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PENGARUH POLYPHENOLS TEH HIJAU TERHADAP
KAPASITAS PRODUKSI TNF-oo OLEH SEL MONONUKLEAR
DARAH TEPI PADA PENDERITA KARSINOMA NASOFARING
YANG MENDAPAT RADIOTERAPI

ABSTRAK

Latar belakang: Polyphenols teh hijau (PTH) merupakan antioksidan kuat
dan mampu mencegah peningkatan produksi sitokin inflamasi (IL-1, IL-6, IL-8
dan TNF-a) oleh sel makrofag dan limfosit yang teraktivasi oleh radikal bebas.
Radioterapi pada penderita Karsinoma Nasofaring (KNF) menimbulkan
kerusakan sel imunologis yang berefek pada penurunan respons imun seluler.

Tujuan: Membuktikan bahwa PTH mencegah peningkatan produksi TNF-o
oleh sel mononuklear darah tepi akibat radioterapi pada penderita karsinoma
nasofaring.

Metode: Peneclitian randomized controlled trial pre-post test design
menggunakan 50 penderita KNF dengan radioterapi sebagai sampel, dan
memenubhi kriteria inklusi dan eksklusi. Sampel dibagi secara randomisasi blok
menjadi dua kelompok; kelompok kontrol (KNF radioterapi + plasebo), dan
kelompok perlakuan (KNF radioterapi + PTH). Pengukuran kadar TNF-a
secara buta ganda dengan metode ELISA di laboratorium Bioteknologi FK
UNDIP Semarang. Data hasil penelitian dilakukan uji normalitas dan
homogenitas, dilanjutkan dengan uji beda dengan program SPSS for Windows
11,5 version.

Hasil: Selama penelitian didapatkan 5 sampel di tiap kelompok yang drop
out, sehingga hanya 40 sampel diperiksa kadar TNF-a. Rerata kadar TNF-a
kelompok kontrol sebesar 1.764,6+1.897,65, sedangkan kelompok perlakuan
adalah 1.461,8+832,25. Uji Mann-Whitney terhadap kadar TNF-a
membuktikan tidak terdapat perbedaan bermakna pada kedua kelompok
(p=0,640).

Simpulan: Pemberian PTH pada penderita KNF yang dilakukan radioterapi
tidak bermakna dalam mencegah peningkatan produksi TNF-o oleh sel
mononuklear darah tepi.

Kata Kunci: Polyphenols teh hijau, TNF-oa, sel mononuklear, KNF,
radioterapi



THE EFFECT OF GREEN TEA POLYPHENOLS TO THE TNF-«
PRODUCTION CAPACITY BY PERIPHERAL BLOOD MONONUCLEAR
CELLS TO THE NASOPHARYNGEAL CARCINOMA PATIENTS
WITH RADIOTHERAPY MANAGEMENT

ABSTRACT

Backgrounds: The green tea polyphenols (GTP) is a strong antioxidant that
has a potential effect on inhibiting the overproduction of cytokine
inflammation (IL-1, IL-6, IL-8 and TNF-«) by macrophages and free radicals-
activated lymphocytes. The radiotherapy of nasopharyngeal cancer (NPC)
induce the immune-cell damages that effect on decreasing of cellular immune
responses.

Objective: To prove the effect of PTH in inhibiting the TNF-a production
capacity by peripheral blood mononuclear cells caused by radiotherapy to the
nasopharyngeal carcinoma patients.

Methods: This was a randomized controlled trial pre-post test design using
50 NPC-radiotherapy induced patients as sample, that fulfilled the inclusion
and exclusion criteria. The sample was divided into two groups randomly;
NPC-radiotherapy induced patients plus placebo as control group, and
NPC-radiotherapy induced patients plus GTP as treatment group. The TNF-«
level was double blind-measured using ELISA at Biotechnology of Medical
Faculty of Diponegoro University Semarang. The data was analyzed using
normality and homogeneity tests, followed by test for differentiation by SPSS
for Windows 11,5 version.

Result: The 5 sample were drop out in each group, so there were only 40
TNF-c. level’s data. The mean of TNF-« level in control group was
1764.6+1897.65, besides the treatment group was 1461.8+832.25. The Mann-
Whitney test for TNF-« level was not significantly different in that two grups
(p=0,640).

Conclusion: The GTP dietary on NPC-radiotherapy induced patients was not
significantly inhibit the overproduction of TNF-a by peripheral blood
mononuclear cells.

Key Words: The green tea polyphenols, TNF-a, mononuclear -cells,
asopharyngeal cancer, radiotherapy
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APC : antigen presenting cell

ATP : adenosine triphosphate

BEGF : B cell maturation growth factor
BEMF : B cell maturation factor

CMmI : cel mediated immunity

CSF : colony stimulating factor
CTL/sel TCD8/Tc : cytotoxic T lymphocyte / sel T cluster differentiation 8 / Sel T sitotoksik
DNA : deoxyribo nucleic acid
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EBV : epstein barr virus

EC : epicathecin

ECG : epicathecin gallate

EGG : epigallocathecin

EGCG : epigallocathecin gallate

H* : radikal bebas hidrogen

HLA : histocompatibility locus antigen
IFN-y : interferon gamma
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IL-12 : interleukin 12

IL-2R : interleukin 2 reseptor

INOS : induciblle nitric oxide synthase
KNF : karsinoma nasofaring

LAK : lymphokine activated killer

MAP : migration activation factor
MCP-1 : monocyte chemotactic protein -1
MHC : major histocompatibility complex
MIF : migration inhibition factor

MDA : malon dialdehide

MOR : metabolic oxygen reactive

MAF : macrophage activating factor
MFF : macrophage fusion factor

NF-kB : nucleus factor kappa beta

NKCF : natural killer cell cytotoxic factor
0; : radikal bebas superoksid

OH" : radikal bebas hidroksil

OOH : radikal bebas peroksil

PGE2 : prostaglandin E2

PHA : phytohaemaglutinin

PLA2 : phospolipase A2

PUFA : polyunsaturated fatty acid

ROS / SOR : reactive oxygen species / Spesies oksigen reaktif
Sel NK : sel natural killer

SMAF : specific macrophage arming factor
SSB : single strand breaks

T CD4 : sel T cluster differentiation 4
TCR : T cell receptor

TNF-a/ y : tumor necroting factor alfa / gamma
uicc : union international centre cancer
VEGF : vascular endothelial growth factor

WHO : World Health Organization



BAB1
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Angka kejadian karsinoma nasofaring (KNF) menempati urutan kelima tumor
ganas yang dijumpai di Indonesia. Namun, di bagian THT Kepala dan Leher
menduduki urutan pertama, jauh di atas tumor ganas yang lainnya. KNF dapat
mengenai semua golongan umur dan mempunyai potensi menyebar secara cepat
ke kelenjar limfe regional atau metastasis jauh ke paru-paru, hati dan tulang.'? Di
SMF K THT-KL RSUP Dr. Kariadi Semarang dilaporkan 127 kasus KNF dari
tahun 2000 - 2002.”

Sampai saat ini, radioterapi merupakan terapi utama untuk memberantas KNF dan
metastasisnya pada kelenjar getah bening leher. Akan tetapi, sinar pengion
radioterapi bersifat non selektif, karena menyebabkan kematian biologis sel tumor
dan sel normal disekitarnya, baik secara langsung maupun tidak langsung. Efek
langsung sinar pengion adalah merusak struktur rantai DNA, sehingga
mengganggu replikasi sel yang berakibat terjadinya kematian sel. Efek tidak
langsung sinar pengion menimbulkan ionisasi molekul (terutama H,O), sehingga
terbentuk radikal bebas hidroksil (OH") yang sangat reaktif dalam menyebabkan

stres metabolik, stres oksidatif dan kerusakan struktur vital sel.+

Beberapa penelitian menunjukkan bahwa radioterapi yang diberikan pada
penderita KNF sering menimbulkan kerusakan sel imun yang berefek pada
penurunan respons imun seluler. Respons imun seluler yang tinggi dan berfungsi
dengan baik, sangat diperlukan dalam menghambat pertumbuhan sel tumor.”®
Berbagai cara telah dilakukan untuk mencegah atau mengurangi pengaruh
radioterapi terhadap sistem imun pada penderita KNF termasuk upaya
meningkatkan respons tumor terhadap radiasi, antara lain dengan modifikasi
teknik radioterapi, pemberian substansi yang bersifat radiosensitizer, penggunaan

pesawat berenergi tinggi, memperbesar lapangan radiasi serta pembuatan CT-scan

dalam perencanaan lapangan radiasi. Namun upaya di atas sampai sekarang masih



belum memberikan hasil yang diharapkan. Selain komplikasi radioterapi terhadap
sistem imun masih tetap saja terjadi, kegagalan radioterapi yang dinyatakan dalam

low response atau KNF respons rendah masih sering ditemukan.” '°

Efek radiasi terhadap sel imun akan menurunkan kualitas immune surveillance
kanker yang terutama dikerjakan oleh sel T CD8" atau Cytotoxic T Lymphocyte
(CTL), Natural Killer Cell (sel NK), makrofag aktif dan sel Lymphokine Activated
Killer (LAK). Penurunan kualitas immune surveillance akan sangat merugikan
karena pertumbuhan tumor dapat makin progresif, meningkatkan metastasis serta
memudahkan infeksi mikroba. Penurunan fungsi imunitas tubuh akibat radioterapi
menyebabkan stres oksidatif, peningkatan konsentrasi metabolik oksigen reaktif
(MOR) dan radikal bebas pada sel imun yang akan menyebabkan peningkatan
produksi sitokin inflamasi (IL-1, IL-6, IL-8, dan TNF-a). Tumour Necrosis Factor
Alpha (TNF-o) merupakan sitokin inflamasi yang paling berperan pada proses
inflamasi dan dipakai sebagai indikator untuk sel yang mengalami stres oksidatif,
apoptosis atau nekrosis. Kadar TNF-a yang dikeluarkan oleh makrofag atau

limfosit yang mengalami inflamasi akan meningkat.®"'

Beberapa peneliti melakukan penelitian tentang efek polyphenols teh hijau (PTH)
terhadap sel imun yang menjadi target utama kerusakan akibat stres oksidatif.
PTH merupakan antioksidan kuat dan dapat melindungi sel imun dari kerusakan
biologis akibat radikal bebas. PTH terbukti mampu mencegah peningkatan
produksi sitokin inflamasi (IL-1, IL-6, IL-8 dan TNF-a) oleh sel makrofag dan
limfosit yang teraktivasi oleh radikal bebas. Penelitian pada tikus membuktikan
bahwa PTH menekan produksi TNF-a oleh sel mononuklear yang mendapat
radiasi sinar ultra violet B."?

Atas dasar latar belakang di atas, maka upaya untuk mencegah penurunan respons
imun seluler perlu dilakukan. PTH diasumsikan dapat mencegah inflamasi akibat

radioterapi pada penderita KNF.

1.2 Rumusan Masalah



Berdasarkan latar belakang di atas dirumuskan masalah penelitian sebagai berikut

Apakah PTH yang diberikan bersama radioterapi pada penderita KNF dapat

mencegah peningkatan produksi TNF-a oleh sel mononuklear darah tepi ?

1.3 Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan umum

Membuktikan bahwa PTH dapat mencegah peningkatan produksi TNF-o

oleh sel mononuklear darah tepi akibat radioterapi pada penderita KNF.

1.3.2  Tujuan khusus

Mengukur perbedaan produksi TNF-a oleh sel mononuklear darah tepi
pada penderita KNF antara kelompok radioterapi + PTH dengan kelompok

radioterapi + plasebo.

1.4 Manfaat Penelitian

1. Penelitian ini dapat digunakan sebagai pengembangan dasar ilmu, khususnya
alternatif terapi dalam mencegah peningkatan produksi TNF-a oleh sel
mononuklear darah tepi akibat radioterapi pada penderita KNF.

2. Penelitian ini dapat digunakan sebagai dasar penelitian selanjutnya, khususnya
tentang potensi PTH didalam mencegah peningkatan kapasitas produksi TNF-
a oleh sel mononuklear darah tepi akibat radioterapi pada penderita karsinoma

yang lain.



1.5 Keaslian Penelitian

Belum pernah dilakukan penelitian in vivo tentang pengaruh PTH terhadap

kapasitas produksi TNF-a pada pasien KNF yang mendapat radioterapi.

Penelitian-penelitian yang pernah dilakukan adalah :

1.

Penelitian oleh Derek S. Wheeler, et. All (2004).

Membuktikan bahwa pemberian PTH sebesar 30 dan 100 mmol/L
menyebabkan inhibisi transduksi sinyal proinflamasi dependen IL-1p pada
kultur sel Adenokarsinoma paru.

Penelitian oleh Tracy D’ Alessandro, et. All (2003).

Membuktikan bahwa pemberian PTH sebesar 10mmol/L menyebabkan
penurunan respons inflamasi dan pencegahan kanker pada netrofil manusia
yang diisolasi.

Penelitian oleh Gary W. Varilek, et. All (2001).

Membuktikan bahwa pemberian PTH sebesar 5 gr/L selama 6 minggu pada
tikus dengan defisiensi IL-2, dijumpai penurunan respons inflamasi ditandai
dengan penurunan produksi TNF-o..

Penelitian oleh Guang Yu Yang, et. all (1998).

Membuktikan bahwa pemberian PTH sebesar 30 mmol/L pada sel kanker

manusia menyebabkan inhibisi pertumbuhan sel kanker dan induksi apoptosis.



BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Karsinoma Nasofaring (Epidemiologi, Faktor Risiko dan Diagnosis)

KNF adalah keganasan dari epitel atau mukosa dan kripta pada permukaan
nasofaring. Hampir 60% keganasan di bagian THT, Kepala dan Leher adalah KNF,
diikuti oleh tumor ganas hidung dan sinus paranasal (18%), laring (16%), tumor

ganas rongga mulut, tonsil dan hipofaring prosentasenya rendah.'*™"?

Faktor rasial (etnik) adalah faktor risiko yang sangat menonjol pada KNF.
Penyakit ini terutama ditemukan pada ras Mongoloid mulai dari Cina Selatan,
Hongkong, Vietnam, Thailand, Malaysia, Singapura dan Indonesia. Penduduk
Indonesia yang termasuk ras Mongoloid sub etnik Malayo-Polynesia adalah
penderita KNF non Cina yang terbanyak dibandingkan dengan pribumi negara
lain. Jumlah kasus di Indonesia mencapai 9.000 per tahun, sedang di RRC sebesar
20.000 kasus baru per tahun.'* Di Indonesia, frekuensi penyakit ini hampir merata
di setiap daerah. Di RSUPN Dr. Cipto Mangunkusumo Jakarta lebih 100 kasus
per tahun, RS. Hasan Sadikin Bandung 60 kasus, Ujung Pandang 25 kasus,
Palembang 25 kasus, Denpasar 15 kasus dan 11 kasus di Padang. Di RSUP Dr.
Kariadi Semarang ditemukan 127 kasus dari tahun 2000 - 2002.'*'°

WHO pada tahun 1997 merekomendasikan klasifikasi gambaran histopatologi
KNF terdiri atas 3 bagian yaitu WHO1, WHO2 dan WHO3. WHOI (tipe 1)
adalah Karsinoma sel skuamosa berkeratinisasi, dimana terdapat jembatan
interseluler dan keratin pada sebagian besar sel tumor. Pada tipe ini dibagi
menjadi diferensiasi baik, sedang dan buruk. WHO?2 (tipe2) adalah Karsinoma
non keratinisasi, dijumpai diferensiasi sel skuamosa tanpa jembatan intersel. Pada
tipe ini sebagian sel berdiferensiasi sedang dan sebagian lainnya berdiferensiasi
baik. WHO 3 (tipe 3) adalah Karsinoma tidak berdiferensiasi. Sebuah penelitian di
Jepang menemukan kasus KNF WHOI sebesar 12%, WHO?2 54% dan WHO3



sebesar 34%. Di bagian THT-KL RS. Dr. Kariadi Semarang ditemukan 112 kasus
dengan WHO?2 dan WHO3 dari 127 kasus KNF.>'*!”

Terdapat 3 faktor yang berperan penting pada kejadian KNF, yaitu faktor infeksi
Epstein - Barr virus (EBV), genetik (ras dan keturunan, dimana ada peningkatan
titer Histocompatibility Locus Antigen - A% dan B2-Sin? (HLA) serta faktor
lingkungan (makanan dan non makanan : ikan yang diasinkan, asap rokok dan
kayu bakar, asap dupa, uap zat kimia, debu, alkohol, infeksi kronis hidung).'®*°
Sudah hampir dapat dipastikan bahwa penyebab KNF adalah virus EB, karena
pada semua pasien didapatkan titer anti virus EB yang cukup tinggi. Titer ini lebih
tinggi dari titer orang sehat, pasien tumor ganas kepala leher yang lainnya, tumor
pada organ tubuh lain, bahkan pada kelainan nasofaring yang lain sekalipun.
Beberapa penelitian lain membuktikan bahwa virus EB selalu ditemukan pada

spesimen biopsi pasien KNF dalam bentuk onkogen virus yang menghasilkan

produk protein Epstein Barr Virus Latent Membrane Protein 1 (EBV - LMP 1).’

Diagnosis KNF ditegakkan berdasarkan anamnesis, pemeriksaan fisik THT,
endoskopi, patologi anatomi dan CT-Scan atau MRI nasofaring. Diagnosis
histopatologis spesimen biopsi nasofaring dengan mikroskop cahaya / elektron
merupakan standard baku emas untuk menegakkan diagnosis. Diagnosis dini sulit
dilakukan sebab letak nasofaring yang tersembunyi di belakang tabir langit -langit
dan dibawah dasar tengkorak serta sangat jarang menimbulkan keluhan, sehingga
sebagian besar penderita (hampir 80%) datang pada stadium lanjut (stadium III &
IV), bahkan sebagian lagi datang dengan keadaan umum yang jelek. Gejala klinik
meliputi gejala hidung (epistaksis, ingus campur darah berulang, sengau,
sumbatan hidung), gejala telinga (tinitus, tak nyaman/rasa penuh, nyeri, kurang
pendengaran), gejala penyebaran tumor ke kelenjar limfe servikal, gejala mata
(paresis syaraf cranial III, IV, VI) dan gejala cranial (paresis nervus V cabang II &

111, nervus IX, X, XI, XII).2*!

