsenims) berkisar = 2 - <10

ug.-'mj' selama 3 jamfeari dalam waktu 30 hari ?

&
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Tujuzn khusus

I.

Membuktikan perbedaan jumlsh sel imunokompeten vaim sel T-
CD4 | sel T-CDE , sel Tpenghasil (p) IL-2, sel T penghasil {p) -4, |
sel plasma penghasil {p) lgA pada mencit yang lerpapar gas buang
toter herbahan bekar premivm  yang mengandung partikel Pb
konsentrasi berkisar > 2 - <10 ug/m3 dengan yang terpapar ges
buang maotor bahan bakar premiom yang tidsk mengandung partikel
Pb selama ¥ jamvhan dalam waktu 30 hari.

Membuktikan  perbedain jumlah makrofag abvaeolar yang
mendepaosit Ph pada mengit Balh/c yang terpapar gas buang motor
berbahan bakar premivm vang menpandung partikel Pb konscenleasi
berkisar = 2 - <10 ug/m3 dengzn yang terpapar gas buang mobor
bahan bekar prémium yang tdak mengandung partikel Ph selama 3
jarmvhart dalam wakiy 30 han.

Membuat pola  diskriminan  respons  imuen mukosul  saluran
pemapasan pada meneit Balb/c yang terpapar gas buang motor
berbahan bakar premium yang mengandung partike] Fh konsentras
berkisar > 2 - <]} ugim3 selama 3 jamhari dalam wabktie 30 harni.
Menjelaskan imunopatabiogenesis rezpons imun mukosal saluran
permepasan akibat paparan pastikel Pb yang teckandung dalam gas
buang mewor  bahan bakar premivm  melalw inhalas: deagan
konsentrasi berkisar = 2 - <10 ug/m3 selama 2 jam'hari dalam waktu

30 hari.
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hlanfaal Ponelitian

1. Dapat menelaskan kereotanan tethadap gangguan infeksi saluran
pemapasan akut atsupun ganguuan saluran pernapasan lainnya la
individe twersebol berada pada dagrah vang mempunyar potens

adanya gas buang yang mengandung partikel Pb.

1-Jd

Mendapatkan buktn ilmiah, berupa penemuan imunopatobi ogenesis
respons imun mukosal saluran pemapasan  dan depesid Pb di sel
makmofe alveolar akibal paparan Pb melalw imnhalasi dengan
konseatrasi berkisar =2 — <10 ug/m3,, lama paparan 3 jam/Man,
selama M bari, schingga dapal dipakal sebaga dasar melakukan
tindakan preventil wdara  lefcemar Pb yang mendasarkan pada
kEapan respons imun mukosal saluran pernapasan

3. Peneliban im1 dapat dipakal sebagar muodel dalam  penelitian
peniaruh  &mt pencemar udara lam dengan  pendekatan
mmanopatalialogs yane berkonsep Seress oeff, vatu mempelajan
gistemtn nun vang tak lazim sehingpa mengubah  respans imun
mukosal saluran pernapasan akibal scl imungkompelen  yatg
menpalamn sires oleh 23 pencemar tersebut. Pendekatan model
inhalax dalam peneliian adalal paparan udam ambien, model vang

lebah tepat, kacena mengegambarkan kondis nyata di alam.

4. Memberi masukan pads pemérotab dagrah Propinss Jawa Timur

unluk menekaj ulang susio malal ambang batas parike| Pbambien di
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udara sebesar 60 ug.-"m?'. vang sekarang tertuang SK Gubemur

Propinsi Jawa Timor No. 129 Tahun 1996
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BAB 2
TINIAUAN PUSTARA
2.1 Parathpma imunopatabialagls yang berkansep stress cell

Suaty kejadian penvakit, pada  pangevan ckstrim adalab kejadian
kerusakan pada organ wheh, dilunjekkan gejala vanyg oampak, vang  dipelajan
dalam Patalogi. Trenpan peorkembangan dmu kedoktermn, dikenal adanya
Fatabiologi, slmu yanp mebhihal perubahan malogik tidak lazim yvang tecadi pada
tubuh sebagar akibat imeraksi dengan linghengan (Hilll, 1930, Constatipides B,
1924, Puotea, 1997} Dari aspek koonologis, sehenamya Palobmlogi posisingd
mempelajan sebelum palogenesis yang baku | dengan  kajan akibat interaks:
dengan lingkungzan.

Eoomales Tingkungan denpan becbagal parameter vang dikandung zdalah
merupakan fakier Toar, yang apabila dapst masuk ke dalam mekanisme
pertkembangan aktifitas sel dapat menpakibaltkan poerubahan mekansme dengan
beberapa akibat vangy dittmbulkan. Peckombangan  berikut, patobiclogl yang
terkat dengan st imun, dengan menempatkan kelainan sistem mun sebagai
pervebab  mawpen akibat dari proses  patgbiclogis merupakan  kajian
imunopatemclogls (Putta 5T, 1997 Kajan werdahule terkan dengan sister
imun, dan dalam perkembangan imunologs yanp semakin cepay, suatu proses
boekaor  vang teradi dalam sistem imon sangat ergantung alas produk yang
drhasilkan oleh swaw sel munckompeten, dan hasil ind wrkait akibat kondis

vang berbeda pula yany dalams oleb sel temebut (Janeway CA, 19997,

10
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Pertimbangan tersebut dapat sebagal dasar, bahws sel termasuk sel
imunckompeten akan berperilaku berbeda, bila mengalami kondisi yang berbeda
sehingga sel menghasilkan produk lam. Kondisi inilab yang di enalogikan
terjadinya suatu stres pada scl, schingga kapan imunopatobiolde dengan konsep
stress cell dipakan dalarm mempelgjan akoviag el amonokompeten Jengan
produk vany dibasibkan ketika mengalami stres oleh suatu penyebab stres atau
stresor, Mengatahui mekanisme kejadian tersebut adalah dengan mengungkap
imunopatoblogenesis, yaii proses kgjadian dart pecubghan imunohiclomk yvang,
merugikan akibat suatu perlakuan yang dibenkan {Putra, 1990}

Paradigma imunopatobiologis depat digunakan secara luas yang
mengeambarkan svatu kajian terhadap sistem imun yang uUdak lazim ataw
menyimpang {Puira, 1997). Dapat disimpuolkan paradipme imungpatobiclogis
vang betkonsep siress cell adalah kapan ke ilmuan yang mempelijad siseem
iun yanp Lidak lazim atay meoyimpang, vang menempatkan kelainan sisiem
imun, baik sebapai penyelab atan sebagan akibat dan peoses puigbiolagis depgan
berbasis pada perubahan penlaku sel mmunokompeten yang mengalarmn stres.
(Putra, 1997). Atas pertimbangai tersebub, maka dacrah penelibian g febah
ditekankan dalam menguogkap mekanisme sebelum kejadian  penyekit atau

sebalum kajan Patolog.

22 Karakienistik Partikel Pb Dan Keberdzan Di Udara
Termunelogr partike] digunakan sebapal bahan yang terdispersi baik
padat mduplo cal, vang eragreras secara individval meryadi febih besar dan

Disertasi Pengaruh Partikel Pb Yang Terkandung Dalam ... Sudarso



ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

erobekul wngeal yang membentuknya blasanva berdiamater 00002 pm, namun
diamerer molekul agregaco wersebun lebih keerl dari 500 pm {Masters, 1974},

Ph atau Plumbum dan juea disebut timbal secara lisik becwama
kebiruan  stan perak yang keabuan (WHOQ, 19957 Sifat Pboyang lunak
mengakibatkan dipakal sebapai bahan dasar, karena kemudahan dalam
membentuk fomaor atom Pb adalah 83, berat atom 29714 dan dengan beral jenis
11,34, serts mempunyai btk didib pada tekaran atmosfer 1,740 demjal celoius
(WIIO, 1977, WII, 1995)

Partikel Mo vang terinhalasi berdasarkan peneliban rerala berdiameter
.25 um, dan diantatanya yang berdiamater lebib kecil dasi & 16 o bagumiah
25 %, dan yang herdiameter Ichih besar dan 0,43 pm jemlzheya 2§ 240 WHO,
1977) Salah satu swmber Pl di udara adalal baban fedrsemhyficad siao PR{C:H
yang mempunyal berat molekul 323 44 dengan titik didih pada ekanan atmosfer
200 derajat Celeios (Weast, 1974). Bahan feiracihylecd  dipakan sebaga bahan
tambahan pada balan bakar monyak, khiususnya baygi kendarian ennoloer, guna
meningkatkan okian, untuk mencegah tenadinya dpracking (Bailey, 1978).

Paparan Ph terhadap manusta  tegadi karena kegiatan yang dilakukan

dan kandisi lingkunpan sewaktv manvsia berada, secara umum keberadaan Pb

araon timbal wriebut berasal dan bebempa bahan
a Baluan
Fleheradaan Ph secara alamiah terdapail di alam dengan konsentrasi
13 mpkg (WHOQ, 1977). Sumber polensi wama adzlah balu

bekuan dan balw molamordose vang mempunyal konsenirasi
12
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Berkisar 10 —20 mu'kg (Turekian, 1961). Potens: Pb di lingkungan
disamping oleh keberadaannva di alam, namon juga oleh produk
vang taenggenakan Pb osebaga bahan dasar yang dibuat oleh
R TTEA
b Tanah
Keberadaan Pb di tanah umumnya sccera langsung  akibal
pengaruh  dari lingkungan veey tercemar dan masuk  atau
mengendap di permukaan aoah. Dhsamping hal temyebul secara
alamiall adanva Pb di tanah yang berlokasi jauh dan sknfilas
manusia mempunyat konsenwasi sekitar 5-25 mgkp (Swaine,
1965).
e Aar

Analisis  vang dilakukan pada air tansh  P’b terdeteks
denwan konsentrasi yang borvarias: | zampai dengan 60 pg/hiier
{WHOQ, 1977). Keberadaan Fb di air permukaan sanpan bervanasi,
karena sebaeian besar akibat pencemaran. Kansentsasi Pbodi s
lawt relanf bebih rendah dan awr wnsh, menucue Chow pada air di
permukasn faut Bermuda, vang bebas dan pengamoh cemaan di
sekitamya mempunyval konsentas rerata 807 pgfiter (Chow,
1468) Dasamping hal tersebut keberadaan Pb pada air dengan
kedabarnan 1000 m di Atlantik tengah mempunyar kasentrasi ,03-

0,04 pee-hiter.

13

Disertasi Pengaruh Partikel Pb Yang Terkandung Dalam ... Sudarso



ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

d. Udara

Secara alamiah dart perkirgan dai geochenical pada wdara mumi
telah diteliu cleh Paterson {1965} yang dikutip oleh World Health
Organrcation, balwa konsenuvasi Pb o beckisar 0,0006 wgimd.
Pemakaian bahan aditf seiraedpelfead pada bahan bakar minyak
kendaman bermotor, maka kontribusi Po di udara mempunyai
polens: semakin tingg (Bailey, 1978, WHO, 1995) Potensi
keberadaan Pb i udara relatif lebih bersifat mudah meloss,
khususnys di daerah dekat sumber pencemaran Fb, lermasuk d
daerah perkewan. Keberadaan konscoirasi  yang relatf cukup
tingsi sejalan dengan semakin besar jumlab sumber penghasil Fb
Baku muotw udarm ambicn naseonal untuk Pb oseswo dengan
Feraturan Pemerintah Republik Indonesia Nomor 41 tabhun 1999
Lankgroab 26 Mer 1959 adalah 2 ].Lg.."m]' udara dalam periode 24 jam,
sedangkan 5K, Gubemnur Propina Jawa Timur No. 125 ahun
1996, nilai ambang batas Pb adalah 60 ng/m’ udara.

Konsentras: Pb di udara ambien Khususnya di kota besar pada lokas
jalan raya mempunyvai konsentrasi relatf cukup tinggd Pi Surabaya, data BTKL
pemantauan tzhun 1996, di Bungurasih werdeteksi 6,6 pgm3 dan di Joyoboyo
168 pe/m3, disamping u berdasatkan penclitian Badan Peneliban dan
Fengembangan Kesehatan di beberapa jalan dalam  saat terteniu konsentrasi Pb
rerala sebesar 80,95 pg/m3 (Sarudji, 19%3). Dalam peneliian bulan Mei 2001 -

Tuli 1abun 2001, kondisi udars yang mengandueng paroke] Pbdi 3 {tiga } temmpat
14
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vang padat kendacan bermotor berkisar antara 7 wgfm3 — 77 pg/md | deogan
rerats antura 12,6 pp/m3 - 30, 1 pe/m3, dan predikst untek 12 ruas jalan di Kem

Surabaya , konsentrasi ambien 4545 pe'm3 [Purwanio, 20013 .

23 Pengaruly Pb Terhadap Kesehatan,
Pangamh panikel yanw ada dalan udara mempunyal pengaruh techadap
leesehatan galuran peenapasan, seper] Antara lain ;
l. partikel asbes, vanp dapal menpakibatkan fibrosis di paru dan
potensial teryadi kanker paru ;
2 partikel  cadmiom, dapa  menyebablkan kemasakan pany
amphysenatous, dan juga penvakit gangguan fazl ginjal,
3. partikel berrylium, dapat mengakibatkan penvakit akut presmoni,
maupun yang bergilat krams yatu chrenic grarulomaions diseaye;
4 partikel cheom, yang dapal mengakibalkan antara lam iotast mukosa,
faringahs, pecforas: hidung dan kanker (Goldsmith & Frbecg, 1977
Timbal {#feusrbum=Ph} adaluh parikel yaog keberadaan di udam,
terutama cleh baban pas buang kendaraan bermotor yang menggunakan bahan
bakar mengandung Ph. Timbal meropakan racun yang bersifat kumulatif, sena
timbat sera [uas dapat mempenganchl beberapa organ tubuh, dan sislem organ,
melalue perubahan subseluler dan pengaruh perkembangan sistem syamf (WHOQ,
19951 Timbal terikal kuat dengan banvak senyawa, seporil asgm  amano,
haemoulobm, beberapa enzim yang lam, RMA dan DNA, sghumppa dapal

mengzamngeu banyak alur metabohisme  Secara siswemik dampak Phosangat
15
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beraneka tagam antaa lain hiperiensi, sintesis darah dan kerusakan sistem gyaral
otak {(WHO, 1999).

Fersenyawaan tirmbul masuk dalam mbuh melaluc saluran pemapasan,
galursn pencemain ataw melalur kulit. Timbal vang masuk melalui saluran
pencemasn, akan tetserap dalam mukosal saluran cema, dan penyerapan akan
banyek dipcngaruhi oleh beberapa faktor, antare lain usia dan faltor makanan
atau nutrisi. Pada anak ada kegenderungan kemampuan penyerapan relatf lebib
tingg (WHO, 1977, Mahafleey, 1985) Khosus bagl anak mempunyan resiks
lebih besar dalam mendapat masukan melalui pencemaan, di daemh yang
tercemar udara Fh, karena perilaku dalam kebiasuan memasukkan jari, sehingga
rerata Ph dapat masuk dengan konsentrsi 0,6 — & pgfhan (Thomas, 1997 ). Pada
orang dewasa, limbel dapar masuk melalui makanan rerata 300 pg per hari
{(WHO, 1977, WHO, 1995). Dakan sistern pecedaran darsh, konsentrasi timbal
dalam darah maksimal 44 ug/L00 mi darah watuk anak dan dewasa 50 pE 100 mi
darah { WHO, 1977)

Pengaruh nyata keberadaan senyawa Pb yanpg lennhalasi melalud
saluran pemmapasan sebagian besar akan feserap di alveali pans. Tingkal
penyerapan dipengarubi oleh konsepimasi $enyawa, dengan dipengarubi  oleh
faktor ukuran partikel dan, kelansan panikel yang diekspresikzn oleh suho udara
dan kelembaban {Zelikoff, 1953). Diameter Pb kurang dari 2 pm mempunyai
potensi untuk masuk dalsm pary secara toral (Chanlett, 1979). Disamping itn Ly
mengatakan, bahwa senyawa Pb dangan bentuk vap, gas dan beberapa panikel

depgan wkuran 0.01-10 pm akan diserap melalud saluran pemapasan (Lo, 1995).
16
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Dalam konsentras: whalasi P yang lebih besar menunjukkan menurunnya sel
makrofag alveslar vatu dengan konsentrasi Pb 100-200 peim3 (WHD, 1977),
Partike] Pb dengan wkuran 0.1-1.0 pm mempunyai potens untuk mengendap
terutama di alvepli ataupun pada sistem trachecbronchial. Efektfitas penyerapan
Limbal melalui paru sangar besar vyaitu lebih dac 90 % dan pamikel akan tetap
berada di paru (Goyer, 1986). Deposit partike] Ph di alvecdi dan sel makrofag
alvaeolar teryadi setelah paparan selama 15 hari sampai dengan 40 han (Kaminski,
1977,

Dalam penchuan Winwke  kadar Pb pegawai termimal Jovoboya

Komamadya Surabaya terdeieksi cukup bervarias: beckisar 7,062 pp/100 ml darah

« 277,138 pa 100 ml darah, dengan rerata |28 096 pedl 00 mil darah, sedangkan
proporsional 5,42 % tidak nommal {Winggko, 1999) Ada suain  korelast antara
Fb di wdara derpan Pb di darah, yartu  untuk setiap | opp Phim3 udams,
memmgkatkan  kandongan Pb dalam darah sebesar 1-2 pg/ 100 ml darah {WHO,
1977, dengan demikian maka melibat konsentras: Fb dalam  darah, dapat
dipradiksi besar poiensi partikel Pb d ambien.

Yada perkembangan terakhir pemakaian indikztor konsearrasi Ph dalam
darah pada suatu ekspenmen di hewan coba temyata kurang wepat, bila akan
melihat pengareh Pb yang masok melalun imbalage. Indikator yang tepat adalah
dengan melhat penparah di 1gkal pare atay saburan pernapasan (Zelikoff, 1993).
Pemeriksaan Pb i jacingan paro, khusus di sel makrofag alvasolar  dan
penganuh di mukosal saluran pemapasan diharapkan dapat mengungkap lehib

jauh terhadap pengarl Pk inhalasi. Pertimbangan tersebui menjedi dasar, bahwa
L7
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dalam suatn ckspenmen hewan coba untuk peineriksasn respons imun mukosal
salumn pemapasan akibat paparan Pb melaln inhalasi, maka pemenksaan

imunotustokimia merpakan cara yang tepat.

24 Imuncgen, Aotigen, Hapten Dan Annbodl

Substansi imunggen, antigen, haplen dan antibodl  berhubungan erat
dengan respons unen, dan mereka mempunyal peran dan fungsi yang berbeda.
Rualu subziansd yang masuk dalam lwbuh  disebut imunogen bila mampu
mernpEsang respans imun, bak respons emun setular maupun respons inuLn
humocal atau keduanya (Kresng, 1996). Bagan dari antigen yang bereaksr dengan
antibods atau dengan reseptor spesifik pada limfosit T disebut epidop. Imunogen
yang paling poten umumnya merupakan makromolekul protein, polisakanda,
polipeptida atau podimer sintetik misalnys polivinilpirelidon (PYE).

Substansi lain adalah antigen, yaitu substansi yang mampu bereaks:
dengan anlibodi, dan diproduks: atas rangsangan imunogen, tanpa
mempartimbangkan apakah antigen itu senditi bersifat imurogen, dengan ari,
bahwa semua imunogen adzlah anbgen, tetapi tidak semua antigen  adalab
imunogen (Kresng, 199¢; Parslow, 1997, Goldsby, 20040).

Substangs yane bukan imunogen alaw yang tdak bersifat imunogenik
mla dukat ocleh protein pembavwa (carrier prodein) vang bersifat imunogenik
akan memnbeniuk suatu kompleks yang dapat memngsang sistem imun, dan
mampu memproduksi antibods terhadap molekul disebut hapten. Hapten dapar
hereaksi dengan antibodi vang diprodukss, walaupun bukan irunogenik, seper

18
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bahan kmua logam berat Hapten ala berikatan dengan protein pembawe, maka
hapien dapat mempengarvhi siztem imun  dan secing berfungsi schagai
deterntinan imunodgminan (Goldsby, 20007}
Untwk menjadikan substansi  bersifal  imwnogen  dinentukan  cleh
beberapa faktor (Parslow, 1997, Kresno, 1996, Jakson, 1985):
I. harus bersifal asng, dan sifat asing dapad pula terjadi bila ada perabahan
konfigurasi subswansi yang sebenamya semula bukan merupakan subsiansi

ASITIL,

2. berat molckyl substanst potensial berukuran cukop besar dengan BM
= 00000, dan untuk molekul kecil seperti asam amino, moncsakharida,

sena hampir sebagian substansi yang lebah kecil dan BM 10.000

umumaya bdak imusagenk |

3 susunan maobekod hams komplek;

4. cara masuk substansi ke dalam tubuh serta besamye dosis akan
menentukan respons imun yang timbul;

5. faktor genetik individu vang terpapar pada antigen juga menentekan

[ESPONS 1T,

Suatu respons imun  terjadi terkait pula dengan keberadaan antiboedi,
khususoya yvang berafal respons imun humoral. Amtibodi secara strukiur kimia
adalah suatw protein (dalam hal ini adalah immuneglobulin ), terdin dan 2 (dua)
rantm berat dan 2 {dua) rantai ringan, vang mengenal secara khusus epiop
anbgen, sena mempunyal peran  pembersihan antigen {(Goldsby, 20009
Immunaglobulin merupakan subswapsi peniama yang diundetitikase sebaga

19
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maleka] dalam serum yang mampu menetralkan sejumlah mikroocganisme
penyebab infekst (Kresno, 1996).  Inwnoglobulin merupakan molekul yang
dibentuk oleh set B daiam 2 bentuk vang berbeda |, wailu sebagal reseplor
pemukaan untuk antigen, dan sebaga antibodi yang disckresikan ke dalam cairan
ekstraseluler

Antibodi dapa berfungsi sebagai adaptor yang mengikat antigen melalus
bincling stes  vang spesifik, dan merupakan jembatan yang menghubungkan
antipen  dengan  beberapa sel sistem imun atau mengativasi komplemen
(Hammerling . 1976; Galdsby, 2000}  Antibodi melaksanakan fungs: proteksi
dengan menctralkun antipen secara fangsung, namun sering dibanto oleh sistem

efektor lain, misalnys komplemen, sel fagosit dan sel sitotoksik

2.5 Beberapa Kompunan Sel dan Eespons Imun Umum,

Ada 2 {dua } kelompok ataw grop sel vang menjalankan respons 1mun
vaitu limfosit dan sel penyaji anbigen {anvigen preserimg cefis) (Goldshy., 2000).
Limfosit adalzh sulah satu dari beberapa tipe sel darah putih yang diproduksi
dalam sumsum tulang oleh proses hematopoiesis. Limfosit i meminggalkan
sumswm tulang untuk becsikulas dalam darah dan sisiem limfauk, seria kembali
menempati beberapa oogan limfoid. Limfosit mempunyai 2 populag besar, yailu
lymfasit B atau sel B dan limfosn T ataw sel T

a.  Limfosi B

Lamfoesn B akan menjadi matang atau matur dalam sumsurm tulang,

dan ketika meninggalkan sumsum tulang iersebut  setiap sel

a0
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mengekspresi suaty rescptor pengikat antigen yang wnik pada
membran. Reseplor sel B inilah yang ada dalam suatu membran
Buna mengikat molekyl anibodi. Ketika sel B awal ame saiwe
cell yang sama sekali belum pernah kelemu suatu ntigen terteniy,
maka pada awal akan terjadi penternuan amigen dengan antibodi.
Pervemuan 1m menyebabkan sel terbagi duz dengan cepat, dan
turunan dani sel ini berdeferiensi dalam benmk s¢l memon , dan s=l
B efektor atau sel plasma S¢l B memon mempunyai jangks wakiu
hidup yang lama, yang selanjumya akan tenus terekspresikan di
menbran sebagei pengikat antibodi yang sama seperti sebelumnyz.
Sel plasma tidak hanys mengekspresikan membrne pengikat
antibodi, namun jugs memproduk antibodi dalam bentuk yang
disekresi. Sel plasma henya hidup dalam beberapa han, tetapi
mereka mensekresi datam jumiah yang besar selama wakiu
tertentu.  Diperkirakan saiu sel plasma dapat mensekresi lebih
dan 2000 molekul antibodi per detk (Goldsby, 2000). Antibodi
yang tersekresi inilah metupakan molekul uema dalam imuniias
humoral.

