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RINGKASAN PENELITIAN

Mulai isi Ringkasan di sini ... (Ringkasan 1 alinea, 1 spasi, padat tetapi lengkap berisi: Permasalahan,
Maksud, Tujuan, Manfaat penelitian, Metode Penelitian, keterkaitan topik penelitian dengan road map
penelitian ketua peneliti dan Road Map Penelitian Fakultas, Mitra (bila ada), Hasil sementara,
Kesimpulan sementara, rencana tindak lanjut, luaran yang telah atau akan dihasilkan)

Untuk menggali lebih dalam tentang pengaruh asap rokok terhadap paru-paru, kami
menggunakan tikus Sprague-Dawley sebagai hewan model. Apakah asap rokok berpengaruh terhadap
kadar p53 dan terjadinya abnormalitas sel paru tikus, antara lain sel epithel, dan makrofag alveoler secara
histologi?. Oleh karena itu kami bermaksud untuk mengetahui hubungan abnormalitas sel epithel, dan

makrofag alveoler secara histologi dengan kadar p53 pada paru Sprague-Dawley setelah dipapari asap rokok.

Tujuan penelitian ini yaitu ingin mengetahui pengaruh asap rokok kretek terhadap perubahan
kadar p53 pada paru tikus Sprague-Dawley?. Perlakuan terhadap tikus dilakukan dengan paparan asap

rokok 1 dan 2 batang/hari selama 1 bulan terhadap kadar p53 pada paru tikus Sprague-Dawley.

Nilai hasil penelitian ini dapat digunakan untuk memberi masukan baru tentang abnormalitas sel
epithel, dan makrofag paru yang dipapari asap rokok. Pengambilan keputusan bagi pemerintah dalam
mendukung green healthy life yang menjadi salah satu poin pada road map penelitian Universitas
Trisakti. Lebih terinci untuk bidang ilmu, hasil penelitian ini juga dapat digunakan untuk menyumbang
aspek dasar tentang dampak negatif asap rokok terhadap abnormalitas sel epithel, dan makrofag paru

pada tikus Sprague Dawley yang dipapari asap rokok.

Berdasar data hasil pengukuran, memperlihatkan bahwa perlakuan tikus yang dipapari asap
rokok kretek filter 1 batang/hari maupun 2 batang/hari selama 30 hari berpengaruh terhadap ekspresi
gen p53. Ada peningkatan ekspresi gen p53 pada tikus yang dipapari asap rokok kretek filter. Hal
tersebut terbukti bahwa kadar mRNA tikus kelompok 2 dan 3 lebih tinggi (up regulation) dibanding
kelompok 1 (p=0.000). Tikus yang dipapari asap rokok menunjukkan kadar mRNA paru yang
meningkat. Perbedaan jumlah rokok kretek filter yang digunakan untuk memapari tikus tidak
menyebabkan perbedaan ekspresi gen p53 (nilai fold change), terbukti kadar mMRNA antara kelompok
2 tidak berbeda dengan kelompok 3 (p=0.688).

Kata Kunci :
Mulai isi maks 5 Kata Kunci di sini ...
Asap rokok, sel epithel, makrofag alveoler, p53



BAB 1. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang
Mulai isi latar belakang di sini

Di Indonesia, banyak penduduk yang merokok, khususnya remaja.! Rokok dapat diperoleh di pasar, tetapi
banyak pula yang dibuat secara manual di rumah-rumah penduduk. Komponen utama rokok adalah tembakau
(Nicotiana tabacum Linn.) yang menjadi masalah kesehatan dunia. Meskipun demikian banyak penduduk tetap
merokok. Telah dilaporkan bahwa di seluruh dunia, lebih dari 8 juta penduduk meninggal setiap tahunnya akibat
merokok. Lebih dari 7 juta diantaranya meninggal karena mengkonsumsi rokok secara langsung, sedangkan 1.2
juta terpapar rokok (perokok pasif).? Telah dilaporkan bahwa pada 7 dekade terakhir, sebanyak 41.3 juta
penduiduk di Inggris, USA, dan Kanada meninggal akibat merokok. Sebagian besar penduduk yang meninggal
di ketiga negara tersebut berusia produktif. Karena merokok merupakan faktor risiko beberapa penyakit, maka
sebaiknya berhenti merokok di usia sebelum 40 tahun.® Indonesia merupakan salah satu negara di Asia Tenggara
dengan penduduk yang sebagian besar perokok.* Lebih dari itu, bahwa jumlah perokok di Indonesia yang begitu
besar senang untuk merokok kretek baik filter maupun non filter.

Secara umum, rokok kretek filter dibuat di pabrik rokok. Rokok kretek filter mempunyai ciri bahwa di
salah satu ujungnya dipasang filter. Dewasa ini, di pasaran dapat ditemukan rokok kretek filter dan rokok kretek
non filter, keduanya mengandung daun tembakau sebagai komponen utamanya, dan dicampur dengan cengkeh
dan saus.® Perlu diketahui bahwa industri rokok di Indonesia sebagian besar (+ 80%) menggunakan tembakau
lokal, antara lain tembakau Temanggung, Weleri, Yogyakarta, Muntilan, Boyolali, Paiton, Kasturi, dan
Madura.® Bunga cengkeh (Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M.Perry)’ yang sudah dikeringkan digunakan
sebagai campuran tembakau dalam rokok kretek filter. Selain itu juga diberi saus dengan rasa khusus untuk
setiap rokok kretek filter.® Di Kabupaten Klaten, Jawa Tengah, Indonesia, saus rokok kretek filter tersebut

dikenal dengan sebutan "woor".

Rokok kretek mengandung campuran zat kimia. Lebih dari 4000 zat kimia telah berhasil diidentifikasi.®
Asap rokok mengandung gas (92%) dan partikel padat (8%).1° Hasil penelitian memperlihatkan bahwa partikel
dalam asap rokok sangat berbahaya baik bagi perokok aktif maupun perokok pasif.!! Pada perokok aktif, asap
rokok yang berupa gas dan partikel terhirup dari mulut sampai ke alveoli. Telah diteliti bahwa ada deposisi
partikel dalam asap rokok di sepanjang saluran pernafasan manusia.*? Lebih dari itu dinyatakan bahwa asap
rokok menyebabkan kelainan pada sistem respirasi. Selain itu, juga diperlihatkan bahwa polutan udara, termasuk
akibat asap rokok mempengaruhi penyakit pada pernafasan.’* Selain itu, telah diperlihatkan bahwa rasio
pengurangan diameter saluran udara konduksi adalah 0.79, sedangkan untuk saluran udara asinar (acinar air
ways) adalah 0.94.1* Fakta tersebut menunjukkan adanya perbedaan morfometrik bronkus antara kondisi normal
dibandingkan dengan kondisi patologis. Sebuah penelitian terbaru menunjukkan bahwa efek stres pada sistem

pernapasan mengakibatkan displasia bronkopulmoner. Dalam model tikus displasia bronkopulmoner,
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tampaknya perubahan akut dan kronis telah terjadi. Selanjutnya, ditunjukkan bahwa asap rokok dikaitkan
dengan displasia bronkopulmoner.’® Selain itu, asap rokok juga memiliki radikal bebas yang menyebabkan
gangguan saluran napas, sehingga terjadi kelainan pada paru-paru. Apalagi asap rokok mengandung partikel
yang merusak jaringan paru-paru sehingga menyebabkan kerusakan permanen yang disebut penyakit paru
obstruktif kronik (PPOK).¢ Penelitian lain menunjukkan bahwa PPOK disebabkan oleh asap rokok.’

Secara umum sistem pernapasan tikus terdiri dari hidung, faring, laring, trakea, bronkus primer, dan paru-
paru (bronkiolus dan alveolus). Letak trakea tikus di bagian ventral leher (memanjang dari laring sampai rongga
dada), bentuknya seperti kanal, dan semifleksibel. Penampang melintang jaringan trakea normal menunjukkan
epitel kolumnar berlapis semu bersilia, silia, membran basal, dan sel basal.'® Penelitian terbaru menunjukkan
bahwa komponen struktur paru-paru tikus adalah pembuluh darah, bronkus, bronkus terminal, bronkiolus
respiratorik, duktus alveolar, kantung alveolar, dan alveoli. Secara lebih rinci, mikrograf elektron transmisi
untuk menunjukkan kapiler darah, eritrosit, epitel yang melapisi bronkus terminal, sel epitel bersilia, sel Clara
(serosa), membran basal, serat kolagen, dan alveoli.?® Selain itu, telah didemonstrasikan tentang sistem

pernapasan bawah mencit (bronkiolus, saluran alveolar, dan alveoli) baik secara kualitatif maupun kuantitatif.?