Stadium KNF berdasarkan sistem TNM menurut Union Internationale Centre
Cancer (UICC) edisi V tahun 1997 adalah sebagai berikut :*°

T : Keadaan tumor primer, besar dan perluasannya



T1 : Tumor terbatas pada nasofaring

T2  : Tumor meluas ke orofaring dan atau fosa nasalis
T2a : Tanpa perluasan ke parafaring

T2b : Dengan perluasan ke parafaring

T3  : Invasi ke struktur tulang atau sinus paranasal

T4 : Tumor meluas ke intrakranial dan atau mengenai saraf otak, fosa

infra temporal, hipofaring atau orbita
: Keadaan kelenjar limfe regional

NO : Tidak ada pembesaran kelenjar

N1 : Terdapat pembesaran kelenjar ipsilateral < 3 cm

N2 : Terdapat pembesaran kelenjar bilateral < 6 cm

N3 : Terdapat pembesaran kelenjar < 6 cm atau ekspansi ke
supraklavikular

: Metastasis jauh

MO : Tidak ada metastasis jauh

M1 : Terdapat metastasis jauh



Berdasar TNM tersebut, stadium penyakit ditentukan sebagai berikut :

Tabel 2.1 Stadium KNF

Stadium T N M
I T1 NO MO
IIA T2a NO MO
1B T1 N1 MO
T2a N1 MO

T2b NO - 1 MO

111 T1-2 N2 MO
T3 NO-2 MO

IVA T4 NO-2 MO
IVB Tiap T N3 MO
vC Tiap T Tiap N Mil

2.1.1 Radioterapi pada KNF

Radioterapi adalah terapi dengan menggunakan sinar pengion yang berupa
gelombang elektromagnetik atau partikel yang akan menimbulkan proses
ionisasi bila melewati materi organik. Sinar ini bersifat non selektif,
menyebabkan kerusakan dan kematian biologis sel tumor dan sel normal

baik secara langsung atau tidak langsung.***’

Radioterapi KNF terutama ditujukan untuk mengeradikasi seluruh sel
kanker baik yang ada di nasofaring maupun metastasisnya pada kelenjar
getah bening leher. Sinar pengion yang mengenai DNA sel kanker dapat
mengakibatkan kematian sel kanker secara langsung (lethal damage).
Selain efek langsung, radiasi dapat menyebabkan kematian sel kanker
serta kerusakan sel normal di sekitarnya sebagai dampak dari ionisasi
molekul air. Kematian sel kanker dan efek biologis yang terjadi
disebabkan oleh karena efek radikal bebas yang sangat reaktif. lon radikal
dan radikal bebas (terutama radikal hidroksil) yang terbentuk dari proses



ionisasi air dapat merusak struktur vital sel kanker yaitu DNA, protein

2
serta membran sel.

Kematian sel kanker akibat efek tidak langsung dari radiasi lebih sering
terjadi daripada efek langsung. Hal ini disebabkan karena air merupakan
komponen terbesar tubuh (sekitar 80%).Radikal bebas yang terbentuk
akibat proses ionisasi air akan menyebabkan stres pada sel
imunokompeten terutama makrofag yang menyebabkan hambatan atau
penurunan aktivitas sel imunologis yang berperan dalam respons sel Th1.
Selain menyebabkan siklus sel berhenti pada fase G1, radiasi
menghasilkan gelombang yang berefek sensitisasi p53 (tumor supresor

gen) yang memicu kematian sel kanker atau apoptosis.***’

Sampai saat ini radioterapi masih merupakan pengobatan utama pada KNF
dan ditekankan pada penggunaan megavoltase (6 & 10 megavolt,
dilengkapi dengan multileaf collimator) dengan pengaturan komputer. Ada
2 hal yang menjadi dasar pertimbangan; pertama bahwa secara
histopatologis sebagian besar KNF (75% - 95%) adalah jenis karsinoma
undifferentiated (WHO3) dan karsinoma non keratinisasi (WHO2) yang
tergolong sangat radiosensitif apalagi pada stadium awal serta penyebaran
limfatiknya yang sangat radioresponsif; kedua karena letak KNF yang sulit
dicapai dengan pembedahan. KNF juga cenderung menginfiltrasi jaringan
sekitar sehingga operasi yang bersih dengan prinsip operasi luas (wide
excision) sulit dilaksanakan.?***** Operasi diindikasikan pada kasus residif
berupa operasi penyelamatan (salvage operation) dengan membersihkan

kelenjar limfe leher.*

Radioterapi pada KNF bisa diberikan dengan cara radiasi eksternal
(teleterapi) atau radiasi internal (brakiterapi). Radiasi eksternal diberikan
secara homogen pada daerah nasofaring dan sekitarnya yang meliputi fosa
serebri media, dasar tengkorak, koana dan parafaring sepertiga leher
bagian atas. Radiasi diberikan dari arah lateral kanan dan kiri dan

ditambah dari arah depan bila ada perluasan tumor ke hidung dan



2.1.2

sekitarnya.” Radiasi internal adalah metode penyinaran langsung ke
daerah nasofaring dengan memasukkan alat berupa implan intersisial atau
insersi intra kavitas secara temporal pada ruang nasofaring dengan tujuan
memberikan dosis tinggi pada regio nasofaring saja (tidak pada jaringan
sekitar atau kelenjar). Biasanya radiasi internal ini dikombinasikan dengan
radiasi eksternal sebagai booster bila masih terdapat residu tumor atau

kasus rekuren, dengan dosis 1000 - 1500 c¢Gy.*"**

Radioterapi pada KNF menggunakan sinar x yang dipancarkan oleh
pesawat Cobalt 60 atau Linac 4,6 dan 10 MV, diberikan secara dosis
terbagi (fraksinasi), yaitu radiasi dengan dosis 200 cGy setiap fraksi,
pemberian 5 kali seminggu selama 6-7,5 minggu. Dosis yang dibutuhkan
untuk eradikasi tumor tergantung dari banyaknya sel kanker (besarnya
tumor). Tumor yang masih dini (T1 dan T2) dapat diberikan radiasi
menggunakan Cobalt 60 dengan dosis 200-220 cGy per fraksi, 5 kali
seminggu tanpa istirahat mencapai dosis total 6000 - 6600 cGy dalam 6
minggu. Sedangkan untuk KNF dengan ukuran tumor yang lebih besar (T3
dan T4) dianjurkan diberikan dosis total radiasi pada tumor primer di

26,29

nasofaring yang lebih tinggi yaitu 7000 - 7500 cGy.

Respons radioterapi KNF

Penilaian respons tumor terhadap radioterapi yang diberikan dianjurkan
untuk dilakukan minimal 4-6 minggu pasca terapi. Penilaian respons KNF
terhadap radiasi berdasar atas (1) hasil pemeriksaan CT-scan dan
perbedaan volume tumor nasofaring pada sebelum dan setelah radioterapi,
(2) hasil pemeriksaan nasofaringoskopi, (3) hasil biopsi setelah
radioterapi. Sebagai patokan dalam menentukan tingkat respons KNF
terhadap radiasi digunakan kriteria penentuan respons tumor terhadap
terapi menurut WHO (respons lengkap, sebagian, tak ada respons dan
progresif).?

Meskipun sering didapatkan regresi tumor yang cepat sebagai respons

radioterapi, namun dilaporkan sering juga terjadi kekambuhan. Respons



tumor KNF pada radioterapi bervariasi, rata-rata respons keseluruhan
berkisar antara 25% - 65%. Kegagalan kontrol lokal (local failure) pada
radioterapi KNF stadium lanjut sangat tinggi sekitar 50% - 80%. Dengan
radioterapi kemampuan hidup keseluruhan (overall survival) pasien KNF
berkisar 50%. Angka kemampuan hidup 5 tahun (5-years survival rate)
pada stadium awal berkisar antara 50-90%, sedangkan untuk stadium
lanjut (stadium III dan I'V) angka kemampuan hidup 5 tahun berkisar 17-
60%.”’

Faktor-faktor yang mempengaruhi respons KNF terhadap radioterapi
antara lain keadaan umum, kadar Hb, sistem imun, biologi tumor, derajat
diferensiasi, jenis histopatologi dan dosis. Kadar hemoglobin yang rendah
mempengaruhi oksigenasi sel kanker. Sel kanker yang hipoksik menjadi
lebih radioresisten sehingga menurunkan prognosis penderita. Status
imunologi cell mediated immunity (CMI) dilaporkan mempengaruhi
respons KNF terhadap radioterapi. Penderita dengan respons imun seluler
rendah sebelum radioterapi dan tetap rendah pasca terapi mempunyai
prognosis jelek.”**’

Biopsi pasca radioterapi untuk memastikan residu tumor secara
histopatologis dapat meningkatkan risiko radionekrosis pada re-radiasi.
Atas dasar pertimbangan ini maka tindakan biopsi nasofaring pasca
radioterapi dengan indeks mitosis tinggi (tumbuh progresif) sebaiknya
hanya dilakukan bila tampak nyata masa tumor di nasofaring. Sedangkan
untuk KNF dengan pertumbuhan yang lambat, bila tidak dijumpai tumor
residif atau gejala klinis yang nyata, biopsi dianjurkan setelah 10-12
minggu.26

Residu tumor sebagai manifestasi klinik KNF respons rendah sebenarnya
sangat tidak diharapkan karena biasanya berkembang menjadi tumor
kambuh (residif) yang mempunyai prognosis buruk. Fakta di klinik
menunjukkan bahwa penderita KNF respons rendah sering disertai dengan

gejala defisiensi imun sekunder seperti kondisi tubuh yang kurus dan



2.13

lemah (cachexia), pucat disertai infeksi bakteri (otitis media, rino-
sinusitis) dan kandidiasis rongga mulut. Penelitian yang dilakukan pasca
radioterapi KNF sering menemukan imunitas seluler (CMI) yang menurun.
Padahal respons imun seluler yang berfungsi baik (tinggi) sangat

diperlukan dalam menghambat pertumbuhan kanker. 2

Beberapa penelitian menunjukkan bahwa jaringan tumor nasofaring yang
mengandung banyak limfosit atau stroma limfoid padat biasanya memberi
respons terhadap radiasi lebih baik. Terdapat hubungan antara derajat
diferensiasi tumor dengan kecepatan proliferasi sel kanker. Kanker dengan
diferensiasi makin buruk atau anaplastik (misalnya WHO3), indeks
mitosisnya tinggi sehingga makin radiosensitif. Dalam populasi sel tumor
terdapat perbedaan kelompok sel yang sedang aktif mitosis dan bervariasi
antara 1 - 100%. Adanya perbedaan fase siklus sel merupakan salah satu
faktor kepekaan sel tumor terhadap radiasi yang tidak sama dan

menentukan prognosis.’* >

Faktor - faktor yang mempengaruhi respons sel terhadap radiasi

Setiap jaringan normal mempunyai dosis toleransi agar tidak mengalami
nekrosis oleh radiasi. Jaringan dengan indeks mitosis tinggi (sumsum
tulang, mukosa saluran cerna, lapisan basal epidermis, lekosit terutama
limfosit, timus, folikel rambut, lensa mata, spermatozoa dan ovum) sangat
peka terhadap radiasi. Sedangkan jaringan dengan indeks mitosis lambat
(sel saraf dan otot) bersifat radioresisten. Radiosensitivitas tumor
dipengaruhi oleh aktivitas proliferasi saat terkena radiasi, biologi tumor,

derajat diferensiasi, jenis histopatologi dan oksigenasi sel. >

Adanya perbedaan fase siklus sel merupakan salah satu faktor penyebab
kepekaan sel tumor terhadap radiasi menjadi tidak sama. Siklus proliferasi
sel sangat penting sebab berkaitan dengan teori kerusakan DNA yang
merupakan target utama radiasi. Kerusakan sel oleh radiasi terutama

terjadi pada sel yang sedang aktif berproliferasi.’*



Repopulasi sel kanker dapat terjadi bila radiasi diberikan secara split
course radiotherapy (teknik terpilah) dengan waktu istirahat yang terlalu
lama. Hal ini disebabkan karena pertumbuhan sel kanker pada saat tidak
mendapat radiasi adalah lebih besar dibandingkan dengan efek tumorisidal
dari radiasi. Kekambuhan dan progresivitas kanker pasca radiasi
disebabkan karena kecepatan kematian sel kanker lebih kecil dibandingkan

dengan pertumbuhannya.**

Kanker dengan diferensiasi sel yang makin buruk atau anaplastik pada
umumnya didapatkan indeks mitosis yang tinggi sehingga bersifat
radiosensitif. Kadar oksigen jaringan juga berperan penting dalam
mempengaruhi respons sel kanker terhadap radiasi. Kadar hemoglobin
berhubungan dengan oksigenasi jaringan. Sel kanker yang terletak di tepi
dan dekat dengan pembuluh darah biasanya mempunyai kadar oksigen
lebih tinggi dibandingkan dengan bagian sentral sehingga lebih

radiosensitif.>*3¢

2.2 Radiobiologi

Radiobiologi adalah ilmu yang mempelajari berbagai aspek radiasi dan efek
biologis yang ditimbulkan oleh radiasi. Radiasi menimbulkan serangkaian proses
yang dapat dibagi menjadi 3 fase : *'

a. Fase fisika

Adalah fase dimana terjadi interaksi antara partikel yang berkecepatan tinggi
dengan atom penyusun jaringan, sehingga menyebabkan satu atau lebih
elektron di lintasan orbit luar dari atom terlepas (ionisasi) dan menurunkan
atom atau molekul berenergi besar (exitation). Apabila elektron masih
mempunyai cukup energi akan mengionisasi dan mengeksitasi atom yang ada
di dekatnya dan di lintasannya. Rantai interaksi berlangsung seperti di atas

sampai energi elektron lemah dan interaksi berhenti.

b. Fase kimia



Pada fase ini atom atau molekul yang rusak bereaksi dengan komponen seluler
lain. Tonisasi dan eksitasi menimbulkan kerusakan ikatan kimia dan
menghasilkan molekul radikal bebas. Radikal bebas ini sangat reaktif untuk
menimbulkan reaksi berkelanjutan dan berhenti setelah terjadi keseimbangan
elektronik. Ciri-ciri penting dalam fase ini adalah adanya kompetisi antara
scavenging reactions, misalnya dengan senyawa sulphydryl menginaktif
radikal bebas dan fixtion reactions atau reaksi yang menurunkan perubahan

stabil di bagian penting molekul biologis.

c. Fase biologis

Fase ini mencakup semua proses kelanjutan yaitu perbaikan struktur yang
rusak atau mati. Proses dimulai dengan reaksi enzimatik untuk memperbaiki
kerusakan struktur kimia yang masih bisa diperbaiki, misalnya reparasi

kerusakan DNA.

2.2.1 Efek radiasi pada molekul air

Interaksi sinar X (foton) atau sinar y (elektron) dengan sel menyebabkan
pembelahan hemolitik pada molekul air (hemolytic cleavage). Atom H
molekul air mengalami pembelahan heterolitik (ionisasi) sehingga
terbentuk ion hidrogen (H") dan ion hidroksil (OH") yang sangat reaktif.
Radikal hidrogen (H") dan hidroksil (OH") akan menyebabkan berbagai
macam efek pada molekul lain pada sistem biologik sehingga mengganggu
integritas sel. Pada pemberian radiasi, yang paling banyak terbentuk
adalah radikal OH". Reaksi utama dari radikal OH~ berupa oksidasi, yaitu
menghilangkan sebuah elektron dari molekul lainnya menjadi
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berpasangan.

Radikal bebas adalah atom atau molekul (kumpulan atom) yang memiliki
satu atau lebih elektron yang tidak berpasangan (unpaired electron) pada

orbit paling luar.*'"’

Elektron yang tidak berpasangan ini cenderung
membentuk pasangan dengan cara menarik elektron dari senyawa lain
sehingga terbentuk radikal baru. Mekanisme pemindahan energi dengan

cara ionisasi dan eksitasi ini dimulai pada saat elektron yang terletak di



lintasan kulit luar (orbital electron) dipentalkan keluar sehingga timbul
reaksi berantai sampai enersinya habis. Sifat inilah yang membuat radikal
bebas mirip dengan oksidan, yaitu senyawa-senyawa yang cenderung
menarik elektron. Radikal bebas lebih berbahaya dari pada oksidan biasa,
karena sangat reaktif dan cenderung membentuk radikal baru, dan bila
bertemu dengan molekul lain akan membentuk radikal baru lagi, demikian
seterusnya schingga terjadi reaksi berantai.”’

Ionisasi sel akibat radiasi akan menyebabkan perubahan pada struktur
kimia, konstruksi dan fungsi sel. Radiasi menyebabkan kerusakan biologik
sel (somatik maupun genetik), diawali dengan interaksi elektron dengan
molekul air (H,O) yang terdapat dalam plasma sel, sehingga terjadi
ionisasi H,O dan terbentuk radikal H" dan OH-. Di dalam sel, radiasi
menyebabkan pemecahan kovalen antara hidrogen dan oksigen. Ada dua
teori tentang kerusakan sel, baik sel kanker maupun sel normal akibat
radiasi sinar pengion, yaitu; 1) teori target, dimana elektron langsung
merusak DNA (direct action), dan 2) teori racun air, dimana elektron
menimbulkan terbentuknya ion radikal yang dapat rerusak DNA dan
struktur vital sel lainnya (indirect action). Gambaran peristiwa radiolisis

pada molekul H,O sebagai berikut :*'

1. H,O —— H*+ OH-

2. H,O —> H,O + e (pelepasan 1 elektron)

3. e +H,0O —— H20" (pengambilan 1 elektron oleh molekul H,O)

Dalam hal ini terbentuk ion positif H,O" dan ion negatif H,O".
Selanjutnya masing-masing ion positif dan ion negatif akan bereaksi

dengan H,O dan membentuk radikal bebas H* dan OH-

+HO0
4. HL O — H +OH"-

5. H,0 2% o+ H-

Ton H" maupun OH" yang tidak memiliki energi berlebih, akan
bergabung kembali dan membentuk molekul H,O, radikal-radikal
bebas OH dan H' yang sangat reaktif.