Limfosit T

Limfosit T muncul di sumswm tulang, tetapi tidak seperti limfosit
B yang matang atau mater dalam sumsum tulang, tetapi limfosit T
bermigras: ke kelenjar timus untuk menjadi matang. Selams proses
pematangan dalam timus, limfosit T mengekspresikan modelkul

21

Pengaruh Partikel Pb Yang Terkandung Dalam ...

Sudarso



Disertasi

ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

peogikat antigen vang unik yang disebut reseptor T pada membran.
Tidak sepert anmbodi yang terikat dalam membran limiosic'sel B,
dapal mengenali antigen secara sendinan, namun limfosit T dapat
mengenal; hanya antigén vang lebih dahulu enkat oleh suatu
proten yang berada di membran sel yang disebut moleky] MHC
(Mafor Hizstocompatibility Complex), Molekul MHC  disebut
sebagal molekul  yang mempresséniasikan antigen {andgen
presentation)  dalam  benluk  glikopeeten  polimorfic, vang
diternukan di membran. Molekul MHC  mempunyai 2{dua) tips
besar, yaitu molckul MHC kelas | dan molekul MHC kelas IT
bolekul MHC kelas T vang dickspresikan oleh hampir seluruh sel
yang mempunyal nuklevs yang berisi  rants protein berat vang
dhkailkan dengan protein vanan kecil yang disebnn mikrpglobulin,
MHC kelas I berisi rannai glikgprotein dan vang diekspresikan
harys wleh sel penyap antigen {anigen proceniing celfls=4P),
Sel T! limlosn T yung masih naive berntemu dengan antigen dan
berbarengan dengan suatu moleku] MHEC yang berada dafam sel,
moaka sel T berproliferasi dan berdeferensiasi memjadi sel T memon
dan berbagai scl efekror sel T. Sub populasi set T werbagi menjadi
2{dua), yartu se¢l T helper (Th) dan sel T sitotoksik (Tg). Di
samping hal tersebul ada upe sel T ke Uga yang sering disebu
schagal sel T supresor [Ts), dan nampaknys sel Ts diterima
sebagal sel yung tak berbeda dengan sub populasi se¢! Th dan sel Te
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{Goldsbhy, 20007, Sel Th dan sel T¢ dapat dibedakan satu dengan
lainpya atas keberadaan glikaproten membran C04 atae C08 yang
berada pada permukaan sel, denganpen)elsan sebagan berkur;

1. CIM, ditampilkan oleh sel T vang umumnya berfungsi

stbagai 5¢1 T helper (Thy;
2.CD3, dampilkan alch sel T yang vmumnya berfungsi sebagai
sel T epratoxic [Te),

Setelah sel Th mengenal dan Berinteraksi dengan seate komplek
melekul MIIC kelas T dan antigen, sel segera diaktivasi menjads
suatu sel efekwar yanp seckresinya berupa fakier pertumbuhan
berbagal macam yanoe disebut schagai sitokin.  Sekres sitokin
memainkan peranan yang pecing dalam mengaktivasi sel BY
limfgsic B, sel T, makrofap dan beberaps scl vang terlibat dala
TESPONS 1mun
Sel pényajl antigen {Amiizen Mresenning Cells =400 ),
S5el Th perlu menjaga keteraturzn aktivasinya, dengan i
diharapkan  <el Th hanya mengenal antigen yang ditampilkan
bersuma dengan molekul MHC kelas U yang berada dalam
permukasn APC. Sel APC im merupakan sel vang spesifik,
termasuk makeofag, mfosi B, dan sel dendrmik yang dibedakan
menjads 2 (dua) sifal. Porama, mercka mengkespresikan molelul
MHC kelas Ll pada membran. Kedua, mereka dapat menginmkan
semacam sinval kesstimulator yang penting bagi aktivasi sel Th.
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Aklivitas dan peran el munokompeten beesebul wrkalt dengan
respons imun Respons imun dan sualy sistem imuon adalab svatu respons yang
berpfat kolekif dan terkgordinast yang dibeokan oleh beberapa sel vang
bertangeung jawak terhadap sistem imun akibat eleh keheradaan substanst asing
vang masuk dalam tuboh  dapat diamad baik secara seluler mauwpun humotal
(Koatt, 1985; Subowo, 1993; Abbas, 1997, Goldsby, 2000,

Sistern yang ada dalam tubub menrpunyal dwa macam ketahanan lubuh
vaitu ketahanan wbuh yang bersifat alamiah atae naoralfingade immunin dan
ketahanan tubub yanp bersifal dedepat aao adaplivedacguircs ismianiy (Stiles,
1997, Goldshy, 20003 Ketahanan vang bersifal alamiah  dimiliki oleh wboh
segak lahir, don respons muon terady lerhadap zat asing walaupun tubuh
sebelumaya tidak pernah lerpapar oleh zat tersebul, dan sifainya tidak spesilk
{(Kresno, 1926). Ketahanan wbuh adapt:f adalah respons imun vang bersifat
spesifik karena respons yang didapar, dan Gmvbul lerbadap aneigen terentu,
dimana tubuh pemah terpapar oleh antigen terteniu tersebut sebelumnya (Kresno |
19946, Janeway, 1999}

Khusuz ketabanan wbub pdapif  vang bersifat spesibk meliputi
spesifnas, memon dan diskriminasi seif dan nowm seff (Abbaz., 1994). Pada awal
aktivitas dimulal denpan makrofag aau beberapa zel vang masuk dalam APC
(ariigen presemiing cedf) dan beberapa sel lain yang mendapatkan infeks: oleh
mikroorganisme. Lebib lamut anigen diproses schingga dapat mempresentasikan
dint melalu MHC{Major Hisivcompabiliny Complex) yang congk ke permukaan
sel, schingga mampu dikenall oleh beberapa sel imungkompeten yang lain
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(Goldsby, 2000), Hubungan antara  komplek antigen dan MHC dengan
permukaan sel, dalam hal ini resepror yang dimiliky oleh beberapa sel
imunckompeten, menyebabkan suaty induksi pada beberapa sel imunokompeien
tersebut sehingea berproliferasi, berdifenensiasi. Dalam  respons imuon yang
bersifal spesifik tersebut  melibatkun beberapa sel muwackompeten  yaitu
makrofag, limfesnt T, limfosa B, imuneglobubing, limfokin dan sitokin (Goodman,
1921 Npkamp , 1999),

Sistemn imum tersebut  disusen  gleh dua wnswr, yanpg pertama, unsur
argan beropa ocpan lonforetikuler yang berbentukicapyulated)] dan janngan
limfoid tidak berbenmuk {diffiese). Unsur kedua, adalah unsur scluler vang werdin
dan sel limfosn, sel asesoris dan scl cepitchal ataw endoiel. Seluruh sel yang
berperan di dalam sistem imon juga disebut sebagal sl inuaokompelen, yaag
berasal dan sel induk plutipaten, yang selanjuinya berdiferensiagi melalm 2 {duoa)
jalur, Jalur vang pertama, adalab jalur mfoid yang akan menbentuk Liralosit dan
subsetnya, dan jalur ke dua adalah jalur migloid yang membentuk sel fagosit dan
beberapa sel lain (Roatt, 1993; Jancway, 1999, Nijkamp, 1999) Di samping hal
tersebul, organ dan jaringan limioid dapal diklasifkasi dalarn 2 {dua) klagifikasi,
vaiu organ bmifoid poimer (sentral), dan argan Bmfoid sckunder (perier).

Klasifikasi pertama adalah cegan imifoid sentra! yaiu sumsum tulang
(Foere marvon) dan timus (Fyvmmgy), Pada organ limfoid pnmer alaw sentral, maka
sl imunekompaten mengalarmn diferensas, sena proliferms dan pematanpan
meryads suatu sel vane mempunyal peran spesifik, sehingea disebut sel hmfoid
fungsional. Untuk mendapatkan suatu sifat yang toleran terhadap anligen yang
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disebut sebagai seff anigen, dan kemampuan mengenal vang rod seff aniigen,
maka du dalam organ limfoid primer atau sentcal tersebet sel limfosil memperoleh
spesifitas reseptor antigen. Froses selanjutmnya, limFsin dan argan primer atay
sentral akan bermigrasi ke ongan iimfoid perifer dan sisim limk (Roitt, 1994,
Stites, 1997, Jancway, 199%)

Klasitkasi ke dua adalalb organ limfoid penfer berapa 3 {tiga) omgan
ulama, vaia perama, berupa organ limfoid berbentuk dan mempunyal fungsi
aistenuk, vang terdin dari 2 (dwal} organ, yamy limpa vang tecdirt dari 2 (duaa}
orpan, yailu limpa dengan fungs menangkap antigen berasal dari sirkulasi darsh.
Selam lunpa, maka orean kelenyar getah bening yang berfunpsi menangkap
antigen dari tempat jaringan vang mengalami infeksi. Organ imfoid perifer yang
salu lagi adalah janngan limioiwd tak berbentuk. larngan tersebut terbentuk akihat
adanya infiltrasi sel limfaid ke [amimg propia vang mempunyai peran $ena iungs
melmdunge antigen yang akan masuk ke mokosa yang selanjuinya disebut sehagm
Mecosad Associarcd Tyvwiphoid Trssee (MALT) (Sutes, 1997, Janeway, 159%).
Tidak berbentuwknva jaringan hmfod ini mempunyal konsekoens: odak ada
organisasi yang baik, tetaps 1erdion dan pengelompokan sel revkalom, makrolag,
monesil dan s¢] plasma dalam beoluk semacam anvaman yang disebol sabut
reLkuln

Menurut jenis sel yang werlibatl dalam réspons imurn, maks respoms s

dibagi menjadi 2(duea)
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&  Respons imun seluler
Respons imun yang tergadi dan dijalankan cleh limiosit seadin
VANE terscrsitisast (semized) spesifik dan  disebut sebapgai
imunitas sluler.

b.  Rezpons imun humomal

Rezpons imun  yang dianda oleh produk sel beberapa janngan
limfosit vang dischut sebapy antbodl (humoral immosity)
{Belanti, 1985; Goldshy, 2000).

Dalam cespons imun seluler terjadi prolifgrasi dan diferensiasi dan
{imfosit T menjadi sub-populasi sel T antara lain T-helper, T-sitotoksik atan T
supresor, dengan setiap sel mempunyval kemampuan  dalam inenjalankan fungs:
imunalogik. Pada cospens imun huneral berhubuagan dengan proliferasi dan
perubaban hrafosit B menjadi sel plasma yang mensckresi antibodi ke dalam
sirkulasi. Produk anfibodi indlah berkatan dengan antigen yang masuk untuk
membentuk suaty ikalan komplck yang dapat tengaktifasi  beberapa komplemen
dan mampu memsak ikatan komplek yang dimaksed.

Dhzamping ke dua benfuk mespons smuon dialas, maka peranan
komponen sl dalam respons imon ditentukan oleh adanya inleraks) kedua
respons imun tersebul. Lumfase T yang mendapat rangsangan dan terakbfasi cleh
zat azing yany disebul anugen menyebabkan sel T berdiferiens: menjadi s¢l T
helper dan sel T sitowsksik atau T supresor. Proses selanjumya sel T helper sepera

berdiferensiasi menyadi Thi, Th, Th3 (Wemer, 1997, Jansway, 1999,

2T
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Sel Th1 mengeluarkan atau mensekresi inter|eukin -2 atay I1-2 yang
selanjutnya akan memngsang makrafag , kondisi ini menjadikan bentuk respons
imun s¢lulee. ThZ mensekresi beberapa sitokin yamu IL-4, [L-5, [L-6, dan H-10
vang akan memberi rangsangan terhadap sel B untuk menjadikan se] plasma
sebagai antibodi, kondisi inilah menjadkan bentuk respons imun humoral (Sigal,

1994; Reeves, 19%6). Th3 merupakan sel T vanyg relatif berbeda dengan Th-1/
Th-2. Kargkteristik Th3 yang unik adalah dihasilkkannya TGF P oleh T-CD4

namun sifat proliferasinya lamban, lelapi dapat membantu produk 1g A, dengan
\L-4 sebagai faktor diferensiasinya, namun dengan jnrmlah yang kecil Th3 tepadi
pada respons imun mokosal terutama karena antigen yang disajikan secara onal
(Weinar, 1997; Janeway, 19991 Aktivitas s&] Th3 ini dimungkinkan terjadi juga
pada mukosal salumn pemapaszan, dengan analogi bahwa  adanya kesamaan

karakterisik mukosal walaupun lakasinya berbeda {Bienenstock; 1999).

26 Respons Imun Mukozal

Sislem  lmun mukosal seeaca kuanlitas merupakan bagian yang
predomunan atau paling berpengaruh dan paling banyak dalam keselunshan sistem
limfoid (Sutes, 19%7). Sistem imun mukasal, seperti vang dijelaskan sebelymnya,
disusun aleh jaringan limfoid yang tersebar di mukesal gascrolntestinal, saluran
pernapasan dan wrogenial Karaktenstik jaringan limfoid tersebut diben nama
menunnl sifat kekhususan dalam memproteksi mukosal, sepeth vang
memproteks saluran mukosal gastrointestinal disebut Gur Associared fymphoid

Tissue (GALT), dan yang memproteksi mukosal saluran pemapasan ada dua
28
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sistern limfoid, yaitu Nasal dssocigied Lymphoid Tisswe (MALT) dan Bronchia!
Associgied Lymphoid Tisne (BALT) [Stites, 1997; Ogra, 1999, Biueneénsiock,
19957, Dalam menjalankan proteksinys, maka efekior yang utama di sistim
MALT, GALT dan MNALT sera BALT adalah slgA yang zecara langsung
disekresi ke mukosal traktus (Srites, 1997, laneway, 1999, Bienenstock,, 1993}
26 Anatomi dan mocfologi sislem imun mukosal,

Sistern wnun mukosal secara anatomis dan modologik dibagr 2 bagian
uiama, pertamna, jaringan limfoid yang erorganisasikumpulan jaringan hmieid
mukosa dengan kandungsn folikel mukosal seperti Gy dssoviared Lumphaid
Tivsne (GALT), MNasal Associared Lymphow! Tisspe (NALT) dan  Bromchus
Assaciared Lymphoed Torsue (BALT), yany wmasuk dalam Afweosa Asseciated
Ly Tissne (MALT). Kedua, janngan linfoid difus yang tersebar luas di
dalam lamina propia mukesal, terdin dan fniraepiiieifal fmphocyte {IEL) dan
Lamina progie lpemphecpne (Deniol, 1984 Sdles, 1997)

i. Kumpulan jaringan imfeid mukosal

Kumpulan janngan luntoid ith menerima antigen melalul epitel,
hal im bechieds dengan sistern limfoid sisteruik vang menernima
antigen melahai sirkalass Limfalik ataw darah. Kamkienstik lain
pada kumpoalan jarmgan mfoid mmukosal in adalah antigen masuk
mclahm epite] yang disebut A cellsiMembranaousinicrafold cells)
van terletak pada deretan epitel yang melapisi kumpulan jarnngan
limfboid. Jaringan limfoid mukosal vang icrorganisas:  Eosusun
oleh .
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a Sel B
Lel M merupakan sel epitel vang @’ pipith dengan
karakteristk adanya bulu getar vang sangat sedikit, karena
tidak berkembang. 5el M ini mempunyai lapisan cpis
glycocalyx, sitoplasma yang kaya dengan vesikel pinositosis
lelapi hidak mengandung enzim proteolitk serta tidak
mengekspresikan MHC kelas [ Anbigen akan beralan

melalm permukaan sel dengan proses sebagai berikut:

. antigen pada awalnya tenkat di perrmokaan sel M

2. antigen dimasukkan ke dalam  vesikel
pinosiigsil,

3. fesikel kemudian berjalan ke 1wbuh sel;

4. antigen  terlepas dalam bentuk wang udak
terdcgradasi ke dalam daerah di bawsah epitel
aray sub epirel

b.Area kiebah atao Area deme
Area kubah adalab suatu area dibawah epitel kompulsn
Jaringan lunfold mukosal yang mempunyal banyak zel dengan
beberapa sel MHU kelas [L makrodag, sel dendritik dan sel B,
Disamping ity dalam area dome juga mengandung sel T,
dimana sel T diketahut 1erdin banyak kandungan CD4+ dan
sehagian kegil CDE+, termasuk jugs pada mwukosal NALT
(Stutes, 1997, Hienenstock, 1999} Bebermpa sel tersebut
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mampu sebagai sel penyay antigen alag Anrigen Préscanng
Cedfy.

¢ Sel T yang berada di folikel,
Selain di area dome, 521 T juga tersebar di folikel, tengsuk di
senter geminal atau gemiinal centers, akan letapi sebagian
besar berada di area interfolikel Keberadaan sel T CL4 lebih
terdistnbusi meluas di seluruh folikel mukosal, dan zel T CDE
banyak ditemukan di area intecfolikel. Sel T di folikel mukosa
ini memproduksi 2{dua) tipe sitokin yang bervanasi
terganilung kandist imuenitas, yaitu Th-1 dan Th-2,

d. Zel B yang berads dh folikel
Folikel terleiak di bawah area dome yang tendiri dan senter
gemminal yang baryak mengandung sel B yang menghasilkan
IgA dalam permukzan amu sorface IpAlslzga) Kumpulan
Jarngan limioid zerta sistem imun mukosal adalah tempat
pengembangan sel B IgA, hanya dalam hal i tidak
mergadikan teropal teémkhir guna menjadi sel plasma 1gA.
Kejadsan ini disebabkan sebelum terjadi 5el plasma, maka sel
[ tclah meninggalkan dasrah ini.

2. Jaringan limfogid mukegsal difus stau tersabar

Jaringan ini mempunyrn 2(dua) bagian yanu sl famine

propia atau lomina propia dvmphocyics {LPLs) dan Nerfosee intra

epetel avaw inwaephiielial vmphocyres ([ELs).

il
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a  frefosi lgerena peopia (LPLs)
Populasi imfosit dalam lamina propia terdirisel B, zel T, sel
dendnt, makrofag, se]l mast. Populasi  lesebul jumlahnya
garual dinamis eroantpng bngkunpgan  dan antigen, dan juga
Iresamya Imgkunyan rtu yendin yang wennfeks. Populasi sel B
terutama dalam bentuk yang sudah berddegrensas: menjadi sel
plasma. Kompasisi se] LEL tenolama adalah sel CD4A berkisar
60-70 2o (Stites, F9%97). Pada manusia sel T C4 membenkan
ekspres] petanda sel memor yang lidak berprolifecasi, hal ini
menunjukkan adanya respons terhadap mangsangan antigen,
namun  berfungsi menjadi perantara membanie akbivasi
dengan mensekresi bmfokin, Pada mencit, populasi limfosi
lamina propia vang inenghasilkan TgA adalabh sckitar 40 %5,
Dizamping ttu 25 % popolas Hnfosioiya membed ekspoes
petanda sel T, khususnva  sel Th2 CDa. Diperkirakan 30 %
limfosit dan sel plasma memproduks: IgA, oleh sebab itulah
lamwna  propia merupakan  tempat oamg  prodeksi TgA.
Semcntara itu lgA dan sel B di kumpolan jasmgan limfoid
terocganise mengalamn  diferensiasi memadi sel plasma.
Fopulasi s¢] B dan sel T dalam lamira propia relaof seambang,
b, Limfogit intra epitel { [ELs)

LELs adalah populasi imfosie yang terletak diantara sel epitel

32

Disertasi Pengaruh Partikel Pb Yang Terkandung Dalam ... Sudarso



ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

permukasn mukossl den dmtas membran basalis. Perkimzn
1(sat) TEL uniuk seriap 4 = 6 sel epitel. Dilihat dan fenotipe
dan morfologis berbeda dengan lamina propia , sehagai contoh
sebagian hesar JEL adalah sel T CD8, dimeana pada iikus
{mice) ferdapat 90 %, pada manusia antara 50-80 % (Soees,
1997), Prosense yang besar dan sel T D8, maka
diperkicakan [ELs adalab sel sitolidk yang mempunyat fongsi
henten g awal dalam penahanan mukoszal

Secara umum dapat disimpulkan, behwa kumpulan jannpan limfoid
yang menyusun 5i1stem imun mukosal térdin dan folikel mukosa dan janngan
lirnfeid difies. Ok dalam ke dua janogan lirnfoid perscbul mengandung antam lain;
limfosit B dan limfosit T. Limfosi B banyak mengandung slghd+ slg A slg G,
sedangkan limfosit T mengandung limfosit T CD4+ dan hmfosic T CDE+( Stitt;.s,
1997, [gD+ secara fungsi fisiclogis tidak diketahui, dan keberadzannya relatif

labil dan terdegradasi oleh $uhu punas dan ensim protealive (Stiles, 1997),
Perbedaan sisterm imon mukose] denpgan sistam omon gistemik
memberikan gambaran vang sangat penting yaitu (Sigal, 1994; Sanderson, 1999).
1. struktur khusus yang dibentuk dalam sistem imun mokosal berupa
Janngan limfoid terorganisir, mempakan tempat dimulainya induksi

imun mukosal;

2. kgmampuan sel T dengan sifat regulasi spesifik dan kemampuan

efektor (Me.Ghee, 1993; Sutes, 1997);
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} ada mecusal feredpr, yalu sualo sistem lintasan jalan sel dalam
mukosal vang pada awalnya sel di induksi di falikel mukosal
kemudian mengalami resirkuelasi dan melakukan magrasi ke jaringsn
limfoid wang tersebar di mukosal epitel Adfwveoovad  hoeriag
menunjukkan  karakieresiik  ststem  Imun mukosal, dengan
kemampuan berhagai sel yang dibentuk folikel mukesal, Berbaga
gel persebol dapal membatas: dan memfokuskan respons fmumn
mukozal di jartngan mukosal (Strober 19%4; Sties, 1997);
4. omungplobulm yang berperan adalah secrctory Iy A, karena dominan
dan sifal vang resigien techadap protealeis (Seeles, 1997, Sandérson,
1959,
Penimbangan diatas menjadikan sistem wmen mokosal menjadi <istem
imun vang spesifik don menipakan kamkenstik wesendin unmk dikayi
26072 Fungsi siatem unun mukosal

Sifat proieksi wcrhadap suatu zat patogen alaw Zat asing  vang
membabayakan dan sifal wlecan wechadap zat antigen lamnya dr pormukaan
rmukgsal  merepakan bemok fungst kebersamaan dalan sistem imun myogsal
(Sanderson, V99 Fungst kebersamazn milsh yang memupakan faktor dukungan
menjadikan sistem mmun mukgsal berfungst wiama dalam  perizhanan tubuh di
prrmukaan mokosal.