Penelitian sebelumnya melaporkan bahwa sistem pernapasan tikus yang terpapar gas menunjukkan
peningkatan elastisitas jaringan dan resistensi jaringan. Pada perlakuan ini gas yang digunakan adalah residu
gliserol.?! Sebuah studi baru-baru ini juga melaporkan bahwa tikus (kontrol) yang tidak diobati telah
menunjukkan bahwa bronkiolus mereka dikelilingi oleh serat kolagen. Kelompok tikus yang terpapar asap rokok
elektrik menunjukkan deposisi kolagen di daerah peribronkiolar. Pada kelompok tikus yang diberi asap rokok

konvensional, tampak deposisi kolagen di bronkiolus, serta lendir intra bronkiolus.??

Selain itu, juga ditunjukkan bahwa asap rokok mempengaruhi struktur anatomi sistem pernapasan.
Struktur anatomi sistem pernapasan dapat berubah karena pengaruh asap rokok seperti sel goblet. Sel goblet
ditemukan di dalam trakea, bronkus, dan bronkiolus yang lebih besar di saluran pernapasan. Telah ditunjukkan
bahwa hiperplasia sel goblet ditemukan di PPOK.? Penelitian lain juga menunjukkan bahwa merokok adalah
faktor risiko utama untuk PPOK. Selain itu, perokok tersebut juga mengalami hiperplasia sel basal, hiperplasia

sel mukosa, dan metaplasia skuamosa.?*

Dalam penerapan diagnosis PPOK, diperlukan penilaian kualitatif dan kuantitatif.?® Oleh karena itu,
berdasarkan uraian di atas, perlu dilakukan penelitian histologi tentang abnormalitas sel epithel, dan makrofag
alveoler pada paru Sprague-Dawley setelah dipapari asap rokok. Apakah zat karsinogenik pada asap rokok
memicu proliferasi sel paru secara tidak terkendali?. Pertanyaan kami tersebut sesuai dengan
pernyataan bahwa hilangnya atau mutasi p53 diketahui menyebabkan ketidakstabilan genetik global
dan untuk mempromosikan mutasi pro-tumorigenik tambahan karena peran penting dalam mengatur

perbaikan DNA, siklus sel, kematian sel terprogram, dan penuaan seluler.?® Untuk menggali lebih
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dalam tentang pengaruh asap rokok terhadap paru-paru, kami menggunakan tikus Sprague-Dawley
sebagai hewan model. Apakah asap rokok berpengaruh terhadap kadar p53 dan terjadinya abnormalitas
sel paru tikus, antara lain sel epithel, dan makrofag alveoler secara histologi?. Oleh karena itu kami
bermaksud untuk mengetahui hubungan abnormalitas sel epithel, dan makrofag alveoler secara histologi

dengan kadar p53 pada paru Sprague-Dawley setelah dipapari asap rokok.

1.2. Perumusan Masalah
Mulai isi perumusan di sini ...

1.1. Perumusan Masalah
Dari uraian di atas muncul masalah yang menarik yaitu:

1.1.1. Masalah Umum
Apakah paparan asap rokok kretek mempengaruhi kadar p53 pada paru tikus Sprague-
Dawley?.

1.1.2. Masalah Khusus

1.1.2.1. Apakah paparan asap rokok 1 batang/hari selama 1bulan mempengaruhi kadar p53 pada paru

tikus Sprague-Dawley?.

1.1.2.2. Apakah asap rokok kretek 2 batang/hari selama 1 bulan lebih besar pengaruhnya terhadap

kadar p53 pada paru tikus Sprague-Dawley?.

1.3. Tujuan Penelitian
Mulai isi Tujuan Penelitian di sini...

1.1.1. TUIJUAN UMUM

Mengetahui pengaruh asap rokok kretek terhadap perubahan kadar p53 pada paru tikus

Sprague-Dawley?.
1.2.2. TUJUAN KHUSUS

1.2.2.1. Mengetahui pengaruh paparan asap rokok 1 batang/hari selama 1 bulan terhadap kadar p53
pada paru tikus Sprague-Dawley.
1.1.2.2. Mengetahui pengaruh paparan asap rokok 2 batang/hari selama 1 bulan terhadap kadar p53

pada paru tikus Sprague-Dawley?.



1.4. Batasan Penelitian
Mulai isi Batasan Penelitian di sini

1.3.1. Asap rokok kretek yaitu asap rokok kretek filter sebagai hasil pembakaran 1 atau 2 rokok kretek
filter yang dipaparkan terhadap tikus setiap hari selama 1 bulan.

1.3.2. Sprague Dawley adalah hewan coba berupa tikus yang diperlakukan sebagai kelompok kontrol
maupun kelompok perlakuan. Sprague Dawley yang dipapari asap rokok kretek sebagai

kelompok perlakuan, sedangkan yang tidak dipapari asap rokok sebagai kelompok kontrol.

1.5. Kaitan Penelitian dengan Road Map Penelitian Pribadi dan Road Map Penelitian Fakultas
Mulai isi kaitan penelitian dengan road map di sini...

Fokus penelitian ini memperlihatkan efek asap rokok kretek filter pada tingkat sel yaitu mempengaruhi
kadar p53 di paru tikus Sprague-Dawley. Hasil penelitian ini dapat digunakan untuk menjelaskan
tingkat keparahan abnormalitas sel pada paru tikus sehubungan dengan kadar p53. Hasil tersebut

berhubungan dengan Road Map Penelitian Fakultas yang menekankan pada green healthy life.



BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

Mulai isi Tinjauan Pustaka di sini... Pustaka 10 tahun terakhir, minimal 15 pustaka primer, dilengkapi
DOI-bila ada, dihimbau melakukan sitasi pada paper yang telah dipublikasikan pada
www.trijurnal.lemlit.trisakti.ac.id). Sitasi dari karya ilmiah yang ditulis oleh penulis usakti
dimaksudkan untuk meningkatkan webometric, pemeringkatan Kkinerja penelitian, akreditasi
prodi/AIPT

2.1. Tinjauan Pustaka

Di Indonesia, banyak penduduk yang merokok, khususnya remaja.! Rokok dapat diperoleh di pasar, tetapi
banyak pula yang dibuat secara manual di rumah-rumah penduduk. Komponen utama rokok adalah tembakau
(Nicotiana tabacum Linn.) yang menjadi masalah kesehatan dunia. Meskipun demikian banyak penduduk tetap
merokok. Telah dilaporkan bahwa di seluruh dunia, lebih dari 8 juta penduduk meninggal setiap tahunnya akibat
merokok. Lebih dari 7 juta diantaranya meninggal karena mengkonsumsi rokok secara langsung, sedangkan 1.2
juta terpapar rokok (perokok pasif).? Telah dilaporkan bahwa pada 7 dekade terakhir, sebanyak 41.3 juta
penduiduk di Inggris, USA, dan Kanada meninggal akibat merokok. Sebagian besar penduduk yang meninggal
di ketiga negara tersebut berusia produktif. Karena merokok merupakan faktor risiko beberapa penyakit, maka
sebaiknya berhenti merokok di usia sebelum 40 tahun.® Indonesia merupakan salah satu negara di Asia Tenggara
dengan penduduk yang sebagian besar perokok.* Lebih dari itu, bahwa jumlah perokok di Indonesia yang begitu
besar senang untuk merokok kretek baik filter maupun non filter.