Dalam larutan yang encer, banyak radikal bebas bereaksi satu sama

lain membentuk H,O, H, dan H,O; sebagai berikut :
6. HH+OH* —— H)O
7. H+H — H,
8. OH™+ OH~ —— H,0; (hidrogen peroksida)

H,0, merupakan oksidan kuat, dapat mengoksidasi berbagai senyawa
dalam sel (misalnya glutation), dan akan mengawali terbentuknya radikal
bebas yang merusak enzim (katalase dan peroksidase). Dalam konsentrasi
rendah, H,O, berperan efektif sebagai antimikroba, tetapi bila kadarnya
terlalu tinggi dapat menyebabkan kerusakan sel dan protein. Selain sebagai
oksidan, H,O, dapat menghasilkan radikal OH" bila bereaksi dengan
logam transisi (mis. Fe"", Cu""), dan oksidan kuat yang lain yaitu ion
hipoklorit (C107). Rangkaian reaksi ini menunjukkan bahwa radiasi sinar
pengion yang melewati materi biologik akan menghasilkan bermacam-
macam radikal bebas yang kompleks terutama radikal H*, OH~ dan
elektron, yang siap berinteraksi dengan biomolekul lain yang berdekatan.
O, di dalam sel merupakan pereaksi radikal bebas yang selektif. Reduksi
oksigen menjadi H,O memerlukan empat elektron. Bila pengalihan
elektron tersebut berjalan kurang sempurna akan terjadi senyawa-senyawa
oksigen reaktif yang sangat berbahaya karena dapat merusak sel dan
menyebabkan stres oksidatif. Radiasi yang mengenai O, dalam sel akan
menyebabkan O, diubah menjadi reactive oxygen species (ROS). Sebagian
diantaranya berbentuk radikal OH", peroksil (OOH") dan ion superoksida
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(0y7), sedangkan sebagian yang lain adalah radikal H,O, dan CIO".

Sinar radiasi dapat mengaktifkan enzim lipoxygenase dan cyclooxygenase
yang akan merangsang pembentukan ROS. Diantara senyawa ROS,
radikal OH™ merupakan senyawa yang paling berbahaya karena
reaktivitasnya yang sangat tinggi. Radikal ini mudah bereaksi dengan

membran sel dan membentuk peroksida lipid yang akan terputus rantai



2.2.2.

asam lemaknya dan terbentuk beberapa aldehida terutama malondialdehid

(MDA) yang sangat toksik terhadap sel.>'*’

ROS secara biologis selalu terbentuk di dalam tubuh dan menghasilkan
radikal bebas. Kelebihan radikal bebas dapat diredam oleh anti radikal
bebas (anti oksidan). Ketidakseimbangan antara radikal bebas dan anti
radikal bebas akan menimbulkan oxidative stress. Oksidan dapat merusak
protein karena mengadakan reaksi dengan asam amino penyusun protein,
terutama sistein. Jaringan atau organ tubuh yang sensitif terhadap radikal
bebas oksigen terutama adalah sel darah (eritrosit, leukosit, limfosit),

fibroblast, endotel, liposom dan mitokondria.>'’

Senyawa yang dapat meredam radikal bebas antara lain Trio -BEC (beta
karoten, vitamin E dan vitamin C) dan anti oksidan eksogen lainnya

seperti Alopurinol, Captopril, Ca-blocker, Cu, Se, Fe dan Zn.

Efek radiasi pada DNA

Lesi DNA oleh radiasi dapat menghasilkan berbagai akibat biologis,
tergantung pada densitas radiasi atau Linear Energy Transfer (LET), dosis
radiasi, interaksi radiasi dengan molekul sasaran, sensitivitas sel atau

jaringan yang terkena radiasi dan lain-lain.”

Radikal bebas, terutama OH™ dapat merusak tiga jenis zat (senyawa) yang
penting dalam mempertahankan integritas sel yaitu 1) DNA (perangkat
genetik penyusun gen dan kromosom), berfungsi vital dalam
mengendalikan metabolisme sel, 2) asam lemak tak jenuh yang merupakan
komponen penting fosfolipid penyusun membran sel, dan 3) protein
(enzim, reseptor dan antibodi) yang berperan dalam metabolisme sel
maupun respons terhadap sinyal. Struktur sel yang paling peka terhadap
radiasi adalah DNA. Gangguan DNA akan menyebabkan kelainan atau
perubahan pengaturan aktivitas sel. Radiasi sinar pengion yang mengenai
DNA dapat menyebabkan berbagai kerusakan antara lain hidroksilasi
(pecahnya basa timin dan sitosin), pembukaan inti purin dan pirimidin

serta putusnya gugus fosfat dari struktur siklisnya (rantai fosfodiester



DNA) yang berakibat perubahan kimia. Kerusakan DNA akan
menyebabkan penyimpangan pengaturan aktivitas seluler. Radikal OH~
bertanggung jawab atas sebagian besar kerusakan yang terjadi pada DNA
dan membran sel. Kerusakan yang sangat penting adalah putus (pecahnya)
berkas ganda dari DNA single / double strand break (SSB/DSB), cross-
linkage dalam rantai DNA dan perubahan basa-basa pembentuk DNA.
Kerusakan DNA ringan, masih bisa diperbaiki oleh sistem perbaikan DNA
(DNA repair system). Namun bila kerusakan DNA terlalu berat, proses
perbaikan (nucleotide excision repair) tidak dapat dilakukan secara
sempurna sehingga replikasi sel terganggu bahkan terjadi kematian sel.
Rusaknya DNA secara aktif memicu kematian sel terprogram
(programmed cell death) yang disebut sebagai apoptosis. Mekanisme
kematian sel melalui apoptosis berbeda dengan nekrosis yang biasanya
terjadi pada fase akut setelah terkena radiasi dosis tinggi (sel langsung

mati).>!

Komponen membran sel yang terpenting ialah fosfolipid dan glikolipid
yang mengandung beberapa asam lemak tak jenuh (asam-asam linoleat,
linolenat dan arakidonat), sangat peka terhadap serangan radikal bebas
terutama OH'. Peroksidasi asam lemak tak jenuh pada membran sel
menyebabkan penurunan fluiditas dan permeabilitas membran sel sehingga
integritasnya menurun. Keadaan ini menyebabkan cairan ekstra seluler
memasuki ruang intraseluler (intracellular fluid droplet) dan terjadi
perubahan konsentrasi ion Na, K, dan Ca yang penting untuk
mempertahankan fungsi sel. Hasil akhir peroksidasi lipid adalah
terputusnya rantai asam lemak menjadi senyawa toksik terhadap sel, antara
lain MDA, Etana dan Pentana. Ketiga senyawa ini (terutama MDA dapat
dipakai sebagai petunjuk terjadinya peristiwa peroksidasi lemak membran
sel. Senyawa toksik ini menimbulkan kerusakan membran yang semakin
parah (terjadi lisis). Proses kematian sel dengan cara ini melalui 5 fase
yaitu pre kondensasi, kondensasi, fragmentasi, fagositosis dan degradasi.

Apoptosis diawali oleh ekspresi gen yang berefek peningkatan kadar



2.2.3

kalsium intra sel yang menimbulkan aktivasi enzim endonuklease

sehingga terjadi kondensasi kromatin pada inti sel.*'~

Radiasi menyebabkan fosforilasi dan penurunan produksi adenosine
triphosphate (ATP) yang mengakibatkan penurunan sintesis DNA.
Hilangnya fosforilasi, kelainan atau gangguan susunan nukleotida DNA
dan oksidasi merupakan efek primer radiasi yang menginduksi apoptosis.
Radiasi ionisasi juga menyebabkan hambatan proses reproduktif dan
berhentinya siklus proliferasi sel pada fase G1 (G1 arrest or block).
Kerusakan membran sel dan DNA akan mengaktifkan signal transduction
pathways yang mengakibatkan siklus sel berhenti (cell cycle arrest).
Proses ini diawali dengan peningkatan ekspresi Ataxia-Teleangiectasia
gene (AT) yang kemudian memicu peningkatan ekspresi gen p53 melalui
transkripsi p21 yang merupakan inhibitor cdk dan menyebabkan siklus sel
berhenti pada fase G1. Keadaan ini menguntungkan karena sel kanker
yang berada dalam siklus pertumbuhan (cell cycle) lebih radiosensitif

dibandingkan sel kanker yang berada pada fase istirahat (G0).>"*

Radiasi juga menghasilkan gelombang yang berefek sensitisasi p53 (tumor
suppressor gene) yang memicu apoptosis. Kematian sel melalui
mekanisme apoptosis ini diawali dengan kelainan genetik pada gen bcl2
yang berfungsi sebagai regulator dalam proses apoptosis. Apoptosis akibat
radiasi disebabkan karena kerusakan atau kelainan susunan nukleotida
DNA yang tidak dapat diperbaiki oleh sistem reparasi DNA. Radiasi dapat
mengenai semua sel, baik sel kanker maupun sel normal. Sel yang terkena
radiasi akan mengalami penurunan sintesis DNA sehingga kegiatan

mitosis tertunda.’”*!

Efek radiasi pada sel imun

Radioterapi pada KNF meliputi daerah yang cukup luas sehingga dapat
mengenai sel efektor imunologik baik yang beredar di sirkulasi (sistemik)
maupun di jaringan limfoid mukosa hidung, nasofaring dan tenggorok

(ring of Waldeyer’s), yang termasuk dalam sistem imun mukosal. Efek



radiasi pada sel imun dapat menurunkan prognosis penderita. Sel limfosit
(white blood cells) adalah sel yang paling radiosensitif dan pertama kali
menghilang dari sirkulasi, kemudian diikuti granulosit. Radioterapi dapat
menyebabkan penurunan jumlah total limfosit serta kualitasnya. Setelah
radioterapi, terjadi penurunan jumlah total limfosit sebesar 50-60%
dibandingkan dengan sebelum radioterapi. Disamping limfosit T,
radioterapi juga menyebabkan penurunan hitung limfosit B dan sel NK
darah tepi. Sel-sel imun ini akan kembali normal pada 13 minggu setelah
radioterapi dan yang paling lambat adalah sel T. Selain itu, sistem imun
seluler lokal (sel Tc, NK dan makrofag) pada jaringan tumor KNF juga
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mengalami penurunan.

Radikal bebas yang terbentuk akibat proses ionisasi air akan menyebabkan
stres (exhaustion stage) pada sel imunokompeten (Stress
immunocompetent cell) terutama makrofag yang menyebabkan hambatan
atau penurunan aktivitas sel imunologis yang berperan dalam respons Thl.
Penurunan fungsi imunitas seluler oleh radiasi, dibuktikan dengan tes
respons transformasi sel limfosit terhadap phytohemaglutinin (PHA).
Proses penurunan transformasi terjadi sejak radiasi 0,5 Gy sampai titik
optimal pada minggu ke 4. Penurunan transformasi sel limfosit masih
terjadi sampai 4 - 6 minggu pasca radioterapi. Setelah penyinaran
berlangsung 6 minggu ternyata tubuh penderita dapat mengadakan
perbaikan, sehingga indeks transformasi dan hitung limfosit mengalami
kenaikan. 2 minggu setelah selesai penyinaran indeks transformasi masih
terus meningkat. Indeks transformasi terendah pada minggu ke empat
penyinaran dapat sampai dibawah normal yaitu 30,7 (normalnya 37,18 -
45,26).3%%°

Radioterapi mengakibatkan penurunan fungsi sistem imun lokal pada
jaringan tumor dan juga penurunan respons imun sel makrofag, NK, T
CD4, sel T pemroduksi IL-4, dan IFN-y (respons Th1). Jadi radiasi
mempunyai efek imunosupresor. Penurunan respons imun (khususnya

respons Thl) penderita KNF pasca radioterapi akan sangat merugikan.



2.2.4

Selain meningkatnya risiko terkena infeksi mikroba (lebih dari 90%
penderita meninggal akibat infeksi), penurunan respons Thl sebagai
cerminan kualitas immune surveillance yang rendah (buruk) dapat
menyebabkan pertumbuhan KNF makin progresif, residif dan metastasis
(imunitas berperan mengeliminir residu sel KNF pasca radiasi). Beberapa
penelitian yang dilakukan pasca radioterapi pada keganasan jenis
karsinoma sel skuamosa kepala leher (termasuk KNF) menemukan
peningkatan yang tinggi kadar prostaglandin E2 (PGE2) yang berefek
imunosupresi (penurunan respons imun seluler). Selain diproduksi oleh sel
kanker, PGE2 juga diproduksi oleh makrofag yang tersupresi oleh

radiasi.****

Sebuah penelitian melakukan pengukuran dosis radiasi yang mengenai
kelenjar timus pada pasien KNF yang mendapat radioterapi. Hasil
penelitian membuktikan bahwa kelenjar timus tetap terkena radiasi
walaupun dosisnya kecil. Radioterapi menyebabkan penurunan imunitas
seluler pada penderita KNF karena: (1) besarnya volume darah yang
terpapar radiasi, (2) kelenjar timus masih tetap menerima radiasi sekalipun
radiasi yang dipakai hanya 390 rads dan (3) malnutrisi dan menurunnya
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berat badan karena mukositis.

Efek radiasi pada TNF-a

Semua sel kanker yang mati oleh radiasi menunjukkan reaksi positif
terhadap TNF-a, sedangkan untuk TNF-y dijumpai pada setengahnya.
Peran radiasi pada kematian sel kanker adalah membuat sel menjadi
sensitif terhadap efek sitolisis dari TNF-o.. Jadi radiasi meningkatkan
potensi sitolitik TNF-a, sedangkan TNF-y intensitas sitolitiknya lebih
rendah. Proses apoptosis terjadi melalui 3 fase (fase inisiasi / induksi
heterogen, fase efektor dan fase degradasi / eksekusi). Pada fase degradasi
terjadi peningkatan berbagai aktivitas, termasuk peningkatan aktivasi

enzim-enzim katabolik dan produksi MOR.*



Sitokin ini diproduksi oleh monosit, makrofage, limfosit T dan B serta sel
NK yang terangsang oleh Lipo Polysacarida (LPS), endotoksin, produk-
produk bakteri atau mikro organisme, beberapa tipe tumor dan radiasi.
Faktor transkripsi baru berupa LPS-Induced TNF-« Factor (LITAF)
memainkan peranan penting dalam mengatur ekspresi gen TNF. Elemen
fungsional dependen LITAF telah diidentifikasi dalam promoter TNF,
dengan memblok sintensis LITAF dalam makrofag akan terjadi supresi
terhadap ekspresi gen TNF yang diinduksi oleh LPS. Sebuah penelitian
telah membuktikan adanya rangkaian gen yang diekspresikan sebesar 98%
homolog dengan LITAF yang transkripsinya diinduksi oleh gen p53.
Faktor transkripsi LITAF merupakan gen target untuk p53. Penelitian ini
menyimpulkan adanya hubungan langsung yang unik antara rangsangan
LPS dengan aktivitas LITAF dalam inflamasi serta peranan potensial yang
penting dari p53 dalam regulasi inflamasi. Makrofag yang teraktifasi oleh
radiasi sinar x menyebabkan peningkatan produksi TNF-a, sehingga
konsentrasi TNF-o, dalam sirkulasi darah akan meningkat drastis dalam
waktu singkat.*®

Penelitian secara imunohistokimia dan mikroskop elektron menjelaskan
bahwa spesimen sebelum radiasi tidak ada yang menunjukkan reaksi
positif terhadap tumor necrossis factor-alpha (TNF-a.), tumor necrosis
factor-receptor (TNF-y) atau Fas (CD 95). Sedangkan untuk c-fos, p53 dan
Bcl-2 (onkoprotein) ada yang menunjukkan reaksi positif. Semua sel yang
tereradikasi menunjukkan reaksi positif untuk TNF-a, tetapi untuk TNF-y,
Fas, p53, c-fos dan Bcl-2 reaksi positifnya bervariasi. Hasil ini
menunjukkan bahwa TNF-a, TNF-y, dan c-fos yang bertanggung jawab

atas kematian sel kanker karena induksi radiasi.*
Sebuah penelitian terhadap kultur sel karsinoma skuamosa pada kepala
dan leher membuktikan bahwa sel tumor mampu memproduksi TNF-a.,

dan menyebabkan nekrosis tumor. Penelitian lain membuktikan bahwa



TNF-a bisa memacu pertumbuhan tumor dan mempengaruhi status klinis
penderita. TNF-a telah terbukti meningkat pada serum pasien yang
menderita kanker dan telah diimplikasikan sebagai penyebab kakeksia
tumor dan anemia. Produksi TNF-a secara lokal memacu pertumbuhan
tumor dengan merangsang angiogenesis yang memacu pertumbuhan
pembuluh darah sebagai pembawa nutrisi dari perifer. TNF-a bisa
memacu invasi tumor dengan merangsang produksi koagulase sehingga
terjadi destruksi jaringan ikat dan tulang. TNF-a juga mampu
menyebabkan resorbsi tulang secara langsung dengan merangsang
produksi osteoklas. Penelitian pada tikus murine menunjukkan bahwa sel-
sel tumor yang dikenakan gen TNF-o menunjukkan metastasis yang
meningkat, sehingga disimpulkan bahwa metastasis tersebut berhubungan
dengan angiogenesis terlokalisir dan sifat adesif yang meningkat pada sel
tumor. Jadi sel tumor pemroduksi TNF-o. memiliki peningkatan potensi
untuk bersifat invasif. Penelitian tersebut juga membuktikan bahwa sel
tumor yang mampu memproduksi TNF-a, menjadi resisten terhadap efek

sitolitik biasa terhadap TNF-o..**’

