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RINGKASAN

IMUNOPATOGENESIS
KERUSAKAN JARINGAN MURKOSA MULUT
AKIBAT PAPARAN MONOMER METIL METAKRILAT

1 GUSTI AJU WAHJU ARDANI

Monomer metil metakritat (MMA) merupakan bahan dasar resin
aknlik polimetil metakrilat (PMMA) yang digunakan secara juas di bidang
kedokteran gigi, terutama untuk pembuatan pirantl lepasan ortodonsia,
piranti gigi tiruan, dan tumpatan gigi. Beberapa fakta klinik menunjukkan
bahwa MMA berpotens; menyebabkan reaksi intasi dan alengi pada
mukosa mulut dengan gejala klinik berupa hipgremia, edema, rasa nyeri,
buming mouth, bahkan dapat dijumpal adanya ulkus. Angka kejadian
terjadinya gejala klinik pada penderita terpapar MMA adalah 05 - 1 %
Narnun imunopatogenesis kerusakan janngan mukosa mulut penderita
tarpapar MAA sampal saat ini masih belum jelas.

Penstrast MMA ke dalam jarfngan mukosa mdlut sangat
dimungkinkan karena struktur kimia MMA bersifat lipofilik, sehingga MMA
dapat menembus membran pertahanan janngan mukosa mulut.

Fakla dan hasii penelitan yang tfelah dilakukan sebelumnya
menunjukkan bahwa MMA  dapat berindak sebagai iran  dalam
konsentrasi terentu, serta sebagai imunogen atau alergen. Mamun
sampai saat inl imunopatogenesis kerusakan jarfingan mukosa mulut
pendenta  terpapar MMA  melalsi mekanisme reaksi  intas  dan
hipersensitivitas masih belum jelas

Penelitian ini mengkaji pola respons imun sekunder terhadap MMA,
pada kelinci lokal dengan mengikuli pola produksi 1gG anti-MMA vang
diamati  dalam jangka wakiu tetfentu.  Selanjutnya, akan  dikaji
imunopatogenesis kemusakan janngan mukosa mulut pendenta temapar
MMA melalui reaksi intasi dan hipersensitivitas. Kajian imunopatogenesis
tersebut dilakukan melalui deteksi konsentrasi L4, IFN-y. dan TNF-a
dalam plasma dan janngan mukosa mulut, serta gk dan 1gG spesifik
terhadap MMA dalam serum, yang berperan dalam reaksi iritasi dan
hipersensitivitas.

Sampai saat ini belum dittrmukan metoda diagnostik untuk reaksi
iritast dan  hipersansitivilas pada mukosa mulat pendenita terpapar MMA,
Diduga terdapat korglasi antara profil mediator yang memperantarat
respons wmun sistemik dan respons imun lokal pada jaringan mukosa
mulut. Dalam penelitian ini akan dibuktikan terdapat korelasi antara
konsentrasi IL-4, IFN-y, dan TWNf-a dalam plasma dan jaringan mukosa
muldt pendenta terpapar MMA. Hasil pengliban ini diharapkan dapat
dikembangkan sebaga metoda disgnostik yang mudah uniuk reaksi intasi

DISERTASI IMUNOPATOGENESIS KERUSAKAN JARINGAN ... | GUSTI AJU WAHJU ARDANI



ADLN Pepustakaan Universitas Airlangga

dan hipersensitivitas pada penderita terpapar MMA, melalui deteksi
konsentrasi IL-4, IFN-y, dan TNF-a dalam plasma.

Rumusan masalah dalam penelitian ini adalah : 1) bagaimanakah
poia respons irmun sekunder lgG anti-MMA pada kelinoi lokal (Onvcfolagus
cumicuius) yang dimunisasi dengan MMA 7, Z) apakah MMA bersifat
whunagenk pada penderita terpapar MMA, sehingga dapal menginduksi
respons imun humoral ?; 3) apakan kerusakan jaringan mukosa mulut
pendenta terpapar MMA tetadi melalui reaksi iftasi, yang ditunjukkan
dengan peningkatan TNF-c tanpa disertai peningkatan IL-4 dan IFN-y
4) apakah kerusakan jaringan mukosa mulut penderta terpapar MMA
tefjadi melalui reaksi hipersensitivitas tipe | yang ditunjukkan dengan
peningkatan 1L-4 dan hasil positip 1gE spesifik terhadap MMA 7, 5) apakah
kerusakan jarngan mukosa mulut penderita terpapar MMA terjadi melaiui
reaksi hipersensitivitas tipe {1l dan [ atau tipe 11, yang ditunjukkan dengan
peningkatan IFN-y dan hasil positip [gG spesifk terhadap MMA 7, &)
apakah kerusakan jaringan rmukosa mulut oleh karena terpapar MMA
tenadi melalui reaksi hipersensitivitas tipe IV, yang ditunjukkan dengan
peningkatan TNF-a¢ dan IFM-y 7, 7} apakah terdapat korelasi antara
konsentrasi L4, IFN-y dan TNF-x dalam plasma dan jarngan mukoss
rmlut penderila terpapar MiA 7

Tujuan umum penslitan adalah mengungkap imunopatogenesis
kerusakan jaringan mukosa muiut penderita terpapar MMA, Sedangkan
tujuan khusus penelitan ini adalah . 1} mengkaji pola respons imun
sekunder IgG anti-MMA pada kelinci lokal (Onsclolagus cuniculus) yang
diirnunisasi dengan MMA: 2) membuktikan MMA bersifat imunogenik pada
penderits terpapar MMA, sehingga dapat menginduksi Tespons imun
humoral; 3} membuihkan kerusakan janngan mukosa muiat pendanta
terpapar MMA teradi melale reaksi iritasi, yang ditunjukkan dengan
peningkatan TWNF-a tanpa disertai peningkatan L4 dan (FN-y, 4)
membuktikan kenisakan jaringan mukosa mulut penderita terpapar MMA
teradi melalui reaksi hipersensitivitas tipe !, yang ditunjukkan dengan
peningkatan L4 dan bhasil positip |gE spesifik terhadap MMA, 5
membuktikan kemusakan janngan mukesa mulut penderita terpapar MMA
terjadi melalm reaksi hipersensitivitas tipe Il dan { atau tipe il yang
ditunjukkan dengan peningkatan (FN-y dan hasil positip 1gG spesifik
terhadap MMA;, 8) membuktikan kerusakan jamngan mukosa mulut
pendenta terpapar MMA terjadi melalui reaksi hipersensitivitas tipe IV,
yang diunjukkan dengan peningkatan TNF-a dan IFN-y, 7) membuktikan
terdapat korelasi antara kensentrasi IL-4, IFM-y dan TNF-a dalam plasma
dan jaringan mukosa mulut pendenta terpapar MMA,

ftanfaat ilmiah peneltian ini adalah : 1} dihasilkan informasi ilmiah
tentang reaksi irtasi dan hipersensitivitas kerusakan jaringan mukosa
mulut penderita terpapar MMA; 27 dibasilkan informasi iimiah yang
menyatakan bahwa profi sitokin IL-4, {FN-y dan TNF-a jaringan mukosa
mulut berkorelas dengan profil sitokin terseput dalam plasma penderita
terpapar MMA. Sedangkan manfaat aplikatf penelitian ini adalah @ 1} hasil
penehban ini menjadi alasan mendasar agar dicoba dikembangkan bahan
baru yang bersifat mpoalergenik untuk pendernta yang sensitif terhadap

xl
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MMA sebagal bahan altematif untuk pembuatan pirant dalam kedokteran
qigi: 2) hasil penelitian ini dapat dikembangkan sebagai cara diagnastik
saderhana untuk reaksi intasi dan hipersensitivitas jatingan mukoesa mulut,
melalui pemeanksaan darah perifer tanpa kerokan jaringan mukosa mulut

Hipotesis penelitian adalan @ 1) MMA bersifat munogenik, sehingga
dapat menginduksr respons imun humoral pada penderita terpapar MMA:
21 kerusakan |anngan mukosa mulut penderita terpapar MMA tenadi
melalui reaksi intasi, yang ditunjukkan dengan peningkatan TNF-a, tanpa
disertai peningkatan IL-4 dan IFN-y; 4} kerusakan jarngan mukosa muut
penderita werpapar MMA tenadi melaln reakst hipersensitivitas tipe [ yang
ditunjukkan dengan peningkatan L4 dan hasil positip IgE spesifik
terhadap MMA, 5) kerusakan jaringan mukosa mulut penderita tempapar
MMA terjadi meialus reaksi hipersensitivitas tipe || dan / atau tipe Ill, yang
divnjukkan dengan peningkatan [FH-y dan hasil posip QG spesifik
terhadap MMA &) kerusakan jaringan mukosa mulut pendenta terpapar
MMA terjadi melalui reaksi hipersensitivitas tipe IV, yang didunjukkan
dengan peningkatan TNF-q dan [FMN-y, 7) terdapat korelasi amtara
konsentrasi L4, IFN-y, dan TMF- dalam plasma dan jaringan mukosa
mulut penderita erpapar MMA.

Peneltian ini dibagi dalam dua tahap. Penelitian Tahap | gilagukan
pada hewan coba kelinct lakal (Oryclolagus curicufus) dengan tuan
untuk mengetahui pola respons imun sekunder 1gG anti-MMA, setelah
dirnunisasi dengan MMA. Penelitan Tahap | menggunakan rancangan
penslitian ekspenmental postest-anly comrol graup design. 1gG spesif
terhadap MMA yang terbentuk dideteksi dengan metoda dot ot dan
ELISA

Penelitan Tahap || menggurakan rancangan  penaltan
chservasional case-control design. Sampel penelitian dibagi da'am dua
kelompok, vaitu kelompak kontral dan kelompok kasus. Kelompok kontrol
adalzh penderita yang belum terpapar MMA dan tidak ada kelainan atau
kerusakan jaringan mukosa mulut Kelompok kasus adalah pendenta
terpapar MMA pertama kali dan menunjukkan geala inflamasi [okal, raza
nyen dan furming rmouth (rasa terbakar mukosa), serta ulkus pada mukosa
mulut Jumlah sampel dalam kelompok kasus dan xontrol masing-masing
8 pendenta, yang chambil dan klinik Prastodontia Fakultas Kedokteran Gigi
Universitas Aifangga.

Uji laboratorik dilakukan pada semua sampel dengan mengukur
konsentras le~4. IFN-y, dan TNF-a dalam plasma dan kerokan jgringan
mukosa mulut dengan menggunakan teknik drect sandwich ELISA. 1gG
dar IgE spesifik dwkur dafam serum dengan menggunakan teknik ELISA
tidak langsung Ig(3 spesifik juga dideteksi dengan metoda dot Hlot.

Hasil penelitian Tahap | adalah pola respons imun sekunder pads
keling  lokal yang  dimuonisasi dengan  MMA - manunjukkan  tegad
peningkatan produks 196G anti-MMA setelah pernbenan pocster 1 (nan ke-
28 setelah imunisas: periama) dar mencapar puncak pada han ke-42
kemudian menurin secara  beranap sampan har ke48  Seteiah
pemberian booster 2 pada han ke-52. ternadi peningkatan produksi 15
spesifik terthadap MWA yang mencapal puncak cada han ke-80 setelzn
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imunisasi pertama. Titer 1gG  ant-MMA  kemudian menurun secara
pettahap sampai han ke-87. Puncak produksi 1gG ant-MMA setelah
pembenan boosier 2 lebin tinggi hila dibandingkan dengan setelah
pemberian boosfer 1.

Hasil penelitian Tahap 11 menunjukkan babwa MMA  bersifat
imunogenik pada penderita terpapar MMA, sehingga mampu menginduksi
IgG spesifik terhadap MMA. Selanutnya, analisis statistk  dengan
menggunakan uji 1 bebas untuk variabel IL-4, IFN-y, dan TNF-a plasma
dan jaringan mukosa mudut, menunjukkan terdapat perbedaan bermakna
{p=0,0%y antara penderita terpapar MMA dan kontrol untuk semua
variabel.

Apabila imunopatogenesis kerusakan jaringan mukosa  mulut
pendenta terpapar MMA tediadi melalui reaksi iritasi, maka akan terdapat
peningkatan barmnakna {p<0,05) TNF-a, tetapi tanpa disertai peningkatan
bermakna (p=0.05) IL-4 dan 1FN-y baik dalam plasma maupun @nngan
mukosa mulut. Namun hasi yang diperoleh dalam  panelitan  in
menunjukkan tedadi peningkatan bermakna (<005 IL4, [FN-y, dan
TNFf-a dalam ptasma dan jaringan mukosa mulut penderita terpapar MMA,
Dengan demikian dapat disimpulkan babwa imunopatogensesis kerusakan
janngan mukaosa mutut pandents terpapar MMA tidak terjadi melalu reaksi
iFitasi.

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa IgE spesifik terhadap MMA
pada penderita terpapar MMA adafah negatip. IL-4 dalam plasma dan
jarngan mukosa mulut penderta terpapar MMA  meningkat secara
bermakna (p<G,05). Kesimpulan fakta tersebut adalah imunopategenesis
kerusakan janngan mukosa mult pendenta terpapar MMA tidsk tegad:
melalui reaksi hipersensitivitas tipe | yang diperantara oleh IgE.

Imuncpatogenesis kerusakan janngan mukosa mulut pendernita
terpapar MMA tefjadi meialui reaksi hipersensitivitas tipe | dan / atau tipe
Itt. Hal ini dibuktikan dengan didapatkan hasil positip IgG spesifik terhadap
MWA dan peningkatan termakrg (p<0.05) IFN-y dalam plasma dan
janngan rukosa mulut penderita terpapar MMA.

Hasil penelitian im menunjukkan teradi peningkatan bermakna
{p=0.05) TNF-o:. dan {FN-y dalam plasma dan jaringan mukoasa mulut pada
penderita terpapar MMA . Hal ini membuktikan babwa imunopatogenesis
kerusakan janingan mukosa mulut penderita terpapar MMA terjadi melalui
reaksi hipersansitivilas tipe iV

Hasil uji korelasi Pearson konsentrasi L4, IFN-y, dan TNF-a dalam
pdasma dan janngan mukosa mulut penderita terpapar MWA menunjukkan
bahwa terdapal korelasi bermakna {p<0,03) kansentrasi L4, [FN-y, dan
TNF- plasma dan jaringan mukosa muiut.

Kesimpulan hasil penglitian ini adalah MMA mampu menginduksi
respons imun sekunder 196G anti-MMA pada kelinci 1oka! {Onyctofagus
cunicuiys) yang dimunisasi dengan MMA. MMA tersifat imunogenik pada
pendenia terpapar MMA, sehingga mampu menginduksi respons imun
humoral 196G ant-MMA Imunopatogenesis kerusakan jaringan mukosa
mulut pendenta terpapar MMA tidak terjadi melalu reaksi intasi dan
hipersensitivitas tipe | yang diperantarai oleh IgE. tetapi terjadi melaiw
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reaksi hipersensitivitas tipe Il dan / atau tipe i, tipe IV, Penelitian ini juga
membuktikan bahwa terdapat korelasi bermakna antara konaentrasi IL-4,
IFN-y, dan TNF-a dalam plasma dan jaringan mukosa mulut penderita
terpapar MMA, Hasil penelitian ini dapat dikembangkan sebagai metoda
diagnostik reaksi iritasi dan hipersensitivitas pada mukecsa mulut penderita
terpapar MMA melalui pemeriksaan darah perifer.
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SUMMARY

IMMUNOPHATOGENESIS
OF THE CRAL EPITHELIAL MUCQOSAL DESTRUCTION DUE TO
MONOMER METHYL METHACRYLATE EXPOSURE

| GUSTI AJU WAHJLU ARDAN!

Methyl methacrylate (MMA) monomer 15 a basic material of
polymethyl methacrylate (PMMA) acrvlic résins widely used in dental
medicme. It s pnmarily used for removable orthodontic appliances, partial
and full denture appliances, and aiso for dental fillings. Many clintcal facts
showed that MMA may cause rrtation and allergic reaction in aral mucosa
with some chimcal symptoms such as hyperemia, mucosal edema, painful
oral mucosa, burning mouth, and even oral ulcers. The incidence of
chinical symptam in patients exposed to MMA is 05 — 1 % However,
mmunopathogenesis of cral mucosal hssue destruction in patients
exposed o MMA has nat been clear.

MMA penetration into mucosal tissue is possible, because its
chemical structure 1z hpophylic that enable MMA to penetrate the bamier of
oral mucosal tissue.

The facts and results of the previous studies showed that MMA
rmight act as irritant in certain concentration, and also as immunogen or
aillergen. However, the immunopathogenesis of oral mucosal tissue
destruction through irmtation and hypersensitivity reaction in patients
expozed o MMA have not been clear.

This study examined the secondary immune résponse in local
rabbit immunized with MMA, by examining the 1gG anti-MMA producton
pattern in certain pengd  Furthermaore, this study aiso examined the
immunopatnogenesis of aral mucosal tissue destruction in  patients
exposed to MMWMA, by detecting the concentrations of plasma and oral
mucosal tissue L4, IFN-y. TNF-g, serum 1gG and IgE specfic to MMA
that mediated irntation and hypersensitivity reactons.

There s ro diagnostic method for oral mucosal tissue irritation and
hypersensitivity reachtons in patient exposed ta MMA. It was suggested
that there were significant correlations between plasma and oral mucosal
fissue immune response mediators profile. This study examined the
correlations between plasma and oral mucosal tissue L4, IFN-y, and
THF-ct concentrations in patients exposed to MMA  Hopefully, the results
of this study could be developed as a simple diagnostic method for oral
mucosal hypersensitivity reactions by assessing plasma 1L-4, [FN-y. and
THNF-u.

FProblem statements of this study are . 1) how is IgG anti-MMA
secandary response patem in local rabbits (Onciofagus curvCulust
immunized with MA 7 2% s MMWMA immunegenic o patients exposed to

X
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MMA that can induce humoral immune response 7. 3) doas oral mucosal
tissue destruction in patients exposed o MMA happen through irritation
reaction revealed by increased TNF-a without increased |4 and [FM-y 7,
4) does oral mucosal tissue destruction in patiens exposed o MMA
happen through type | hyparsansitivity reaction revealed by increased (L4
ang positive resclt of gk ant-MMA %, 5) does oral mucosal tissue
destruction in patients exposed to MMA happen through type li and / or
type Hl hypersensitivity reactions revealed by increased IFMN-y and positive
result of IgG anti-MMA 7, 6) does oral mucosal tissue destruction in
patients exposed to MWA happen through type IV hypersensitivity reaction
revealed by increased TNF-ao and IFN-y 7; 7) is there any correlation
between plasma and oral mucosal lissue -4, IFN-y, and TNF-ain
patients exposed o MMA 7

The general objective of this research is examining the
immunopathogenesis of oral mucosal tissye destruction in patients
exposed 0 MMA, The specific objectives of this research are: 1) to
examine IgG anti-MMA secondary response pattem in iocal rabbit
{Cryctolagus cuniculus) immunized with MMA: 2) 1o prove that MMA is
immunogenc in patient exposed to MMA thal can induce humaoral
immune réspanse; 3) to prove that oral mucosal tissue destruction in
patient exposed to MMA happens through imiation, revealed by increased
THF-o without increased iL-4 and IFN-y, 4) to prove that oral mucosal
tissue destruction in patient exposed to MMA haopans through type |
hypersensiivity reaction, revealed by increased -4 and positive result of
IaE anti-MMA; 5) to prove that oral mucosal tissue destruction in patient
exposed to MMA happens through type il and / or type [ hypersensitivity
reactions, revealed by increased IFN-y ardd positive result IgG anti-MMA,
) o prove that ora! mucosat tissue destruction in patient exposed to MMA
happens through type IV hypersensitivity reaction, revealed by increased
TNE-z and 'FMN-y;, 7} to prove that plasma IL-4, IFM-y, and TNF-«
concenirations correlate to their oral mucosal tissue concentrations in
patients exposed o MMA.

Theoretcal benefits of this study are: 1) giving infammation about
irrtation and hypersensitivity reactions in oral mucosal tissue destruction in
patient exposed to MMA: 21 giving information that plasma cytokine profile
of IL-4, iFN-y and TNF-a correlates to its oral mucosal tissue cytokine
profile. Practical benefits of this research are 1) the results of this study
can be used as & basic reasons to develop new altemative hypoaliergenic
material for dental material appliances, especially for sensitive patients; 2)
the resulls of this study can be developsd as a diagnostic method for oral
mucosal irmtation and hypersensitivity reactions in patient exposed to MMA
by examining peripheral blood,

The hypotheses of this study are: 1) MMA is immunagenic in patient
exposed to MMA that can induce humoral immune reésponse; 3) oral
mucosal tissue destruction in patient exposed to MMA happens through
iritation process revealed by increased TNF-a without increased IL-4 and
IFR-y. 4} oral mucosal btssue destruction in patiert exposed o MRA
happens through type | hypersensitivity reaction revealed by increased |-

Xy

DISERTASI IMUNOPATOGENESIS KERUSAKAN JARINGAN ... | GUSTI AJU WAHJU ARDANI



ADLN Pepustakaan Universitas Airlangga

4 and positive result of IgE anti-MlA; 5) aral mucosal tissue dastruction in
patient exposed to MMA happens through type |l and [/ or type 1il
hypersansitivity reaction reveated by increased IFN-y and positive resuit of
g3 anti-MMA; &} oral mucesal tissue destruction in patient exposed o
MMA happens through type IV hypersensitivity reaction revealed Dy
increased TMF-¢  and {FM-y 7} plasma [L-4, [FN-y and TRNF-
a concenlrations correlate to their oral mucosal tissue concentrations in
patient exposed to MMA

This study consists of two steps. The first step for examining the
lgG ant-MMA secondary response pattern, was done in local rabbits
(Orvctolagus cumicifus) immunized with MMA as animal model. This
gxperimental study used postest-anly control group design. [gG specihic to
MMA was detected by dot blot and ELISA,

The second step of this study used observasional case control
sludy design. Samples were devided info two groups, iLe. control group
and case group.  Control group was MMA unexposed patients without
inflammation symptom. Case group was first MMA exposed patients with
iocal inflarmmation symploms, e.g painful oral mucesa, buming mouth.
oral mucosal uicers. Total samples of each group were B patients from
Airlangga University Prosthodontic Dental Chnic,

Laboratory tests for all samples were assessing plasma and oral
rmucosal tissue |L-4. IFN-y and TNF~rusing direct sandwich ELISA
technigue. Serum 193G and IgE spedific to MMA were assessed by indirect
ELISA. Serumn 193G specific to MMA was also assessed by dot blot.

The first stap of this study showed that MMA induced IgG ant-MMA
secondary response in iocal rabbit immunized with MMA. First booster
{day 28 after first immunization} increased 1gG ant-MMA production and
achieved its peak on day 42, after that began to decrease gradpally until
day 49. Second booster given on day 52 increased g3 anti-MMA
production and acheved its peak on day &0, and after that began 1o
decrease gradually uniil day 87. The peak of IgG ant-MMA production
after the second booster was higher than the first hooster.

The second step of this study showed that MMA 15 immunogenic in
patients exposed to MMA that can induce 190G specific to MMA
Furthennore, statstical independent t test of plasma and oral mucosal
tissue L4, (FN-y, and TNF-a showed that there were significant
differences (p=0.05) between patients exposed to MMA and controls for all
varnapies

If wmimungpathggenesis of orai mucosal tssue destrustion .
patierts exposed to MMA happens through imitation, there would be
significant increases {p<0 05} of plasma and oral mucosal tissue THE-a,
withoul significant incregses (p~0.05) of IL-4 and IFN-y. However, the
resufts of this study showed that there were significant increases of
plasma and oral mucosal tissue TNF-o IL-4 and IFM-y !t can be
concluded that immunopathogenesis of orai mucosal tissue destruchon in
pakents exposed to MMA does not happen thraugh irftation.

This siudy showed that IgE ant-MMA were negative In patients
exposed tn MMA Plasma and oral mucasal tissue IL-4 10 patients exposed
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o MMA were significantly increased (p<0.05). Although, plasma and oral
mucosal ussue L4 increased sigmficantly, but there was no positive result
of IgE specific to MMA. It can be concluded that immunopathogenesis of
oral mucosal tssue destruction in patients exposed to MMA does not
happen through type | hypersensitivily reaction mediated by igE.

Immunopatnogenesis of aral mucosal tissue destruction in patienis
exposed to MMA happens through type [ and / or type LI hypersensitivity
reaclions. These are proved by positive results of 1IgG specific 1o MMA and
significant increases {p<0.05) of plasma and oral mucosal tissue IFN-y in
patients exposed to MMA,

The resulis of this study showed that there were signtficant
increases (p<0.05) of plasma and oral mucosal lissue TNF-a and 1FN-y In
patients exposed t© MMA. It can be concluded that oral mucosal tissue
destruction happens through type IV hypersensitivity reaction.

Plasma L4, [FN-y, and TNF-a concentratons significanthy
corelated (p<(.05) to their oral mucesal tissue concentrations in patienis
expased to MMA

The conclusions of this study are MMA induced 196G anti-MMA
secondary response in local rabbits (Onvcfolagus cunicuius) immunized
with MMA, Fudhermore, MMA is immunogenic in patients exposed to
MMA that can induce IgG anti-MMA. Immunopathagenesis of oral mucosal
tissue destruchon in patents exposed to MMA does not happen through
irritation and type | hypersensitivity reaction mediated by IgE. but happens
through type I} and f or fype I, type IV hypersensitivity reactions. This
study also proved that there is significant correlation between plasma and
oral mucosal tissue IL-4, IFMN-y and TMF-gconcentrations in patients
exposed to MMA. This result man be used to develop a dagnaostic method
for oral mucosal imitaton and hypersensitivily reactions in patients
exposed to MMA by asséssing penpheral blood.

Xwiii
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ABSTRACT

IMMUNOPHATOGENESIS
QOF THE ORAL EPITHELAL MUCOSAL DESTRUCGTION DUE TO
MONCMER METHYL METHACRYLATE EXPOSURE

1 GUSTI AJU WAHJU ARDANL

Mary clinical facts showed that methyl methacrylate (MMA) widely
usaed as dental material appliances causes rntations and allergic reactons
in oral mucasa with some cdinical symptoms such as hyperemia, mucosal
edema, painful oral mucosa, buming mouth, and even oral ulcers. MMA
penetration into micosal tissue is possible, because its chemical structure
is lipophylic that enable MMA to penetrate through barrier of oral mucosal
tissue. This sludy showed that MMA induced 19G ant-MMA secondary
response  in local rabbit (Oryctofagus comouofus), and MMA was
immunogenic in patients exposed to MMA. This study examined the
immunopathegenesis of oral mucosal tissue destruction in patients
exposed to MMA by delecting the concentrations of plasma and oral
mucosal tssue (L4, [FMN-y, and THF-y with dirgct sandwich ELISA, and
serum 1gG and 1gE specific to MMA with indirect ELISA. Furthermore, this
sfudy examined the correlation between plasma and oral mucosal issug
IL-4, IFN-y, and TNF-q in patients exposed to MMA. The results showed
that there were significant increases of plasma and oral mucosal tissue 1L-
4 |FM-y, and TNF-g. It can be concluded that immunopathogenesis of oral
mucosal tissue destruction in patients exposed to MMA does not happen
through irrtation. This siudy proved that IgE specific to MMA in patients
exposed o MMA was negative, but their plasma and oral mucosal tissue
IL-4 were significantly increased {p<0 05) Those facts showed that oral
mucosal tissue destruction does not hapeen through type | hypersansitivity
reacton mediated by 1gE. Immunopathogenesis of oral mucosal tissue
destruction in patients exposed to MMA happens through type |l and { or
type lil hypersensitivity reactions. These are revaaled by positive results of
g spedific o MMA and significant increases (p<0.05) of plasrma and oral
mucosal tissue IFN-y. Furthemore, there were significant increases
{p<0.05} of plasma and oral mucosal tissue TNF-a and IFN-y in patients
éxposed to MMA. It can be concluded that oral mucosal tissue destruction
happens thmugh type IV hypersensitivity reaction. The study also proved
that there were sigmficant correlations between plasma and aral mucosal
tissue \L-4, [FMN-y and THf-n concentrations in patient exposed to MMA
This result can be used to develop diagnostic methad for oral mucosal
irritations and hypersensitivity reactions in patients exposed to MMA by
assessing paripheral bload.

Key Waords: methyl methacrylate (MMA), irritation, hypersensitivity,
oral epithelial mucosal destructions.
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EAB | PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang Masalah

Monomer metil metakritat (MMA] merdpakan bahan dasar resin
akrtik polimetil metakrilat {(PMMA) yang digunakan secara luas di bidang
kedokteran gigi. terutama uniuk pembuatan pirant lepasan ortedonsia,
pirant gigi tiruan. dan umpatan Beberapa fakia kimik menunjukkan
bahwa MMA berpotensi menyebabkan reaks: iritasi dan alergi pada
mukosa mulut dengan gejala Klinik barupa hipgremia, edema, rasa nyeri,
buming mowth, bahkan dapat dijumpai adanya ulkus (WVan Loon ef af,
1992 Anusavice, 1996 Richler dan Gier, 1986 Hochman dan Zalking,
1947, Rose ef af, 2000, Ardani, 2003). MNamun munopatogenesis
kerusakan jaringan mukosa mulut pendenta terpapar MMA sampar saat ini
masih belum jelas.

Konsentrasi MMA pada saliva terdeteksi sebanyak 45 plfml dan
bahkan pada dasrah stagnansi saliva konsentrasi MMA meningkat sampai
1BO plimi (Koda et af, 1990, Tsuchiya ef al, 1984) Fakia tersebut
menunjukkan babwa MMA yang merupakan bahan dasar pembuatan
lempeng ataw pirart resim aknik PMMA yang tidak berpolimerisasi
sempuma, dapat merembeas keluar darn tempeng.

Kemampuan penetrasi MMA ke dalam jaringan  mukosa
dimungkinkan karena struktur kimia MMA vang bersifat lipofilik, sehingga
MWA dapst menembus memiran pertabanan aringan mukosa muolut

MIA adalah senyawa ester twrunan karboksilat dan mempunyal satu
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gugus metil yang mempenkan sifat lipofilik (Anusavice, 1996. Yoshii,
1997},

Beberapa penelitian kultur se! menunjukkan bahwa MMA bersifat
sitotoksik dan genctoksik pada kuliur sel epitel dan fibroblas (Kedjarune ef
al., 19599; Ardani, 2000; Yang et af, 2003). MMA bila teroksidasi akan
mengalami degradasi menjadi formaldehida, yang bersifat irtan {Ruyter,
19995). Berdasarkan fakia tersebut maka MMA dalam konsentrasi terientu
dapat pula berfungsi sebagal ntan di mukosa muiut penderta terpapar
MMA. Iritasi pada mukoza mulut akan menyehabkan kerusakan jaringan
yang ditandai dengan peningkatan TNF-¢. Namun MMA sebagai iritan
yang menyebabkan kerusakan jarngan mukosa mulut panderita terpapar
MMA masih balum jelas.

Fakta Klinik menunjukkan bahwa angka kejadian inflamasi lokal
penderita terpapar MMA di Klinik Prostodonsia Fakultas Kedokteran Gigi
Universitas Aitlangga adalah antara 0,2 sampai 1 persen (Ardani, 2003}
Penelitian yang dilakukan oleh Santavirta ef af (1991) menuniukkan
bahwa kultur limfosit yang dipaparkan MMA menginduksi peningkatan
ekspresi melekul MHC-kelas il dan reseptor [L-2. Hal ini menunjukkan
bahwa limfosit B berindak sebagai APC yang mampu memproses dan
mempresentasikan peptida yang dimodifikasi MMA bersama molekut
MHC-ketas 1l, sehingga teradi aktivasi limfosit T yang ditandai dengan
pemngkatan ekspras: reseplor 1L-2 {Austyn dan Wood, 1894, Goisby ef

al_ 2000). Hasil peneiitian tersebut sesuai dengan penemuan Liu (1998)
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yang menyatakan bahwa MBA memodulasi sekrest beberapa sitokin.
antara lain iL-6, TNF-a, dan IFN-y pada kultur limfosit.

Fakia wlink dan hasil penelitan pada kJltur sel tersebut di atas
memungkmkan MMA juga berpotenst sebagai alergen yang menyebabkan
reaksi hipersensitivitas. Namun MMA sebagar alergen yang mampu
menginduksi reaksi hipersensitivitas pada penderita terpapar MMA masih
bedum jelas.

Bila MMA bertindak sebagal alergen, maka MMA  bersifat
imunogenik sehingga mampu menqinduksi respons imun. MMA adalah
hapten yang hdak dapat menginduksi respons imun. Untuk dapat bersifat
imunogenik, MMA berkonjugasi terlebih dahulu dengan protein pembawa
{earrfer), yang berasal dari dalam atau luar tubuh,

Feneltan pendahuluan pada kelinci lokal (Onyctofagus cunicwius)
yang dimunisasi dengan MMA menunjukkan bahwa MMA mampu
menginduks! respons imun humoral. Preduks antibodi igG spesifik
terhadap MMA dideteksi dengan metode hibridisasi dot biot Penelitian
tersepul meanunjukkan babwa MMA bersifat imunogenik (Ardani, 2003)
Namun pola respons imun pada keling lokal yang dimunisasi kMiMA masih
belurn jelas

Reaks hipersensilvitas pada dasamya adalah reaks) inflamasi
(Austyn dan Vyood, 1994, Golshy et af, 2000) Ada empat lipe reaks
hipersensitiv.tas menurut Gell dan Coombs yang dikutip oteh Goldsby &f
al (2000). Pada reaksi hipersensitvitas tipe 1 antgen membentux ikatan

silang dengar 'gE spesifik yang terkat pada pemnukaan mastesit dan
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bascfi, sehingga terjadt pelepasan  mediator vascaktf vyang
memperanarai tefjadinya gejala kiinik reaksi hipersensitwitas tipe |
Pempentukan WE spesiik terhadap antgen dibutubkan [L-4 yang
disekresi oleh s&l Th2 akbf {Austyn dan Wood, 1894 Galsby ef af., 2000
Reitt et af., 1983

Fada reaksi hipersensitivitas tipe |l antibedi terhadap antigen
dipermukaan sel menginduksi kerysakan sal melalui aktivas komplamen
atau antibody dependent cefl-mediated cytolfoxicity (ADCC). Reaksi
hipersensitivitas tipe I ini diperantarai oleh 193 spesifik, dimana
pembentukan IgG spesifik membutunkan LFN-y yang disekresi oleh sel
Tt aktif (Austyn dan Wood, 1894 Galshy ef af. 2000; Roitt ef &, 1983}

Pada reaks| hipersensitivitas tipe Hl, antibodi berikatan dengan
antigen larut {sofuble antigen} dan mermbentuk kompleks imun yang
salaniutya akan mengendap di jaringan. Kompleks imun tersebut
menginduksi aktivasi kompleman yang menyebabkan proses keradangan.
Reaksi hipersensitintas tipe 1l ini diperantarai oleh 19 spesifik. dimana
uniuk produksi (g0 spesifik dibutuhkan IFN-y yana disekresi oleh set Th1
aktif {Austyn dan Wood, 1994, Golsby ef &/, 2000, Reitt et af., 1893).

Pada reaksi hipersensitivitas tipe |V, anbgen akan mensensitisast
sel Th naif untuk berdiferensiast menjadi sel Thi aktif Apabila set Thi
tersebut bertemu kembah dengan anfigen yang sama. maka sel tersebut

akan mensekresi IFN-y yang befungsi mengaktifkan makrofag. Makrofag

akuf akan menghasilkan TNF-a dalam jumiah yang lebih banyak sehwngga
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terjadi kerusakan janngan (Goldsby et af, 2000; Abbas ef al.. 2000: Roitt
ef af, 19934

i tempel pada kulit punggung merupakan upaya  untuk
mendeteksi MMA  sebagal  alergen  yang menyebabkan  reaksi
hiperzensitvitas tipe lambat (bhpe V). Pendenta terpapar MMA yang
dizertai gejala klinik inflamasi, tidak semua mampunyal has J)i iempesl
positip (Wan Loon et al, 1892; Kach el al, 1836, Van Joost ef &l 1958,
Ardani, 2003).

Lingkungan lembab memouodankan hapten mensmbus emdanmis
dan menyebabkan sensitisasi. Pada permukaan kulil yang kering tidak
terlinat reaksi hipersensitivitas terhadap hapten yang dipaparkan pada
kulit (Ahifors dan Lyberg, 2001). Kondisi ini mengindikasikan bahwa hasi
negatif uji lempel di kulit pada pendenta terpapar MMA yang menunjukkarn
gejala klinik, belum dapat dipastikan penderita tersebut tidak mengalami
reaksi hipersensitivitas tipe V. Hal ini dapat disebabkan kargna pada i
tempel & punggung tidak tenadi penetrasi MMA pada permukaan kuit
yang kerng. Dengan demikian peru dikembangkan metoda diagnostik lain
untuk reaks) mpersensitivitas janngan mukesa muilt penderita terpapar
MR,

Fenshitian in akan mengkay pola respons imun sekpnder terhadap
MiA pada kelnci lokal dengan mengikut pola produksi Ighs anli-MkdA
yvang damati dalam jangka wakiu tertentu  Selanjuinya akan dikaj
imunopatogenesis kerusakan jafingan mukosa mulut penderita terpapar

WA melale reaks intasi dan hipersensitetas Peneliian sl ddakukan
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dengan mendeteksi konsentrasi L4, IFN-y. dan TNF-a dalam plasma dan
jaringan mukosa mulul, serta IQE dan IgG spesifik terhadap MMA dalam
SEMMT, yang berperan dalam imunopatogenesis kerusakan  janngan
mukasa mulut Hal ini disebabkan respons imun Iokal pada jarnngan
mukosa mulut tidak dapat dipisahkan dengan respons imun sistemik.

Aktivasi imfosit naif terjadi pada ingkungan mikro khysus d dadam
Janngan limfoid sekunder sepertt misainya kelénjar getah beming. Limfosit
aktif berdiferensiasi memadi sel efektor dan sel memori Sel efektor
cenderung untuk Aoming pada daerah vang mengalami keradangan.
sedangkan sl memoan hormmog secara selektf pada tempat di mana
pertama kail bertemu antigen. 3el efektor dan se! memon mengekspres:
molekul adesi [eukocyle Furnction-Associafed Antigen type-1 (LFA-1)
dalam jumlah yang lehih banyak, sehingga mampu berinteraks dengan
hgan yang terdapat pada janngan ektralimfoid tersier {misaltya. di kulit
tdan mukosa) dan janngan yang mengalam: keradangan {Galdsby ef af.,
2000, Abbas et af, 2000, Roitt ef af, 1993). Oengan cemikian respons
imun sistemik idak dapat dipisahkan respons wmun lokal.