Secara umum, rokok kretek filter dibuat di pabrik rokok. Rokok kretek filter mempunyai ciri bahwa di
salah satu ujungnya dipasang filter. Dewasa ini, di pasaran dapat ditemukan rokok kretek filter dan rokok kretek
non filter, keduanya mengandung daun tembakau sebagai komponen utamanya, dan dicampur dengan cengkeh
dan saus.’ Perlu diketahui bahwa industri rokok di Indonesia sebagian besar (+ 80%) menggunakan tembakau
lokal, antara lain tembakau Temanggung, Weleri, Yogyakarta, Muntilan, Boyolali, Paiton, Kasturi, dan
Madura.® Bunga cengkeh (Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M.Perry)’ yang sudah dikeringkan digunakan
sebagai campuran tembakau dalam rokok kretek filter. Selain itu juga diberi saus dengan rasa khusus untuk
setiap rokok kretek filter.® Di Kabupaten Klaten, Jawa Tengah, Indonesia, saus rokok kretek filter tersebut

dikenal dengan sebutan "woor".

Asap rokok diketahui terdiri atas gas (92%) dan bahan padat atau partikulat (8%).2" % Gas dan
partikulat dari rokok disalurkan ke alveoli.?® Selain itu juga dinyatakan bahwa rokok berpengaruh
terhadap aktivitas dan fungsi otak serta mengganggu psikologi pecandu rokok.3® Rokok kretek
mengandung campuran zat kimia. Lebih dari 4000 zat kimia telah berhasil diidentifikasi.® Asap rokok
mengandung gas (92%) dan partikel padat (8%).1° Hasil penelitian memperlihatkan bahwa partikel dalam asap
rokok sangat berbahaya baik bagi perokok aktif maupun perokok pasif.!* Pada perokok aktif, asap rokok yang
berupa gas dan partikel terhirup dari mulut sampai ke alveoli. Telah diteliti bahwa ada deposisi partikel dalam

asap rokok di sepanjang saluran pernafasan manusia.!?> Lebih dari itu dinyatakan bahwa asap rokok
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menyebabkan kelainan pada sistem respirasi. Selain itu, juga diperlihatkan bahwa polutan udara, termasuk
akibat asap rokok mempengaruhi penyakit pada pernafasan.’* Selain itu, telah diperlihatkan bahwa rasio
pengurangan diameter saluran udara konduksi adalah 0.79, sedangkan untuk saluran udara asinar (acinar air
ways) adalah 0.94.1* Fakta tersebut menunjukkan adanya perbedaan morfometrik bronkus antara kondisi normal
dibandingkan dengan kondisi patologis. Sebuah penelitian terbaru menunjukkan bahwa efek stres pada sistem
pernapasan mengakibatkan displasia bronkopulmoner. Dalam model tikus displasia bronkopulmoner,
tampaknya perubahan akut dan kronis telah terjadi. Selanjutnya, ditunjukkan bahwa asap rokok dikaitkan
dengan displasia bronkopulmoner.t®> Selain itu, asap rokok juga memiliki radikal bebas yang menyebabkan
gangguan saluran napas, sehingga terjadi kelainan pada paru-paru. Apalagi asap rokok mengandung partikel
yang merusak jaringan paru-paru sehingga menyebabkan kerusakan permanen yang disebut penyakit paru
obstruktif kronik (PPOK).%¢ Penelitian lain menunjukkan bahwa PPOK disebabkan oleh asap rokok.’

Secara umum sistem pernapasan tikus terdiri dari hidung, faring, laring, trakea, bronkus primer, dan paru-
paru (bronkiolus dan alveolus). Letak trakea tikus di bagian ventral leher (memanjang dari laring sampai rongga
dada), bentuknya seperti kanal, dan semifleksibel. Penampang melintang jaringan trakea normal menunjukkan
epitel kolumnar berlapis semu bersilia, silia, membran basal, dan sel basal.'® Penelitian terbaru menunjukkan
bahwa komponen struktur paru-paru tikus adalah pembuluh darah, bronkus, bronkus terminal, bronkiolus
respiratorik, duktus alveolar, kantung alveolar, dan alveoli. Secara lebih rinci, mikrograf elektron transmisi
untuk menunjukkan kapiler darah, eritrosit, epitel yang melapisi bronkus terminal, sel epitel bersilia, sel Clara
(serosa), membran basal, serat kolagen, dan alveoli.?® Selain itu, telah didemonstrasikan tentang sistem

pernapasan bawah mencit (bronkiolus, saluran alveolar, dan alveoli) baik secara kualitatif maupun kuantitatif.?

Penelitian sebelumnya melaporkan bahwa sistem pernapasan tikus yang terpapar gas menunjukkan
peningkatan elastisitas jaringan dan resistensi jaringan. Pada perlakuan ini gas yang digunakan adalah residu
gliserol.?> Sebuah studi baru-baru ini juga melaporkan bahwa tikus (kontrol) yang tidak diobati telah
menunjukkan bahwa bronkiolus mereka dikelilingi oleh serat kolagen. Kelompok tikus yang terpapar asap rokok
elektrik menunjukkan deposisi kolagen di daerah peribronkiolar. Pada kelompok tikus yang diberi asap rokok

konvensional, tampak deposisi kolagen di bronkiolus, serta lendir intra bronkiolus.??

Selain itu, juga ditunjukkan bahwa asap rokok mempengaruhi struktur anatomi sistem pernapasan.
Struktur anatomi sistem pernapasan dapat berubah karena pengaruh asap rokok seperti sel goblet. Sel goblet
ditemukan di dalam trakea, bronkus, dan bronkiolus yang lebih besar di saluran pernapasan. Telah ditunjukkan
bahwa hiperplasia sel goblet ditemukan di PPOK.? Penelitian lain juga menunjukkan bahwa merokok adalah
faktor risiko utama untuk PPOK. Selain itu, perokok tersebut juga mengalami hiperplasia sel basal, hiperplasia

sel mukosa, dan metaplasia skuamosa.?*

Dalam penerapan diagnosis PPOK, diperlukan penilaian kualitatif dan kuantitatif.?> Oleh karena itu,

berdasarkan uraian di atas, perlu dilakukan penelitian histologi tentang abnormalitas sel epithel, dan makrofag
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alveoler pada paru Sprague-Dawley setelah dipapari asap rokok. Kami bermaksud untuk menyajikan perubahan
kuantitatif pada bronkiolus dan bronkiolus respiratorik yang disebabkan oleh efek asap kretek filter. Perubahan
kuantitatif pada bronkiolus dan bronkiolus respiratorius penting dilakukan agar diagnosis yang berhubungan

dengan kelainan jaringan paru dapat ditentukan secara lebih objektif.

Apakah zat karsinogenik pada asap rokok memicu proliferasi sel paru secara tidak terkendali?.
Pertanyaan kami tersebut sesuai dengan pernyataan bahwa hilangnya atau mutasi p53 diketahui
menyebabkan ketidakstabilan genetik global dan untuk mempromosikan mutasi pro-tumorigenik
tambahan karena peran penting dalam mengatur perbaikan DNA, siklus sel, kematian sel terprogram,
dan penuaan seluler.?® Gangguan asap rokok dapat memicu abnormalitas sel di trakea, misalnya sel
epithel yang langsung terpapar dengan asap rokok saat mengalir dari hidung ke sistem saluran nafas

selanjutnya. Tampilan sel epithelial pada trake tikus, makrofag di bronchioles, disajikan pada gambar

Gambar 1. Histologi trakea Sprague Dawley 3% %2

Gen p53 merupakan gen suppressor umor yang memiliki peran penting pada regulasi siklus sel dan
apoptosis dan sering mengalami mutasi pada kanker. Adenokarsinoma paru menyumbang 40% dari kanker
paru-paru, penyebab utama kematian terkait kanker di seluruh dunia, dan terapi saat ini hanya
memberikan manfaat kelangsungan hidup yang terbatas. Sekitar setengah dari adenokarsinoma paru
memiliki mutasi pada TP53 (p53), menjadikan mutan ini sebagai target yang menarik untuk terapi
kanker paru. Karena p53 mutan tetap tidak dapat ditargetkan, fenotipe yang bergantung pada p53
mutan mewakili peluang penargetan alternatif, tetapi prevalensi dan relevansi terapeutik dari efek
tersebut (peningkatan fungsi dan aktivitas dominan-negatif) pada adenokarsinoma paru tidak jelas.
Data ini menunjukkan bahwa potensi terapi bertarget p53 sebanding di semua genotipe yang
kekurangan p53 dan dapat menjelaskan tingginya insiden p53 pada hilangnya heterozigositas.
Sebaliknya, peningkatan fungsi p53 mutan dan kerentanan terkait dapat bervariasi sesuai dengan jenis
mutasi. Khususnya, telah diidentifikasi sensitivitas spesifik p53 R270H terhadap simvastatin pada

tumor paru, dan aktivitas transkripsi yang mendasarinya.*
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Mekanisme regulasi p53 tipe liar (p53-wt) dan p53 mutan (p53-mut) dan peran potensial
antibodi p53 (p53-Abs) disajikan pada gambar 2.