Penelitian biomolekuler menjelaskan bahwa radiasi menyebabkan
terbentuknya radikal bebas oksidatif intra maupun ekstra seluler. Radikal
bebas menyebabkan aktivasi gen Nuklear Faktor kappa B (NF-kB) yang
akan menyebabkan stimulasi gen-gen yang memproduksi sitokin inflamasi
(IL-1, IL-6, IL-8 dan TNF-a). Selanjutnya akan terjadi inflamasi pada sel
dan peningkatan konsentrasi enzim phospholipase A2 (PLA2) yang
menyebabkan peningkatan metabolisme asam arakidonat. Produk
metabolisme tersebut (melalui jalur siklooksigenase) adalah PGE2. PGE2
sudah dibuktikan menghambat multifungsi sistem imun, diantaranya
aktifasi dan proliferasi limfosit-T dan sitotoksik sel NK. Prostaglandin
menghambat fungsi limfosit karena meningkatkan jalur 3,5 cyclic

adenosine monophosphate (CAMP), yang efeknya menghambat produksi



IL-2. Di dalam sel mononuklear, PGE2 menghambat produk gen MHC 11,
menghambat ekspresi transferin dan menghambat reseptor khusus 1L-2
(IL-2R) pada limfosit NK (CD56") yang aktif. Dengan meningkatnya
konsentrasi PGE2 akan menurunkan IL-2R pada sel efektor NK CD56".%

Sel makrofag yang terpapar radioterapi juga akan mengalami penekanan
fungsi, ditandai dengan menurunnya produksi sitokin (IL-2 dan INFy)
akan tetapi produksi PGE2 dan IL-10 meningkat. Peran IL-10
menghambat sel Th1. Radioterapi menekan komponen sistem pertahanan
(sel NK, Tc dan makrofag) yang mengakibatkan sistem pertahanan tubuh
terutama jalur Th1 untuk eradikasi sel tumor menurun (penurunan

fagositosis terhadap sel kanker).****

NF-kB adalah sebuah faktor transkripsi yang sensitif terhadap stres
oksidatif (oxidatif stress sensitive transcription factor) dan berperan
mengatur ekspresi gen-gen aktif dalam proses inflamasi yang melibatkan
sitokin (misalnya IL-1, IL-8, TNF-a.), enzim-enzim (inducible Nitric
Oxyde Syntase/iNOS), molekul adesi dan molekul fase akut.”” Proses
inflamasi yang terjadi serta peningkatan TNF-a akan menghambat
aktivitas Th0.**"° Sebuah penelitian terhadap agen-agen anti inflamasi
menyimpulkan bahwa NF-kB merupakan sasaran yang tepat untuk

mencegah atau mengurangi respons inflamasi.”’

2.3 Respons Imun terhadap Kanker

Beberapa bukti mendukung bahwa terdapat peran sistem imun dalam melawan
tumor ganas diantaranya adalah : 1) banyak tumor mengandung infiltrasi sel-sel
mononuklear yang terdiri atas sel T, sel NK dan makrofag; 2) tumor dapat
mengalami regresi secara spontan; 3) tumor lebih sering berkembang pada
individu dengan imunodefisiensi (fungsi sistem imun tidak efektif bahkan
imunosupresi), 4) tumor seringkali menyebabkan imunosuperesi pada penderita.

Bukti lain yang juga mendukung bahwa tumor dapat merangsang sistem imun
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adalah ditemukannya limfosit yang berproliferasi dalam kelenjar getah bening
yang merupakan draining sites pertumbuhan tumor disertai peningkatan ekspresi
MHC dan intercellular adhesion molecule (ICAM) yang mengindikasikan sistem
imun yang aktif.** Respons imun non spesifik atau spesifik (seluler maupun
humoral) berperan penting dalam perlawanan terhadap kanker (tumour rejection)
dan terbukti bahwa pengendalian pertumbuhan kanker terutama dilakukan oleh sel

(cell mediated immune response).’'2

Penurunan ketahanan tubuh terhadap kanker menyebabkan pertumbuhan kanker
terus berjalan tanpa hambatan (progresif). Selain oleh kankernya sendiri,
penurunan respons imun dapat disebabkan oleh terapi radiasi yang diberikan.
Respons imun terhadap kanker diperankan oleh komponen seluler, antibodi dan

. . 1
sitokin.’

Peranan Komponen Seluler yang Memproduksi TNF-a terhadap Tumor

Efektor sistem imun seluler yang berperan penting dalam eradikasi sel tumor yang
memproduksi TNF-a adalah sel fagosit mononuklear (monosit-makrofag,

limfosit-T dan sel NK).”'*?

1) Monosit-makrofag

Makrofag merupakan salah satu komponen sel pada respons imun alamiah
yang bertindak sebagai fagosit profesional utama. Sel ini diproduksi di
sumsum tulang, masuk sirkulasi darah sebagai monosit yang selanjutnya
berada di jaringan. Makrofag dapat mengekspresikan MHC kelas I maupun
kelas II pada permukaannya, dan dapat membunuh sel tumor apabila telah di
aktifkan terutama oleh IFN-y. Sel kanker dapat dihancurkan secara langsung
(direct cytotoxicity) oleh bahan sitotoksik yang dihasilkan makrofag yang aktif
dan CDS yang di stimuli IL-2. Penghancuran sel kanker oleh makrofag

(macrophage cell mediated killing) bersifat non spesifik.

Makrofag yang telah di aktifkan dapat menghancurkan atau menghambat

pertumbuhan sel kanker melalui beberapa cara, yaitu :



1. Sitolisis, yaitu hancurnya sel tumor oleh bahan sitotoksik (TNF-a, nitric

oxide, reactive oxygen metabolites) yang dikeluarkan oleh makrofag.
2. Sitostatik, yaitu penghambatan proliferasi sel tumor.
3. Lisosomal, cara ini terdiri atas beberapa tahap yaitu :
a. Pengenalan komplemen F3b dan IgG oleh reseptor spesifik makrofag

b. Pembentukan fagosom. Makrofag membentuk pseudopodi, yang
selanjutnya membuat fagosom. Pembentukan fagosom menyebabkan
stimulasi sitokrom B yang membantu pengolahan O, menjadi H,O,

dan radikal hidroksil (OH") dan O".

c. Pembebasan enzim lisosom. Dengan adanya peroksidase terbentuk

senyawa toksik.

Makrofag berperan sebagai sel efektor dalam menghancurkan sel kanker dan
juga sebagai sel penyaji (APC). Mekanismenya diawali dengan pengikatan
dan pemrosesan antigen tumor. Selanjutnya antigen tumor yang
dipresentasikan bersama MHC kelas Il pada permukaan membran makrofag
akan dikenal oleh CD4", sedangkan antigen tumor yang dipresentasikan
bersama dengan MHC kelas I akan dikenal oleh CD8+. Proses berikutnya
merupakan efek dari rangkaian reaksi imunologik berupa hancurnya sel
kanker (target cell). Dalam hal ini, MHC kelas I dan II berfungsi sebagai
pengatur jalur respons imun yang diaktifkan, apakah melalui penghancuran
oleh limfosit T sitotoksik (cytotoxic T lymphocyte cell mediated killing) atau
oleh makrofag (macrophage cell mediated killing). Dengan perantaraan MHC
kelas II ini maka antigen tumor dapat dikenali oleh CD4". CD4" dapat
mengenal antigen tumor karena mempunyai banyak reseptor (TCR) antara lain
reseptor untuk antigen tumor, reseptor MHC kelas II, reseptor untuk menerima
antibodi (opsonisasi) dan komplemen. Makrofag yang telah di aktifkan oleh
antigen tumor akan menghasilkan IL-12. Aktivasi dan proliferasi limfosit T
terjadi bila CD4" dirangsang oleh IL-12, atau IL-2 melalui reseptor IL-2 di
permukaannya (otokrin). Selanjutnya CD4" yang aktif akan melepaskan IL-2,
IFN-y, TNF-B, IL-4 dan mediator lainnya untuk meningkatkan fungsi
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makrofag, antara lain yaitu chemotactic factor (CF), migration inhibitory
factor (MIF), macrophage activating factor (MAF) dan specific macrophage
arming factor (SMAF) dan macrophage fusion factor (MFF).

Interferon (IFN) dapat meningkatkan ekspresi reseptor IL-2 dan proliferasi
progenitor sel NK, sedangkan IL-2 akan mengaktifkan subpopulasi limfosit T,
makrofag maupun sel NK. Selanjutnya makrofag yang diaktifkan ini akan
mensintesis [L-12 lagi, demikian seterusnya sehingga terjadi pengaruh timbal
balik yang saling menguatkan. Untuk dapat menghancurkan kanker secara
langsung, makrofag perlu bantuan CD4" melalui stimuli IL-4 dan IFN-y

sehingga menjadi activated macrophage.

Aktivitas makrofag dapat dihambat oleh limfosit T supressor (Ts) yang di
stimulasi oleh mediator yang dikeluarkan oleh sel mastosit. Makrofag yang
dihambat oleh limfosit Ts akan mengeluarkan IL-10 dan PGE2 yang berefek
menghambat aktivitas sel NK dan limfosit. Penghambatan pada aktivitas
makrofag dapat menyebabkan berkurangnya daya perlawanan terhadap kanker

karena menurunnya kualitas immune surveillance.

Limfosit T sitotoksik (CD 8")

CDS8" terutama yang telah diaktifkan menjadi cytotoxic T lymphocytes (CTLs)
merupakan sel yang paling berperan pada imunitas seluler kanker karena
mampu menghancurkan (sitotoksisitas) apabila berjumpa dengan antigen yang
dipresentasikan oleh molekul MHC kelas I. Pembunuhan oleh CTL ini terjadi
dengan bantuan molekul MHC. Banyak percobaan telah dilakukan untuk
mengetahui mekanisme sitotoksisitas oleh CTL. Pengikatan antigen melalui
reseptor pada limfosit CTL, merupakan sinyal atau rangsangan untuk
dikeluarkannya berbagai sitokin yang teraktivasi menjadi CTL. Mekanisme
sitotoksisitas CTL sangat mirip dengan sel NK. CTL membunuh sel kanker
melalui 2 cara; pertama melalui pelepasan granul sitoplasmik yang merusak
sel sasaran, kedua mengekspresikan Fas ligan yang berinteraksi dengan Fas

reseptor yang terdapat pada sel sasaran.



Setelah CTL berikatan dengan sel sasaran (tumor), CTL melepaskan perforin
yang dapat merusak membran sel tumor dengan cara membuat lobang (pori).
Dalam granula CTL didapatkan granzyme, yaitu enzim yang menyerupai
protease, berfungsi membunuh sel tumor. Seperti pada sel NK, granzyme ini
menggunakan jalur perforin untuk sampai ke dalam sitoplasma sel tumor.
Efektivitas kerja perforin dan granzyme memerlukan bantuan ion kalsium. Hal
ini menunjukkan bahwa untuk dapat membunuh sel sasaran maka CTL harus
melakukan kontak langsung (cell to cell), atau berada dekat sekali dengan sel
sasaran. Kontak antara CTL dengan sel tumor ini demikian erat (membran
kedua sel saling berhimpit) sehingga berbagai substansi seperti granzyme,
serine protease dan sitotoksik faktor lainnya dapat dipindahkan kedalam
sitoplasma sel tumor. Rusaknya membran sel tumor akibat faktor sitotoksik

serta disintegrasi osmotik menyebabkan sel mati melalui proses nekrosis.

Interaksi Fas ligan CTL dengan Fas ligan sel tumor akan memicu aktivasi gen
apoptosis sehingga terjadi pengrusakan sel secara terorganisasi berupa
degradasi kromatin, fragmentasi DNA dan disintegrasi sel menjadi fragmen-
fragmen yang dikenal sebagai apoptosis (programmed to death). Fragmentasi
DNA merupakan akibat aktivitas endonuklease dalam nukleus sel sasaran.
Setelah sel tumor mati, CTL melepaskan diri dan mencari sel tumor lainnya
untuk melakukan pembunuhan berikutnya. CTL hanya dapat membunuh sel
tumor yang menampilkan MHC kelas I yang sesuai atau sel yang pernah
terinfeksi oleh virus yang mengaktivasinya. Berbeda dengan CTL, limfosit T
helper (CD4") tidak mempunyai efek sitolitik pada sel kanker secara langsung.
Namun, CD4" menghasilkan beberapa sitokin nntara lain IL-2 yang dapat
menstimuli CD8", sel NK dan makrofag. CD8" yang di aktifkan oleh IL-2
berubah menjadi CTL yang dapat menghancurkan sel kanker secara langsung,
baik pada tumor yang padat maupun yang dalam bentuk larutan. CD4" juga
menghasilkan B cell maturation growth factor (BEGF) dan B cell maturation
factor (BEMF) yang berpengaruh terhadap limfosit B. Ts merupakan

subpopulasi limfosit T, berfungsi mengatur proliferasi limfosit T dan



menghambat limfosit B dalam membuat antibodi. Aktivitas limfosit T sangat
diperlukan untuk mengatur respons imun. Aktivitas limfosit Th akan

terhambat apabila terjadi hambatan pada makrofag.



3) Sel NK

Sel NK memegang peranan utama pada pertahanan alamiah terhadap
pertumbuhan sejumlah sel kanker tanpa membedakan asal dan jenis jaringan
serta agen penyebab perubahan maligna tersebut (transforming agents). Sel
NK berperan sebagai pertahanan alamiah lini terdepan terhadap kanker karena
mempunyai kemampuan membunuh berbagai sel kanker secara signifikan
dengan rentang yang besar. Aktivitas sel NK tidak spesifik ditujukan pada
antigen tertentu. Kematian sel kanker oleh sel NK dapat terjadi secara
langsung tanpa sensitisasi terlebih dahulu, dan tanpa presentasi antigen
melalui molekul MHC (MHC unristricted). Mekanisme pengenalan sel target
oleh sel NK masih belum diketahui dengan jelas. Sel NK menyerang dan
menghancurkan sel tumor bila sel tersebut tidak dapat mengekspresikan
molekul yang biasanya terdapat pada permukaan membran sel normal.
Apabila terjadi perubahan pada molekul permukaan atau adanya missing
peptide, sel NK tidak dapat mengenali sel ini (non self) sehingga akan dirusak
(dihancurkan). Diduga, adanya modifikasi dari produk gen HLA-C oleh virus
atau tumour associated molecules (misalnya produk onkogen) juga dapat

mencegah pengenalan sel ini oleh sel NK.
Mekanisme penghancuran sel tumor oleh NK melalui 3 tahap :

1. Tahap konyugasi. Pengenalan yang dilanjutkan dengan adesi atau ikatan
sel NK dengan sel tumor yang merupakan proses kunci dari aktivitas
sitolitik.

2. Programming for lysis (lethal hit). Sel NK melepaskan faktor sitotoksik
yang terdapat pada granula yaitu molekul perforin, granzymes dan sitolisin
seperti TNF-a dan B (limfotoksin), serine protease (fragmentin) dan
proteoglikan kedalam sel tumor. Sel NK juga memproduksi bahan
sitotoksik yaitu NKCF (Natural Killer Cell Cytotoxic Factor) yang
merusak sel tumor. Masuknya bahan-bahan ini melalui pori atau kanal
pada membran sel tumor karena efek perforin (pore forming enzymes). Ion

Ca2"" masuk kedalam sel melalui pori dan menyebabkan kematian sel



karena terganggunya berbagai proses yang sensitif terhadap ion Ca2"".
Natrium dan air yang masuk kedalam sel tumor dapat mengakibatkan lisis
karena perubahan tekanan osmotik (colloid osmosis). Enzim serine
hidrolase juga berperan dalam proses ini. Fragmentin dan TNF-o/p yang
dimasukkan kedalam sel kanker akan menimbulkan fragmentasi DNA
yang menginduksi sinyal kematian sel tumor yang berakhir dengan
apoptosis.

3. Proses dekonyugasi. Sel NK meninggalkan sel tumor yang sedang

mengalami lisis.

Mekanisme pembunuhan sel kanker oleh sel NK ini sangat mirip dengan CTL.
Cara lain dari sel NK dalam membunuh sel tumor yaitu secara tidak langsung
dengan bantuan antibodi (IgG). Antibodi yang terikat oleh antigen pada
permukaan sel tumor dapat dikenal oleh sel NK melalui reseptor Fe yang
terdapat pada permukaannya, menyebabkan lisis (kematian) sel tumor.
Mekanisme sitolisis ekstraseluler ini sangat penting bila sel sasaran terlalu
besar untuk di fagositosis, misalnya sel tumor atau parasit yang besar. Sel NK
mensekresi [FN-y yang menginduksi makrofag untuk aktif menghasilkan
sitokin (IL-1, IL-12). Selanjutnya, IL-12 akan menginduksi limfosit Th
(CD4") untuk menghasilkan sitokin, diantaranya adalah IL-2 dan IL-3. IL-1
akan memicu sel Thl yang memproduksi berbagai sitokin (Thl cytokine
profile). Adanya rangsangan dari IL-2 menyebabkan sel NK lebih aktif dalam
menghancurkan sel tumor (target cell), sedangkan IL-3 dapat merangsang sel

NK untuk memproduksi [FN-y yang akan meningkatkan aktivitas sel NK.

Sel NK dapat lebih diaktifkan atau ditingkatkan kemampuan sitolitiknya oleh
IL-12 (NK cell stimulating factor). IL-2 dan IFN-y juga dapat secara nyata
(poten) meningkatkan aktivitas sel NK. Pemberian IL-2 dalam konsentrasi
yang sesuai akan menginduksi sel NK untuk berdiferensiasi menjadi sel LAK
(Lympokine Activated Killer) yaitu populasi lain dari sel limfoid yang mampu
membunuh sel yang mengalami transformasi maligna. Dalam keadaan normal,
sel LAK tidak memperlihatkan aktivitas terhadap sel tumor kecuali diaktifkan
oleh sitokin seperti [L-2.