Sampai saat i belum ditémukan metooa diagnestik untuk reaksi
irtasi dan  hipersensitivitas pada mukosa mulut penderita terpapar MMA,
Diduga terdapat korelasi antara profil mediator yang memperantarai
rEspons imun sistemik dan respons mun okal pada janngan mukosa
mulut Dalam peneitan ini akan diuktikan terdapat korelasi antara
konsantras |L-4, IFMN-y, dan TMF-g dalam plasma dan janngan mukosa

mutat pendenta terpapar MMA. Hazl peneltian ini diharapkan dapat
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dikembangkan sebagai metoda diagnostik yang mudah untuk reaksi mtas
dan hipersensitivitas pada penderita terpapar MMA, melalul deteksi
konsentrast iL-4, IFM-y, dan TWNF-¢ dalam serum. Hal ini akan
memudahkan para kiinisi untuk melakukan diagnostik reaksi iritasi dan
hipersensitiviias penderita terpapar MWMA melalls pemeriksaan daran

pernter.

1.2 Rumusan Masalah
Ditinjau dan |atar belakang masalah di atas, maka sebagai
rurmusan masalan adakah

1. Bagaimanakah gola respons imun sekunder 195G anti-MMA pada kelinc
lokal { Oryctolagus cunicuius) yang diimunisasi dengan MMA 7

2. Apakah MMA bersifat imuhogenik pada penderita terpapar MMA,
sehingga dapat menginduksi respons imun humara! igG anti-MMA ?

3. Apakah kerusakan jaringan mukosa muut penderita terpapar MMA
terjadh melalnl reaksi intast, yang ditunjukkan dengan peningkatan
TMF-x tanpa disertai pemngkatan 14 dan IFN-y 7

4, Apakah kerusakan janngan mukosa mului penderita terpapar MMA
tenadi melalui reaksi hipgrsensitivitas tipe |, yang ditunjukkan dengan
peningkatan IL-4 dan hasil positip IgE spesifik terhadap MMA ?

5 Apakah kerusakan jaringan mukosa mulut penderita terpapar MiMA
tenad| melatuy reaks| hipersensitivitas tipe Il dan { atau tipe I, yang
ditunjukkan dengan peningkatan [FN-y dan hasil pesitip oG spesifik

terhadap MbA 7
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& Apakah kerusakan janngan mukoss mulut pendenta terpapar MMA
tenadi meidaiui reaksi hipersensitivitas tipe IV, yang ditunjukkan dengan
peningkatan THF-a dan [FN-y 7

7. Apakah terdapat korelasi antara konsentrasi IL-4, (FN-y, dan THF-

datam plasma dan jaringan mukosa mulut penderita terpapar MMA ?

1.3 Tujuan Penelitian
1.2.1 Tujuan umum
Mengungkap imunopatogenesis kerusakan janingan mukosa mulut

penderita terpapar MMA,

1.3.2 Tujuan khusus
Untuk dapat menjawab tujuan umuem di atas, periu dijabarkan
sacara nnci dengan beberapa tujuan khusus :

1. Mengkaji pola respans imun sekunder IgG anti-MMA pada kelinci okal
(Oryetodagus cunicuius) yang dimunisas dengan MA.

2 Membuktikan MMA bersifat imunogenik pada penderita terpapar MMA,
sehingga dapat menginduksi respons imuen humaoral [gG anti-MMA.

3. Membuktikan kerusakan jaringan mukosa muluf penderita terpapar
MMA  termade melalul réeakst mas, yang  ditumukkan  dengan
pemingkatan TNF-a tanpa disenai peningkatan IL-4 dan [FiN-y.

4. Membuktikan kerusakan jaringan mukosa mulut pendenta terpapar
MM A terjach melaldi reaksi hipersensitivitas bpe |, yang ditunjukkan

dengan peningkatan 1i.-4 dan hasii positip IgE spesifik terhadap MMA,
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5. Membuktikan kerusakan jaringan mukosa mulut penderita terpapar
MMA terfadi melalui reaksi hipersensitivitas tipe || dan /7 atau tipe |,
yang ditunjukkan dengan peningkatan {FN-y dan hasil positip 1gG
spesifik terhadap MMA_

6. Membuktikan kefusakan jaringan mukosa mulut penderita terpapar
MiA teradi melalui reaksi hipersensitintas tipe IV, yang ditunijukkan
dengan peningkatan TNF- dan IFM-y.

7. Membuktkan terdapat korelasi antara konsentrasi [L-4, IFN-y, dan
TNF-¢ dalam plasma dan jaringan mukosa mulut penderita terpapar

MAA,

1.4 Manfaat Penelitian
1.4.4 Manfaat ilmiah
Penelitian ini diharapkan mempunyal manfaat ilmizh  sebagai
fenkut -
1. Dinasilkan informasi iimiah fentang reaksi irtasi dan hipersensitivitas
kerusakan jarinaan mukasa mulut pendanta terpapar MhA
2. Dihasilkan inforrasi iimiah yang menyatakan bahwa profil sitokin iL-4,
iFt-y dan THF-g janngan mokosa mulut, berkorelast dengan profi

sitokin tersebut daiam plasma penderita terpapar MVIA,
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1.4.2 Manfaat apiikatif
Penelitian i juga diharapkan mempunyal manfaat aplikatif sebaqai

berikul .

1.Hasif penslitian  ini  menjadi alasan mendasar  agar dicoba
dikembangkan bahan baru yang bersifat hipoalergenik sebagai bahan
altematif untuk pembuatan girant dalam kedokleran qigi.

2 Hasd peneltian ini dapat dikembangkan sebagai c<ara dhagnostik
sederhana untuk reaksi intasi dan hipersenstivitas jaringan mukosa
rmulut pendarta terpapar MMA, melalui pemeriksaan darah perifer fanpa

kerokan janngan mukosa mulut,
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BAB 2 TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Struktur dan Sifat Kimia Monomer Metil Metakrilat {MMA)

Metil rmetakrilat mempunyar nama lain methy! 2 -metfrylpropenaoate,
methacndic acid methy! esther atau methy! methacryate. mempunyai
rumus kimia {H;C=sC{CH3ICOOCHs ), dan merupakan senyawa ester
turunan senyawa karboksilat (asam metakrilatl yang mempunyai tkatan
rangkap (Gambar 2.1). MMA berpotensi menjadi formaldehida apabila
terpksidasi dengan oksigen dan dapat berubah menjadi asam metakrilat
apabila terudralisis dalam kondisi tedentu sepertt dalam keadazn asam

atau di dalam air (Anusavice, 1986 Combe, 1952)

H CHjy
N i & marupa<an tempat atom atay Ke'cmpok
=, atam

H 0

0
R

matl metaknlat

i CH;
CH=(, —=  FCH—C~]
=0 C=0
3 )
CH; cH,

Folimensas mell metaknlal men@c
ponmell melakrla

Gambar 2.1 ; Struktor monamer metil metakrijatmMA (Combe, 1992)
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Beberapa sifat kimia vang dirmiiki monomer MMA antara lain
adalah mempunyai terat jems 940 g1, kelarutan dalam ar pada suhu
20° C sebesar 11,5 g/l, dapat menvebabkan sensitisasi. dan bersifat irtan

(Anusavice, 1996; Combe, 1992).

2.2 Pelepasan MMA Ke Dalam Saliva

Secara umum, MMA tidak pemah terpolimersasi secara sernpurna
memadi resin akrilik polmetil metakritat (PMMA) baik pada colgd-cured
maupun heaf-cured. Monomer yang tidak ikut terpolimerisasi terjebak dan
berada di dalam PMMA {Anusavice, 1996). Difusi dar MWMA yang tidak
terpobmernisasi merupakan faktor penting vang dapat menyebabkan intasi
atau alergl pada jaringan mulut (Baker et af., 1988; Koda ef af., 1990,
Annusavice, 1996}

Hasil kajian Lefebvre e&f af (1992) tentang wakiu dan pola
pelepasan zat-zat sitotoksik dan beberapa jenis resin menunjuikan bahwa
pelepasan kompanen resin sitotoksik dapat berangsung selama beberapa
han. Komponen sitotoksik yang teriepas dapat tersebar dalam saliva
sehingga marmpu mempengaruhi jaringan sekitarnya.

Peiepasan MMA ke dalam saliva lebih kurang sebesar 45 pgmi
dan bahkan pada tempat tertentu dimana aliran saliva stabil (daerah
palatum} terdeteksi sampai 180 ug/ml (Tsuchiya et af, 1994). Monomer
sisa MMA masih dapat terdeteksi dalam resin akrilik, walaupun lempeng

gigi tiruan sudah dipakai selama 5 tahun.
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Koda ef af (1990) membuktikan bahwa pelepasan MMA
dipengaruhi cleh pH. Pelepasan MMA ke dalam saliva buatan pada pH
4.0 memngkat 1.5 kali lipat dari pada pH netral 6.8, Dilelaskan lebih lanjut,
tila lempeng resin aknlik PMMA dimasukkan ke dalam saliva buatan
dengan ¢H 6.8 salama 10 hari, konsentrasi MMA yang terlepas dalam

saliva terdeteksi 10 kali lipat {(Sadamoni et af, 1992}

2.3 Struktur Mukosa Rongga Mulut
Jaringan mukosa mulut terdin dan dua jenis sel epitel (Rickel ef af,

1996, Zehnder et af., 1999; Presland dan Juravic, 2002) :

1. Masticatory epithelium.
Masticatory epithelium adalah  kerafinfzed stralified sguamous
epithelium yang menutupi berbagal organ rongga mulut. yaitu fidah,
gingiva, dan palatum Keras. Epitei tersebut berfungsi dalam proses
pengunyahan, Epitel ini mengalami keratinisasi dengan derajat yang
berbeda tergantung pada kekuatan fisik yang diterima argan
tersebut

2. Limng epifhelium,
Lining epithelium  adalah  non-keratinized  stralified  squamous
eprthelium yang menutupi permukaan mukosa rongga mulut selain

masticatory epithelium.

Lapisan teruar struktur mukosa rongga mulut terdin dan stratified

squamous epiheium Lapisan dibawahnya adatan lanwna propria dan
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dilkuti oleh submukosa yang merupakan bagisn paling dalam (Gambar
2.2). kpitel mukosa bukal mempunyai lapisan sel lebih kurang 40-50 sel,
Ketebalan rnukcsa rongga mulut bervanas tergantung pada lokasi,
misaiya mukosa bukal mempunyai ketetalan 500-800 um, sedangkan
ketebalan mukaosa hard pafale dan soff palate, dasar songga mulut, ventral
lidah, dan gingiva lebih kurang 100-200 pm. Komposisi epitel juga
bervariasi tergantung pada lokasi di dalam rangga mulut. Epitel Qingiva
dan palatum keras adaiah epitel mukosa yang mengalami keratinisasi
mirip dengan epidermis, sedangkan palaturn |unak, sublingual, dan regio
bukal adalah epitel mukosa yang tidak mengalami keratinisasi. Epitel yang
mengalami keratinisasi mengandung lemak netral seperti seramid dan
asilserarmd. Kondisi ini berhubungan dengan fungsi pertahanan dan sifat
yang relatf tdak permeabel terhadap air. Permeabilitas epitel mukosa
mulut di antara permeabilitas epidermis dan mukosa usus, Permeabilitas
mukosa bukal diperkirakan 4 - 4000 kalt permeabilitas kulit (Sicjae, 1998).
Epitel yang tidak mengalarm keratinisasi mengandung lemak netral yang
bergifat polar, terutarma kolesterol sulfat dan glikosil seramid. Kondisi inj
menyebabkan sifat yang lebih permeabe!l dibandingkan dengan epitel
yang mengalami keratinisas) {Paulsen, 1993; Sjojael. 1998; Presland dan
Juravis, 20023,

Lamina propna adalah selapis tipis proten yang saling berikatan
dengan kolagen tipe IV, Qi atas lapisan ini, sel epitel melekat secara hemi-
desmosom. Semua sel epitel, baik itu sel yang berbentuk kuboid

sederhana maupun strafified squamous epithelia pada mukosa mulut,
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melekat pada lamina propria {Fawcett, 1984, Sjojaei, 1988; Prestand dan

Jurawvic, 2002).

Epiteliurn m—p

Lamina Propria

.J-,;_‘

Sub SUbMUKoSa  — ;-:.;_

Gambar 2.2 Strukfur mukosa rongga mulut (Sicjzei, 1898)

Elemen-élemen penting lainnya di dalam jaringan mukosa mulut
antara lain . 1. pembuiuh kapier, 2. akson syaraf, 3. melanosit 4. sel
asesor fipe sel glia yang menghubungkan antar reseptor sef epitel: 5, sei
epitel atau keratinosil. yang mengekspresikan protein struktural, keratin,
filament; 6. limfasit, 7. sel Langerhans; 8. globular feucocytes (Fawcett,

1994 Sjojasi. 1994: Presiand dan Juravic, 2002).

2.4 Penetrasi MMA Ke Dalam Jaringan Mukosa Mulut

MMA bersifat lipofilik (non-polar), sehingga dimungkinkan MWMA
menembus ke dalam sel melalui membran iapis ganda lemak. Sifat lipofilik
suatu bahan berlawanan dangan sifat hidrofilik. Dijelaskan lebih lanjut
bahwa sifat hidrofobik yang dimiliki cleh MMA didapat dari gugus metilnga

{¥oshi. 1897).
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MMA yang larut dalam lemak menginduksi transisi dan rantai lemak
asit pada argarvzed gel menjadi randomized figuid crystatiine phase. Studi
Differential - Scanning  Calormetry {DSC) dan  Nuclear Resonance
Spectroscopy (NMR) yang meneliti tentang interaksi antara hposom dan
MMA. Perelitan ini bertuyuan untuk mengklarifikasi sifat dan dergat
interaksi antara liposom dan monomer, dan mempelgjan mekanisme
aktifitas biologis tersebul. Interaksi antara MMA dan liposom diinduksi cleh
migrasi MMA secara langsung melewati lapisan lemak dengan kekuatan
penggerak dari sifat hidrofobik MMA, sehingga terfadi inkoorperasi MMA
pada membran lemak lapis ganda (Fujsawa ef af, 2000). Penemuan
tersebut menunjukkan bahwa MBA dapat merembes masuk ke dalam
membran sel hidup dan berpofensi menginduksi tenadinya inflamasi atau
alergi.

Maiekul kectf larut lemak menginduksi perubahan di dalam lapisan
ganda lemak dari sel hidup, sehingga menyebabkan ikatan dengan protein
membran dan menyebabkan celf injury (ejas) {(Jaruga et al, 1998

Fujisawa et af, 2000}

2.5 Respons imun

Sistim imun ialah semua mekanisme yang digunakan untuk
pertahanan twbuh sebagal penindungan ferhadap bahaya vang dapet
ditimbuikan cleh berbagat bahan dalam lingkungan hidup. Pertahanan
tersebut terdin atas sistem wmun alamiah  atag nonspesifik {natural /
innate wmmurilyd dan chdapat atau spesifik (adaphive/acguired immunity)

{Roift &t af 1993, Tizzard. 1993 Goldsby et af . 20003,
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Sistim imun nonspesifik merupakan pertahanan tubuh terdepan
dalam menghadapi serangan berbagai nmukmarganisme, oleh karena
dapal memberikan respon langsung terhadap antigen. Sistim tersebut
dizebut nonspesifik karena tidak ditujukan terhadap mikroorganisme
tertentu. telapi ditujukan kepada semua mikroorganisme dan telah ada
serta stap bedungs sejak lahir. Sistern ini terdin dan permukaan tubuh
dan berbagal komponen dalam tubuh. antara [@n sel mononuklear
{monosit dan makrofag) sera sel polimorfonuklear (PMNY atau granulosit.
kedua sel tersebuot tergolong fagosit dan berasal dari sel induk
hematopoietik {Tizard, 1985; Goldsby ef af, 2000}

Sistem wmun spesifik akan mengenali benda asing yang perttama
kKali muncul dalam tubuh. sehingga teradi sensitisas: berbagai sel sistem
imun lersebut. Bila sistem imun tersebut bertemu kembaili dengan benda
azing yang sama. maka benda asing terselut akan dimusnahkan {Roitt &t
al.  1993; Tizard, 19595) Sistem imun spesifik  hanya dapat
menghancurkan benda asing vang sudah dikenal sebelumnya. Sistim
imun spesifik dapat bekerja tanpa bantuan sistim imun nonspesifik untuk
menghancurkan benda asing yang berbahaya bagi tubuh, tetapi pada
umumnya terjalin kerjiasarna yang baik antara limfosit dan fagosit Antigen
yano ditangkap dan  diproses  Antigen  Fresenting  Celfs  (APC)
dipresentasikan kepada limfosit T. APC tersebut memproduksi dan
melenas sitokin seperi L-1 yang merangsang sel T untuk berproliferasi
dan perdferensiasi. Sel T tersebut juga memproduksi sitokm tertentu,

antara la:n IL 2 (Roatt of @ f, 1993 Tizard, 1995, Golsby af &/, 2000,
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pengaruh TCR fneage commilment, mungkin dengan mengontrol durasi
dan kekuatan influks Ca®™ (Sloan-Lancaster ef af. 1957) Malekul
kostimulator CD28 dan B7 berfungsi datam aktivasi sel Th. Keadaan ini
didukung oleh penelitian pada CD28 dan BY knockow! mwce yang
menunjuikkan réspons  umun berkurang  secara signfikan dengan
gangguan respons imun yang melibatkan sel ThZ (Tizzard, 1995)
Reseptor kostimutasi ketiga vaitu ICOS, secara fungsional berhubungan
dengan 028 dan igand BY-H1, diperkirskan sebelumnya menstimulasi
diferensiasi sel ThZ. Differensiasi sel ThZ lebih banyak disebabkan oleh
CD28 dependent Oxy signaling (Akiba ef &, 2000}, Sebaliknya, interaksi
LFA-1HLANM-1 menekan perkembangan s&l Th2. Hal ini telah dibuktikan
dalam peneltian yang menunjukkan babwa oking interaksi i
menghasilkan produksi yang berlebiban dan sel Th1 {(Galomon dan

Bluestone, 1995}

2.5.2 Sel yang berfungsi dalam presentasi antigen

Semua sel yang mengekspresi molekul MHC-kelas | atau kelas |l
dapat mempresentasikan peptida kepada sel T, sehingga dapat digebut
zebagai AFC. Sel yang mempresentasikan peplida bersama-sama
dengan molekul MHC-kelas | kepada se! 7 CD8 disebut sebagal sel
target. sedangkan sel yang mempresentasikan peptida bersama-sama
dengan molekul MHC-kelas | kepada se! T CD4° disebut sebagan APC

(Reitt ef &, 1693 Abbas ef af, 2000; Galdshy ef af., 2000)
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Berbagan macam sel dapat berfungsi sebagai APC. Hal yang
membedakan sel-sel tersebut adalah kemampuan mereka  untuk
mengekspresi malekul MHC kelas-) dan memberkan signal kastimutas,
Beberapa Jenis sel digolongkan sebagai APC professional yaity (Hilkens
et al 1997 Krasteva et af, 1998, Germain 1993; Soeparto dan Sudarmo,
2003, Effendy ef a/., 2000; Goldsby ef &, 20007 :

1. Sel dendrilik.
Sel dendritik adalah APC yang paling efektif, karena s&l tersebut
secars terus menerus mengekspresikan molekul MHC-kelas 1| dalam
jurmiah besar dan memiliki aktivitas kostimulator sehingga dapat
mangaktifkan sl T naif.

2. Makrofag.
Set ini harus diaktifkan melalui fagositosis mikroorganisme sebelum
mengekspress molekul MHC-kelas 1l atau melekul kostimulator B7
pada membran.

3 Sel@
Sal B mengekspresi molekul MHC-kelas || secara terus menerus,
tetapi harus diaktifkan terlebih dahulu sebelum mengekspresi molekul
kostimulatar B7,

Jenis sel lain yang digelongkan sebagai APC nonprofesional, dapat
diinduksi urtuk mengekspresikan molekul MHC-kelas Il atau suatu signal
kostimulasi. Banyak dari sel tersebut berfungsi mempresentasikan antigen
hamya untuk wakiu yang singkal yaitu selama respons keradangan

diperanankan {Krasteva gt af., 1998, Goldsby at af, 2000).

IMUNOPATOGENESIS KERUSAKAN JARINGAN ... | GUSTI AJU WAHJU ARDANI



ADLN Pepustakaan Universitas Airlangga
21
Hampir semua sl berinh mengekspresikan molekul MHC-kelas
sehingga hampir semua sel berinti dapat berfungsi sebagai sei target yang
mempresentaskan antigen endogenous kepada sel T sioioksk (sel Tc)

(Roitt et af . 19893 laneway et &/, 18587, Goldsby ef af, 2000).

2.5.3 Perkembangan sel Th1 dan Th2

Limfo=it T maupun B mandasan pola respons imun yang kompleks
Limfosit T dan B berkembang mulai dart sel prekursar nonfungsional, dan
berdiferensiasi menjadi set efekdar.

Fada dekade terdahulu. Mosman dan Coffman {1983} yang dikutip
oizh Glimcher dan Murphy (20003, menemukan bahan limfasit S04+ Th
naif mencit. bila menenma stimulus antigenik akan berdiferensiast menjadi
? subset yang berbeda. Hal ini ditentukan berdasarkan fungsi dan profil
sitokit yang unik untuk masing-masng subset {Gambar 2.3} Subeat sel
Th1 dan Th2 bertanggung jawab untuk imunitas seluler dan respons imwn

hurnoral (O"Garra, 1948 Glimcher dan Murphy, 2000, Farrar ef ai., 2002},

e s - — . _
Gambar 2.3 Signal yang mempengaruh: diferensiasi sel Th
{Ghmchear dan Murphy. 2000}
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Sitokin adalan polipeptida kecd yang ming hormon, mmempuanyai

aktivitas  plectropk pada berbagar macam tpe el Scl T tidak
mentanskrips gen sitokin Secara terus menerus. tetapl secara cepat
drnduks. selama proses akhwas melalui reseptar &l T (TCR} dan molekui
kostimulator (Lenschow ef af | 1886, Ghmcher dan Murphy, 2000; Farrar ef
a 2002). Teaiah panyak kemajuan yang dicapal untuk identfikase jalur
signasng ean faktor transkrips) yang mengkontrol diferensiaz: 2 Th1 gan

Th2 seperti pada skema dalam Gambar 2.4,

:Fﬂ;____ AT. W a
TEmmM
TEgFd
Tt =T
- Gambar 2.4
NFAT;F - {A] Fal';mr_
_ Ny 45 transkripsi vang
2-Whart mempengaruht

GATH-1
KIPLE T A

MFATC

diferersias: Thelper
{B] Faktor Tissie-
specific yang
mengatur diferensiasi
CD4a" T helper
{Glimcher dan Murphy
2000
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Gambar 2.4 menunjukkan bahws sudah diketahul bérbagai signal
yang mengatur |alur sel Th dengan lokus khusus pada 3 subset-specific
transcrphion factors © T-bet, GATA-3, dan c-Maf, yang bertanggung jawab

untuk diferensiasi menjadi sel Tht dan Th2 {Gambar 2 .4).

2.5.4 Sitokin sel, fengtip set dar fungsi sel

Pertedaan fungsi antara subset s& Th dapat dijelaskan
berdasarkan aktivitas sitokin yang dibasilkan cieh selap subset. Sitokin
et Th1 yang penting adalah [FM-y dan IL-2  Sitokin  tersebut
memperantarai  respons  hipersensitivitaz  tipe  lambat dan  akbvasi
makrefag. Sitokin yang dibasilkan sel ThZ adalah L4, {L-5, [L-8, IL-10,
dan iL-13. Snokin tersebut mendukung perkembangan sel B dalam
memproduks: antibodi yang pentng dalam memperantarai respons alergi
{Faul dan Seder 1884} Produksi [L-2, IL-4, gdan [FN-y secara simultan
dapat diobservasi pada sel Th mamusia. Permukaan sel mengekspresi
anligen yang wunik, dan telabh didertifikasi ekspresi antigen pada
pemmukaan sel Thi dan ThZ. Sef Th1 mengekspresikan reseptor rantai [
IFN-y, reseptor ramtai § [L-12, reseptor IL-18. F-sefectin glycoprotein
figand-1 {PSGL-1) Marker yang diekspresikan aleh sel Th2 adalah 1L-1
like mofecwles. Molekul T1/572 adalah marker yang stabil untuk s&l Thz n
vivo yang mungkin penting dalam menginduksi respons sel Th2. Antibedi
ternadap T1STZ2 menekan inflamas eosinchilk pada saluran nafas dan

merakan sitokin sel Th2 secara in vivo [Lohning et af . 1988),
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Ekspresi marker pada sel efeldor Th1 dan Th2 mungkin marupakan
konsekuensi dan peran ligan atau lingkungan sitokin, Antigen permukaan
selama diferensiasi sel Th1 atau Th2 masih belumn diketahui. Cara terbaik
untuk membedakan fenotip dua subset i berdasarkan pada profit sitokin
yang unik dengan pewarnaan selular untuk IFMN-y dan IL4 (Ouwyang ef al..

2000).

2.5.5 Fakter yang mempengaruhi diferensiasi sel Th menjadi sel Tht
dan Th2

Sel Th CD4+ setelah berdiferensiasi dan bermigrasl dar imus ke
argan limfoid perfer disebut set Th naif. Sel Th naf secars fungsional
belum matang dan hanya mampu mensekrest IL-2, Sel Th naif yang
berdiferansiasi menjadi sel Th1 mengekspresi gen IFM-y dan yang
berdiferensiasi menjadi sel Th2 rmengeksprest gen IL-4 (Kamogawa ef al,
1993 Abbas ef &/, 2000). Aktivasi dan diferenssasi di perfer memenukan
paling sedikil dua signal yang terpisah. Signal pertama dikiim oleh
TCR/AZDE, setelah interaksi dengan antigen/MHC pada APC. Signal ke
Jua dihasilkan oleh molekul kostimulator atau molekul aseson yang
bernnteraks: dengan resepior figand vailu CO28/87, OX40 dan LFA-
1MCAM. Respons imun yang dibangkitkan akan didominasi oleh sel Thi
atauv sel Th2, jefas dipengaryhi oteh keadaan atau kondisi kedua signal
tersebut {Abbas &f af . 2000: Farrar ef af, 20027

Diferensiasi sel Th digtur oleh sejumlah molekul dari signal
trantsducer and actvator of lranscrption [Staly family. Tetah dipelajani

kemampuan perkembangan sel Th pada menoit. dengan menghrlangkan
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Stat 4 dan Stat & pada limfosit. Limfosit yvang tidak memiik Sfaf 4 dan Sfat
6, gagal untuk berdferensiasi ke arah sel Th2. Meskipun limfosit Stat 4
dan Siat 6 - menghasilkan sedikit IFN-y pada kultur jaringan, fimfosit
dapat diaktivasi untuk berdiferensiasi menjadi set ThT1. Limfosit Statf 4 dan
Stat 6 -~ secara in vive pada mencit mampu membentuk sejumiah

respens Thi yang memperantarar respons hipersensitivitas tipe lambat

{Coccia ef a1, 1999 dan Zhang ef &/, 2000).
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Gambar 2.5 Fakior transkripsi yang mengkontrol diferensias sel
Th1 {Glimcher dan Muwphy, 2000}

.

2.56 Sitokin

Sitokin memainkan peran penting dalam pelansasi sel Th. Sitokin
yang mengendalikan diferensiasi sel Th1 adalah IL-12, sedangkan yang
mengendalikan diferensiasi sel Th2 adalah [L-4. Sitokin yang mendorong
diferensiasi subset sel Th1 menghambat pembeniukan subset sel Thz.
dan sebabknya (Scatt, 1891). Kejadian ini adalah tahap yang penting
karana sekali terbentuk sel Th tidak dapat diubah menjad sel ThZ, dan

sebakiknya (Scott 1991). Persyaratan dan kedua sifokin tersebuf teiah
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ditunjukkan oleh mencit yang tidak mempunyai ferotip sitockin, reseptar
sitokin atau molekul efektor. [L-12 yang disekresi cleh APC, mengaktifkan
jalur signal Star 4 Mencit dengan 1112 ) atau Staf 4 () tidak
mempunyai 3el Tht (Kaplan ef al., 1959). Dua sitokin yang lain yang
mempengarehi perkembangan Tht adalah iL-18 yang mempunyat
reseptor yang berkaitan dengan IL-1 receptor family dan IFN-y (Cerretti ef
af., 18892} |FN-y mengaktifkan jalur Stat 1 (Meraz, 1986). Mencit dengan
IL-18 {-) atau Sfat 1 (-} mempunyal gangguan pada respons sel Thi
secara i wyp. Tetapl mencit dengan (-4 {-} dan reseptor L4 {+) atau
Stat & (-) menunjukkan adanya perkembangan sel Th2 dalam respons
terhadap stimuli {Kuhn et &/, 1851). Kondisi ini disebabkan oleh fungs:
biotogis sitokin lain yaitu IL-13, vang dapat berfungsi sepert L4 IL-13
mampu mendoreng perkembangan s& Th2 dan sintesis [gE dalam kondisi

yanq tidak tergantung pada IL-4 pada mencit (Farrar et af., 2002).

2.6. Potensi MMA Dalam Menimbulkan Respons imun

Monamear MMA merupakan hapten. Hapten dapat menimbulkan
respons imun, bila terebih dakhulu secara kimiawi  berkatan  astau
berkonjugasi dengan makromolekwl pembawa (carden atau dengan
protein tubuh. Contah protein pambawa adalah protein heterclogus seperti
bovirne serum sibumin (BSA), ovalbumin (OVA}, atau chicken y-globutin
{CGG), dan eritrosit heteralogus (Austyn dan Wood. 1994 Tizand, 1995).

Hapten adalah molekul organik kecil yang bersifat antigenik, tetapi

tidak bersifat imunogenik {Golsby ef af | 2000). (katan kimia antara hapten
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dengan protein pembawa (camer profeirty membentuk konjugat hapten-
carrer (hapten-carier conjugate), sehingga mempunyai sifat imunogenik,
Senyawa tersebut mampu menginduksi respons imun humoral Mmaupun
seluler (Austyn dan Woeod, 1884, Krasteva ef af, 1988 Golsby et ai;,
2000).

Antigenasitas adalah kemampuan antigen sederhana  yntuk
hennteraksi spesifik dengan antibodi bebas dan f atau dengan reseptor
pada imfosit. Sel B mengenal sisi kecil yang disebut sebagai determinan
antiganik atav epitop pada penmukasn komplek imunogen. Faktor yang
mempenganini imunogenisitas yaitu keasingan, besar rmalekul, dan
kompaosist kimia serta kornpleksitas dan kepekaan terhadap pemrosesan
dan presentasi antigen oleh APC. Sel imun tidak akan beninteraksi atau
mengenali seluruh molekul imunggen, tetapt mfosit mengenat sisi vang
mempunyal cin tersendini pada makromelekul yang disebut detemminan
antigenik (Roitt ef af . 1983; Galsty et af , 2000},

Respons imun yang tennduksi oleh hapten bersama-sama protein
permnbawa dikenal sebagai haplen-carrier résponses (Austyn dan Wood,
1994). Pada kasus respons haglen-camer, dapat diprediksi bahwa APC
mengenal kompleks Rapten-carrier melalui hapten (Krasteva ef af, 1998).
Proses selanjutriya, kompleks hapten-camier di dalam APC mengatami
pemrosesan dan menghasikan dervat peplida dar camier yang dapat
berkatan dengan molekul MHC, untuk kemudian dipresentasikan kepada

sel T {Austyn dan Wood, 1994 Krasteva et al | 1998},
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Sel B mengenal determinan pada antigen murni melalu
imunogiobulin pada membran (mlg), dan antigen diinternalisasi untuk

selanjutnya diproses {Gambar 2.6).

/
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Gambar 2.6 Pengenalan sel T dan sel B (Austyn dan Weod, 1994)

Peptida yang berikatan dengan MHC di permukaan sel B
dipresentasikan kepada sel T spesifik. Proses ini merupakan syarat yang
diperiukan untuk menimbulkan respons antibedi. Pada respons haplen-
carrier, sel B spesifik terhadap hapten mengenal kompleks melalui hapten
karena hapten tidak dapat rmasuk ke molekul MHC tersebut. Proses
selanjutnya, kompleks tersebut di dalam sel diproses menjadi peptida
derivat carrier yang dapat berikatan dengan molekul MHC-kelas Il untuk
dipresentasikan kepada sel T {Austyn dan Wood, 1954). Kontak langsung
sel T dan sel B {cognafe inferaction} terjadi jika sel T spesifik mengenali
peptida-MHC komplek di permukaan membran sel B (Austyn dan Wood,

1994, Tizzard, 1995; Goldsby et a/., 2000).
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Teor imunisasi {Clancy, 1998) menyatakan babwa pembenan
antigen pada imunisasi pertarma akan menginduksi respons antibodi yang
dapat divkur dalam serum setelah fag perod sekitar & sampai 12 hari
{Gambar 27). Isotipe antibodi yang dibasilkan selama respons primer
pada umumnya adalah IgM, kemudian antibogi yang dihasilkan menurun
sagera setelah mencapai puncak, dan terjadi pembentukan sel B mamon.
Pemberian antigen yang sama untuk ke dua kalinya pada boosfer akan
menginduksi respons antibodi dalam serum yang dapat diukur dalam
beberapa han setelah paparan antigen tersebut Isotipe antibodi yang
diproduksi terutama adalah I1gG. Antibodi dalam serum dipertahankan
gdalam waktu yang lama yaitu dari beberapa minggu sampai beberapa
bulan setelah paparan antigen, serta mempuhyai afinitas yang sangat

tinggi {Austyn dan Wood, 1994; Tizard et al,, 199%5; Clancy, 1998; Parslow

ef af, 2002).
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Gambar 2,7 Respons imun primer dan sekunder setelah pembenan
imunisasi {Clancy, 1998)
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parah, syok anafilaktik dapat teriadi apabila penyebaran aktivasi mastosit
secara luas menysbabkan vasodiatas) dan penurunan tekanan darah,
konstriksi jalan nafas, pembengkaan epigletis, dan mati lemas. Seringkali,
ekspresi reaks hipersensitivitas tipe | terjadi terlokalisast pada kulit (frives
atau vesikula dan eksema} (Arshad, 2002; Kraneveld et af., 2001; Goldsby

ef g/, 20003

r.‘-ll‘l TR LR TR T T LU LT L EP B IR P

i
R

Gambar 2.8 Reaksi Hipersensitivitas lipe 1 atau reaksi
hipersensitivitas tipe cepat (Arshad, 2002)

Feterangan ;| Degranuias) mastosit terjadi karena katan zlang dua antibod IgE
pada pemukaan sel oeh alergen

Tahapan terjadinya reaksi alergi yang diperantarai IgE teradi melalui
fase sensitisasi dan fase aktivasi mastosit. Sensitisasi adalah pertemuan
awal alergen dengan sistem imun yang menyebabkan produksi IgE.
Banyak alergen dapat mendorong pelepasan IL-4 olet sel organ non-
limfoid seperti mastosit dan basofil. IL4 lebih mengarahkan perkembangan
sel Th menjadi sel Thd. Subset sel Th2 menyediakan sitokin IL-4 |L-5, [L-6,
IL-10, serta 1L13 yang dibutuhkan untuk sintesis IgE. Produksi IgE dapat
menekan pembentukan IFN-y yang dihasilkan oleh sel Th1 {Arshad, 2002;

Whoaolhiser et al,, 2001; Kay, 2001. Goldsby et af., 2000).
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Aktivasi mastosit terjadi dengan cara pengikatan IgE  pada
permukaan maslosil melalui reseptor Fe. lkatan tersebut dapat bertahan
sampal beberapa bulan. Bila terjadi kembali paparan alergen, maka
alergen akan mengadakan ikatan silang dengan igE pada permukaan
masiosit atau basofil yang telah mengalami sensitisasi, Pada saat itu Ca?*
akan masuk ke dalam sel, dan mastost terinduksi untuk mengalami
degranuiasi dan melepaskan beberapa mediator utama, antara lain
histarmin. heparin, leukotrin, tromboksan, prostaglandin, dan  sitokin
Degranulasi mastosit tidak hanya terjadi melalui katan silang IgE tetapi
jga dapat melain 1gG1 (Arshad, 2002, Whoolhiser et &/, 2001; Kay, 2001
Goldsby et al., 2000)

Fada reaksi hipersensifivitas tipe | disamping terjadi aktivasi
mastosit oleh IgE. dapat juga terjadi melalui aktivasi eosinofil. Eosinofi!
adatah tipe sel yang banyak dijurmpai pada infiltrast sel radang selama
respons hipersensitivitas tipe { fase lambat Pengumputan eosinofil terjadi
karena aktivitas fakior knemotaktik ecsinofil (ecsinophil chemotactic factor /
ECF) yang dikeluarkan oleh mastosit selama reaksi awail. Berbagal macam
sitokin yang dilepaskan di tempat tersebut termasuk (L-3, I1L-5, dan GM-
C5F berperan dalam pertumbuhan dan diferensiasi eosinofif, Eosinofil
mengekspres| resepiar Fo untuk 1gG dan IgE yang dapat berikatan dengan
alergen. |katan silang antibodi pada permukaan eosinofil olen alergen akan
menyebabkan degranulasi dan pelepasan mediator inflamasi termasuk
platelet achivating factor (PAF) dan leukclnn (Koueilova et al, 2004

Arshag, 2002, Krareveld et ai., 2002 Rothenberg. 1998,

DISERTASI IMUNOPATOGENESIS KERUSAKAN JARINGAN ... | GUSTI AJU WAHJU ARDANI



ADLN Pepustakaan Universitas Airlangga a3

TEUH Btttk FFHIRCHIT )

Fulin ek T ’

EET Alergi reqshnn

Gambar 2.9 Dasar reaksi alergi tipe | yang diawali dengan fase
sensitisas| {Arshad, 2002)

Meskipun eosinofil menyebabkan kerusakan jaringan, eosinofil juga
penting untuk menghentikan reaksi inflarmasi. Eosinofil mensekresi fakior
yang merusak produk inflamasi mastosit seperti histaminase yang
mendegradasi histamin, dan oksigen radikal yang merusak sfow-reactive
substance of anaphylaxis (SR3-A} (Rothenberg, 1988. Goldsby ef af.,

2000; Malaviya dan Lckun, 2002},
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Reaksi inflamasi juga diredam oleh mekanisme umpan halik
negatif, dimana histamin yang dihasikan oleh mastosit benkatan dengan
resépior histamin pada mastosit yang ada disektamya, sehingga tenadi
hambatan proses degranulasi.