£
{ ) Proteotoxic stress, Genotoxic stress,
\ Oxidative stress, e.g.

Gambar 2. Mekanisme regulasi p53 tipe liar (p53-wt) dan p53 mutan (p53-mut) dan peran potensial
antibodi p53 (p53-Abs).>*

2.2. Kerangka Konsep Penelitian

Tikus Sprague-Dawley tidak dipapari asap rokok

(bernafas dengan udara biasa). \

Tikus Sprague-Dawley dipapari asap rokok 1 batang per

Abnormalitas:

» | -sel epithel p 53

hari selama 1bulan.

- makrofag alveoler

Tikus Sprague-Dawley dipapari asap rokok 2 batang per /
hari selama 1bulan.

Bagan 1. Kerangka konsep pengaruh asap rokok terhadap kadar p53 pada paru tikus Sprague-Dawley
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BAB 3. METODOLOGI PENELITIAN

3.1. Waktu dan Tempat Penelitian
Mulai isi waktu dan tempat di sini ...

3.1. Waktu
Penelitian dilakukan antara bulan Oktober 2022 sd Juni 2023.
3.2. Lokasi

Penelitian dilakukan di Laboratorium Biologi Fakultas Kedokteran Universitas Trisakti-Jakarta, dan
di Laboratorium LPPT UGM Unit 4, Yogyakarta.

3.2. Metode Penelitian

Mulai isi Metodologi Penelitian di sini...

Jenis penelitian ini yaitu eksperimental menggunakan hewan coba tikus Rattus novergicus galur
Sprague-Dawley yang dipapari dengan asap rokok kretek filter, sedangkan kelompok kontrol adalah
kelompok tikus yang bernafas dengan udara biasa (experimental and control group design). Pemilihan

tikus kedalam kelompok kontrol dan perlakuan dilakukan secara random (randomize controle trial).

3.4. Sampel Penelitian

Jumlah tikus per kelompok dihitung dengan rumus (n — 1) (t— 1) > 15. Besar sampel yang digunakan
sebanyak minimal 8 ekor tikus untuk masing-masing kelompok. Dalam penelitian ini digunakan
sebanyak 24 ekor tikus jantan Rattus novergicus galur Sprague-dawley yang dibagi menjadi 3

kelompok, masing-masing 8 ekor.

3.5. Kriteria Inklusi Dan Eksklusi
Tikus Rattus novergicus galur Sprague-Dawley jantan yang berumur sekitar 2-3 bulan dengan berat
badan 200-250 gram sebagai kriteria inklusi, sedangkan kriteria ekslusinya apabila tikus mati saat

perlakuan.

3.6. Bahan Dan Cara Perlakuan terhadap tikus Sprague-Dawley

Tikus ditempatkan dalam kandang secara individual. Tikus diberi makan dan minum pada libitum

sesuai standar. Ruang perlakuan dilengkapi AC dengan suhu 22 + 3°C, kelembaban 55 + 5%, dan

lampu artificial fluorescent (12:12 jam, siklus terang dan gelap). Penelitian ini diusahakan untuk

memperoleh lolos kaji etik. Pada penelitian ini ada 3 kelompok perlakuan, yaitu kelompok 1, 2, dan 3.
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Semua tikus yang telah dikelompokkan, diperlakukan dalam smoking chamber. Kelompok 1 adalah
kelompok kontrol, tikus bernafas dengan udara biasa tanpa dipapari asap rokok. Kelompok 2 adalah
kelompok tikus yang dipapari asap rokok dengan dosis 1 batang/ekor/hari selama 1 bulan. Kelompok
3 adalah kelompok tikus yang dipapari asap rokok dengan dosis 2 batang/ekor/hari selama 1 bulan.
Paparan asap rokok dilakukan dengan membuka katup oksigen terlebih dahulu, kemudian rokok
dipasangkan pada pipa yang dihubungkan dengan pompa, selanjutnya rokok dibakar dan pompa
dinyalakan sehingga asap akan masuk ke dalam smoking chamber dan terhirup tikus. Setelah selesai
perlakuan selama 1 bulan, tikus di korbankan dengan euthanasia. Tikus dibius terlebih dahulu dengan
xylain dan ketamin, kemudian dilakukan koleksi organ sesuai prosedur yang telah ditetapkan. Koleksi
organ dilakukan dalam larutan neutral buffer formalin (NBF) 10%, selanjutnya sample organ dibuat
slide preparat mikroskop untuk menentukan abnormalitas sel epithel, dan makrofag alveoler pada

paru tikus. Selain itu, sample organ juga diperiksa kadar p53.

3.7. Visualisasi paru tikus
3.7.1. Pengecatan hematoxylin eosin (HE)
Pengecatan HE dilakukan untuk memvisualisasi abnormalitas sel epithel, dan makrofag

alveoler pada paru tikus.

3.7.2. Imunohistokimia (IHC)

Immunostaining dapat digunakan untuk mempertegas kuantisasi populasi sel dengan
imunoperoksidase atau immunoalkaline phosphatase.>® Pewarnaan imunohistokimia menggunakan
antibody p53 produksi bio genex. Sistem skoring dengan pedoman O=negatif, 1=positif (<10%),
2=positif (10% sampai 50%), dan 3=positif (>50%)

3.7.2. Scanning Electron Microscopy

Semua sampel jaringan dilapisi sputter dengan 3 nm platinum dalam resolusi tinggi Turbo-
Pumped Sputter Coater Q150T (Quorum Technologies Ltd, Ringmer, UK) sebelum pemeriksaan
mereka di bawah mikroskop elektron pemindaian FEI Nova NanoSEM 450 lapangan (Thermo Fisher
Scientific, Brno, Republik Ceko). Opsi Navigasi Montase dari perangkat lunak SEM, v. 6.3.4.3233
(Helios NanoLab, Thermo Fisher Scientific, Brno, Republik Ceko) digunakan untuk memetakan

seluruh bagian jaringan pada resolusi rendah. Selanjutnya, analisis SEM akhir dilakukan pada tegangan
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percepatan mulai dari 2 kV hingga 5 kV dan ukuran titik 3 menggunakan Everhart-Thornley Detector
(ETD), Circular Backscatter Detector (CBS), dan Through the Lens Detector (TLD)3¢ %7

3.7.3. Penentuan kadar p53

Pengukuran kadar p53 dilakukan menggunakan real time-polychain reaction (q PCR). Bahan
yang digunakan adalah sample jaringan paru tikus Sprague Dawley. Sampel jaringan paru diisolasi
RNAnya, selanjutnya hasilnya berupa larutan dalam tabung 1.5 mL yang disimpan pada suhu — 80 °C.
Reagen yang digunakan untuk mengukur kadar RNA yaitu Bioline SensiFast Sybr Lo-ROX One-step
kit, Zymo Research Quick-RNATM MiniPrep Plus, dan Geneaid Micropestle. Target gen p53 mouse
menggunakan sense primer (5’ to 3°) AGGCCTTGGAACTCAAGGAT, sedangkan antisense primer
(5’ to 3°) TGAGTCAGGCCCTTCTGTCT, dengan ukuran 140 bp.*® Analisis QPCR menggunakan

SYBR Green Master Mix (Bio-rad) dalam system Bio-rad CFX96 gPCR. Gen glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH) digunakan sebagai control internal.*®

3.7.4. Etika Penelitian

Penelitian ini telah memperoleh lolos kaji etik dari Komisi Ethical Clearance, Laboratorium
Penelitian  Dan  Pengujian  Terpadu, Universitas Gadjah Mada dengan  nomor:
00012/04/LPPT/V1/2022.