Aktivitas sel NK dihambat oleh PGE2 yang dihasilkan oleh makrofag yang di
supresi oleh limfosit T supressor, atau akibat radiasi. PGE2 menghambat
aktivitas sel NK melalui peningkatan cyclic adenosine monophosphate
(cAMP) yang berefek hambatan metabolisme phosphoinositide. PGE2 ini juga
dihasilkan oleh sel kanker, terutama karsinoma di daerah kepala dan leher.

Meningkatnya PGE2 di sirkulasi dapat berakibat supresi imun.

2.5. Peranan Sitokin pada Sistem Imun Seluler

Sejak terjadinya perubahan sel normal menjadi kanker manifes, reaksi sitokin non
spesifik maupun spesifik telah berlangsung sebagai akibat terpaparnya berbagai
sel imunokompeten oleh antigen kanker. Sel yang termasuk dalam ketahanan
tubuh alami (innate immunity) dan mempunyai peran penting pada produksi
sitokin non spesifik oleh antigen kanker adalah monosit (makrofag) dan sel NK.
Sel lain yang juga menghasilkan sitokin secara non spesifik adalah neutrofil,
eosinofil, fibroblas, sel stroma dan sel endotelial. Sedang sel yang termasuk dalam
ketahanan tubuh adaptif (adaptive immunity) dan menghasilkan sitokin secara
spesifik ialah limfosit T dan B. Peranan sitokin sebagai komunikator antar sel
(sinyal inter seluler), khususnya limfosit sangat diperlukan agar rangkaian reaksi
imunologik berjalan semestinya. Berubahnya sel normal menjadi kanker
menimbulkan reaksi sitokin komplek. Hampir semua sitokin terlibat pada respons
imun terhadap kanker, terutama sitokin yang berperan pada aktivasi makrofag, sel
NK dan limfosit T antara lain IL-1, IL-2, IL-8, IL-10, IL-12, limfotoksin (TNF-f),
TNF-a, IFN-y, MIF, MAF dan bahan kemotaktik. Jenis dan jumlah sitokin yang
dihasilkan akan menentukan efek lokal maupun sistemik yang tampak pada
penderita kanker. Efek berbagai sitokin yang dihasilkan oleh bermacam sel yang

berbeda ini saling mempengaruhi melalui mekanisme yang komplek.

1. IL-1

Fungsi IL-1 menyerupai TNF yaitu sebagai mediator respons inflamasi dalam
imunitas natural pejamu. IL-1 dihasilkan oleh sel fagosit mononuklear. Pada

kadar rendah efek utamanya sebagai imunoregulator dengan meningkatkan



proliferasi sel T CD4". IL-1 menstimulasi berbagai jenis sel yang berfungsi
sebagai efektor pada respons imun dan respons inflamasi. Pada kadar tinggi
IL-1 masuk kedalam aliran darah dan berefek endokrin antara lain

menginduksi demam dan protein fase akut.

. IL-2

IL-2 adalah growth factor untuk sel T, berfungsi sebagai faktor pertumbuhan
yang bekerja secara otokrin maupun parakrin. Kerja utama IL-2 adalah pada
limfosit. IL-2 yang disintesa oleh sel T akan mengaktifkan sel limfosit Tc,

makrofag, sel NK dan sel LAK dalam membunuh sel tumor.

. IL-8

IL-8 dihasilkan oleh beberapa sel seperti sel T yang teraktivasi oleh antigen,
fagosit mononuklear yang teraktivasi oleh LPS atau sitokin, sel endotel, sel
fibroblast, sel epitel dan platelet. IL-8 merupakan aktivator dan faktor
kemotaktik untuk netrofil dan hanya sedikit pengaruhnya untuk eosinofil,
basofil dan limfosit. IL-8 berfungsi monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1)
untuk fagosit mononuklear. IL-8 juga berfungsi sebagai mediator sekunder

pada reaksi inflamasi.

. IL-10

IL-10 berfungsi sebagai regulasi negatif ekspresi molekul MHC kelas II. IL-10
menghambat sitokin yang diproduksi oleh makrofag, misalnya TNF, IL-1 dan
IL-12. IL-10 juga menghambat fungsi makrofag dalam mengaktivasi sel T.

. IL-12

IL-12 bekerja sinergis dengan IL-2. IL-12 merupakan satu-satunya sitokin
yang secara fungsional tidak diproduksi oleh sel T. Produksi IL-12 oleh
makrofag dihambat oleh IL-4 dan IL-10. Sitokin ini sebenarnya juga
merupakan regulator respons imun seluler, karena efeknya pada sel sel NK

dan sel T. IL-12 merupakan activator paling poten untuk sel NK. Efek IL-12



menginduksi peningkatan produksi IFN-y oleh limfosit Th1 dan sel NK. IL-12
menstimulasi diferensiasi sel Th naive menjadi sel Th1. IL-12 bersama IFN-y
cenderung mengarahkan sel Th untuk berdeferensiasi menjadi Thl. I[L-12 juga
menstimulasi diferensiasi sel T CD8" menjadi matur dan berfungsi secara aktif
sebagai Tc. IL-12 juga merupakan regulator untuk fase efektor respons imun

seluler, karena IL-12 secara langsung mengaktifkan dan mengatur sel efektor.

. IFN~y

IFN-y dihasilkan oleh sel limfosit T yang distimulasi oleh antigen atau

mitogen, sel NK dan sel makrofag.

Interferon terdiri atas 2 tipe yaitu Interferon tipe I yang terdiri dari interferon
a dan f serta Interferon tipe II atau interferon gamma (IFN-y). IFN-y
dihasilkan oleh sel-sel limfosit T yang distimulasi oleh antigen atau mitogen,
bersifat tidak tahan asam. Sekresi IFN-y merupakan hallmark limfosit Th1,
sitokin ini sebagian besar dihasilkan oleh sel T CD8" / Tc dan sebagian kecil
oleh ThO dan sel NK. IFN-y juga dihasilkan oleh sel makrofag. Aktivitas sel-
sel tersebut merupakan bagian dari respons imun khususnya terhadap IL-2 dan
IL-12. Produksi IFN-y dapat dihambat oleh IL-4, IL-10, TGF-p3,

glucocorticoid, cyclosporin A.

Produksi IFN-y melalui ekspresi permukaan MHC klas I, dimana antigen
endogen dipresentasikan oleh antigen presenting cell (APC) ke sel Tc, tapi
juga antigen endogen dapat dipresentasikan melalui MHC klas II, dimana
antigen dipresentasikan melalui aktivasi Th0-CD4" yang akan mengaktifkan
Th1-CD4" yang akan memproduksi IFN-y dan juga mempengaruhi sel NK
dalam menghasilkan IFN-y. Sitokin ini meningkatkan sitolisis dari sel Tc dan

sel NK serta ekspresi reseptor IL-2 dan mampu menginhibisi replikasi virus.

IFN-y juga merupakan aktivator poten terhadap makrofag. Sekresi IFN-y yang

tinggi akan memperbesar kemampuan aktivitas mikrobisidal makrofag dan



memacu terbentuknya nitrit-oksida dan monokin seperti IL-1, IL-6, IL-8 dan
TNF-a. IFN-y mengaktifkan netrofil, sel NK, sel vaskuler endotelial,
memperbesar efek sitotoksik dari TNF-co.. Juga memacu diferensiasi sel B dan
sel Tc sebagai efektor aktif terhadap kanker. [IFN-y tidak memacu proliferasi
limfosit tetapi memperbesar aktivasi sel Th1 dan menghambat produksi Th2.
IFN-y menurunkan produksi IL-4 oleh sel Th2 juga berpotensi memblok efek
IL-4 pada sel B yang memacu IgG dan produksi IgE. Regulasi terhadap TNF
dirangsang terutama oleh IFN-y. Hal ini menjelaskan adanya sinergisme antara

TNF dan IFN-y.*

7. TNF-a

TNF pertama kali diidentifikasi sebagai faktor nekrosis hemoragik yang
diproduksi sel tumor yang dirangsang oleh LPS bakteri. Gen TNF terletak
pada kromosom 6 dalam MHC khususnya 6 p21.3 zona HLA klas III. Pada
kedua sisinya, pada posisi 3’ dan 5’ merupakan gen yang mengkode

limfotoksin o dan p (TNF-a dan p).*""

TNF-a disebut juga cachectin adalah sitokin pleiotropik (mempunyai aktivitas
pada berbagai sel), berupa polipeptida (rangkaian 157 asam amino) dengan
berat 17 KD, terletak pada permukaan ekstra seluler (pada sitoplasma).
Sebagai sitokin pleiotropik, TNF-o. mempunyai efek menguntungkan dan
merugikan terhadap host atau pejamu. Sitokin ini mempunyai efek biologis
sebagai protein imuno modulator (memodulasi pertumbuhan dan diferensiasi
sel B dalam produksi antibodi), mengaktifkan netrofil dan makrofag,
merangsang hematopoisis, sitotoksik dan sitostatik langsung terhadap berbagai
tahap pertumbuhan sel tumor. TNF-a juga memiliki kemampuan untuk
menginduksi ekspresi sitokin-sitokin lain (IL-1, IL-6, IL-8, IFN- dan GM-
CSF) dan sebagai mediator yang mempromosikan inflamasi sehingga disebut
sitokin proinflamasi. Sitokin proinflamasi memainkan peranan fundamental

dalam pertahanan imun. Diantara sitokin proinflamasi yang paling berperan



2.6

2.7.

adalah TNF-a dan dapat dipakai sebagai indikator bahwa sel mengalami stres

oksidatif, apoptosis atau nekrosis.*>'?

Sel Imun Darah Tepi Penderita Kanker

Perubahan fungsi imun sering kali dijumpai pada penderita kanker termasuk
kanker pada kepala leher. Bahan mitogen dan sitokin akan menyebabkan
perubahan aktivitas sel imun. Penderita kanker dengan metastasis, respons imun
seluler (limfosit dan monosit) dalam sirkulasi darah menurun. Terjadi peningkatan
progresif angka rerata ratio helper / cytotoxic (T4/T8) dengan meningkatnya
stadium tumor. Rerata ratio T4/T8 yang tinggi dijumpai pada penderita dengan
kanker lanjut (stadium III dan IV) dan menunjukkan perbedaan yang signifikan
bila dibandingkan dengan orang normal. Penderita dengan ratio T4/T8 yang tinggi
menunjukkan jumlah sel limfosit T8 makin rendah, maka makin jelek hasil terapi
dan prognosisnya. Tc dapat dipakai sebagai prediksi survival. Etiologi perubahan
T8 masih belum jelas tetapi salah satu faktor penyebabnya adalah progresivitas
penyakit.''**

Penurunan fungsi imunitas sel mononuklear pada penderita kanker karena terjadi
gangguan pada mekanisme maturasi dan proliferasi oleh karena monosit
memproduksi PGE2 berlebihan, sehingga terjadi hambatan produksi IL-2 dan
ekspresi IL-2R pada sel efektor NK/CD56, dan terjadilah penurunan aktivitas sel
NK dan LAK.'"*

Polyphenols Teh Hijau (PTH)

Senyawa polyphenols dapat dijumpai pada daun teh (Camellia sinensis), sayur-
sayuran (misalnya : brokoli) dan buah (misalnya : apel), mempunyai khasiat untuk
kesehatan. Brokoli dan apel mengandung senyawa polyphenols dalam konsentrasi
rendah. Menurut penelitian epidemiologi, minum ekstrak daun teh atau
polyphenols dapat menurunkan kemungkinan terserang penyakit kanker lambung,
esofagus, usus besar, payudara dan liver. Khasiat polyphenols karena kapasitasnya

sebagai pengais radikal bebas (anti oksidan yang kuat).”



Teh mengandung beberapa macam unsur kimia yang mudah larut dalam air,
diantaranya adalah senyawa polyphenols (kira-kira 40 %) sebagai unsur terbesar
yaitu cathechins (30-42 %), theaflavins (0 %), phenolic acids and depsides (2 %),

Flavanols (2 %), other polyphenols (6 %).>*>

Tabel 2.2 Komposisi teh hijau dan teh hitam

Komponen Senyawa Teh Hijau Teh Hitam
1. Cathechins 30-42% 3-10%
2. Theaflavins 0% 2-3%
3. Phenolic acids and depsides 2% 3%
4, Flavanols 2% 1%
5. Other polyphenols 6% 23%
6. Methyl xanthines 3-6% 3-6%
7. Amino acids 6% 6%
8. Peptides / protein 6% 6%
9. Organic acids 2% 2%
10. Carbohydrate 11% 11%
11. Mineral / ash 10 - 13% 10 - 13%

Komponen no 1-5 adalah polyphenolic based compounds. Semua unsur
polyphenols mempunyai efek antioksidan namun kapasitasnya berbeda.
Mekanisme utama antioksidan dalam mencegah penyakit adalah menetralkan dan
menghancurkan radikal bebas melalui delokalisasi elektron, pemebntukan ikatan
hidrogen intra molekuler maupun penataan kembali struktur molekulnya sebab
radikal bebas akan merusak biomolekul (DNA, protein dan lipoprotein).
Catechins adalah salah satu unsur polyphenols terbesar dalam daun teh hijau,
antara 30 - 42% dari semua polyphenols. Catechins mempunyai 5 derivat utama
yaitu epicatechin (EC), epigallocatechin (EGC), epicatechin gallate (ECG), dan
epigallocatechin gallate (EGCG). Gallocatechingallate dan Catechin gallate
merupakan produk reaksi racemization dan epimerization ketika proses
pengeringan. Komposisi catechin berubah signifikan dengan pertambahan umur
daun teh ketika dipanen. Daun teh yang lebih muda memiliki kandungan catechin
yang lebih banyak. Catechin ini yang menimbulkan rasa enak. Semua derivat
tersebut mempunyai kapasitas sebagai antioksidan tetapi EGCG adalah yang

paling kuat. EGCG bentuk ester catechins paling poten sebagai antioksidan



terhadap Poly Unsaturated Fatty Acid (PUFA) sehingga disimpulkan bahwa efek

antioksi dan semua komponen catechins diwakili oleh EGCG.>*>

2.7.1.

2.7.2.

Struktur kimia EGCG
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Gambar 2.1 Struktur kimia EGCG

Catechins berperan sebagai antioksidan karena mempunyai struktur kimia
ortho-dihydroxy catechol (3,4-OH) yang terikat pada cincin B dari flavan-

3-ols dan grup hydroxypyranone serta gugus ester-galate pada cincin C.”

Efek antioksidan ditentukan oleh kemampuan polyphenols dalam
mendonorkan elektron dari struktur ortho-dihidroxy serta gugus ester-

galate.”°

Farmakokinetik-farmakodinamik PTH

Catechins sangat mudah diserap oleh mukosa saluran makanan, diekskresi
terutama melalui urine dan empedu dalam bentuk konjugat asam
glukoronik/sulfat dan dalam 24 jam sudah tidak dijumpai lagi semua
derivatnya dalam plasma darah. Farmakokinetik polyphenols menunjukkan
bahwa setelah diserap oleh usus, catechins di dalam plasma berkonjugasi
dengan glucoronide sulfate sebesar > 80%. Bentuk konjugat ini bersifat
lebih hidrofilik dan distribusinya dalam tubuh lebih terbatas daripada
bentuk catechins aslinya. Walaupun aktivitas antioksidan dalam bentuk
konjugat belum diketahui tetapi kapasitas antioksidannya masih tetap

seperti aslinya.”



Setelah mengkonsumsi ekstrak murni 1,5 mmol EGCG, EGC dan ECG,
konsentrasi masing-masing catechins berbeda didalam darah. ECG paling
lambat (4 jam) mencapai kadar puncak, EGCG mencapai kadar puncak
setelah 2,9 jam sedangkan EGC paling cepat mencapai kadar puncak
setelah 1,4 jam. Waktu paruh masing-masing jenis catechins juga berbeda,
ECG hampir 7 jam, EGCG hampir 4 jam dan EGC 1,7 jam. Disimpulkan
konsentrasi puncak catechihs didalam plasma antara 12-3 jam setelah

konsumsi catechins. >

Individu yang mengkonsumsi teh hijau berulang dapat meningkatkan
konsentrasi dan mempertahankan polyphenols jaringan tetap tinggi.
Minum teh hijau di atas 1 Liter (5 cups/hari) dapat melindungi tubuh dari
timbulnya kanker. Diperkirakan minum teh hijau 3 cups (300 ml) tiap hari,
sama dengan menkonsumsi 240-320 mg polyphenols. Dalam 100 ml teh
hijau mengandung antara 50 - 100 mg polyphenols. Mengkonsumsi satu
tablet EGCG (400 mg) dapat menaikkan konsentrasi EGCG plasma darah

sebesar 2 umol/L.>>*

Penelitian di Milan Italia menilai efek pencegahan oxidative damage oleh
EGCG pada Jurkat cells yang mendapat suplemen EGCG. Dengan
konsentrasi EGCG 15 pmol/L secara signifikan dapat meningkatkan
pertahanan sel terhadap peroksidasi lemak dan kerusakan DNA. Penelitian
ini mendukung efek catechins ekstrak teh hijau 10 umol/L dapat
mencegah kerusakan oksidatif sel limfosit. Dinyatakan bahwa derivat

catechins lainnya (EGC dan EC) dapat meningkatkan efek EGCG.”’