Dalam sestem nnon mukssal yang wegads pada saluran pencermaan,

saluran urogentalis, dan saluran pernapasan, inempunyai sifat unom yang sama,
yvaitu 5ebapal perahanan awal, tetapl masing - masing mempuotiydd  sifat
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kekhususan sesuai dengan lokasi mukosal dan peranan yang dijalankan. Sebagai
contoh, di mukosal saluran pemapasan ada hal yang cukup memphnya pecan
penting, yaitu pemﬁ beberapa faktor proteltif yvang bersifat inncte fmmiumie

Aras beberapa pertimbangan tersebul, maka agar fungsi sistem imun
muknsal begjalan optimal, maka upaya melakukan pencegahan masuknya suaiu
antigen merupakan hal yang penting. Apabils antigen terpaksa masuk, maka harus
segera diungkap mekanisme kemungkinan adanya perzbahan respons imun di
rnukosal tersebut, sehingpa diharapaksn dapat berguna mencegah terjadinya
akibat yang lebih komplek terhadap respons imun wbuh,
263 Pemn makrofag dalam respons imun

[} samping popualasi imfosit, banyvak sel lain yang mempunyal pergnan
dalars respons imun, yaily fagosit monpruklear, yang ferdin dan monosit dan
makrofag, serta  granolosit  vang  disebul  sebagal  bebermpa  sel
polymorphonncfear{PMN). PN ini terdiri atas beberapa sel neatrofil, eosinodil
dan basofil. Beberapa sel lain yang juga berpemn dalam respons imun 2dalah
mastosit dan trombosit Sel fagosit monenuklear makrofag, merupakan Bposit
profesianal yang lerpenting (Bellant;, 1985

Makrofag mempakan sel matang dari  monosit yang menelap di
jaringan, dan di paru sebagal makrofag alveolar. Masa hidup makrofag dapar
mencapal  beberapa bplan bahkan rahonan dibanding sel PMN yang lain yang
hanya beberapa har saja. Peran mgkrofag selam dalam perahanan  dan

pengawasan juga dalam pengenalan pertama dan dalam pemroseszn antigen, suatu

a5
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langkah yang roungkin perlu untuk menginduksi respons imunologik spesifik
{Bellanti, 1985 ; Galdshy, 2000] .

Fungsi dalam memproses antigen inilah makrofeg bertindak sebagai
efekior, meaghancurkan mikroorganisme serta beberapa sel ganas dan benda
aging, termauk makrofag ablvaeglar, Diketahyd bahws mekrofag termasuok
kompanen yang penting dalam sistem imun mukesal, karena perannyn dalam
Memproses antigen serta mengekspresikan  melalui MHC kelas 1. Ekspresi
MHC kelas Il dan petanda permukaan sangal terkail dengan aktivitas dad sel
fagnsitk yang didominasi oleh makrofag. Kondisi tersebut menyebabkan sel
dalam keadaan terakiivasi dibanding dengan di jaringan yang lzin, Disamping hal
wrsebul  lerpacunya sel B dap sel T sangat dibantu oleh mabkroBg, karena

didorong oleh IL-1 dan LL-6, $ebagai hasid produk makrofag,

27 HBeberapa Komponen Mediatar Teckarut Peda Sistem Imun

Komponen mediator lerlarut adalab sofubly mediater vang tersekresi
pada sitem imun, yaita imuneglebulin dan sitokin.
271  imunpglobulin (Ig)

Pengertian imuneglobulin menunet hasil produkyang dihagilkan adalah
suatu hasil sintesa dan sekegsy abhir dari rangkaian sel B, diantamnya sel
plasma. Secara strukiur, molekyl imunoglobulin lesosun $ecars asimets oleh 4
{empat) rantai polipeptida yang dihubungkan oleh jemhatan, Jisulfide (Heeves,

1996}
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Ada 5 {hima) kelzgs imunoglobulin di manusia, vaicw lg G, IxA, Ighi,

lgDr dan fab:

1.

I

Lrunaglobelio G

Irmunaglobulin Gilg() adzlah imunoglobulin yang terbanyak i
cawat lubuh internal {Reevas, 1996), dan dalam serum orang dewasa
normal mempunyar pmlah 75% dan imunoglobulin ol (Kresno,
1996; Parslow, 1997). JuG terbagy menjadi 4 (empat) sub kelas, vang
duandar dengan IgGl, TG, 1pG3 dan [pG4.

Diantara semua kelas smunoglobuling 1G5 paling mudzh berdifusi ke
dalam janmean ekstravaskuler dan melakukan aklivitas anbbodi di
jaringan. Kondisi tnilah menyababkan kapan rezpons imun  pada
Jarimgan mukosd sangat penting memfokuskan gl dan [gG
umurmnyd melapsi sukroocganisme sehingea pacdikel atu lebal
mudah difagosiosiz. Lhi dalam darah 192G mempunya wakto parnuh
sekpar 23 han [Bemier, 19585 Dy sim lain spesifitas imunoglobulin
vang lain dalam prowcks; epitel mukosa adalah IgA{Biewenga,
2000},

Imnungglobulin 4

Irunaulabolm A& menepakan kelas imunpglobulin terbanyak ke dua
dalam hal pumlahinya di serum. IgA ini dipeodubsy dalam jumlah
besar oleh sel plasma dalam janngan hmfoid yang terdapar d
selymn pencernaan, saluran pemapasan dan juga di wrogenital
kesermuanya sudah dalam benluk dimer
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Dalam sel limfoid pads lapisan dinding traktus tecdapar sintesis
mmunoglobulin leA sekretoris. Kelaz lg A ini sangat pemting pada
permukaan  mukosal, khususnya pada takius karens  sangat
berdekatan dengan duma luar (Belanti, 1985, Bienenstack., 1999,
Baewenya, 2000,

Dalam praosesnya [pA dirangkaikan dengan komponen sekretorik
{secrelory vomtpouncat)  yang diproduksi oleh sel epitel lokal.
Kecberadaan komponen sekretorik ind diperkirakan sebagai reseptor,
sehingga lgA mudah menembus gpitel mukosal melalui endositasis.
Rangkaian IgA dengan kompenen sekretorik, menvebabkan [gA
akan dilepaskan ke dalam cairan sekresi - Fungs: dari komponen
sekretorik adalah memben kemudahan jalan atan transportasi IgA ke
dalam cawan sekresi. Fungsi lain dari komponen sekretorik adalah
meimben perlindungan lgA terhadap enzim proteclivk yang berada
dalam calran sekretor wrsebul (Koit, 1988),

Kemampuan 1gA sefain mengikat virus dan bakter guna mencegah
mikrporganisme melekal pada permukaan mukosal, lgA  juga
berfungsi membatasi absorpsi antigen, khususnyva yang berazal dan
makanan [Kresno, 1996), Waktu paruh dalam darah berkisar 3 hari |
namun lerparyang antaca 5-0 han (Kresno, 1996), Eeberadaan Iga
dalam damh umumnya dalam bentuk monpmer dan  jumlahnya

sekitar 15 % dar jumlah 1ota] imunaglobulin.

3E

Pengaruh Partikel Pb Yang Terkandung Dalam ...

Sudarso



ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

3. Tmunoglobulin M {Ighf)
Imuenoglobulin 3 (Ighd) merupakan imunoglobulin dengan molekul
vang paling besar {Kresno, 1996) Besamya molekul tersebut
menyehabkan keberadean Iphd sering ditemukan &i intravaskular,
Jumlah total lgh dalam serum diperkirakan sekitar 5-10% dri toial
imunoglobubin lamnys:.
IgM  merpakan kelas imunoglobulin yang paling awal dibentuk
karena rangsangan antigen, kelemahan  respons lgM  adalah
twernpenyal wakty pehdek hanya Beberapa ban, dan  kemudian
menurun. Wakiu pareh dalam darah sekitar 5 han (Parglow, 1997).

4. Imunoglebulin &
Imunoglobulin [ {IgD} memupekan imunoglobulin dalam serum
Jumlahnya sangat sedikit, begitu pula peran biologiknya sebagai
antbodr lumaral  belom jelas (Kresno, 199¢). D lain pihak
keberadazn 1pld relauf labil, mudah terdegradasi oleh pannc dan
cnzim proteolitik (Parslow, 1997).

% Tmunoglobulin E
Imuncelobulin E (IgE) di dalam serum dyumpai dalam keadaan
rendah, diperkirakan hanya 0,004 % dan kadar imusaglobulio tolal
(Parslow, 19%97) Kebemadaan IgE dikenz] sebagai reagin pada reaksi
hipersensifitas untuk tpe segera (immediate Hpe). Sel plasma vang

memproduekst I$E terdapat dalam tonsil dan sinucid dan pada

a9
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janngan limfoid sepanjang mukosa saluran napas dan saluran cema
(¥resno, 1996
272  Bitckin

Banyak substansi berupa protein pengatur atau glikoprotein dengan
bemt molekul rendzh vang disekres: oleh sel darah putih atau berbagai sel lnnnys
vang ada pada tubuh sebagai bentuk respons akibat sejumlah stimuli (Goldshy,
2000). Substansi tersebut dikenal dengan nama sitokin, yang berfungsi sebagal
sinyal intraseluler dan mengatur respons inflamasi lokal mavpun nistemik
tethadap rangsangan luar {(Kresno, 1996). Sitokin menupakan mediator respons
imun yang sangat penting, disamping hal lersebut kemampuan berinteraksi
dengan reseptor pada permukaan sel dengan afinnas yang tinggl menyebabkan
sitokin menjadi substansi pokok dalam kejadian respons imun.

Begiu pepling peran sitokin, maka identifikasi banyak dilakukan, antara
lain sebagian merupakan mediator ulama yang meningkatkan reaksi imunologik.
Dalam peningkatan reaks) imunclogik tersebut melibatkan makrofag, limfozit dan
beberapa zel lain. Salah salu kelompok sitekin lesebul disepakat dengan nama
imterleukin {1L), aninya hubungan antar sel leukesit, dan perkembangan sampal
saat 1mi inderleukin sangal banyak diindentifikasi, yang diberi nama 0.-1, IL-2,
dan seterusnya. Sitokin dan reseptor merupakan moiekul yang berperan sebagai
aktifator di dalam terjadinya respons imun (Laszlo, 19930,

a. Interleukin -2

Produksi [L-2 dihasilkan oleh se] T vang terakiuvasi oleh ihymaocyte,
dan vyang teraktivasi oleh IL-2 adalah suatu protein dengan
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kemampuin el T yang sedang aktif, namun  dalam pengaruhnya
terhadap sel B membutuhkan konsentrasi wang cukup
bezanOppenheaim, 1997) Produk IL-2 juga berpengaruh terhadap sel
natural killer {(MK), sehingza sel ini berprolifermas: dan mempunyi
sidal sigtoksik, dan IL-2 segara spesink juga membantu
retgakivas s&] Th2, Terinduksinya sintesis IL-2 disebabkan oleh
berbagan snimuly, antarz lam antigen spesifik.
Interleukin-4
L3 diprodukss oleh sel Th2, sel mast dan Juga sel NK
{Oppenhenr, 1997, Goldshy, 2000}, IL-d memponyal pean dan
fungsi  ko-stimmlasi sel B, jupd menstimulasi prohferasi dan
difererensiasi, khususnya merngsang  deferensiasi sel Th:. 4
sisl laim I3 menyebabkan oless swireh ke lgGl dan [gE.
Pada sel matang atau wasd celf, IL-4 depat menstimulass
pertutthubian, sedangkan pads makepfag  dapat rmeregulas
eksprest MHC kelas IT serta meningkatkan akrivitas fagosnosis, Di
s13l lain bila terjadi suatu defisiensy -4 di mukosal orml, maka
L4 justru menjadi Fakior yang membanty deferensiasi dan
proliferasi TGF beta (Weiner, 1997} Pergn dan fungsi  LL-4
sangat Juas, baik sebagar growth fcior dan faktor deferensiasi
pada beberapz macam sel, tetapr mempuayal pengarub domunan

terhadap sel B
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c. Interleukin IL5
IL-5 adalah snokin vang diproduksi oleh sel matang {mast cell}, sel
T, khususnya Th2, di samping itu dapat menyebabkan proliferasi
dan diferensiasi sl B serta produk anobodi (Qppenheim, 1997,
Nijkamp, 1999, Goldsby, 2000} IL-5 mempunyal dampak yang
sama denpan IL-1 terhadap diferensiasi eenzinofi] dan peningkatan
kapasitas sel T sidokrasik {Te). Dalam studi in vivo, IL-5 sebagian
besar meregulasi epsinophil dalam kasus infeksi cacing dan
penyakit alergi (Oppenheim, 1997
d Intecleukin-
IT.-6 diproduksi oleh monosit, makrofag, sel Th2, sel stromal
sumsurn tulang, sel endolel, el epitel, Blrolast dan mengakbivas
sel T dan gel B {Oppenheim, 1997, Galdshy, 2000). Aktivilas yang
menotyol akibat sekresi 1L-6 adalah peminghkal diferensiasi akur
ke dalam sel plasma ketika proliferasi sclB. IL-& dapal dipaka:
sebagar kontrol dalam produk TgA, bila JgA rendah IL-6 rendah,
begitu juua sebaliknyva (Husband, 1999),
d  Interleukin {0

Interleukin !0 diproduks: cleh sel ThZ dan sel target adalah
makrolag dengan pemn dan fungs: mmenekan produk sitokin dan
secarg  ldak  langsung  mengurange  produkst  siokin yang
dikeluarkan aleh sel Thi{Geldshy, 2000) Produksi IL-10 dapat

dihambat aleh IL-3 dap oleh [FN v, di samping itu dalam studi
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IL-10 pada mutine nampak tidak jelas sebapai suaty kofaktor bag
TGF beta dalam switalning 1sotope IgA (Husband, 19997 Ketdak
Jelasan peran sebauai kofakror lersebul, maka berarti 1L-10 kurang
jelas perannya di mukosal, khususnya bila dikaitkan dengan produk
laA.
¢.  Interferon gamma {IFMy )

[FN t peedeninan diproduksi oleh beberapa sel T-CD< {Thi atay
Th1}), sel T-CD3, dan sel MNewral Kilfer (NK} (Husband, 1999,
IFN  disebut Juga sebagar regulator postif uama pada imunitas
vang melalui aklivitas sel (eell moediared imemority), namun
keberadaan TFM v belum jelas dalam respons IgA mukosal

(Hushand,, §9949).

2.3 Respaons Imun Mukosal Saluran Pemapasan

Peran jarmpgan Imfoid mukeszal secara umum terhadap perzhanan
saluran pernapasan merupakan fakeor yang penting, dengan peran wtama adalah
menghadam antigen atan benda asing yang nasuk melului nhalasi (Bienenstock,
199, dengan fungst jaringan limfoid pade MALT{Nusal dxsociated Lymphaid
Tixsme) dan BALT sHrenchies Axsecrated [ vimphoid 1issue}.

Pada sistem MALT, peran vang menonjol adaleh sebagai temapan lokasi
induktif imunokampeten yang berfungsi dalam pengamran dan ekspresi terhadap
Tespons sistemuk mavpun di lokal mukosal {Bienenstock, 1999). Kamkterictik lain

pada sistem NALT, walaupun sebagai daergh induktf bagi sel B, tewzpi tidak
43
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seefekiil sepeni padas Peyer’s Patch pada GALT,  tetapy CD4+ masih
Mom punyal Peran yang Sanueal predonban.
Bebarapa faktor spesifik pada sistem mukosal saluran pemapasan yaimw
1 mukus wang menjadikan bamer antara cpilel dan peoyehab
[LENEMTER R

2. epnel Dbersiha

Atas permimbangan terselun, riaka agar fungsi sistem  imun mukosal
begalan optimal, termasuk sistem mion mukosal saluran permapasan, maka upaya
melakukan penceyaban matuknyd soale  antigen merupakan hal yang penting,
wouna anenghindan adanya kerentanan bala indvado yang imendernta suall
pangguan saluran peraapasan, khususaya mleksi akol. Di lain pehak, hila antigen
terpaksa masuk, maka hams segera diungkap mekanisme yang mungkin biza
menimbulkan modulasi respons imun di mukesal yang merugikan, guna
mencepah terjadnya akibat yang lebih kermplek. Keberhagilan membatas antigén
vang ada di bakas muakasal atau kansentrasinyg yang rendah dan lanpa mempsak
Jaringan, sangat rergantung keseombangan respoos anunalogiknya (Llussle,
199,

Reterbatasan dalam tear mukesal salumn perpapagan, penelit banyak
trengekstrapolasy dan fungs) dan steukior MALT{Muvcosad Assoctated Lyophoid
Frasecs)y. Stodn agrepass  dan BALT dan beberapa sel imunghompten yany
terkair akan memberkan panbaran mekanisme yang mendalam dalam sualw
perehanan mukosal, batk dalam sistem bronkus-pamu maupun janngan mkosal
secard ummn, denuvan dopal menganalowikan sepene yvang torjadi pada Peyver's
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Palch, walalupun daecah (unusional dan siruktural belum jelas (Bienenstock,

1899},

2.9 Pengaroh Pb Melalw Inbalasi Terhadap Respons Limun.

Pengaruh papamn Pb melalui inhalasi terhadap respons imun  secara
spesifik belum banyak diungkeap. Perkembangan selanjuimyz diketahui, bahwa
Pb telabh  terhukti sehagsi penekan sistem ketabanan  whuh  imunolagtk
tommunosuppressory (Rocke, 1991 Trust, 1920].  Dalam berbagai perelitian
terbukti, bahwa paparan timbal juga mempengaruhi sistem imunglogik humore]
dan seluler (Dean 1986, Quemos, 1994 3, Sebapai penshan sislem ketahanan
tubuh, Pb menggangeu keszimbangan rasio  Thl dam Th2? dengan cars
menghambal Th1 dan meniogkatkan Th2 [Heoy, 1998} Partikel Pb dapat
benkatan protein (Fullmer, 1993}, schingga ikatan komplek dengan molekol yang
Besar, akan  dapat memewlolasi regspons imun, terbukii Pb dapat menstimalasi
terjadinya prohiterasi limfos dengan mengakifkan inleraksi sel T dan sel B
(Kazani, 1999 M s151 tain, I’k mempunyal pengarufe terhadap aktifitas sel T-
CDE, terbukt ady sualy beda yang signifikan prosentasc sef CDE yang tingpi
terpaddi pada pekena yang terekspose Pb dibanding yang tidak terekspose Fb {Sata
F, t557).

Reberadaan partikel P di udara déngan konsentrasi sebesar 1O pg/m3
dapat mengoangyu sel imunckompeten pada saluran pemapasan, seperti  yang
lerjadi pada tikus dengan tergenggunya produksi sel makrofag alveesolar dalam

wakty 3-12 bulan (Bingham, 1968, 1%73).  Pada konzentrasi 3¢ pg'm3 lama
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papiran 3 jam per bad selama 4 hari, Zelikof membukitkan, bahwa pada tikus
selelah 72 jam dar akhir paparan terbukt adanye aktifivitas vang menunjukkan
fungsi  makrafag alveslar dalam menjelankan fonpsnya melakekan fapositoss
tertakan | dengan indikasi menimnghkatnyg: THNE & (Zelikoff, 1993}

Partike]l b masuk melalul inhalasi melalui pintu awal mukosal szlergn
pemapasan, yang terkait dengan janngan limicid yang berhubungan dengan
MNALT (Nasel Asseciceivd Lymypafreid Tizsuesy dan brookus alen BALT [(Broachas
Assaciaied Lyaphold Tissaes) (Stites, 1997 Goldshy, 2000} induksi pada NALT
dan BALT pleh partikel Ph, agkan menimbutkan perubahan  perilaky sel
imenckompeten di mukosal salora pernapasan, dan di genpeng o juga
kemungkinan pamikel Pb dengan dameter < 2 um dapat langsung terdeposit d
Jarmgan parw, dalam pengamatan dapat terlihat pada makrofag alvaeolar.

Partikel Ph mecupakan golongen lggam berat, schagai suatu stresor,
sehmgpa sel munokompeten mengalami kondise vanyg berbeda, schingga
menghasilkan produk vanp akan becbeda Kandesi milah vang diasomsikan sel
mengalami stres firess coelf) akibat paparan panakel Pb secara inhalazi, sehingga
terjadi adanya meoduolasi respons imun mokosal salucan persapacan, karena
perubahan penlaku sel imunokompeten pada mukosal saluran pemapasan.

Fengentian sl vang mengalamt stres (Firesy ceff) adalah adanya
transaksiignal dan mteraksignal amars sel dan lingkungannya, Deberapa scl
irnunckompeten dalam mukosal saluean pernapasin akan mengalanm sires akibuat
dan paparan padekel Ph vang terkandung dalam gas buang molor bakar berbahan

takar prremimn, sehonuea sel tersebut akon mengalam perubahan penlako dan
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fungsi. Perubahan perilaku dan fungsi inilah vang akan mengakibatcan tergadinya
modulasi respons imun pada mukosal saluran pemapesan. Partikel Fb tersebut
merupakan stresor, dan dengan batasan yang mempunyai konsentrasi berkisar =2

- <0 pg'm3 udara .

210 Ststem Imun Mencit

Penelitian 1ni untuk melihat mekanisme respons imun dan kandungan Ph
atau deposit pada pam, sehingga secars etika dilakukan penelitian dengan hewan
coba Dalam penelitian Pb di hewan jarang mendapatkan hasil veng berbeda bila
dilakukan di manusia (WHO, 1571,

Sebagai penelittan detail sistern imun séluler pada manusia, maka
mencit dapat dipakas sebagai model {Clark, 1983). Beberapa alasan pemakaian
mencit sebagai hewan coba untuk )i biologi adalah :

1. suktur tubuh vamg kecil membutihkan ruangan vang kecil,

schingga memudahkan pemeiiharean;

2. kamkicnstik mencit mudah bémdaptasi detipen  kandeng dap

lingkungan di sekitar kandang;

3. harga celapnf morh;

4. dibanding hewan yang lain, make pengungkapan sistem imun labih

banyak diperoleh di mencit (Hudson, 1976)

Pertimbangan, pemakaian mencit janlan, adalah Lidak akan mengpanggu

proses penelitian, schab dimungkinkan bila mencit betina, maks akan hamil.dan

trasa hatrul berkisar 1920 han (Srmuth JB, 1988), tentunya kondisi kehamilan
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akan menpranugu kendis imunnas, padahal penelitian akan berlangsung selama
3¢ han Di zamping wu, berat mencit jzntan dan bentina relatif tidak sama, sebab
mencit dewasa janan berkizar 20-30 gram, dan mengit dewasa belina berkisar

12.35 pram. Kondisi imlah yang mendasaci mencil jantan lebth memenuhi knteria

dalam ponelitian
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BABR 3
RERANGEA KONSEPTUAL DAN HIPOTESIS PENELITLAN
3l Kerangka Konseptual Penchibian
Ketangka konseptual dalam penebitian i digambarkan seperti berikut :
Paparan partikel Pbisebagail stresor)

melalui inhalasi
(Fas buang motar bahan Iil-:ar premiwm

Konsenirasi Pb
2-=1g 1.1@.’:113
+arifer
rifein

K
Sel epitel
Sel

+

APC

Depasit Ph
makrafag
alvenlar

D, —TIL
Sel Top CD4-TH) 4 "CDy_TH;
[L-2 IL-4
| el B

| T-CDS
SP1gA

Gambar: 3.1, Kerangka Konsep Peneliia)
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Penjelazan kerangka konsep

(fas buwang bermotor, yvang berbahan bakar premaum, mengandung
partike] Pb, dan sangat potensial terhirup dan woadi induksi awal di mukosal
galuran pemapasan RKemampuaan parlikel P yang terikan pada carvier profein
(Fullmer, 19903), menjadikan panikel Pb dalam ikatan kemplek tersebun, isa
memedulass respons nmun mekosal salumn pemapasan.

Panikel Fb dengan komsentrasi 2 pgim® - > 10 pg‘m’ dengan
karakteristik berupa besar digneter yang  kumng dat 2 pm,  ada yang akan
masuk ke alveolus, dan akan menggengen  makrofag  alveolar deogan
peannbunan  partikel Ph Sifat partikel Pb oyang persisten {Yatim, 1996),
kemungkinan akan menimbulkan deposi Ph dalam sel tersebut, Partike]l Ph yang
berdiameter keboh bezar akan menginduoksi di mokerah saluman permapasan. Setelah
melalm sel b, sel akan mempresentasikan antigen (APC), dimungkinkan pula
partike! Phb yang masuk melalui sel b akan disajikan oleh APC pada MHC kelas
I, sehinggs dapm mengnduksi sel Thelper -CD4  yung akan berubah
marfofunusi sebagai sel Thi-CL4 dengan memproduksi IL-2.

Parikel Fb dalam induksi terhadap sel T-CDd dimungkinkan dapat
secam langsung mempengarubi sel T-CDE, berani melibatkan peran MHC kelas ]

Produk L.-2 akan membante petubahan modfofungs: sel CD4 ThO
menjadi  sel Th2 -CD4 yany menghasilkan 1L-4. Selain itw IL-2 dapat memicu
sel T menjadi sel T snotoksik ~CDE.