3.3. Metode Analisis
Mulai isi Metode Analisis di sini...

Uji statistik yang dipilih pada penelitian ini adalah one way anova untuk menguji kemaknaan berat paru
tikus, cytometric bronkioler tikus, maupun kadar p53 antar 3 kelompok perlakuan. Perbedaan antar
kelompok dinyatakan jika hasil analisis memperlihatkan nilai P<0.05.

3.4. Indikator Capaian Penelitian
Mulai isi Indikator Capaian di sini...

ASPEK CHECKLIST
Skala Internasioal

SKALA UNGGULAN Skala Nasional
Skala Lokal +
Top Down

TOPIK/TEMA RISET Semi Top Down +
Bottom Up

SKEMA PENDANAAN Block G_rz_int !
Kompetitif

PELAKSANA RISET Pusat Penelitian +
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Individu

Riset Group

SUMBER DANA

Dana Desentralisasi

DP2M (30%)

Mandiri PT

Kerjasama Luar negeri

Sumber Lain-lain

KEY PERFORMANCE INDICATOR

Jurnal

HKI

Teknologi Tepat Guna

S3

Seminar

Publikasi Internasional

Buku Ajar

Lain_lain (BUNGA RAMPAI)

MANAGEMEN PENGELOLAAN

LEMLIT

Fakultas

Pusat Penelitian/Studi/Pengkajian

BUKU PANDUAN

Buku Panduan Penelitian Usakti

Buku Panduan Skim DP2M

ALOKASI DANA DESENTRALISASI

0-50%

50-75%

75-100%

JADWAL PELAKSANAAN PENELITIAN

No

Kegiatan

2022

2023

April

Persiapan kandang
dan pembuatan
chamber pengasapan

Aklimatisasi &
perlakuan

Pengasapan tikus

Pembuatan slide

Pengukuran
biometrik sel pada
otak tikus

Analisis data dan
pembuatan laporan
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BAB 4. HASIL DAN PEMBAHASAN

Mulai isi HASIL DAN PEMBAHASAN di sini...Setiap hasil perlu dianalisis, mengacu dan didukung
oleh literatur yang relevan ...

4.1. Perlakuan tikus Sprague-Dawley

;;;;;

Gambar 3. Perlakuan asap rokok kretek filter terhadap tikus Sprague Dawley.

4.2. Visualisasi paru tikus
4.2.1. Pengecatan hematoxylin eosin (HE)
Pengecatan HE dilakukan untuk memvisualisasi abnormalitas sel epithel, dan makrofag

alveoler pada paru tikus.

2,30

2,20

2,10

Lung weight 2,00

(gram)
1,90

1,80

1,70

H Mean mSD

B.
Gambar 4. Perbandingan penampilan dan berat paru-paru tikus Sprague Dawley. A = Gambar makroskopik
paru-paru tikus. B = perbandingan berat paru-paru tikus antar kelompok. Kelompok 1 (kontrol), tikus bernapas
menggunakan udara biasa tanpa terpapar asap rokok kretek filter. Kelompok 2, kelompok tikus yang terpapar
asap rokok kretek filter 1 batang/hari selama 30 hari perlakuan. Kelompok 3, kelompok tikus yang terpapar asap
rokok kretek filter 2 batang/hari selama 30 hari perlakuan.
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Penampilan dinding bronkial paru-paru tikus Sprague Dawley yang diwarnai hematoksilin & eosin
diamati menggunakan mikroskop cahaya, disajikan pada gambar 3.

Kelompok 1. Kelompok 2. Kelompok 3.

Gambar 5. Tampilan dinding bronkial tikus Sprague Dawley yang dicat H&E, pembesaran 00 X. Kelompok 1
(kontrol), tikus bernafas menggunakan udara biasa tanpa paparan asap rokok kretek filter. Kelompok 2, kelompok tikus
yang dipapar asap rokok kretek filter 1 batang/hari selama 30 hari perlakuan. Kelompok 3, kelompok tikus yang dipapar
asap rokok kretek filter 2 batang/hari selama 30 hari perlakuan.

Table 1. Effect of filtered kretek cigarette smoke on the bronchial lumen in Sprague Dawley rats

Length (um) 83.94+4.94 65.61+7.72** 54.94+6.43**
Width (pm) 52.06+2.83 35.96+5.98** 35.42+7.54**
Area (um?) 2048.43+63.73 1514.79+57.98** 1541.07+78.18**
Perimeter (um) 189.79+4.04 161.66+1.48** 156.19+5.21**

Keterangan: Kelompok 1 (kontrol), tikus bernafas menggunakan udara biasa tanpa paparan asap rokok kretek filter.
Kelompok 2, kelompok tikus yang dipapar asap rokok kretek filter 1 batang/hari selama 30 hari perlakuan. Kelompok 3,
kelompok tikus yang dipapar asap rokok kretek filter 2 batang/hari selama 30 hari perlakuan. **P<0.01.

Tabel 2. Pengaruh asap rokok kretek filter pada lapisan mukosa bronkus dan lapisan otot polos bronkus pada
tikus Sprague Dawley

el DO Gkl TEhge

area lapisan mukosa (um?) 1527.04+77.30 1303.08+£68.02**  1164.28+30.20**
A perimeter lapisan mukosa (um) 45.12+1.74 72.78+4.87** 44.22+3.18
Area otot polos (um?) 1092.52+64.16 1473.33£50.07**  850.63+78.88**
A perimeter otot polos (um) 26.30+3.69 21.3245.72* 35.49+7.82**

Keterangan: Kelompok 1 (kontrol), tikus bernafas menggunakan udara biasa tanpa paparan asap rokok kretek
filter. Kelompok 2, kelompok tikus yang dipapar asap rokok kretek filter 1 batang/hari selama 30 hari perlakuan.
Kelompok 3, kelompok tikus yang dipapar asap rokok kretek filter 2 batang/hari selama 30 hari perlakuan. Luas
lapisan mukosa (um?)=luas lapisan mukosa luar (um?)-luas lapisan mukosa dalam (um?). A perimeter lapisan
mukosa (pm)=perimeter lapisan mukosa luar (um)-perimeter lapisan mukosa dalam (um). *P<0,05; **P<0,01.

Penampakan dinding bronkus pada kelompok 1 menunjukkan struktur histologis yang normal,
sedangkan pada kelompok 2 menunjukkan struktur histologis yang tidak normal yaitu hiperplasia lapisan
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mukosa bronkus tikus Sprague Dawley. Pada kelompok 3 tikus Sprague Dawley menunjukkan
bronkokonstriksi. Pada table 1 memperlihatkan bahwa asap rokok menyebabkan perbedaan panjang, lebar, area,
dan perimeter dari lumen bronkus. Pada table 2 memperlihatkan bahwa asap rokok menyebabkan perbedaan
tebal bronkus. Hasil penelitian ini dapat dijadikan pedoman bahwa asap rokok 1 batang/hari maupun 2
batang/hari merubah ukuran normal baik pada lumen bronkus maupun tebal otot polos penyusun bronkus. Selain
itu, jJuga menyebabkan perubahan sel menjadi hyperplasia sel-sel mukosa bronkus, dan terjadi bronkokonstriksi
pada tingkat jaringan.

4.2.2. Imunohistokimia (IHK)

Hasil IHK p53 pada pru tikus Sprague Dawley antara kelompok control dengan kelompok perlakuan
disajikan pada Tabel 3.

Tabel 3. Imunohistokimia pada pru tikus Sprague Dawley

Kelompok  Hasil imunohistokimia Interpretasi
1. i ) Mutan negative

Mutan positif

2. Wild type negatif
Mutan negatif
3. Wild type negatif

Mutan positif

Keterangan: Kelompok 1 (kontrol), tikus bernafas dengan udara biasa, tanpa dipapari asap rokok. Kelompok 2, kelompok
tikus yang dipapari asap rokok kretek filter 1 batang/hari selama 30 hari percobaan. Kelompok 3, kelompok tikus yang
dipapari asap rokok kretek filter 2 batang/hari selama 30 hari percobaan.

