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ABSTRACT

Introduction: Dosage and frequency of 7,12-dimethylbenz[a] anthracene (DMBA) com-
pound exposure suspected to affect the rapid growth of squamous cell carcinoma (SCC)
in albino mice. Objective: find out the impact of DMBA exposure to dysplasia and SCC
formation on albino mice. Methods: Twenty-five albino mice were divided into five groups,
namely: Group 1 is the control (acetone), group 2 is 5 albino mice given four times DMBA
100 ug exposure for eight weeks, group 3 is 5 albino mice were given eight times DMBA
100 ug exposure for eight weeks, group 4 is 5 albino mice were given twelve times DMBA
100 ug exposure for eight weeks, and group 5 is 5 albino mice were given sixteen times
DMBA 100 ug exposure for eight weeks. Histopathological examination were conducted
to assess histopathological feature including inflammation, dysplasia, and SCC. Results:
There is a significant effect of the frequency of DMBA exposure to the clinical figure and
against histopathological feature of the skin albino mice.Conclusions: Dosage and fre-
quency of DMBA exposure affect the occurence of dysplasia and SCC, which are in-
creasingly being DMBA exposure will accelerate the growth of SCC. The frequency of
the most widely pose a SCC in DMBA 100 ug sixteen times exposure group, twice a
week for eight weeks.
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PENGARUH FREKUENSI PEMBERIAN SENYAWA
7,12-DIMETHYBENZ[A] ANTHRACENE TERHADAP
TIMBULNYA KARSINOMA SEL SKUAMOSA PADA
KULIT MENCIT ALBINO

ABSTRAK

Pendahuluan: Dosis dan frekuensi paparan senyawa 7, 12-dimethylbenz[a] anthracene (DMBA)
diduga mempengaruhi cepatnya pertumbuhan karsinoma sel skuamosa (KSS) pada mencit
albino. Tujuan : mengetahui pengaruh frekuensi pemberian senyawa DMBA terhadap timbulnya
displasia dan KSS pada kulit mencit albino. Metode: Dua puluh-lima mencit albino yang terbagi
menjadi 5 kelompok, yaitu: kelompok 1 adalah kontrol (aseton), kelompok 2 adalah 5 mencit
albino yang diberi empat kali paparan DMBA 100 ug delapan minggu, kelompok 3 adalah 5
mencit albino yang diberi delapan kali paparan DMBA 100 ug selama delapan minggu , kelompok
4 adalah 5 mencit albino yang diberi dua belas kali paparan DMBA 100 pg selama delapan
minggu, dan kelompok 5 adalah 5 mencit albino yang diberi enam belas kali paparan DMBA
100 pg selama delapan minggu. Dilakukan pemeriksaan histopatologi untuk menilai gambaran
histopatologi termasuk inflamasi, displasia, dan KSS. Hasil : Terdapat pengaruh signifikan
frekuensi paparan senyawa DMBA terhadap gambaran klinis dan gambaran histopatologi pada
kulit mencit albino. Kesimpulan: Dosis dan frekuensi pemberian aplikasi DMBA mempengaruhi
timbulnya displasia dan KSS. Kelompok yang paling banyak menimbulkan KSS adalah kelompok
mencit yang diberi paparan DMBA 100 ug dalam 5 ul aseton dengan frekuensi enam belas
kali, dua kali seminggu selama delapan minggu.

Kata kunci : DMBA, displasia, karsinoma sel skuamosa

PENDAHULUAN pembakaran gas, bensin, minyak, batubara
atau daging.®

Penelitian dengan menggunakan DMBA
saja pada mencit swiss albino dengan dosis
25 pg, dua kali seminggu selama lima belas
minggu yang menghasilkan semua mencit
berkembang tumor kulit.®

Pada penelitian kami ini menggunakan
DMBA tunggal dengan dosis yang lebih besar
yaitu 100 ug, dan frekuensi dua kali seminggu
diperkirakan dapat merangsang pertumbuhan
tumor dan keganasan lebih cepat dibandingkan
penelitian sebelumnya.

Galur mencit albino yang diteliti di
Makassar tidak diketahui secara pasti.
Perbedaan frekuensi paparan senyawa DMBA
diduga berpengaruh terhadap cepatnya

Insiden kanker kulit sebanding dengan
insiden keganasan pada organ lainnya dan
mewakili permasalahan kesehatan.' American
Cancer Society memperkirakan insiden kanker
kulit mencapai 1,5 kali dari seluruh keganasan
yang terdiagnosis di Amerika Serikat, yaitu
lebih dari satu juta kasus kanker kulit non-mela-
noma (800.000-900.000 kasus karsinoma sel
basal dan 200.000-300.000 kasus karsinoma
sel sel Skuamosa) dan lebih dari 62.000 kasus
melanoma.?