1L~} sebavar produk Sel T-CD4 zkan memicu se] B dan berdiferienst

dan dunungkinkan berpengaruh terhadap produk IgA pada mukosal
50
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Hipotesis Penelilian

Hipatesis Peneliian

1.

Ada perbedzan respons imwn mukosal saluran pemapasan pada
mencil Balb'c  vaag tecpapar pas buang motor berbahan bakar
premiwm  yang mengandung panikel Pb konsentrasi berkizar = 2 -
<10 up'md derpgan yvang terpapar  Bas buang motor bahan bakar
premium yang tidak mengandunyg pacikel Pb sclama 3 jarvhar
dalanm wakiu 30 harni.

Ada perbedazn jumlah  makrofag alvacolar vang mendeposil P
pada mencit Balbfs yang tecpapar pas buang motor berbaban bakar
premimn yang mengandung parikel FPb konsentrasi berkisar > 2 -
<10 ugimd dengan wvang terpapar gas buang motor bahan bakar

premium yang fidak mengandung partike] Pb zelama 3 jamvhan

dalam wakla 30 ham.

3]
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BAB 4
METODE PENELITIAN

4.1 Rancangan Peneliman

Penelitian  ini merapakan penelitian ekspernimen hewan {experimenial
amimaf)  dengan rancangan fre post fesl omly comfral group design. Alasan
menggunakan rancangan ini adalah karena populasi ditetapkan tertentu, vang
terdapat homogenizasi di tap unit populasi, dengan kata lain kamkiensok antar
unit populass  dikriteniakan sama.  Pengukuran awal tidak dilakukan, karena
untuk semua kelompok berasal dari satu populasi, sehingga dikembangkan
rarcangat eksperimental tanpa ada pengukuran awal/pretest, dan hanya post st
(Zainuddin, i 98B).

Dukungan penggunaan cancangan i adalah pemakaan  sumber

paparan berasal dari satu sumber, schingpa pengarah perbedaan sumber paparan

diminimalizasi sekecil munpkan

Kelompok
mencil
d:ngar_l pafiaran

partikel Fb —@engokum setelah
Random inkatasi Feriakuan (FP-1)

Eelompok
inencit Lanpa
paparan pariikel | —Hgngukusan selelah
Pb inhalagi Perlakuan {PP-2)
(Kontrol)

Sampel
(mencat Balb/c)

vambar 4.1 Rancangan disain penelitian
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Disertasi Pengaruh Partikel Pb Yang Terkandung Dalam ... Sudarso



ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

Pemsip dasar sebagal persvaratan studi ekspenmenial adalabh (dua)
persyaratan. Persyaratan pertama adalab replikasi atau peogulangan yaity kondisi
perlakuan diberkan samy denpsn selongh sampel dalam selureh kelompok
perlakuan. Persyaratan kedua adalah  sistem acak ateu mandomisasi yang
dilakukan dalam pembagian sampel peneliian sejumlah 2{dua) kelompok
penelitian, yaitu kelompok yang diben paparan Pb melalui inhalasi, dan kelompok
vang lanpa dibert paparan Pb atau kelompok kontral, Kelompok kootrol
digunakan apar menambah validias kasil penelitan (Zanmuddin, 1988; Widodo,

1993}

4.2 Populasi, Sampel, Besar Sampel dan Teknik Pengambilan Sampel
421 Populas:

Populasi penelitian yange dipakal adalab menen Balb/c permelihatan
vang bebas dan paparap Pb berusal dari kandang hewan Pusal Veterenaria Farma
Dhrekrorat Jendsal Petemakan Depactemen Fenanan Bl di Wonocolo Suabaya.
Mencit diseleksy dengan jenis kelamin jantan, dengan berat badan 20-40 gram,
dan pmur 35 sampar 40 hari. fedevasaan mencit diharapkan secara relaaf ndak
akan mengalami berat badan yvang berbeda (Hume, 1 972).

Mencit dipehihaea denpan persyaralan pemelibataan mencit dilengkapi
kontrol, pengawasan lngkungan, penpawasasan status keschalan, pengawasan

pekerja dan penelin sera pengawasan makanan dan momunEn.

k|
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4,22  Bampel dan besar sampel
Poputasi (M} penelitian tidak diketghui, dan sampel terbagi menjadi
2{dua) kelompok berpasangan, vaitu kelompok perlakuan dan konirel, maka

curmus 1 yang dipakal adalah

Keterangan
l = besar sampel  masing-masing kelompok sampel
Za = milai standar normal yang besamva tergantung = |, dengan ketenloan
gebapal  benkut: bila o =0,05, maka Z=1%9%

bila = = 0,01, maka Z =257
o = o urrur
B = i errar (Widedg, 1993; Steel RGD dan James H Tormie, 1993)
Bag kelompok alau grup yang berpasangan{paired grivg), QD? fd¥ = 1, sehingna
bila dipakai ot = 0,05, f= 0,10, maka power rest (1-7) = 090, didspatkan hasil :

nom (Za+ Z ff , karena Zev = 1,96, dan ZP =

1,65, raka harga n adalab (1,96 + 1,65 }1 = 13,032 dibulatkan 13 ftiga belas)
sampel. Atas pochulungan tersebut, maka jumlah sampel mencit Balb/c setiap
kelompak Begumlah 13] tipa belas) ekor. Wakto paparan yang dirasakan cukup
lama, vaitw 30 hari , maks untuk menghindan besar sampel yang mati, besar
sampel setiap kelompok ditambah 25 %6 atau 4 ekor, sehingga seluruh sampel per

kelompok 17 ekor, atau keselurahan 2 kelompok x 17 adalah 24 (uga puluh

empat) ekor.
54
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423  Teknik pengambilan sampel

Berdasarkan kriteria sampel, dalam kancdang, dilakukan pengambilan
sampel secara random dengan mengeunakan bilangan rerdom (Snedecor, 1974),
dan mendapatkan jumlzh sampel 34 ekor. Populasi mencit Balb/c yang dalam
kandany pemelibaraan telah diupayakan kondisi sama, baik kondisi lingkungan
mikro, munuman, makanan, sanitasi kandang, jenis dan spesies mencit, usla,
namun demikian masih ada perbedaan yang mungkin membuat varias yato berat
badan. Perbedaan berat badan dimungkinkan akan membuat perbedaan sel
imungkompeten, sehingea perlo dilakokan )i hemogenitas.

Proses menentukan subyek penmelitian, diambil dari 34 sampel, dan
selanjutpya secara rendom  Jagi dilakukan untuk mengalokasikan dalam 2 {dua)
kelempok, vaile kelampok 1 PP-I), dan kelompok IEPP-L) Konool dan setiap

kelompok tersebut ditenwukan 17 (fujuh belas) sampel.

4.3 Klasifikasi Variabel dan Dehinisi Operasicnal Yinabel
431 Klasifikasi vanabel
a. Vanabel bebas
Partikel Phvang terkandung  dalam gas motor bakar berbahan
bakar preomum dengan pengaturan debit gas buang secara konstin
melalur instrumen volumetnk standard, yang akan  menghasilkan
konsentrasi partikel Pb berkizar antara 2 ug'm3 —10 ugim3 selama 3

Jamvhan dalam waktu 3¢ (tiga pulub) han.
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b Vanabel pengpanggu

Suhw udara, kelembaban edara.

¢. vanabel kendah

Beral meneil Balbie, jeris kelamin mencit jantan  Balbve kondisi/
karakieristik kandang mencit, pakan mencit‘peler, minuman mencit,
metode pemeriksaan sel imunokompeien, dan cara pemberian

paparah dan dosis paparan.

. Waniabel terganiung

Variabe] terganiung adalah vanabel sebagar akibal perlakuan dat
yang akan diteliti, sehingga dapat menjelaskan mekamsme respons
imun mukosal  saluran  pemapasan  dengan  pendekatan
imunopatoiologis dengan konsep sel yang mengalami stres {siress
ceffy Varabe! wersebut adalah jumtah: {1)8Tp IL-2 (23 5Tp 1L-4, (3)
ET- CD4, (4} 5T- CD38, {5) 5P 1ga&, (6) jumlah  makrofag alveclar

vang rendepastt Pl

Drefiresn aperasional vanabel

Paparan panikel Ph adalah pembenan gas buang motor bBaloar
berbahan bakar premmium yang mengandung parfikel Po oyang
didetebkst denpan anabisis kandungan partikel Pb dengan konsentrast
berkisar =2 ug/md — <10 ug'm3 udarm selama 3 jam'han dalam
periode 30 (tiga pulub) har, dengan pongukuran konsentrasi Ph

standar 1 jam.

o6
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rd

Kespons imun  mukesal sudlu respons yang beesfat kolektif dan
reckoordings: yang dibenkan oleh beberapa scl vang heranggung
jawab terhadap sistem nue moekosal akibet oleh adanya subseans
asing vang masuk dalam tobuah  yang depat dhamab bak secar
seluler maupun bursoral (Biencnstok, Goldsby, 2002), dalam
penelitian ioi dintung sel imenokompeten adalah jumlah ST-C0d,

RT-CDE, 51 1L-2,51p 1L, dan SPIA.

"

Mukaosal saluran pernapasan adatah mukosal vang berada di salunn
pemapasan dalan cakupan BAL T Rromnchus  Assovéared

Lymphocyee Tiasmey

4. Drepesy Pbodi pare adalah terdapatnva parmkel Pb pada  makrotag

alveolar vang dideleks, melalud pemierikszan jatingan  dengan
metode Maflere ard Farker v Haesrolacehn (Somti, 1978) | dengan
penchitungan prosentase sel yang posil dalam keberadaan Ph,
vanp diranjukkan dengan warna sel bl gelap keabuan (dark blae

Lrey].

Bahan Peneliuan

1. lewan ceba vang dipakal adalab meneit musmuoscobuy denpan galur
Halbie beruenur 35 han sampa: 40 harr, deowan berat badan dalam
kisaran 20 - 40 prarn, dergan Jens kelamin jantan Untuk analisanya
divunakan murosal salucan pernapasan (B41T) vang diproses secara
HEun G [OKIENA gund eenanpilkan vanabel

7
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2. Partike] Pb adalah pactikel vang werkandung dalam gas buang motar
berbahan bakar premium, dengan kisaran konsenlrasi > 2 ug/m3 = <
10 weim? dengan metode papuran pengaturan debit gas konsian.
Dehit gas yang digunakan adalah datam kisaran 49 ce/menit — 82,5
co/menit.

3. Paparan gas buang bebas Pb untuk ke]c_rmp-nb: kontral,
Uniuk mendapat perlakukan yang sama, kecualt partikel Fb yang
diberikan pada kelompok paparan, maka gas buang hasil
prrabakaran premium yang meoghasilkan Pb, harmos dililangkan
parttkel Pb yang dikandung Uniok mendapalkan gas buang
premium tanpa Pb, maka dilakekan penghilangan dengan suatu
bahan cairan yang dapat wenangkap Pb, dan eclavl sempurna,
karepa tingkat pengendapan Pb baik dan tinggi, yaitu endapan
Ph{OH); (IRITA, 1937} Cairan yang digunekan adalah Ca(0H)
pada ujicoba, hasilnya sempuma pada Ca(OHE konsentrasi 23 %o
dengan debit gas buang debit gas buang (lihat hasil gjicoba pada

lampiran 1 ).

4.5 Instrumen Penelitian
451 Instrumen penghasil partikel Pb

Penghasi] pantikel Pb adalah molor bakar, berupa géneratsr dengan
merek 330K, baru yang berbahan bakar premium, sebagai penggant kendaraan
bermotor berbahan bakar promium. Sebagal alal pembakar dengan bahan bakar

38
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premiun, maka gas huang yang dihasilkan akan wiap sama dengan pas buang
kendaraan bermotor becbahan bakar yang sama {Peavey, 1955), Untuk kelompok
kontrol dilewatkan dengan larstan Ca{OHp 25 %6 (s¢sudah dilakukzn penelitian
pendahuluan), karena cara 1ersebul dapat menghilangkan Pb.
4. 52  Instrumen pengaiur debit gas buany

Instrimen pengater debin gas buang adalah instrumen cennery fovwmeter
dengan standard Tube kataloy No 448.035 (Lab.Crest Div F& PCO, Mewer
Tube Cat Mo 448-033), untuk gas, dengan konversi angka dalam tube ke tabel
yang sesuan standard, maka akan ditemukan debit yang diinginkan, yaitu 40
celmenit — 82,5 co/menit {Tabel konversi seperti dalam lampian 2) . Instumen
pengatur debit pas buanyg mendapatkan konsenwasi kisaran yang diinginkan yaity
konsentrayi Pb beckisar 5.5 vg'md —6,8 vg/m3.
433 Ingirumen wenpat paparan

Boks paparan disesuaikan dengan maodel boks suaty pencemarin udara
dengan mempenimbangkan breathing zone (tlik kemampuan inhalasi optimal)
dari hewan coba. llustas instrumen berupa model boks paparan sepert pada

lamparan 3 [ tiga ).

46 Lokasi Dan Wakwe Penelitian
461 Lokasi penelitian
Penelitian [pemamaparan dan pemenksaaan vanabel) dilakukan di:

I Laboratorium Gramik Unair untuk pemeciksaan immunohostokimia.
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2.Laboratorium Balai Teknik Kesehatan Lingkungan Surabayz untuk
pemeriksaan kandungan Pb di udara,

3. Lokasi paparan ditempat yang memenuhi persyaratan paparan
pencetmaran udara, jauh dari pengaruh jalan yang padat kendaraan
bermotor dan memenuhi syarat dalam pemeliharaan hewan coba, di
Pusat Veterenana Farma J, A Yani 63-70 Surabava .

4. Lokasi Laboraterium Palologi Fakulas Kedokieran Hewan Universibs
Aitlangga, unmk pengambilan  gambar  sel yang  lah
dilakukan perwarnaan sesuai karekteristik yang ditsnmksn.
462  Wakiu penelitian

Wakin penelition dirioci menurut kegiatan sebaga berkut

1 .Penelitian pendahuluan 1 (satu ) bulan

2 Persiapan instrumen 4 {empat ) bulan

3. Penvesuaian dasis paparan 1{satu] minggu

4. 10)i coba paparan 1 (satu} minggu

5.Pelaksanaan penelidan berupa pemberian paparan selama 30 han.

& Pemenlsaan vanabel penslitian 4 (gmpat) bulan

1. Pengumpulan, pengolahan dan analisss hasil penelitan 3 (tiga) bulan

8 Penulizan hasil penetitian 2 (dus) bulan

4.7 Pragedur Pengambilan dan Pengumpulan Data
Prosedur pengambilan dan pengumpulan data dilakukan sejak awal
proses penelitian Kerangka opemsional di bawah ini yang akan dipakai dalam

&0
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melakukan penelitian. Dalan pelaksanaan penelitian, penelin  berpedoman
dengan kerangka cperasionzl, sehimgga dikarapkan mendapatkan data yang sesual
dengan tujuan peneliian.

Kerangka operasional penelitian adalah sebagai berilout :

Sampel

Crenerator] Gias buang
dengah | dengan debit Pengambilan
produk | 4600/ menit sampel
buang dengen t wdara
konsemmas: Pb dengan
ksamn >2- LV¥E
<10 ugim’
Century flowmeter
Pevygpiuibibio s ——
uders
cerngan LYE

Pemeriksaan konsenirasi Ph

Cambar 4 2. Keranpka Operasional Penelitian

&1
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4.7.1 Prosedur pemberian papacan parcikel Pb vang tarkandung dalam gas
buane,.
a. Prosedur pemberian paparan.
Sumber paparan adalah generator xxx vang berbahan bakar prenum,
dan untuk pengaturan debit dengan century flow meter. Untuk
mendapatkan konscnimsi parikel Ph sesuai konsenirast yang ditnginkan
yailu berkisar =2 ug/m3 -<10 ug/m3, dilakukan penelitian pendahuluan,
hasi! penclilian pendakuluan yang telah dilakukan untuk mendaputkan
konsentmsi tersebul denpan coba debit dan pengukuran partike] Pb
seperti dalam lampiran 4.
Debil gas buang yang dipakal  dalam penelitian ing adalah  dalam
k1zaran 40 co/memit- 2.3 cofmenit | dengan konséntrasm Pboyang
dihasilkan kisaman 5.5 ug/ m3 — 6.8 ye'm3, konseatrass yang dihasilkan
ini mepdekati erata debit dalam kisaran =2 ogfan - <10 ug/m3, aniuk
paparan sclama 3 jam! hari, periode 30 han.
b Prosedur perlakuan hewan coba selama paparmn.
Hewan coba dnempatkan di model boks paparan {lihat gambar pada
lampitan 2 selama 3 (Uga} Jany han, kemudian selelab siéléga
perlakuan dikandangkan ke kandang pemeliharaan, demikian setenusnya
selama 1 (satu) bulan aawe 30 kan.
¢ Prosedur perlakuan hewan coba kontrol
Sernua prosedur  dilakukan sama antam hewan coba yang diben
perlakukan dan kontrol, kecuali perbedaan yang ada bag hewan kontrol

Bl
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adalah tanpa pactikel Fb vang terkandung dalam gas buang motor
berbahan bakar premium (partikel Ph ielah ditanghap/diendapkan
sebelumnyz).
472  Unitanahisis
Bahan yang dianalisis adalah jaringan mukosal szlumn pemapasan,
adalah mukesa yang ada di Bronchus Assaciated Lymphocyle Tissue{BALT), yang
memputiyai lokasi terjadinya respons imun mukosal (Bienenstock 1, 1993), dan
paru yang mengandung alveoli (respiraiory afveofTelford IR, 1935) menciy

Balb'c, umuk melibat kebermdaan Ph di makrofag alveolar.

VFEFFEM
AHTIGE H RERFIAATOAT
L

TRLLT
= wdMLNE
. REQLAATIOH
¥ PRECTMEMHILT LE
BOHE “i‘ CERVICAL
M ARy e LTMPH MOKOE

\ — BROMCHLAL Whal

W h1E ]

MUGCEAL HlLILIHE.
1ML E ! HEGUHLATHY
SYSTEM 3

I~

L HLIME

LOwWem
RLEFIAATERT

INTERSTITIAL
[t

Gambar 4.3:  Lokasi BALT(Sumber:Biencostock 1, 15999)
Jaringan dimasukkan ke dalam boto] dan dimasukkan seger ke dalam

decp Feecer dengan sehuy — 70° Celeius. Semua vanabel yamg akan ditehti,

B3
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dengan cara jaringan segar dilakukan pewaraan imunchostokimia, dengan
anttbodi monokional untuk sel T CD4, T CDE, sel Thi vang mensekresi [L-2, 32l
‘Th2 yang mensekeesi IL-4, se] plasma penghasil IgA.

Untuk melihat panikel Pb di sel makrofag alveolar paru, dengan cara
hisokimia, pewamaan dengan Mallory and Parker'’s Haemotoxylin (Smith,
1578). Dalam lamkteristk perwamezan metode im, digunakan Ponessinm
difvidrogen Phosphate (KH:PO.), sehingga adanya partikel Pb akan berikatan dan
membenkan wama biru gelap keabuan.

473  Pemeliharaan hewan coba

bencit HBaltwe dipelihara berdasarkan persyaratan bagl kondisi dan
persyamian sesua untuk penslitian imunclog (Smitly, 1583, Svendscn, 1954
Mencil yrg sudah terpilih schagai sampel selama 1 (satw) minggu dimasukkan
kandang ftempal pemelibaraan) agar menyesvailkan dengan lingkungan yang
stabil, sehelum digunakan pengujian penchibian.

a. Kandang hewan coba

Mencit Balbie  dipeltharm dalam bak plastik yang bisa menatpung

maksimal 10 menicit, dan ukuran kandang 5% x 33 x 20 ¢m (Svendsen,

17994 Sruth 18, 19883, ditutup dengan anyaman kawat, dan pada dagar

bak diberi sekam. Karena jumlah seluruh sampel adalah 34 ¢kor, maka

dipeclukan 4 {empat) kandang plastik. Perlakuan bak sebelum digunakan
dibersihkan dengan alkohsl 70 %, dan sekam dioven pada suhu 160°

Celcius selama 2 jam, selanjuinya disimpan dalam tempat yang rapat

dan bersih.
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b Makanan kewan goba
Mencir Balt'c sclama penelitian dan pemeliharan dibenkan makanan

sesuad standard yang berlaku (Smith, 1988} dengan komposis schaga

berikul :
Tabel. 4.1 Mineral dan Makanan Mencit

':w LIngur Prosenlase
i
| K aisiom ] fh~1.5 %, |
| Fosfor 05— 1,0% |
| Magnesium 215 -20% !
| Kalium 02-0%% i

Matriam 090 -0,1 %

Kahbal 0.7 mgKg

Tembaga 16,0 me/kg

Yodium 20 mgEy

Basi 2500 mu'Ka

Mangan 1050 me/kyg

Seng 50,0 mgKg

—

3. Minuman hewan coba

Minuman yvang diberikan selama pemelibaraan dan penguegian adalah air

ad libitum (tanpa batas), berupa agua mumi, sefa dan bebas dan Pb
474 Penanganan selama pengujian

Sepclah pembenan paparan selesal, yaita selama 30 (hga) puluh har,
maka maksimal tiga bar kemudian (Zelikoff, 1993) dilakukan pembedzhan
saluren pernapasan untuk diambl muekosa dan jaringan pan, Langkab benkut
adalah pemotongan kecil, kemoduan digimpan dalam nitmgen cair dengan suhu

80" ¢

&5
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47%  Prosedur pemenksaan pactikel Pb udara.

Pemenksaan dilakukan di  Balai Tekoik Kesehatan Lingkungan
Wilayvah Surgbuya, begilu  setap selesai pemberian paparan. Pemenksaan
partikel di udara, termasuk Pb melalui penangkapan dengan alat Low Volume
Sampler -Madel 5L-15 P, melalui absorhsi flter, kemudian filter didestruks
untuk dilakukan peclakukan selanjutnya, serta dilihat konsentrasmya dengan alat
Arermc Absorprion Spectrophotometer{ APHA, 1995} {Protokaol pemenksaan pada

lampiran 5 dan metode penggunaan alat di lampiran & .

4%  Prosedur Pemrescsan Jarmgan.
4.8.1 Metode frozen recrion, dengan cam.
| samp] jaringan segar {dambil darl tabung berisi nitogen car dengan
sub dibawah 80°C) di blok dengan medinm dfuk sivsie Tek 7 dalam

Crosdar,

T+

penyavatan denpgan COryesiol savatan getebal 5 - 10 um, untubk bal
tersebut pertu subu dalam Cryostat dipertahankan - 25" Celaius sampas
— 30° Celsius,

3 sayatan samipe! diambil dengan gelas preparat (fpect gloass), kemuodian
dikeringkan dalam suhu nuangan selama 10 meniy dan dilanyuthkan fiksasi
dengan aseion 100 % sebama 10 ment,

bikroskop dalam penelitan ini vang dipakai adatah merk Nikon yang

dilengkaps graticulat, dengan pemeriksaan permnbesaran 400, Pewamaan
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chromogen akan memberikan warna coklat kekuningan pada suoplastna
sel yang mengandung komplek antigen antibodi.
Pemeriksaan imunahisiekimia dengan metede tidak langsung (indwect)
membutuhkan balan -
1. HalDx 3 94
2. Tripsin 0025 %0;
3 Antibodi monoklonal erhadap varibael yang ditelir;
4 PBE miines [ PH 7,47,
3 Swepptividin peroksidase;
& Chromogen (DAR),
7 .Meyers™s Hematoxyhin
8. Ethanol
9 Xvlol
| 0. Emelan.
482 Melode Parafin.
t. Ambil jaringan;
2. Celup alkehal 50 % selama 2 x 1 jam;
3_ Celup alkohol 70 % selama 2« 1 jam,
4. Celup alkohol 80 %0 selama | jam;
5. Celup alkoho] 95 % selama 2x 1 jam.
6. Celup alkohol 95 % selama 1 jam
7 Celup alkohol 100 % selama 1 jam;

8. Celup alkohol 100 % selama 1 jam,
&7
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9. Celup alkehol 100 % selama 1 jam;
10, Terkan xylol zelama 1 jam;

11. Berkan xylal selama 1 jam ;
12. Berikan xylol selama 2 ;am

13 . Berikan Parafin caof { 56 - 58° C ) selama 2 jam;
14. Berikan Parafin cair { 56 -58° C ) selama 2 jamn,
L 5. Berikan Parafin cair{ 56 —38° C ) selama 2 jam,

Dalam pemrosesan secara manval wrsebut, dengan wakt ndak
mencukupi, maka proses dikentikan pada tahap wnpregnas vaitu pada paraffin
cair { subu 36-58" C ), apar janngan tidak rusak, selanjuinya dibizrkan membeku
pada subu kamar.