Hasil IHK pada penelitian ini memperlihatkan ada sampel jaringan paru yang berekasi negative maupun positif
terhadap antibody p53 yang digunakan sebagai penanda karakteristik molekuler. Protein p53 perlu diperiksa dengan IHK
sehubungan dengan pemeriksaan g PCR.
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4.2.3. Scanning Electron Microscopy

Tampilan paru tikus Sprague Dawley dengan scanning electron microscopy (SEM) disajikan pada

Gambar 6.

L b |

elompok 3.

Gambar 6. Tampilan paru tikus Sprague Dawley dengan scanning electron microscope (pembesaran 100X).
Kelompok 1 (kontrol), tikus bernafas dengan udara biasa, tanpa dipapari asap rokok. Kelompok 2, kelompok
tikus yang dipapari asap rokok kretek filter 1 batang/hari selama 30 hari percobaan. Kelompok 3, kelompok
tikus yang dipapari asap rokok kretek filter 2 batang/hari selama 30 hari percobaan.

Hasil SEM terhadap paru tikus memperlihatkan tampilan yang lebih jelas terhadap bronkus,
dan bronkus respiratorius. Untuk mengukur diameter bronkus, dan bronkus respiratorius kami
menggunakan Optilab plus, sehingga slide yang digunakan dicat dengan HE (lihat 4.2.1.).

4.2.4. kadar p53
Optimasi qPCR untuk penentuan kadar mRNA untuk p53 disajikan pada gambar 7.

- va. Crow o va. Crcte Samadars Curvs
P s meune [P N —

Gambar 7. Optimasi gPCR untuk penentuan kadar mRNA untuk p53. A. Amplication plot (ARn vs
cycle) AP1C; B. Amplication plot (ARn vs cycle) GAPDH; C. Amplication plot (ARn vs cycle)
GAPDH mouse; D. Amplication plot (ARn vs cycle) p53 mouse; E. Amplication plot (Rn vs cycle)
GAPDH mouse; F. Amplication plot (Rn vs cycle) p53 mouse; G. Amplication plot (Cr vs Well); H.
Standard curve (target p53 mouse); |. Standard curve (target GAPDH mouse); J. Melte curve
(derivative curve); K. Melte curve (normalized reporter).
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Tabel 4. Data hasil pengukuran gPCR p53

PARU TIKUS: GEN P53

ACT (mean) AACT RQ
Target | Sampel | CT mean CTtarget-CT ACT target-ACT
HKG Kontrol 2 A-AACT
GAPDH K1.1 32.65268
GAPDH K1.2 32.58251
GAPDH K1.3 33.88753
GAPDH K1.4 31.50494
GAPDH K1.5 33.24927
GAPDH K1.6 33.32427
GAPDH K2.1 32.81113
GAPDH K2.2 32.14648
GAPDH K2.3 33.02317
GAPDH K2.4 33.13082
GAPDH K2.5 32.51875
GAPDH K2.6 33.18375
GAPDH K3.1 31.66943
GAPDH K3.2 33.79503
GAPDH K3.3 34.24113
GAPDH K3.4 34.54912
GAPDH K3.5 29.52644
GAPDH K3.6 30.52644
P53 K1.1 34.90527 2.25 1.00
P53 K1.2 34.54678 2.27 1.00
P53 K1.3 34.67465 2.64 2.07 1.00
P53 K1.4 34.44846 2.94 1.00
P53 K1.5 34.27763 1.03 1.00
P53 K1.6 34.43573 1.98 1.00
P53 K2.1 31.17274 -1.64 -1.64 3.11
P53 K2.2 32.90408 0.76 -1.32 2.49
P53 K2.3 33.4224 0.40 -1.68 3.19
P53 K2.4 33.13961 0.01 -2.07 4.19
P53 K2.5 31.39374 -1.13 -1.13 2.18
P53 K2.6 30.11698 -1.55 -1.55 2.93
P53 K3.1 32.56723 0.90 -1.17 2.25
P53 K3.2 33.58365 -0.21 -2.29 4.88
P53 K3.3 32.73654 -1.50 -1.50 2.84
P53 K3.4 35.39152 0.84 -1.23 2.35
P53 K3.5 29.9529 0.43 -1.65 3.13
P53 K3.6 31.42676 -1.86 -1.86 3.62
P53 K4.1 31.36583 -1.92 -1.92 3.77
P53 K4.2 32.18765 -1.74 -1.74 3.34
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P53 K4.3 33.75706 -0.15 -2.22 4.66
P53 K4.4 31.78965 -1.63 -1.63 3.09
P53 K4.5 33.57954 -0.17 -2.25 4.75
P53 K4.6 33.13627 -1.77 -1.77 3.41

Ekspresi gen target, Ct gen p53 dinormalisasi dengan Ct gen GAPDH, hasilnya dibandingkan dengan sampel
control, dan perubahan 1 kali lipat diperoleh untuk sampel normal, dan perubahan lipatan di atas 1 menunjukkan
regulasi naik dan nilai Ct di bawah 1 dianggap regulasi turun [Sadia, et al., 2020].° Dari 6 sampel, semuanya
menunjukkan regulasi naik, dan tidak menunjukkan regulasi turun. Semua sampel menunjukkan ekspresi gen
abnormal dibandingkan dengan sampel dari tikus yang tidak dipapari asap rokok kretek filter.

Data ekspresi gen target, Ct gen p53 dinormalisasi dengan Ct gen GAPDH. Rata-rata nilai Ct gen p53 dan rata-
rata nilai Ct gen GAPDH dibandingkan. Perhitungan didasarkan pada metode AACt atau Livak.** (Livak dan
Schmittgen, 2001)

* p=0.000

4,50

4,00 *p=0.000

3,50

3,00

2,50

2,00

1,50 3,02

1,00 0

0,50 1,00

0,00

Gambar 8. Perbandingan ekspresi mMRNA p53

Keterangan: Kelompok 1 (kontrol), tikus bernafas dengan udara biasa, tanpa dipapari asap rokok. Kelompok 2,
kelompok tikus yang dipapari asap rokok kretek filter 1 batang/hari selama 30 hari percobaan. Kelompok 3,
kelompok tikus yang dipapari asap rokok kretek filter 2 batang/hari selama 30 hari percobaan. Kadar mRNA
kelompok 1 berbeda dengan kelompok 2 maupun kelompok 3 (p = 0.000), sedangkan kelompok 2 tidak berebda
dengan kelompok 3 (p = 0.688).
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Berdasar data hasil pengukuran tersebut memperlihatkan bahwa perlakuan tikus yang dipapari asap rokok kretek
filter 1 batang/hari maupun 2 batang/hari selama 30 hari berpengaruh terhadap ekspresi gen p53. Ada
peningkatan ekspresi gen p53 pada tikus yang dipapari asap rokok kretek filter. Hal tersebut terbukti bahwa
kadar mRNA tikus kelompok 2 dan 3 lebih tinggi (up regulation) dibanding kelompok 1 (p=0.000). Tikus yang
dipapari asap rokok menunjukkan kadar mRNA paru yang meningkat. Perbedaan jumlah rokok kretek filter
yang digunakan untuk memapari tikus tidak menyebabkan perbedaan ekspresi gen p53 (nilai fold change),
terbukti kadar mRNA antara kelompok 2 tidak berbeda dengan kelompok 3 (p=0.688).
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

Mulai isi kesimpulan dan saran di sini ...

Berdasarkan data penelitian, dapat disimpulkan bahwa:

1. Paparan asap rokok kretek filter dosis rendah 1 batang/hari serta 2 batang/hari selama 30 hari pada
tikus Sprague Dawley tidak mempengaruhi perubahan berat paru-paru.

2. Paparan asap rokok kretek filter dosis rendah 1 batang/hari serta 2 batang/hari selama 30 hari pada
menyebabkan hiperplasia lapisan mukosa bronkial, serta bronkokonstriksi pada tikus Sprague
Dawley yang ditandai dengan pengurangan area dan keliling lumen bronkial, area lapisan mukosa
bronkial dan area otot polos muncul pada kelompok perlakuan.