Sampai sekarang belum dijumpai literatur yang melaporkan efek samping
karena minum teh hijau, ekstrak teh hijau atau salah satu derivatnya seperti
EGCG. Dengan mengkonsumsi kapsul polyphenols ekstrak teh hijau 800
mg dan EGCG 800 mg selama seminggu pada orang sehat, tidak dijumpai

efek samping.*®

2.7.3. Efek biologi PTH



Sebuah penelitian membuktikan bahwa polyphenols mempunyai manfaat
yang signifikan sebagai kemopreventif kanker, anti-imunosupresi dan anti-
inflamasi. Hal ini karena kapasitas polyphenols dalam : (1) mencegah
mutagenositas dan genotoksisitas, (2) inhibisi marker biokimia inisiasi dan
promosi tumor, (3) efek pada detoksifikasi enzim, (4) menangkap bahan
metabolik aktif karsinogen (5) aktifitas antioksidan dan pengais radikal

bebas. Mekanisme molekuler efek PTH dijelaskan seperti dibawah ini :
58,59



1. PTH menginduksi apoptosis dan menghentikan siklus sel kanker

Apoptosis (kematian sel terprogram) adalah proses fisiologi untuk
mempertahankan sistem kehidupan tetap dalam keadaan homeostasis.
Penelitian in vitro menunjukkan bahwa PTH atau derivatnya EGCG,
EGC dan ECG menginduksi apoptosis dan menghentikan siklus sel.
Sebuah penelitian menunjukkan bahwa EGCG menginduksi apoptosis
dan menghentikan siklus sel pada karsinoma epidermoid sel A 431,
human karsinoma keratinosit HaCaT, human sel karsinoma prostat DU
145, dan limfoma LY-R tikus, tetapi apoptosis tidak terjadi pada sel
normal. Respons apoptosis makin besar dengan meningkatnya dosis
polyphenols atau dengan macam-macam derivatnya (EGCG, EGC dan
ECG). Perbedaan mekanisme respons apoptosis antara sel terinfeksi
virus dengan sel normal adalah polyphenols meningkatkan ekspresi
gen c-fos dan c-myc di sel yang mengalami transformasi oleh virus

sedangkan pada sel normal tidak.>**

PTH dapat mencegah pertumbuhan sel kanker dengan menghentikan
siklus sel pada fase GO/G1. Efek tersebut terjadi karena polyphenols
menghambat aktivitas beberapa enzim seperti protein kinase C,
urokinase, induksi terbentuknya H202 dan gen TNF-o dan makin
tinggi dosis polyphenols makin kuat efeknya.*

2. PTH mencegah kerusakan sel imun akibat stres oksidatif
Polyphenols merupakan antioksidan yang kuat. EGCG dilaporkan
memiliki efek antioksidan 25-100 kali dibandingkan dengan vitamin C
dan E. Efek antioksidan yang tinggi ini sangat diperlukan oleh sel-sel
yang mengalami stres oksidatif akibat paparan radikal bebas.’®*'

Telah dilakukan penelitian (invitro dan invivo) terhadap efek

antioksidan polyphenols dalam mencegah kerusakan struktur biologis

sel oleh radikal bebas maupun kemampuan polyphenols dalam
mengaktifkan metabolisme kaskade asam arakidonat. Penelitian lain

mengamati efek polyphenols pada tikus yang mengalami inflamasi.

Didapatkan bukti bahwa kaskade asam arakidonat meningkat karena



terjadi peningkatan aktifitas enzim Phospholipase A2 (PLA2) yang
akan menghidrolisis ikatan sn-2 fatty acid ester diantaranya glycero-3-
phospolipid dan akan menghasilkan asam lemak bebas. Proses
metabolisme tersebut menghasilkan grup-grup radikal bebas yang
memacu peningkatan aktivitas PLA2 untuk menstimulasi produksi
radikal bebas selanjutnya. Radikal bebas oksigen (lipid peroxide)
mengaktifkan PLA2. Antioksidan catechin mencegah radikal bebas
oksigen mengaktifkan PLA2 dan kekuatannya sebanding dengan
besarnya dosis catechin. Catechin dosis 0,5% dapat menurunkan
aktivitas PLA2 sampai tidak berbeda dengan aktivitas normal.*®

Stres oksidatif pada sel limfosit dan makrofag menyebabkan produksi
MOR meningkat sehingga menimbulkan sejumlah perubahan pada
molekul komponen seluler (produksi sitokin inflamasi meningkat),
perubahan morfologi dan ketahanan hidup sel (lesi DNA dan
peroksidasi LDL). Sel mempunyai sistem perlindungan terhadap MOR
yang terdiri dari antioksidan enzimatik dan non enzimatik, namun
kadang-kadang tidak cukup untuk mencegah efek MOR secara
sempurna. Polyphenols dapat membantu meningkatkan sistem
pertahanan antioksidan untuk mencegah efek MOR. Polyphenols
mencegah peroksidasi LDL dari fosfolipid sel membran dengan
mekanisme mengikat radikal bebas hidroksil, sehingga aktifitas PLA2
menurun, dan pemecahan LDL menjadi asam arakidonat menurun
pula. Selanjutnya PGE2 (yang dihasilkan dari jalur siklooksigenase)
serta leukotrien (yang dihasilkan dari jalur lipooksigenase) akan
menurun. PGE2 adalah hormon lokal yang menimbulkan inflamasi dan
leukotrien adalah kemotaktik sel radang. Penurunan PGE2 ini
menyebabkan produksi IFNy dan IL2 meningkat dengan akibat terjadi
peningkatan aktivitas sel NK dan makrofag dalam melakukan
fagositosis terhadap sel kanker.**%2

Pada inflamasi akut atau kronik produksi IL-1, TNF-a, IL-6 dan IL-8

meningkat. Di antara mediator tersebut, TNF-a adalah sitokin yang

memegang peran penting pada proses inflamasi. Produksi TNF-a



dikendalikan oleh aktifitas gen TNF-a di bawah kontrol NF-kB. PTH
menurunkan produksi sitokin inflamasi dengan melemahkan aktifitas
nuclear factor -kB (NF-kB), sehingga gen-gen yang memproduksi
mediator inflamasi (IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a), enzim misalnya
inducible nitric oxide syntase (iNOS) molekul adesi dan protein fase
akut menurun. Jadi PTH dapat mengikat radikal bebas yang
menstimulasi aktifitas NF-kB, dengan akibat tidak adanya faktor yang
menstimuli gen TNF-a sehingga produksi TNF-o. menurun.*’*’

Telah dilakukan penelitian tentang efek PTH terhadap produksi TNF-a
pada tikus murine. Dibuktikan bahwa PTH menyebabkan penurunan
signifikan terhadap protein TNF-a melalui penurunan ekspresi mRNA
TNF-a yang distimulir (diperantarai) LPS dengan menghambat
aktivasi NF-kb. PTH dengan dosis 0,5 gram/kgBB terbukti bisa
menurunkan serum TNF-a sebesar 80% sehingga proses inflamasi bisa
ditekan.*” Penelitian lain membuktikan bahwa PTH memiliki fungsi

. . . . . 49
sebagai terapi nutrien baru dalam proses inflamasi.

. PTH mencegah penyebaran tumor

Polyphenols selain dapat mencegah radikal bebas menimbulkan
imunosupresi, juga dapat mencegah perkembangan tumor dengan
mencegah angiogenesis. Perkembangan semua tipe tumor ditentukan
angiogenesis, penyebaran dan metastasis akan mengalami gangguan
apabila angiogenesis dirusak atau disupresi.”

Vascular endothelial growth factor (VEGF) adalah sitokin yang
berikatan dengan vascular endothelial growth factor receptors
(VEGFRs), memainkan peranan penting dalam angiogenesis tumor.
Penelitian in vitro pada hewan juga pada sel karsinoma kolon manusia
menunjukkan bahwa VEGF dapat dicegah oleh EGCG dalam
menimbulkan angiogenesis, sehingga tidak terjadi perkembangan sel
endotel kapiler. Hal ini karena fungsi VEGF yang menyebabkan
fosforilasi tirosin pada VEGFR-2 dicegah oleh polyphenols.
Pencegahan ini khusus dilakukan oleh ECG dan EGCG, karena tes



dengan catechins lain tidak berefek. Dilaporkan catechins teh hijau
merupakan penghambat yang baik sekali dalam aktivitas fosforilasi
tirosin VEGFR-2. Konsentrasi antara 0,01 - 1um dari epigallocatechin
-3 gallate, catechin-3 gallate dan epicatechin-3 gallate merupakan
inhibitor yang poten aktivitas VEGFR-2.7*%



2.8. Patofisiologi
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Penjelasan Patofisiologi :

Radioterapi (sinar pengion) bertujuan mengeradikasi sel KNF. Sinar ini dapat
mengenai sel normal. Terhadap sel imun, sinar ini bersifat imunosupresor. Sinar
pengion akan menyebabkan ionisasi H,O didalam nukleus serta sitoplasma dan
menghasilkan radikal bebas oksidatif (terutama OH’) yang sangat reaktif dan

menimbulkan beberapa efek sebagai berikut :
1. Terhadap TIL akan memacu pembentukan TNF-a.
2. Terhadap sel imun darah tepi :

a. Meningkatkan aktifasi gen NF-KB schingga produksi NF-KB meningkat,
diikuti peningkatan produksi sitokin proinflamasi IL-1, IL-6, IL-8 dan
TNF-a sehingga sel mengalami inflamasi.

b. DNA sel imun terhambat mitosisnya sehingga terjadi apoptosis dan
nekrosis.

c. Meningkatkan PLA-2 yang memacu pemecahan LDL dan metabolisme

asam arakidonat sehingga produksi PGE2 meningkat.
d. Meningkatkan produksi IL-10.
e Peningkatan IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, PGE2 dan TNF-o akan menghambat
aktifitas proliferasi limfosit ThO menjadi Th1 sehingga aktifitas makrofag dan
sel NK menurun.

e Peningkatan TNF-a secara khusus akan menyebabkan inflamasi.

e Inflamasi sel imun dan penurunan aktifitas sel makrofag serta sel NK akan
menyebabkan penurunan kapasitas fagositosis sehingga tumor akan tumbuh

progresif, residif serta meningkatkan metastasis.

e PTH sebagai anti oksidan mengais radikal bebas (terutama OH’), untuk
mencegah efek radioterapi terhadap sel imun darah tepi sehingga inflamasi

pada sel imun, penurunan aktifitas makrofag serta sel NK bisa ditekan.



2.9 Kerangka Teori
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2.10 Kerangka Konsep
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2.11 Hipotesis

2.11.1 Hipotesis mayor

PTH yang diberikan bersama dengan radioterapi pada penderita KNF
dapat mencegah peningkatan produksi TNF-a oleh sel mononuklear darah

tepi.

2.11.2 Hipotesis minor

Kadar TNF-a setelah radioterapi pada kelompok perlakuan lebih rendah
dibandingkan dengan kelompok kontrol.



BAB 3
METODE PENELITIAN

3.1 Desain Penelitian
Jenis penelitian ini adalah penelitian eksperimental dengan rancangan randomized
controlled trial (RCT) pre-post test design. Dengan rancangan ini akan dapat
diketahui perubahan yang terjadi akibat perlakuan. Untuk menjamin objektifitas,
penelitian dilakukan dengan tehnik tersamar ganda. Perubahan yang terjadi pada
kelompok perlakuan (radioterapi + PTH) akan dibandingkan dengan kelompok
kontrol (radioterapi + plasebo). Selanjutnya akan dianalisis pengaruh PTH yang
diberikan bersama radioterapi terhadap variabel yang akan diteliti.
Penelitian yang akan dilakukan adalah mengukur kapasitas PTH dalam mengikat
radikal bebas yang dihasilkan oleh radiasi dengan mengidentifikasi perbedaan

produksi TNF-a oleh sel mononuklear darah tepi.

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian

Tempat Penelitian :

1. Klinik THT FK UNDIP/RSUP Dr. Kariadi Semarang, untuk pemeriksaan dan
penjelasan-penjelasan kepada subyek penelitian.

2. Klinik Radioterapi FK UNDIP/RSUP Dr Kariadi Semarang, untuk pemberian
radioterapi.

3. Laboratorium Bioteknologi FK UNDIP/RSUP Dr Kariadi Semarang, untuk

pengambilan darah dan pemeriksaan TNF-a.

Waktu Penelitian :

Penelitian dilakukan sejak bulan Mei 2005 sampai dengan Januari 2007.



3.3 Populasi dan Sampel
3.3.1 Populasi

3.3.2

Populasi target dari penelitian ini adalah semua penderita KNF. Populasi

terjangkau adalah semua penderita KNF yang datang berobat di poliklinik

THT RSUP Dr. Kariadi Semarang. Sedangkan populasi sampel adalah

semua penderita KNF yang memenuhi kriteria inklusi dan eksklusi.

Sampel

a) Kriteria inklusi

1.
2.
3.

KNF,T1-T4 tanpa ada metastasis jauh.

Pada foto thorax dan USG abdomen tidak ditemukan metastasis.
Jenis histopatologi (PA) adalah karsinoma nasofaring WHO tipe 2
dan WHO tipe 3, sebab tipe ini paling sering ditemukan (sekitar
82%) dan mempunyai kepekaan terhadap radiasi yang relatif sama.
Umur 15 - 60 tahun, sebab angka kejadian KNF terbanyak (80%)
adalah pada kelompok tersebut dan sistem imun sudah melewati
masa perkembangan sehingga relatif stabil.

Kadar HB > 10 gr%, jumlah lekosit 4-11 ribu/mmk, kadar albumin
serum dalam batas normal (di atas 3,5 gr%) dengan metode

elektroforesis.
Skala Karnofsky > 60%

Bersedia ikut dalam penelitian sampai selesai dengan menanda

tangani informed consent.

b) Kriteria eksklusi

1.

Pernah mendapat terapi radiasi, atau sedang mendapat terapi yang
dapat mempengaruhi fungsi imunitas seluler, misalnya hormon,

sitostatika dan kortikosteroid.



2. Menderita penyakit yang dapat mempengaruhi respons ketahanan
tubuh misalnya : kelainan sistem imun, infark jantung dan otak,
TBC paru, DM, sepsis dan infeksi atau kelainan berat yang lain.

3. Mendapatkan transfusi darah satu bulan sebelum dan selama

radioterapi.

c) Besar sampel
Besar sampel untuk uji klinis 2 kelompok independen (tidak

berpasangan) pada data numerik adalah

2
=2 [(ZOHZB)S}
(Xl -X 2)
Keterangan:
n . besar sampel
a :  Tingkat kemaknaan = 0,05
Zo : 1,960
7B 00,842
S : Simpang baku respons terapi terhadap kedua kelompok

X;-X, : Clinical judgment (beda respons terapi)
Berdasarkan studi pendahuluan :
Simpang baku (S) 537,97, perbedaan kadar TNF-a sebesar 500 pg/mL
dianggap berarti, maka dengan o = 0,05 dan power = 80% didapat
Za=1,960, Zp =0,842, X1-X2 =500.
Didapatkan jumlah sampel satu kelompok (n) sebesar 18. Dengan
perhitungan drop out 10%, maka jumlah sampel masing-masing

kelompok sebesar 20.



d) Teknik pengambilan sampel
Penderita KNF yang memenuhi kriteria penelitian akan diikutkan
sebagai sampel. Selanjutnya akan dibagi secara randomisasi menjadi

kelompok kontrol dan kelompok perlakuan.

3.4 Variabel Penelitian
3.4.1 Klasifikasi variabel
a) Variabel bebas : PTH
b) Variabel tergantung : kadar TNF-a yang diproduksi sel
mononuklear darah tepi
¢) Variabel pengganggu : umur, jenis kelamin, keadaan umum, kadar
Hb, asupan antioksidan yang lain, dan

stadium tumor.

3.4.2 Definisi operasional variabel
a. PTH yang dipakai adalah kapsul "Decaffeinated" MEGA GREEN
TEA EXTRACT 95%. Polyphenols green tea suplement, di produksi

oleh Life Extension Foundation Bayers Club Inc. Ft Launderdalw,

Florida

Isi tiap kapsul :
» QGreen tea decaffeinated extract 1725 mg
» Epigallocatechin gallate : 246,5 mg
»  Others polyphenols 1 427,75 mg

» Waters and gelatins
b. Kadar TNF-a adalah kadar TNF-o yang diproduksi secara langsung
oleh sel mononuklear darah tepi, diukur dengan cara ELISA (TNF-a
ELISA kit dari ANOGEN, Canada) dengan satuan pg/mL.



3.5

3.6

Bahan Penelitian

Bahan yang akan diteliti diambil dari vena Mediana Cubiti sebanyak 5 ml pada

saat sebelum minum PTH atau plasebo (sebelum mulai radioterapi) dan pada hari

terakhir pasca radioterapi.

Bahan diambil dari vena Mediana Cubiti dengan pertimbangan :

1. Sel mononuklear darah tepi yang menerima paparan radioterapi mengalami
penurunan aktivitas imunologis tetapi masih dapat kembali normal.

2. PTH mudah sekali diabsorbsi oleh mukosa usus.

3. Pemberian PTH dalam 1,5 — 3 jam sudah bisa mencapai kadar tinggi PTH
dalam darah, dengan waktu paruh antara 3 — 5 jam kemudian menurun terus
dan dalam 24 jam sudah hilang dari tubuh.

4. PTH dalam waktu 1 jam sudah menimbulkan efek pada sel limfosit dan

monosit.

Instrumen Penelitian

Penelitian ini membutuhkan reagen dan peralatan sebagai berikut :

1. Alat untuk mengambil sampel jaringan
Lampu kepala, kaca faring, spekulum hidung, pinset bayonet, pembuka mulut
(mouth gag), kateter nelaton, spatula, forcep Blakesey, xylocaine spray 10%,
alkohol 70%, larutan efedrin 2%, formalin buffer 10% dan botol kecil untuk
tempat jaringan biopsi.

2. Alat untuk mengambil sampel darah
Semprit yang diisi heparin 50 unit/ml.

3. CO; inkubator, 37,5% CO, kelembaban 100%, dengan panci gelas untuk air

dengan 0,1% SDS atau deterjen lain pada bagian dasar untuk meminimalkan

kontaminasi.

Pipet ukuran 10 — 100 cc dan 100 — 1000 cc.

Laminar flow hood atau clean work bench.