Prozes selangutnya adalah melakukan corbeddime | kemudian jaringan
dipotong dengan mukrotont, dengan kewebalan sekiar 4-8  mikron | berikut
thlakukun penpambilan janmgan vang lerpotong. Proses  berikul pelekawn
Jarngan pada gelas preparal fobpect glovs) melalai warer baik, dan dilanjutkan
mituk whap pengecatan  Spesibikas antibodr moncklonal dan biotin (sekunder
antibodi) yang dipaka:  wniok pengecatan seswai dengan sel yang akan ditelin,

berupa STplL-2, STplL-4, SPpleA, ST-CDM ST-CDE sepeni tersebut pada wabel

42

8

Disertasi Pengaruh Partikel Pb Yang Terkandung Dalam ... Sudarso



ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

Tabel 4.2 Anti bodi moncklonal dan bistin spesifik yang dipakai

(WMo | Antbedi mosokkoalSckunder Katalog Produk
antibodifBiatin)
Ab Maonokbkonal
1. | Rat unU mowse O 04 583647 Pharmmgen
2. | Rat anti mouse CDE 553027 Pharmtingrn
3. | Ratanti mouse 1L-4 554387 Pharmingen
4. | Goat anti mowse IL-2 18398 Sigma
5. i Gpal and mowse IzA M-ET6Y Sigma
Sekunder Ab/Biotin
1. | Rabbit enti ran I DEE 6801 Dako
2 | LSAB-HEP ann Goal/rablyit/mouss DI G751 1 Dako
T Assezans.
Streplavidin AB/HRP DKK 0377-11 Dake
| -Anbboy diluent DKK 03771 Dako
4% Metode Perwamaan

491 Perwarnaan femaraxphin

Untuk memben gamberan marfolegi pam yang dianilisis keberadzan Ph
di makrofag alvasolpr, dilakukan pewamasan dengan HE. Prosedur yamg
dilukukan adalah :

1.deparafimsasi, dengan memberikan xylol 3 x, alkohol absulut, alkohol
o0 %5, alkohol, B0 %5, dan terakhir air,

2 selanjuinya terésn denpan Meyer s Hoematoylin selama 15 menat,
kemudian dicucl dengan air mengalir selama 20 menil, dan Julatyutkan
peneiesan eosim selama 2 menit;

3.proses selanjuinya adalah dehidraci, vaim diben alkohol 80 % 2 x
setigp kali 2 menit, dilanjulkan alkohol 95 % 2 kali setiap kah 2 menit,

dan alkehol absolut 2 menit sebanyak 3 kadi lalu dikeringkan,

63
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4 selanjutnyz, tetesi xylol selama 2 menit sabanvek 3 kali, agar jernih
dan dikerimghan;
5.tetesi dengan entelan , wp dengan cover giass dengan kehatan, agar
gelembung udara tak tenadi, dan keringkan,
6. preparat kering disimpan dalam kotak preparat disimpan dalam kolak
preparat(>udiana, [991};
447  Metode pewamaan Malory and Farker s Haemeotezyhin
Keberadaan Fb & makrpfg alvaeolar dapat dipenksa dengan
menggunakan metode pencecatan Maffory and Parker 3 Haemotoxplin (SmithA,
1978) denpan prasedur
a.  Pembuatan larutan dengan reagen vang digunakan adalah :

| Hagmotpxyhion O 1w,

2. 1 % Polusium dihydrogen phosphata 10 ml;

Cara vang digunakan adalzh larutkan haemotooylin bebarapa tetes
pada alkchol absclus, campurkan desgan 2 %  potassium
dihydrogen phosphate, kemedian dilakukan penyanngan

bh.  Caraawao tekinik pengecatan adalah:

1 siapkan air;

2 deparafinisasi, dengan membenkan xylol 3 x, alkohol absulut,
alkolel 90 %, alkohol 80 %%, dan terakhir qir;

J.owarnal sampel  dalam  shde  dengan  cairan campoan
haemotoxylim  separ tersebyt diatas  suhu 50 - 60 * Celcius

selama 2 - 3 jam;

T0
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4_ ¢cuct pada air kran selama 10 menn;

5 lakukan dehidrasi dengan cara beri alkohol 80 % 2 x setiap  kali
2 menit, dilanjutkan alkohal 95 %% 2 kali sevap kali 2 mentt, dan
alkohol absolut 2 menit sgban}rak 3 kali lahu dhikesngkan;

6. selanjutnya, tetesi xylol selama 2 menit sabanyak 3 kali, agar
jemih dan dikenmgkan,

7 repesi dengan eotelan | tulup dengan cover glass dengan kehatian,

agar gelembong wdark 1k terjads, dan keringkan..

Makrofag alveolar mendeposit partikel timah hiam (Ph), bila
berwama biru keabu-abuan gelap (dfark  biwesgrep) Dalam  karakterisiik
perwamaan metede inl, digunakan Polassium dihideogen Phosphate{KH;PO,),
sahungea adanya parikel Pb akan benkatan dan membenkan wama bine gelap
keabuan.

44013 Perwamaan uniuk lmunohistokinia.
Bahan wang diperlukan :

I HAD:3 %

2. Tripsin Q025 %,

3 Antibodi monoklonal terhadap varibael yang ditelis,

i PBS mrmey [ PH 7 4);

5 Streppividin peroksidase;

0. Chromogen (DARY);
T Meyers s Hematoxylin
¥.Lthangl

71
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O Xy lol
10.Enielan.
Prosedure pelalsanaan pewamaan sebagai berilun
| .sampel dalam slide diben batas Duko Pen,  selamutnya ditetes
HoD: 3 %Gyelama l - 3 meort.)

2 dilakukan perendaman FPBS dengan PH 7.2 — 7.4 waktu 1- 2 menit
dlakukan pengulangan 3 kali,

3 tetesi dengan tripsin dan ditunggu & menit pada  suhu 37 Celsius
dan kemudian cuci dengan PBS 3 kali, setiap kali 1 — 2 memt;

4 zampel selanjumye ditetesi antibodi pimer (yang sesual varabsl
wvaung diteliti}  dan inkobasi jelame 30 menit pada subo  kamnar,
kemudian dicoel PBS selma 1-2 menit, dilakukan  pergulangan
sebanyak 3 kalr;

3 mhap berkutnya dielesi dengan aniibodi sekunder  (Link amriifody
atay Biorvnilated anfbody label), dan  inkubasikan selama 15 menit
kemudian cuci dengan PBS 3 meny, dan dilakukan peangulangan 3
kali;

£ pembenzn Streplavidin peroksidase;

T tghap selanjuinya sampel ditetesi dengan larutan Chromogen (2 ml
subsiat ditambab 1 epes Chromogen) dan mkubasi selama 5 menit
kemudian cuci dengan PBS selama 3 menil dan lakukan pengulangan

3 kali;

8 lakukan pembilasan dengan aquadestilate dan dicuci dengan air fair

72
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kran, selanjuinya sampet ditrendam datam laretan hematoxylin selama
10-15 wenit kenudian dicelupkan 10 kali di dalam ar, dan jemihkan
dengan xvlol;

Y tahap akhir sampel ditetesi mountimg medium dengan eatelan dan

ditutup cover glass, pung pemen ksaan mikroskop.

4.10 Pemenksaan Subw dan Kelembaban
Pemeriksaan subu dan kelembaban menggonakan alal Poreable Thermo-
Aygresmeiers-HI 8564-HIS3640
a. Pemeriksaan Kelambaban senaga bankut
1. mempersapkan alat dengan segala  perlenghkapan, temmasok
melakukan kalibrasi, dan pemenkszan bah baery 9
2 tekan tombol Cn, maka akan segerm  terbaca kelembaban di
temmpal waag daelhili.
t. Pemeriksaan suhy
1 meropersiapkan alat vany ada;
2. lakukan penekanan tombaol ¢ L. kemudian tungeo bebeiapa saat,

maka akan ditampilkan suhu yang ada di tempat yarg ditelit.

4,11 Cam Analisis Lala
Sesual dengan unit yang dianalisis, maka beberapa il dilakukan sebagai

benkut

T3
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4[] U homopenias

Populasi menegit Balb’c dipersiapkan hgmogen, dan vanbe] bet badan
dan umwr. Variabel berat badan selama wl peaelnian kemungkinan besar akan
berkurang atay berambah ontuk setap sampel, kecuali umur yang suedah
dipersiapkan homogen, maka dengan wakta penalilan yang =ama jelas akan tetap
homopen. Atas dasar pertimbangan tersebot, maka unilok menyatakan bahwa
populast hamagen, vanabel yang diup adalah berat badan mencil pada saat awal
dan usia mencit sampel. Unwk variabel penyena, berupa subu dan kelembaban
Juga akan dilakukan uji hompgenitas dan i beda, selama perlakuan alay paparan
4112 Ui normalnas

Lintuk rmebhat apakah data yang diporgleh menwnjukkan distribuosi
namal, dan sebagar prasyaral analises mulovaonal maks seloruh varjabel yang
diveliti akan dilakokan up nesmahlas  densan mengeonakan ujl Kolmogoro i
Sruruaf
4103 Thi beds penpamat ke 1 dan ke 11

Limuk pemenksaan variabel terganiong yaitg jumlah 5Tpll-2, STpil-d,
5TCIW, ST-CDE, 5PlpA dan keberadaan Pv dv sel makrofag alvaeclar
dilakukan pemenkasgan oleh pengamal ke | dan pengamat ke 1 dengan up beda t
. karena ada 2 (dua) kelompok.

4114 L perbedaan amtar kelompok sampel

T4

Disertasi Pengaruh Partikel Pb Yang Terkandung Dalam ... Sudarso



ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

Umuk mengwi adanya suatu perbedaan respons imun mukosal saluran
permapasan antira kelompok perlakukan dan kontrol dilakukan wi statistik 2nova,
vany: berdicl a1as:

1. Cinivariate analeses of verignce, digunakan untuk menganalisis anlar
kelompok perlakuan dengan kelompok konwral dan vanabel jumlah
SUpll-2, STpil-4, §T.CD-4, 3T-CD-3, dan 5FlgA unluk mengetahui
pengaruh perlakuan terhadap setiap komponan respons imun

2 Muftivarigie analvsis af variance, digunakan untuk menganalisis antar
kelompok perlakuan dan kelompok kontrol secara kesslurchan dan
vaniabe! respons imun, untuk menyimpulkan bahwa respons imun pada
kelompok perlakukan ada perubahan dengan kelompeok kentrol

3141 beda T, wntuk menguji perbodaan keberadaan partikel Pbo di
makrofag alvaeolar antar kelompok perlakoan dan kantral

4115  Analsis diskrimman

Anglisis disknminan  untuk mengamalisis  varabel respons rmun
mukosal saluran pernapazan vargbel jumlah STplL-2, $Tpll4, 5T-CD-4, 5T-
CD-8, dan SPlgA | yang telah di uji dalam anova . Variabel tersebut dianalisis
untuk mengetahas variabel yang diknlukan sebagai variabe! pembeda terkuat
{disknmmaer), sehingpa didaparkan koneribus fungsi setiap vanabel pembeda
terkuat  tersebul. Selain dtu, akan  didapatkan  besar  kekuatan  dalam
menghiasifikas) sebagai kelompok pembeda  dalam memodulasi respons imun
yang mencenmnkan helompok perlakuin dan kelompok respons aimun yang
mencarnunkan kelomgok kantral,

T5
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41016 Pembaatan Pola,

Pembuzian pola respons imun mukosal saluran pemapasarn , dengan cata
menggunakan harga kenvribosi diskniminan setiap vanabel pembeda terkuat, yaitu
Fungsi diskriman linier dari Fisher (Ficher LinierDiscriminant Function), yaih
dengan . D (fungsi diskriminan = w; x A + w3 x B+ w, x Z (Sharma §,
1996), dirmana wy .= Koofisien Fisher (1.....x), dan A, Z=Rerata { Mean ) dan
vanabel A... 7., dengan asumsi vanabel yang lain tidak mempuyal pengaruh,

Pola yeng terjadi adalah pola vanabel respons Imun yang mempunyas
pernbeda terkuat, dengan arti bahwa konibusi setiap variabel yang dihitung dan
tercermin dalam pola, diasumsikan efek variabel yang lain = ¢ Maksud
pembuatan pola adalah sebagai alal dalam mengungkap mekanisme respons iman
Jerupa  penjelasan imunopatoblogenesis, yamu proses kejadian dan adanya
perubahan  imunopatobiologik  yang  merugikan  akibat perlakvan yang
diberikan, di mukosal saluran pernapasan . Perlakuan yang dibenkan adalah

pemberian pas buang motor berbahan bakar premium yang mengandung partikel

Fb

7o
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BAB 5
HASIL PENELITIAN DAN ANALISIS

Hasi! Pengukuran Vargbel Penelitian
Hasi) pengukuran vanabel kendah,
Hzsil pengukumn beat badan mencit.
Pada awal dan akhir penelitan berat tikus mencit Balb/c dilakukan
pengubkuran, sehingga faktor bermi  badan  akan  diketahw
petkembangannya, sebab uji coba dengan hewan coba tentang siswem
umen,  Fakior berat badan  dapal mempengaruhi hasil (South, 1988).
Cnivk keperluan tersebul maka berat badan mencit dilakukan wli
statistik untuk mengetahui homogenitas dengan laraf s1gnifikan.
Dari hasil pengukuran penehitian, berat tikus kelompok perlakuan dan
kelompok kontol meounjukkan homogen, dengan tarad signifikansi
0,672 alan  =0.05, { sepenti terlihan pada lampitan 7).

Tabel 5.3 .Uj Homogenitas Berat Badan Mencil pada Awal Penehitian
Pada Kelompok Perlakuan () dan Kelompok Eontrol (E)

.

A
|
I

Kelompok M Rerata Smpang | Signifikans

IPY: 2 (K) Baku

B mencit (1] 17 2925 gr £,3986
wal P+K 0672
M| Ly 20 gr 04183

Disertasi

Crata berat mencit pada kelompok perlakuan dan kelompok kontrol pada

awal serta akhir penelitian dapat dilihat pada lampiran 7

7
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b LUsia mencit balbe's dan jerns kelarmin .

Pada awal penelitian, telah diseleks unk sampel, yatu usia mencil
Lerkizac aatara 35 hael - 80 harl, dan kareng wakly penelitian selama 30
han, miaka Ukos akan mengalan: matpras: selama 30 ban | sehingga
usia tikws pada akhir peneliban berkisar 65 han - 90 har. Diharapkan
dengan usia ilersebul dan jenis kefarmin tikus, yang sama yaitu janian,
tidak akan mempunyal pengarub terhadap imuonitas  tikps selama
penelitian, kecuali oleh pengamuh perfakuan. Homogenetis usia mencit
sepert lerlihat pada lampiran 8 yang menunjpkkan pada awal penelilan
populasi homogen, dengan  signifikansi=0836 ataw  p=005, berarti
secam bemmakna homogen.

Tabel 5.2 1y Homapenias Usia Mencit Pada Awal  Fenehtian
Pada Kelompok Perlakuan(P) dan Kelompok Kontrol{K)

L Kelompak | N Ferata Simpang | Signifikansi

_ KPR Baku

Vsiamenot (1) o+ 17 50 5% han 21523

© Awal P+E i | 6836
(2. 17 35 81 han 2. 0%E7

512 Hasil pengukuran vanabel pengganggu
a. Hasil pengukumn suhu udara lokasi penelitian.
Untuk metgetahul perbedaan subu lokasi paparan den konig] digji
dengan uji L tesl. Waktu penelitian selama 30 han, selama 3 jam
pethan paparam, dilakukan antara pukul 600 - pukol 900
Pengukuran  subu selama  penclitian dilakukan pada  awal

penelian.
T8
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[xari hasil pengukoran, rereta suhu lokasi untuk kelompok
perlakuan dan kelompok konirol tidak berbeda bermakna pada
uji T |, dengen signifikansi p=0,134 {p >0,05) hasil dapat
dilihar pada lampiran 9.

Hasil pengukuran kelembaban udara lokasi penslitian,
Pengukuran  kelembaban wipra relatif selama  penelitian
dilakukan pada awal paparan. Dari hasil pengukuran, rerals
kelembaban udem relatif di lokasi kelompok perlakuan dan
kelompok kontrol tidak berbeda bermakna pada uji ¢ vest,
dengan signifikansi p=0236 atau p=0.05 | hasil dapat dilihal

pada lampiran 16

3.%.3.  Hasil pengukuran varabc] bebas, vaite konsentrasi Pb ug/m3 udara

a.

Haszil konsentrasi P ugfmd udara pada kelsmpok paparan

Sesual dengan hasil wi pendahuluan, maka untuk mendapatkan
gas buang dengan konsentasi Pb berkisar antara »2 ug/m3 - <10
ugdtd roaka debit gaes hams berkisar dengan 40 cofmenit — 32,5
cehnerul Dan hasil pengukaran konsentrasi Fb dan gas buang
vang dipaparkan selama perlakuan verata 5, 103 ug.l'mj' . hasil mi
sesval dengan paparan yang diharapkan dalam penelitian ini,

Hasil pengukuran selama 30 han sebagai berikot dalarm abel 5.3,

(L)
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Tabel 5.3 Konsentrass Pb Udars Paparan Pada Kelompok Perlakuin

rl Hari ke Kongerimasi P Hari ke Kmmnu?isi Fb
FE‘rm} F'E@"
] 33 16 4.7
2 13 7 ]
i 3 47 18 ]| 5.0
4 4T 1% 57
5 2.9 20 4.1 ;
& 5.8 21 59
7 59 22 4.4
k] g.1 23 %38
| g Y 24 6.9 |
| W 3.7 25 5.5 |
' 1} 3.7 26 9.6 |
I ' 35 27 4.6 '
13 ! A0 23 iz
14 I 4.7 29 2.5
1 15 43 T 38

*Sumber data hasil pemenksaan BTEL, tgg] 1-11-2000 &/d 30-11-2000
b. Hasil kenseatrasi Po vg/m3 udara pada kelompok kontrol.
Drari hasil uji pendabuluan, dengan penangkap Ph cairan Cai OH}Z
25 oo, maka selama penelitian hasil pengukwran partikel Pb yang
terkandung dalam gas buang untuk kelompok kontrel dapat diblibal
pada lampian 11. Dan hasil tersebut sangat bermakna bahwa
paparan di kelompok kontrol dapal memenutu syarat sebagal gas
buang uniuk kelompok kontral,
5.0.4  Flasil penghitungan makrofag alvaeolar yvang posiil mengandung
pamikel Pb.
™ paru, maka makrofag alvasolar merupakan sel yang mempunyu
kemampuan sebagai sel penvajy antigen {(APC Antigen Presenrimg Cefly, yang

sclanjuinya memjalankan fungst fagositozis. Dimungkinkan, bila egadi paparan

B
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vang kontinyu keberadaan partikel di makrofag abaeolar  akan dapat

meaimbulkan fibrosis (Howard, 1985, WHO, 1989} Keberadaan partike! Ph,

pada makrofag alvaeclar dapat dilihat dengan pemeriksaaan histokimiz merode

pengecatan Mallory amd Parker's Hoemotosydin {Smithd, 1975). Keberdaan

partike] Pb nampak wama sitoplasma sef abu-abu baru pelap (dark flue grey)

seperti terlihat dalam Gambar. 5.3, di halaman 39,

51.5. Hasil pemeriksaun imunchistokimia dan histokmia

l. gl T-CDA4, adalah sel T helper yang pada awal sel Th mengenal dan
berinteraksi dengan svaty komplek molekul MHC kelas O dan antigen,
se] segera digklivasi menjadi suatu sel efektor yang sekresinya berupa
faklor pertumbuhan berbagai macam yang disebut sebagai sitokin. Peran
gel T-C1¥ sangat penting dalam sistem imun, termasvk dalam sistem
imun mukosal, Untuk mengenali digunakan moncklonal antibodi yang
spesifik, dan di datam penelnian ini dipakai rat ans mowse C0-4 |, dan
nampak sel T-CD4 positip  dengan sitoplasma yang berwama kuning
kecoklaan, sepertt dalam gambar 5.4, di halaman 85

r3 Sel TCD8, adalah  sel T depgan  kemampuan  vang  bersifal
sitalink, yailu kemanipuan unhk membunuh sel yang lain yang dianggap
asing Akuvasi se]l T-CD% akan melepaskan sitokin 1L-2 dan IFM ( guna
meningkatkan respons imun sel B dan limfasit T. Fungst lain dari Sel T-
D% dapal mensupresi respons armun. Mengenal se] tersebut dengan

anlipodi menaklonal spesifik, dalam  penehitian imi digunakan  rad anis

81
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mouse C0-8, sitoplasma menunjukkan wama kuning kecoklatan, seperti
terlihat dalam gambar 5.5, di halaman 90,

i Sel T penghasil IL-2, cel ini adalah sel T namun produk sitokin yang
dihasitkan adalah Intedevkin-2 {[L-2}, dan sebagai kelompck sel Thi,
pada pengenalan dengan pemeriksaan sitokin [L-2, mengganakan antbodi
monoklonal IL-2, dalam penelitian imi, adalah  goat ami mowse [L-2,
sitoplazma menunjukkan wammpa kuning kecoklatan, seperiiterlibat dalam
gambar 3.6, di balaman 0.

4, Sel T penghasil 1L-4, sel ini adaiah sel T samun produk sitokin yang
dihasilkan adalah Interleukin-4 {IL-4), dan sebaga kelompok sel Thi,
Pendeteksian dilakukan melalui deteksi siokin IL-4, menggunekzn
antibodi monoklonal spesifik IL-4, dalam penelitian ini menggonakan rai
anti mouse fL-f, maka se]l posuf bila sitoplasma berwarna kuning
kecoklatan, seperd terlihat dalam gambar 5.7, di halaman 91,

5 Sel Plasma penghasil IpA, vaitu sel yang mempunyal kemampuan
menghasilkan lgA, pendecksian menggunakan anbbodi mongklonal
spesifik IgA, dalam penelitian ini menggunakan goat anti mouse fgA. Sel
positif, bila sitoplazsma berwama kuning kecoklaian pada zel plasma,

scperti dalzm wambar 5.8, di halaman 91.
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5.2.1. Up nomnalias dats,

Yanabel

terganng wituk dilakukan analisa lebih lanjut perlu diup

distribusi normal dengan uji normalitas. Uyl nomalitas, karena data terdin dengan

kelompok dilakukan dengan yji KolmogorowSwmimov Test, seperti pada lampiran

13.

Hasil yang dipercleh disimpulkan sebagai benkut, bahwa vanabel Pb di

sel makrofag alvaeclar, 51- CD4, 8T-CDE, 5Tp- IL-2,5Tp-IL-4 dan SPIgA pada

kelompok papamn dan kalompok konttrel mempunyai distnbusi normal

Tabel 5. 4 :Hasil Uj Nommalias Vanabel Pb Alv 3T-CD4, ST-CDE, 5Tp-11-
2. 5Tpll.-4 dan 3PgA

Yuriabel Kehmpok Perlakuen Eetompok Konkre]
j L & Elazal K-50 P Haail
Pl &dw 017 d 0634 Iearmal 1,455 0.05] Npomal
. RT-CDA U552 0820 Hommel 1,062 0152 Mool
| BT-C0% 0,523 0947 Hormal 0,863 (1,445 Wyrroal
| 8Tp-M.-2 | 0659 G177 Mormal 0579 0745 Mormal
STpfi-4 | 0471 | 879 Mommal .55 0,241 Morroal
SFlgA 741 f42 Mormal 0,765 (a0 Moomal
5,22, U peogamnat ke 1 dan ke 2.