Fakior yang berperan di dalam reaks| Mpersensitivitas tipe 1 {Parslow of
af, 2001; Leung, 1996, Roitt et af.,, 1983) .
a. Peningkatan serum IgE total.
Serum IgE total dapat divkur dengan radioirrmunosorbent test (RIST).
b. Genotip HLA,
Penderita alergi cenderung memproduksi antibodi IgE terhadap satu
atau bebempa antigen, Kondisi ini menunjukkan terdapat hubungan
antara produksi 1gE terhadap alergen yvang diberikan dan genotip pada
HES-DR.
¢. Penyimpangan respons imun,
Penyimpangan respons imun sel Thi akan menginduksi ke arah

respons sel Th2 yang memperantarai reaksi hipersensitivitas tipe |,

d. Polutan lingkungan.

FPalutan lingkungan antara lain adalah sulfur dicksida, nitrogen oksida,
debu disel {diesel exhaust parficufafes { DEP), dan asap. Polutan
tersebut dapat meningkatkan permeabiiiias mukosa dan meningkatkan
masuknya zlergen, sehingga meningkatkan respons pembentukan
antibodi, DEP dapat pertindak sebagai ajuvan yang kuat untuk

produksi {gE.
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L Kk yang  dilskukan  untuk mengetahw respons
hipersensitivitas tpe | antara lain adaiah {Arshad 2002, Parslow ef af,
2001 Leung. 1996; Roitt et af.. 1993) -

a. GSkin prick test,
Alergen dimasukan intradermal. Bila penderita alergi (hipersensitivitas
tipe 1) terhadap alergen tersebut, maka akan ténadi pelepasan
mediator ofeh mastosit yang meényebabkan terbentuk wheal-and-flare
reaction {bentukan kecil berdiameter berkisar antara 5-7 mm dengan
tepi yang jelas, disertai edema lokal dan gatal). Reaksi tersebut terjadi
15 menit setelah alergen masuk. Respons lambat tenadi setelah 5 jam
dengan gambaran khas sepert diatas. tetap letih besar dan sangat
nyeti

b. Skin pafch test.
Aplikasi alergen, misalnya debu rumah tangga, doleskan pada kulit
Skt pateh test tidak bempengaruh di ternpat aplikasi {(hasil nepatif}

pada penderita ekzema atopik.

2.7.2 Raksi hipersensitivitas tipe Ul

Reaksi hipersensitivitas tipe || diperantarai oleh antibodi gt dan
ig; terhadap antigen ekstraseluler pada permukaan sel. Antibod: yang
berikatan dengan antigen pada permukaan sel dapat memyababkan
kerusakan sel melalul asktvas) sistem koemplemen, yang selanjutnya
rmemyebabkan terbeniuk por pada membrane sel {Mmembrate altack

complex ! MACY MAC adalah bagian akhir dan akivas komplemen yang
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melibatkan C8b, C8, Cr7, C8, dan C9 Kompanen tersebut akan

bennteraksi secara berurutan untuk membentuk struktur makromeolekuler

yang menjpakan pori. Pori yvang terbentuk akan menyebabkan lisis sel
target {Abbas, 2000, Goldsby ef af | 2000, Roilt &f &, 1883).

Aktivasi  komplemen melalui  jalur  kiasik  menyebabkan
pernbentukan anafilatoksin C3a dan CSa vang menark netrofif dan
makrofag ke tempat tersebut, zerta menstimulasi mastosit dan basofl
untuk menghasilkan amin vascaktif yang menarik dan mengaktivasi sel
efaktior lainnya (Abbas, 2000, Goldsbky of af, 2000, Raift of af, 1893).

Aktivast komplemen juga menyebabkan deposisi molekul C3b pada
membran sel target, sehingga akan tenadi proses opsonisasi yang
memudahkan fagositosis sel target oleh sel fagositik. 5el efektor (sel
fagosit) berikatan dengan kompleks antigen-antibodt atau C3b dan C4b
pada permukaan sel, yang akan menstimulasi sel fagosit untuk
menghasilkan leukatrin dan prostaglandin {contoh ;| LTB, dan PGE:), senta
meningkatkan aktivitas lisosomal (Abbas, 2000; Goldsby ef af., 2000, Roitt
et al.. 1983}

Antibodi juga dapat memperantarai destruksi sel melalui anfibody-
dependent cefl-mediated cyfotoxicty (ADCC). Dalam proses ini, sel
sitoloksik yang memiliki reseptor Fo berikatan dengan daerah Fo dari
antibodi yang melekat pada seal farget, dan menyebabkan kérusakan sel,
Sel yang dapat berfungsi sebagai kiffer cefls pada ADCC adalah sel
natural kitfer {sel N}, makrofag, monosit, netrofil, dan eosinofil (Abbas,

2000 Goldshby ef al. 2000. Roitt et af., 1993).
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janngan, sehingga terjadi pelepasan enzim hsosom pada pemmukaan
janngan tersebut sehingga terjadi kerusakan janingan {Tizard ef a/., 1995

Abbas. 2000; Goldshy ef o/, 2000; Parslow et a/., 2001).

2. 7.4 Reaksi hipersensitivitas tipe |V

Reaksi hipersensitivitas tipe |V dikenal pulz sebagai defayed-tvpe
hypersensitivity (DTH) or celfbmediated hypersensifivity. Antibodi  tidak
mempunyai peranan pada reaksi im, tetapi diperantaral oleh sel Th1 yang
telah gisensitisasi sebelumnya oleh antigen. Sel Th1 berfungsi bersama-
sama dengan sel jenis lamn terutama makrofag (Black, 2005; Goldshy ef af .
2000; Tizard et af.. 1995 Roitt &f &, 1993; Ptak et af, 1591).

Perkembangan respons DTH membutunkan fase sensitisasi awal
selama 1-2 mingge setelah kontak primer dengan antigen, Selama periode
in, sel Th digktivasi dan berproliferasi secara kional oleh antigen yang
dipresentasikan bersama dengan molekul MHC kelas 1| pada permukaan
APC. Berbagan macam APC yang terlibat pada respons DTH antara lain
adalah sel Langerhans dan makrofag. Sel Langerhans adalah sel dendritik
yang dyumpai pada epidermis. APC menangkap antigen yang masuk
melalui kulit dan membawa ke jaringan limfoid regional. dimana sel T
diaktivas! oleh antigen. Pada beberapa spestes termasuk manusia. sel
endokel vaskuier mengekspresi molekul MHC-kelas 1! dan juga berfungsi
sebagal APC dalam respons DTH. 3el yang pada umumnya diaktifkan

mada fase sensitisasi adalah sel Th1, telapi sel T CD&+ juga dapat
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aktivasi makrofag serta sel inflamasi nonspesifik, Sitokin yang dihasilkan
vleh sel Th1 akbt adalah fL-2, IL-3, IFN-y, TNF-8, GM-C5F, Khemokin
yang dihasitkan oleh sel Thi aktif adalah IL-8, MCAF, MIF. Makrofag
berfungs sebagal sel efektor utama dalam respons DTH. Sitokin yang
dihaszilkan oleh sel Thi akhif akan menginduksi monosit darah untuk
melekatl pada sel endotel vaskuler dan bermigrasi ke jaringan sekitarnya.
Selama proses ini, monost berdiferensiasi menjadi makrofag  aktif.
Makrofag aktif mensekresi TMF-o dalam jumlab besar serta memiliki
kemampuan fagositosis yang lebih tinggl dan memiliki kemampuan yang
memngkat untuk membunuh mikroorganisme melalui berbagal macam
mediator sitotoksik. Keadaan ini dapat menyebabkan kernusakan jaringan
Selanjutnya makrofag aktif mengekspresi molekul MHC-kelas || dan
moelekul adesi daiam jumlah yang lebih banyak, sehingga dapat berfungsi
sebagai APC dengan lebih efeklif (Goldsby &f &, 2000).

Regpons DTH pada umumnya akan mencapai puncak pada 48-72
jam setelah kontak sekunder. Respons [ambat ini disebabkan karena
dibutuhkan wakiu agar sitokin dapat menginduksi influks Iokal dar
makrofag serta aktivasi makrofag. Setelah respons DTH dimulai, tenadt
sualu kKefja sama yang kompleks dan sel nonspesifik dan mediator.
sehingga menyebabkan proses amplifikasi {Gambar 2.11). Sebagai conteh
reaksi persensitivitas |V adalah kontak alerg ¢ kulit {Goldsty et af, 2000

Leung, 1995, Guin, 1985),
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Gambar 2.12 . Reaksi hipersensitivitas tipe IV (Arshad. 2002}

Keterangan @ Feczeptor permukaan zel T sitotosik vang tersensitisasi
mengenal antigen pada sel target, melepaskanr mediatorfstakin yandg
mengakibatkan sel isis

Hipersensitivitas tipe lambat oleh karena induksi alergen spesifik
pada kontak epikutaneus dapat berkembang menjadi sensitivitas spesifik
fLeung. 1298). Jadasschn pertama kali menggambarkan dermatitis kontak
irtasi pada tahun 1895, dan mengembangkan pafch fesf (uji tempel) di
Amerika pada dekade 1330, Fimn chamber dirancang untuk metoda
standar pafch test pada individu terhadap jenis bahan kimia pada lapisan
epikutan yang tipis (thin-layer rapid use epfcutanecus | TRUE fesf). Test
ini layak dipakai sejak tahun 1990 {Leung, 1998, Guin, 1995}

Bahan kimia pada umumnya mampu menimbulkan dermatitis
kontak bila mempunyal berat molekut lebih kurang 500 D. Hampir 3000
bahan kimia tercatat sebagai penyebab kontak alergi, dimana moiekul
kimia keol yang bertanggung jawab sebagai penyebab harus berikatan
dengan protein pembawa pada sel Langerhans di dalam lapisan

suprabasilar dari epidermis. Sel Langerhans berfungsi sebagai APC di
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daiam kuil Sel Lamgerhans akan mempresentasikan antigen bersama
rmolekul MHC-kelas If kepada sel T CD4+. Selanjutnya terjadi aktivas: sel
T CD4+ vyang rensekresi IFN-y. Keadaan iersebut memicu aktivasi
makrofag yang kemudian akan menyebabkan reaksi hipersensitivitas tipe
IV yang dapat diamati pada kulit {Parslow et af, 2001; Raitt et af, 1993,

Guin, 1995).

2.8 Perbedaan Reaksi Kontak Afergi, Kontak Iritan Dan Atopik Di
Kulit

Salah satu reaksi hipersensitivitas tipe lambat di kulit yaitu reaksi
kontak alergi. Reaksi kontak alergi ini dibedakan dengan kontak intan di
kuiit. FPeran =itokin sangat menank untuk ditelit dalam patomekanisme
yang diperantarai oleh sel {ceft-mediated) pada kontak alergi o kulit.
Patomekanisme kontak intasi di kulit bemsifat nonimunofogik dan dikenal
sebaga non-immunolegic irffant comtact (Effendy ef af, 2000, Leung,
1996; Guin, 1995).

Beberapa substansi tedenty merupakan penyebab irtasi dan
inflamasi pada indwdy yang terkena. Tipe stimulus eksogenus dapat
mempengarutu reaksr tersebut. Aplikasi topikal bahan kimia tertenty akan
menginduksi witasi. tetapi dengan tspe sfripping pada kulit belum
memperhatkan infitrasi sel inflamasi selama 24 jam pertama. Setelah ity
mular dijumpai infiltrasi sel radang pada tempat tersebut {Leung, 1996).

Epidermis kaya akan sumbwer sitokin dan faktor pertumbuhan
{Zehnder ef af, 1999, Enk dan Katz, 1982}, Keratinosit merupakan masa

gl Jiama pada epdermis manusia  Keratinesit tidak hanya berfungs
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schagal target irtan {Kermani ef af, 2000, Enk dan Katz, 1992), tetap
juga bertindak sebagai sigraf fransducer yang mampu merubah stimulus
eksogenus menjadi  produksi  sitokin, molekul  adesi dan  faktor
khemotaktik, Keratinosit yang tidak distimulasi mensekresi sitokin primer
dalam jumlah rendah. seperti IL-1 {IL-1a dan IL-18) dan TNF-a. Meskipun
demikian, dalam respons terhadap stimull eksogenus, keratinosit yang
sudah  diaktifkan dapat memproduksi  berbagai  sitokin  inflamasi
{Takanami-Ohnishi ef af, 2002; Kemani et af, 2000; Yawalkar af af,
2000).

Data yang telah ada menunjukkan bahwa keratinosit tidak hanya
teriibat di dalam kontak alergi tetapi juga dalam kontak iritan di kulit,
melalui sintesis dan pelepasan sitokin inflamasi, khemokin dan faktor
pertumbuhan (Zehnder &t af, 1999, Presland cdan Jurevic, 2002)
Meskipun ada perbedaan jalur antara reaksi alergi dan intasi, keterkaitan
tirgkat molekuler pada jarngan tampaknya ada. Ini mungkin sebagai
dlasan mengapa sejumlah sitokin epidermal yang mirip tedicat dalam

respons reaksi alergl dan iritast.

2.8.1 Kontak iritan di kulit

Kontak iritan dapat terjadi di kulit oleh karena kontak dengan bahan
kimia tertentu. Tenadinya kontak iritan tergantung pada dosis bahan
tersebut, tetapi tidak tergantung pada sifat antigenesftas yang dirmiliki.
Kerusakan jarngan yang terjadi akan merangsang sistermn imun afamiah

sehingga terbentuk IL-1 dan TNF-¢. yang merupakan sitokin primer yang
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memegang peranan penting dalam proses keradangan. Kerusakan
jaringan menyebabkan aklivasi jalur suckear factorxB (NF-xB) rmelzlui
resaptor sitokin IL-1, TNF-¢ atau Tolike receptor. Keadaan ini akan

rmenyebabkan transkripsi dan banyak gen yang mengandung daerah xB
pada promoter mereka di berbagai macam sel kulit. Pada sel endotel akan
diproduksi molekul adesi selektin-E, ICAM-1 dan VCAM-1, sehingga akan
memudahkan ekstravasasi sl radang ke jarngan. Selanjutnya, keadaan
tersebut akan menimbulkan reaksi radang (Pohan, 2004; Goldsby et &f

2000; Robert dan Kupper, 19489).

2.8.2 Kontak alergi di kulit

Kontak alergi  diawsh  dengan  reaksi  epidemnal yang
dikarakteristickan sebagai ekzema di tempat kontak dengan alergen.
Feaksi ini bizzanya terjiadi maksimat 48-72 jam setefzh kontak alernen
{Leung, 1998). Kontak alergi, setingkali didiagnosis melalui patch fest
Hapten tidak dengan sendirinya bersifat imuncgenik, maskipun demikian
hapten dapat berpenatrasi ke dalam epidermis dan berkonjugasi dengan
protein normal tebuh. Pengenalan sel T dengan konjugat tersebut adalah
spesifik untuk hapten/pernbawa. Banyak individu mengalami kontak alergi
di kulit bila terpapar dengan dinirochiorobenzene ([DNCBY melalu
imunitas sefular (Effendy ot a0, 2000; Austyn dan Wood, 1994}

Kontak alergt di kuiit merupakan alergi vang diperantarai oleh sel

Th1 yang disensitisasi cleh kontak dengan hapten bahan kimia. Patch test
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adalah up sensitivitas kulit yang sangat ehsien untuk mengetahur alergen
penyebab (Effendy ef al., 2003).

Patogenesis kontak alergl di kulit meliput tiga fase yaitu fase
sensitizasi {pengenalan), fase elisitasi, dan fase penskanan inflamas
(Akiba ef af, 2002 Effendy ef &, 2000; Leung, 19986, Guin. 1985) .

Pada fase sensitisasi atau fase pengenalan, hapten terebih dahulu
berikatan dengan proten pembawa uniuk dapat menjadi alergen. Alergen
akan difagosit aleh sel Langerhans kulit dan diproses agar menjadi ebinh
poten.  Fungsi sel  Langerhans  adalah  rmenyajikan  alergen  pada
pernukaan sel bersama dengan maolekul MHC-kelas I, Dengan
dipresentasikan bersama MHC-kelas ||, maka antigen dapat dikenali oleh
sel Th. Pada dermatitis kontak alergi, peran MHC-kelas || dan sel Th lebih
dominan (Pohan, 2004; Akiba et al, 2002, Effendy et af. 2000, Leung,
1996, Guin, 1995).

Zel langerhans akan masuk dalam saluran getah bening dan
bernentt di kelenjar getah bening. Antigen akan diperkenalkan kepada sel
T di tempat ini. Proses pengenalan antigen oleh sel Th adalah sebagai
berikut (Fohan, 2004; Akiba ef af, 2002, Effendy et af, 2000)

a. Sel T mengikat peptida yang dipresentasikam tersama molekul MHC-
ketas |t oleh sel _angarhans.

b. Sel Langerhans akan mensekresi IL-1 yang akan merangsang sel Th
{sensitized T-cef) untuk berproliferasi. Sel Th mensexrasi IL-2 dan
reseptar IL-2, sehingga terbentuk klon sal Th spesifik S5g| Th spesifk

i merupakan 2 Th yang sudah siap untuk mengenal antigen pada
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paparan berkoetnya. sehingga timbul gejala alergl Froses pengenalan

haptern sampai proliferasi =el Th. terfadi selama lebih kurang 72 jam.

Pada fa=e elisitast, go! Th1 akan mensekresi beberapa sitokin,
antara fain IL-3, IL4, IFN-y, GM-C5F. GM-CSF berfungsi untuk aktivasi

sel lLangerhans. sedangkan |FM-y berperan dalam inflamasi dan

mengaktifkan keratinosii, Beberapa kejadian pada fase elisitasi adalah

{Akiba et af . 2002; Goldsby et af.. 2000Q; Effendy et &f . 2000)

a. Tefjadl ekspresi molekul adesi yau ICAM-1 yang berfungsi untuk
mengikat LFA-1 dari lekosit sehingga sel radang akan menuju ke
jamngan.

b. Keratinosit akan mensekrasi IL-1 dan IL-6.

Ada dua tecn yvang mendasan teradinys keradangan pada fase ini
Teori pertama, |IL-1  akan  merangsang keratinositt  sehingga
mengeluarkan ekosanoid yaitu molekul yang setara dengan sitokin
Ekosanoid bersarma-sama sitokin rmeérangsang mastosit atau basofil
mengeluarkan histamin, sehingga terad peningkatan permeabilitas
dan vascdilatasi pembuluh darah. Tedri ke dua, IL-1 merangsang
membran keratinosit, sehingga mengaktfkan fosforlasi pada membran
keratingsit, sehingga memecah asam arakhidonat  menjadi

prostaglandin dan lsukotin, serta merangsang el radang.
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Gambar 2.13 Sitokin dalam subset CD4+Th1 pada reaksi

hipersensitivitas tipe [V (Gell dan Coombs, 2003)

Reaksi hipersensitivitas akan diakhiri dengan penekanan reaks

inflarnasi pada kondisi tertentu. Pagda fase ini terjadi supresi inflarmas

pada kontak alergi yang diperantarai aleh prostaglandin E {dar makrofag

dan keratinosit) dan TGF-#§ (dari keratinosit gan limfosit 7). serta sitokin

yang benubungan dengan produksi dan aktivitas 1L-1 dan IL-2 {Goldsby et

al., 2000).

2.8.3 Reaksi atopik di kulit

Reaksi atopik di kult ditandai dengan pembentukan IgE spesifik

terhadap antigen. yang disertai dengan produksi sitokin sel Th2. Pada

reaks: atopik, sel Th spesifik terhadap alergen akan diinduks: untuk

berkembang menjadi sel Th culanecus fvmphosyte antigen positio {CLA+]
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yang selanutrya akan menghasdkan sitokn 38 ThZ, el tersebut akan
bermigrase ke kubt dan beremu kembali dengan antigen spesifik setelah
perernuan perama dengan antigen pada kelenjar getah bening regional.
Sel ThZ memer spesifik terhadap alergen akan dijpmpat dalam darah
penderita dormatitis atopik. tetapl tidak dijumpai pada darah individu
nomal. Sitokin sel Th2 akan menderong periumbuhan dan akbvas
eosinofil (1L-9), isotvpe switching antibedi dar 1gM ke IgE {IL-4 dan [L-13),
serta penuiunan imunitas seluler (IL-107. Pempentiukan IgE spesific
terhadap antigen akan menyebabkan proses keradangan dan kerusakan
jaringan melalu reaksi hipersensitivitas tipe | (Fohan, 2004; Robert dan

Fupper, 199%).
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BAB 3 KERANGKA KONSEPTUAL DAN HIPOTESIS PENELITIAN

3.1 Kerangka Konseptuad

Penclitian ini mengkaji imunopatogenesis kerusakan jaringan
mukosa mulut penderita terpapar MMA. melalui reaksi ifitasi dan
bhrpersensitivitas. Kerangka konseptual penetitian dapat dilihst pada
Gambar 3.1

Monomer MRMA dapat tercksidas membentuk formaldehida yang
dapat bersifat intan bagi jaringan mukosa mulut Intasi karena paparan
MMA pada mukosa mulut akan menyebabkan kerusakan jaringan melalui
respons imun glamiah, yang ditandai dengan peningkatan THF - Sitokin
in mengaktivasi NF-xB. sehingga terjadi peningkatan produksi selektin-E,
ICAM-1, dan WVCAM-1. Peningkatan khemckin tersebut akan
menyebabkan intfilirass sel radang dengan akibat ternad proses
keradangan dan  kerusakan janngan mukosa mulut yang  dapst
memmbulkan geala khini.

Monomer MMA adalah hapten dengan berat malekul rendah, yang
mempunyai ikatan rangkap dan rmarmpu menangkap hidrogen dan guagus
NMH protein tubuh atau protein asing sebagar pembawa (carer). MMA
menjadi imunogenik melalui ikatan secara non-kovalen dengan residuy
asam amino protein pembawa, lkatan MMa dengan protein pembawsa
menyebabkan perubahan konformasi protein tersebut, sehingga dapat
diproses dan dipresentasikan gleh APC bersama molekul MHC-kelas !l

kepada sel Th naf. Sel Th nalf selanjutnya akan berproliferas) dan
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berdiferensiasi mentadi sel Th1 dengan pengaruh |L-12, dan menjad| sel
Th2 dengan pengaruh [L-T3.

Aktivas: sel Th2 oleh MMA yang dipresentasikan bersama MHC-
kelas 1l akan menyebabkan produksi (L4, Selanjutnya L4 akan
memiasiitas isolype swifching pada sel B ke arah pembentukan [gE
spesifik. [gE spesifik yang terbentuk akan tenkat pada permukaan dan dan
basofil melalui reseptor Fee.  Bila teradi paparan MMA kembah, maka
akan terjadi ikatan silang imunegen dengan I1gE spesifik di permukaan dan
dan basofil. Keadaan ini akan menyebabkan pelepasan mediator vasoaktif
amin, yang akan menyebabkan kontraks: otot polos. peningkatan
permeabilitas vaskuler, dan vasodilatasi sehingga teradi  keradangan.
Reaksiini dikenal sebagat reaksi hipersensitivitas tipe |

Faparan MMA juga dapat menginduksi produkst 1gG spesifik
terbadap MMA. Pembentukan I1gG  spesiiik diperlukan  JFN-y yang
dihasilkan oleh sel Tht akbf. g5 tersebut dapat benkatan dengan MiWA
yang terdapat pada permukaan sel mukosa mudtul, sehingga
rienyebabkan kerusakan jaringan melaini mekanisme ADCC atau melalui
aktivas komplemen. Reaksini disebut reaksi hipersensitivitas tipe l.

Apabilz MMA yang larmut pada cawran jarngan mukosa muolut
bernkatan dengan 195G spesifik, maka akan terbentuk kompleks antigen
antbodi. Kompleks imun yang terbéntuk dapat mengendap pada janngan
mukosa mulut dar mengaktifkan komplemen. Aktvas) komplemen akan

menyebabkan reaksi radang yang diperantarai cleh netrofil yang
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menginflras: janngan mukosa mulut Reaksi tersebut dikenal sebagai
reakst hipersensitivitas tipe NI

Feaksi hipersensitivitas tipe [V, merupakan respons imun seiduler
yang diperantarai oleh sel T setelah adanya paparan MMA pada penderita
yang sudah  tersensitisas). Pada fase sensitisasi MMA  akan
dipresertasikan oleh sel dendntik / APC [ keratinosit, kepada sal Th naif
yang spesifik terhadap MMA. Sel Th naif tersebut akan mengalami
proliferasi dan diferensiasi menjadi sel Th1 aktif. Fase benkutnya adalah
fase <¢lisitasi, di mana pada fase ini sl Th1 aktif akan mensekresi
berbagar sttokin dan khemaokin. antara lain IFN-y. IL-2_ tL-3, GM-CSF. IL-8.
MCAF.  dan MIF. Faktor tersebut akan menarik dan mengaktivasi
makrofag serta sel radang nonspesifik lain (PMN). Makrofag aktif akan
lebih efektif dalam mempresentasikan antigen, serta mensekresi TNF-a
dalarmm jumiah yang lebih banysk seshingga menimbulkan kerusakan
janngan mukasa muit,

Faparan MMA pada mukosa mulut pendertz, diduga dapat
memmbulkan reaksi hipergsensitivitas tipe |, tipe |l tipe |l dan tipe IV
Keseluruhan reaksi hipersensitivitas yang terjadi menyebakan kerusakan
jaringan, dan selanuinya menmbulkan gejala kimik inflamasi janngan
mukosa mulut pendenia terpapar MMA.

Aktivasi imfosit naif terfadt pada lingkungan mikro khusus di daiam
kelenjar getah bering. Limfosit aktif berdiferensiasi menjadi sel efektor
dan sel meman. Sel efekior dan sel memon mengekspresi molekul adesi

LFA-1 dalam jumlah yang iebih bamyak, sehingga mampu bennteraksi
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dengan ligan yang terdapat pada janngan ektralimfoid tersier pada
mukosa mulut yang mengalami keradangan. Diduga terdzpst korelasi
antara profil mediator yang memperantarai respons imun sistemik dan
respons imun lokal pada janngan mukesa mulut. Dalam penelitian inr akan
dibuktikan terdapat korelasi antara konsentrasi IL-4, IFN-y, dan TNF-a

daiam plasma dan jarngan mukosa mulut.
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3.2 Hipotesis Penchitian
Setelah dibuat kerangka konsep penelitian maka dibuat hipotesis
penelitian sebagai benkut :

1. MMA bersifat imunogenik pada penderita terpapar MMA, sehingga
dapat mengindukst respons imun humoral lgG anti-MMA

2. ¥erusakan jarngan mukesa mulut penderta terpapar MMA terjadi
melalui iftas, yang diunjukkan dengan peningkatan THF-x tanpa
disertai peningkatan IL-4 dan [FN-y.

3. Kerugsakan jaringan mukosa mulut perderita terpapar MMA terjadi
meialui reaksi hipersensitivitas tipe |, yang diunjukkan dengan
peningkatan IL-4 dan hasil positip I9E spesifik terhadap MMA,

4, Kerusakan jarngan mukosa mulut penderitz terpapar MMA terjadi
melalyi reaksi hipersenstivitas tipe Il dan / atau tipe 1, yang
ditunjukkan dengan peningkatan IFN-y dan hasil positip 195 spesifik
terhadap MMA.

5. Kerusakan jarnngan mukosa mulut pendenta terpapar MMA  teriadi
melziui reaksi hipersensitivitas tipe {1V, yang ditunjukkasn dengan
peningkatan TNF-o dan [FN-y.

6. Terdapat korelasi antara konsentras] Ib-4, IFN-y, dan TNF-g dalam

plasma dan jaringan mukosa mulut penderita terpapar MMA.
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BAB 4 MATERI DAN METODE PENELITIAN

4.1 Rancangan Penelitian

Penelitian ini dibagi dalam dua tahap. Tahap | pada hewan caba

keling lokat {Orycfofagus cumcwfus), dengan menggunakan rancangan

penelitan ekspenmental postest-only control group design (Zainuddin,

20007 Paopulasi bersifat homogen di mana karaktenstik antar unit populasi

adalah sama, sehingga tidak dilakukan prefest Skema rancangan

penelitian dapat dilihat pada Gambar 4.1

Fi P& —=UH
B2 - PT 2
P3 - P& D306 208 « M0 - P11 5012 w014 -+ DG » ONE
P4 —Pg% ..
BFE - P10 - 05— OF OO Ol - P12 TH3 — 015 - OI7 » OG

Gambar 4.1 Skema rancangan penelitian Tahap | pada hewan coba

Keterangan :
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= randomizas

= kari ke-1 driguntie; 075 % MMA dalam PBES + CFRA

han ke-1 disurbe 0.56 9% MWA dafam FBS + CFA,

= tari ke-1 disuntuk 075 % MMA datam B5A 1% + CFA

= har ke-¥ disuntik 0.50 % MMA dalam BSA 1% + CFA

har ke-1 grsunuk. PES + CFA (Kontrol)

han ke 14 desunbk 0.75 % MMA datam FES + IFA

harn ke 14 dinsuntik 0.50 % MMA daram PBES = IFA

=han ke 14 disuntuk 0.73 % MMA dalam B34 1% + [FA

= har #e T4 disuntik 0.50 % MWA dalam BSA 145 + [FA

=han ke 14 disuntk PES + IFA (Kontrol:

= nar % 52 disuntuk 075 Y MRL dalam BS54 1% + IFA

= han ke 52 aisuntik FES + IFA (Konkrod)

= pemenksaan 1gG anb-Mhts sengan metoda dof ol dan ELISA
pags hari ke-28

= pemenksaan |0G ank-MMA Jengan metoda ELISA pada hari ke-35

= pemenksaan 105 anh-MWA dengan metoda ELISA pada har fe-42

= pemenksaan oG anti-MM A dengan metcda CL'SA pada han &8-49

T pemenksaan Ig& ant-MMA dengan meloda ELISA pada han ke-56

= pemenksaan oG anh-Mi*A gangan meteda ELISA pada har ke-73

= pemenksaan g5 anh-MM A dengan merods ELISA pada har ke-30

= pemenksaan gl anb-MMA dengan metosa ELSA pada han ke-£7
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Penelitian Tahap | berujuan untuk mengkaji pola mspons imun
sekunder hewan coba kelinci lokal yang diimunisasi dengan MMA,
Penelitian ini menggunakan empat ekor kelingl yang dimunisasi MMA
dengan berbagai macam dosis ditambah ajuvan pada harn ke-1 dan 14
sebagai imunisasi pertama dan boosfer pertama, untuk mencari dosis
optimal. KelinGi yang mempunyai nilai absorbansi IgG ant-MMA tertingqi
dimuntsas: kembali pada han ke-52 sebanal booster ke dua. Kelinc
kontrol disuntik dengan PBS ditambah ajuvan pada har ke-1, 14, dan 52.
Pemerksaan darah pefama untuk semua kelinci dilakukan pada hari ke-
28. Pada pemeriksaan ini dilakukan dot biof untuk deteksi 193 anti-MMA.
Titer g6 tertinggi ditemukan pada kelinct dengan perakuan P3 dan P8,
sehingga pemeriksaan darab selanjutnya hanya dilakukan pada keiinci
tersebut dan kelingi kentrol. Pemeriksaan dilakukan pada kelinci tersebut
dan kontrol pada han ke 28, 35, 42 49, 66, 73, 80, 87, dengan
menggunakan teknik ELISA untuk mendeteksi 1gG anti-MMA {hat Tabel
4 2 dan Gambar 4.1). Untuk mengetahui pola respons imun sekunder
terhadap MMA. hasil ELISA yang diperoleh dibandingkan antara kelinci
yang diimunisasi dengan MMA dan kelinci kontrol.

Peneliian  Tahap I  menggunakan ransangan  penelitian
observasional case-controf designt.  Skerna rancangan penelitian Tahap |t

dapat dilihat pada Gambar 4.2
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Gambar 4.2 Skema rancangan penalitian Tahap (I
Keterangars ;
P = kelompok kasus
K = kelompok Kontro!
01 dan 02 = pemeriksaan igE spesifik dalam serum dengan dof dof
I & 1gE spesrik terhadap MKA dalam serum, sars 114,
IFN-y, THF-g galam plasma gan kerokan janngan
Perelittan Tahap || bBeryuan  uniuk membukitkan  sifat

imunogenisitas MMA pada pendenta terpapar MMA, serla reaksi intzsi
dan reaksi hipersensitivitas tipe 1, I, 11, dan tipe IV sebagai penyebab
kerusakan jaringan mukosa mulut. $i samping itu, penelitian Tahap il juga
bertujuan untuk membuktikan terdapat korelasi antara sitokin IL-4, [FN-y,

TNF-a dalam plasma dan janngan mukosa mulut penderita terpapar MMA

Sampel penelitian dibare dalam dua kelompok, vaite kelompok
kasus dan kelompok kontrol. Kelompok kasus adalah penderita di Klinik
Prostodonsia Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Airlangga yang
terpapar MMA pertama kali dan menunjukkan gejala inflamasi lokal
berupa rasa nyeri, buming mouth, serta ulkus mukcsa mulut. Kelompok
kontrol adalah penderita di Klinik Prostodonsia Fakultas Kedokteran Gigi
Universitas Airangga yang belum permab terpapar MMA dan tidak
menunjukkan gejala inffamasi tokal.

Fada keiompok kasus dan  kelompok  kontrol  dilakukan

pemerksaan 19G & IgE spesifik terhadap MMA pada serum, dan L4,
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IFN-y, TNF-« datam plasma dan kerckan jaringan mukosa mutut. Hasil
yang dipesroteh dard kelompok kasus dibandingkan dengan kelompok
kontrol dengan menggunakan uji t bebas untuk membukiikan kenusakan
jaringan pada mukosa muiut penderita terpapar MMA, disebabkan oleh
reaksi initasi dan hipersensitivitas tipe 1, 1, {ll, dan tipe 1Y, Selaniuinya
diakukan up korelasi Pearson amizara sitekin L4, [FN-y, TNF-a dalam

plasma dan kerckan jaringan mukosa mulut penderita terpapar MMA,

42 Populasi, Sampel, Besar Sampel, dan Teknik Pengambilan
Sampel

4.2.1 Populasi

Populast vniuk penalitian Tahap | adatah kelinc lokal Kota Batu
{Otvetolagus  cunicwius). Populasi untuk penelittan Tahap || adalah
penderita yang datang di Klinik Prostodonsia Fakultas Kedokteran Gig

Universitas Airangga.

4.2.2 Sampel

Sampel untuk penelitian Tahap | adaiah kelingt lokal {Cryctolagus
cunicolus) umur 3 — 4 bulan yvang mendapat makanan sama serta
dipelihara di tempat yang sama. Sebelum proses penetitian, diakukan

akhmatisasi terlebih dahulu seiama 2 minggu.
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Kritéria inkidsi :

1. Sehat zelama proses akiimatisasi, yang dilibat dari bulu yang halus
dan licin serta mobditas normal.

2. Berat badan 3 -4 kg

3. Jantan.

Kriteria eksklusi

1. Sakit selama proses aklimatisasi, terlihat dar bulu yvang kasar dan
sedikit tegak sena mobilitas berkurang.

? Berat badgan kurang dan 3 kg atau lebih dart 4 kg,

3. Bstina.

Kritena drop out
1. Menderita penyakit lain selama prosas penelitian

2. Matr selama proses penchitian,

Sampel penglitian Tahap Il adalah pendenta terpapar MMA pertama
kall yang menunjukkan gesala khinik (kelompok kasus), dan pendenta
kontrol (kelompok kontrol) yang tidak terpapar MMA serta menunjukkan
gejaia klinik  Setiap pendenta yang digunakan sebagai sampel baik pada
kelompok kasus dan kontrol mengisi imform consent, yang menyatakan
penderita secama sukarela bersedia diberikan perlakuan urtuk keperlvan

penelitian (pengambilan daran dan kerokan jaringan mukosa mulut}
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Kritena inklusi kelompok kasys

1. Penderita yang terpapar MMA perdama kall, yaitu penderita yang
memakan g firuan lepasan resin akribk heat-cured Gigr hruan daam
kandise wed-fitfrg dn dalam mulut.

2 Lsw amara 3% tabwn sampai 60 tahun dengan perat badan normal,
Fentang uska 35 zampai 60 tahun dianggap memiki respons (mun
yvang relatif sama.

3 Mempunya: kelainan mukosa berupa hiperemia, rasa nyen, burrting
mouth, dan ulkus mukosa mulut.

4. Mengalarm keradangan lokal di mukosa mulut i0 - 14 han setelah
terpapar MMA. Hal ini disebabkan karena gejala klink inflamass lokal
mukosa muilt bard terjadh 10 - 14 setelah paparan pertama MMA.

5. Tidak terjadi iritasi mekanik karena penggunaan gigi tiruan resin akndik.
seperti oleh karena idtast mekanik sayap gigi tirean yang teralu
panjang atau tekanan gigi tiruan oleh karena gigi tiruan tidak wei- di
dalam mulut.

£ Tidak dalam pengobatan kortikosteroid atau obat alergi lain.

Sehat dalam anamnesa.

|

Krterg aksklug) kelompok kasus :

1 NMendenia penyakit lam.

2 Terad iritasi mekanik karena penggunaan gigl truan resin akrilk feat-
clired yang tigak wel-Rthng.

3 Memperoleh pengobatan korikosieroid atay obat alergr 'ain
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Kriteria inklusi kelompok kontrol -

1 Penderita tidak terpapar MMA.

2. Usia antara 35 tahun sampai 60 tahun dengan berat badan normal,
FRentang usia 35 sampai 60 fahun dianggap memiliki respons imun
yang relatif sama.

3. Tidak mempunyai kelainan mukosa berupa hiperemia, rasa nyer|,
burring mouth, dan ulkus mukssza muiut.

4, Tidak dalam pengaobatan kortikostéroid atau obat alergi lain.