Freezer — 7°C

LPS (E.Coli 026 : b6) : Sigma, catalog number L 2654

NSk
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Medium (RPMI 1640 medium)

Pen / Strep / L-glutamine solution

TNF-a ELISA Kit, dibeli dari ANOGEN, 2355 Derry Road East, Unit 23
Mississauga, Ontario, Canada L5S 1V6

3.7 Cara Kerja

Untuk memperoleh data yang diperlukan, setiap penderita KNF yang menjadi

sampel akan menjalani pemeriksaan :

1.

Pemeriksaan rutin THT-Kepala Leher, pemeriksaan nasofaring dengan
nasofaringoskopi + biopsi

Pasien yang masuk dalam kriteria inklusi menandatangani informed consent,
dan di data sesuai form penelitian.

Pemeriksaan darah : Hb, lekosit, eritrosit, trombosit, hitung jenis, albumin,
dan TNF-a dilakukan sebelum radiasi.

Pemeriksaan CT scan nasofaring dengan atau tanpa kontras untuk menentukan
lokasi dan luas tumor (keperluan perhitungan dosis radiasi), X-foto thorax dan
USG abdomen untuk menilai metastasis.

Konsul ke bagian mata, gigi dan neurologi untuk memastikan ada / tidaknya
kelainan di bagian tersebut yang bisa berpengaruh terhadap radioterapi.
Penderita dikirim ke bagian radioterapi untuk mendapat terapi radiasi.

Pasien yang memenuhi kriteria inklusi dilakukan randomisasi untuk
menentukan masuk dalam kelompok perlakuan atau kontrol.

Setiap penderita diambil 5 cc darahnya dengan semprit steril untuk
pemeriksaan jumlah leukosit, hitung jenis dan TNF-a.

Kelompok perlakuan mendapat kapsul PTH tiap pagi dan sore. Dosis pagi
sebanyak 4 tablet diminum 1,5 — 3 jam sebelum radioterapi dan sebelum
makan. Dosis sore sebanyak 4 tablet diminum 10 jam setelah radioterapi dan
sebelum makan. Kapsul PTH diberikan setiap hari sebelum radiasi (sejak hari
pertama sampai hari terakhir radiasi). Dosis total EGCG setiap hari adalah
1972 mg.
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11.

12.

13.

14.

15.

Kelompok kontrol mendapat 4 kapsul plasebo (sakarum laktis) pagi dan sore,
dengan cara dan prosedur yang sama seperti pada kelompok perlakuan.

Setiap minggu (setelah 5 kali radiasi), dilakukan pemeriksaan Hb, lekosit,
eritrosit, trombosit dan albumin (protap bagian Radioterapi).

Mengevaluasi efek samping radioterapi. Penderita dievaluasi di klinik minimal
1 kali dalam seminggu, atau setiap saat apabila ada keluhan hebat atau gejala
yang mengganggu. Penderita dan keluarganya diberi penjelasan supaya tidak
memberi vitamin atau makanan yang bisa mempengaruhi efek polyphenols
misalnya : vitamin A, C, E atau minuman yang mengandung polyphenols
seperti teh hijau, teh hitam dan lainnya.

Setelah radiasi 6600 cGy, dilakukan pemeriksaan Hb, lekosit, eritrosit,
trombosit, hitung jenis, albumin dan TNF-a.

Perhitungan jumlah sel leukosit, limfosit dan monosit dilakukan secara
autoanalyzer menggunakan alat Coulter HMX hematology analyzer dan
albumin menggunakan alat Dimension RXL di laboratorium Patologi Klinik
RS. dr Kariadi Semarang.

Setelah jumlah sampel terkumpul, dilakukan pemeriksaan kadar TNF-a
dengan metode ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). Pemeriksaan
dilakukan di laboratorium Bioteknologi FK UNDIP Semarang (lampiran 3)

3.8 Sampel yang tidak diikutkan dalam analisis :

1.
2.

Keadaan umum yang makin buruk (skala Karnofsky < 60).

Didapatkan komplikasi berat akibat radioterapi. Tidak menjalani radioterapi
sesuai dengan jadwal (5 kali tidak datang berturut-turut atau 7 kali secara tidak
berurutan) atau dosis radiasi total kurang dari 6000 cGy.

Tidak patuh minum PTH sampai 7 hari berturut-turut.



3.9 Alur Penelitian
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3.10 Uji Hipotesis
Uji hipotesis yang dilakukan untuk membuktikan bahwa kadar TNF-a sesudah
radioterapi pada kelompok perlakuan lebih rendah dibandingkan dengan
kelompok kontrol adalah :
1. Uji beda masing-masing kelompok
a. Uji beda antara sebelum dan sesudah radioterapi pada kelompok perlakuan
dengan uji Wilcoxon signed rank test dan uji-t (berpasangan).

b. Uji beda antara sebelum dan sesudah radioterapi pada kelompok kontrol

dengan uji Wilcoxon signed rank test dan uji-t (berpasangan).

2. Uji beda antar kelompok

a. Uji beda rerata komponen imun (limfosit, monosit, TNF-a) antara
kelompok perlakuan dan kelompok kontrol sesudah radioterapi dengan uji-
t (tidak berpasangan) dan uji Mann Whitney U test.

b. Uji Mann Whitney U test untuk melihat perbedaan selisih rerata jumlah
limfosit, monosit dan kadar TNF-a antara kelompok perlakuan dan
kelompok kontrol.

c. Penghitungan perbedaan persentase penurunan jumlah limfosit, monosit

dan kadar TNF-a antara kelompok perlakuan dan kelompok kontrol.
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BAB 4
HASIL PENELITIAN

Selama penelitian didapatkan 68 penderita KNF terdiri dari 9 penderita (13,2%)
WHO tipe 1, 30 penderita (44,1%) WHO tipe 2 dan 29 penderita (42,6%) WHO
tipe 3, tetapi yang memenuhi kriteria penelitian hanya 50 penderita (73,5%). Dari
50 penderita KNF (WHO tipe 2 dan WHO tipe 3) dibagi secara randomisasi blok
menjadi kelompok radioterapi + plasebo (kelompok kontrol) dan kelompok
radioterapi + PTH (kelompok perlakuan). Tidak semua penderita dapat mengikuti
penelitian sampai selesai karena sebagian dari mereka dikeluarkan (drop-out). 2
penderita (4,7%) dari kelompok kontrol dikeluarkan karena tidak mau datang. 2
penderita dari kelompok perlakuan dikeluarkan karena 1 penderita tidak mau
minum obat dan 1 penderita lainnya tidak pernah datang. Dengan demikian
penderita KNF yang dapat mengikuti penelitian sampai selesai pada kelompok
kontrol dan kelompok perlakuan masing-masing sebanyak 23 penderita. Tidak

semua penderita dapat diperiksa kadar TNF-a nya. Dari 46 penderita, hanya 20

penderita dari masing-masing kelompok yang dapat diperiksa TNF-a nya.

Distribusi Frekuensi Penderita
4.1.1 Distribusi kelompok umur dan jenis kelamin (karakteristik pen-

derita)

Dari 40 penderita, didapatkan rerata umur adalah 40,8 tahun dengan
simpangbaku 13,49. Usia termuda 15 tahun dan tertua 60 tahun. Bila
dikelompokkan menjadi beberapa golongan umur, maka proporsi terbesar
adalah pada kelompok umur 50-60 tahun (32,5%) dan terkecil adalah pada
kelompok umur 10-19 tahun (7,5%), (tabel 4.1).

Tabel 4.1 Distribusi penderita menurut kelompok umur



Kelompok Umur (th) N %
10-19 3 7,5
20-29 6 15,0
30-39 6 15,0
40 — 49 12 30,0
50 - 60 13 32,5

Distribusi penderita menurut jenis kelamin adalah laki-laki sebanyak 27
orang (67,5%) dan wanita 13 orang (32,5%). Perbandingan laki-laki dan

wanita adalah 2,1 : 1.

4.1.2 Distribusi kadar hemoglobin, skor Karnofsky, jenis histopatologi dan

stadium tumor

Rerata (SB) kadar Hb penderita adalah 12,90 (1,369) gr%, kadar minimum
10,3 g% dan kadar maksimum 16,0 g%. Skor Karnofsky didapatkan rerata
86,2 (5,86) %, nilai minimum 70%, maksimum 90%.

Hasil pemeriksaan histopatologi menunjukkan bahwa sebagian besar
WHO tipe 2 sebanyak 26 penderita (65,0%), dan WHO tipe 3 sebanyak 14
penderita (35,0%). Menurut stadium, sebagian besar adalah stadium 4
sebanyak 24 penderita (60,0%), stadium 3 sebanyak 14 penderita (35,0%)
dan stadium 2 sebanyak 2 penderita (5,0%).

4.2 Uji Beda Masing-Masing Kelompok

Berdasarkan hasil uji normalitas data variabel didapatkan bahwa jumlah limfosit
dan kadar TNF-a berdistribusi tidak normal sedangkan jumlah monosit

berdistribusi normal.



Uji beda antara sebelum dan sesudah radioterapi pada kelompok

perlakuan

Uji hipotesis menunjukkan bahwa pada kelompok perlakuan, rerata jumlah
limfosit dan monosit sebelum dan sesudah radioterapi adalah berbeda
bermakna (p =0,0001). Limfosit dan monosit sebelum radioterapi lebih
tinggi dibandingkan sesudah radioterapi. Kadar TNF-a sebelum
radioterapi lebih besar dibandingkan sesudah radioterapi, namun
perbedaan rerata kadar TNF-a sebelum dan sesudah radioterapi tidak

bermakna (p = 0,9360). (tabel 4.2).

Tabel 4.2 Perbedaan rerata jumlah limfosit, monosit, dan kadar
TNF-a antara sebelum dan sesudah radioterapi pada
kelompok perlakuan

Rerata (SB)

Variabel p
Sebelum radioterapi  Sesudah radioterapi
Limfosit (sel/ml) 1.016,7 (862,73) 652,3 (374,92)  0,0001 "
Monosit (sel/ml) 667,2  (342,98) 529,0 (338,95)  0,0001 2
TNF-a  (pg/mL) 2.018,9 (2.064,00) 1.461,8 (832,25) 09360 "

Keterangan: " Uji Wilcoxon Signed Ranks Test 2 Uji-t (berpasangan)

Uji beda antara sebelum dan sesudah radioterapi pada kelompok

kontrol

Uji hipotesis pada kelompok kontrol menunjukkan bahwa perbedaan rerata
jumlah limfosit dan monosit sebelum dan sesudah radioterapi adalah
bermakna (p = 0,0001), sedangkan perbedaan rerata kadar TNF-a, sebelum
dan sesudah radioterapi tidak bermakna (p = 0,7780). Jumlah limfosit,
monosit dan TNF-a sebelum radioterapi lebih tinggi dibandingkan

sesudah radioterapi. (tabel 4.3).



Tabel 4.3 Perbedaan rerata jumlah limfosit, monosit, dan kadar
TNF-a antara sebelum dan sesudah radioterapi pada
kelompok kontrol

Rerata (SB)
Variabel p

Sebelum Radioterapi  Sesudah Radioterapi

Limfosit (sel/ml)  1.088,7  (801,66) 4083  (147,55) 0,0001 "
Monosit (sel/ml) 668.8  (295,39) 421,0  (145,01) 0,0001 2

TNF-o  (pg/mL) 1.912,7 (2.106,63) 1.764,6 (1.897,65) 0,7780 PV

Keterangan: " Uji Wilcoxon Signed Ranks Test ?) Uji-t (berpasangan)



4.3 Uji Beda Antar Kelompok

4.3.1 Uji beda rerata komponen imun antara kelompok perlakuan dan

kelompok kontrol sesudah radioterapi

Uji hipotesis membuktikan ada perbedaan bermakna rerata limfosit antara
kedua kelompok (p = 0,023), limfosit pada kelompok perlakuan lebih
tinggi daripada kelompok kontrol. Rerata monosit tidak berbeda bermakna
(p = 0,202), tetapi monosit pada kelompok perlakuan lebih tinggi daripada
kelompok kontrol. TNF-a pada kelompok perlakuan Iebih rendah daripada
kelompok kontrol, tetapi tidak berbeda bermakna (p = 0,640) (tabel 4.4).

Tabel 4.4 Hasil uji beda rerata jumlah limfosit, monosit, dan
kadar TNF-a sesudah radioterapi antara kelompok
perlakuan dengan kelompok kontrol

Kelompok Perlakuan  Kelompok Kontrol

Variabel (n=20) (n=20) p
Rerata (SB) Rerata (SB)
Limfosit 652,3 (374.91) 4083 (147,54) 0,023 ?
Monosit 529,0  (338,95) 421,0 (145,01) 0,202 "
TNF-a 1.461,8 (832,25) 1.764.,6 (1.897,65) 0,640 ?

Keterangan: " Uji-t (tidak berpasangan) % Uji Mann-Whitney



4.3.2 Perbedaan selisih rerata jumlah limfosit, monosit dan kadar TNF-a

antara kelompok perlakuan dan kelompok kontrol

Hasil Uji Mann-Whitney membuktikan bahwa perbedaan rerata perubahan
(selisih sebelum dan sesudah radioterapi) terhadap jumlah limfosit,
monosit dan kadar TNF-a antara kedua kelompok adalah tidak bermakna

(semua p > 0,05).

Angka absolut membuktikan bahwa selisih jumlah limfosit dan monosit
pada kelompok perlakuan lebih sedikit, sedangkan selisih TNF-ca. lebih
banyak dibandingkan pada kelompok kontrol (tabel 4.5).

Tabel 4.5 Perbedaan rerata perubahan (selisih) jumlah limfosit,
monosit, dan kadar TNF-a antara kelompok perlakuan
dan kelompok kontrol

Rerata (SB)

Variabel Kel. Perlakuan Kel. Kontrol p
(n=20) (n=20)
Selisih Limfosit 3644 (634,65) 680,4  (82891) 0,056
Selisih Monosit 138,2 (99,73) 2478  (209,87) 0,001 Y
Selisih TNF-a 557,1 (2.306,47) 148,1 (1.861,26) 0,968 Y

Keterangan: " Uji Mann-Whitney



Gambar diagram bar menunjukkan bahwa selisih limfosit dan monosit
pada kelompok perlakuan lebih kecil dibandingkan dengan kelompok
kontrol, sedangkan selisih TNF-a pada kelompok perlakuan lebih besar
daripada kelompok kontrol (Gambar 4.1).
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Gambar 4.1  Diagram bar perbedaan selisih jumlah limfosit,
monosit, dan kadar TNF-a antara kelompok
perlakuan dengan kelompok kontrol



4.3.3 Perbedaan persentase penurunan jumlah limfosit, monosit dan kadar

TNF-o antara kelompok perlakuan dan kelompok kontrol

Tabel 4.6 membuktikan bahwa persentase penurunan jumlah limfosit dan
monosit pada kelompok perlakuan lebih kecil dibandingkan kelompok
kontrol, sedangkan persentase penurunan kadar TNF-a pada kelompok

perlakuan lebih besar dibandingkan kelompok kontrol.

Tabel 4.6 Perbedaan Persentase Penurunan Jumlah Limfosit,
Monosit, dan kadar TNF-o antara Kelompok Perlakuan
dan Kelompok Kontrol

Variabel Kelompok Perlakuan  Kelompok Kontrol

Persentase Penurunan 35.8 % 62,5 %
Jumlah Limfosit

Persentase Penurunan 20,7 % 37,1 %
Jumlah Monosit

Persentase Penurunan 27.6 % 7.8 %
kadar TNF-a
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BAB 5
PEMBAHASAN

Metode Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk mengungkapkan pengaruh PTH dalam mencegah
penurunan vitalitas sel mononuklear darah tepi akibat radioterapi pada penderita KNF.
Untuk mencapai tujuan tersebut dilakukan penelitian eksperimental. Intervensi berupa
pemberian kapsul PTH. Penelitian eksperimental menggunakan obat dengan obyek
manusia yang dikerjakan di klinik dapat digolongkan sebagai clinical trial (uji klinis).
Pemilihan rancangan randomized pre-post test control group design mempunyai
konsekuensi derajat kesulitan yang lebih tinggi dibandingkan dengan rancangan
jenis lainnya, terutama aspek etika dan feasibilitas penelitian. Namun rancangan
ini sangat baik untuk melihat efek perlakuan karena mempunyai kapasitas tinggi dalam

memperlihatkan hubungan sebab akibat.

Populasi terjangkau pada penelitian ini adalah semua penderita KNF yang berobat di
poliklinik THT-KL RSUP Dr. Kariadi Semarang dan populasi untuk penerapan hasil
penelitian adalah semua penderita KNF.

Randomisasi telah dilakukan dengan tujuan untuk membuat 2 kelompok menjadi
seimbang baik dalam jumlah maupun karakteristik penderita sehingga faktor-faktor yang
dapat mempengaruhi hasil atau mengganggu proses penghitungan dan analisis data bisa
dikendalikan. Pada penelitian ini dipilih teknik randomisasi blok dengan tujuan agar
jumlah sampel pada tiap kelompok dalam suatu waktu selalu dalam keadaan sebanding
atau hampir sama. Berdasarkan uji Chi square, Mann whitney dan uji-t tidak berpasangan
terbukti bahwa tidak ada perbedaan karakteristik penderita maupun parameter imunologi
diantara 2 kelompok pada awal penelitian (p untuk semua variabel > 0,05), sehingga
disimpulkan bahwa sampel pada dua kelompok memang berasal dari populasi yang

memiliki kondisi sama (homogen).

Uji normalitas data terhadap variabel-variabel penelitian dilakukan untuk
menentukan jenis uji statistik yang akan dipakai dalam analisis hasil. Uji statistik

pada masing-masing kelompok memakai uji-t berpasangan jika distribusi data
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normal sedangkan uji Wilcoxon sign rank test jika distribusi data tidak normal
(salah satu atau kedua variabel). Uji statistik antara kedua kelompok memakai uji-
t tidak berpasangan jika distribusi data normal, sedang uji Mann whitney jika
distribusi data tidak normal.