Untuk melibat obyektifitas  hasil pembacaan sel positif oleh peneli,

maka pengamatan ke 2 dilakukan pengamat yang ahli di bidangnya, karena

kelompok yang diuji adalah 2 (dua) kelompok, yaiu kelompok Faparan dan

Eelompok Kontrol, , maka dilakukan wpi 1 untuk mengetabu; beda penpamatan,

selengkapiya di lampiran 17.

Hasil uji beda pengamalan tersebut sepert

terlihat dalam tzbel benkut | dalam 1abel 5.5 dan tabel 5.6 dengan kesimpulan

behwa pengamat ke | dan ke 2 tak ada beda, maka hasid yang dipakai s¢lanjuimym
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untuk analisis peneliian i adalah data peogamat kel aau hasi) pengokuran

peneliu,
Tabel 5.5 Hasil Ui Beda Fengamat]l dan 2 Untuk
Varabel tergantung Scl Tp(CD4,CDE TL-2, IL-4)
Sel 1gA dan Pb Alv pada Kelompok Perlakuan
Yarabe] Pengamat | Peogamat 2 T or L
Rerats ©  SB* Rerats *SH
CBb kT T TeRI TV I0ME (93062 | 408k RES E e
AT-CTwd 49712 | 2THID d HA0 2841 13128 % 01, T0n
STGEes | dA06% 12 Teat 4 1513 24T G 5at K] 0,394
sTp-[L-2 [ 61125 [ 2963 5508 16257 1,563 |5 01
STp-IL.a [ 74575 [ 192849 21leks I OB 1,281 L5 0221
T JTHEY [ 24130 2B11% LS 0,207 LS 043
*Eimpangan Baku
Tabet 5.6: Hasil Up Beda Pengamar 1 dan 2 Untuk Vanabel
Tergantung ST{CD4,CDE) STRIL-2, 1L-4),5PIgA
dan Pb Aly pada Kelompok Kontrol
[ Variatd P okar 1 Popganial 1 T ar s1g
. Fataip T SR= Baratn 458
_____F‘h Alyv (Y206 | 0. L%M (0973 1352 1041 131 3T
RT-Cha | Géal | | 20 14285 0T HHb [ 343 13 [ A178)
RT-COi | [4d60 | 1.2653 | £6a3 | 4021} (kBT 13 0,164
ATp-lL-2 [ 24429 [ InlTY 2.7 | BRI 1.5a3 13 295
v ATpeiled [ 2130 2.19T]  1LETI4 | 3K42 1,251 L3 5l
| SPlgA 201 | 2RaATE 1 2HTLE 14024 0207 13 0 ERE

*Simpangan Baku

333 Tjibeds andar kelompok sampel

.

Disertasi

Ui Ph di makrofag alvasolar.

Untuk mengetahul kebermdaan

partike]l Pk di sel makrofag

alvaeolar, elah dilakukan pervamaan dengan metode Malfery and

Farker’s Hacmoraxyfin (Sruth, 1978), dao hasil yang diperaleh |

bahwa scl makrofap alvaeolar yang posinf mengandung partikel

menunyukkan beda yang  sangat signifikan dan signifikansi o=

QM) {<0.005) amam kelgmpok perlakuan dengan kelompok
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konrgl melnlui uji T, seperti  terlihat dalam tzbel 5.7, dan

selengkapnya di lampiman 12,
Tabel 5.7. Uji Beda T Ph di Makrofag alvaeclar Pads Kel Perlakuan dan
Kontrol

Kempok | N Rerata Simpang Sig
{F:2HK) Baku

I{Peslnkuan} 16 97687 40526

MK oo} 14 0.1286 0.1 550 0000

|

b. Ljjivariabel ST-CD4, ST-CDE, IL-2, IL4 dan SPIgA
Dalam menguji beda antar kelgmpok dilakukan dengan uwl anowa,
dengan uji analisa virian univanat (Univariate analysit of varignee)
dan maneva (Muliivariale aralysis of varience), tethadap vanabel
respons imun mukosal, ST-CDd, ST-CDESTpIL-2, STpll-4, dan
SFIgA, dengan analivis seperti pada lampiran 14,
Tabel 5.8 Beda Komponen Bespons Imun Mukesal Saluran Pemmapasen

(STCDd, 5T-CD3, STpilL-2, STpIL-4) SPlgA) Pada Kelompok
Perlakuen dan Kontel Dengan Ui Aneva-Univariat

Yool Perlakuan(P) Feel Kontrol (k)
Variabel Rerata Simpang Rerata Simpang | Signifikansi
Baku Balou
STCIM 4.07] 2783 0964 1.200 0.000
5ST-CD8 4.606 3765 1446 1.265 0.001
STpIL2 6.113 2963 3443 1617 0.000
STplL+4 2457 1.929 2150 2197 0,686
SPlgh | 170 2413 2923 2647 0.854
85
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B roALAKUAN  E KONTRGL

Ciambar 5.1, Grafik Rerata Komponea Respons Imun ST-CD4, ST-CDE,
STplL-2, STpIL4, dan SPIgA

Dan hasil tabel 3.8 dengan wji  anowva wnivanar, pada kelompok
perlakuan dengan paparan Pb, maka 2 {dua) vanabel kompanen respons wmun
menampakkan fidak ada perbedasn, karena p >005 | vaity untuk variabe! SP
TgA dan STpIL-4., sedanghkan untuk variabel ST-CDd, STpIL-2, ST-CDE;
menunjukkan ada perbedaan yang bermekna, Kesimpulan, bahwa paparsan Pb
dengan konsentrasi »2 — <10 ug/m3 udara tidak berpengaruh sama di setiap
komponen respons imun mukosal saluren permapasan, ST-CD4.5T -CDB, $Tp-
IL-2, 8Tp IL-4 dan SFlgA, sedangkan unk melihat pengarvh  keseluruban
vanabel secara bersama dilakukan wii multivanat

Dglam wji meltivariat tersebut, terbukt bahwa komponen ST-LCD4, 5T-
CD8, STpiL-2, STplL-d dan 5PIgA secam bersamz signifikan dengan p =
0.000 ant2ra kelompok perlaluan paparan Pb konsentrasi =2- ugfm!-lﬂ ug,"m:'

B&
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dengan kelempok kantrol untk variabel ST-CD4, §T-CDE, STpll-2 | $TplL-d)
dan SPIgA, selenghaprye di lampiran 14, Sigmifikansi  tersebut menunjukkan
adanys sahng berganiung antar kompoenen respons imuon mukosal tersebut akibat
paparan Pb dengan konsentras: »2 — <10 ug/m3 sehingga ada perubahan yang
bermeti dibanding dengan kelompok kentrol.
524 Analsis disksiminan

Hasil anabizis disknminan pada variabel respons imun mukosal saiuran
pemapasan, yang mempunyai beda bermakna dan terkust  yaiw ST-CD4, ST-
CD&, 5TplL-2, denpan signifikans: Wilks setiap vanabel tersebut adalah 0 G000,
seperti dalam abel 5.5, {larnpimn 15 ),

Tabel 29 Rekapitulasi Analisis Diskriminan Variabel Pembeda Teckuat
Respons lmun Mukosal Saluran Permapasan (Susmmery tabfe)

Step variabel vang di Vars Koofesicn Wilks
updi amahisa Lambda Sigmifdeansi
5TpllL-2 i 052932 10000
ST-Cd . (36544 0. QG
ST-CH 3 0.34402 NG

Dan variabel pembeda veng terkuat dibasilkan swat tulai Fisher's
Linicar yang dapat meéwakili kelompok, dan kekuatan dan vanabel pembeda
terkuar.  Besar kekwatan pembeda lersebut, digunakan unluk mengeiahui
prodentase kekuatan pengelompokan.  Hasil kekwatan pengelompokan dari 3
variabel pembeda wersebut adalah 90 %, beranti vanabel pembeda terkuat (ST-
CD4a, 3T-CD3, STplL-2) merupakan kelompok yang termodulasi respons imun
mukosal mencermmkan 20 % dan kelompok perlakuan, dan kelompok yang

tidak termadulasi respons imun mukesal mencerminkan 90 % kelompok konmol.

&7

Disertasi Pengaruh Partikel Pb Yang Terkandung Dalam ... Sudarso



Disertasi

ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

523 Pembuatan pola respons imoa mukesal salucen pemipasen.

Darr 3 (tiga) variabel pembeda terkuat, yanu ST-CIvd, 5T- CDE.5Tp
IL-2,  diperoleh nilzi keotnibusi (Cagficiens Fisher Linearf) disknminan sctiap
variabel pembeda terkual (fampiran 16). Hasil yang dipereleh berupa keefisien
Fisher, vaitn paga kelompok perlakuvan, vaitu  varabel 5T-CD4 = &, 7746502,
vapabe! 5T-CD8 «0,8192902, dan variabel STpLL-Z = 1, 286370, sedang pada
kelompok kenotrol, vaim variabel ST-CD4 =0,066820352 | variabe] 3T-CLH =
0,3750046. Untuk membust pola, dicari konibozi fungsi setiap variabel
pembeda terkuat (diskriman), dengan pekalian Cogficiesn Fisher Lingar dengan
data ash sebap kelompok (Sharma 5, 1996) . Besaran kentribusi fungsi pada

seliap varizbe] pembeda terkuat dinyatakan dalam suatu bentuk batang{®ar}

1D 4

= &
.. e

STpll-2 ST-L 04 SI-CD8
KOHTRZL 203 [N T -M.5 2
PERALAKUAM 7443 3,853 1174

B reALakyan KON TROL

Gambar 5.2:  Oraftk Pola Yariabel Yang Berperan Bermakna Dalam Respons
Imun bdokezal Saluran Permapasan.

a8
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Gambar 5.7, 5Tp LL-4 dengan antibodirsonoklonal 1L-4 dengan sitoplasma
berwarna kuning kecoklatan mukosal di saluran  pemapasan
pemapasan dengan pembezsaran 4040 x,

Gamtbar 5.8: SPIgA dengan antibodimoncklonal IpA dengan sitoptasma
berwama kuning kecoklaten dengan pembesarzn 4G0 x, di
mukosal saluran pemapasan
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BAB 6
PEMBAHAS AN

Pepelitan wu bentojudn untuk mengungkap mekanisme respons pmun
mukosal saluran pernapasan dan kejadian deposit partikel Pb pada szl makrofay
ahacolar akibat puparan Pb yuny terkanduny dalam gas buang motor berbahan
bakar premium. Panikel Pb omerupakan logam  beral, yang mempunyai
kemampuan berikatan dengan protein sebapan ikatan komplek. Tealan komplek
gkan terikat oleh molekul besar, sehingpa dapat memaodulasi respons imun, berupa
menstimulaz werjadinya praliferasi imfosit dengan mengaktifkan interaksi s¢l T
dan 52l B Gambaran wrsebul dapat menjelaskan, bahwa secara sistemik Pl dapat
mempengarohi réspons imun, tewapi di mukosal saluran permapasan belum
dengan [elas dwnghkap, padahal potenst kebermdzan partikel Pb di udara cukup
besar.

Berdasar peumbangan  tersebut, penelittan il dirancang  dengan
memberikan paparan parikél Fb secara nel dan motor yang berbahan bakar
premium, yang mengeluarkan  gas buang. Secasa teknologl konsentmas paparan
Paniikel Pb dapat diatur sesuai kisaran yang ditentukan dalam konsep penelitian,
vaity > 2 Ll.gr,-‘m3 — <11 ug,-’mj, sehingga diharapkan akan membuktikan hipotesa.
Untuk membenkan papamn yang akoral dalamn koosenbraci tersebul, maka
dilakukan penelian perndabolpan untuk menentukan debit gas byang yang tepal,
agar menchasiikan konsentras: tersebot. Debit gas buang vang tepat adalah pada
kisaan 40 cefment — 32,5 co/meni, dan dibasidkan  selama penelitian

konsentasi Ph kisaran 2.5-9 8% ug/m” udara,

92
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Penelivan di disain dengan she posi test only centirol group design dapat
menggambarkan realita di lapangan, khususoya dslam bentuk paparen yang
ditenkan, dan kelompok mencit yang mengalami perlakuan dan komzot
mengalami waktu yang sama.

Sampel penelitian, berupa hewsn mencil Balb/c. Berdasar karaldberishk
sampeal, maka vanabel vang di wji homogenitasnya adalah berat badan awal dan
uia mencit awal penelitian. Hasil uji homogenitas dengan uji anova menunjukkan
vanabel herat badan dan usia adalah homogen secars statistik, walaupun memang
populasi yang dipitih sudah terseieke denpan reatang berat dan usia yang wiah
ditetaplcan

Ponerapan paradigma vang dipakal dalam penelitian ini, diikuti aleh
penstapat konsep, Diharapkan pemakaian konsép ini dapat lebih memantzpkan
hasil penelitian, karens ingdibkator wang dipaka; jelas, karena indikator wmerupakan
fektor yang ada dalam variabel yang bisa divkur (Pujimhage, 1993). Paradigma
vang dipakal dalam penelinan ini edalah imunopatobiologis, svat kajian terhadap
sistern imun yang tdak lazim atau menyimpang (Putm, 1997), dengan
raernpeiajan aklivitas sel imunokompeten dengan produk yang dipasilkan, ketika
sel tersebut mengalami stres akibal susta stresor, dalam penelitian adalah pertkel
Fb. Bentuk suatu pela akan dibuat untuk menggambarkgn variabel yang berperen
bermakns dalam respons imun pada mukoszal salumn pemapasan  vang
mencerminkan hubungan timbal balik mntara fungsi dari komponen variabel
tersebut. Hubungan tmbal balik aecare fungsional bersama imilah harus
meneeminkan interaksi biclogik, schingga pola yang dihasilkan mempakan hasil
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perkalian harea reata vanabe] yang berperan bermakea atau variavbel yang
memben koatribusi terkuat dalam respons imun tukosal saluran pemapasah
vang diteliti dengan koefisien Fisher [Shareng, 1996} Konstanta aan Keefizien
Fisher tersebut vanu suafo il interaksi dan berbagai vanabel, vang memben
gatnbaran besar pesan dan sumbangan varabel yans berperan becmakna sewakiuo
tnekamiste biologik tenadi, bailk dalam kelompok Konmal maupun kelompok
perlakuan.

D1 samping hal tersebhut, keberadaan partikel Fh di paru,, yang
digambarkan oleh keberadaan dv makrofag alvaeolar, dilakukan ofi T untuk

mengelahul sejauh mana ada bada antara kelompok paparan dan kontrol,

.1 Respons Imen Mukesal Saluran Pemapasan Akibat Papaman Partikel Pb

Dari has) ujt satatistik, dengan wj mulivanat terbuki, bahwa 5 (lima)
varabe! yany ditelit, yaiw, ST-C1, ST-CDE, STplL-2, danST1plL-4 dan SPigh ,
hanya Hlga) varabel ST-UD4, ST-CDS)dan STpil-2 sebagai variabel yang
mempunyal pen bermakea dalam memben  respops mun mukosel saluan
pemapgan. Hasil vang nampak, bahwa juson Pb pada konsentrasi> 2-<10 ug.fm3
selama 3 jam dalam penode 30 han menngkatkan jumlah ST-L04, 5T- CO3E dan
STpiL-2 , dibanding dengan kontrol

Cralam analisie benkutnya, analisis disknminan, dilakokan dengan dacar
asumisl, balwa kelompok perfakuan mencetminkan beatuk kelompok yang
mengalanu maedulas respons ton mukosa] saluran pemapasan akibatl perlakuan,

dan kelempok kontrol mencerminkan kelompok vang udak mengalami modulasi

o4
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respons inmun mukosal salucan pemapasan karena cidak terpapar partikel Fh
Hasil yang diperoleh, bahwa pariikel Pb mampu oremben respaons mun ch
mawkesa] saluren pertapasan, namunr dengan mebhat ke 3 vanabel tersebuot,
befarti, respons imun vany  diinduksi mengarah ke seluler {Abbas, 1997,
Gioldsby, 20007
Dalam pensliian 1, blokan adoktf dan efektor mwkosal salumn
pemapazan sangat sull dibedakan dan tidak jelas, hal 1 sesua dengan yang
disamparkan Hienenstgeck bahwa muakosal seluren pomapasan seeary ungsional
dan strukioral bebum jelas (Bienenstock, 1999),
Femngkaan el T-U04, disebabkan aleb enndokss di daesal awal
BALT sebab di daecali 1 merupakan lokasi teradioya respons imun mukoszl
lokal, dan s¢i Th-1 kebih memponyal peran bermakng dan &el Th-2, dengan
dibuktibannpya sel T penghasil i5.-2 juga meningkat, dan selanjuinyva memicu sci
T-COE. Secara teonbis, wduks) STp 1L-2 yang merupakan sal Thl akan memicu
juga 58] T-UDE [Baadbey, et al, 1996, Abbas, 1997) Terbukii, bahwa memang
kontnbust STplL-2, mempanyar kontiboes terbesar diantara 3 (dga) vanabel
tersebut, denpan koefesian Fisher sebesar 1, 286370 pada kelompok perlakuan,
ramtun pada kelompok koauot  jaoh lebth rendah hanya mempuanyai nida
04275635 ataw hampir 2,5 kali lebibh rendah, hal iny menunpekkan, bahwa panikel
Pb di mukesal saluran pernapasan mempunyai pean bemmakng, memicy STpIL-
2 Sebahkmyys, padi vitmabet ST-CE4, pada kelompok perlakuan, koefisien Fisher
S0, TTA6902, sedanghan pada kelompok kontrod sebesar 0,06682052, hal i
menunjukkan, balwa adanyy j:lui,ikasi induksi awal yang cukvp kuat, schinges

w5
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ST-CD4 meninghkat cukup berarti, dan hal ini berarti molckul CD4 peran fungsi
pentingnya dalan meagakifass sel T yang akan memben sinyal trandukst atan
reemfasilbias sualy TOR complex mediated signol ivenduction pada tkatan
maleku] MHC kelas [ Abbas, 1997; Goldsbs, 20040,

Tepadinva Eetidgk seimbangan fungsi hbiologik sel Thl  yang
dicerminkan oleh STpll-2, dan sel Th2 vang dicerminkan oteh STpIl-, dengan
dibukttkan ada kenatkan jumlah 8Tp-1L-2, padahal seharusnya diimbangi oleh
pepurunan STplL-4 {Romagnani, 1997), tetapl tecnvata indikash adanys kenaikan
STpll-4. Kejadian tersebul menunjukkan, bahwa alktifitas keseimbangan
imunebiclogik sel temebut terganguu, schingga menunjukkan bdak adanva
régulas: diamtarg sel Thl dan set Th2, menyehabkan tidak adaoya cegulasi silang
vang baik  dan menggangpu imun lokal di muokosal saluran pernapasan, dan
modulasi respons imag bersifat merugtkan. Kondisi ind menyehabkan akan lebih
rentan bagi indivadu, khoivseya bila sebelumnya mengalami gangguan kesehatan
saluran pemapasan, 'misal gangguan nfekst akut, den mereks berada dalam
udara yang tercemar partikel Fb.

Untk varabel ST-CD8, koefizien Fisher mempuayal nilar 03192902,
dan peda kelompok kontrol hanya 03759046, hal i menunjekkan pula, babwa
ST-CDE teraktivasy, guma borperan mengaklvas: makrofag, I samping hal
tersebut, pada penelitian sebelumnya tentang sel T-CD8 pada pekena yang sening
terekspose pantkel Pb. menunjukkan jumlah sel T-CT38 meningkat (Sata F, 1997
Cari hasil penelitian mi sel T-CDE terbukts memang meringkat pada kelompok
pertakuan {vang terpapar pectikel Pb =2 - <l ug.-’m3 ) di banding kontrod |
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sehingga ditinjau dari masuknya partikel melzlul inhalast rerhadap pengaruh
pada sel T-CDE di mukosal saluran permapasan sama dengan penelitian
sebelumnys. Akibat aktivasi sel T-CDE, maka akan melepas sitokin IL-2 dan IFN
v, dan pada penelitian mi $Tp- IL-2 merngkat dibanding kelompok kontrol.
umlabh ST-CDE vang meningkat sangat potensia]l memimbulkan kemasakan
maermbrane sel itu sendin (Goldsby, 2000).

Dun upl denpgan analisis disknoinan, kekuatan  tiga vanabel vang
hermakng ai forkoat adalah §T- CD4, ST-CDE dan STpll-2 sebesar 90 %,
artinya 20 % kelompok yazng mempunyal variabe!l pembeda rerkuat, sty yang
mengalami modulasi respons Imuh mekosal saluran pernapasan  lersebut 90 %
mencernlinkan kelompok perlakuan. Pada kelompok Lain yang tidak mengalami
modulasi respons imun mukosal saturan pernapasan § dengan  vanabel 3T-CD4,
ST-CDE dan 5Tpil-2 tidak bermakna ), 90 % mencerminken kelompok kontrol.
Hagil tersebut, membuoktikan bahwa secar bersama dan Aingzional =¢l T-CD4, sl
F-CD¥ dan sel T penghastl IL-2 methang merupakan varzbel yang bermmakna
kuat dalam mamberikan respons imun mukosal saluran pemapasan, dan hal ni
lebih memperkua terjadinya bentuk respons imun setuler, yang terbukti dalam
penelitiza in.

3¢l T penghasd L4 (STpll-4} , vang mergpakan  sal Th2, wdak
menunjukkan peningkatan dalam peneliian int, dengan tidak munculnya sebaga
vanabel pembeda eroat. Sitokin IL-4, vang diproduk oleh STp-11L4,
mempunyal pemn sclain sebagai faktor dalam meningkatkan proliferasi sel B,

yvang dapat berpenvarvh terhadap eksprest MHC kelas H,  juga meregulasi

a7
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resepior IR sendirl. Siieksn IL-4, yang ditengarai di tikus dapat mempegarshe
prolferast makeafap dan sel mast. Secam umum sitokin  [L-4 sebemamys
mempunyal peran dan fungs: sebapal Bkter pertumbuhan (grewilr jacior) sera
deferansiasi faktor werbadap Bermacam sel.

Kecenderungan peningkatan vanabet reapons imun seluler sehegai
varisbel bermakna {ST-CD4, ST-CDE, dan 5Tpil.-2) pada kelompok perlakuan
denpan konsentras yang rendah> 2 ug."m"' - <k ug.-’m} tarma paparan 3 pam’ har,
selama 30 han |, merupakan suaty  kondist  penngaan {alarm siode) adanya
partikel Pb, vang mermipakan suaty stresor.

Bralam kondis konsentrasi Pk yang lebih tinge, sepert kondisi udara di
Surmbaya, rerata diztas 10 ug/m’, bahkan prediksi di 12 alan utama di Surabaya
minimuem 25,17 ug'e” vdarm (Pervanto, 2004 ), tentu akan lebikh menyebabkan sel
imunokompeten mukosal saluran pemapasan mengalami  sires oleh stressor
partikel Pb, lebth berat, dam tentunya kondist aksn menwiy suate kondisi vang
disebul exhansied, sehingea akan lebih merugikzn terhadap pemn sel
imunokomperen.

Eondisi stres pada sel sangat dipengaruki oleh Hear Shock Proiein
(H&E), yaitu protesn yang disintesis oleh senap sel dalam keadaan basal maupun
dalam keadaan stres. Kondisi el nomal, produksi HSP melalui pemanasan vang
benahap mempunya: kaitan sdanye olemansi sef tethedap kondisi stres di
lngkungan yang menonpgl dan biasanya. HSP yang t¢rbentuk, buksn hanya
hareng mdoksi olch paras, tetapn juga oleb kondisi yang tidek menguntunghan
olel kehdopan zel, klususnya eckanots, sepertt kekurangan nutne, adanya

o8
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logam berat , infekst virus, dan juga radikal bebas (We Cregor, 1992}, Partikuet
Pb adalah logam berae, sehonpa dimaungkinkan juga bisa menginduks: HSP.