5. Sehat dalam anamnesza.

Kriteria eksklusi kelompok kantral -
1. Terjadi keradangan mukosa mulut.

2. Mempercleh pengobatan korikostercid atau obat alergi lain.

4.2.3 Besar sampel

Basar sampel yang digunakan dalam penelitian tahap | adalah satu
ekor kelingi unfuk masing-masing pedakuan imunisasi MMA dengan
variasi dosis, serta satu ekor keling sebagar kontrol. Hal i disebabdan
penealitian tersebut merupakan peneftian eksperimental, dimana popuiasi
bersifat homogen (spesies. umur, berat badan, makanan, dan perawatan
dikendalikan sama}.

Besar sampel pada penelitan Tahap || adalah total sampel
{sensus), yaiu semua penderita terpapar MMA dengan gejala klinik
inflamasi lokal mukasa rongga muiul yang memenuhi kriterna mklusi

sampel Pendenta kKasus dicar mula bulan September 2003 sampal
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September 2004 dan diperoleh berjumlah delapan penderita kasus.

sehingga jumlah kontrol juga delapan pendenta,

4.2.4 Teknik pengambilan sampet

Teknik pengambilan sampel penelitian Tahap | dilakukan dengan
tekmbk Sirmgle random samoliing untuk menenukan Kelnct perlakuan dan
kelinci kontrol {Zainuddin, 2000,

Teknik pengambilan sampel penethan Tahap |, dilakukan dengan
cara mengambil seiurdh penderita yang datang di Klink Prostodonsia
Fakutas Kedokieran Gigi Universitas Awlangga yang terpapar MMA
pertama kah dan menunjukkan getala khnk sebagar kelompok kasus.
Sebagail kelompok kontrol, diambil pendenta yang tidak terpapar MMA
dan tidak ada geala kinik. Penelitian dilakokan mula bulan September

2003 sampai September 2004,

4.3 Klasifikasi Varabel Dan Definisi Operasional Variabel Penelitian
4.3.1 Klasifikasi variabel penelitian

Klasifikas variahel penelttan Tahap | -

1. Vanabel bebas adalah  monomer MMA.

2 anabel tergantung adalah - 1gi spesifik terhadap MMA

3. Wariabel kenoall adalah wmyr, jenis kelamin, makanan. status

kesenalan perawatan.
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Klasifikasi variabel penelitian Tahap |l :

1. Varabel bebas adalah : monomer MMA,

2. Varabel terganiung adatah : 1gG dan IgE spesifik, iL-4, IFN-y, dan
THF-o.

4. Vanabel kendali adafah - umur, status kesehatan, dan tidak sedang

dalam pengobatan dengan kortikosteroid atau obat antialergi lainnya.

4.3.2 Definisi operasional variabel penelitian

1. Penderita terpapar MMA adalah penderta yang perama  kali
menggunakan gigi truan tepasan fesin akilik healcured dengan
bahan dasar MMA, yang sesuai dengan kritena inklusi sampel.

2. Kansentrasi -4, IFN-y, dan TNF-a diperoteh dan nilai absorbansi
pemeriksaan sitokin tersebut dengan metoda ELISA yang kermudian
dikenversikan dengan kurva standar. Satuan konsentrasi sitckin yang
diperoleh adalah pgiml.

3. Nilai absorbansi G spesifik dan IgE spesifik adalah nilal absorbansi
hasil ELISA penentuan antibodi spesifik terhadap MMA.

4. Hasil positif lgG dan IgE spesifik terhadap MMA adalah bila
mempunyai nilai absorbanst paling sedikit dua kali rerata nilas

absorbansi penderita kontral {Al-Marin et &l 2001).
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4.4 Lokasi Penelitian
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Peneliian dilakukan di Klintk Prostodonsia Fakultas Kedakteran Gigi

Universitas Airlangga. Laboratornium Patologn Klnik Fakultas Kedokteran

Universitas Ailangga, Laboratoniurm Biomedik Fakultas Kedokteran, dan

Laboratorium Bickimia Fakoltas Matermnatika limu Pengetahuan Alam

Universitas Brawyaya Malang.

4.5 Prosedur Pengambilan
Tahap |

Dan Pengumpulan Data Penelitian

451 Imunisasi MMA pada ketinci lokal (Qryctolagus cuniculus)

a. Unit sampel :

Kelinci lokal yang diperoleh dan petemnak kota Batu-Malang.

b. Alat yang diperlukan :

1

2.

3.

Ependorf,
Spuit suatik 2 ml.

Vibrator,

c. Bahan yvang diperlukan :

1.

Z

Complefe Freund's Adisvard (CFA)
fncomplete Freund's Adiuvan! ((FA)

MMa (Sigma dengan konsentras 95 9 %)
BSA 1 % daam PBS.

Alkabot 70 %
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d. Teknik pelaksanaan :

Imunisasi dibenkan dengan wvanasi dosis MMA. Pada mmunisasi
pertama kelompok kelinc pedakuan disunbk MWA yang ditarutkan dalam
PES / BSA dan ditambankan CFA secara subkutan. Vanasi dosis dan
pelarut MMA dapat gilinat pada Tabel 4 1. Setelah dua minggu diberikan
imunisas ke dua (booster 1) dengan MMA dalam PBS ¢ B3A ditambah
IFA. Jadwal mumsas: dapat dilibat pada Tabel 4.2 Perbandingan MWMA,
dan CFA / IFA adalah 1 - 1, dengan jumiah total campuran antigen dan
giuvan yangy dimunisasikan sebanyak 200 1. Injeksi diberikan secara
subkutan pada bagian punggung di beberapa sisi, dengan dosis lerhagi
Fada han ke-28 dilakukan pemeriksaan 1gG anti-MMA dengan metode dot
biof dan ELISA pada sermua kelinoi perdakuan dan kontrel. Pada kelingi
perlakuan yang mempunyai nilai absorbans! 193 ant-MMA paling tinggi.
thbarkan imunisas ke tiga (bocster 2) dengan MMA dalam ESA ditambah
IFA pada har ke-52. Kelinci kontrol ditmunisas: dengan PES dan IFA pada
han ke-52. Pada kelngl perakuan dan konlrod, selanjutnya dilakukan
pemenksaan darah setiap minggu. Jadwat pengambilan darah dapat
dilhat pada Tabel 4 2

Carah diambll melalui pembulubh vena aurculans telinga keling
{Harlow dan Lane. 1288) Sampel darah, ddiamkan selarma sepulub menit
pada suhu ruang Darah disentrifugasi dengan kecepatan 1500 rpm pada

suhuy ruang selara 20 menit. Presipaal dibuang, supernatan sebagal
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serum dipindahkan ke dalam ependorf dan disimpan pada suhu -20°C

sampai siap diperiksa di laboratonum,

Tabkel 4.1 Variasi dosis imunisasi MMA pada kelingi lokal

No. | Kelinci - Dosis MMA

1.7 1A 0.75 % MMA dalam PBS (v/v dari MMA stock)

2. 1B 0.50 % MMA dalam PBS (wv dari MMA stock) |
321G | 6.75 % MMA dalam BSA 1% (viv dari MMA stock)
4 | D EI 50 % MMA datam BSA 1% (viv dari MMA str.:dc}
5 | Huntral | PBS + ajuvan

Tabel 4.2 Jadwal irunisasi kelinci lokal (Cryctolagus Cunicuius)

[ Hari Ke- | Kegiatan

1 Imunisasi 1 (MMA + CFA)
14 Imunisasi 2 (MMA + IFA '1] sebagal Eﬂﬂster'l
28 | Pengambilan darah 1

as - Pengambitan darah 2

42 Pengambilan darah 3
49 FPengambilzn darah 4

52 Imunisasi 3 { {MMAHFA 2) sebagai Eaaster?
66  Pengambilan darsh 5

73 ! Pengambilan darah 6
| 80 | Pengambilan darah 7
: a7 i Pengambilan darah &

Keterangan * keanc A, B, dan D hanya drlakukan imurisas: partama dan ke dua,
serta pengambilan darah pada han ke- 2B saja
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4.5.2 Deteksi IgG anti-MMA pada kelinci lokal dengan teknik dot biot
a. Bahan yang diperlukan :

1. PBS skim milk 5 % dan 1 % {bfoacking buffer).

2. 0,05 % PBS-Tween 20,

3. Anti-Rabbif IgG AP Conjugsate dalam PBS | 1/1000.

4. Substrat Western Blue.

5. Serum Kkelinci mengandung antibodi anti-MMA diencarkan dalam

PBS . 11100 dan 17 200

6. Antigen MWMA dalam PBS ; 1/50.

b. Alat yang diperiukan :
1. Membran mitroselulose (NCh.

2. Dot Biofter aparat,

c. Tekmk pemeriksaan IgG anti-MMA pada kelinci lokal dengan
teknik dot biot .

Pemeriksaan 1gG anti MMA dengan teknik dot blot dilakukan
dengan madifikas metoda De Maio (19943, Tahapan vang dilakukan
adalah sebagai berikut -

1. Sebanyak 20 ul MMA {1 50} dalam PBS dileteskan pada membran
NC yang telah ditasahi dengan PBS.

2. Membran yang bensi antigen {(MMA) ini kemudian diblocking dengan
LQiocking buffer selama 1 jJam dan selanjutnya dicuci dengan 0,05 %

FBS-Tween 20 {3 memt diulang 3 kali)
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3. Hasil wang didapat diinkubasi dengan 20 pl  serum kelinci yang
mengandung antibodi ant-MMa dalam PBES-Skim Mik 1% dengan
pengenceran {11100 dan 172007 dan selama 2 jam.

4 [hlakukan pencucian dengan 0,05 % PBS-Tween 20 selama 3 menit
dan diulang 2 kah.

5. Hasil yang didapatkan diinkubasi dengan 20 pl antibodi sekunder (Arti-
rabbit 1gG AP Confugate ) dalam PBS 1 1000 selama 1 jam.

&. Bicucr dengan 0,05 % FBS-Tween 20 selama 3 menit dan diulang 3
kali.

7. Dilakukan inkubasi dalam substrat 20 Yl Western Blue dan dikenngkan
fada suhu kamar.

8. Hasil positif ditunjukkan dengan perubahan wama menjadi biru.

4.5.3 Deteksi lgG anti-8MMA pada kelinci lokal dengan teknik ELISA
tidak langsung

a. Bahan yang digunhakan :
1. Bufer karbonat-bikarbonat (coating buffer).
2 0.05% PBS-Tween 20
3. Blocking buffer BSA 1%
4 BEA grade 5.
5. Konjugat AP anti-rabbit 19G.
6 Substrat pNFF dalam dietanclamin 10%.

7 NaH 3M (stop reaction).
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h. Alat yang digunakan :
1. ELISA reader sistem BIO-RAD pada 405 nm.

2. ELISA plate 96 wel.

¢, Pemeriksaan IgG anti-MMA pada kelinci iokal dengan teknik
ELISA tidak langsung :

Femerikssan [gG anti-MMA dengan teknik ELISA tidak langsung
dilakukan dengan modifikasi meteda Crowther (18385) Tahapan
pemernksaan adalah sebagar bankut -

1. Antigen MMA difarutkan dalam bufer karbonat-tikarbonat {coating
huffery dengan penpenceran 1/50, dimasukkan dalam smwcropiate
sebanyak 50 ul tiap sumuran, selanjutnya diinkubasi pada suhu 4° C
selama satu malam. Untuk Kontrod dipakat sumuran yang tidak berisi
antigen / tanpa coating MMA,

2. Microplafe dicugi gengan PBS Tween-20 sebanyak 4 kali masing-
masing 3 memt.

3. Blocking buffer dimasukkan pada microplafe sebanyak 90 pl tiap
surmuran, ¥kemudian diinkubasi pada suhu ruang selama 2 jam.

4. Micropiate dicuct kembali dengan PBS Tween-20 sebanyak 4 kali
masing-masing 3 memt.

5 Serum kelinc yang mengandung antibodi anti-MMA dilarutkan dalam
blocking budfer BEA 1% dengan zeri pengenceran yaitu tH19, 120,
1440, dan 1/86. dimasukkan dalam mcropfate masmng-masing 50 ul

tiap sumuran. kemudian diinkubasi paga suhu ruang selama 2 jam.
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6. Microplate dicuci dengan PBS Tween-20 sebanyak 4 kali masing-
masing 3 menit.

7. Antibodi ant-rabdif 1gG berlabel fosfatase alkali dilarutkan dalam TBS
dengan pengenceran 1f 2500, dimasukkan pada mticroplale sebanyak
50wl tigp sumuran. Diinkubasi pada suhu nuang selama satu jam.

8. Micropiate dicusi dengan PBS-Tween-20 sebanyak 4 kali masing-
masing 3 menit.

8. Substrat g-NPP dalam digtanclarin 10 % dimasukkan pada micropfafe
masing-masing sebanyak 50 pl tap sumuran. Dinkubasi pada suhu
rdang selama 30 menit dalam ruang gelap.

10. Ditambahkan NaQH 3M (stop reaction) sebanyak 50 ol tiap sumuran.

11. Dibaca menggunakan ELISA reader dengan panjang gelombang 405

ML

Pemenksaan IgG ant-MMA pada kelinci lokal dengan teknik
ELISA tidak langsung Dilakukan pemeriksaan ELISA 195G anti-MMA padaz
serum kelinci &, B, C. D, dan kontrol yang diiambil pada han ke-28 dengan
pengenceran  serum 1410, 14200 1440, dan 1/80 untuk  rmencar
pengenceran serum optimal. Dilskukan permeriksaan ELISA IgG anti-MMA
serum kelinci C dan kontrol yang diambil pada hari ke- 28, 35, 42, 49, 66,

73, 80, dan BF dengan pengenceran serum 1420

IMUNOPATOGENESIS KERUSAKAN JARINGAN ... | GUSTI AJU WAHJU ARDANI



ADLN Pepustakaan Universitas Airlangga
71

4.6 Prosedur Pengambilan Dan Pengumpulan Data Penelitian
Tahap Ul

4.6.1 Pengambilan serum dan plasma darah penderita
a. Alat yang diperiukan :

1. Disposable spuit 5 ml.

2. Tabung heparin S ml.

3. Sentrnfuge.

4. Ependorf

b. Teknik pengambilan serum dan plasma darah :

Pengambilan darah dilakukan segera setelah didemukan gejala
klinik. yang muncul pada har ke-10 sampai ke-14 satelah terpapar MMA.
Darah diambil sebanvak S il dari vena cubiti. Dua i darah ditampung
dalam iabung dan dibiarkan 15 menit sehingga serum tempisah. Darah
disentrifugasi 3000 rpm selama 10 menit. Serum yang terbentuk dituang
ke dalam ependorf dan diberi labal. Serum disimpan pada subu ~20° C
sampai saat dilakukan uji ELISA tidak langsung untuk pemeriksaan 1gG
dan IgE spesifk terhadap MMA serta uji dot bfof untuk IgG spesink
terhadap MMA,

Dareh sebarnyak 3 ml ditampung dalam tebung heparn dan
digoyangkan. Darah disentrifugas 3000 rpm selama 10 menil. Plasma
yang terbentuk dituang ke dalam ependerf dan diber label. Plasma
disimpan pada suhu -20° € sampai saat dilakukan uji direct sandwich

ELISA untuk permeniksaan IL-4, IFN-y, dan TNF-a.
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4.6.2 Pengambilan kerokan jaringan mukosa mulut
a. Alat yang diperiukan :
1. Spatula tumput.

2. Ependorf.

b. Bahan yang diperukan ;
1. Alkohol 70%.
2. PBS satu kali.
3. Bahan antiseptik {Betadin dan alkchel).

4. Anastesi topikal,

¢. Teknik pengambilan kerokan jaringan :

Teknik pengambilan mukosa mulut dilakukan denpgan modifikasi
metoda Zebnder et af (1992 ) dan Bicke! ef 2f (1996), dengan cara
sebagai berikut :

1. Mula-mula mulut penderita dibuka dan ditahan dengan mouth holder.

2. Setelah iu dilakukan pengerokan jaringan epitel mukosa muit lapis
demi lapis secara perahan, fidak sampai timbul perdaraban (lebih
kurang 400 pm). Hal ini disebabkan karena tebal epitel mukosa mulut
200-600 prn, sehingpa kerckan tersebut fidak merusak lamina propria
{merbrana basahs}, Pengambilan jaringan dilakukan seluas
permukaan jaringan yang mengalami keradangan.

3. Hasil kerokan ditimbang kemudian diambil 100 mg jaringan mukosa

mmudut.
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4. Hasil kerckan yang telah ditimbang. dikoleksi dan dimasukkan ke

dalam tabung yang sudah berisi PBS 1 % sebanyak 2 ml, kemudian
ditambah 0.1 % PBS-Na Azida.

5. Sampel disimpan dalam suhu -20° C sampai saat akan dilakukan

pemeriksaan laboratonk.

4.6.3 Pembuatan sediaan hapusan mukosa rongga mulut
a. Bahan yang diperlukan :

1. Metanal,

2. Alkohol 100 %, 96 %, 85 %, 70 %, 50 %, 30 %

3. Mayer emalkdoksilin.

4. Eesin.

5. Emelan.

b. Alat yang diperiukam :
1. Gelas obyek.
2 Gelas penutup,

3. Mikomoskop cahaya.

. Teknik pembuatan sediaan :
Dibuat sediaan histopatologl dan kerckan jaringan mukosa mulut
dengan pewarmnaan hematoksilin eosin (HE}. Dibuat hapusan jaringan

mukosa mutut pada gelas obyek, dan diangin-anginkan selama 30 meanit,
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kKemudian difiksasi dengan metanol selama 10 menit. Dianginkan kembali
selama 30 menit dan disimpan pada suhu 4% sampai siap diwamai.
Fewamaan HE dilakukan dengan modifikasi cara Allen {19%94).

Teknik pewarnaan HE pada sediaan hapusan janngan mukosa mulot

adalah sebagai beriiut -

1. [nlakukan rehidrasi dengan menggunakan alkohol bertingkat ¢100 %,
96 %, 85 %, 70 %, 50 %, 20 %) setama masing-masing 10 menit.

2. Sedigan diinkubasi ke dalam Mayer hematoksilin selama 5 menit.

3. Sediaan dicuci dengan air kran yang mengalir selama 10 menit dan
dibilas dengan air destilast,

4. Dilakukan dehidrasi dengan alkohol bertingkat (230 %, 50 %, 70 %)
selarma masing-masing 5 menit.

5. Sediaan diinkubasi ke dalam ecsin selama 3 menit dan dibilas dengan
atkohol 30 % selama 3 menit.

6. Sedman dicuct dengan air destilast dan dikenngkan dengan diangin-
anginkan.

7. Sedizan di-mounting dengan entelan.

8 Sediaan diamau d bawah mikroskop cahaya dengan permnbesaran 200

kali dan 400 kali.
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4.6.4 Deteksi IgG anti-MMA pada penderita terpapar MMA dengan
Teknik Dot Bilot

a. Bahan yang diperiukan :

1. PBS skim milk § % dan 1 % (blocking buffen .

2. Serum penderita yang mengandung antibcdi anti-MMA dalam
PBS Skim 1 % : 1/50.

3. 0,05 % PBS-Tween 20.

4. Horse Radish Peroxidase-corjugated goat 1gG fraction fo human
lgG dalam PBS ; 1/2500.

5. Antigen MMA dalam PBS skim 5 % : 1/50.

6. Subtrat Tefra Methyl Benzedyne (TMB ).

b. Alat vang diperiukan :
1. Mernbran nitroselulose (NC).
2. Dot Blotter aparat.

¢. Pemeriksaan IgG anti-MMA pada penderita terpapar MMA dengan
teknik dot biot :

Pemeriksaan lgG anti MMA dengan teknik dof bigt dilakukan
dengan meodifikasi metoda De Maio {1984}, Tahapan yang dilakukan
adalah sebagai benkut :

1. Antigen dalam blacking buffer PBS skim milk 5 9% dangan
pengenceran 1/50 ditotolkan pada membran NC yang dirangkaikan
pada doi biotter dan dibiarkan selama 30 menit.

2. Dicugi tiga kali dengan PBS Tween 20.
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3 Diberi serurm penderta yang mengandung antibodi anti-MMA dengan
pengenceran 1/50 dan diinkubasi selama 2 jam

4. Dicuc dengan PES Tween 20 liga kal.

5. Giberi antibodi sekunder HMorse Radish Feroxidase-conjugaled goat
QG frackon lo human 195 yang diencerkan dengan PBS dengan
perbandingan 1 2300 dan dunkubas| 30 menit

6. Citambah substrat TMEB dan dinkuelas: selama 30 menit dalam reang
gelap.

T Hasil posilif ditunjukkan dengan perubahan wama menjadi merah.

465 Deteksi IgG dan IgE anti-MMA pada penderita terpapar MMA
dengan feknik ELISA tidak langsung

a. Bahan yang diperlukan :

1. Antigen (MMA, Merck)
Untuk coating, MM# dilamtkan dalam bufer bikarbonat (coating
buffer) dengan pengenceran 1/50,

7 Coating bufferpH 5 6.
Coating buffer mengandung - 0,158 gr Naz;C0y, 0,293 gr Na H COs.
0.G2 gr NaMN. dhlarutran dalarm aquadest steril sampan 100 m! pada
pH 8,8 Disimpan dalam suhy riang.

3 Blacking huffer B5SA 1 % {(BSA 1% dalam PB3)
Ditimbang 0 24 gr BSA dilanutkar dalam 4 ml PBS. Siap untuk
Bockng Membua' stok PBS 1 iter mengandung NaCl. KHiFO,.
MazHF O, KL NaN, ditaméah aguradest sampal 1 liter. Digunakan

untuk mengencerkan antbodi pimer.
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4. PBS-Tween 20,
Tween—20 dengan pengenceran 0,05 % digunakan untuk setiap
tahap pencucian.
5. Trs Buffer Safine (TBS).
Untuk mengencerkan antibedi sekunder digunakan TBS.
8. Antibodi pnmer (serum sampel}.
Antibod! primer dan serum sampe! dilarutkan ke dalam blocking
budffer -BSA 1% dengan pengenceran 1/50.
7. Macam antipodi sekunder yang diperiukan yaitu
a. Horse Radish Peroxidase-coryugafed goat 195G  fraction lo
human I1gG (whofe molecule) (Catalog #: 55220, ICN
Phamacsuticals, Ins).
b. Horse Radish Feroxidase-conjugated goat 196G fraclion to
fiuman IgE (g chain) (Catalog #: 55218, ICH Pharmaceuticals,
Ing).
g Subsirat Tefra Methy! Benzedvne (TMEB).
TMB mengandung : distanclamin 2,425 ml, aguades 20 mi, Na Na
0,005 gr, Mg Cl; 6H;Q 0,0025 gr. Dissmpan dalan botol coklat dan
dicungkus aluminivm foil aleh karena tidak tahan sinar uitraviclet.
Antibodi sekunder berabel HRP dilarutkan calam TBS 142500
g MalH 3 M pH 3.8 {slop reaction).
Mula-mula ditimbang NaOH sebanyak 6 grarn kemudian dilarutkan

datam 50 mil aguades, maka diperoleh MalH 3 K.
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h. Alat yang diperiukan :

—

. ELISA plate 96 well {Nunc).
2. Kertas absorban.

3. Mikropipet.

4. Yellow tips dan blue tips.

5. Ependorf.

6. ELISA reader sistern BIO-RAD pada 450 nm.

c. Pemenksaan IgG dan IgE spesifik terhadap MMA dengan teknik
ELISA tidak langsung :

FPemerksaan |gG antii-MBMA dengan teknik ELISA tidak langsung
dilakukan dengan modifikasi metoda Crowiher {1985},
Pertama-tama dilakukan checker board unfuk menentukan
pengenceran serum paling optmal untuk pemeriksaan, Diukur pada
panjang gelomizang 450 nm berdasarkan nilai absorbansi {lihat Lampiran
8 dan 10).
Tahapan pemeriksaan IQG dan IQE spesifik terhadap MMA adalah
sebagai berikut
1. Antigen MMA dilanutkan dalam bufer karbonat-bikarbonat {coating
buffer) dengan pengenceran 1/50, dan dirmasukkan dalam microplate
sebanyak 50 ul tiap sumuran, selanjutnya diinkubasi pada suhu 4% C
salama satu malarm.

2. Microplate dicuch dengan PBS Tween-20 sebanyvak 4 kali masing-

masing 3 menit.
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Blocking buffer dmasukkan pada mricropfate sebanyak 50 wl tap

sumuran, kemudian dilnkubast pada suhu ruang selama 2 jarm.

4. Microplate dicuci kembali dengan FBS Tween-20 sebanyak 4 kah
masing-masing 3 menit

5. Serum penderita dilarutkan dalam blocking buffer BSA 1% dengan
pengenceran 150, dimasukkan dalam microplate masing-masing 5¢ ul
tep sumuran, kemudian diinkubasi pada suhu ruang selama 2 jam.

6. Micropiate dweucr dengan PBS Tween-20 sebanyak 4 kali masing-
masing 3 menit.

7. Antbodi Horse Fadish Peroxidase-conjugated goat IgG fraction fo
human IgG untuk 19G spesifik (IgE untuk IgE spesifik) dilarutkan dalam
TBS dengan pengenceran 12500, dimasukkan pada microplate
sebanyak £0 pl ti2p sumuran, kemudian diinkubasi pada subu ruang
sedama satll jam.

8 Mricroplate dicuci dengan PBS-Tween-20 sebanyak 4 kali masing-
masing 3 menit

9. Substrat p-MPP dalam dietanglarmin 10 % dimasukkan pada micropfate
masing-masing sebanyak 30 pl tiap sumuran. Selanjutnya diinkubasi
pada suhu ruang selama 30 menit dalam ruang gelap.

10. Ovtambahkan NaCH 3M (stop reaction) sebanyak 50 pl tiap sumuran

11. Setelaft ttu divkur il abscorbansi dengan menggunakan ELISA reader

pada panjang gelombang 450 nm.
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12 Nilai postif 19G dan IgE spesiik terhadap MMA, apabila nilai
absorbansi yang diperoleh dua kali atau lebih dart rerata nilai

absorbansi kontrol.

4.6.6 Deieksi konsentrasi IL-4, IFN-y, dan TMF-a plasma dan jaringan
mukosa mulut penderita dengan teknik direct sandwich ELISA

a. Alat yang diperukan :
1. ELISA plate (Nunc).
2. Kertas absorban,
3. Mikropipet.
4. Yellow tip dan blue ip.

5. Ependorf.

b. Bahan yang diperfukan :
1. Plasma darah dan kenokan jaringan rmukosa mulut.
2. Kit: human IL4 ELISA {Cat no, BMS5225/2, Bender Medsystems).
3. Kit: human IFN-y ELISA (Cat no. BMS225/2, Bender Medsystems).
Seftap Kit barisi : Wash Buffer, Sample Dilluent, Biotin-Conjugate |,
Streptavidin-HRP, TMB Subtrate Solution, dan Stop Solution.
4 Kit @ human TNF-a ELISA (Cat no. BMS225/2, Bender

Medsystems).
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¢. Pemeriksaan Kkonsentrasi IL-4, IFN-y, dan TNF-x¢ plasma dan
jaringan mukosa mulut dengan teknik direct sandwich ELISA :

Tahapan dan cara kerja pemernksaan konsentrasi IL=4, IFN-y. dan
TNF-a plasma dan jaringan mukosa mulut dengan teknik direct sandwich
ELiSA dilakukan sesuai prosedur Kit (Bender Medsystemis) dapat dilibat
pada Lampiran 13, 14, dan 15.

Dibuat kurva standar setiap sitokin dan diperoleh nilai absoarbansi
yang diukur pada panjang gelombang 450 nm untuk setiap konsentrasi
sitokin yang sudah ditentukan {kit). Berdasarkan kurva standar dapat
ditentukan konsentrasi sitokin dalam pg/mi penderita terpapar MMA

maupun penderita kontrod.

4.7 <Cara Analisis Data

Dilakukan penghitungan rerata dan simpang baku data hasil
pengukuran konsentrasi IL<4, IFN-y, dan TNF-¢e dalam plasma dan
kerckan jaringan mukosa, yang dilanjutkan dengan uji normalitas.

Linmtuk mengetahui apakah terdapat perbedazn IL<4, IFN-y, dan
TNF-a plasma dan jaringan mukosa antara penderita terpapar MMA dan
kontral, dilakukan uji t bebas.

Untuk mengetahui apakah terdapat koretasi IL-4, IFN-y, dan TNF-e
antara plasma dan jaringan mukosa penderita terpapar MMA, dilakukan uji

korelasi Pearson.
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4.3.2 Kerangka operasional panelitian Tahap Il

Penderita di Klinik Prostodonsia FKG Unair

w

L 4
Perderita terpapar Penderita tidak
MMA pertama kali terpapar MMA dan
dan ada gejala klinik tanpa gejala klinik
{KASUS) (KONTROL)

b 4

» Pemeriksaan IgG spesifik terhadap MMA pada serum dengan
teknik dot biot

» Pemeriksaan IgG dan IgE spesifik terhadap MMA dalam serum
dengan teknik ELISA

¥ Pemeriksaan IL-4, IFN-y, TNF-z dalam sarum dan kerokan
jaringan dengan teknik ELISA

Gambar 4.4 Kerangka operasional penelitian Tahap |l
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BAB S5 HASIL PENELITIAN DAN ANALISIS DATA

Bagian ini memuat hasil peneiitian dan analisis data hasil penelitian
yang disajikan dalam bentuk tabel, grafik, foto atau gambar yang disusun
SEsudi rancangan pelaksanaan pengltian yang terdin dari Tahap | dan

Tahap il

5.1 Hasil Penelitian Tahap |

5.1.1 Hasil deteksi IgG anti-MMA hasil induksi MMA pada kelinci
lokal {Oryetelagus cunicuwlus) dengan teknik dot biot

Imunoglobulin G ant-MMA pada kelinci lokal yang diinduksi dengan
MMA, dideteksi dengan teknik dot blof. Gambar 51 rmenunjukkan hasil
reaksi hibridisasi antara MMA dengan [9G anti-MMA kelinci Iokal vang
dinduksi dengan MMA. Hasil posif ditandai dengan perubahan warna
tir pada membran NG,

Gambar 5.1 menunjukkan imunisasi dengan vanasi dosis dan
pelarut tidak menyebabkan perbedaan nyata dalam gradasi warma hasil
reaksi hibridisasi dof biof pada keempat keling lokal Pengenceran 11100
serurm kelinci lokal yang mengandung IgG anti-MMA menunjukkan gradasi
wama bird vang lebih tajam bila dibandingkan dengan pengenceran

serum 1200,
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ke-3 (booster 2} nilai absorbansi I9G ant-MMA lebih tinggi dibandingkan
dengan pasca imunisas) 2 {booster 1). Imunisasi ke-3 dilakukan pada saat

produksi 1gG mulai menurun yaitu pada hari ke-52 pasca imunisast

pertama.
0.6
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H . Perigkuan
8 006 - N :
-E —=— Kontrel !
8 am. '
|
= 002 . -'““—-.d——.——._.—'—-‘.h'—\-._.l—'"-
x
0. . - Zada ] 3
0 2 4 B g 10
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Gambar 5.3 Nilai absorbansi IgG Anti-MMA kelinci Iokal (Oryctolagus
cunicufus) yang diinduksi MMA,

Keterangan : 1 dilakukan boostsr

Gambar 5.3 menggambarkan bahwa pada hari ke-42 pasca
imunisasi pertama lgG ant-MMA mencapai titer tertinggi dan mulai
menurun sampai har ke-49. Selarjutnya dilakukan Booster 2 yang
ditunjukkan dengan panah merah. IgG anti-MMA mengalami kenaikan
secara gradual dan mencapal puncak pada hari ke-80 pasca imunisasi

pertama.
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51.3 Pola respons imun sekunder IgG anti-MMA pada kelinci lokal
{Oryctolagus cunicuius), yang diimunisasi dengan MMA

Hasil penelitian menunjukkan bahwa MMA mampu menginduksi
produksi IgG anti-MMA pada kelinci lokal yang dapat dideteksi dengan
teknik dot blot dan ELISA, Pola respons imun sekunder pada kelinci lokal
yang diimunisasi dengan MMA menunjukkan terjadi peningkatan produksi
IgG anti-MMA setelah pemberian booster 1 (har ke-28) dan mencapai
puncak pada han ke-42 dan mulai menurun sampai hari ke-49. Setelah
pembenan booster 2 pada hari ke-52, terjadi peningkatan produksi 1IgG
spesifik terhadap MMA yang mencapai puncak pada han ke-B) setefah
imunisasi pertama. Titer 196G ant-MMA kemudian mulai menurun secara
bertahap sampai han ke-87. Puncak produksi igG ant-MMA setelah
pemberian boosfer 2 febih tnggi bila dibandingkan dengan setelah

peinberian dooster 1.

£.2 Hasil Penelitian Tahap Il

5.2.1 Hasil identifikasi kasus penderita terpapar MMA dengan gejala
inflamasi di mukosa mulut

Hasii anarmnesa pendenta terpapar MMA yang menunjukkan gejala
khinik inflamasi lokal pada mukosa rmuiut 10 sampai 14 har setelah
paparan menyatakan semua pendenta tidak memiliki penyakit lain dan
dalam kondisi sehat Hal ini mengindikasikan bahwa semua sampel
mempunyai sistem imun dalam batas ngrmal.

Beberapa gejala khnik yang berhasil dedentifikasi sebagai gejala

inflamasi mukosa mulut pada penderita terpapar MMA, yaitu edematus,
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hiperemia mukosa, buming mouth, serta ulkus, yang dapat dilibat pada

Gambar 5.4 sampai 5.8,

Gambar 5. 4 Edematuss dan hiperarmia mukosa mulut
disertai buming moufh

Katersngan ; == edematus dan hiperemia
Gambaran mukosa yang mengalami proses kevadangan lokal

berupa edematus dan hiperemia disertai bumning mouth dapat dilihat pada

Gambar £.4 dan 5.5.

Gambar 5.5 Edematus dan hiparemia mukosa mulut
disertai bumning mouih

Katsrangan - = adematus dan hipersmia
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Gambaran lain dari reaksi inflamasi mukosa mulut berupa ulkus

yang disertai hiperemia dapat dilinat pada Gambar 5.6.

Gambar 5.6 Ulkus disertal hiperemia mukosa mulut
Keterangan : s  ulkus mukosa mulut

Gambaran vesikula mukosa mulut yang diseral rasa burming mouth

pada proses keradangan lokal dapat dilinat pada Gambar 5.7

Gambar 5.7 Vesikula mukosa mulut disertai rasa burmning rmouth
Katerangan : vesikula
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Gambaran mukosa mulut normal dapat dilihat pada Gambar 5.8.

Gambar 5.8 Mukosa mulat nomal

Gambaran histopatologi hapusan jaringan mukosa mulut pandarita
terpapar MMA  yang mengalami  kefadangan dengan pewarnaan
hemalktosilin eosin (HE), dapat dilihat pada Gambar 5.8 A Dalam
gambaran histopatologi tersebut nampak infiltrasi sel radang, misalnya
PMN, limfosit, dan makrofag. Gambaran histopatologi hapusan mukosa
mulut noymal dengan pewamaan HE tidak nampak adanya infilirasi sel
radang (lihat Gambar 5.9 B).
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Gambar 5.8 A Gambaran histopatologi hapusan mukosa mulut yang
mengalami inflarmast dengan pewarnaan HE.
Tampak sel radang PMN, limfosit, dan makrofag
B. Gambaran histopatologi hapusan mukosa muiut normal
dengan pewarnaan HE,
Tidak tampak sel radang.

Ketsrangan . —* sal PMN
sa| apitel mukosa mulut
wp  Makrofag
~—p limfosit

1 skala = 2 pm

5.2.2 Hasil deteksi IgG spesifik anti-MMA pada penderita terpapar
MM A dengan teknik dot ot

Deteksi IgG anti-MMA juga dilakukan pada penderita terpapar MMA,
dengan teknik dot blof. Hasil dot biot menunjukkan bahwa semua serum
yang berasal dari penderita terpapar MMA, menunjukkan hasil positif
warna merah (Gambar 5.10). Hal ini menunjukkan bahwa di dalam serum

sampel penderita terpapar MMA mengandung 1gG anti-MMA.
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Pengenceran Sarum Penderita
{ anti-MMA}
1: 50 i

- e e | 1 ' r t

Kontrol

i
Penderita I A i
ey |
Anti-Human- 1gG-HRP Conjugate
(1: 2500)

U — |

Gambar 5.10 Hasil dot biot IgG anti-MMA pada serum penderita
terpapar MMA

Keterangan : positif wama merah pada mernbran NC, Antigen 1/50

Hasil penelitian int menunjukkan bahwa MMA bersifat imunagenik
pada penderita terpapar MMA, sehingga dapat menginduksi respons imun

humoral yang dapat dideteksi dengan teknik dot biot.

5.2.3 Hasil deteksi IgG spesifik terhadap MMA pada aerum panderita
terpapar MMA dangan teknik ELISA tidak langsung

Deteksi l9G spesidik terhadap MMA pada serum penderita terpapar
MMA yang dikumpulkan dan 8§ penderita, dilakukan dengan teknik ELISA
tidak langsung.

Hasil pemetiksaan nilai absorbansi 1gG spesifik terhadap MMA
pada penderta terpapar MMA dapat dilibat dalam Gambar 5.11. Hasil
yang didapat menunjukkan bahwa penderta yang terpapar MMA
mempunyal nilai absorbansi 19G spesifik terhadap MMA lebih besar

darppada pendenta kontrod. Nitai absorbansi IgG spesifik terhadap MMA
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dar 8 penderita terpapar MMA bervariasi dan 0,0350 - 00360 (Gambar

5.11 dan Tabel 5.2).

0.6

il

Mo Sampet {(Hontrol + Panderita)

s .y

450 m
=

-

Mlilal Absarbansl igG spen ik pada

Gambar 5.1 Nilai absorbansi IgG spesifik terhadap MMA pada
penderita terpapar MMA dan kontrol

Ketarangan : Fengenceran serum 1; 50

Rerata nilai absorbansi IgG spesifik terhadap MMA pada kontrol
adalah 0,01 Nilai absorbansi IgG spesifik terhadap MMA untuk masing-
masing kontrol dapat dilihat dalam Lampiran 9. Hasil positif untuk 1gG
spesifik terhadap MMA pada penderita terpapar MMA adalabh dua kali
rerata nilai absorbansi kontrol. Hasil yang didapat menunjukkan bahwa
semua penderita terpapar MMA mempunyai hasil positif untuk 1g9G spesifik

terhadap MMA (Tabel 5.1).
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Tabel 5.1 Nilar absorbanss 190 spesifik terhadap MMA penderita

terpapar MMA

No Nilai absorbansi IgG  * Rerata  Batas nilai  Penderita

spesifik penderita - kontrol Positif Pos/Neg -

_ pada 450 nm ) . .