3. Paparan asap rokok kretek filter dosis rendah 1 batang/hari serta 2 batang/hari selama 30 hari
berpengaruh terhadap kadar mRNA p53 paru tikus Sprague Dawley.
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LAMPIRAN: Hasil analisis statistic paru tikus Sprague Dawley

Descriptives
LENGHT OF BRONCHIAL LUMEN
95% Confidence
Interval for Mean
Std. Lower Upper
N Mean Deviation | Std. Error Bound Bound Minimum Maximum
Group 1 6 83.9433| 4.94381 2.01830 78.7551| 89.1315 76.68 89.62
Group 2 6 65.6133 | 7.71747 3.15064 57.5143| 73.7123 56.28 76.43
Group 3 6 54.9417| 6.43397 2.62666 48.1896 | 61.6937 48.64 66.04
Total 18 68.1661 | 13.73900 3.23831 61.3339 | 74.9984 48.64 89.62
Test of Homogeneity of Variances
LENGHT OF BRONCHIAL LUMEN
Levene Statistic dfl df2 Sig.
747 2 15 491
ANOVA
LENGHT OF BRONCHIAL LUMEN
Sum of Mean
Squares df Square F Sig.
Between Groups (Combined) 2581.940 2| 1290.970 30.885 .000
Linear Term Contrast 2523.290 1] 2523.290 60.367 .000
Deviation 58.650 1 58.650 1.403 .255
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Within Groups
Total

626.983
3208.923

15
17

41.799

Multiple Comparisons
Dependent Variable: LENGHT OF BRONCHIAL LUMEN

LSD
Mean 95% Confidence Interval
() GROUP  (J) GROUP Difference (I-J) | Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
Group 1 Group 2 18.33000" 3.73269 .000 10.3740 26.2860
Group 3 29.00167" 3.73269 .000 21.0456 36.9577
Group 2 Group 1 -18.33000" 3.73269 .000 -26.2860 -10.3740
Group 3 10.67167" 3.73269 .012 2.7156 18.6277
Group 3 Group 1 -29.00167" 3.73269 .000 -36.9577 -21.0456
Group 2 -10.67167" 3.73269 .012 -18.6277 -2.7156
*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
Descriptives
WIDTH OF BRONCHIAL LUMEN
95% Confidence
Interval for Mean
Std. Lower Upper
N Mean Deviation | Std. Error Bound Bound Minimum Maximum
Group 1 6 52.0583| 2.82620 1.15379 | 49.0924 55.0243 48.58 56.33
Group 2 6 35.9567 | 5.98266 244241 | 29.6782 42.2351 27.36 42.24
Group 3 6 35.4183| 7.53929 3.07790| 27.5063| 43.3303 26.47 49.07
Total 18 41.1444 | 9.62836 2.26943 | 36.3564 45.9325 26.47 56.33
Test of Homogeneity of Variances
WIDTH OF BRONCHIAL LUMEN
Levene Statistic dfl df2 Sig.
1.322 2 15 .296
ANOVA
WIDTH OF BRONCHIAL LUMEN
Sum of Mean
Squares df Square F Sig.
Between Groups (Combined) 1072.886 536.443 15.994 .000
Linear Term Contrast 830.669 830.669 24.766 .000
Deviation 242.217 242.217 7.222 .017
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Within Groups

Total

503.103
1575.989

15
17

33.540

Multiple Comparisons
Dependent Variable: WIDTH OF BRONCHIAL LUMEN

LSD
Mean 95% Confidence Interval
() GROUP  (J) GROUP Difference (I-J) | Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
Group 1 Group 2 16.10167" 3.34366 .000 8.9748 23.2285
Group 3 16.64000° 3.34366 .000 9.5132 23.7668
Group 2 Group 1 -16.10167" 3.34366 .000 -23.2285 -8.9748
Group 3 .53833 3.34366 .874 -6.5885 7.6652
Group 3 Group 1 -16.64000" 3.34366 .000 -23.7668 -9.5132
Group 2 -.53833 3.34366 .874 -7.6652 6.5885
*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
Descriptives
AREA BRONCHIAL LUMEN
95% Confidence
Interval for Mean
Std. Lower Upper
N Mean Deviation | Std. Error Bound Bound Minimum Maximum
GROUP | 6| 2048.4317( 63.73419| 26.01938|1981.5467|2115.3166 1986.36 2163.27
GROUP I 6 1514.7883 | 57.97632 23.66873 | 1453.9459 | 1575.6307 1418.82 1592.48
GROUP Il 6 1541.0717 | 78.48448 32.04115|1458.7073 | 1623.4361 1472.27 1689.88
Total 18 1701.4306 | 260.50584 61.40181 | 1571.8841 | 1830.9771 1418.82 2163.27
Test of Homogeneity of Variances
AREA BRONCHIAL LUMEN
Levene Statistic dfl df2 Sig.
.061 2 15 941
ANOVA
AREA BRONCHIAL LUMEN
Sum of Mean
Squares df Square F Sig.
Between Groups (Combined) 1085760.381 2(542880.190 119.902 .000
Linear Term  Contrast 772242.509 1(772242.509 170.559 .000
Deviation 313517.872 1[313517.872 69.244 .000
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Within Groups
Total

67915.569
1153675.950

15
17

4527.705

Multiple Comparisons

Dependent Variable: AREA BRONCHIAL LUMEN
LSD

95% Confidence
Interval
0] ) Mean Difference Std. Lower Upper
GROUP GROUP (I-J) Error Sig. | Bound Bound
GROUP | GROUP
| 533.64333" | 38.84887 | .000 | 450.8389 616.4477
GROUP
" 507.36000" | 38.84887 | .000 | 424.5556 590.1644
GROUP II GROUP -
-533.64333"| 38.84887 | .000 -450.8389
I 616.4477
GROUP -
-26.28333 | 38.84887 | .509 56.5211
11 109.0877
GROUP  GROUP . -
-507.36000" | 38.84887 | .000 -424.5556
11 I 590.1644
GROUP
' 26.28333|38.84887 | .509 | -56.5211 109.0877

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.

Descriptives

Perimeter of bronchial lumen (um?2)

95% Confidence Interval for
Std. Std. Mean Minimum | Maximum
N Mean Deviation| Error Lower Bound | Upper Bound
Group 1 6| 189.7883| 4.04472| 1.65125 185.5437 194.0330 183.68 194.73
Group 2 6| 161.6633| 1.48218| .60510 160.1079 163.2188 160.23 164.29
3 6| 156.1917| 5.21317| 2.12827 150.7208 161.6626 149.18 162.22
Total 18| 169.2144]15.58289| 3.67292 161.4653 176.9636 149.18 194.73

Test of Homogeneity of Variances

Perimeter of bronchial lumen (um?2)

Levene Statistic dfl df2 Sig.

3.335 2 15

.063
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Perimeter of bronchial lumen (um?2)

ANOVA

Sum of
Squares | df Mean Square F Sig.
Between Groups (Combined) 3899.382 2 1949.691 127.894 .000
Linear Term Contrast 3386.208 1 3386.208 222.125 .000
Deviation 513.174 1 513.174 33.663 .000
Within Groups 228.669 15 15.245
Total 4128.050 17
Multiple Comparisons
Dependent Variable: Perimeter of bronchial lumen (um2)
LSD
Mean 95% Confidence Interval
() Group  (J) Group Difference (I-J) | Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
Group 1 Group 2 28.12500" 2.25422 .000 23.3202 32.9298
3 33.59667" 2.25422 .000 28.7919 38.4014
Group 2 Group 1 -28.12500" 2.25422 .000 -32.9298 -23.3202
3 5.47167" 2.25422 .028 .6669 10.2764
3 Group 1 -33.59667" 2.25422 .000 -38.4014 -28.7919
Group 2 -5.47167" 2.25422 .028 -10.2764 -.6669
*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
Descriptives
Bronchial mucosal layer area (um?2)
95% Confidence Interval for
Std. Mean
N Mean Deviation | Std. Error Lower Bound Upper Bound Minimum Maximum
Group 1 6| 1527.0383| 77.30075| 31.55790 1445.9162 1608.1605 1445.58 1656.54
Group 2 6 1303.0767 | 68.01582 27.76734 1231.6984 1374.4549 1210.47 1388.76
3 6 1164.2800 ( 30.20217 12.32998 1132.5848 1195.9752 1127.79 1201.00
Total 18 1331.4650 | 164.42458 38.75525 1249.6986 1413.2314 1127.79 1656.54

Test of Homogeneity of Variances

Bronchial mucosal layer area (um2)

Levene Statistic

dfl

df2

Sig.