Sanpat dimungkinkan, bahwa bila konsentrazi partikel Fb di udara
metebihi dan kisaran perelitian dengan waliu papamn yang lebik jama, ekan
mengakibatkan kondist sel imunokompeten akan mengalami stres yang berakibat
mengalami kelelahan {echousted siate). Kondis indleh yang tidak dunginkan,
karena dapat menunjukkan menifestasi gejala khinis, atau tebih bersifar injury
(Kaneg, [995]

Dalam penelitian i, mencerimati berbaga vanabel, khususnya variabel
vang bermakma dalam menimbulkan respons imun mukosal pernapasan, yaitu 8T-
CB45 T-CDE, dan 5Tpll-2, adanys paparan pantkel Phb odalim konsenerasi
rendah =2 wp'm - <10 uem’ | dapat menimbalkan modulas: respons imun saluler,
sehitgga peru dicermadl wolek koode konsentrag partikel Ph yang tingei dalam
waktu yang lama. D sampang itu, walaupun dengan konsealrasi parbkel Phb
terschut, menunjukkan keberadaan pada makrofag alvaeolzr cukup bermakna
dibandinpksn keleompok kontrol, sehinggas perfu dicermati paparan Fb dalam
konsentmas vang melebihi paparan parikel Pb lebih dan 10 ugn’m"'.

Kondist di mukosel szluran pemapasan lersebut diates menapakan
adanya kecenderungan ndikas: ke amh  UY'TH (Delayed Tvpe Hyperseniiving,
veng didahulul oleh fase sensitisasi, berupa perungkatan set T-CD4, STpH..2,
Lhususnya 5T-CDE, dan pada tase elektor sel T-DTH (yang tersensilisasi) akar

mengeluarkan  bebemapa siokin, antara lain IFM v, IL-2, sehingza makeofag

Disertasi Pengaruh Partikel Pb Yang Terkandung Dalam ... Sudarso



ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

akhf dan Berakibat molekul MHC kelas I meningkat, THF receptor meningkat,
radakal oksigen meningkat, dan Mitnt oksida meringkat (Goldsby RA, 2000),
Variabel Sel Plasma penghasil Imuncglobulin A (SPIgA} dalam
penelitian ini,  dibukfikan, behwa tidak mempunyal beda deongan kelompok
koatrgt, hal mi disehabkan gleh arah respons imun yang dismbulkan adalah
seluler, juga dimungkinkgn gleh adanyva peran partike] lein viang ade delam gas
buang 00 zampang hal terzebut aktivasi sel Thl akan mengaktifs: makrofag,
serlp alan melaksanzkan  berbapal macam funpsi vang terkait dengan ceff
immedialed dmmuniny, namun peran banfuan terhadap sel B perannya keail
{Abbaz, 19497, Goldsby, 2000), oleh sebab itulah IpA tidak menunjukkan
pemimgkaizn vang bermakna, dengan mdikasi SPIgA tedak menunjtkkan herbeda
dengan kelompok kontrob { p=0 854 ). Terbukt, bahwa tidak bedanya STpll-4,
sebagal sef Th? antera kelompok yang terpapar Pb dan kentrof, sejalan juga
dengan 5PlgA vang udak mempunyal bede bermskra., sehingga dapat
disamputkan, bahwa pengarub pactikel Phoyvang teckandung datam gas buang
totos bakar, dak menonjukkan pengarub lerhadap respons imun mukpsal

Rutmaral.

2  Keberadaan Parntikel Pb [0 Makrofag Alvaeolsr.

Crari hasib perhijungan dengan wuji stallstik, tersebut dalam butir 5.1.4,
terbukti bahwa keberadaan panikel Pb dengan paparan Pb konsentrasi =2 ug/m’ —
<10 ugim' mempunyai beda bermzkna dengan kelompok, kontrol, dengan

sigimfikansy 9001, Terbukti, bahwa datam penelilian papamn partikel YANg

00
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langsung masuk ke paru, khususnyas i alveoli | walaupun dengan konsentras
tersebut dan hanya dalam wakiv paparan ¥ jam sclama 30 kar, keberadaan
partikel Pb sangat bermakna Kondisi ini, bila berlangsung dalam wakio tarma dan
konsentras  partikel Pb oyang lebih ting), akan menimbulkan akibat terjads
fibrosis. Kepadian o disehabkan partike! dapet merusak membran lisosom,
seburyega hisosom pecah dan akan merembas ke suoplayma dan menyebkan
otolisis semua onganel dan meabolit, yang beralabat makrofap abvaeolar mait.
Untuk selanjuinyz, bila zda partikel Pb benkuinya akan difegositosis oleh
makrofag alvacolar  lain,  schingga worjadi ranai kematign bagi makeofag
alvaeolar. Akhir prozes, banyak pathikel yvang maguk dan komolatif, skan maka
banyak makrofag  dikerabkan  memfagositess dan ma dalam janngan,
sehingga merangsane  fibroblast ontuk terus memproduksi kolagen, sehingua
tegads penyeatan par {Yatis, 19956) D gisn lun logam berat, khususnya Pl dan
emas, tila lidak mungkin bisa merozak lsosom, maks parlikel P juga akan wiap
besada di dalam dan hadie terus (Yatan, 1996). Ada kecenderungen persamain
pada perebian ban, yato pepatan parakel guanz pads tikus, werbukti keberadagn
patikel guartz di makrofag alvaeolar menumunkan aktvitas metabolisme sef
tersebut, sehingpa akhimya dapat menimbulkan kerusakan (Zetlerbecg, 1998).
Dari gambaran makrefag alvasolar (perwamaan haematoooylin-eosin),
partikel Pb vang terdeposit, pada penelivan iml belum menunjukkan kensakan
bemarh, belem adanya  fibrolast{gambar &.1) . Paparan partike! Pb konsentrasi
=2 wp'm’ - <10 up'm’ vang terdeposit atau keberadaan di mekrofag alvacolar
schagal suatu sinyal, belum menimbulkan kerusakan. Kejadian kerusakan ataw
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Peran makrofag alvaeolar adalah sebagai efekilor, dan berbeda peran =el
makrofag di mukosal sebagai sel penyaji antigen, yang akan mengindubksi pada
sel imunckompeten yang lain. Penimbangan inilzh, maka keberadaan panikel Pb
yang cukup bermakna di sel makrofag alvaeolar pada kelompok perlakuan, akan
lebil menunjukkan pengaruhnya pada sistem imun yang sistemik, karena lokasi
kejadian {Beenenstock, 1999},

Kecenderungan konsentrasi partikel Pb di udara, khosusnys di Surmbaya
relalif lebih dar 10 ug/m’, maka sangat dimungkinkan kejadian keberadaan Yanp
cukup berarti panikel Pb dirmaksud roempunyal potensi vang Linggl, namun
disebabkan penelitian i dilakukan di hewan coba, untuk melibal pengaruhnya

kejadian di manusia perlu dilakukan penelitian yang lebih lanjut.

Keterbawsan penelitian

Kelenpak paparan hanva satu kisaran, vaitu > 2 ugfm’ - < 10 ug/m’,
sebaiknya dapat meneliti juga konsenteasi Pb kisaran 10 ug/m® — 30 upim®, ustuk
menggabunpkan antara penelitian Bingham dan Zelikoff (Bingham, 1973;
Zelikolf, 19593). Kontrol gas buang vang tanpa Pb, dapat mengpunakan produk
Perlaming, yang sudah diproduksi sejak bulan Juni tahun 2601, diharapkan lshih
zempuma, namun kendala yang dihadapi adalah, tidak dapat dan sumber motoc
bakar yang sama, sebungga perlu uji kemampuan dalam menghasilkan gas buang
darlt motor bakar vang berbeda, terutama s@bilitas debit.

Jenis penelinan eksperimen pada hewan coba, dengan pengaturan debit
gas buang untuk meoghasilkan konsentrasi yang diinginkan, guna melihat
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penearah terhadap respons imun mukosal saluman pemapasan, dan melihat
keberadaan panikel Pb di makrofag alvaeclar, belum pemah dilakekan di
Indonesia, sehingga bebermpa kelemahan tersebut merupakan masukan bapi
penchin berikuioya

Warnabel respons imun yang diperiksa, terbalas | maka kelemahan im
bagi penealitn benkut agar lebih banyak vanabel yang dnelits | sehingga akan dapal
meémbenkan gambaran pola respons imun yang lebih lengkap, disamping ihu
keterbalagan jumlah  kelompok  penelivian,  Keterbalasan  tersebut  tidak
mengurangl hasil, sebab hasil tersebut merupakan Lasil maksimal yang masih
dapat dipertanggung jawabkan secara ilmiah, dengan kesimpulan  dapat

menjawah tujuan penelitian.

104
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BAB 7
EESIMPULAN DAN SARAN
T Kesimpulan
I. Papavan partikel Pb dengan konsentrasi > 2 pg/m® - < 10 pg/m’
yving terkandung dalam pas buang denpgan bahan hakar bakar
premium, selama 3 jamshan waktu 30 hari memoduolasi respons
imun mukesal saluran pemapasan dengan indikasi meninghkatnya
ST-CD4, STCDA dan STplL-2, sebagai bentuk respons imun
seluler. Tepadi ketidak seimbangan sel Thl/ Th2, berakibat
gangguan imunopatobiclogis, sehingga cenderung dapal memicu

lenadi Oelayed Ty Hyperoensneiy (DTH)

t-2

Paparan partikel Ph  dengan konsentrasi > 2 pg'm’ - < 10 pgim’
vatip terkandung dalam gas buang denpan bahan bakar bakar
premiuh, selama 3 jJamdhan, waktu 30 han menyebabkan deposic di
makrofag alvaeslar vang cukup bemart, zehingga dimungkinkan
mempunyal kecenderungan dapat mengekibatkan kerusakan
makrofag alvaenlar yang berskibal tegadinya  fbrosis, bila
konsenirasinya > 10 y gim’ dan wakiu paparan yang lebih lama,

3. Paparan pantikel Pb dengan konsentrasi = 2 ug.-’m:" - 1 p.g;"mj'
vang terkandung dalam gaz buang dengan bahan bakar bakar
premiumy selama 3 jam'han, waktu 30 han, menghasilkan pola

respong wron dkrimingn, dengan indikas variabe] pembeds terkuat
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ST-CTMST-CTH, dun STpIL-2, vang menunjukkan peninghkatan
STCD4, dinkuti sangatl benuakna peningktan 5T-CDE dan STpILZ.
4. Paparan parukel Pb dengan konsenwasi = 2 pgim’ - < 10 pgin’
vang terkandung dalam gas buang dengan baban bakar bakar
premium selama 3 jamvhar, wakiu 30 han, menmbuolkan Susty
peruhahan imunagbiclogik dari keseimbangan sel Thi/fsel Th2 yang
tidak nommal, sehinggea merupakan indikash awal dari proses biclags

vang mMerueikan.

_'\-.'I
12

Saran

b Maml penclisan ini, dapat menpadl masukan  dalarn menghkaji
prehelapan nilar ambang batas parike] Ph di udara (ambien), seswal
denpan PP Nadl whun 1999, sehesar X |.||ls_r_-"rt1|3 udara, bagi dzerah
Fropinsi Jawa Timur. 5K, Cubernar Jaum Moo 129 w@hon 19606,
yanu sampae asl i masih - membetlakokan  nilal ambang batas
0,06 muan' { 60uem’ ), mulalui penelitian lanjutan.

2 Penelitian eksperimental hewan coba  selanpuinya disamnkan
dilakukan  di daerah yarg memponyai konseotrasi Phodialas 10
uem” , untuk melbar peogaruh  cespons imun mukosal saluran
pemapiasan, khusus tefadap kebemdasn partikel Ph i makrofag
alvaenlar dan dipelajan secara patologis kemuengkinan yang tegpade
akibal kerusakan makrolayg alvaeglar, yang mungkin  bersifat

spesifil;
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3. Paradigma imunopawdbiclopis dengan konsep siress celf,  dapal

dipunakan  schagai paradioma unluk perelitian pammeler zat

mAamerarmar Imimmeea Fauron P rrlh ELL L LN Ly Rl - 1 DL Ill'lﬁf‘q .r||:|r|rrr.|-r| fiumt12m

mengkaji pengaruh terhadap sisiem imun vang ik lazim yang
dittmbufkan olelh  zar ersebut, sebagai pengembangan  1lmu
kedokieran, khususnya dalam  hubungan depgan pencemaran

Tmpkunpan

1
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denganla{OH;10%, 25%, dan 50 %

am bvien

sefelah  gan

buang dihilangkan

Pemeriksaan tul, 30-5-2000

Pemeriksaan tgl, 5-10-2000

No. Debit gas Konssntras: Pb pads Konsentrasi Ph pada
buang CafOH) 10% Ca(OH): 25% | Ca(OH)»25% | CafOH}, 50 %

1. | 40 cesmenit Tidak diperiksa Tidak diperiksa | ©,002 ug/m’ | 0,005 ugim®

2. | S3Sccmenit | 225 ug/m® Tidak diperiksa | 0,005 ug/m® | 0,007 ug/m’

Evaluasi kandungan Pb pada cairan larutan Ca{OH): 25 %% dan 50% seielah dipakar scbagai

filter gag buang
Hasil v Laboratorium
Parameter satuan Hasil uji pada Ca {CH);
S0% 25%
Pb Mg 1,524 6,604
*Sutuber daia BTHL : Pemeribosawn tgl. 5 Okober 2000
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Lampiran 2

Alat cenlury flow meter dan grafik bonverst =as buang.
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Lampiran 3

Ranzangan Bax Model untuk paparan pactikel Pb

1. Pepdekatan untuk menentukan dimensi bow mocef

Pendekatan dibuat karena tidak ada prosedur baku untuk peneltian respons imun akibat
inhalasi suatu gas buang motor bakar, maka perimbangannya adalah atas kebutuhan dsar
hidup mencit dan kemampuan hizap pada suatu area atau breqifing rore.

-Kebutuhan meneit akan oksigen =2,38-4 4% mligramjam
-Berat mencit dewaza jantan w3040 gram
-Presentase oksigen di udara =21%

-Jumlah mencil dalam satu box modef =maksimal 15 ekor
-Lama paparan =3 jam — 24 jam

2. Dimensi box model

Volume yang dibutuhkan adaizh :

4,% mleramfam x 35 gramfekork 15 ckor x 24 jam x 100/21
= 270.000mL
o D,ETITL!

a0Smx075Smr0T5m

{tinggi x panjang x lebar)
Menpgunakan asumsi, bahwa mixing feight emisi pas buang= 3 m

Tinged rerata brearhing rone orang =1,5m,
Liniuk mizing height box mode! =05 m, mzka
breathing rore untuk meneit =05 X1,5/3=025m

i Fangkai alat box mode! digambarkan dalam Eehempa tampak samping, seperti d:
halaman 73, 14, 75, dan gambar 3 dimensi di halaman 76
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Tampak Atas
- 5CM —m—m
i 37,5 cm
pipa inlet % : 75 cm
fdari generator £ 14

1 Thermd hygrometer
2 : Low Valume Sampler

Tampak samping-1

5
lerm bar kasa halus
=0 cm
1 : Thermohygrometer
2 : Low Volume Sampler
\ pipa inlet
Emisi gas buang
A
Volume Sampler
o0 cm
i)
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pipa inlet

Tampak samping-3
VS

"J'.hermn::-hyg’:]

[ —

cm " T

pipa inlet Eq Crm
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Gambar Tiga Dimens! 'Box Model'

LVS

Ther

ang penghubung dengan
Fompa udara

Selang penghubung pipa Inbet dengan generator
fpenghasil emisd gas buang} ] )
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GAMBARAN MODEIL PAFARAN

Model hax | Modet Box

eksperimen eksperimen

lerpapar ! terpapar dengan
| Tanpa I'b /Kontrol Fb

&
i Penpatur debin T lowomeirik ——

Ca{QH} ---penghilang | Tanps penghilang Fh
partike] b |

———r——

Fenghast] gas buang
Ore e

Gas buang dengan Ca({d); sebagai peoangkap partikel Pb sebagai paparan kontrol

Gas buang bebas Fb
a5 buang mengandung Fh | =

- T

CA(OH)
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Lampiran 4

Uji coba debit gas buang motor berbaban bakar premiem terhadap kandungan Pb

LYi cnba debil gas buang motlor berbahan bakar premiom

Terhadap kandunuan Fb
Pemenksaian Pemeriksaaan Permerkiaaan

Mo, Debit gas buang 1l 26-8-2000 tel 30-49-2000 tgl. 5- 102000

{Konsentrasi Pb) | (Konsentrasi Ph) {K.onsentrasi Ph)
l. 15 100cc/menit 2.466.7 ug.-’mj - -
2 13 000 co'menit 1.366.7 I.Jg,lrmj = -
3 B.000 cofment '.I'ﬂ':}1ug."m3 - -
1. 14 colmentt . 2.5 ug.-‘rn3 -
2. 40 ¢efmenil - 5.5 ug.n’m] 57 wg/m’
3. 82,5 ce/menit - 6.8 ug.l‘m'] 7,0 ugfm’

!

Sumber datn (BTKE. 18] 250 HIAF S0 20087 3 10-2000
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Lampiran 5

Pengukuran kadar timbal /b di udar ambien secars spectrofotometri

L. Maksud dan Tujuan
a. Maksud
Metode pengpjian ini dimaksudkan sebapal pegangan datam pelaksanaan peneniuan
konsentzasi timlsal di udara ambien.
b Tujuan
Tujuan metade pengujian inl untuk merentukan konsentrasi imbal diudara amknen pada
kisaran aardea @,%-10 ppm dengan menggunakan melode spektrofotometri

2. Teori S3ingkal

Partikilat di wiara ditangkap dengan mengeunakan pompa hisap dan media
penvarioe Parlikula! tersuspensi pada kertas saring dilakukan analisa terhadapnye dengan
ala® Spekirofotometr Serapan Alom { 38A ), vntuk menzetzhoi kadar timbal yang
tezkandung di dalamnya

Terlebibh dahuly dilakukan destruks? terhadap cootoh kertas sanng  dengan
mengmmekan pelarut asam. Kelaratan unsur logam di udara 2kan dicapai secara maksimum
dalam kondisi keasamanyang tinggi atau pH lanstan berkasar 1. Untuk mendekomposisi unsur
legam didalam contob udara dapat dibantu dengan cara destruksi dengan penambahan asam
khlorida. Adapun pepgsanaan  peroksida  dalam  destruksi ini dimaksudkan  ontuk
mengoksidasi senyawa-senvawa organik yang terkandung. Selain iy penggunaan asam nirat
sebauai pelanat Jogam yang skan dianalisa

Analisis Spektrofotometri Scrapan Atom ( 554 ) blasa digunakan untuk analiig
upsur-uosor logam. Anadisis ini dilakukan denmga menggunakar nyala. Cuplikan dalam
bentuk cairan diseroproikan ke dalam nyala dalam bentuk kabut balus. hdalam nyala renadi
pembentukan atom-aterm aetral dari unsur-unsur legam yang dianalisis. Atom-atom logan:
dapat raengabsorpsi sinar dengan panjang gelombang tertentu yang berasal dari sumber sinas
( Flallpw Carhode ). Besamya absorpsi sinar ini sebanding dengan konsentrasi atom-atom
dalam nryala

Hubungzan absorpsi sicar dengan konsentrasi dinyatakan oleb Hukom Lambert Beer

A - w koo

A = Absorbans

a = absortivitas

b paniang jalan sinar dalzam nyala
¢ - korsenlrest atom logam

Merade ini digunaken untuk batas peogukuran konsentrasi Timbal antara 1-20 row,
denpan menggunakar melade spekirofatomete pada panjang welombang 283,3 nm.

3 Cara Pelalisanasn
s FPeralatan dan Pakan
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Peralatan yang digunakan lerdin atas -

Spektrofotometri Serapan Atom sinar lunggal arau sinar ganda yang mempunyai kisaran
panjang gelombang 150 - 870 am dan lebar celah 0,2 - 2 nm gerta 1elab dikahbrasi pada
saat digunakan.

Pemznas listrik yang dilengkapi pengatur subu

Pipet mikro 500 dan 1000 m]

Labu ukur 50 dan 1000 ml

Cielas piala 100 ml

Gelas ukur 100 mi

Pipet seukuran 5 dan 10 ml

Kaca arloj

Kertas saring whatman ng. 3AH

Ciunting keramik { dianjurkan )

Corong gelas

Bahan
Bahan kimia yang mempuyai kemorian tinggi { pro anafesis ) yang digunakan dalam

pengujian ini terdiri atas

=nr oo oM

Kemasan larutan logam Pb 1.0 g atau kemasan larutan induk Ph 1000 mg
Asam nitrat, WNHO, pekat

Air suling atau air demineralisasi yang bebas logam

(rag aselilen

Asam khlorida, Hel pekat

Hidrogen percksida, Ha O

. Persigpan Cowutodr Ui

Preparas: yntuk pengupan timbal dari comoh udara dapat diterapkan untuk alal High

Yolume Sampler { HYS ) adalah sebagai barikut

.

Fmme Ln o

[

=

Disertasi

Tidak harus potang kertas sanng menjzdi potongan - potongan kecil dan masukkan ke
dalam gelas piala 108 ml

Tambahkan &0 ml Hel{1: 1)

Tambahkan 5 ml HzO; dan tutup mulut gelas ptala dergan kaca arlaji

Letakkan gelas piala diatas pemanas, panaskan conloh selama kurang lebih satu jam
Tambahkan kembali 5 m! Hyx dan lanpetkan pemanasan selama 30 menit

Dhnginkan contoh dan kemudian lakukan penyaringan

Eilas kaca arloji dengan sejumlah air bersamaan dengan penyaringan contoh

Sariag contoh dan tampung fltrat pada gelas piala 100 ml yang lain, tambahkan 50 ]
Hel (L : 1 ) pada residu di gclas piala terdzhulu

Lanyutkan pemanasan selama 30 menit untuk confoh berdabuby | residu )

Dinginkan contoh dan kemudian lakukan penyaringzn kembali, pencucian residu
dilakukan dua kall

Jadikan fitrat dalam suatu gelas piata 100 ml atau 200 m)

Panaskan filtrat sampai terjadi evaporast dan residu mendekati keadaan kering § hanya
tingeal sedikit cairan sisa )
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m. Tambahkan 20 ml WNHO, ke dalam gelas piala dan mutep dengan kaca arleji, sememara
itu lanjutken pemanasan sampai seluruh rasidu lerare

n. Dinginkan contoh dan lakukan penyaringan

v, Bilas gelas piala dengan sejumlah kecil asam nitrat saring comoh dan kemudian
tampung fillrat dalam labu - labw vkor 50 ml dan ditambah asam nitral sampai tepat
tanda tera

p. Contoh ( lantan tes ) siap dianalisis dengan 85A

v Perziapan Peptgmficn
1. Pembuatan Lamtan Induk Timbat, Pb
Byat largtan Induk timbal 1000 ml/l dengan tahapan sebagzi berikut
& Tuangkan lanstan logam Pb L0 g dari kemasan kedalam labu vkur 1000 ml
b. Tambahkan air suling sampa: tepat pada tanda tera

2. Permbuatan Lanulan Baky Timbal, Pb
Bluat larutan baku timbal dengan tahapan sebagai berikout
g, Ppet Q0 ;0.5 ;100 130 dan 20 ml larutan induk fimbal dan masukkan ke dalam
labu ukur 1000 ml
b. Tambahkan air suling sampai tepat pada tanda lera sehingpa diperaleh kadar 1imbal
0005, 10,0 ;15,0 dan 20,0 mgfl
e. Masukkan larutan baku lersebit ke dalam tabung reaksi secara duplo sebanyak 20 ml

3. Pembuatan Kurva Kalibrasi

Buat lwrs kalibrasai dengan tahapan sebagai benlou

a. Atur alat 554 dan optimalkan sesuai dengan petunjuk penggunaan alat uniuk
pengyjian kadar timbal

b. Isapkan larutan baku satu per satu ke dalam alat S5A melalui pipa kapiler, kemudian
baca catat masing - masing serapan masukkan

¢ Apabila perbedaan hasil pengukuran lebik dan 2% periksa keadaan alat dan ulang
langkah a dan b aphbila perbedaannya kurang alau sama dengan 2% rata - ratakan
hasilnya

d. Bual kurva kalibrasi dari dala b dialas atau tentukan perstmaan ganis lurusnya

Tabel ;

Kongentras (0.0 5,0 10,0 15,0 20,0 mg/L
Pk

Absorbansi | Al Al Al Ad Al

(217,0nrm)
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Grahk
Absorbans
(2170 nm }
i
Konsentrasi me/L Pb
* Core D4

L03i kadar timbal dengan tahapan sebagai berikut :
a. Benda uji diisapkan satu per satu ke dalam alal 554 melalui pipa kapiler
b Serapan dibaca dan dicaat

d. Terhitungan
Hitung kadar timbal dalam benda uji deogan mengpunakan kurva kahbrasi atao

persamaan garis lurus dan perhatikan hal - hal berikur :

a. Selisih kadar maksimum yang diperbolehkan antara dua pengukur duplo adalah 2% dan
hasilnya dirata - ralakan

b, Apabila hasil perhitungan kadar timbal lebih besar 20 mg/L, pengupan diulangs dengan
cara mengencorkan benda uji

c. Apabila hasil perhitungan kadar timbal lebih kecil dari 1,0 mg/L, pengujian diulang
dengan cara menggunakan metode tungku karbon ataw dilakukan pengurangan volume
larutan tes atau luas contoh kertas saring vang digunakan diperhesar

d. Setelah didapatkan nilai konsenirasi Pb { hasil penguburan dari 854 ), konsentrasi Pb
dibiung mengpunakan rumus sebagal bertkut

Cpt = {C1-Ch)ixVixS5tx 1Sy

ketcrangan !
Cpt = konscnirast tenbal diodara p.g.-‘mj' }
1 = konsentrasi Limbal dalam larutan tes { mg/L )
Ch = konsentrasi timbal dalam larulan blanko { mg/L )
Vi + wvolume lanatan 1es
5 + luas contoh pada permukaan ktrta,s sanng
St = luas contoh yaong digunakan
W = volume udara yang hisap (m” )
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Lampiran &

Sampling Suipended Particufate dengan Low Fidume Lampler

. Prinsip Operasi

Low Volwme air sampler ini dagat mengumpulkan pamikel dengan
wkuran tertentu atau lebih keeil yang tergantung kepada kapasitas
peTEisapan POmpa.