1 0.0350 L0011 007 Pos
2 Qo300 001 002 | Pos
3 0.0360 oo 002 TPos
4 0,0530 L 007 D062 Pos
5 00450 " o0l 0020 T T Pes
6 0.0510 o010z Pos !
7 0.0470 TLo0or D 0B2 0 Pes
. »

0,0510 oo 002 Pos

.24 Hasit deteksi IgE spesifik terhadap MMA penderita terpapar
MMA dengan teknik ELISA tidak langsung

Hasil pemeriksaan nilai absorbansi 1gE spesifik terhadap MMA
pada penderta terpapar MMA dan kontrol dapat dithat pada Gambar
5.12. Nilai absorbansi IQE spesifik terhadap MMA untuk masing-masing
kentrol dapat dilihat dalam Lampiran 11, Nilai absorbansi IGE spesifik
terhadap MMA dari B pendenta bervariasi antara 0.0881 - 0,1590. Hasil
yang dipercieh menunjukkan bahwa penderta terpapar MMA mempunyai

nifar absorbans IgE spesifik terhadap MMA Iebih besar danpada kontrol.
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a18 _1

0,16 - O Feargl
o.1a W Reicria
342 .

A

aoa

el

450 nm

Ji0d -
a0 |
i -

Mllai absorbansi gE apaaifik Pada

i 2z 3 4 4] & t A
Mo Sam pa| [Kentroh + Penderke)

Gambar 5.42 Nilai absorbansi IgE spesifik terhadap MMA pada
penderita terpapar MRMA dan kontrgl

Keteranpan : Pengenceran serum 1450

Penjabaran secara nnci hasil nilal absorbansi IgE spesiik terhadap

MMA penderita terpapar MMA dapat dihat dalam Tabel 5 2.

Tabel 5.2 Nilai absorbansi IgE spesifik penderita terpapar MMA

| Nilai absorbansi igE + Rerata | Batas nilai | Penderita |

| MNa spesifik penderita ; kantrol I Positf Pos/MNeg
__ _ padad50nm ! .
| 7 0.1110 13 |7 o026 Neg
; 2 Codzvo [ 013 j 026 - MNeg
L 3 0,1280 0,13 0,26 | Neg |
T4 01450 | 0413 T 026 . MNeg |
5 S od280 0 | 013 028 . Neg
LB 0,1540 043 026 | "Neg
CF T T Toasge T T 043 T 0268 | Neg

g | 0098 T T Toa3 T D26 T_N@ i
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Rerata nilai absorbansi IgE spesifik terhadap MMA pada kontral
adalah 0,13. Hasil positif untuk igE spesifik terhadap MMA pada penderita
terpapar MMA adalah dua kaii rerata nilai absorbansi kentrol. Hasit yang
didapat menunjukkan bahwa semua penderita terpapar MMA mempunyai

hasil negatip untuk IgE spesifik terhadap MMA.

5.2.5 Hasil deteksi konsentrasi IL-4 plasma dan jaringan mukosa
mulut penderita terpapar MMA

Hasil pemeriksazn IL-4 pendenta terpapar MMA dapat dilihat pada
Tabel 53, Gambar 513 dan 5.14. Hasil pemerksaan iL-4 plasma dan
janngan mukosa mulut penderita terpapar MMA lebih tinggi daripada
kontrot (Tabel 5.3).

Femeriksaan IL4 didahului dengan penentuan kurva standar
sehingga dipercleh persamasan gans y= 0.0023 x Rumus persamaan
gans tersebut dipakai untuk mengukur konsentrasi L4 kelompok
pendenta terpapar MMA maupun kontrol {Lamgiran12).

Konsentrasi iL-4 yang berasal dari kerokan jaringan mukosa muiut
lebih tinggi bila dibandingkan dengan plasma penderita terpapar MMA.
Konsentrasi IL-4 jaringan mukosa mulyt berkisar antara 189,13 - 25304
pgiml. sedangkan konsentrasi |L-4 plasma penderita terpapar MMA

berkisar antara 58,70 - 83 48 pg/ml (Tabel 5.3).
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300 O Kartal
& Ferderita
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200
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Mo Sampel (Penderita + Kontrol]

Kansentraai IFNy Jaringan {pgimil)

e

Gambar 5.14 Konsentrasi IL-4 {pg/fml} janngan mukaosa mulut pendearita
terpapar MMA dan kontrol

Hasil analisis deskriptif nilai rerata dan simpang baku konsentrasi

IL-4 plasma dan jarngan mukasa mulul penderita terpapar MMA dan
kontrol dapat dilihat pada Tabel 54. Rerata konsentrasi {L-4 dalam
plasma dan jaringan mukosa pendenta terpapar MMA  lebih tingoi
dibanding dengan konirol. Kensentrasi IL-4 pada jaringan mukosa mulul
lebih tinggi dibanding dengan plasma, baik pada penderita terpapar MMA

rmaupun kantrol.

Tabel 5.4 Milairerata dan simpang baku konsentrasi IL-4 plasma dan
jaringan mukosa mulut penderita terpapar MMA dan kontrol

Kelompok | Rerata | Simpang baku | n |

- . _ {pg/mil} (pgfml) ) !
Konsentrasi K.antrol 20,32 518 g
| IL-4 Plasma } Penderita | 67.30 10 48 T g
- Konsentrasi : Kontral 73,59 .70 8

| IL-4 Jaringan ~Penderita ' 208,97 20,00 : E‘.M‘
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Visualisasi nilai rerata dan simpang baku untuk konsentrasi IL-4

dapat dilihat pada Gambar 5.15.

z
'EEH ‘|'

R L .
& w0

|§m '|' {

| 1 - %

’i,;,._ _
E o m|mﬁ,m|
§ plasrn | Jarimen i

Gambar 5.15 Nilai rerata dan simpang baku konsentrasi L4 {pg/ml)
piasma dan jaringan mukosa mulut penderita terpapar
MMA dan kKontrol

5.2.6 Hasil detoksi konsentrasi IFN-y plasma dan jaringan mukosa
mulut pendarta terpapar MMA

Hasil pemeriksaan IFN-y plasma dan jaringan mukosa mulu
penderita terpapar MMA dan kantrol dapat dilihat pada Tabel 5.5, Gambar
5.16 dan 5.17. Konsentrasi IFN-y plasma dan jaringan mukosa mulut lebih
tingyi pada penderita terpapar MMA davipada kontrol,

Pemeriksaan IFN-y didahului dengan penentuan kurva standar
dengan persamaan gans y= 00021 x. Persamaan ini dipakai untuk
mengukur konsentrast IFN-y kelompok penderita tempapar MMA maupun

kontrol {Lampirani2).
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Tabel 5.5 Konsentrasi IFN-y (pgfml) plasma dan jaringan mukosa ot
pendernts terpapar MM A dan kontrol

No. - Plasma daringan Mukosa Mulut
kontrol Penderita - Kontral . Pandenta :

17 5476  B4TB 9429 24857

2 5238 7 T@183 i Boo0 1 26286

3 5824 g8 7 !V gimd T ersvt

4 53335 8429 9333 266,87

5 5286 828 8000 24286

& 5717 8048 8667 23333 ¢

7 ' ssgr 78 ere2 |, 23238

g :

5000 000 79.05 " g8S57T - 22381

Konsentrasi IFN-y vang berasal dan kerokan jarningan mukosa mulut
lenin tingg: bila dibandingkan dengan plasma penderita terpapar MMA,
Konsentrasi {FM-y jaringan mukosa mulut pendenta terpapar MMA
berkisar antara 22381 - 282 B8 pg/ml, sedangkan konsentrasi tEN-y
plasma penderita terpapar MMA bekisar antara 7810 — 6571 pg/ml
{Tabel 5.5).

Fada kelompok kontrol konsentrasi |FN-y yang berasal dan kerokan
jaringan mukosa muiut lebin tinggi bila dipandingkan dengan plasma.
Konsentras IFN-y jarngan mukosa mulut kelompok kontrol berkisar antara
80.00 - 98.57 pg/ml. sedangkan konsentrasi IFN-y plasma kontrol berkisar

antara 50,060 - 57 17 pg/ml (Tabel 5 5)
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dibanding dengan kontrol. Kensentrasi IFN-y pada jaringan mukosa mulut
lebih tinggi dibanding dengan plasma, baik pada penderita temapar MMA

maupun kontrol,

Tabel 5.6 Nilai rerafa dan simpang baku konsentrasi IFN-y plasma dan
jaringan mukosa muluf penderita terpapar MMA dan kontrol

Kelompok | Rerata | Simpang baku T—I
L_ L feemb) b |
| Konserweel | Rorwol | 837 ] 2% [ €
| IFN-y Plasma [ Penderita | 0,77 20,46 . 8
' Konsentrasi | Kontrol | 107,51 3,91 | 8
| IFN- v Jaringan IPendeﬁE_ jdr_?._ﬁﬁ 18,43 1 B i

Visualisasi nilai reraia dan simpang paku konsentrasi IFN-y plasma
dan dan jaringan mukosa mulut penderita terpapar MMA dan kentrol dapat

dilirat pada Gambar 5.18.

=

5

£

E;

=

< :
- E
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Gambar 5.18 Nilai rerata dan simpang baku konsentrasi IFN-y {pg/ml)
plasma dan jaringan mukosa muhit pendernta terpapar
MMA dan konfrol
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5.2.7 Hasil deteksi konsentrasi TNF-a plasma dan jaringan mukosa
mislut penderita terpapar MMA

Masil pemerksaan TNF-g plasma dan jarngan mukosa muiut
pendenta terpapar MMA dan kontrol dapat dilikat pada Tabel 5.7, Gambar
519 dan 5.20. Konsentrasi TNF-a plasma dan jaringan mukosa mulut
lebin tinggi pada penderita terpapar MMA daripada kontrol.

Pemerksaan TNF-a didatului dengan pehentuan kurva standar
yang menghasilkan persamaan gars y= 0,0025 x. Rumus persamaan
garis tersebut disakai untuk mengukur konsentrasi TNF-a {pg/mi) sampel
penderita terpapar MMA maupun kontrel {Lampian 12).

Nilai konsentrasi TNF-c plasma dan jaringan rmukosa oot

pendenta terpapar MMA dan kontrol dijabarkan dalam Tabel 5.7

Tabet 5.7 Konsentrasi TNF-a (pg/ml) plasma dan jaringan mukosa mulut
penderita terpapar MMA dan kontrol

[ No. | ~ Plesma_~  Janngan Mukosa Mulut |
| | Kontrol Penderita Kentrol Penderita_ i
1 11,30 23,67 29,47 103,85
e .16 2388 2983 102,93
3 9.93 23,67 29,32 8oig

4 11,94 2443 2978 | 8842
T 5 | 1oge | 2841 2871 83,38
5 : 10,38 2917 2902 9392
"7, eis T Tzea 2748 . 10553
s | e 1 @& 2795 | 8078
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Gambar 5.20 Konsentrasi TNfF-o (pg/ml) jaringan mukosa mulut
penderita terpapar MMA dan kontrol

Hasil analisis deskrptif nilai rerata dan simpang faku konsentrasi
TNF-x plasma dan janngan mukosa mulut pendenta terpapar MMA dan
kontrol dapat difihat pada Tabel 5.8. Rerata konsentrasi TNF-o dalam
plasma dan jaringan mukosa penderita ferpapar MMA lebin tinggi
dibanding dengan kontrol. Konsentrasi TMF-e« pada janngan mukosa
rmulut lebih tingg dibanding dengan plasma, baik pada penderita terpapar

MMA rmaupun kontral.,

Tabel 5.8 Nilai rerata dan simpang baku kensentrasi TNF-a plasma dan
jarngan mukosa mulut penderita terpapar MMA dan kontrol

! Kelompok | Rerata | Simpang baku N
) (bgmb | (pgimh |
| Kgnsentrasi Kantrol 35,527 2,92 B
TNF-a Plasma | Penderita . 90,77 | 2045 8
Konsentrasi i Kontrol | 10751 | 391 | 8
i ] }
| TNF-a Janngan | Penderita 247 95 18,43 . B
- 8 l . - I
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Visualisasi nilai rerata dan simpang baku konsentrasi TNF-at
plasma dan jaringan mukosa mulut penderita terpapar MMA dan kontrol

dapat dilihat pada Gambar 5.21.

|p-|ndurh! By lpln:llt'ﬂ'
pleama rnga

Koneentrrsd THF-o Plasma dan Jadngan |
g 8

Gambar 5.21 Nilai rerata dan simpang baku konsentrasi TNF-a. (pg/mi)
plasma dan jaringan mukosa mulut penderita terpapar
MMA dan kontrol

5.3 Hazil Ui Normalitas Variabel IL-4, IFN-y, TNF-c Plasma dan
Jaringan Mukosa Mulut Penderita Terpapar MMA, dan Kontrol

Sebelum dilakukan analizis statistik parametrik variabel L4, IFN-
v.dan TNF-a. terdebih dahulu dilakukan uji normalitas data, Hasil uji
normalitas Kolmogorov Smimov menunjukkan babwa IL4, [FN-y, dan
TNF-z dalam plasma dan jaringan mukosa mulut penderita terpapar MMA
dan kontrgl berdistribusi normal (p>0,05). Hasil lengkapnya dapat dilihat

pada Tabel 5.9.
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Tabel 5.9 Hasil uji nemalitas data dengan uji Kefmogorov Sruimov

| " Plasma Jaringan | Plasma | Jaringan | Plasma  Jaringan

i L4 iL-4 i IFN-y *  [FN-y ThHF-c | THNF-a

" Rerata | 4387 714127 | 6315 | 17773 | 6345 17773 |
paimi pafml pgfml . pgiml  pgiml pa/ml

|
Simpang | 25,53 71,38 31,83 | 7365 | 3183 | 7ans
i bakuy pPa‘mi pafmt pgiml pa/ml pg/fmi pa/mi
! p 019 D14

1 I
018 | 0,08 019 . 008

" Keterangan ' p>0 05 bdak signifikan, selingga data berdistabugi normal

5.4 Hasil Analisis Uji t Bebas Untuk Variabel tL-4, tFN-y, Dan TNF-¢
Plasma Dan Jaringan Mukosa Mulut Antara Penderita Terpapar
MMA Dan Kontrol

Konsentrasi IL-4, [FN-y, dan TNF-z pfasma dan jaringan mukosa
mulut dibandingkan antara penderita terpapar MMA dan kontrol, dengan
menggunakan Ui t bebas. Hal ini disebabkan karena data berskala rasio

dan berdistribusi nomal {Tabel 5.9).

$.4.1 Hasil analisis uji t Hebas untuk variabel IL-4 plasma dan
faringan mukosa mulut antara penderita terpapar MMA dan
kantrol
Hasil uji t bebas untuk vanabe! IL<4 plasma dan janingan mukosa
mulut, menunjukkan terdapat perbedasan bermakna (p<0,05) antara
penderita terpapar MMA dan kontrol, Hasil uji 1 bebas tarsebut dapat

dilihat pada Tabel 5.10
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Tabel 510 Hasil up t bebas untuk vanabel IL-4 plasma dan jaringar
mukosa mulut antara penderita terpapar MMA dan kontrol

: FPlagma_ . dJarngan
_ ¢ Konlrob . Terpapar  Kontrel - Terpapar
Rerata 20,32 ©BY.a30 7358 1 20897
_ _pefml - pgiml - pgiml T pgiml
Simpang baky - 5,18 Coo1b4e BT9  200D
_ o oipgml_ o pgiml o opafml [ pgfmi
Jthitng o M3EFe o 18123
P oo : 001"

Keterangan .'sigmh'k;:m bila p= 005
e sionr-kan

5.4.2 Hasil analisis uji t bebas untuk variabel IFN-y plasma dan
jaringan mukosa mulit antara penderita terpapar MMA dan
Kontrol
Hasii wi t bebas untuk variabel IFN-y plasma dan janngan mukosa

mulut, menunjukkan terdapat perbedaan bemakna {p<0,05) antara

penderta terpapar MMA dan kontrol. Hasil uji ¢ bebas tersebut dapat

dilinat pada Tabel 5.11.

Tabel 511 Hasi uji t bebas uniuk varabel IFN-y plasma dan  janngan
mukosa mult antara pendenta terpapar MMA dan kontrol

Plasma Jaringan
- Kontrol | Terpapar . Kontrol  Terpapar
Rerata - 35,52 g0.7v 107 .51 247 95
opgiml o pgfml_ o pgiml o pg/mi |
Simpang bake . 283 . 2048 2.91 1843
pgimi  : pg/ml . pgiml __pgfml
t hutung '_ 12,378 _ 20,012
p 0.01* 001"

Kelarangan - sugnr(:h,'&n bila g 0G5
= swrefinan
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543 Hasil analisis uji t bebas untuk variabel TNF-o« plasma dan
jaringan mukosa mulut antara penderita terpapar MMA dan
kontrol
Hasil uji t bebas untuk vanabel TNF-a plasma dan panngan mukosa

muklt, menunjukkan terdapat perpbedaan bkermakna (p=0.05) antara

pendenta terpapar MMA dan kontral. Hasil uji t bebas tersebul dapat

dilinat pada Tabe! 5172

Tabel 512 Hasil uji t bebas untuk variabel TMF-a plasma dan  jarngan
mukosa muiut antara pendenta terpapar MMA dan kontrol

!  Plasma B Janngan i

i Kontrol | Temapar ' Kontrol ! Terpapar |

FHerata % I Y T I 107,51 | 24795 |

. i pgmt . pgml | pgmi | pomi |

Simpang baku | 2.92 2045 | 3o | 1843 'i
: I pgml  pgiml i pgmt | pgiml

. t hitung : 16,371 | 16.744

P et L gp” |

Keterangan . signifikan biia p< 0,05 SREEEE
i < sigrfikan

5.4.4 Kerusakan jaringan mukosa mulut penderita terpapar MMA
tidak terjadi melatui reaksi iritasi

Apabila kerusakan jaringan mukosa mulut penderita terpapar MMA
tanadi melalui reaksi iftasi, maka akan tenadi peningkatan yang
bermakna {(p<0.05) TNF-a tanpa disertai peningkatan yang bermakna
(p=0,05) IL-4 dan IFN-y pada plasma maupun |anngan mukosa muldt
pendenta terpapar MMA.

Hasil yang dipercieh penehban i, menunjukkan tenadi
peningkatan yang bemnakna {p=0.05) IL4. |FH-y, TMF-g plasma dan

janngan mukosa mulut penderita terpapar MMA (Tabel 5.4, 5.6, 5.8, 5.10.
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511, 512} Hal ini membuktikan Bahwa kerusakan jarngan mukosa mulut

pada pendenta terpapar MMA tidak terjadi melalui reaksi intasi,

£.4.5 Kerusakan jaringan mukosa mulut penderita terpapar MMA
tidak terjadi melalui reaksi hipersensitivitas tipe |

Hasil penelitian yang diperaleh menunjukkan bahwa 1gE spesifik
terhadap MMA pada penderita terpapar MMA adafah negatip (Tabel 5.2).
konsentrasi [L<4 dalam plasma dan jaringan mukosa mulut penderita
terpapar MMA meningkat secara bermakna {p<0,05) (Tabel 5.4 dan 5.10).

Peningkatan yang bermmakna {(p<0,05) L4 dalam plasma dan
jaringan mukosa mulut penderita terpapar MMA, tidak disertai hasil positif
ige speshfik terhadap MMA Hab i menunjukkan bahwa keruszkan
janngan mukosa mulut pendenta terpapar MMA tidak terjadi melalui reaksi

hipersensitivitas tipe | yang diperantarai oleh IgE spesifik.

546 Kerusakan jaringan mukosa mulut penderita terpapar MMA
terjadi melalui reaksi hipersensitivitas tipe 1l dan / atau tipe Il

Kerusakan jaringan mukosa mufut pendenta terpapar MMA terad:
melalui reaks hipersensitivitas tipe |l dan / atad tipe 1. Hal ini dibuktikan
dengan terdapat hasil positif IgG spesifik terhadap MMA (Tabel 5.1} dan
peningkatan yany bermakna (p<0,05) IFN-y plasma dan janingan mukosa

mulut penderita terpapar MMA {Tabel 5.6 dan 5.11).
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54.7 Kerusakan jaringan mukosa mulut penderita terpapar MMA
terjadi melalui reaksi hipersensitivitas tipe IV

Fenefitian ini membuktikan bahwa kerusakan jarngan mukosa
rmulut dreebabkan oleh reaks: hipersensitivitas tipe 1V, Hal ini disebabkan
karena hasil perneliian menunjukkan temadi peningkatan bermakna
(p<0,03) TNF-a dan IFN-y dalam plasma dan jaringan mukosa rmulut

pendenta terpapar MMA (Tabel 56,58 511, 512)

5.5 Hasil Analisis Uji Korelasi Antara Konsentrasi IL-4, IFN-y, Dan
TNF-x Dalam Plasma Dan Jaringan Mukosa Mulut Penderita
Terpapar MMA

Hasil ujt korelas: Fearson konsentrasi IL-4, [FN-y, dan TNF-o dalam
piasma dan janngan mukesa mulut pada penderita terpapar MMA
menurjukkan bahwa terdapat korelas: bermmakna  (p<0.05) antara
kansentrasi 1L-4, [FM-y, dan TNF-«¢ dalam plasma dan jarngan mukosa

muiut penderita terpapar MMA {Tabel 5.13).

Tabel 5.13 Hasil uji korelasi Pearson konsentrasi -4, IFN-v, dan TMNF-
dalam plasma dan jaringan mukosa mulut penderita terpapar
AR,

IL-4 Jaringan | |FN-y Jaringan . TNF-e Jaringan i
IL-4 Plaema Sig= ﬂlﬂ‘]*. T . T
Cor=0..886
IFN-y Plasma Sig=0,01*
_ ;  r=0873
TNF-g Piasma Sig=0,01"
: r=10%45

Keterangan =g« faan bila o[ a5
T ngnTkan
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Hasil panelitian i membuktikan batrwa terdapat korelasi bermakna
antara kansentrasi [L-4. IFN-y, TNF- o dalam plasma dan jaringan mukosa

mulut pendenta terpapar MMA (Tabet 5.13)
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BEAB 6§ PEMBAHASAN

Pengkajian tentang respons imun sekunder pada kelinci iokal Batu
{Oryctofagus cunicufus) yang diimunisasi cleh MMA ditakukan dengan
cara deteksi lgG anti-MMA. Teknik yang digunakan untuk mendeteksi IgG
spesifik terhadap MMA pada kelinci ditakukan dengan teknik dot biot dan
ELISA.

Pemenksaan g dan |gE spesifik terhadap MMA serta sitokin (iL-
4, IFN-y, TNF-z) pada penderita ferpapar MMA dilakukan menggunakan
analisis kKuantitatif dengan teknik ELISA. Sensitisasi dan elisitasi
hipersensitivitas kareéna paparan MMA terjadi di mukesa mulut, sehingga
analisis kuantitatif sitokin selain dilakukan pada plasma darah perifer, juga
dilakukan pada kerokan jaringan mukosa mulut, Pemerksaan 1gG dan IgE

spesiik terhadap MMA hanya dilakukan pada serum penderita,

6.1 Pola Respons Imun Sekunder IgG Anti-MMA Pada Kelinci Lokal
{Cryctolagus conicuifus) Yang Diimunisasi Dengan MMA

imunoglobulin G anti-MMA pada kelinci lokal yvang diimunisasi
dengan MMA dideteksi dengan feknik dot biof f{Gambar 5.1} dan ELISA
{Gambar 5.2 dan 5.3). Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa serum
semua kelinci yang dipenksa pada hari ke-28 pasca imunisasi pertama,
mengandung (96 anti-MMA. MMA vang ditolodkan pada membran NC
berindak sebagai epitop atau sebagai determinan antigenik yang
berinteraksi spesifik dengan antibodi hasil imunisasi. Hasil positif dnt Aot

ditandai dengan munculnya warna biru.
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Pada kelinci yang diimunisasi dengan MMA dalam PES fkelinct A
dan Bj juga menunjukkan hasi positf pada dof blot dan ELISA. Hal ini
disebabkan karena MMA berkonjugasi dengan protein tubuh yang
berfungs) sehagal protein pembawa {carrier). Konjugasi MMA dengan
protein tubuh akan menyebabkan perubahan konformas protein tubuh
tersebut, sehingga dapat dikenah oleh sel T. Konjugat MMA-protein dapat
ditangkap dan diproses oleh APC, yang kemudian dipresentasikan
bersama MHC*kelas |l kepada sel Th. Sel Th aktif akan mensckresi IL-2,
Sel B spesifik terhadap MMA mengenal MMA  melain  reseptor
imunoglobulin yang terdapat di permukaan sel. IL-2 yang diproduksi sel
Th diperukan untuk profiferasi dan diferensiasi sel B spesifik tethadap
MMA menjadi sel plasma. Selanjutnya sel plasma mensekresi 1gG
spesifik terhadap MMA (Krasteva ef al, 1998, Goldsby et af, 2000; Roitt
et af., 1993},

Froduksi IgG anti-MMA juna teradi setelah imunisasi MMA dan
B34 yvang berfungsi sebagal pratein pembawa {camer). Produksi 1gG
anti-MMA  terjadi melalui mekamsme sebagal benkut . MMA-BSA
difagositosis oleh sel dendritik yang barperan sebagal APC dan diproses
untuk drpresentasikan bersama dengan molekut MHC-kelas | kepads sel
Th. Zed Th yang diaktwasi melalui pengenalan kompleks peptida BSA-
MHC-kelas If melalui reseptor sel T (TCR). akan mensekres: IL-2. Siokin
tersebut dipedukan untuk proliferasi dan dferenstasi sel B menjadi se!
plasma, yang mensekresi |96 spesifik terhadap MMA {(Krasteva &t al,

1998 Goldsby ef af |, 2000 Roitt ot af . 15993).
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Hasil dot bigt dan ELISA menunjukkan titer 196G anti-MMA paling
tinggi pada kelinci C yang dimunisasi denganr 0,75 % MMA dalam BSA
1 % (Gambar 5.1 dan 5 2). Hal ini disebabkan karena BSA setagai protein
pembawa adalah protein asing, sehingga lebih mudah dikenafhi akeh sistem
wmiurt dan memmbulkan resgons imun Sekunder yang lebih kuat bila
dibandingkan dengan protéin fubuh. Titer [9G anti-MMA lebib tinggi pada
kelinci © yang dimunisast dengan .75 % MMA dalam BSA 1 %
dibandingkan dengan kalinc D yang diimunisasi dengan 0,50 % MMA
dalam ESA 1 % Hal imi disebabkan karena dosis MMA vang lebih tinggi
aran menginduks lebih banyak sal imun, seningga akan memmbulkan
respans imun sekunder yang |ebih kuat.

Sel B mengenal determinan antigenk melalai imuncglobulin
membran {mig), dan antigen diintemalizast serna diproses di dalam sel
flihat Gambar 26). Peptda yang benkatan dengan MHC-kelas I} di
pemmukaan sel B dipresentasikan kepada sel Th spesifik. Proses ini
rerupaxan syarat yang diperukan urduk menimbulkan respons antibodi,
Pada respons hagpten-carmer, sel B spesifik terhadap hapgten mengenal
kompleks tersebut melalui  hapten, Karena hapten tidak dapat
dipresentasikan bersama molekul MHC. Proses selanjutnya, kompleks
hapten-carrier diproses di dalam sel B menjadi derivat peptida carver yang
dapat benkatan dengan modekul MHC untuk dipresentasikan kepada sel T
{Austyn dan Wood. 1984) Kontak langsung sel 7 dan sel B {coghate

iteraction) tenjadi jika sel T spesifik mangenali kempleks peptida-MHC di
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pemukaan membran sel B (Goldsby af &/, 2000 Roift ef &, 1993; Austyn
dan Wood, 1994).

Imunisasi dengan ajuvan saja pada kelinci kontrol, dalam penelitian
il menunjukkan hasil negatif pada pemeriksaan dof blof dan ELISA
{Gambar 5.1 dan 5.2). Hal ini membuklikan tdak terbentuk 190G spesifik
terhadap MMA, yang disebabkan karena tidak terdspat MMA sebagai
epitop yang dikenali cleh reseptor imunoglobuiin sel B spesifik terhadap
MMA,

Hasil peneiitian inf mendukung penelitian Liv ef al. (1993), yang
menunjukkan bahwa MMA memicuy respons imun. Dalam penelitian
tersebut MMA terbukti menginduksi pembeniukan beberapa  sitokin,
seperl L8, tFN-y, TNF-a pada kuftur sel darah (whole Mood culfurs /
WBL} subyek sehat. Kuitur s&! yang dipakai daiam pensaliian, sebelumnya
disensitisasi menggunakan beberapa mitogen dan kemudian diben
paparan MMA. Hasi! penelitizn tersebut menunjukkan bahwa kultur yang
sebelumnya tidak disensitisasi, tidak menghasilkan sitokin. Kesmnpulan
hasil panelitian tersebut menunjukkan bahwa MMA mampu menginduksi
respons imun dengan syarst terjadi sensitisasi terebih dahuly (Liu ef al
1945).

imunoglobulin G anti-MMA. dari kelinci bokal dipenksa dengan uji
ELISA tak fangsung pada han ke-28, 35, 42, 49, 86, 73, 80, 87 untuk
mendeteksi pola respans imun sekunder setelah dilakukan boosier
pertama (han ke-14) dan booster ke dua (han ke-52) (that Gambar 5.3).

Nilai absorbansi IgG yang terukur dengan metode ELISA tidak langsung,
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6.2 MMA Bersifat Imunogenik Pada Penderita Terpapar MMA,
Sehingga Dapat Menginduksi Respons Imun Humoral I1gG Anti-
MMA

trmunoglobulin G anti-MMA pada penderita terpapar MMA dideteksi
dengan teknik dot biot {Gambar 5.10) dan ELISA (Gambar 5.11). MMA
yang ditotolkan pada membran NC bertindak sebagai epitop atau sebagat
determinan antigenik yang bennteraksi spesifik dengan antibodi hasil
imunisasi, yang ditunjukkan dengan reaksi hibridisasi MMA dengan 1gG
anti-MMA pada dot blot yang ditandai dengan muncuinya wama merah.
Hasil deteksi IgG anti-MMA dengan teknik ELISA pada penderita terpapar
MMA, semua penderfa menunjukkan hasil postif (duz kali milai
absorbansi kontral} {lihat Gambar 5.11 dan Tabel 5.1). Kessluruhan hasil
panelitian yang didapat menunjukkan bahwa serurmn penderita terpapar
MMA mengandung IgG anti-MMA,_

Penslitian yang dilakukan cieh Fujisawa gan Masuhara {1981) yang
dikutip oteh Fujisawa et af (2000) menunjukkan bahwa interaksi antara
MMA dan kposom giinduksi clek migrasi secara langsung MMA melewat:
lapisan lemak dengan kekustan penggerak  interaksi  hidrofobik
Fenemuan ini menunjukkan batwa MMA dapat masuk medalui membran
sal hidup, sehingga MMA berpotens: menginduksi terjadinya respons
IFTIUI.

Metl metaknlat dapat berikatan dengan protein tubuh penderita
yang berperan sebagai protein pembawa (carder). Konjugasi MMA
dengan protein tubuh terjadi melalui ikatan non-kovalen dengan residu

asam arming yang bersifat hidrofobik, seperi alanin, leusin, tirosin,

DISERTASI IMUNOPATOGENESIS KERUSAKAN JARINGAN ... | GUSTI AJU WAHJU ARDANI



ADLN Pepustakaan Universitas Airlangga
121

fenilalanin, dan wvalin {(Roitt f &/, 1823). Hasil konugas: tersebut
membentuk modifikasi konformasi protein tubub yang berfungsi sebagai
carrar, sehingga dapat dikenali oleh sel Th. Kondisi o dapal
menyebabkan induksi pembentukan 1gG spesifik terhadzp MMA melalui
mekanisme yang sama dengan pembentukan ig anti-MMA pada kelingi
lokal {Goldsby et af . 2000; Koilt ef &/, 1993, Austyn dan Wood, 1394}
Kesimpulan hasil peneltian ini adalah MMA bersifat imunogemk
sehingga dapat menginduksi respons imun humoral pada penderita
terpapar MMA . vang ditunjukkan dengan hasil positif IgG anti-MMA. Sifat
imunogeneasitas  yang  dimiliki MMA, memungkinkan  MMA  unfuk

menginduksi reaks: hipersensitivitas

6.3 Kerusakaan Jaringan Mukosa Mulit Penderita Terpapar MMA
Tidak Terjadi Melafui Reaksi Iritasi

Hasil penslitian yang didapat menunukkan tegadi peningkatan yang
bermakna {p<0,05) konsentrasi [L-4. {FN-y, dan TNF-a dalam plasma dan
janngan mukosa muiut panderita terpapar MMA (Tabel 5.3 - 58 dan 513,
511, 5.12). Selan u hasil peneltian ini juga menunjukkan hasil positif
urituk 19G spesifik erhadap MMA (Tabel 51 dan Gambar 5 11}, Hai ini
menunjukkan bhahwa imunopatogenesis kerusakan janngan mukosa mulut
penderita terpapar MMA tidak terjad melatlur reaksi intas) Kondisi tersebut
dischabkan karena pada reaks intasi tern@adi peningkatan TNF-a tanpa
disertai peningkatan IL-4 dan IFN-y, seffa tdak tenash pembentukan 1gG
spesifik terhadap MMA. Hal im dikenfirmasi dengan fakta klinik yang

menunjukkan bahwa geala klinik pendenta terpapac MMA hanya tenad
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pada 0,5 sampai 1 % pendenta. serta gejala klinik inflamas) okal baru
muncul 10 sampas 14 han setelah terpapar MMA,

kontak irtan dapat teradi di kulit oleh karena kontak dengan bahan
kimia tertertu. Kontak intan yang terjadi tergantung pada dosis bahan
tersebut, tetapi fidak tergantung pada sifat antigénesitas yang dimiiki.
Bahan intan merusak lemak epidenmis (lemak antar sel keratinosif,
kemudian masuk ke dalam keratinosit sehingga merusak lisosom,
mitokondria, serta komponen inti yang akhenya akan mengakibatkan
kerusakan keratinosit Bahan intan juga menyebabkan kerusakan
membran  keratinosit  sehingga mengakiifian  fosfclipase, sehngga

terbentuk asam arakhidonat. diasiighseral (DAG), dan inositaltrifostat (153,

Asam aragkhidonat akan diubah menjadi leukotrin dan prostaglandin, DAG
akan mempengaruhi ekspresi gen yang membentuk [L-1 ¢(Pohan, 2004,
Effendy et 2/, 2000, Goldsby et /.. 2000},

Keratinosit juga mengekspresi ICAM-1 vang akan berikatan dengan
lekosit yang mengekspresi LFA-1 di permukaannya. Lekosit akan tertank
dan tenikal pads ICAM-1 di endotel pembuluh darah dan akhimya akan
menuju ke janngan kulit sehingga tenadi keradangan {Pchan, 2004
Effendy et &, 2000, Goldsby et afl., 2000; Luster. 1938).

keratinosit juga mensekresi THF-a, L6, IL-1B, dan GM-CSF.
THF-a merangsang pembentukan {CAM-1 dan berperan penting pada
timbulnya reaksi radang. Prostaglandin dan leukotrin juga bersifat sebagal
khemoatraktan yang menark netrofil dan limfosit serta mengaktivass

mastosit.  sehingga  terbentuk  histamin yang  akan  menyebabkan
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vasodilatas dan peningkatan permeabilitas pembuluh darabh (Pohan,
2004; Effendy ef af., 2000; Galdsby et ai., 2000).

Reaksi ritasi adalah respons imun alamiah {non-spesifik} yang
terjadi tanpa proses pengenalan secara spesifik teradap antigen olsh sel
T, sehingga tdak terjadh peningkatan produksi L4 dan IFN-y yang
dihasilkan oleh sel T aktf Berbeda dengan réaksi hipersensitivitas, reaksi
intasi akan mengakibatkan ejas secam langsung pada penderita termpapar
MMA, Faktor vang penting lain yang membedakan reaksi intasi dengan
reaksi hipersensitivitas adaiah tidak terbentuk oG spesifik terhadap MMA,
karena pada reaksi irtasi tdak terjadi respons imun humoral spesifik
terhadap MMA. Selanjutnya, apabilla imunopatogenesis Kerusakan
janngan mukoss mulut pada pendenta terpapar MMA disebabkan oleh
reaksi iritasi, maka angka kejadian timbulnya gejala klinik akan menjadi
jaun letyh besar dan 0.5 - 1 % dan penderita terpapar MMA,

Beberapa substansi tertentu merupakan penyebab irtasi dan
nflamasi pada individu yang terkena. Tipe simulus eksogenus dapat
mempengarubi reaksi tersebut Aplikasi topikal bahan Kimia tertentu akan
menginduks: iritasi, tetapi dengan fapge stripping pada kult belum
memperihatkan infiltrasi sef inflamasi selama 24 jam pertama. Setelah ity
mulal dijurmpar infiitrasi sel radang pada tempat tersebut {Leung, 1996}

Bila imunopatogenesis kerusakan janngan mukosa mulut pads
pendenta terpapar MMA disebabkan oleh reaksi imtas), maka gejala klinik
pada mukosa mulut pendenta terpapar MMA akan Bmbul dalam wakiu

vang lehih cepat dan 10-14 han setelah terpapar MMA.

MILIN
FERPUTTALAAN
PEIVERALTAY AILLANGEL |

EURABAYA :
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Hasil peneiitian yang dilakukan oleh Fujisawa ef al (1891)
menunjukkan bahwa menomer MMA  mampu  berinteraksi dengan
fosfatidilkholin / kolestercl liposom pada membran sel. Hasil ini ditunjang
oleh panelitian Jaruga &f & (1998) yang menunjukikan bahlwa moleky!
kecil lanst dalam lemak mampu menginduksi perubahan dalam lapisan
lernak ganda sel hidup, sehingga menyebabkan gangguan fungsi pada
ikaten membran-protein dan menyebabkan jejas. Tetapi pembentukan
jejas karena paparan MMA sangat bergantung pada dosis MMA yang
dipaparkan (Robert dan Kupper, 1998}.