Studi memperlihatkan polycyclic aro-
matic hydrocarbon (PAH) seperti 7,12-
dimethylbenz(a)anthracene (DMBA) digunakan
untuk mengetahui proses karsinogenesis

dalam protokol dua tahap karsinogenesis (fwo-
stage carcinogenesis) pada tumor mencit.>4

Secara alami DMBA dapat ditemukan di
alam sebagai hasil dari proses pembakaran
yang tidak sempurna, seperti dalam asap
tembakau, asap pembakaran kayu, asap
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pertumbuhan tumor dan keganasan kulit. Oleh
karena itu diperlukan penelitian lebih lanjut
untuk mengetahui frekuensi optimal yang
paling cepat menimbulkan tumor kulit pada
mencit albino yang selama ini digunakan dalam
berbagai penelitian eksperimental di Makassar.
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METODE

Mencit betina yang sehat dan tidak hamil
diisolasi selama satu minggu kemudian dibagi
menjadi lima kelompok. Kelompok satu sebagai
kelompok kontrol diberi aseton. Kelompok dua
diberi empat kali paparan DMBA 100 pg.
Kelompok tiga diberi delapan kali paparan
DMBA 100 pg. Kelompok empat diberi dua belas
kali paparan DMBA 100 pg. Kelompok lima diberi
enam belas kali paparan DMBA 100 ug.

Mencit diperiksa setiap minggu untuk
melihat apakah ada pertumbuhan tumor dan
dilakukan pengukuran berat badan mencit.
Populasi yang digunakan adalah mencit al-
bino betina sehat dan tidak hamil dengan berat
rata-rata 20-30 gram, yang diperoleh dari
Laboratorium Balitbang Maros. Mencit
dipertahankan selama 1 minggu pada kondisi
standar, yaitu: (suhu 28+2°C), kelembapan
50+10°C dan lampu ruangan dengan siklus
12 jam menyala dan 12 jam dipadamkan.

Pengenceran DMBA

Zat DMBA yang dipakai adalah buatan
Sigma, USA. Rumus empiris DMBA adalah
C,,H,; dengan berat molekul 256,34. Kemasan
botol kaca berisi 100 mg zat DMBA. Larutan
DMBA 100 mg dilarutkan dalam 5 ml aseton

sebagai pelarut, sehingga menjadi 20 ug/pl.
Paparan DMBA pada mencit

Perlakuan dilakukan selama delapan
minggu. Pada minggu ke sepuluh, semua
mencit diterminasi dengan jalan diberi eter
sebagai anestesi kemudian dilakukan eksisi
lesi.

Histopatologi

Sampel jaringan difiksasi dalam bufer
formalin 10%. Semua jaringan ditaruh dalam
blok parafin dan dipotong dengan ketebalan
4 — 5 uM. Tiap bagian yang dipotong kemudian
dideparafinasi dengan xylene dan dibagi skala
dengan serial alkohol ke air kemudian
diwarnai dengan hematoxylin eosin untuk
evaluasi dengan mikroskop.

HASIL

Perbandingan gambaran klinis pada kulit
mencit albino masing-masing kelompok
perlakuan

Pada penelitian ini didapatkan gambaran
klinis effloresensi berupa erosi-krusta, papul,
dan tumor setelah paparan DMBA pada
masing-masing kelompok. Ditemukan lesi
berupa tumor sebanyak empat mencit, lesi
kulit papul multipel didapatkan sebanyak
delapan mencit, lesi erosi/krusta pada delapan
mencit. Sedangkan pada kelompok kontrol
tidak tampak gambaran klinis lesi kulit (Tabel
1 dan gambar 1-3)

Sebaran gambaran histopatologi inflamasi
pada kulit mencit albino masing-masing
kelompok perlakuan

Pada penelitian ini didapatkan
gambaran histopatologi inflamasi pada semua
mencit percobaan pada masing-masing
kelompok perlakuan yang diberi paparan
DMBA. Jumlah kejadian gambaran
histopatologi inflamasi sebesar dua puluh ekor
mencit (80%). Sedangkan pada kelompok

Tabel 1. Sebaran gambaran klinis effloresensi menurut kelompok perlakuan

Kelompok Tidak ada lesi Erosi- krusta Papul, multipel, Tumor

Perlakuan N % N % N % N %
Kontrol 5 100 - - - - -
DMBA 4x - - 5 100 - - - -
DMBA 8x - - 1 20 4 80 - -
DMBA 12x - - 2 40 1 20 2 40
DMBA 16x - - - - 3 60 2 40

Gambar 2.

Gambar 1.