Low Volume air sample ini memisahkan 100% partikel berukuran 10 Um
pada multiplates honzontal elutriator.

Jika udara dikisap dengan debit 20 Vmenit, ini dapatBiasa dipakai untuk
pengukuran di Kamtor, Sekolah, Bioskop di Jepang

Pada debit pengisapan yang lebih mudah yaitu 10 U'menit dapat
memisahkan partikel berukuran 7 Um 1m bisa dipakai sebagai mewnda
gandard di Jepanw, umuk pengukuran di tempat kerja seperti Industr,
Benglkel dlil

. Frosedur Fengulouran

bemilih debit pemempaan dan waktu sampliog pilih  debnt
pemompaan sesual dengan yang dikchendaki misalnya 20 Fm dan 20
Lhmeni. Untuk wjuan penelitian dapat dipilib debit sesuai dengan grafik.

Waktu  sampling  ditetapkan  seiclah  mempertimbangkan
kemungkinan konsentrasi debu  yang diperktrakan, presisi dan alat
ponimbang dan sifal higroskefis dar filter. Wakiu sampling minimom 10
menit dan debu yang menempel minirem 10 kali daya ukur timbangan
mesalnya G x 31 m= 1 mg

Menimbang Filler Fiberglass

Scbelum saopling, liap lembar Fflter harus dikondisikan dulu
supava berat dam kelembabannya konstan misalnya selama 24 jam pada
temperatur 20°C dan kelembaban telatif 50 %% i dalam disikator, setelah
samptioe di kondisikan lagi bamg kemuodian di imbang,

. Sampling

Pada awal sampling, kecepatan alir pengisapan udara sesuai
dengan vang dijjinkan dengan mengatur katup Jika debu menempel pada
filter maka hambatan makin hesar dan debit akan menunon, maks perlu
untuk mengawor katup dari wakiu ke waktiu selama sampling.

. Perhitungan

K.onsentrazi debu dapal dibitung sbb ;
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Wr - W,
oo
W
diana € = Yonsentrast debu, meim’
Vo = Yolume odera vang dibisap pada 2070 dan 760 mm
Hg
W, = Derat filter sebelum sampling § mg )

W, : Berat filter sctelah sampliesg [ mg ]

Lrtuk mendapatkan hasil vane lebih tepan, volume udara yany
tzrbaca pagla alat ukur harus dikorekst dan distandarkan pada temperarar
20707 dan Tol mm Ee mencnit numus

207 60 - p
L o~ "V
P T
dimzna 0, = Debit yang telah distandartkan pada 207 C dan 760 mm
He  1ymenit 3
Q- Dbt rasial pembacaan § 'menit )
t = Temperaar ambien { °C )
P Tekaran udara { mmHg )

|29
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Berat badan mencit dan uji homagenitas

—

Meo. Berat badan mencil | Mo Bcrat badan mengit
Sampel Pewn {gramj | Sampel Kontrol {gram) |
Awal Akhir 5 Awal Akbr
ar-p k1 34 ol-K 05 31,7
o2-p 10,5 b Q3-K 2585 30
ni-p 24,5 0.6 03K 285 -
n4-p 30,5 b 04-K 255 275
as-p 305 1 05-K 28 8.5
06-P an - 06K 305 3l.5
or-p 29 30 07-K 25 1,5
i 08-F 9.5 335 0E-K 2% 357
: oo-p 27 i LK 27 327
10-F 5.5 30,9 10-K 25 28
11-p 2% o8 11-K 28 20
12-P 30 3.1 12-K 25,5 -
L3-P 20 29 13-K 1A 32,5
14-P 30,5 il.g 14-K 24,5 29 |
15-P 2% 2.5 L5-K 26 % 3j J
BETE- I 31,5 12,8 16-K 8.5 29,6 i
I; 17-P E 32 127 17K 785 _ |[
) | |
! A
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Dascriplives
=ed.
M Mean Drevialion | Sid. Eifor
BB mencd fwal Kelompak 1,00 17 29,2520 .d988 DaeT
Paparan dan Kanlral  VPL2KE 200 17 | 28.0000 4133 M5
Total 34 281263 d223 0724
Descripives
95% Conlidence
Interval or Kean
Lovwer Uppear
Eound Bound Minlmum | Maximum
EBB menca awal Kelompok 1,00 23 DAED 254379 28.70 J0 10
Faparandan Kenrel  1{PEZIK) 200 25,7048 | 292151 2820 29.90
Tedal 28,97 29,2735 28, 28 30,10
T3t o Homoganeity of Yariences
Levena
Slatislic dil dqrz =g,
BBG
manci
awal
Paparan 183 I 32 B72
dan
Kantral
AMOWA
Sum ol Mean
SQuares dr Equare F Sig.
BEB menc:i Between
awal Groups w44 1 5 3257 Q81
Faparan dan  swWihin
Kentl Groups 5,342 3 6T
Tatal 5,086 37
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lampiran §

L'ji hemogenitas asi mencit awal peaeiitian

Disertasi

Deseriptives

I
I
I Sid. Erto-

_ Std.
M ean Lt

Us amensil  Kelomga 1.00 17 56 SEAZ 21523 S2En
sl Paparan aan 2.0 17 E58235 | ZGaT 5056
calirn han Feant-ul Telal 34, =& FO5Y 2 1200 LG

bescriptives

45% Confidence |

Inlanenl for Mean |

Lowe L ppen .
Bau~d Bownd ! Mirmmom - Sanmam
Uua menc1  relemgzzk 10U 524316 ST.GD4E | aZUo - &0 C0
dwal Faparar-dan 200 4. 7445 LG 5025 | 3100 7 =48 00
da‘a™ han  Konial Tatal 534631 555487 | S100 0 &0o0
Tesl of Homegengily of Variances
Laveng
Slatishic dii d'2 =L
Uzia
manad
A al Ade i a4 FAG
dalatm
hari
arv e
k. -
Surn gt Mean
_ SuUErs 4 Square F 5.9
L =iz Bl en
me-cit firn.ps 497 1 4,971 1.100 A
awil e
et E'I;”;E 144 563 3z 4,56
hari Tutal 149 5566 az
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Ljiedn 'l suha lokasi penelitian

=14,
sd. Eiren
sean 24 [evial.on Mean
FFarr  Suku
1 lokasi 25 097 30 455 | 181
kcni ol .
Sunu |
Ik i 28773 al 208 185
el gel el
Pairad Samples Correlatlions
= Correlation i SiE.
—F':llr E&uhu
1 Ik s
konkrad &
30% A2
Suhu 3 &l
Ickas.
pap3'an
Faired Samples Tesl
Faired O fMerenges -y
93 Gunludence
Sid. Interval of fhe
Sk Errer dilferenen
*Jean Cowial.on Meah L vl Upper r
Fuir  Guhu
1 lexkinis
;‘I’JTL‘*" \ 283 K: 117 180 - 105 £31 1 463
lokasi
paparar
Falred Samples Test
aiy.
! [2-13'led)
Fai: unu
1 e
woarll -
g 24 B L
masi
paparan
13%
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Uji beda T kelembahan lokasi penelician.

| Sid,
-~ § I trar
L Ean M © [leviaton M BN
st Kelambaban | .p epeg 30 . 1.8909 1452
| lekasl kenio! .
Kslrrmbakban
Yakay TO.8a5T . 332 17742 4239
HERER |
Faired Samples Correlaticena
M Coirelation g,
Far  Kelemoakban
1 lokasi konlrel
= 3 agz Co0
wroernbaban L L= )
Jokas:
paparan
Falred Samples Tesl
Fa.red Ditererces
f: Confdence
Siek, Interval al 1he
Sid. Eirol O.llerence
YAezn L eiaton Mean Lo | LEper
Pan Ealmbanan
1 lzkiasi kerntra! .
. Jagac a4 . SIHE -0553 135 1,201
Kelembaban P
lakasi |
SiTAlan [
FPaired Sampleyr Test
sig.
dr [Z-lm'rd}
I“arr Kelermbaoan '
q loeas kentral
Falemianan 2% 235
lokasi
paparan,
134
Pengaruh Partikel Pb Yang Terkandung Dalam ... Sudarso




Disertasi

ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

Lampiran :11

Rekapitalasi koosentrasi Pb ambien (ug/m” ) selama 30 bari

Han ke Konsentrasi Pb {ugf'm"}
Loka=n Lakasi
Perlabuan{ ™} Eontrol (KY

1 33 00
P 3.3 00
3 4.7 01
4 47 LLY
4 29 00
& 5B 06
T 30 02
] Bl 00
o > 8 LY
10 3.7 00
11 37 0]
12 3.5 L1
131 20 o0
14 4.7 00
15 i 9 02
15 4.7 0
17 7.8 00
i3 50 1]
19 5.7 .00
20 4.1 1
21 5.9 i)
22 4.4 K
23 o8 A5
24 i 6.9 00
25 ) 5.5 02
25 ! 3.6 07
27 ] 4.6 04
78 \ 3.2 | )
25 25 " 00
i 3.8 | 0

* Sumber data BTKL, 1gi. 1 Nopember s'd 30 Nopember 2000
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T-Test P 99
FPalred Samples Slatlsbcs
=14
S1d. Ercar
M M Dleyviation Mean
Har  Konseniasi -
1 Ph kentrol AT a0 0188 .DaEs
Konserirasi
J3ER
Pl Paaaran 5 0EJ 3 1.508
Paired Samples Correlatlons
R Correlation Elg
[Far  Fansentrasl
1 Fh koniral &
Korasntrasi 20 723 oon
Pt Pagaran
Palred Somples Test
Paired Dilferances
3% Confidenee
S, Intarval of the
=id. Errgr Difference
Men Cresviabion Mean Lower Upper t
Par ¥onseniras
1 Ph kenlrel - S
Hohe At At 1 9841 2621 | 58436 | 42318 | 14003
FPb Faparan
Palred Samples Teat
5.
df (21ailed}
Fall  Konsantrast
i Fb kanirol -
Kansantras. 29 Q0o
FhL Faparan
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Cjibeda T Pb di makrofag abvacelar

Sk
Felampak sid Errar
LIPS, 21K kean Dewiatithn Mean
LR 1,00 15 07687 40526 10432
rakratag aty, 200 14 1206 180 425
Indapendent Samples Tesd
t-test for Equalidy of Meang
Sd. 95% Conlidence
Sag. Mean Emor Interval of the Mean
1 of |2-tailed] | Dsffarence | Tofferance | Lowet LIpper
o di Equal
maksolag  variances BA7S 28 giledl o.5402 1.0BEZ 74151 | 118652
b assumed
qual
bl 9507 | 15,053 goo ) 96402 | 408D ) F4TE5 | 112403
asaumed
Levina's Tesd feq
Equality of Variances
F .
Fbdi Equal =2
makrofeq  variances 48,675 D0
ahy assumed
Equal
VaArAMCes
st
ABELIMEd
137
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Lampiran 13

51d.
WMean Dewiatian | Minimum | Maximum
"Fb
alvaealar
C1E00 .00 - Ji
Kelompok 14 1208
Kantrgl
Pb
afvaectar 4.0526 270 1560
Kelampok gl B yaER .
Faparan
One-Sample Xolmogerov-Emirnoy Tasl
FE Ph
alvaenlar | alvasclar
Kelompok | Halomgok
Keniral Paparan
M 14 16
Marmal Pavarmeleratn Mean b 9. 7628
S1d, Deviation A5a0 4 0526
Masl Exiremes e L 1= 188
Gilterenees Fosilive 362 165
Megative =217 - 162
Kalmogorov-Smirnoy 2 1,355 rag
Agyrp S« {2-tailed) D51 534 |
a. Test dislribulian is Marmal,
b Caleutated from data.
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Ceacriptive Statatics
S,
M KMean Daylation | Minimum | Maxdmum
|-
Kelompak 14 Z 1500 2137 A0 5,50
Kantrol
| L=k
Kelampak 16 24575 1.9289 W0 6,80
Papafan
OneSample Kadlmogoray-Smenov Tost
IL-4 L
Kelompok | Kelompok
Eanirgl Paparan
N ¥ T
MHormal Parameberado klean 21500 24575
5id. Devlallon 1971 19280
Mzt Exjreme Abzalyle 2B 18
Diferences P osifive s i 118
Megative « 154 =101
Kolmegorew-Smitnoy £ a0 471
As ,Slp, t21gllad
a. Tesl dstribulion B Harmal.
b, Calzuleted from data,
139
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Coscriplive Statislics

=id.
M Bean Deyviatlan | Minimum | Magimum
2
Kelompok 14 24429 151714 0 .00
Kanirol
IL-2
kalampblk 16 61125 2 HEZE 1,40 1010
Faparan
One-Sample Kolmogorey-Smirmoyv Test
iIL-2 -z
Felompok | Felompok
Eonino| Papaan
] 14 15
Mormal Parameiersa® Mean 24429 B1123
Ehd. Devlalaon 16111 29626
Mas Ex=me Absolute 182 JBS
Cilferences Fosg tive 144 40
MNegalre - 182 - 163
Folmogoray-3numey £ &7 &59
Lewmp. Sig. (2-13iled) 745 FIT
a. Tesl distributlen is Mormal.
b. Caloulated feom dala.
24
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Descriptiva Stalistics

Sid.
M Mean Ceviaiien | Minumum | Mazlrmum
co*
Eelompok 14 1.4464 12653 00 g
Kanlrol
(o]}
Katlarm pok 16 4.BOE2 2.7ear A =)}
Paparan
CneSample Koimogerov-smirney Teat
c'yg CDE
Kelompok | Kelompok
Fonircl Faparan
[ 14 16
Harmal Parameters'? Moan 1.4464 4 BDEZ
Sid. Cavlaban 1.2653 2. Ted7?
koSt Extreme Abaslule 231 NE]
Oifrerences Fosde 231 13
Menatnee -174 -103
Kglmegorow.Smirmov £ PE3 523
Aeymp, Sig, (2-alked) 446 947
2. Tes! distributlen ks Mormal.
b Calculated lam dala,
141
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Descriplive Stallatics
! Sl
M Mean Dewiglion | Minimorm | Maximum
0T
kelompak 14 R+ (7T ] 1,20074 A0 3.20
Kaniral
ch4
Kelompok 15 49713 2. 75819 K]+ B.00
Faparan
{ine Sample Halmogoroy-3mifnoy Test
C.od CCH
kelompok | Kelompok
Kanlcgl Paparan
N 14 15
Mormal Faramelers*2 Mean G543 4 8713
&rd. Dewiation 1.2004 £, T8
Most Exireme Apzoluie 284 V158
Differences Fasllive 250 fu:}:}
Mepative 211 -, 158
Kolmegoroy-Smirnov £ 1,082 637
Aoymp Zig, (2-tabled) o2 B0
@, Tasl diinbulien s Mormal.
b. Gakulabed Mrom: data.
142
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Peacriplive Stalistics
St
(] #aan Ceaviatvn | Mrmom | Maoamum
[T
Kelompak, 14 23214 26419 Nl T
Kaniea|
Igé
Kelsmpsak L+ 2.7600 24130 00 520
Faparan
{ineSampla KolmogerpySmitnov Test
lga igh
Kelompok | Kelompok
Kandsol Paparan
™ 14 15
Mermal Parametersal klean 29214 2,7500
5. Deviaton 26410 24130
Meost Extreme Abeglute 204 185
Differences Posilive 204 183
Megaine 135 - 138
Kolmogoraw-Smirnay 2 785 741
Agyrp. Sig. {2-tailed] B3 B4
a. Tes| gisribulion & Normal.
B, Calculated frem dala,
143
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Descriplive Stalistica
Sl
M Maan Deviation | Binimum | Maxirmues
ga
Kelompok 14 33357 26445 00 .70
Kontral
[ [}
Kelompok 16 2. 7500 24130 JH 6.24
Paparan
OneSample Kolmogorev-Smirmov Test
Iga lgA
Kelompok | Kelompok
Ko al Faparan
M 14 15
Normal Faramalersd.® himan 31387 2, 7508
Std. Deviation 26445 24130
Most Extreme Abzohiie V185 V8%
Direrences Fasillve 185 185
Heqative -128 - 134
Kelmagaorav-smlirmay £ ey 744
Asvinp. Sig. [Z-tailed) 726 542
a. Test disiribullan B Hormal,
b. Calculated from daia.
144
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Larmpiran 14

Uji anova uniuk variabel ST-(CMd, CD8), 5Tp {1L-2,1L-4) dan SPIgA

wan EL_ I TL_4 OB A op_ B IGL PT gqraup(i,2hfpel <oll (mlllfpcy boam [allh
JpEhk eiguil? fallpfdizefderig,

}] =aasn sccvphad,

HoOdaoO

nan-aspty culls.

~r

dedign will Ba profmsaad.

CILL FNUHATR
1 1
Tariahls
RO 1 H

Skl MawaAr el Jrabdard G2t 4n1 s
Tariasls .. I 3

chdas Cajactad bhecauwss of ut-of-cange Ischoc walusw,
casan cejuctad hacausw of mivwloT dats,

TAalLIth CaooE Hagn M, D, 1 ] FJ puztiokt Conf. Intarcvml
ST FTEREMITL F. 112 I. Ml 1& 4. 314 Tl
ESITY R I MRt L.ELT 14 1_3g% 2.7
NI &OLAtE FABFLE L) 3. 000 b 1. 368 5. 311
Tariwhle .. IT 4
FLETIR Cixr Exuo 3td. Oer. b %1 parcant Cond. Fontxcral
mNoar N AN I.45T 1.91% s 1_d43a 3wy
= _]ila) ] RCETROL I L5t 10 14 . L AT
Ior amcied 3emple .14 .03 k-] 1.53T 3. 071
Yarishle .. D d
FaLToR CODE Hwam 3SEd, DaT, N % paecenc fond, Incdovel
T FERLAFL L 1071 B 1k B T A5
[ - Tu:1}] r.orTmoL Hed L, 30 14 - L.¢37
For aoklcs pasply 1.18L 2. 004 Fi] L. 34l A4, 0
¥ocimhks _. FI:I'-.
FASTAR CoDE Nxmn 3td. Ber. X P% pagsamt Cond. Imterenl
[ Trn ICFLAFIN i, k0% I.762 LE i.137 [ Mgy
Sroor TLFTROE L. 1,163 Ld <Lk I 177
oL EOLIEA BANTLN 3. 13T 2 &5 B ] 2. 13T 41.1X7
Tucighla .. IRL
FACT0R COEE Hugo FEd, Jer B 0§ puzcent Coml, Takarral
=Ty FTCALARR A FIk I.41% 16 [kt .01k
+ROFT KA gL 4.911 I_E&T 14 1.1 L LY ]
Tir mnkira zasple i I.487 i 1. a3 1. 157
4% v ¥ JHITTATYE OF VYVARTANCE = DERTGW T = &k
CFFECT .. TGESOF
Mule iwac lats Tosta of Pigmificanca (B = I, M= 7 1/7, MW = 1) )
Tl Hamm Yalum Appros. T Hypath, BF Cecae Br %lg. of F
Diilale 111143 Q. 18003 L0 F 4 ) ]
Hakcaliinga 1.9125¢2 @, 1890% 5. 00 T4 oo i ]
=¥ T T4F2E L. 1A00YS XD .04 L
Rore -G5E5S
Eigenvalusy aid Cmasbical Corcelations
Faat Ma. Tigmoralum ek, Chim. PR Canam COT.
1 1.91242 10D CaCaCa 1], DOdmaa Nl 2E
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e

Disertasi

dnsvariare F-testw mith 1,261 o F.
Yaciwhin Wyprch. 34 Ecgor FF HypoTh. M Kzgae mF r
= i 130, SdB27  165%_£5179 160, S4472 §.916814 18,949354%
o 4 , TORO2 W1B, SEASD dokaz 1. I2194% -1EET]
co_4 IS BAI0Y R4 BERBD 1TRLRIEGT 1.9194%5 74,89012
rb_ﬂ T, SE0TF 135 .4£147 74, 55072 4,83791 15_wcaad
IGk 21942 1IR-4F3ET LZ1841 517117 -0kdd43
AveTaged F-rasc wikb (5,143 0, F.
TARTLRTE § Erpoth. 33 EuipL 73 Kypoth. E¥ Eiiod A3
1ta s 205,3074¢ T3, #2697 LB 5.T1i14
Pon 0oF ok MITTITI OF  VARTAMNCE —— DEIICH 1% "1 % *
CEFECT ., CCMNATLNT
Multivaciate fusty of Jigrificarse (B = 1, Ha 1 /2, W = 11 |
Tasl Homm Walw Apprax. T AFpach. DF  Efray pf 3ig, =f F
Fillein CHl25e 55,10 03E 5.0 14,68 .on
Aotelliog= 19 43Ty S0 .EOEA R 1.3 -
] lk» EATA5 50_0970E L.po 24.0a el
Rasx .81256
Eigumenluoan wed Sancroicnl Soccalatiace
HguT Mo, Tigamvalum Fot- =, Fot Tapon ©

1 10_431705 L0, Doono 1T5. 300D 95
OuivariaTé F-TmaTs with 41,2R) B. F.
Wacbwois  Arpoth. @3 Fccoe BB Eypeih. HE F¥ocac BE r
=_t SAE, ATH2Z 145,651799  SAE, S1ETT 5.31614 F2.177ED
=_1 TERLELEZY 11y. 54453 1E5g, 190 1, 21445 17, 41757
L | $63 055504 13441452 2s¥ 05504 4. B1495% L4 BR1dm
<o A I73. 24371 135.4%61l69 2703.54072 L.BITar LE. 54100
Toe A3, TEE0 173, 4XFET A0, 18609 fo 17 1T, BA91S
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