1.765

15

.205
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Bronchial mucosal layer area (um?2)

ANOVA

Sum of Mean
Squares df Square F Sig.
Between Groups  (Combined) 402033.902 21201016.951 52.377 .000
Linear Term Contrast 394780.825 11394780.825 102.863 .000
Deviation 7253.077 1 7253.077 1.890 .189
Within Groups 57568.648 15 3837.910
Total 459602.550 17
Multiple Comparisons
Dependent Variable: Bronchial mucosal layer area (umz2)
LSD
Mean 95% Confidence Interval
(I) Group  (J) Group Difference (I-J) | Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
Group 1 Group 2 223.96167"| 35.76735 .000 147.7254 300.1980
3 362.75833"| 35.76735 .000 286.5220 438.9946
Group 2 Group 1 -223.96167" 35.76735 .000 -300.1980 -147.7254
3 138.79667" 35.76735 .001 62.5604 215.0330
3 Group 1 -362.75833" 35.76735 .000 -438.9946 -286.5220
Group 2 -138.79667" 35.76735 .001 -215.0330 -62.5604
*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
Descriptives
Bronchial mucosal layer perimeter (um)
95% Confidence
Interval for Mean
Std. Lower Upper
N Mean Deviation | Std. Error Bound Bound Minimum Maximum
Group 1 6 45.1217 | 4.58678 1.87254 40.3081 | 49.9352 36.88 49.86
Group 2 6 72.7767| 6.29624 2.57043 66.1692 | 79.3842 60.14 76.90
3 6 442183 | 4.12471 1.68391 39.8897 | 48.5470 36.20 46.99
Total 18 54.0389 | 14.45248 3.40648 46.8518 | 61.2259 36.20 76.90

Test of Homogeneity of Variances

Bronchial mucosal layer perimeter (um)
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Levene Statistic dfl df2 Sig.
.284 2 15 757
ANOVA
Bronchial mucosal layer perimeter (um)
Sum of Mean
Squares df Square F Sig.
Between Groups  (Combined) 3162.387 211581.193 61.054 .000
Linear Term Contrast 2.448 1 2.448 .095 .763
Deviation 3159.939 1{3159.939 122.014 .000
Within Groups 388.472 15 25.898
Total 3550.859 17

Multiple Comparisons

Dependent Variable: Bronchial mucosal layer perimeter (um)

LSD
Mean 95% Confidence Interval
(I) Group  (J) Group Difference (I-J) | Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
Group 1 Group 2 -27.65500" 2.93815 .000 -33.9175 -21.3925
3 .90333 2.93815 .763 -5.3592 7.1658
Group 2 Group 1 27.65500" 2.93815 .000 21.3925 33.9175
3 28.55833" 2.93815 .000 22.2958 34.8208
3 Group 1 -.90333 2.93815 .763 -7.1658 5.3592
Group 2 -28.55833" 2.93815 .000 -34.8208 -22.2958
*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
Descriptives
Bronchial smooth muscle layer area (um2)
95% Confidence
Interval for Mean
Std. Lower Upper
N Mean Deviation | Std. Error Bound Bound Minimum Maximum
Group 1 1092.5150 ( 64.15546 26.19136 | 1025.1880 | 1159.8420 1003.28 1183.84
Group 2 1473.3283 | 50.07145 20.44158 | 1420.7816 | 1525.8751 1430.60 1565.92
3 6 850.6283 | 78.87617 | 32.20106| 767.8529| 933.4038 742.81 968.80
Total 18 1138.8239 | 270.81458 63.83161 | 1004.1510 [ 1273.4968 742.81 1565.92
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Test of Homogeneity of Variances

Bronchial smooth muscle layer area (um2)
Levene Statistic dfl df2 Sig.
.637 2 15 .543
ANOVA
Bronchial smooth muscle layer area (um2)
Sum of
Squares df | Mean Square F Sig.
Between Groups  (Combined) 1182566.489 2| 591283.244 138.102 .000
Linear Term  Contrast 175527.479 1| 175527.479 40.997 .000
Deviation | 1007039.010 1| 1007039.010 235.207 .000
Within Groups 64222.619 15 4281.508
Total 1246789.108 17
Multiple Comparisons

Dependent Variable: Bronchial smooth muscle layer area (um2)

LSD
Mean 95% Confidence Interval
() Group  (J) Group Difference (I-J) | Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
Group 1 Group 2 -380.81333" 37.77789 .000 -461.3350 -300.2917
3 241.88667" 37.77789 .000 161.3650 322.4083
Group 2 Group 1 380.81333" 37.77789 .000 300.2917 461.3350
3 622.70000" 37.77789 .000 542.1783 703.2217
3 Group 1 -241.88667"| 37.77789 .000 -322.4083 -161.3650
Group 2 -622.70000" 37.77789 .000 -703.2217 -542.1783
*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
Descriptives
Bronchial smooth muscle layer perimeter (um)
95% Confidence
Interval for Mean
Std. Lower Upper
N Mean Deviation | Std. Error Bound Bound Minimum Maximum
Group 1 6 26.3000| 3.69481 1.50840 22.4225 30.1775 23.57 33.16
Group 2 6 21.3150| 5.71840 2.33453 15.3139 27.3161 12.89 28.35
3 6 35.4867| 7.81710 3.19132 27.2831 43.6902 22.70 46.11
Total 18 27.7006 | 8.25140 1.94487 23.5972 31.8039 12.89 46.11

Test of Homogeneity of Variances
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Bronchial smooth muscle layer perimeter (um)

Levene Statistic dfl df2 Sig.
.753 2 15 .488
ANOVA
Bronchial smooth muscle layer perimeter (um)
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups (Combined) 620.162 2 310.081 8.657 .003
Linear Term Contrast 253.185 1 253.185 7.068 .018
Deviation 366.978 1 366.978 10.245 .006
Within Groups 537.294 15 35.820
Total 1157.456 17
Multiple Comparisons
Dependent Variable: Bronchial smooth muscle layer perimeter (um)
LSD
Mean 95% Confidence Interval
(I) Group  (J) Group Difference (I-J) | Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
Group 1 Group 2 4.98500 3.45541 170 -2.3800 12.3500
3 -9.18667" 3.45541 .018 -16.5517 -1.8216
Group 2 Group 1 -4.98500 3.45541 .170 -12.3500 2.3800
3 -14.17167" 3.45541 .001 -21.5367 -6.8066
3 Group 1 9.18667" 3.45541 .018 1.8216 16.5517
Group 2 14.17167" 3.45541 .001 6.8066 21.5367
*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
LAMPIRAN: Hasil analisis statistic ekspresi gen p53 (MRNA p53)
Descriptives
P53
95% Confidence
Interval for Mean
Std. Lower Upper
N Mean Deviation | Std. Error Bound Bound Minimum Maximum
Kelompok 1 6 1.0000| .00000 .00000 1.0000 1.0000 1.00 1.00
Kelompok 2 6 3.0150 .69287 .28286 2.2879 3.7421 2.18 4.19
Kelompok 3 6 3.1783 97524 .39814 2.1549 4.2018 2.25 4.88
Total 18 2.3978 | 1.20830 .28480 1.7969 2.9987 1.00 4.88
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ANOVA

P53
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 17.664 2 8.832 18.514 .000
Within Groups 7.156 15 AT7
Total 24.820 17
Multiple Comparisons
Dependent Variable: P53
LSD
Mean 95% Confidence Interval
(1) Kelompok  (J) Kelompok Difference (I-J) | Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
Kelompok 1 Kelompok 2 -2.01500" .39877 .000 -2.8650 -1.1650
Kelompok 3 -2.17833" .39877 .000 -3.0283 -1.3284
Kelompok 2 Kelompok 1 2.01500" .39877 .000 1.1650 2.8650
Kelompok 3 -.16333 .39877 .688 -1.0133 .6866
Kelompok 3 Kelompok 1 2.17833" .39877 .000 1.3284 3.0283
Kelompok 2 .16333 .39877 .688 -.6866 1.0133

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.

350
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