Gambaran Klinis effloresensi berupa
erosi-krusta pada kulit punggung mencit
yang telah diberi paparan DMBA 100 pg
(diambil dari kulit mencit kelompok

DMBA 4x). DMBA 8x).

Gambaran Klinis lesi papul multipel
pada kulit punggung mencit yang
telah diberi paparan DMBA 100 pg
(diambil dari kulit mencit kelompok

Gambar 3.

Gambaran klinis lesi tumor pada kulit
punggung mencit yang telah diberi
paparan DMBA 100 pg (diambil dari
kulit mencit kelompok DMBA 16x).

| 123



Muchsin et al / The Impact of The Frequency

kontrol tidak tampak gambaran inflamasi
(20%) (Tabel 2 dan gambar 4)

Tabel 2. Sebaran gambaran histopatologi inflamasi
menurut kelompok perlakuan

Kelombok Inflamasi
perlale:an VE il
N % N %
Kontrol - - 5 100
DMBA 4x 5 100 - -
DMBA 8x 5 100 - -
DMBA 12x 5 100 - -
DMBA 16x 5 100 - -

Gambar 4.

Gambaran histopatologi inflamasi (pembesaran 10x) dari
kulit punggung mencit yang diberi paparan DMBA 100
Mg. (diambil dari kulit mencit kelompok DMBA 8x).

Perbandingan gambaran histopatologis
derajat displasia pada kulit mencit albino
masing-masing kelompok perlakuan

Pada penelitian ini didapatkan gambaran
histopatologi displasia ringan adalah tiga ekor
mencit, yaitu dua ekor mencit dari kelompok

yang diberi paparan DMBA empat kali dan
satu ekor mencit yang diberi paparan DMBA
delapan kali. Gambaran histopatologi
displasia sedang sebanyak tiga ekor mencit,
yaitu satu ekor mencit pada paparan DMBA
delapan kali dan dua ekor mencit pada
paparan DMBA dua belas kali. Gambaran
histopatologi displasia berat ditemukan pada
lima ekor mencit, yaitu masing-masing 2 ekor
mencit pada kelompok yang diberi paparan
DMBA delapan kali dan enam belas kali. Dan
satu ekor mencit yang diberi paparan DMBA
dua belas kali. Jumlah kejadian displasia
adalah sebelas ekor mencit (44%).
Sedangkan pada kelompok kontrol tidak
ditemukan adanya gambaran displasia (Tabel
3 dan gambar 5-7).

Perbandingan gambaran histopatologi
karsinoma sel skuamosa pada kulit mencit
albino masing-masing kelompok perlakuan

Pada penelitian ini didapatkan gambaran
histopatologi karsinoma sel skuamosa pada
dua ekor mencit yang mendapatkan paparan
DMBA dua belas kali dan tiga ekor mencit
yang mendapatkan paparan DMBA enam
belas kali. Sedangkan kelompok kontrol tidak
terdapat gambaran karsinoma sel skuamosa.
Pada kelompok yang mendapatkan paparan
DMBA empat kali dan delapan kali serta
kelompok kontrol tidak tampak gambaran
karsinoma sel skuamosa (Tabel 4 dan gambar 8).

Tabel 3. Sebaran Derajat Displasia menurut Kelompok Perlakuan

Kel K Displasia
elompo .
Perlakuan Ringan Sedang Berat
N % N % N %

Kontrol - - - - - -

DMBA 4x 2 40 - - - R

DMBA 8x 1 20 1 20 2 40

DMBA 12x - - 2 40 1 20

DMBA 16x - - - - 2 40

e / P'»"v"'\ S NS 7
p e
> _/ﬁffﬁ Ar = ,"*I» %

Gambar 5. Gambar 6. Gambar 7.

Gambaran Histopatologi displasia
ringan (pembesaran 40x) dari kulit
punggung mencit yang diberi
paparan DMBA 100ug (diambil dari
kulit mencit kelompok DMBA 4x)
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Gambaran Histopatologi displasia
sedang (pembesaran 10x) dari kulit
punggung mencit yang diberi paparan
DMBA 100ug (diambil dari kulit mencit
kelompok DMBA 12x)

Gambaran Histopatologi displasia
berat (pembesaran 40x) dari kulit
punggung mencit yang diberi
paparan DMBA 100ug (diambil dari
kulit mencit kelompok DMBA 12x).
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Tabel 4. Sebaran karsinoma sel skuamosa menurut
kelompok perlakuan

Karsinoma Sel Skuamosa

Kelompok

perlakuan Ya Tidak

% N %
Kontrol - - 5 100
DMBA 4x - - 5 100
DMBA 8x - - 5 100
DMBA 12x 2 40 3 60
DMBA 16x 3 60 2 40
Gambar 8.