Walaupun MMA dalam cdosis tertenty bersifat sitotoksik dan
genotoksik pada kultur sel epitel dan fibroblas (Kedjarune ef af, 1994;
Ardani, 2000; Yang &f al, 2003), namun dalam pengiitian ini
imunopatogenesis kerusakan jaringan mukosa muluit pendenta terpapar
MMA tidak terbukti terjadi melalui reaksi intasi. Haf ini disebabkan karena
dosiz paparan MMA tdak mencukupl untuk menmaulkan jejas yang dapat
diamati pada hasil pemerksaan laboratorik. Oleh karena ity
munopatogenesis kerusakan janingan mukosa muiut pendenta terpapear

MiA, dimungkinkan terjadi melalui reaksi hipersensitivitas.
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6.4 HKerusakan Jaringan Mukosa Mutut Penderita Terpapar MMA
Tidak Terjadi Melaluf Reaksi Hipersensitivitas Tipe |

Hasil pemeriksaan konsentrasi IL-4 penderita terpapar MMA dan
kontrol dapast dithhat pada Tabel 5.2 dan 5.4, Gambar 5.13 dan 5,14 Hasil
penelitian ini menunjukkan bahwa konsentrasi [L-4 plasma dan jaringan
mukosa mulut penderita terpapar MMA  lebih tinggi (p<0,05) bila
dibandingkan dengan pendenta kontrol (Tabel 510) Konsentrasi L4
janngan mukosa mulut lebih tinggi bila dibandingkan dengan plasma
penderita terpapar MMA dan kontrol {Tabe! 5.10). Hal ini disebabkan
karena proses keradangan tedadi pada jaringan mukosa mulut, sehingga
iL-4 akan terkumpul di daerah yang mengalami keradangan.

Hasil pemerksaan IgE spesifik terhadap MMA serum menunjukkan
hasil negatip (Tabel 5.2 Gambar 512} Hal ini disebabkan karena
peningkatan konsentrasi IL-4 vang terjadi tidak mencukupi  untuk
menginduksi isotype switching pada sel B ke arah produkst IgE.

Pemerksaan IgE spesifik terhadap MMA dalam penelitian ini
dilakukan dalam serum. Hal ini disebabkan karena MMA yang terpapar
secara lokal (menempal pada mukosa mulut) akan berpenetrasi ke dalam
janngan epitel mukosa mulut. MMA selanjutnya akan memasuki kelenjar
getah bening regional melalui aferen limfatik secara langsung, atau
dihawa oleh APC. Respons imun humoral terhadap MMA yang telan
Perkonjugasi dengan protein tubuh terutama tefadi pada kelenjar getah
bening regional, selain yang terbentuk secara lokal pada jaringan mukosa
mulut. dan kemudian baru akan dialirkan ke tempat di mana terdapat

paparan  MMA  dan teriadi proses keradangan. Kondisi  tersebut
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menyebabkan artibodi yang disekresi dapat terdeteksi secara sistemik
{Abbas et al.. 2000, Goldsby &t 2f., 2000},

Penelitian ini tidak memeriksa IgE spesifik terhadap WMMA di
jaringan mukosa mulut penderita terpapar MMA. Hal im disebabkan
karena jumlah spesimen yang dapat dikumpulkan dan sampel penderita
sesyal dengan kode etk yang berlaku di Kedokteran Gigi Univarsitas
Airlangga, tidak mencukupi untuk pemenksaan IgE spesifik terhadap
MMA. Df samping itu pemeriksaan fgE spesifik dalam serum dianggap
sudah menggambarkan kondisi respons imun humoral penderita.

Secara umurp, reaksi mukosa mulut terhadap anfigen challenge
sama dengan vang teradi di kulit. Hal im disebabkan strukiur anatomis
mukasa mulut hampir sama dengan kulit. Lapisan terluar mukosa rmulut
dan kult adalah stretified squamous epihefium, tetapl keratinisasi pada
kulit lebih tebal Pada mukosa muiut lapisan dibawah epitel adalah
basement membrane (lamina propria) yang dikuti dengan jaringan
submukosa, Pada kulit juga terdapat |apisan basemernt membrane dan
diikuti oleh lapisan dermis yang mirp dengan mukosa mulut {(Ahlfars dan
Lyberg, 2001}

Interfeukin-4 adalah glikoprotein 18-20 KD yang dihasilkan oleh se!
Thz, sel NK, mastosit, dan basofil (Glimcher dan Murphy, 2002, Sceparto
dan Sudarmo, 2003). Seperti sitokin lainnya, IL-4 menunjukkan efek
plectropik, tetzpt lebih mendorong ke arah perkembangan sel Th? dan

meningkatkan ekspresi CD23 (FeeRI} pada mastosit dan MHC-kelas |
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pada makrofaq dan set B {Glimcher dan Murphy, 2002; Bacharier dan
Geha 2001).

Intedectan-4 terutama disekresi sel Th2 setelah terjadi proses
pengenalan antigen-MHC-kelas || pada permukaan set B melalu reseptor
sel T (TCR). Se! Th2 mensekresi IL-4 dan IL-13, serta mengekspresi ligan
CDad {CO40L, CD154). lkatan |L-4 pada reseptor sel B mengirimkan
signal pertama untuk isofype switching yang menginduksi transkripsi lokus
gen fantan berat Ce CD40L adalah glikeprotein membran tipe 235 kD
yang tdak dyumpai pada sel Th naif dalam kondisi istrahat (Shen dan
Statvnezer, 2001; Kruse et al, 1999). Ekspresi sementara CD40L setelah
aktivasi sel Th membuat sel Th menjadi berkompeten penuh untuk
menginduks! isofype switching ke arah pembentukan IgE (Shen dan
Statvnezer, 2001).

Molekul CO40-L mengnduksi oligomerisasi G040 pada sel B untuk
menginm signal ke dua yang memicu gefelional swilch recombination ke
arah pembentukan IgE. Ligasi CD40 pada permukazan sel B menghasilkan
peningkatan banyak maolekul permukaan. Ekspresi molelud B? (CD80Y
pada sel B meningkat setelah aktivasi CD4ag, dan berfungsi sebaga
reseptor untuk G028, yang merupakan molekul kostimulator pada
permukaan sel T. Pengaturan ulang yang simultan darn reseptor =el T dan
CD28 menghasikan aktivasi sel Th2 yang opbmal dan sekresi sitokin,
termasuk L4 {Shen dan Statvnezer, 2001).

Sel Th2 mensekresi L4, {-5. IL-6, IL-*0. gan IL-13, yang mermicu

ke a-ah réspons amwun humoral termasuk ssotype swilching ke arah
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pembentukan IgE dan perkembangan penyakit alergi (hipersensilivitas
tipe [} Sitokin yang dihasilkan oleh sel Th1, khususnya [FM-y,
menghambat produksi siokin sel Th2, dan sebaiknya sitokin yang
dihasilkan sel ThZ menghambat produksi sitekin sel Thl. Kondisi tersebut
konsisten dengan paradigma yang menyatakan L4 menginduks £ germ
fine transcription untuk menghasilkan IgE. sedangkan IFMN-y menskan
induks: [L-4. Interferon-y menginduksi ¥ germ fine transcription untuk
menghasilkkan 1gG, sedangkan IL-4 menekan induksi IFN-y (Shen et af.
2001; Biedermann et &/, 2001, #ruse ef af,, 1999%

Imunoglebuiin E spesifik lerhadap MAMA akan memperantarai reaksi
hipersensitivitas tipe | (reaksi hipersensitivitas tipe cepat). 1gE spesifik
vang terbentuk skan benkatan dengan rezeptor Fo pada permukaan
mastost dan basofil. Bila konjugat MMA-peptida berikatan silang dengan
IgE tersebut, maka akan teriadi pelepasan rmediator vasoaktf amin dan
mastosit, sehingga tefadi peningkatan pemeabilitas  vaskuler dan
vasodilatasi, serta selanjutnya terjadi edema dan prosas keradangan
(Roift et af | 1993, Goldsby of g/, 2000},

Hasil peneltian ini membuktikan bahwa IgE spesifik terhadap MMA
adalah negatip pada pendenta terpapar MMA (Tabel 52) Hal im
menunjukkan bahwa munopatogenesis kerusakan jarmgan mukosa mulut
pendernta  terpapar  MMA  tdak  terbukti  fenadi melalui reaks
hipersensitivitas tpe | yang diperantarai oleh lgE. Walaupun terjadi
peningkatan L4 pada penderita terpapar MMA, namun konsentrasi

tersebut tidak mencukupi untuk mendorong fsofype swiiching sel B ke
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arzh pembentukan IgE, sehingaa didapatkan hasil IgE spesifik terhadap

WKA yang negatip.

E.5 Kerusakan Jaringan Mukosa Mulut Penderita Terpapar MMA
Terjad: Melalui Reaksi Hipersensitivitas Tipe li Dan / Atau Tipe Il

Hasil penelitan »i menunjukkan bahwa plasma dan janngan
muxosa mutut penderita terpapar MMA mempunyal kansentrasi [F -y
lebih tinggn danpada kontrol (Tabel 5.5, 56, 511, Gambar 5.16. 5.17,
2.18). Konsentrasi IFN-y jaringan mukosa mulut penderita terpapar MMA
jauh lebih tinggi dibandingkan dengan plasma. Hal ini disebabkan
sensitisasi oleh MMA terjadi secara ickal di janingan mukosa dan termpat
ehisitasi juga tenadi terutama di tempat sensitisasi.

FPeningkatan IFN-y pada penderta terpapar MMA membanty
sintesis IgG spesifik terhadap MMA. Kondisi ini disebabkan karena
peningkatan [FN-y yang disintesis cleh sel Th1 aktif, memicu isotype
swifching sel B yang mengenal MMA untuk mensekresi |G spesifik,

Pembentukan [gG spesifik terhadap MMA  dibuktikan dengan
metode dot diof, di mana serum direaksikan dengan MMA yang di-coating
pada membran NC. Konsentrasi antibod! penderita secara kuantitatip tidak
dapat diketahui, namun secara semikuantitatif dapat diarmati dengan
adanya perubahan gradasi warna merah {Gambar 5.10).

Hasit pemerksaan |glG spesifik terhadap MMA dengan teknik
ELISA pada pendenta terpapar MMA. menumjukkan bahwa nilat

gbsorbanss penderita terpapar MMA lebih tesa- dibandingkan dengan
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pendenta kontrot (Gambar 5.11), Nilai absorbansi IgG spesifik 8 penderita
terpapar MMA bervanasi dan 09,0350 - 0,0360 (Tabei 5.1).

Hasil penelitian im membuktikan babwa sensitisasi MMA secara
lokal di mukosa mulut dapat menginduks respons imun 1gG  spesifik
terhadap MMA yang dapat terdeteksi pada serum semua pendedts
terpapar MMA,

Antigen yang dipaparkan pada mukosa mutut, memasuki kelenjar
getah bening regional melalui aferen limfatik secara langsung atau dibawa
oleh APC. Sedangkan limfosit memasuki kelenjar getah bening regicnal
melalyi aferen limfatik atau aliran darah dengan cara ekstravasasi lewat
high endothelial venules (HEV) pada venula post kapiler, |nisiasi dan
aktivasi s&l B dan sel T terjadi pada daerah parakorteks Kelenjar getah
bening., Daerah tersebut mengandung banyak sel T, makrofag, dan sel
dendritik. Sel dendntik pada daerah parakorteks mengekspresi molekut
MHC-kelas |l dalam jurmian banyak dan memiliki jonjot-jonjot yang
panjang. sehingga dapat melakukan kontak dengan iebih kurang 200 sel
Th {Goldsby et &, 2000 Raitt ef af., 1993).

Selama 1 sampar 2 hari setelah paparan antigen, antigen
dipresentasikan aleh makrofag dan sel dendrtk kepada sel T naif
sehingga terjadh aktivasi dan proliferasi yang ekstensif dari sel Th didalam
parakonteks kelenjar getah beming. Sel Th aktif akan mensekresi [L-2
yang dibutuhkan untuk prolferasi dan diferensiasi sel T dan sel B. Sel B
naif yang berasal dari daerah korieks yang kaya dengan sel B, akan

berrmgrasi ke daerah yang kaya dengan st T. Sel B yvang telah benkatan
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dengan antigen melalui munoglobulin pada  membran  sel  akan
meangintgmalisasi  antigen  tersebut, uvntuk  dipresentasikan  bersama
molekul MHC-kelas |, Setelah memasuki daerah sel T, sel B yang
mempresentasikan antigen dapat berinteraksi dengan sel Th spesifik dan
membentuk kornjugat sel T-B melalui interakst CD40 pada sel 8 dan
CD40L pada T. Kondigi ini mengakibatkan aktvasi sel B. Setelah tenadi
aktivasi 82l B akean ferbentuk suatu fokus kecl gar sel B yand
berproliferasi, dimana pada tepinya terbentuk daerah yang kaya sel T dan
mencapai ukuran maksimum 3 ~ 4 har setelan paparan anligen. Sel B di
dalam fokys tersebut berdiferensiasi menjadi sel plasma dan mensekresi
artibodli  spesifin  ternadap antigen. Sebagian besar antibodi yang
terbentuk pada respons imun primer berasal dan sel plasma dalam fokus
tersebut (GGoldsby ef al., 2000, Abbas et &f, 2000, Roitt ef &/, 1553).
Beberapa han sefelah pembeniukan fokus pada kelenjar getah
bening. sebagian s&l B aktif dan sel T akif akan bermigrasi ke foliked
primer. Folikel tersebut akan berkembang menjad folikel sekunder yang
menyediakan {ingkungan mikroe yang sesual untuk interaksi amara sal T,
sal B, dan sef dendritik. Fada saat proliferasi sel berjalan terus, sel B aktif
bersama dengan sel Th aktif akan bemmigrasi ke pusat folikel sekunder
gan membentuk germinal center. Perkembangan germinal cenfer ini
tergantung pada interaksl sel B dan sel Th dalam fokus, yang
membutuhkan skatan antara G040 dan CO400. O dalam germinal center
sgi B mengalami diferensiasi dalam liga hal, yaitu maturasi afinitas, cfass

swatching  serta pembentukan sel plasma yang membentuk antibad
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spesifik dan sel memon {Goldsby et al., 2000; Abbas et al., 2000, Roitt ef
al, 1993).

Aktivasi sel limfosit naif terfadi di jaringan di limfoid sekunder
{janngan kelenjar getah bening regional). Limfosit efekior dan memari
dapat melakukan homing pada pada janngan limfoid tersier atau jaringan
yang mengalami inflamasi (Goldsby ef ai., 2000).

Penelitian ini tidak memerksa g3 spesifik terhadap MMA di
janngan mukosa mulut penderita terpapar MMA. Hal ini disebabkan
karena jumlah spesimen yang dapat dikumpulkan dari sampet penderita
sesuai dengan kode etik yang beraku di Kedokteran Gigi Universitas
Airlangga, tidak mencukupi untuk pemerksazn QG spesifik terhadap
MMA. Disamping itu pemenksaan |gG spesifik dalam serum dianagap
sudah menggambarkan kondisi respons imun humeoral penderita.

Limfosit T CD4+ bersifat heterogenus dan dibagi dalam dua sub
tipe berdasarkan pola produksi sitokin, Sel Th1 menghasilkan terutama IL-
2, TNF-q, dan |FN-y. di mana sitokin tersebut memicu ke arah
pembentukan 3G spesifik terhadap MMA (Golsby &f &/, 2000; Austyn dan
Vitood. 19643

Interferon-y memiliki peran sentral pada banyak proses pengaturan
sistern imun, termasuk regulasi dani fagosit mononukiear, class switching
pada sel B ke arah pembentukan 1gG, serts mendarong perkemtangan
sel Th1 atau menghambat perkembangan subset sel Th2 (Goldsby et ai,

2000, Krakauer ef /., 1999, Harmnblin, 1993; Janeway. 1897).
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mtederon-y menyebabkan gangguan pada subset sel Th2,
sehingga kurang responsif terhadap sitokin yang mendorong déerensiasi
sel Th ke subset se! Th2. L4 meningkatkan perkembangan sel ThZ
dengan cara menekan ekspresi subunit p dan reseptor 1L-12, sebingga
membuat sel T menjadi tidak responsif ternadap IL-12 yang mendarong
perkempangan sel Thi. Sebaliknya IFN-y meningkatkan ekspresi subunit

B dari reseptor 1L-12, sehingga membuat set Th menjadi lebih responsif
terhadap t-12 yang mendorong diferensiasi ke arah sel Thi (Goldsby et
al, 2000; Krakaver ef &/, 19895 Hamblin, 1993, Janeway, 1897).

Paparan MMA pada jaringan mukosa mulut penderita, dapat
menyebabkan MMA menempel pada permukaan sel pada janngan
mukosa mulut. Selaniutnya MMA tersebut dapat dikenali oleh IgG spesifik
sehingga terjadi reaksi antigen-antibodi. Kompleks antigen-antibodi yang
terbentuk dapat menginduksi komplemen jalur klasik, sehingga terjadi [isis
sel melatui pembentukan membrane attack comglex {(MAC) dengan akibat
terjadi kerusakan jaringan (Goldsby et af., 2000}

Aktivasi  komplemen melalui jalur  klasik  dimulai dengan
pembentukan kompleks antigen-antibodi yang larut (sofuble immune
compfexy atau pengikatan antiboedi dengan antigen pada permukaan
target, Kelas oM dan subkelas 19G terenty {igG1. 1gG2 dan 1gG3 pada
manusia) dapat mengaktifian komplemen jalur klasik. Tahap awail aktivasi
komplemen melibatkan Ct1. C2, C3, dan C4 yang terdapat pada plasma
dalam bentuk inaktif. Ikatan antibodi dengan antigen menginduksi

perubahan kenformasional pada bagian Fo sehingga tempat pengikatan
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untuk komponen C1 menjadi terpapar C1 dalam serurm membentuk
kompleks makromolekuler yang terdiri dan satu molekul C1q ditambah
dua molekul C1r dan C1s yang berikatan bersama-sama membentuk

C1qrz5., vang distabilisasi oleh ion Ca®* Molekul C1q terdin dari 18 rantai

polipeptida yang berhubungan satu sama lain membentuk 6 lengan friple
fiefix yang minp kolagen, dimana setiap ujung berikatan dengan tempat
pengikatan C1q pada domain Cy2 dari molekut antibodi {Goldsby ef af
2000, Roitt et af . 1993).

Setiap motekul C1 harus berikatan dengan paling sedikit dua Fc
antinodr melalui C1q untuk membentuk interaksi C1-antibodi yang stakil.
Fengikatan C1q dengan Fe  antibodi  menginduksi  perubahan
konformasional pada Cir yang mengubah C1r menjadi enzim protease
serin aktif {C1r). yang memecah C15 menjadi enzim aktif yang hanpir
sama (C1s). Enzim tersebut memiliki dua substrat, yaity C4 dan C2. Ca
gdalah suatu glikoprotein yang terdiri dari tiga ranlai polipeptida a, B, dan
y. C4 diaktivasi pada saat Cts menghidrolisa suatu fragmen kecil {C4a)
dan aming terminal rantai a, dan memaparkan suatu tempat nengikalan
pada fragmen yang lebih besar {C4b). Fragmen C4b melekat pada
permiukaan target berdekatan dengan C1, dan selanjutnya proenzim C2
melekat pada C4b dr tempat pengikatan yang terpapar, dimana 2
kemuchan dipecah cleh C1s. dan selanjutnya fragmen yang lebih kecil
{C2b) berdifusi keluar. Kompleks C4b2a disebut C3 Konvertase, yang
berfungs: sebaga enzim yang memecah proenzim C3 menjadi bentuk

enzim aktif Fragmen yang lebit kecil dan hasil pemecaban C4 (Cda),
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adalah suatu anafilatoksin vang merupakan mediator inflamasi (Goldsby
et gl 2000, Roit ef &/, 1993).

Komponen €3 terdin dan dua rantai polipeptida o dan 5. Hidrolisa
fargmen kecil C3a dari amino lerminal rantai o cleh C3 konvertase
menghasilkan C3h. Satu molekul C3 konvertase menghasikan lebin dan
200 malekw! C3b, sehingga terjadi proses amplifikast dalam tahap ni.
Beberapa molekul C3h berikatan dengan C4bZa untuk membentuk
kompleks trimofekuler C4BZa3b yang disebut C5 konvertase. Komponen
C2b dar komples tersebut berikatan dengan C5 dan  merubah
kaonformasinga  sehingga dapat memecah €5 menjadi C5a yang berdifusl
keluar, dan CSb yang berikatan dengan C6é dan memulai pembentukan
MAZ. C5a berfungsi sebagai anafilatoksin. Bebarmapa C3b bardifusi keluar
dan melapisi kompleks imun serta partike! antigen untuk berfungsi sebagat
opsonin (Goldsby ef 4/, 2000, Roitt ef af, 1983},

Bagian akhir dan akiivasi komplemen melibatkan C5h, 8, G7, B,
dan C8 vyang bernteraksi secara berurutan membentuk  struktur
makromolekuler yang disebut MAC, Kompleks ini memisahkan fasfoiipida
dan membentuk suatu saleran transmembran pada sel farget yang
menyebabkan won dan moekul kecl dapat berdifusi secara bebas melalu
saluran tersebut {Goldsby ef af, 2000, Roitt et af,, 1993}

Pengikatan 1gG spesifik pada permukaan set target dapat pula
menginduks reaksi ADCC, Semiah sel yang memitiki potensi sitptoksik
memiliki potenst untuk mengekspresi reseptor pada membran sel untuk

daerah Fc dan molekul antbodl Bila antibodi secara spesifik henkatan
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dengan suatu target, sel yang memiliki reseptor tersebut dapat berikatan
dengan bagian Fc antibodi. Dengan demikian sel target yang barnkatan
yang dengan antibodi dapat mengalami lisis. Walaupun sel sitotoksik
tersebut tidak spesifik terhadap antigen, spesifitas antibodi mengarahkan
mereka kepada sel target spesifik. Silotoksisitas jenis int disebut ADCC
{Abbas ef af, 2000; Galdsby ef af., 2000; Roitt f al, 19%3).

Sel yang dapat memperantarai ADCC adalah sel NK, makrofag,
monosit, netrofil, dan eosinohl. Pembunuhan s2 target medalui proses
ADCC tidak melibatkan komplermen, tetapl melibatkan suatu mekanisme
sitotoksik. Apabila maknofag, netrofil, atau sel ecsinof! berkatan dengan
statu sel target melzlui reseptor Fc, maka merska menjadi lebih aktif
secara metabolik, dengan akibat tenadi peningkatan enzim litik dalsm
granula atau lisosom sitoplasmik. Pelepasan enzim iitik tersebut pada
tempat kontak yang diperantarai oleh Fo menysbabkan kerusakan sel
target Selanjutrya monosit, makrofag, =el NK aktif mensekresi TNF-a
vang dapat bersifat sitotoksik pada sel target. Karena sel NK dan eosinofil
mempunyai perforin dalam granula sitopfasmik, pembunuhan sel target
dapat juga disebabkan kerusakan membran yang diperantrai cleh perforin
fAbbas et al.. 2000, Goldsby et af., 2000).

Kerusakan jaringan mukosa mulut pada penderita terpapar MMA
yang giperantrai oleh aktivasi komplemen jalur klasik dan proses ADCC
karena ikatan antigen-antibodi spesifik terhadap MMA dikenal sebagai
reaksi fipersensitivitas tipe 1l (Abbas ef af, 2000, Goldsby et 2, 2000,

Roitt et af. 19933
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cairan tubuh, kemudian baru mengendap di permukaan jaringan. Untuk
membedakan keduanya peru ditakukan deteksi kompleks imun yang larut
dalam cairan janngan mukosa mulut. Calam penelitian ini Hdak dapal
melakukan pemeriksaan tersebut karena keterbatasan spesimen yang
dapat diambil sesuai dengan kode etfik Fakutzs Kedokteran Gigi

Universitaz Aifangga.

6.6 Herusakan Jaringan Mukosa Mulpt Penderita Terpapar MMA
Terjadi Melalui Reaksi Hipersensitivitas Tipe IV

Hasil pemernksaan THF-a plasma dan janngan mukasa mutut pada
penderiia terpapar MWA dapat dilihat pada Tabel 57 dan 5.8, sera
Gambar 519 dan 520, Hasil penelitian menunjukkan bahwa penderita
tempapar MMA mempunyal konsentrasi THNF-e plasma dan  jaringan
mukaosa muiut lebih tinggl bila dibandingkan dengan penderita kontrol.
¥onsentrasi THE-a jarngan mukosa muolt penderita berkisar antara
80.18-105,52 pgfml. sedangkan kensentrasi THF-a plasma penderita
berkisar amtara 23.67-29.17 pgml.

Hasil penefitian ini juga menunjukkan bahwa plasma dan jaringan
mukosa mulut penderta terpapar MMA mempunyan konsentrasi IFN-y
lefh tingQi danpada penderita kantrol (Tabel 5.5 § € 512 Gambar 516
dan 517 Tetapi pada penderita terpapar MMA konsentrasi IFN-y jaringan
mukosa mulut [auh lebih tinggi dibandingkan dengan plasma

Menurut Ahfors dan Lyberg (2001). epitel mukosa mulut marusia,

tkus, dam menrot mempunyai kapasitas sebaga APC, tetapt yang
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terutama berfungsi sebagai APC adalah sel Langerhans. lebih lanjut
dijelaskan bahwa sensitisasi ulang oleh hapten pada pendenta yang
pemah tersensitisasi dengan hapten yang sama, menyebabkan
pembentukan infiltrat seluler pada mukosa mulut, dengan intensitas
maksimum 24-48 jam setelah paparan. infiltrat  tersebut terutama
mengandung sel T dan makrofag seperti yang dijumpai di kuiit (model
hewan coba). Hal ini menunjukkan bahwa terjadi reaksi sensitivitas kontak
setelaht paparan hapten. Namun perubahar ini (pada 24-48 jJam} belum
lerdateksi pada serum dengan teknik ELLSA (Ahffors dan Lyberg, 2001,
Effendy et al., 2000).

Secara umum, Teakst mukosa mulut terhadap anfigen chaffenge
sama dengan di kulit. Mukosa mulut ektedemmal dan kulit menupjuikan
gambaran yang sama di daiam memberikan reaksi hipersensitivitas tipe [V
{Ahlfars dan Lyberg, 2001, Effendy ef af, 2000; Bickel et af,, 1986).

Paparan MMA pada mukosa mulut penderita akan menyebabkan
aktivasi APC misainya se! dendritik, sel Langerhans, dan keratinosit. AFC
akan mempresentasikan peptida yang dimeodifikasi MMA bersama molekul
MHC-kelas |, sehingga akan rmengaktifkan sel Th1l, Selanjuinya, sel Thi
yang aktif akan berproliferasi dan berdiferensiasi menjadi sef Th 1 akhf,
Sel Th1 aktif mensekresi sitokin [FN-y, TNF-B, IL-2, dan GM-CSF, dan
juga mensekresi khemokin iL-8, MCAF, MIF. Sitokin dan khemaokin yang
diproduksi oleh sel Th1 aktif tersebut akan mengakiifkan makrofag,
sehingga terjadi peningkatan ekspresi meolekul MHC-kelas 1), reseptor

TMF. peningkatan produksi radikal oksigen dan nitrik oksida. Makrofag
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aktif akan menyebabkan kerusakan janngan. Reaks ini disebut reaks
hiparsensitivitas tipe |V (Goldshy et af., 2000}

Keratinosit epidemal sebelum terstimulasi. mensekresi sitokin
primer dalam jumlah rendah, misalnya IL-1 (IL-1e dan IL-1p} dan
THNF-, yang merupakan sitokin inflamasi. Apabila mendapat stimui
gksngenus, keratinosit menjadi akt¥ dan memproduksi lebih banyak
sitokin inflamasi. Keratinosit teribat pada reaks alerg kontak dan intasi
kontak, melatui pelepasan sitokin inflamasi, khemokin, dan faktor
pertumbuban (Effendy et af., 2000, Zehnder ef af, 1999, Bickel et a/,
1986 Meskipun ada perbedaan jalur antara reaksi alergik dan iritasi,
namun terdapat keterkaitan diantara kedua proses tersebut pada tingkat
motekuter.

Eksperimen hewan coba yang dilakukan oleh Ahifors dan Lybeng,
(2001 menunjukkan bahwa sensitisasi hapten pada janngan mukosa
mulut ektodermal dapat mengarah ke reaksi hipersensitivitas terhadap
antigen. Respons hipersensitivitas kontak i mukosa mulut minp dengan
yang dijumpai di koiit bila ditinjau baik dar segi fenotip sel maupun
sitokinnya. Perbedaan reaksi pada mukosa mulut dan kulit terletak pada
waktu dalam mencapai puncak inflamasi dan intensitas inflamasi (Effenay
et ai., 2000; Ahlfors dan Lyberg, 2001),

Diketshui batwa THF-a penting untuk pengumpulan kekosit dan
ekspresi molekul adesi dalam proses keradangan. Bersama-sama dengan

IL-4. THF-u menginduksi ekspresi VCAM-1, yang diperiukan untuk
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pengumpulan sel T dan eosinofil ke arah janngan yang mengalami
inflamas: (Bennst ef af, 1997

Tumar Necrogis  Factor-a dan  1IFN-y  adalah  sitokin yang
memperantarar keradangan. Sitokin tersebut menghubungkan sel Thi
dengan fenomena keradangan pada reaksi hipersensitivitas tipe lambat
{Kermani ef af., 2000; Effendy ef af,, 2000; Ahifors dan Lybery, 2001),

Hasil penelitian ini membuktikan bahwa kerusakan janngan mukosa
mulut penderita terpapar MMA terjadi melalui reaks: hipersensitivitas tipe
TV, Hal ini disebabkan karena pada penderita terpapar MMA terjadi
peningkatan konsentrasi THF-c dan 1FN-y daiam plasma dan jaringan
mukosa mulul, dimana kedua sitokin tersebut memegang peranan penting

nada reaksi hipersensitivitas tipe IV

6.7 Terdapat Korelasi Antara Konsentrasi IL-4, IFN-y, Dan TNF-o,
Dalam Plasina Dan Janngan Mukosa Mulut Penderita Terpapar
MMA

Analisis sitokin dilakukan pada plasma dan kerokan janngan
mukosa mulut penderita terpapar MMA  Keratinosit dalam kondisi basal
menghasilkan sitokin dalam jumlah rendah, misalnya tL-1 dan TNF-@

Apabila terjadi keradangan peoduksi sitokin tersebut akan meningkat

{Effendy ef &, 2000. Zehnder eof al. 1289 Bickel ef af., 1998} Pada

prases keradangan sel radang dan hmifosit T melakukan migrasi dan

ekstravasasi ke tempat yang mengalami keradangan serta menghasilkan

berbagai macam sitokin, antara lain L4 dan IFN-y {¥Yon Andrign & al.
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2000}, Dengan demikian L4, IFN-y, dan TNF-o dapat dideteksi pada
hasil kerokan jaringan mukosa mulut.

Hasil panefiian yang didapat menunjukkan terdapat Korelasi yvang
bernakna konsentrasi IL-4, {FN-y, dan TNF-e dalarm plasma dan janingan
mukeosa mulut penderita terpapar MMA, Hal ini menunjukkan bahwa profil
sitokin IL-4, IFN-y, dan TMF-c. dalam plasma berhubungan dengan profil
sitokin tersebut pada jaringan mukosa mulut (Tabel 5 13).

Sel T CD4+ meninggalkan timus dan memasuki sirkulasi sebagai
sel istirahat pada fase Go dan siklus sl Sel T naif yang belum bertemu
antigen ditandai dengan inti yang memilki kromatin padat, sedikit
sitoplasma, dan sedikit akbivitas transknpsi. Sel T naif senanbasa
melakukan resirkulasi amtare darah dan sistem  limfatik, Selama
resitkulasi, sel T naf memasuki jarngan limfoid sekunder, seperi
misalnya kelenjar getah bening. Bila sel T naif tidak bertermu antigen
datam kelenjar getah bening, sel T tersebut akan keiuvar mefalui eferen
limfatik dan akhimya masuk ke ductus fhoracicus dan bergabung dengan
aliran darah (Pohan, 2003; Goldsby ef af, 2000; Andran dan Mackay,
2000).

Sel T naif diparkirakan melakukan resirkulasi dari aliran darah ke
kelenjar getah bening dan kembali lagi ke aliran darah setiap 12 sampai
24 jam. Hanya sekitar satu dari 10* sel T naif spesifik terhadap antigen
tertentyu. sehingga proses resirkulasi yang terjadi akan meningkatkan

kesempatan sel T naif untuk bertemu dengan antigen yang sesuai, Sel T
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naif pada urmnumnya hanya hidup selama 5 sampai 7 minggu bila tidak
diaktivasi cleh antigen (Goldsby et af, 2000).

Fada saat 22l T naif bertemu dengan antigen yang dipresentasikan
bersama MHC ditambah dengan molekul kastmulasi, sel T térsebut akan
menjadi aktif serta berkembang menjadi sel T aktif dan sel T memaon. Sel
T memen memiliki nikai ambang yang lebih rendah untuk dapat diaktivasi
plen antigen. Kondisi lersebut menyebabkan APC non-profesional gepen
misalinya, sl B, makrofag, dan &l epitel mampu untuk mempresentasikan
antigen dan memula respone imun sekunder. Sel T memart aktif
kemudian akan menghasilkan sitokin efektor, sepertt misainya L4, 1L-10,
dan IFN-y {(Hudak et af., 2002).

Suatu model yang terdin dar empat fahap, menjelaskan
bagaimana tekosit keluar dan darah ke organ limfoid dan ekstra limfoid.
Empat tahap dan model tersebut adalah : 1). Lekosit darah menggelinding
di sepaniany endotel vaskuler, 2), Aktivasi di dalam lekosit, 3. Adesi
iekosit tergantung integrin pada endotel vaskuler; 4) Diapedasis lekosit ke
jaringan sekitarmya yang diperantarai cleh gradien khemeatraktan yang
diekspresi oleh jaringan Molekul yang berparan pada setiap tahap selama
sel T memor melakukan homing ke beberapa organ adalah terbeda, dan
zel T memon dengan jenis yang berbeda mempuryai pola foming yang
berbeda (Hudak et al., 2002 Goldsby ef af.. 2000},

Ada dua jeris sel T memaornt dalam darah perifer yang telah dikenal
yaitu s&l T memon sentral {Tow !/ Cemiral Memory T ceffs) yang

mengekspresi sedektin-L (CD62L) dan reseptor khemokin CCR7 yang
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berfungsi untuk pernalanan yang efekpf melalui jaringan limfoid sekunder.
Sel T memon yang lain adalah sel T memor efektor {Tey / Effector
memory T ceffs) yang tidak memiliki reseptor untuk migrasi tersebut,
sehingga akan dikeluarkan dar kelenjar getah bening dan limpa. tetap
dapat memasuk daerah inflamasi di perifer dan mengalami foming pada
janngan tersebut. Untuk Aoming pada kulit sl T memon efektor merniliki
skin-homing receplor cutaneous fymphogyte antigen {(CLA), sedangkan
urituk Boming pada usus memiliki gut-homing recepfor adp? (Schaer ef
al, 2004; Hudak ef af, 2002, Pohan, 2003; Robert dan Kupper, 13%98).

Sel T naif mengeksprest sedikit molekul yang diperukan untuk
migrasi, misalnya CD62L, CCR7, dan LFA-1 dan sedikit melakukan
horming pada organ limfoid, Bila sel dendritik sebagai APC menangkap
antigen  pada pemmukaan  kult, maka antigen tersebut  akan
dipresentasikan kepada sel T naif dalam jaringan limfoid. Sel T naif
terssbut akan berdiferensiast menjadi sel T memeri yang mampu untuk
melakukan homing pada jaringan di mana antigen tersebut berasal
(Fohan, 2003, Backkevold ef af., 2005).

Reseptor khemokin CCR4 diekspresi oleh semua sel Th kulit
maupun i dalam darah manusia, tetapi jarang ditemui pada sel Th
intestingl, Ligan khemokin untuk CCR4 adalah CCL17 yang diekspres
oleh permukaan dalam venula kulit manusia, tetapi tidak diekspresi cleh
venula intestinal . Interaksi CCR4 - CCL17 berperan untuk homing s&l Th
di kulit melalui adesi pada endotel (Baskkevold et af., 2005, Schaerli ef ai,

2004, Fahan. 2003).
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Sel T memori GLAT terutama melakukan homing pada daerah kulit
dan banyak dijumpai pada lesi kulit yang mengalami keradangan. Antigen
CLA adalah suatu glikosilasi pasca translasi dan F-sefechin ghycoprotein
figand-1 (F3GL-1), yang memungkinkan sel T memor yang akan
melakukan homing di kulit menggelinding pads endotel dermmat superfisial
yang mengekspresi selektin-E (CDGE) selama proses keradangan pada
kulit. Kondisi ni merupakan tahap pertama dalam eksiravasasi lekosit
{(Hudak et &, 2002; Robert dan Kupper, 1859).