Gambaran Histopatologi Karsinoma sel skuamosa
(pembesaran 10x) dari kulit punggung mencit yang diberi
paparan DMBA 100ug (diambil dari kulit mencit kelompok
DMBA 16x).

DISKUSI

Penelitian ini menelaah variasi paparan
DMBA terhadap pembentukan tumor pada
kulit mencit albino dari aspek gambaran klinis
dan histopatologi. Dalam penelitian ini kami
menilai lima kelompok perlakuan yaitu
kelompok kontrol aseton, kelompok empat kali
paparan DMBA, kelompok delapan kali
paparan DMBA, kelompok dua belas kali
paparan DMBA, dan kelompok enam belas
kali paparan DMBA (Tabel 5).

Beberapa faktor yang mempengaruhi
karsinogenesis antara lain kerentanan strain
mencit, adanya mutasi genetik, serta dosis
agen karsinogen. Strain mencit memiliki
sensitivitas dan kecenderungan perkembangan
tumor yang berbeda-beda terhadap
karsinogen kimia. Hal ini mengindikasikan

adanya strain-dependent susceptibility yang
ditentukan oleh faktor-faktor genetik bawaan.
Penelitian menunjukkan bahwa paparan
DMBA tunggal (20 ug dalam 0,1 mL aseton)
dua kali seminggu selama delapan minggu
pada mencit albino Swiss menunjukkan
pertumbuhan tumor yang diobservasi selama
lima belas minggu.® Strain mencit albino yang
digunakan dalam penelitian ini tidak diketahui
secara pasti. Penilitian ini menggunakan
DMBA tunggal 100 ug dalam aseton 5 yl, dua
kali seminggu selama delapan minggu. Pada
penelitian kami pertumbuhan tumor terdapat
pada kelompok dengan paparan DMBA 100
Mg frekuensi dua belas kali dan enam belas
kali, interval dua kali seminggu. Tumor muncul
pada minggu ke enam perlakuan.

Hasil analisis kelompok kontrol
menggunakan aseton mempunyai nilai yang
tidak berbeda bermakna hal ini menunjukkan
bahwa sel epidermis tidak dipengaruhi oleh
aseton sehingga aseton dapat digunakan
sebagai bahan pelarut DMBA yang digunakan
dalam penelitian ini. Hal ini juga dibuktikan
dengan penelitian sebelumnya yang
membuktikan antara kelompok kontrol normal
dengan kontrol aseton diperoleh hasil yang
tidak berbeda bermakna.”®

Penelitian menunjukkan kejadian luka
pada beberapa mencit yang diberi paparan
DMBA dosis 20 ig. DMBA dapat menyebabkan
iritasi dan peradangan kulit.® Inflamasi kronik
mendorong ke arah perkembangan kanker.
Ekspresi berlebih enzim proinflamasi COX-2
yang terlibat dalam biosintesis prostaglandin
dari asam arakidonat, mensensitisasi kulit
mencit untuk promosi tumor.’ Dalam
penelitian ini menunjukkan gambaran
histopatologi berupa inflamasi pada 20 mencit,
yaitu pada semua kelompok penelitian kecuali
kelompok kontrol.

Displasia merupakan proliferasi yang
tidak teratur serta nonneoplastik, dan
ditemukan di epitel. Pada berbagai penelitian

Tabel 5. Sebaran kejadian gambaran histopatologi inflamasi, sisplasia, dan karsinoma sel kuamosa
menurut kelompok perlakuan

Kelompok Inflamasi LTI i e
perlakuan Displasia Displasia+KS$S

N % N % N %

Kontrol (Aseton) - - - - R N

DMBA (4x) 3 60 2 40 - -

DMBA (8x) 1 20 4 80 - -

DMBA (12x) - - 3 60 2 40

DMBA (16x) - - 2 40 3 60
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ditemukan displasia dengan tingkatan ringan,
sedang, dan berat. Dengan pemberian DMBA
tunggal diamati adanya pembentukan
displasia." Dalam penelitian ini menunjukkan
gambaran histopatologi berupa displasia
tanpa terlihat adanya suatu keganasan
terdapat pada sebelas ekor mencit albino.
Displasia ringan sebanyak tiga ekor mencit
albino, displasia sedang sebanyak tiga ekor
mencit albino, dan displasia berat sebanyak
lima ekor mencit albino.

DMBA dan PAH lainnya bersifat
karsinogenesis namun tidak semua galur
mencit yang terpapar agen tersebut akan
terbentuk tumor. Adanya toleransi terhadap
DMBA masih belum jelas, meskipun hal
tersebut mungkin berkaitan dengan jalur
metabolik senyawa yang masuk ke dalam
sel.’”? Dalam penelitian ini menunjukkan
gambaran histopatologi berupa suatu
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