Sel T memor CLA+ mengekspresi integnn CO11a/CD18 (L2,
LFA-1) dan CD49d/C029 {(x431) yang mengikat endotel yang mengalami
keradangan dan mengekspraesi KCAM-1 dan VCAM-1, Kondisi i
memperantarai ades! pada tahap 3 dan ekstravasasi lekosit. Sel T memort
CLA+ juga mengekepresi reseptor khemokn CCR10 yvang memitiki ligan
CCL27. CCL27 hanya diekspresi keratinosit. Diduga interaksi CCL27
dengan CCR10 pada sel T memari kulit memegang peranan penting pada
tahap 2 dan tahap 4 dar ekstravasasi lekosit dalam proses poming sel T
memofi (Hudak et af, 2002, Pohan, 2003; Robert dan Kupper, 1998).

sel T memaor CLA+ melakukan homing pada lesi kulit yang
mengalami keradangan melalli pengikatan selektin-E yang diekspresi
oleh venula dermal superfisiai. Sel tersebut membentuk jenis sel
hematopoietik utama pada lesi kulit dan aferen imfatik yang mengalickan
cairan getah beming dan Kulit, walaupun sel tersebut sedikit dijumpar
dalam darah. Memon munoiogik terhadap antigen kulit terutama dibawa

oleh populasi sel wersebut, sedangkan untuk antigen sisternik dibaws cleh
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sel T memori CLA-. Sel T memori CLA+ membeniuk sitokin se! Th1 {IFN-
v}, dan sitokin sel ThZ (IL-4 dan IL-5) yang berperan dalam mengendalikan
respons imun yang teradi. Atas dasar ini dapat disimpulkan bahwa sel T
memon CLA+ berperan secara bermakna dalam respens hospes terhadap
antigen kulit {(Pohan, 2003; Hudak ef &/, 2002, Robert dan Kupper, 1998).
Selektin-E tidak dijumpai atau sangat sedikit ditemukan dalam
kondisi normal tetapi jumlahnya meningkat pada sel endotel yang
mengalami keradangan. Sel T CLA+ yang berikatan dengan selektin E
pada permukaan endotel akan menyebabkan lekosit menggelinding
lambat. Selektin-E meningkat tidak hanya di kulit, tetapi juga pada organ
lain yang mengalami keradangan. Tetapi sel T CLA+ terutama dijumpai
pada kuiit yang mengalami keradangan. Integrn pada lekosit mengikat
ICANM-1 dan VCAM-1 pada pemukaan endotel dan memperantara tahap
ke tiga {adesi) dan proses ekstravasasi tekosit. Tetapi ligan integrin
diternukan pada banyak organ sehingga tidak spesifik pada kulit. Gleh
karena itu diduga tahap ke-dua stau tahap ke-empat (khemoatraktan)
yang menyebabkan homing spesifik dar sel T CLA+ pada kulit GCLZ7
adalah satu-satunya khemokin spesifik pada kulit yang telah diketahui.
Interaksi sel T memari CLA+ / CCR10+ dengan CCL27 merupakan tahap
spesifik yang memudahkan masuknya sel T CLA+ ke kulit (Schaerli et af,
2004 Pohan, 2003; Hudak et g/, 2002, Robert dan Kupper, 1888).
Kesimpulan yang dapat diambil dan penegltian ini adalah profil
sitokin IL-4. [FN-y, dan TNF-a dalam plasma berhubungan dengan profil

siokin tersebut pada jaringan mukosa mulut pendenta terpapar MMA. Hal
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ini disebabkan karena respons imun yang lenadi secara sisiemik
berhubungan dengan respons Imun yang tenadi di janngan penfer, seperti
yang telah dinelaskan di atas.

Mengingat profil sitokin dalam plasma bermubungan dengan
jaringan mukosa mulut, maka diagnostik teradinya reaksi hipersensilividas
gan intasi pada mukosa muiat dimungkinkan  dilakukan  mealun
pemeriksaan darah perifer. Cara diagnostik tersebut akan memudahkan
para klinisi dalam melakukan diagnostik, karena tidak diperukan
pengambilan jarngan mukosa mulut untuk melakukan  pemenksasn

laboratonunm.
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BAB 7 PENUTUP

7.1 Kesimpulan
Kesimoulan hasil penelttan ini adalah sebaga benkut

1. Peola respens imun sekunder kelinci lokal setelan diimunisasi dengan
MMA adalah terjadi peningkatan produkst 1gG anti-MMA  setelah
pembanan booster 1 dam 2 dalam jangka wakiy 4 minggu. Froduksi
arttbodi mencapai puncak yang lebih tinggl setelah pemberian booster
2 bila dibardingkan dengan setelah pembenan Hooster 1.

2. MMA bersifat imuncgenik pada pendenta terpapar MMA, sehingoa
dapat menginduksi respons imun humoral 196 ant-MMA.

3. Kerusakan janngan mukosa mulet penderita terpapar MMA  tdak
terjadi metalui reaksi intasi, karena ternadi peningkatan TMF-a yang
disertai dengan peningkatan -4 dan IFN-y, serta hasit positif 1gG
spesifik terhadap MMA.

4 ¥enysakar jarngan mukosa mulut pendenta terpapar MMA tidak
tarjadi melatui reaksi hipersensitvitas tipe ! yang diperantarai oleh IgE,
karena pemngkatan IL-4 tanpa disertai hasil pesitf IgE spesifik
terhadap MhA.

5 Kerusakan janngan mukosa mulut pendenta terpapar MMA tenadi
me.alui Teaks hipersensitivitas tipe |l dan f atau tpe Hll, karena tenadi
peningkatar. IFMN-y yang dizertai hasil positif Ig5 spesifik terhadap

MMA.
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6. Kerusakan janngan mukosa muiut penderita terpapar MMA  tedad
metalul reaksi hipersensitivitas fipe IV, karena terjadi peningkatan
TNF-o dan iFN-y.

7. Terdapat koretasi antara konsentrasi 1L-4, IFN-y, TNF-a dalam plasma
dan jaringan mukosa mulut penderita terpapar MMA. Hal ini
disebabkan karena respons imun sistermik  berhubungan dengan

respons imun lokal di janngan mukosa mulut

Kesimpulan keseluruhan hasi penelitian ini menunjukkan MiA
mampy  menginduksi  respons  imun sekunder pada  keline  fokal
(Oryciolagus cunicuius) Penelitian ini juga membuktikan MMA bersifat
imunogenik pada penderita terpapar MMA, sehingga mampu menginduksi
pemembentukan lgG ant-MMA. Imunapatogenesis kerusakan janngan
mukosa mulut penderita terpapar MMA tidak terjadi melalul reaksi iftas
dan hipersensitivitas tipe [, tetapi melalu: reaksi hipersensitivitas tipe (| dan
! atau tipe [l serta tipe |V, Terdapat korefasi profil 1L4, IFN-y, TNF-« pada

jaringan mukosa mulut dan plasma pendenta terpapar MMA,

7.2 Saran

Saran untuk dilakukan lebih lanjut adalah

1. Mengempangkan metocda diagnestik  untuk  reaksi  antasi  dan
hipersensitivitas jaringan mukosa mulut meialn pemeriksaan sitokin

darah perifer.
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2. Dhlakukan penelitian tentang peran fzktor genetika penderita pada
reaksi hipersensitivitas terhadap MMA.

3. Masih peru dikembangkan bahan bary sebagai bahan altermatif untuk
pembuatan pirant dalam kedokteran gigi yang bersifat hipoalergenik
Bagi penderita sensitf terhadap MMA.

4. Pirant di Kedokieran Gigi yang mengandung bahan dasar monomer

MMA tidak digunakan untuk penderita yang sensitif terhadap MMA.

DISERTASI IMUNOPATOGENESIS KERUSAKAN JARINGAN ... | GUSTI AJU WAHJU ARDANI



ADLN Pepustakaan Universitas Airlangga 151

DAFTAR PUSTAKA

Abbas AK, Lichtman AH, and Pober JS, 2000 Cellular And Malecular
Immunology 4™ ed. London-Toronto; W8 Saunders Co.

Ada 5, 2001. Vaccines and Vaccination. New Eng! J Med, 345 ; 1042-
10583,

Ahifors EE and Lyberg T, 2001. Contact Sensitivity Eeactions In The Oral
Mucosa. Acta Odontol Scand, 59 ;0 248-254.

Anderson OF. Zhang S, Bradding P, Mc Gill JL, Holgate ST, and Roche
WR, 2001 The Relative Corgributon OFf Mast Cell Subsets To
Confunctival Th2-Like Cylokines, Invest Opthalmal Vis Sci, 42 ¢
995-1001.

Akdis CA, Akdis M, Simon D, Dibbert B, Weber M, Gratzl 5, Kreyden O,
Disch R, Wuathrich B, Blaser K, and Simon HU, 1989, T Cells And T
Cell-Oerived Cyiokines As Pathogenic Factors In The Manallergic
Form Of Atopic Dematitis. J Invest Dermatol, 113 628-534.

Akiba H, Mivahira ¥, Atsuta M, Takeda K, Nohams C, Fulagawa T,
Matsuda H, Aoki T, Yagita H. and Okumura K, 2000. Cntical
Contribution ©OF OXa4Q Ligand To T Helper Cell Type 2
Cifferentialion In Expermental Leishmaniasis. J Exp Med, 181
375-380.

Akiba H, Kehrer J, Duchzeau MT, Krasteva M, Homand F, Kaisedian D,
Kaneko, and Nicglas JF, 2002, Skin inflamation During Contact
Hipersensitivity ls Mediated By Early Recruitment Of CD8+
cytotoxic 1 Cells Inducing Keratinocyte Apoptosis. J Immunecl, 68 :
J079-3087.

Allen TC. 1994, Hematoxylin and Eosin, In {Prophet EB, Mills B, Arrington
JB. Sobir LH, eds) Laboratory Methods In Histotechnology.
Washington @ American Registry of Pathology, pp 53-58.

Al-Manr A, Tibar A, Mertens P, De Bolle X, Michel P, Godfrod J,
Walravens K, and Letesson J, 2001, Induction Of Immune
Respaonse I BALBf Mice With A DNA Vaccing £ncoding
Bacterioferntin Or P38 Of Bruceilz spp. Infect Immun &9 - 6264-
E270

Anusavice KJ, 1896, Phillip's Science Of Dental Material. 8%ed.
Phitadelptua : WB Saunders Co, pp 75-80 and 250 -252.

DISERTASI IMUNOPATOGENESIS KERUSAKAN JARINGAN ... | GUSTI AJU WAHJU ARDANI



ADLN Pepustakaan Universitas Airlangga
152

Ardani W {GA, 2000. Penurunan Akfivitas Enzim  Mitokondrnial
Dehigdrogenase Dar  Epitel Mukosa Rongga Mulut Karena
Pengaruh Monomer Siza Resin Akrlik Cold Curing  Tesis.
Pascasarjanz Unair.

Ardani W IGA, 2002, Penurunan Optical Density DNA Pada Epitel
Mukosa Rongga Mulut Karena Pemakaian Resin Akrilik Cold
Curing. Kangres 11 Konsorsium Bioteknologi Indonesiz (K8I) Dan
Seminar Bioteknologi 2002

Ardani W IGA, 2003, Laporan Penderita Yang Datang Di Klinik Ortodonsia
FKG Unair Dan Tahun 1995 Sampai Tahun 2000, Surabaya.

Ardani W1GA, 2003. Pembakuan Antibadi Poliklonal Terhadap Monomer
Metil Metaknlat. Laporan FPenelitian Dosen Muda. Lemlit 2003,

Ardani W IGA, 2004, Methyf Methacrylate Dapat Membangkitkan Respons
Imun, Pertemuan limiah Tahunan Nasional Basic Science |
UNIBRAW Malang.

Arshad SH, 2002 Allergy. Churchill Livingstone, New York-Philadelphia-
Toronta, pp 2-31.

Ashkar 5, Weber GF, Panoutsakopoulou ¥, Sanchirco ME, Jansson M,
Zawaideh 5, Ritfling SR, Denhardt DT, Giimcher MJ, and Cantor H,
2000. Efa-1 {Ostecponting An Early Component Of Type-1 (Celi-
Mediated) Immunity. Science, 287: 860-864.

Austyn J and Wood KJ, 1994, Principles of Cellular and Molecular
Immunotogy. New York Tokyo : Oxford University Press.

Backkevold ES, Wurbel MA, Kivisackk P, Wain CM, Powsr CA,
Haraldsen G, and Campell JJ, 2004 A Role For CCR4 in
Development Of Mature Circulating Cutanecus T Helper Memory
Cell Populations. J Exp fed, 201 @ 1045-1051.

Baker 3, Brooks SC, and Walker DM, 1988 The Release of Residual
Monomeric Methyl Methacrylate From Acrylic Appliance In Human
Mouth : An Assay For Monamer tn Saliva. J Dent Res, 67 1295-
1299,

Bachaner LB and Geha RS.2000 Molecular Mechanisms Of IgE
Regulation. J Allergy Clin Immunal, 105 - 547-558.

Betyakov IM, Hammond SA, Ahlers JD, Glenn GM, and Berzofsky JA,
2004, Transcutaneous Immunization Induces Mucosal CTLs And
Protective Immunity By Migartion Of Primed Skin Denritic Cells, J
Clin Invest, 113 - 998-1007.

DISERTASI IMUNOPATOGENESIS KERUSAKAN JARINGAN ... | GUSTI AJU WAHJU ARDANI



ADLN Pepustakaan Universitas Airlangga 153

Bennett BL, Cruz R, Lacson RG, and Maning AM, 1997, Interieukin-4
Supression Of Tumor Necrosis Factor a-stimulated E-Selectin
Gene Trancription Iz Mediated by STATE Antagonism of NF-KB.
The Society For Biochamistry And Molecular Bidlogy, 15 ; 10212-
10219,

Berestard WA, 2000, Histology Full-Text. Anatomy Department, West
virginia University, Morgantown, USA,

Bickel M, Nothen, Freiburghaus K, and Shire D, 1998. Chemokine
Expression In Human Orat Keratinogyte Cell Lines An Keratinized
Mucosa, J Dent Res, 75: 1827-1834,

Black CA, 2005, Delayed Type Hypersensitivity - Current Theories With An
Histonic Perspective. Dematology Ontlyne Journal, 5: 7.

Carter LL and Murphy KM, 1999. Lineage-Specific Requirement For
Signai Transducer And Activater Of Transcripton {(Statid In
interferon Production from CD4+ Versus CD8+ T Cells. . Exp Med,
189 : 1355-1360.

Cerretti DP, Kozlosky CJ, Mosiey B, Nelson N, Van NN, Gresnstreet TA,
March CJ, Kronheim SE, Druck T, and Cannizzaro LA, 1982,
Molecular Cloning Of The Intedeukin-13 Converting Enzyme.
Science, 256 97-100.

Clancy J, 1988 Basic Concepts In Immunology : a Student's Survival
Guide. New York- Singapore : The MeGraw-Hilt Co, pp 91-89.

Coccla EM, Passini N, Battistini A, Fini C, Sinigaglia F, and Rogge L,
1998, interleukin-12 Induces Expression Of Interferon Regulatory
Factor-1 Via Signal Transducer And Activator of Transcription-4 In
Human T Helper Type 1 Ceils. J Biol Chem, 274 | 66986703,

Combe EC, 1992. Notes And Dental Material. 6" ed. Edinburg Londan
New York : Churchill Livingstone, pp 26-31.

Constant S and Bottormly K, 1897, Induction Of Th1 And Thz CD4* T Cell
Responses: The Altemative Approaches. Annu. Rev. Immunol, 15 -
297-322.

Deichman KA, Starke B, Schlenther 5,Heinzmann A, Sparholt SH, Foster
J, and Kuer J, 1959, Linkage And Association Studies Of Atopy And
The Chromasome 1113 Region. J4 Med Genat, 36 ; 379 —82.

Delves PJ and Reitt IV, 2000. The immune System — Second Of Two
Farts. New Engi J Med, 343 ;108 = 117.

DISERTASI IMUNOPATOGENESIS KERUSAKAN JARINGAN ... | GUSTI AJU WAHJU ARDANI



ADLN Pepustakaan Universitas Airlangga
154

De Maio A, 1994, Protain Blotting. In (Dunbar BS, ed). Protein Blotting A
Fractical Aproach, Oxford - IRL Press, pp 11-31.

Dubois B, Chapat L, Goubigr A, Papiernik M, Nicolas JP, and Kaisedian D,
2003. Innate CD4+CD25+ regutatory T Cells Are Require For Oral
Tolerance An  Inhibiion Of CD8+ T Cells Mediating Skin
inflamation. Blood, 102 : 3295-3301.

Effendy |. Loefler H, and Mainbach Hl, 2000 Epidermal Cytokine in
Murine Cutaneous Iritant Responses. J Appl Toxicol, 20 ; 335-341,

Engeman TM, Gorbachev, Gladue RP, Heegaer PS, and Fairchild RL,
2000, Intubition Of Functional T Cell Priming And Comact
Hypersensitivity Responses By Treatment With Ant-Secondary
Lymphord Chemokine Antibody Ouring Hapten Sensitization. J
kevmunol, 164 - 5207-5214,

Enk AH and Katz 5!, 1982 Eary Molecular Events In The Induction
Fhase Of Contact Sensitivity. Proc Natl Acad Sci, 82 :1388-1402.

Farrar JD, Asnagli H and Mumphy KM, 2002. T Hefper Subset
Development . Roles If Instruction, Selection, And Trancription. J
Clin Invest, 109 ; 421435,

Fawcett DW, 1994. Text Book of Histology, 2™ ed. USA | Chapman And
Hall Inc, pp 51- 70.

Freeman GJ, Bomello F, Hodes RJ, Reiser H, Hatheock K35, Laszlo G,
Mcknight AJ, Kim J, Du L, and Lormnbard DB, 1893, Uncovering OfF
Functional Altermative CTLA4 Counter-Receptor In B7-Deficient
Mice. Science, 262 : S07-809,

Fupisawa S, Atsuni T, Kadems Y, 2000 Cytotoxicity Of Methyl
Methacryiate (MMA) And Related Compounds And Their Interaction
with Dipaimitaylphosphatilylcholine (DPPC) Liposomes As Model
For Biomembranes, Oral Discases, 6 : 215-221.

Gell and Coombs, 2003. Gell and Coombs Classification of Hipersensitive
resction. wwwy. mednet 2003 org.

Germmain RN, 1939 Antigen Processing And Presentation. In (Paul WE,
ed). Fundamental Immunalogy. 4™ ed. Philadelphia : Lippincoti-
Raven Publishers, pp 287-340,

Glimcher LH and Murphy KM, 2000 Lineage Commitrnent In The Immune

System: The T Heiper Lymphocyte Grows Up. Gene And
Developmant, 14 : 1693-1711,

DISERTASI IMUNOPATOGENESIS KERUSAKAN JARINGAN ... | GUSTI AJU WAHJU ARDANI



ADLN Pepustakaan Universitas Airlangga
155

Goldsby RA, Kindt TJ. Osbome BA, 2000, Kuby. Immunology. 4™ ed. WH
Freeman & Co. New York.

Gu L, Tseng S, Horned RM, Tam C, Loda M, and Rolling BJ, 2000, Control
Of Th2 Polarization By The Chemokine Manocyte Chemoattractant
Frotein-1. Nature, 404 : 407411,

Guin JD, 1995 Practicat Contact Dermatitis A Hanbook For The
Practitioner. McGraw-HillInc. New York-Tomonto, pp 387-432.

Hamblin AS, 1993, Cytokines And Cytokine Receptors. Oxford - {RL Press
At Oxford University Press, pp 1-77.

Herbs MM, Frescott J, Pimer A D-N, and Schountz T, 2002, Sequence
And Expression Analysis Of Deer Mouse Interferon-Gamma,
interleukmn 10, Tumor Necrosis Factor, And Lymphcotoxin Alpha.
Cytokine, 17 ; 203-213,

Hershey GKKX, Esswein LA, Thomas ML, and Chatila TL, 1997. The
Association OF Atopy With A Gain-Of-Function Mutation In The
Subunit Of The irterleukin-4 Recaptor. NEMJ, 337 : 1720-25.

Hochman N and Zalkind M, 1997, Hypersensitivity To Methy! Mathacrylate
T Mode Of Treatment. J Prosthet Dem , 77 : 93-86.

Hudak 8, Hagen M, Liu Y, Catren D, Qldham E, McEvoy LM, and
Bowman EP, 2002, Immune Surveillance And Effector Functions Of
CCR1Q+ 3kin Homing T Cells. J of Immunadl, 169 : 11891196,

Immervol T, Loesgen 5, Dutsch G, Gohlke H, Herbon N, Kiughauer S,
Demple A, and Bickeboller H, 2001. Fine Mapping And Single
NMuclectide Polymorphism Association Results Oc Candidate Genes
For Asthma And Related Phenotypes. Hum Mutat, 18 : 327-336.

InaGratzl 5, Palca A, Schrmitz M, Simon HU, 2000, Treatment with IFN
Corticostercid-unresponsive Asthma, J Allergy Clin Immunol, 105
10351026,

Iwasaki A and Kelsall, 1999 Freshly Isolated Peyers Patch, But Mot
Spleen Denritic Cells Produce Interleukin 10 and Induce The
Differenciation OF T helper Type 2 Cells. J Exp Med, 190 : 226-240.

Janeway CA. Travers P, Hunt S, and Walpart M, 1997 Immunobiclogy.
The immune system in health and disease. 3™ed. London ; Currem
Biolagy Limited, pp 42-420,

Kay AB, 2001, Allergy and Allergye Diseases, First of Two Parts. N Eng! J
tMed, 344 - 30-37

DISERTASI IMUNOPATOGENESIS KERUSAKAN JARINGAN ... | GUSTI AJU WAHJU ARDANI



ADLN Pepustakaan Universitas Airlangga

156

Kamogawa Y, Minasi LE, Carding SR, Bottomly K, and Flavell RA, 1893
The Relationship Of IL4- And IFNy-Preducing T Cells Studied By
Lineage Ablation Of IL-4-producing Gells. Cell, 75 : 985995,

Kaplan MH, Wurster AL, and Grusby MJ, 1998, A Signal Transducer And
Activator of Transcription (Staf) 4-independent Pattway For The
Development OFf T Helper Type 1 Cells. J Exp Med, 188 : 1181-
1196,

Kaplan MH, Wurster AL, Smiley ST, and Grushy MJ, 909, Siatg-
Dependent And-Independent Pathways For {L-4 Production. J
Immunad, 183 : 6536-6540.

Kediarune U, Charoenagraluk N, amd Keontongkaew 5, 1899 Release Of
Methyl Methacnyate From Heat-Cured And Autopolymenzed
Resins ; Cylotoxiciy Testing Related To Residual Monomer. Aust
Cent J, 44 ; 25-30,

Koch P, Baum HP, and Jobhn S, 1995, Purpuric Patch Test Reaction And
Venulitis Due Tue Methyl Methacrylate In Dental Prosthess.
Contact Dermahtis, 34 : 213-215.

koda T, Tsuchiya H, Yamauchi M, Ohtani S, Takagi N, and Kawanc J,
1290, Leachsbility Of Benture-Baze Acrylic Resins In Artificial
Saliva. Dent Mater, § : 12-15.

Kondo N, Matsui E, Kanako H, Fukao T, Teramaoto T, Inoye R, Watanabe
M, Kasaharak, 2nd Morimoto N, 2001, Reduced Interferon-GGamma
Production And Mutation Cf The Interleukine-12 Receptorbeta (2)
Chain Gene In Alopic Subjects. Int Arch Allergy Immunel, 124 :
117120

Koueilova R, Hogg KC, Kalasova L, and Mountford AP, 2004, Carcarial
Cematitis Caused By Bird Schistomes Compises Both Immediate
and Late Phase Cutanecus Hypersensitivity Reaction. J |mmurks,
172 . 3766-3774.

Keutis D and Freeman 3, 2001. Allergic Contact Stomatiis Caused By
Acrylic Monomer In A Denture. Australas J Dematol, 42 203-208.

Krakauer T, Vilcek J, and Oppenheim JJ, 1938, Prainflamatory Cytolines:
THF And IL-1 Farnilies, Chemokines, TGF-B, And Others. In {Faul
WE, ed). Fundamental Immunology. 4™ed. Philadelphia : Lippincott-
Raven Publishers, pp 775-811.

wraneveld AD, Vander Kieijj HPM, Kool M, van Houwelingen AH,

Weitenbarg ACD, Redegeld FAM, and Nijkam FD, 2002. Key Role
For Mast Cells In Nonatopic Asthma, J Immunol, 169 ; 2044-2053,

DISERTASI IMUNOPATOGENESIS KERUSAKAN JARINGAN ... | GUSTI AJU WAHJU ARDANI



ADLN Pepustakaan Universitas Airlangga 157

Krasteva M, Kehren J, Horand F, Akiba H, Choquet G, Ducluzeau MT,
tedone R, Gamigue JL, Kaisedian D, and Nicolas JF, 1986, Dual
Fote Of Dendritic Cells In The induction And Down Requlation Of
Antigen-Specific Cutaneous Inflamation. J immunal, 160 . 1181-
1188,

Kehren J, Desvignes (G, Krasteva M, Duclizeau MT, Assassou O, Horand
F, Hahne M. Kagi D, Kaiserdian D, and Nicolas JF, 199%.
Cyiatoxicity 18 Mandatory For CD8+ T Cell-Mediated Caontact
Hypersensitivity. .| Exp Med, 18% - 779-786,

Kruse S, Forster J, Kuehr J, and Deichman KA, 1892, Charactenzation Cf
The Membrane-Bound And A Soleble Form Of Human 1L-4
Receptor - Produced By Alternative Splicing.  Intemational
immunalogy, 12 1985-1670.

Kuhn R, Rajewsky K, and Muller W, 1991, Generation And Analysis Of
Intersukin-d Deficient Mice, Science, 254 @ 707-710.

Leung OYM, 1996, Atopic Dermatitis | From Pathogenesis To Treatment.
Springer-Vertag, New York, pp 113-143.

Lefebwre CA, Schuster 35, Richardson DWW, and Barron BdJd, 1952 The
Cyiotoxic  Effects Of Denture Base Resin Sealants. nt J
Prosthodond, 5 - 558-562.

Lawlor GJ and Fischer TJ, 1988, Manual Of Allergy And Immunalogy.
Boston : Litle Brown and Company, pp 29,

Lehninger AL, Nelson DL, and Cox MM, 1993, Principles Of Biochemistry,
2™ ed. New York : Warth Publishers, pp 543-583.

Lemeshow S, Hosmer DWW, Klar J, Lwanga KS, 1990 Adequancy Of
Sample Size In Health Studies. New York : John & Sons.

Lenschow 0J, Walunas TL, and Eluestone JA, 1996, CO28/87 System Of
T Cell Costimulation. Annu Rey Immunel, 14 233,

Liu Y, Loftenius A. El Gazal G, Troye-Blomberg M, Ma S, and Ekstrand,
1999, Dhfferential Regulation Of In Vitro Cytokine Produchon By
Human Blood Cells In Response To Methyl Methacrylate. J Toxical
Environ Health &, 56 & 165-182,

Liversidge J, Dick A, Daniels G, and Dawson R. 2000. Induction Or
Suppression Of A B Cell-Spedific Response To Self Anfigen in Vivo
Is Dependent Upon Denritic Cell Activation Via The TNF-u
Recepter At The Time Of Antigen Uptake. Eur J Immupol, 20
2268-2280.

DISERTASI IMUNOPATOGENESIS KERUSAKAN JARINGAN ... | GUSTI AJU WAHJU ARDANI



ADLN Pepustakaan Universitas Airlangga
158

Lohning M, Stroehmann A, Coyle AJd, Grogan, JL. Lin 5, Gutierrez-Ramos
JC, Levinson D, Radbruch A, and Kamradt T, 18988, T1/572 Is
Preferentially Expressed On Muring ThZz Cells, Independent Of
Interleukin 4, Interfeukin 5, Angd Intedaukin 10, And Important For
Th2 Effector Function, Proc Matl Acad Sei, 85 - 69306835,

Luster AD, 1988, Chemckines — Chemotactic Cytokines That Mediate
Inflammation. New Engl J Med, 343 438445

Malaviya B and Uckun FM, 2002 Role of 3tats in IgE Receptor/Foz Ri-
Mediated Late Fase Allergic Responses of Mast Cells, J immunal,
168 : 421426,

Mazzoni A, Young HA, Spitzer JH, Visintin A | and Segal DM, 2001.
Histarmine Regulates Cytokine Production In Maturing Dendrntic
Cells, Resulting in Altered T Cell Polarization. J Clin Invest, 108 :
1865-1873.

Mac Cabe JF and Basker RM. 1975, Tissue Sensitivity To Acrytic Resins.
A Method Of Measunng The Residual Manomer Content And Its
Clinical Application. Br Dent J, 140 : 347-350.

Maldonado-Lopez R, DeSmeadt T, Michel P, Godfroid J, Pajak &, Heirman
., Thielemans K, Leo O, Urhain J, and Maser M, 1999, CD8--+
And CDB::  subclasses Of Dendritic Cells Direct The Development
Of Distinet T Helper Cells In Vivo. J Exp Med, 189 - 587552

Marez T, Shirali P, Hikdebrand HF, Haguenoer JM, 1991, Increased
Frequengy Of Sister Chromatid Exchange in Workers Exposed To
High Dases Of Methylmethacrylate. Mutagenesis, 61 127-129,

Meraz MA, White JM, Sheshan KC, Bach EA, Rodig 5J, Dighe AS, Kaplan
DOH, Riley JK, Greenlund AC, Campbell D, 19896, Targeted
Disruption Of The Statl Gene In Mice Rewveals Unexpected
Fhysiologic Specificity In The JAK-STAT Signaling Pathway. Cell
84 431442

Minty A, Chalon P, Derocqg J-M, Dumont X, Guilemoat J-C, Kaghad M,
Labit C, Leplatois P. Liauzun P, and Miloux B, 1983, interleukin-13
is A New Human Lymphokineg Regulating Inflammatory And
Immune Responses. Nature, 362 @ 248-250.

O'Garra A, 1998, Cytokines induce The Development Of Functionally
Heterogeneous T Helper Cell Subsets. Immunity, 8 @ 275-283.

Orchansky PL. Kwan R, Lee F, Schrader W, 1899, Charactenzation of

the Cytoplasmic Domain Of Intereukin-13 Receptor-a _J Bigl Chem,
274 . 2018-2025.

DISERTASI IMUNOPATOGENESIS KERUSAKAN JARINGAN ... | GUSTI AJU WAHJU ARDANI



ADLN Pepustakaan Universitas Airlangga

158

Cuyang W, Jacobson NG, Bhattacharya D, Gorham JD. Fenoglio D, Sha
WC, Murphy TL, and Murphy KM, 1898 The Ets Transcription
Factor ERM is Th1-specific And nduced By 1L-12 Through A Statd-
dependent Pathway. Proc Natl Acad Sci, 96 - 3888-3883

Parslow TG, Sties DP, Terr Al and Imboden JB, 2001, Medical
Immunclogy. 3™ ed. New York - Lange Medical Book.

Faul WE and Seder RA, 1934 Lymphocyte Responses And Cylokines.
Cell, 76 : 241-2591.

Paulsen OF 1943, Basic Histology, 2™ed. Preatice-Hall Interbational Inc.
Lange Medical Book USA, pp 43-69.

Fohan 55, 2004, Hubungan Antara Dermatitis Atopik, Dermatitis Kontak
Alergik Dan Dematitic Kontak Irfitan. In (Soegiarto G, Baskoro A,
Endaryanto A, eds). Natonal Immunslogy Week. Surabaya, pp 58
g4

Pohan 55, 2003, Mekanisme Respons lmun Pada Demnatiitis Kontak
Alergik. MOV, 30 181184

Ftak W, Herzog WR, and Askemase, 1991, Delayed-type Hypersensitivity
Imation By Early-acting Cells That Are Mismatched Or MHC
Incompatible With Late-acting, Delayed-Type Hypersensitivity
Effector T Cells,

Richter G and Geier J, 19956, Dental Materals-Problem Substznoes In
Allergoivgic Diagnosia | - Analysis Of Test Results In Patients With
Mouth Mucosa/Dental Materdal Problems, Hautarz, 47 ; 839-B43,

Rincon M, Anguita J WNakamura T, Fikrig E and Flavell RA, 1997
intereukin ({L}-6 Directs The Differentiation Of I|L-4-Producing CD4"
T cells. J Exp Med, 185 : 461-469.

Plitz T, Samnt-Mezard P, Satho M, Herren 5, Waltzinger C, Bittencourt MC.
kosco-Vilbois MH, and Chvatchko ¥, 2003. [L-18 Binding Protein
Protects Against Contact Hypersensitivity, J lmmunal, 175 ; 1164-
1171,

FPresland RE and Jurevic RJ, 2002 Making Sensze Of The Epithelial
Barrier: What Molecular Biclogy And Genetics Tell Us About The
Functions Of Oral Mucosal And Epidermal Tissues. J Dent Educ,
&6 - BE4.574,

Fobert C and Kupper TS, 1958, Inflammatory Skin iseases, T Cells, And
Immueng Suveiltance. New Engl J Med. 341 - 1817-1828.

DISERTASI IMUNOPATOGENESIS KERUSAKAN JARINGAN ... | GUSTI AJU WAHJU ARDANI



ADLN Pepustakaan Universitas Airlangga

180

Roitt |, Brostoff J. and Male D, 1998 Immunciogy. 3™ ed, Oxford - Mosby,
pp 301-352.

Rose EC, Bumann J, Jonas IE, and Kappert HF, 2000. Contribution To
The Biclegical Assessment Of Onthodontic Acrylic Materials.
Measurement Of Their Residual Monomer Output And Cytotoxicity.
J Orofac Orthop, 61 - 246-257.

Rothenberg ME, 1998 Ecninophilia. N Engl J Med, 338 : 1582-1600.

Ruyter IE, 1995, Physical and Chemica! Aspscts Related To Substances
Related From Polymer Materials in An Agueous Envinonment. Ady
Dent Res, 9 344-347.

Sadamon S, Kotani H, and Hamada T, 1992, The Usage Period Of
Denture And Their Residual Monomer Contents. J Prosthet Dent,
Bf - 374-376.

Salormon B angd Bluestone JA, 1998 LFA-1 Interaction With 1CAaM-1 And
ICAM-2 Reguiates Th2 Cytokine Production. J Immunol, 161
5138-5142.

Santavirta 5, Kontinen YT, Bergroth ¥V, and Gronblad M, 1991, Lack Of
Immune Response To Methyi Metahcrylate In Lymphocyte
Cultures, Acta Orthop Scand, 62 : 29-32.

Schaeri P, Ebert L. Willimann K, Blaser A, Roos RS, Loetscher P, and
Moszer B, 2004. A Skin-selective Homing Mechanism For Human
Immune Surrveillance T Cefls J Exp Med, 193 [ 1265-1275.

Schiesseiman JJ, 1882, Case-Control Studies Design, Cunduct, Analysis.
Oxford University Press-New York, pp 145-150.

Scott P, 1991. {FN-. Mcodulates The Eerly Development Of Tht And
Th2 Response In A Murine Model Of Cutaneous Leishmaniasis. J
Immunol, 147 . 2149,

Seder RA, Gazzinelli &, Sher A, and Paul WE, 1863, IL-12 Acts Directly
On CO4" T Cells To Enhance Priming For IFN-. Production And
Diminishes [L-4 Inhibition Of Such Pnming. Proc Natl Acad Sei, 80 ¢
1018810122

Shojaei. 1998. Buccal Mucosa As A Route For Systemic Drug delivery @ &
Review. ) Pharmm Phamaceut Sci, 1 - 15-30.

Sloan-Lancaster J, Steinberg TH, and Allen PM, 1997, Selective Loss Of

The Calcium {on Signaling Pathway in T Cells Maturing Towarda T
Helper 2 Phenotype. J. Immunol, 159 : 1160-1168.

DISERTASI IMUNOPATOGENESIS KERUSAKAN JARINGAN ... | GUSTI AJU WAHJU ARDANI



ADLN Pepustakaan Universitas Airlangga
161

Soepars P, Sudarmo SM. dan Judajana FM, 2003 Gangguan Sistern
mun Mukosa Intemal Gramik FK Unair-RSUD Dr. Soetomo.

Thomas GF, Adman JC, Banks KE. and Robinson JA. 15835
Biocompatibility Evaluation Of Resins In Hamsters. J Prosthed
Dent. 53 : 426430

Tizzard IR, 1995, Immunatogy. Aunders College Publishing Philadelphia
Sydney. pp 155453

Tsuchiya H, Hoshing Y. Tapima K, and Takagi N. 1984, Leaching And
Cytotoxicity Of Formaldehyde Anf Methyl Metahcrylate From Acryiic
Resin Denture Base Matenals. ) Prosthed Oent. 71 . 618-624

Valitty PFK, 19968 The Effect Of Surface Treatment Of Denture Acrylic
Fesin On The Residual Monomer Content And lis Release nto
Water. Odontol Scand, 54 - 188-192.

‘tan Joost T, van Ulsen J, van Loon LA, 1938 Contact Allergy Ta Denture
Matarials In The Buming Meoth Syndreme. Contact Dermatitis, 18
97-99.

Van Loon LAJ, Bos JO, and Davidson CL, 1982, Clinical Evaluation of
Fifty-six Fatients Referred With Symioms Tentalively Relzted To
Allergic Contact Stomattis, Oral Surg Med and Orat Pathol, 74 -
B72.575.

von Andran UH, 2000 T-Cell Function And Migaration — Two Sides Of
The Same Coin Mew Engl J Med, 343 : 1020-1034

Wang HY. Shelbume CP, Zamorana J. Kelly AE, Ryan JJ. and Keegan
AD, 1989 Cutting Edge : Effect OF An Allergy-Associated Mutation
In The Human IL-4Ra {Q576R} On Human |L-4-Induced Signal
Transduction. J Immung!, 162 - 43554383,

Yamazaki F, Aragane Y, Maeda A Matsushita K. Ueno K, Yudate T,
Kawada A and Tezuka T, 2002. Cwverachvation Of L4 Induced
Activator Protein-1 in Atopic Dematitis. J Dermatol Sci, 28 1 227-
233

Yang HW. Chou LS. Chou MY, Chang YC. 2003  Assessment Of
Genetic Damage By Methyl  Methacryiate Ermploying tn Vitro
Mammaitan Test System. Biomaterials, 24 - 2909-2914.

Yawalkar N, Egli F. Brand CU. Pichler W.J. and Braathen, 2000, Anbgen-

prasenting Cells And Keratinocyte Express Interleukin-12 In Allergic
Contact Germatitis. Contacl dermatitis. 42 - “8-22.

DISERTASI IMUNOPATOGENESIS KERUSAKAN JARINGAN ... | GUSTI AJU WAHJU ARDANI



ADLN Pepustakaan Universitas Airlangga
162

Youn J, Chen J, Goenka S, Aronica MA, Mora AL, Correa V. Sheller R,
and Boothby M, 1838 In Vivo Function Of An Intereukin
Z Receptor B Chain (IL-2R piIL4Ru Cytokine Receptor Chimera
Paotentiates Aflergic Airway Disease. J Exp Med, 188 : 18031816,

Young AJ, Marston WL, and Dudler L, 2000. Subset —Spes#ic Regulation
Of The Lymphatic Exit Of Recirculating Lymphocytes In Viva. J
Immunel, 165 : 3168-3174.

Yoshii £, 1997. Cyictoxic Effects Of Acrylates And Methacrylates
Relationship Of Monomer Structures And Cylotoxicity. J Biomed
Mater Res, 37 : 517-524,

Waaga AM, Gasser M, Van Holthe JEK, Najafian N, Mosller A, Vella JP.
Chandraker KLWA, Khoury 5J, Sayegh MH, 2001, Regulatory
Function Of Self-Restricted MHC Class || Allopeptide-Specific Th2
Clones In Vivo. J Clin Invest, 107 ;. 809-816.

Wathiser MR. Okayarma Y, Gilfilan AWM, and Metcalfe DO, 2001, igG-
Dependent Activabon Of Human Mast Cells Following Up-
Requlation Of FocaR1 By IFN-a. Eur J Immunsl, 31; 3288-3307.

Zafropoulos GG, Apostolopoulos AX, and Patramamil, 1985 Study Of
The Antigenic Properties Of Methyl Methacrylate Using The
Leukoeyte-migration inhibition Test, Dent Mater, 11 200-204,

Zainuddin M, 2000 Metodelogi Penelitian, Surabaya @ Universitas
Aidangga, hal 23-57.

Zehnder M, Greenspans JS, Greenspan D, and Bickel M, 1983
Chemoking Gene Exgression In Human Oral Mucosa. Eur J Oral
Sei 107 - 231-235.

Zhang 5. Lukacs NV, Lawless VA, Kunkel 5L, and Kaplan MH, 2000
Cutting Edge: Differential Expression of Chemokines in Th1 and
Th2 Cells s Dependent on Stat6 But Not Statd. The Joumal of
Immunolagy, 185:10-14.

DISERTASI IMUNOPATOGENESIS KERUSAKAN JARINGAN ... | GUSTI AJU WAHJU ARDANI



DISERTASI

ADLN Pepustakaan Universitas Airlangga

163

Lampiran 1 . Hasil Uji Normalitas Varabel IL-4, IFN-y, TNF- o Plasma
Dan Jaringan Mukosa Mulut Penderita Terpapar MMA
Dan Kontrod

Sebeium dilakukan andlisis statistik parametrik  dilakuokan u

normalitas Koimogorov Smirmov data dua kelompok peneldtian vaitu

kelompok penderita terpapar MMA dan kelompok kontral yang tidak

terpapar MMA.
ok Pl I g Py Lt T e
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Katerangan ; Jar = jaringan

p>0.05 tidak signifikan, arti -

berdigtribturs normal

gdata antara kelompok komrol dan kelempok pandents

Hasil uji normalitas Kolmogomy Smimov secara kesefuruhan

menunjukkan bahwa ma variabel berskala rasio (IL-4, 1FN-y, dan TNF-q)

berdistnbusi normal {p=0,058].
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Lampiran 2 : Analisis Deskriptif Variabel IgE, [gG Anti-MMA Dalam
Serum, IL-4, IFN-y, TNF = Plasma Dan Jaringan Mukosa
Mulut Penderita Terpapar MMA. Dan Kontrol

Cescriptive Statigtics

M Minimum | Masimum Mean 5%, Deyigtion
Wonzenirasi plasma 4p 15 10,43 g3 48 43,8119 255348
Konsenitazi aringan ibkj 16 5435 25304 | 112775 T1.2B43
Konsemrasi plasma dnp 18 50400 a5 G0 1544 16 E820
Konzenil-Janngan fnj 16 8000 28286 ) 1690106 34 S22
Kannsentrasi plasma infp 16 916 2817 T 18ETK & 5327
FONSE IEaSE jaringan vl 18 Z7.45 105.53 64 5660 33,5557
Walid M {lishwisal kL]
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Lampiran 3 : Hasil Uji t Bebas Untuk IL-4 Plasma Dan Jaringan
Mukosa Mulut Penderita Terpapar MMA. Dan Kontrot

Group 3tatistics

Sid. Ermor
Kedompok N Mean Sld. Oavigtian Mean
Konsentrasi janngan 4] kantrol 3 | 738875 . 7605 7 3054
pasien B | 2085575 20 .00BE 7.0741
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Lampiran 4 : Hasil Uji t Bebas Untuk IFN-y Plasma Dan Jaringan
Mukosa Mulut Penderita Terpapar MMA Dan Kontrol

Group Slatistics

Std. Emrar
Kelampok M Mean Std. Dewialicn Mean
Konsentrasi plasma ifnp  kentrol 2 53 8038 21322 i
i a5 B B B350 B.7400 23032
Kansen-Jaringan 11nj koriesl B 290475 ET1E3 2. 375E
fasien B 1 T50.7TIE 21.8474 77242
Hriigeiraioinri Birwpries, Torl
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Eoio By oF varmnow I Chafll " o) gty off by
| T et
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X Lot L.
e g 7 war o opIm 1w o | MR tame | omoamd | = e
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Lamptran 5 . Hasil Uji t Bebas Untuk TNF-¢ Plasma Dan Jaringan
Mukosa Mulut Penderita Terpapar MMA Dan Kontrol

Group Gtatistcs
S Emor
Kedampok M Mean 3. Beviation Mean
¥ ornsantrasi plasma nip ko] g 102150 1054 T34
PARign 3 20325 25747 0%
Konsentras |J&ingan tnij kowtrod [} 2855548 BaE0 " 3062
pasatn g 523750 106711 3. 7749
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Lampiran 6 : Hasil Uji Korelasi Pearson Lintuk IL-4IFN-y, TNFo
Plasma Dan Jaringan Mukosa Mulut Penderita

Terpapar MMA Dan Kontrof
Coarelnilans
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Lokail

Tabel L1 Nilai absorbansi igG anti-MMA kelinct lokal pada 405 nm

. Na. 4 Kelingi Lakal

1A

.2. .!..B_ —_ =
B L _
4_ib
15 Kontral

Fengenceran serum kelinci tokal '

_ [0 Treo [1/a0 | 1760 |
0,086 008  [0.08 T0077
___|ooss _ ooes loors iocgrs |
0114 1011 [0105 _|0102 |
_]0.087 _[0.085 | 0,081 0,080
0,016 ~_, 0015 [0015 {0014 |

Ketera ngan . penTge neeran éntﬁén_ﬁﬂ[ﬁ

o7

N

04

———

Mila| Abmorbansi IgG Anui-Mia

LR ]

Lol ]

A et

"-h_; o
-+ —_— - - P _ -
o, - _',
——y————— — —%
2 4L L1 ] At

PP e & PN Safihn P (i | Lokia |

[ B - R

Hovirad

rod

Gambar L1 Titer lgG anti-MMA kelinci lokal dengan teknik ELISA

Keterangan . Pencenceran antigen 1/64
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Lampiran 8 : Checker Board IgG Anti-MMA Pada serum Penderita
Terpapar MMA
A_ Persiapan bahan :
1. Antigen : MMA + coating buffer BSA 01 %
150 40 weff X 50 pyl = 2000 pi
40 i MMA + coating buffer B5A 01 % 1960 J
1100 40 welt X 50 pl = 2000 i
20 pl MMA + coating Buffer ~-BSA §.1 % 1980 pl
2. Antibedi primer sampel
1/50  masing-rmasing 4 weff X 50 ul = 250
20 i serumn + 245 pl BSA 01 %
3, Antibodi primer untuk cheker Hoard .
14201258 pl serurm + 237 S UIBSA 1% =250 pl

1/4¢ 825 ulseum + 243 B8 ulBSA 1% =250 i

e

1/80 . 3,13 pl 2erum 2459 Ul B3A 1 % =250 i
1160- 18l serum  + 2484 pIBSA 1 % = 250 pl

17320 : 0,78 pi serum

+

24922 ulBSA 1 % = 250 i
1/640: 0.4 wiserum  + 2486 ulBSA 1% =250 pl
4. Kebutuh BSA
Untuk Blocking - 0.05 gr
Untuk Sampel 0 0,04 gr
Untuk Cheker Board ; 0,03 gr
5. Antibodi sekunder © 1gG . 10 2500

6 Substrat TMEB
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B. Cara Penelitian checker Board metode ELISA tidak langsung
untuk IgG anti-MMA Pada Serum Penderita Terpapar MMA,

Coating Antigen

«  Digunskan kadar antigen MMA {1:50)
dilarutican dalam coaling buffer
Diinkubasi pada subu 4°C semalam
Dicuch dalam PBS Tween 3x3 menil
Di-block dengan biocking buiffer (BSA 1%
dalam PBS) S0ptwell

»  Diinkubasi salarta 2 jam suhd ruang

¢ [Diruei dalam PBS Tween 3x3 menit

l Coating Antibodi primer (SO pliwel

» Diinkubasi selama 2 jam suhu
niarg

l Coating Antibodi sekunder (1:2500) dalam TBS

« Antibedi sekunder yang
digunakan Anti Rabbit IgG-HRP
Conjugated

« Diinkubasi selama 2 j[am suhu
ruang

« Dicuci dalam PBS Tween 3x3

Antigen — Antibodi primer — Antibodi

v Dhinkubasi 30 menit suho ruang

+ Ditambahkan MaCH 38 (S0l well)

s Dibaca dengan ELISA Reader
pada »=453 nm 10-15 menit
setelah ditambahkan NaGH

Titer { berdasarkan nilai abscrbansi }
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Checker Board IgG Anti-MMA Fada Serum
Terpapar MMA

172

Penderita

Tabel L2 Nilai absorbansi hasil checker board 1gG anti-MMA pada serum

penderita terpapar MMA
Arntigen | Pengenceran Serum Penderita
1120 1440 1/80 | 11160 17320 | 1/840
1:50 {0,068 0,056 0,046 0,036 0,019 | 0610
1:100 : 0,043 0,024 0,021 0,011 0,006 | 0,002
0.08 |
vl 1100
—— 1 i
0.06 !
3 g 005 -t |
E% a04
£48 o0
5 % 0.02
= § 001 T
T a o . - = L.
0 200 400 800 0D
Pengencaran Serwn Penderita

Gambar L2 Nilai absorpansi IgG ant-MMA Pada serum
Penderita Terpapar MMA,
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Lampiran 9 : Nilai Absorkansi igG Anti-MMA Pada serum Penderita
Terpapar MMA Dan Kontrofl

Tabel L3 Nilai absorbansi 1IgG anti-MMA pada pendenta terpapar
MMA dan kantrol

No. " Nitai Absorbansi IgG

sampel - pada 453 nm
. komtoi T Pendeiita

1 00080 00350

27 hotse T 0030
""3"'*;'__{3,'111':}?5' 00360

a | D.0064 . 00530

5 7 Tooods 7 0.0450

B 0,0056 00510

7 0.0082 00410

8 T poossT T T @osto
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Lampiran 10 : Checker Board IgE Anti-MMA Pada Serumn Penderita

Terpapar MMA

A. Pergiapan bahan :

1. Antigen ' MMA + coating buffer BSA D1 %

1750 0 40 welf X 50 pl = 2000 11

40 pl MMA + coafing buffer —-BSA D1 % 1360 pl

1100 40 wefl ¥ 50 pl = 2000 pl

20 yl MMA + coating buffer—BSA 0,1 % 1980 pi

2. Antibodt primer sampel

1/50 - masing-masing 4 well X 50 gt = 250 ul

20 pl serum + 245 Pl BSA 01 5%

3. Antibod primer untuk cheker board

120 0 12 5 pl serum +
1540 .25l serum  +
180 3,13 pl serum +
11640 1.6 semum +

1320 - 0,78 yl serum

+

15640 Q4 2t serum +
4 Kebutuh B5A
Lintuk Elocking - G 05 gr

Lintuk Sampel : 0.04 gr

2375 W1 BSA 1% =250 pl
2438 Y BSA 1% =250 i
246 G T BEA 1 % = 250 i
2484 pl BSA 1% =250 pl
240,22 4l BSA 1% = 250

2496 BSA 1 % =250

LIntuk Cheker Board : 0,03 gr

5 Antibodi sekunder : IgE

& Substrat ThB

1. 2500
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8. Cara penelitian checker Board metode ELISA tidak langsung untuk
IgE antl-MMA Pada serum Penderita Terpapar MMA

![ Coalng Antigen |

L

+ Digunakan kadar antigen MMA (1:50)
dilarutkan dalam coabng buffar
Diinkubas pada suhu 4°C semalam
Dicuci datam PES Tween 3x3 menit
Di-Block dengan biocking buffer {BSA 1%
dalam PBES) 50, Awed

\/ « [inkubasi selama 2 jam suhu ruang

Dicuci datam PBS Tween 3x3 meanil

Coating Antibod primer {50 pliwell

» Dinkubas se&lama 2 jam suhu
nang

Coating Antbodi sekunder {1:2500) dalam TES

t e« Anbbodi sekunder yang
‘ digunakan Anli Rabbit 1gG-HRP
| Conjugated
+ Diinkubas: selama 2 jam suhu
ruang
¢+ Dicuch dalam PBS Tween 3x3

Antigen — Anlibod: primer — Antibodi

Dinkubasi 30 menit suhu ruang
+ Ditambahkan NaQH 3M (E0pLweail
+ Dibaca dengan ELIS& Reader
pada 2 =458 nm 10-15 menit
selelab ditambahkan MalOH

Titer { berdasarkan rilai absarbansi §
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Lamgiran 11 : Nilai Absorbansi IgE Anti-MMA Pada Serum Penderita

Terpapar MMA Dan Kontrol

Tabel L5 Nilai absorbansi IgE Anti-MMA pada serum pendertta

terpapar MMA dan kontrol

| | Nilai Absorbansi igE Anti-MMA |
| No Pada 450 nm i
| Kontrol | Penderita |
1 0,0820° | 01110
T2 0,0860 ' 01270
& | ops0 d1280
4 00880 01450 |
5 00920 01280 |
B 00780 | 0,1540
T Togea0 | 615
8 !
]

I D,0880

0,091
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Lampiran 12 - Kurva Standar L4, \FN-y, TNF-a Dengan Teknik Direct-
sandwich ELISA sesual Prosedur Dari Kit Brender Med

System

A. Cara penentuan kurva staadar iL-4 dengan teknik direct-sandwich
ELISA prosedur dari Kit Brender Med System

Persiapan Bahan yang diperukan :
1. Persiapan Wash buffer :
a. Tuangkan 50 ml wash buffer concentrate ke dalam 1000 ml gelas
ukur.
bh. Diambahkan defonzed waler sampai 1000 mi.
¢c. dipindah ke dalam boted steril dan simpan pada subu 2 sampai
25 °C.. Dibuat sesuai kebutuhan, seperti pads tabel di bawah
| Jumlah sirps  Wash buffer concentrate (i) | Distied water (ml) |

16 R N S 0,030 o 475
LA 0.060 ) S

2. Persiapan Assay buffer -

a. Tambahkan assay buffer concenfrafe (50 mh ke dalam 95 mil
distiled atau deipnized waler dan vampur perizhan agar tdak
timbu! gelembung

b. Simpan pada suhu 2 sampai 8 °C. Dibuat sesuai kebutuhan, seperti
pada tabel di bawah

" Jumiah strips  Assay buffer concentrate (mil) | Distied water |

SO | (i)
s 25 . 475
1-12 50 B 85,0
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3. Persimapan Biotinconjugate
a. Buat assay buffer {reagen B) dalam 1 : 100 ke dalam betol plastik
bersifn. Dibuat sesuai kebutuhan, seperti pada tabel di bawah
! Jumlah strips i&farfn-canjugare (ml)_| Assay buffer (ml} |

6 . 003 L. 297
ez T T ems T

b. Sebelum melarutkan conjugate concerfration, tambahkan Greer-
dye perbandingan 1 : 100 ke dalam assay buffer untuk
pembuatan tahapan akhir larutan conjugate, seperti pada table di

bawah ;

__3m|'ﬁ-§5'_€'*ﬂ.uﬁ?£_4{. - 30l GreenDye
& ml Assay buffer 80 pl Greendye

! 12 mlfssa}'buffe}"'_l 120 pi Green-Dye

4. Persiapan Streptavidin-HRE
a. Larutan konsentrat Strepfavidin- HRF dilarutkan dalam 1 : 2000

assay buffer sesuai kebutuhan, seperti pada tabel di bawah .

“jurriah stips | Streptavidin TIRE (il | Assay bier (mi)
14 | 0.030 f 6
1-T28 K 0,060 12

b Sebelurn melarutkan Sireptavidin HRP cuncentrate, tambahkan
Red dye-aye dengan perbandingan 1 | 250 ke dalam gssay buffer
untuk pembuatan tahapan akhir larstan Streptavidin HRP. sepery
pada tabel di bawah

BmiAsiay butter 24 RedDie’
12 mi Assay buffer 48 | Red-Oye
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5. Persiapan TMB Subsirafe Sofution
a. Buat dalam volume yang sama subsirale solfttion | dan substrate
solution 11 dan aduk pelahan.
b. TMB substrate dibuat beberapa sast bial akan digunakan. Bibuat

sesuai kebutuhan seperti pada tabel di pawah :

| Jumiah stnps | Substrate Solution (ml) | Substrate Sofution (m[)
16 ! 3.0 - 30 |
112 L8O Ll 12 |

&. Persiapan sampel :
Sampel dipersiapkan dengan menambahkan Biue-gye 1 : 250 dalam
assay buffer seperti paca table di bawah :

"' SmiAssaybuffer | 20 pl BlueDye |
| 12ml Assay buffer | 48 ul Blue-Dye |

7. Fembuatan Kurva Standar |14

a. Buka ekstra microwel! sifps yang sudah di-coafing dengan antibadi
monokional {munrne) dan pisahkan dar microwel siips unuk
analisa 1L-4 sampel human L4, kemudian sisanya tutup rapat
dalam aluminiurn foil, simpan pada suhu 2 sampai 8 °C.

b. Cuci microwell sfrips dua kali dengan 300 pl wash buffer. Dituang
pada permukaan Kertas absorben dan dibiarkan sampai 15 menit.

c. Tambahkan 100 uyl assay buffer dalam dua welf standar. Siapkan
larutan standar, dengan meripet 100 pl larutan standar IL- 4,
dalam dua weff A1 dan A2, Campur dengan memipet berulang-

uiang.
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d Kemudian pindahkan 100 pl ke dalam weff B1 dan B2 secara
berurutan. Lakukan sampai welf terakhir pada well G1 dan G2.

e. Lanjutkan cara ini sebanyak lima kali, membentuk dua baris larutan
standar Il -4 dengan rentang 500 sampai 7,8 pg/mi.

f. Weff H1 dan HZ adalah blanko,

g. Tambahkan 50 pl Biotn-conjugate ke semua surmuran.

h. Tulup microwell dan inkubrast selama dua jam pada suhu  ruang
(18 °C sampai 25 °C).

i. L[hkosongkan dan dicuc empat kali semua sumuran dengan Wash
Buffer.

|, Tambahkan 100 pl Sfrepfavidin-HREF ke semua sumuran.

k. Tutup microwel! dan inkubasi satu jam pada suhu ruang {18 °C
sampai 25 °C).

. Siapkan TMB Subsfrale Sofution beberapa menit sebelum
digunakan

m. Dikesongkan dan dicus empat kali semua sumuran dengan Wash
Butfer.

n. Tambahkan 100 pl campuran TMB Substrate Solution semua
SuMuran fermasuk sumuran untuk planko.

o. Inkubasi selama 10 - 20 menit pada suhu ruang (18 °C sampai
25 °Cy.

p. Tambankan 100 pl Siop Solubion ke semua sumuran termasuk

swmuran blanko.
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q. Dibaca dengan ELISA reader dan diskur intensitas wama pada

panjang gelombang 450 nm.

Tabel LE Nilai absorbansi kurva standar |L-4

_No. | Konsentras: IL-4 (pg/mi} [ Nilai Absorbansi Pada 450 nm
1 500 1.057
2 250 0.709
3 125 0.286
4 53 0.187
5 32 0.171
6 16 Q.1
7 8 0.063

1.4
E 1.2
3 1
in.a "
B
g fi4

0.2

0 100 200 300 400 500 60O !
Konsentrasi IL4 tpg/ml)

Gambar L4 Kurva standar (L4

8. Penghitungan Kurva Standar [L-4
a. Dibuat gans regresi dan nilai absorbansi yang dipercleh
berdasarkan konsentrasi standar yang sudab ditentukan vaitu

antara 500 sampai 8 {pg/ml).
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b. Dan gans regresé dihitung dengan rumus regresi  ditpercleh
pesamaan regresi.
¢. Persamaan garis kurva standar IL-4 ; y = 0,0023 x
d. Selanjutnya akan digunakan untuk menentukan konsentrasi L4

dari plasma sampel dan kontrof.

B. Gara penentuan kurva standar IFN< dengan teknik direcr-
sandwich ELISA sesuai praosedur dar Kit Brender Med System

1. Persigpan bahan yang diperukan, sama dengan untuk fabapan
analisis FN-y dan persiapan penetuan kurva standar IFN-y sama
dengan anahsis dan penentuan kurva standar (L4, #ecuali ada
satu persiapan yang berbeda yaitu

[ = 100 pl IFN-¢ standar {200 ng/ml) + 90 pl - Assay buffer = 20
ng/m|
i 10 i predifution | (20 ng/ml) + 990 pl Assay buffer = 0,2 ng/m|

2. Cara untuk menentukan kurva standar |FN-y sama dengan
penentuan kurva standar IL-4.

3. Dipercleh Persamaan garis kurva standar IFN-y @ Y = 0,0021 x.
Selanjutnya akan digunakan untuk menentukan konsentrasi L4

dan plasma sampel dan kantrol.
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Tabel L7 Nilai absorbansi kurva standar |FN-y

[No. | Konsentrasi IFN=y (pg/m]) | Nilai Absorbansi Pada 450 nm
|_1 .. 500 S D 1003
| 2 250 0.824

B 125 0.64

4 63 0.385

5 32 0.3C7

" 6 18 0.257

| 7 .o .8 .. _._ b2t

=0
Konaeatra s Py (pOimY

ey

Gambar L5 Kurva standar [FN-y

C. Cara penentuan kurva standar TNF-a dengan teknik direcr-
sandwich ELISA sesual prosedur dard Kit SBrender Mad System

1.

DISERTASI

Persiapan bahan yang diperiukan, sama dengan untuk tahapan
analisia TNF-a dan persiapan penetuan kurva standar TNF-a sama
dengan analisis dan penentuan Kurva standar iL-4. Kecuali ada

salu persiapan yang berbeda yaitu ;
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1: 100 0 TNF-g standar (200 ng/mi) + 9 Pl Assay buffer = 20
ng/ml
H: 10 pl predifution | (20 ngfmi) + 990 pl Assay buffer= 0.2 ng/mi
2. Cara untuk mementukan kurva standar TNF-o sama dengen
penentuan kurva standar IL-4.
3. Diparcleh Persamaen garis kurva standar TNF-o y= 00025 X
Selanjutnya akan digunakan untsk menentukan konsentrasi L4
dari plasma sampel dan kentrol.

Tabel LB Milai absarbansi kurva standar THNF-o

Na. | Konsentragi TNF-a {pg/ml) | Nilai Absorbansi Pada 450 nm
1 500 1.267
2 250 0.588
3 125 3 0.217
4 63 ' 0.125
5 32 0.059
B 16 0.022
7 8 0.013

-

o 100 20 L) 4} Beo o

Konsantrasi TNF-a {pgimi]
Gambar L6 Kurva standar TNFa
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i.ampiran 13 : Analisis Konsentrasi IL4 Plasma dan Jaringan Mukosa
Muiut Plasma Penderita Terpapar MMA Dan Hontrol
Dengan Metode Direct-sandwich ELISA

A. Analisis konsentrasi IL-4 plasma penderita terpapar MMA dan

kontrol dengan metode divect-sanowich ELISA

1 Tambazhkan 100 yl assay buffer ke dalam dua wail kosong.

2. Tambahkan 50 ul assay buffer ke dalam cua welf sampel

3. Tambahkan 50 | setiap plasma sampel ke dalam dua well sampel.

4 Tarmbahkan 50 ul larutan biohn-conjugate (antibedi anti-IL-4 yang
dikomugasikan dengan biotin) ke dalam dua weff sampel.

5. Tutup microwed dan inkubasi selama dua jam pada suhu ruang
(18° C sampai 25°C).

8. Dikosongkan dan dicuci empat kali semua sumuran dengan Wash
Buffar.

7. Tambabkan 100 pl Stregtavidin-HRP ke semua sumuran.

8. Tutup microwel dan inkubasi satu Jam pada suhu ruang (18° C
sampai 25" C).

9. Siapkan TMB Sobstrate Sofution beberapa menit  sebelum
diqunakan.

40, Dikosongkan dan dicuci empat Kal: semua sumuran dengan Wash
Buffer

11 Tambahkan 100 p campuran TMB3 Subsirafe Solution sermua
sumufan termasuk surnuran untuk blenko.

12 Inkubasi selama 10 - 20 menit pada suhu ruang (18° C sampa

257 )
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13 Tambahkan 100 pl Stop Solution ke semuz sumuran termasuk
sumuran blanko.
14 Dibaca dengan ELISA reader dan diukur intensifes warna pads

panjang gelombang 430 nm.

B. Analisis konsentrasi IL-4 jaringan mukosa mulut plasma
penderita terpapar MMA dan %ontrol dengan metode direct-
sandwich ELISA

Jaringan mukosa mulut sebanyak 100 mg dimasukkan dalam 2 ml

PBS. kemudian disentrifugast 3000 rpm selama 10 menit. Diamil 50 o

supgmatan yang diperaleh untuk setiap pengukuran, dan dilakukan

pemerikeaan direct-sandwich ELISA untuk mengukur kongentrasi iL-4

dengan metode yang sama dengan pengukuran [L-4 pada plasma.
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Lampiran 14 : Analisis Konsentrasi IFN-y Plasma dan Jaringan
Mukosa Mulut Plasma Penderita Terpapar MMA Dan
Kontrol Dengan Metode Direct-sandwich ELISA

A. Analisis konsentrasi IFN-y plasma penderita terpapar MMA dan

kontrol dengan metode direct-sandwich ELISA

1. Tambahkan 100 pl assay buffer ke dalam dua weif kasong.

2. Tambahkzn 50 ul assay buffer ke dalam dua welf sampel |

3. Tambahkan 50 pl setiap plasma sampel ke dalam dua walf sampe! .

4. Tambahkan 50 pl landan biotin-conpugate {(antibodi anti-IFN-y yang
dikonjugasikan dengan biotin) ke dalam dua welf sampet .

5. Tutup microwell dan inkubasi selama dua jam pada subu ruang
(18°C sampai 25°C).

&. Dikosongkan dan dicuci empat kali semua sumuran dengan Wash
Buffer.

7. Tambahkan 100 ul Sfrepfavidin-HRP ke semua sumuran.

8. Tutup microwseX dan inkubasi satu jam pada suhu ruang {1 8 C
sampai 25° C).

9. Siapkan TMB Suhsirate Sofution beberapa menit sebelum
diqunakan.

10. Dikasongkan dan dicuci empat kali semua sumuran dengan Wash
Buffer.

11. Tambahkan 100 ul campuran TMB Subsirate Solution semua
sumuran termasuk sumuran untuk blanka.

12. Inkubasi selama 10 - 20 menit pada suhu ruang (18° C sampai

257 ).
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13. Tambahkan 100 pul Skop Solution ke semua sumuran termasuk

sumuran blankg.
14. Dibaca dengan ELISA reader dan diukur intensitas wama pada

panjang gelombang 450 Am.

B. Analisis konsentrasi IFN-y jaringan mukosa muiut plasma
penderifa terpapar MMA dan kontrol dengan metode direct-
sandwich ELISA

Janngan mukosa mulut sebanyak 100 mg dimasukkan dalam 2 ml
PBS. kemudian dizentrifugasi 3000 rpm selama 10 menit. Diambil 50 pl
supematan yang diperoleh untuk setiap pengukuran, dan dilakukan
pemernksaan direct-sandwich ELISA untuk mengukur konsentrasi IFMN-y

dengan metode yang sama dengan pengukuran IFN-y pada plasma.
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Lampiman 15 : Analisis Honsentrasi THNFa Plasma dan Jaringan
Mukosa Mulut Piasma Penderita Terpapar MMA Dan
Kontrol Dengan Metode Direct-sandwich ELISA

A. Analisis Konsentrasi TNF-a plasma penderita terpapar MMA dan

kontrot dengan metode direct-sandwich ELISA

1. Tambkahkan 100 Ul assay duffer ke dalam dua well kosong.

2. Tambahkan S0 pl assay buffer ke datam oua well sampel .

3 Tambahkan 5] pl setiap plasma sampel ke dalam dua we# sampel .

4. Tambahkan S0 o laruian biokn-conugafe  (antibodi anti-TNF-g
yang dikonjugasikan dengan biotin} ke dalam dua well sampal.

B Tutup microwel dan wmkubasi selama dua jam pada suhu ruang
(18" C sampal 25" C).

6. Dikosongkan dan dicuci empat kali semua sumuran dengan ¥Wash
Burffer.

¥. Tambahkan 100 pl Strepiavidin-HEP e semua sumuran.

B Tutup microwel! dan inkubasi satu jam pada suhu reang (18"
sampar 25% C)

9. Siapkan TMB Subsfrate Sojution heberapa menit  sebelum
digunakan

10 Dikosongkan dan dicuc empat kali semua sumuran dengan Wash
Buffer.

11. Tambahkan 1003 pl campuran TMB Substrate Solution semua
suUrmuran tetmasuk sumuran untuk blanko

17 Inkubasi setama 10 - 20 menit pada subu ruang {1 8" C sampas 25°

C
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13. Tambahkan 100 ul Siop Sofution ke semua surmuran termasuk
surmuran blanka,
t4, Dibaca dengan ELISA reader dan diukur intensitas wama pada

paniang gelombang 450 nm.

B. Analisis konsentrasi THNF-x jaringan mukosa mulut plasma
penderita terpapar MMA dan kontrol dengan metode direct-
sanawich ELISA

Jaringan mukosa mulut sehanyak 100 mg dimasukkan dalam 2 mi
PBS, kemudian disentrifugasi 3000 rpm selama 10 memt. Diambd 50 pl
supematan yang diperolen untuk setiap pengukuran, dan dilakukan
pemenksaan direct-sandwich ELISA untuk mengukur konsentrasi TNF-a

dengan metode yang sama dengan pengukuran THF-a pada plasma.
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Lampiran 16 . Nilai Absorbansi dan Konsentrasi IL-4, IFN-y, TNF«
Plasma Dan Jaringan Mukosa Muolut Dengan Teknik
Lirect-sandwich ELISA Sesuvai Prosedur Dan Kit
Brender Med System

Tabet L9 Milai absorbansi dan konsentrasi |L-4 plasma penderita
terpapar MMA pada 450 nm

No.  Nilai absarbans) Konsentrasi | Y= 0.0023x
1 0.125 ' 5870
2 0.153 ' 6.5
3 0,192 ' 53,48
4 0,189 82,17
5 2161 ' 76,00
6 0.138 60.00
7 0.134 58.26
8 0,136 : 59,13

Tabe! L1G Nilar absorbansi dan konsentrasi IL-4 plasma penderita
kentrel pada 450 nm

No. . Nilaliabsorbans: . Konsentrasi - Y= 0.0023x
TN 0,024 ' 10,43

2 0,034 {. oW, -
3 0,056 ' 24,35

4 0.055 ' 23,91

5 0.057 ' 2478

A 0,048 ' 20.87

7 0,046 ' 20.00

8 0,054 23.48
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Tabel L11 Nifai absorbansi dan konsentrasi IFN-y plasma pendenta
terpapar MMA pada 450 nm

No. | Nilai absorbansi | Konsentrasi - Y=0.0021x
—— e .

T 0,178 ; 84,76
- R R . T B1.83
!—3 {"—D',E'ﬂ*i T Tes T
47 01928 | 4,29
"5 0174 T 6288
g 088 “goas
: 7 7 0154 T s
o - ) _

) 0188 7905

Tabel L12 Nilai absarbansi dan konsentrasi IFN-y piasma pendaria
kontrol pada 450 nm

"No. | Milai absorbansi - Konsentrasi - Y= 0,0021x

- o115 54,76
|7 S0 o T A Y 52,38
|3 "Segual 44 55,24
Td 0,112 i 53.33
5 ICEEE 5286
N 0120 '_"; 8747
7 0413 T 5381
s 0 fios T s000
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Tabel L13 Nilai absorbansi dan konsentrasi TNF-g plasma penderita
terpapar MMA pada 450 nm

No.  Nilai absorbansi = Konsentrasi - Y= 0.0025x% -

—_———

1 777 o.0sg LT e
2 Tesod . 2388
3 0,059 _r 2387
4 77 Goet 2443
“EUD o T T g
% T Tpgrz  zear
7 D.oT1 2841
. . -

28,86

Tabel L14 Nilai absorbansi dan konsentrasi TNF-z plasma
penderita kontrol pada 450 nm

“"No. - Nilai absorbansi | Kaonsentrasi: Y= 0.0025x
1 7 0028 ' 11,30
2 & Wi—, 0 25 ' —
3 0,025 ! 9,93

_4 ws 0Ly, 11,84 o

| oy 0.027 | T 1069

e 0,026 i 10.38

L "7 op023 c— BRI -

_E — - —_— [

0025 L TN
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Tabel L15 Nita absorbansi dan konsentrasi IL-4 jaringan
mukosa mulut pendenta terpapar MMA pada 450 nm

Mo, Mil=i absorbans | Konsentras) . Y= 0.0023x

1 0148 | 6435
o2 Tod88 v 7304
3 SoAve T 73el
T4 o180 6957
5 - 0158 €813
6 0,165 = 71,74
7 0,190 82 61
— e g o =

0,154 : B4 35

Tabel L1 Nilai absorbansi dan konsentrasi L-4 jaringan
mukosa mulut penderita kontrol pada 450 nm

" No. | Niiai absorbansi | Konsentrasi: Y= 0,0023x |

P —

N i 0,435 A T !
gl 485 Y s T
3 0.582 y Sosa0s
4 0488 1 20217 |
S Y Voopemadiieey Y 20000 _
& 0,485 | 21087
7 0.441 T TtgtFa T T
8

0487 7 T2pes7
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Tabel L17 Hilai absorbansi dan konsentrasi IFN-y jaringan mukosa
mulut penderta terpapar MMA pada 450 nm

Mo. Milai absorbansi i Konsentrasi | ¥=0,0021x |

1 0,522 ; 248,57 '

2 0,594 ? 282 B6

i 3 0,579 | 27571

L 4 0,560 266,67 =
5] 0,510 242 B
&8 1 0480 23333
7 0,488 232,38
8 0,470 223,81

Tahel L18 Nilai absarbansi dan konsenirasi IFN-y janngan mukosa
rulut penderita kontrod pada 450 nm

Mitai Kansentrasi; Y=

No. abscrbanst 0,0021x

1 0,198 94 29 ‘
N 0,168 80,00

3 0,193 . 91,90
[ a4 0,184 ; 79333

5 0,168 ; 80,00
& | oa82 | 86.67 |
7 0,184 BY .62
8 | o207 98,57
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Tabel L19 Nilai absorbansi dan konsentrasi TNF-a jaingan mukosa
muiut penderita terpapar MMA pada 450 nm

I 'No.  Nilal sbsarbansi | Konsentras: Y= 000255

1 0.260 103,85
2 “oZé0 1 T Trpgez T T
3 o200 - 8018
4 77T Gzm T T T BBar”
5 o021t 7 a3z
N o240 U T gzgeT T T
7 ' 0280 | 10553
T8 1 Toe2m T ;T T sovg

Tabel L20 Niai absorbansi dan koensantrasi TNF-a jaringan
mukosa mulut pendenta kontrol pada 450 nm

No. | Nilsi absorbansi . Konsentrasi | Y= 0.0025x

_%""i“' —rhO T b T
Y\ 0.075 i 29.93
3 0.073 ; 28.32
¢ T DB R IR zaTaT T
5 NN 07Ty AL
6 o0o73 2002
v Tl eose T T T Tzvas T
8

0,040 27,95
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Lampiran 17 | Komposisi Bahan

‘Nama Larutan Bahan

' Phospat Buffer Safine (PRSY  * KCL

pH 7.4 - KHzP Oy
Mall
| NaHPOL7 H,0
1 Akuades
PBS Tween-20 0.05% pH 7.4 : Tween-20
: PBS
' Blocking Buffer pH 7 .4 . PBS Tween-20
' 0,05% BSA
Bufer karbonat-bikarbonat ' : NazC O,
(Coating Buffery pH 9.6 (Simpan + NaHCO;
pada subu ruang maksimal 2 I MaM;
mIngguy) | Akuades
- Trig Buffer Saiine (TBS) Tween- " Tris-base
L 20pH 8 ' MaCL
" KCL
Tween-20
Akuahidest
Sushbtrat p-MNPF {para- ‘ PP
MNithropenyt Phosphat) Euffer
' thethanolaming
- NaQOH 3M (Stop reaction)  NaQH
' Akuades
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o Jumiah

D2g
. 029
| 89
, 216g-
| Sampai 10600 ml

; SO0 i
. Sampai 1600 mi

! 20 ml
! 069

I 158 :
i 293g1
i 0zZg
Sampal 1000 mt |

. Sampal 1000 m |
1

i  Smg:

: 5 mi

© - eq
Sampai 50 ml -
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Lampiran 18 : Sertifikat Kelaikan Etik Penelitian
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DFFAT TEMES PESID AN BDas KERCIAY AaM
FARDLTAY RENOKTERAN 1G] UNIVEENITAS ATRLANGOGA
PANITIA KELAIKAN ETIK KEDOKTERAN GIG]

1 A end ot I Al ooslogie 47 Telp. (U317 5348255 Pax. (031) SMULEE Suraliagya alraz

H

e N AL P ——— e " -

SURAT KETERANGAN

KELAIKAN ETIK PENELITIAN
Nomar : 1T SRLE2003

Yami bertanda tangan dibawah ini mengrangkan balwa

Wama Penebn Utama @ [GA WA ARDANI, drg, M. Kes
Judul Penclitian - Efek MMonomer Metib Metakidat Terhadap Kerusakan Janngan
Epitel Mukosa hMufut

Setelah mempelajad lembar isian paniia penelitian dan prosedus eperasional
pengambilan datx, maka diputuskan penelitian terscbul |

@thik olik

b Eaik etik dengan esulun perhakan

. Tidak laik ctik

Catatan :

Panitia akan nwmantay prosedur operasional pengambilan daia das penclitian tersebut

Surabaya, & CRiober T8

Fetua,

ruh

i LA LA T KD AT AN D

ST 1ae0a163 b
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