Hitung limfosit dan monosit dilakukan secara autoanalyzer menggunakan alat
Coulter HMX hematology analyzer sedangkan albumin menggunakan alat
Dimension RXL di laboratorium patologi klinik RS Dr. Kariadi-Semarang.
Dengan tehnik pemeriksaan ini didapat hasil yang obyektif karena darah dianalisa
dengan sistem komputer. Darah yang diambil untuk pemeriksaan TNF-a dilakukan
dengan tehnik venipuncture, plasma dipisahkan dari sel darah secepat mungkin.
Kemudian sel darah dimasukkan inkubator. Setelah jumlah sampel terkumpul,
dilakukan pemeriksaan kadar TNF-a dengan metoda enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA). Pemeriksaan dilakukan di Laboratorium Bioteknologi Fakultas
Kedokteran Universitas Diponegoro Semarang menggunakan ELISA kit dari
Anogen dengan catalogue number EL 10024. Pemeriksaan dengan tehnik ELISA
ini merupakan pemeriksaan standart dan banyak dilakukan untuk mengukur kadar

sitokin.

Analisis Univariat terhadap Distribusi Frekuensi Penderita

5.2.1 Berdasarkan umur

Distribusi umur pada penelitian ini berkisar antara 15 sampai 60 tahun
dengan frekuensi tersering ditemukan terutama pada usia 50-60 tahun
sebanyak 13 penderita (32,5%) (tabel 4.1), dengan rerata umur 40,8 tahun.
Hasil ini hampir sama dengan penelitian di Surabaya, Jakarta, Taiwan dan
Alaska. Hal ini menunjukkan bahwa etiologi KNF adalah multi faktor.
Paparan zat-zat karsinogenik dan infeksi virus Epstein-Barr dapat
menyebabkan akumulasi kelainan beberapa gen yang berinteraksi satu
dengan lainnya sehingga mengakibatkan terjadinya transformasi ke arah sel

kanker. Proses ini membutuhkan waktu berpuluh tahun antara paparan



5.2.2

5.2.3

pertama terhadap bahan karsinogenik dengan timbulnya sel kanker dan

frekuensi terbanyak mengenai kelompok usia 40-60 tahun."

Penelitian di Surabaya didapatkan 623 penderita KNF, penderita dengan
rentang usia tersering 41-50 tahun sebanyak 26,0%.%° Penelitian di Jakarta
terhadap 659 penderita KNF, rentang usia tersering terjadi pada kelompok
40-49 tahun sebanyak 176 penderita (25,92%) dan nomor 2 tersering pada
kelompok 50-59 tahun sebesar 145 penderita (22,00%).°* Penelitian di
Taiwan didapatkan 497 penderita KNF dengan rentang usia 17 sampai 77
tahun dan rerata 45,7 tahun.® Penelitian di Alaska didapatkan 31 penderita
KNF dengan rentang usia 32 sampai 80 tahun, yang tersering pada kelompok
usia 45-54 tahun dengan rerata 54 tahun untuk laki-laki dan 56 tahun untuk

wanita.”

Berdasarkan jenis kelamin

Penderita laki-laki pada penelitian ini adalah 27 penderita (67,5%)
sedangkan wanita 13 penderita (32,5%). Rasio laki-laki-wanita 2,1:1.
Penelitian di Surabaya ditemukan 623 penderita KNF terdiri dari 433
penderita laki-laki (69,5%) dan 190 penderita wanita (30,5%) dengan rasio
2,26:1.%° Penelitian di Jakarta didapatkan 181 penderita penderita KNF terdiri
dari 152 penderita laki-laki (64,2%) dan 29 penderita wanita (35,8%)
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dengan rasio laki-laki : wanita adalah 1,79:1.”" Penelitian di Taiwan

didapatkan 494 penderita KNF terdiri dari 367 penderita laki-laki (74,3%)
dan 127 penderita wanita (25,7%), rasio laki-laki : wanita adalah 2,9:1 5
Penelitian di Alaska didapatkan 31 penderita KNF terdiri dari 25 penderita

laki-laki (80,6%) dan 6 penderita wanita (19,4%), dengan rasio 4,1:1.%

Hasil penelitian ini tidak jauh berbeda dengan penelitian di Jakarta,
Surabaya, Taiwan dan Alaska. Disimpulkan bahwa penderita KNF lebih
banyak pada laki-laki karena mereka pada umumnya bekerja diluar dan

berada pada lingkungan kerja yang potensial terpapar bahan karsinogenik."*

Berdasarkan jenis histopatologi
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Pada pemeriksaan histopatologi, penelitian ini menunjukkan KNF WHO
tipe 2 sebanyak 26 penderita (65,0%) dan WHO tipe 3 sebanyak 14
penderita (35,0%). Hasil penelitian ini berbeda dengan penelitian di
Surabaya dan Jakarta. Baik di Surabaya dan Jakarta tipe KNF yang sering
dijumpai adalah WHO tipe 3. Hasil penelitian sebelumnya di Semarang
ditemukan bahwa WHO tipe 3 sebanyak 202 penderita (43,78%) dari 462
penderita KNF, WHO tipe 2 sebesar 124 penderita (26,84%) dan WHO
tipe 1 sebesar 136 penderita (29,48%).

Penelitian di Surabaya ditemukan angka terbanyak pada jenis WHO tipe 3
sebesar 101 penderita (78,2%).%° Penelitian di Jakarta terhadap 559
penderita KNF ditemukan WHO tipe 3 sebesar 501 (89,63%), WHO tipe 2
sebanyak 14 penderita (2,50%) dan WHO tipe 3 sebesar 44 penderita
(7,87%)."* Persentase KNF di kota-kota Indonesia yang bervariasi ini
menunjukkan bahwa tipe histopatologi dapat dipengaruhi oleh lingkungan

dan kebiasaan / budaya. '°

Berdasarkan stadium tumor

Pada penelitian ini ditemukan stadium II sebesar 2 penderita (5%), stadium
III sebesar 14 penderita (35%) dan stadium IV sebesar 24 penderita (60%).
Penelitian di Bandung terhadap 623 penderita KNF, sebagian besar datang
sudah pada stadium lanjut yaitu stadium III sebesar 63 penderita (20,7%) dan
stadium IV sebesar 238 penderita (78%). Penderita yang datang pada stadium
dini terdiri dari stadium I hanya 1 penderita (0,3%), stadium II sebanyak 2
penderita (0,7%). Penelitian di Jakarta didapatkan 81 penderita KNF terdiri
dari stadium II sebesar 2,47%, stadium III sebesar 17,28% dan stadium IV
80,25%."

Disimpulkan penderita yang datang berobat sebagian besar pada stadium
lanjut, dengan tumor sudah meluas ke jaringan sekitar atau ke kelenjar limfe
leher. Hal ini disebabkan karena kurangnya pengetahuan masyarakat
terhadap penyakit ini terutama mengenai gejala dini (pada stadium awal

tidak ada keluhan yang berarti), keadaan sosial ekonomi yang rendah.’



5.3 Analisis Bivariat terhadap Komponen Imun

5.3.1 Perubahan respons imun sesudah radioterapi pada kelompok kontrol

Jumlah limfosit, monosit dan TNF-a sesudah radioterapi pada kelompok
kontrol lebih rendah dibandingkan sebelum radioterapi. (tabel 4.3).
Radioterapi mempunyai efek imunosupresor sebab radiasi pengion
menyebabkan sindrom hemopoetik yang ditandai penurunan jumlah dan
kualitas sel darah tepi terutama limfosit. Sinar pengion yang dihasilkan
radioterapi menyebabkan pemecahan kovalen antara hydrogen dan
oksigen. Radikal bebas OH  mengoksidasi DNA sehingga rantai DNA
pecah dan menyebabkan kerusakan kromosom sehingga terjadi perubahan
metabolisme dan efek biologi sel pada tingkat mitosis (kerusakan struktur

sel yang memicu apoptosis sel imun).®

Reaktifitas radikal bebas sangat tinggi dengan waktu paruh sangat pendek
(10  detik) sehingga dengan cepat merusak molekul didekatnya. Sebuah
molekul OH™ dapat merusak ratusan rantai PUFA menjadi lipid
hidroperoksida yang akan berubah menjadi aldehid. Aldehid akan
berikatan denga protein, menghancurkan integritas membran sel, merusak
aktifitas transport protein, membuat kolaps ion gradien dan akhirnya
memicu kematian sel. Sebuah penelitian membuktikan adanya hubungan
negatif antara dosis dan lamanya radiasi dengan imunitas seluler penderita
KNF. Semakin besar dosis dan semakin lama paparan radiasi akan

semakin menurunkan sistem imun seluler. ®

Sebuah penelitian melaporkan bahwa sekitar 75% penderita KNF
mengalami penurunan CMI setelah radioterapi sebab radioterapi pada
KNF meliputi daerah yang cukup luas sehingga dapat mengenai sel efektor
imunologis, baik yang beredar di sirkulasi (sistemik), jaringan limfoid
mukosa hidung dan nasofaring serta tenggorok (ring of waldeyer’s).**
Sebuah penelitian membuktikan bahwa setelah radioterapi terjadi

penurunan jumlah total limfosit sebesar 50-60% dibandingkan dengan

sebelum radioterapi. Penurunan sel-sel darah tepi ini karena terhambatnya



produksi sel darah dalam sistem hemopoetik (hambatan mitosis pada sel
induk).® Sel limfosit yang terpapar sinar pengion akan mengalami aberasi
pada kromosomnya sehingga terjadi perubahan metabolisme dan efek
biologis sel pada tingkat mitosis. Aberasi kromoson dapat terjadi pada sel
induk sumsum tulang maupun sel limfosit matur pada nodus limfatikus dan
pembuluh darah tepi. Sel-sel prekursor di sumsum tulang lebih
radiosensitif dibandingkan sel limfosit matur. Aberasi kromosom ini
menyebabkan penurunan jumlah limfosit, walaupun limfosit mempunyai
kemampuan untuk memperbaiki kerusakan melalui reparasi DNA. Apabila
sistem ini gagal maka akan terjadi penurunan imunitas seluler dalam
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melawan kanker.

Efek radiasi pada dosis 200 cGy yang diberikan 5 kali dalam seminggu
pada daerah nasofaring akan menurunkan jumlah dan indeks transformasi
limfosit dimana hitung limfosit terendah terjadi 4 minggu setelah
penyinaran. 2 minggu setelah penyinaran, indeks transformasi dan hitung

limfosit akan mulai meningkat.8

Monosit juga merupakan sel yang radiosensitif tetapi radiosensitifitasnya
lebih rendah dibandingkan dengan limfosit. Pada dosis radioterapi yang

sama, monosit turun lebih lambat tetapi reparasi lebih cepat dibandingkan
dengan limfosit. Reparasi limfosit terjadi 20 — 30 hari sedangkan monosit

6 hari setelah radioterapi.”

Radikal bebas (terutama OH") yang dihasilkan radioterapi merusak
struktur vital sel melalui mekanisme; a. peningkatan konsentrasi enzim
PLA2. Aktivitas PLA2 akan membentuk PGE2 dari asam arakidonat sel
kanker maupun sel makrofag. PGE2 akan menghambat aktivitas dan
proliferasi limfosit T dan sitotoksik sel NK, b. terjadi peningkatan IL-10 dan
penurunan IL-12 oleh sel makrofag. c. aktivasi gen NF-kB yang akan
menyebabkan pelepasan IL-1, IL-8 dan TNF-o..**® Kadar TNF-a dalam
sirkulasi darah segera meningkat setelah dirangsang oleh radiasi pengion.

Kadar TNF-a yang tinggi dipakai sebagai indikator bahwa sel mengalami



5.3.2

stres oksidatif.” Studi in vitro dan in vivo menunjukkan bahwa IL-1, IL-6
dan TNF-a meningkat akibat paparan radiasi. TNF-a naik signifikan

setelah 10 — 15 kali paparan radiasi.””

Pada kelompok kontrol kadar TNF-a sesudah radioterapi lebih rendah
dibandingkan sebelum radioterapi, sehingga disimpulkan bahwa efek

radioterapi terhadap TNF-a pada kelompok ini belum terlihat jelas.

Kemampuan sel mononuklear dalam memproduksi TNF-o berbeda antara
individu satu dengan lainnya sebab adanya pengaruh faktor intrinsik, tipe
dan umur sel, jenis kelamin dan keadaan psikis. Pasien kanker pada
umumnya mengalami rasa takut dan cemas yang cukup besar, sehingga
merangsang SSP mengirim sinyal imunoregulator kepada sistem imun dan
mempengaruhi penglepasan ACTH dari hipofise yang menyebabkan
terlepasnya glukokortikoid yang bersifat imunosupresif. Kondisi depresi
dan tekanan batin akan menghambat pelepasan endorphin oleh sel otak

sehingga menyebabkan penurunan sistem imun.”

Pada penelitian ini faktor jenis kelamin sudah terbagi rata antara kedua
kelompok. Faktor intrinsik sel, tipe dan umur sel serta kondisi psikis
pasien selama menjalani radioterapi merupakan faktor yang tidak bisa

dikendalikan.

Perubahan respons imun sesudah radioterapi pada kelompok

perlakuan

Hitung limfosit, monosit dan TNF-a sesudah radioterapi pada kelompok

perlakuan lebih rendah dibandingkan dengan sebelum radioterapi (tabel 4.2).

Radioterapi pada KNF menghasilkan radikal bebas yang banyak. Tubuh
memiliki mekanisme pertahanan melalui scavenger internal terhadap radikal
bebas, misalnya : superoxide dismutase (SOD), ion Cu®", glutation
peroksidase, katalase dan sitokrom C, tetapi jika jumlah radikal bebas
berlebihan dan terjadi gangguan keseimbangan antara oksidan dan

antioksidan maka terjadilah stres oksidatif.***



Efek antioksidan yang sangat tinggi diperlukan oleh sel-sel imun yang
mengalami stres oksidatif akibat paparan radikal bebas.”®' Sebagai pengais
radikal bebas yang kuat, PTH (melalui gugus orthodihydroxy catechol dan
esther galate) secara aktif mentransfer elektron berupa atom H sehingga

reaktifitas radikal bebas bisa dicegah.*®

PTH bersifat anti imunosupresor dengan menetralkan efek radikal bebas
sehingga stres oksidatif, stres metabolik dan kerusakan struktur vital sel
imunologis bisa ditekan agar fungsi sistem imun (jumlah dan kualitas sel

mononuklear serta sitokin yang dihasilkan) bisa berjalan baik.

Sebuah penelitian membuktikan bahwa PTH mempunyai manfaat
signifikan sebagai kemopreventif kanker, anti-imunosupresi dan anti-
inflamasi, karena PTH memiliki beberapa kapasitas; (1) mencegah
mutagenositas dan genotoksisitas, (2) inhibisi marker biokimia inisiasi dan
promosi tumor, (3) detoksifikasi enzim, (4) menangkap bahan metabolik

aktif karsinogen (5) antioksidan dan pengais radikal bebas.”®>

PTH yang diberikan pada penelitian ini sebesar 4 kapsul pagi hari dan 4 kapsul
sore hari, mempunyai kadar EGCG sebesar 1972 mg. Kadar EGCG mencapai
puncak didalam darah I’2 — 3 jam setelah diminum. EGCG akan menetralkan
radikal bebas yang terbentuk akibat radiasi. Pemberian kedua bertujuan
menetralkan radikal bebas yang masih terdapat didalam darah penderita
karena 10 jam sesudah radiasi kadar EGCG telah turun dan yang tersisa hanya
sebesar 20%. (lampiran 5)

PTH menghambat aktifasi gen NF-kB sehingga peningkatan kadar TNF-o
dapat dicegah. PTH memiliki efek proteksi terhadap sel imun dengan
mencegah penurunan jumlah dan fungsi limfosit dan monosit serta mencegah

peningkatan TNF-a."?

PTH yang diberikan pada kelompok perlakuan ternyata belum jelas terbukti

dalam mencegah peningkatan kadar TNF-a, karena kadar TNF-a sebelum



dan sesudah radioterapi perbedaannya tidak bermakna walaupun angka

absolut berbeda.

Faktor-faktor yang bisa menyebabkan perbedaan TNF-a tidak bermakna :

1. Infeksi bakteri / mikro organisme
LPS pada membran terluar bakteri merangsang ekspresi gen NF-kB yang
mengontrol ekspresi bermacam-macam gen yang memproduksi sitokin
pro inflamasi (IL-1, IL-6, TNF-a).*

2. Ukuran tumor yang mendapat radioterapi berbeda.
Tumor berukuran kecil biasanya memiliki vaskularisasi baik, relatif
homogen, oksigenasi baik dan jumlah sel kurang lebih sama. Tumor besar
vaskularisasinya kurang baik, heterogen degan variasi jumlah sel dan
keadaan oksigenasi cukup luas. Radioterapi pada kanker kepala leher
menggunakan teknik penyusutan lapangan dengan mempertimbangkan
ukuran tumor. Disimpulkan efek radiasi terhadap sel imun pada tumor
kecil berbeda dengan tumor besar, hal ini mempengaruhi kadar TNF-o.

yang diproduksi oleh sel imun.



3. Keadaan limfosit, monosit serta makrofag

Kemampuan produksi TNF-a tergantung keadaan limfosit, monosit serta

maklrofag.45
4. Nutrisi penderita

Penelitian membuktikan bahwa restriksi kalori menyebabkan penurunan

produksi sitokin inflamasi (IL-6 dan TNF-).”

5.3.3 Perbedaan jumlah sel imun dan kadar TNF-a sesudah radioterapi

antara kelompok perlakuan dan kelompok kontrol

Jumlah limfosit dan monosit sesudah radioterapi pada kelompok perlakuan
lebih tinggi dibandingkan kelompok kontrol sedangkan kadar TNF-a
kelompok perlakuan lebih rendah daripada kelompok kontrol (tabel 4.4).

Selisih limfosit dan monosit pada kelompok perlakuan lebih rendah
sedangkan selisih TNF-a lebih tinggi dibandingkan kelompok kontrol
(tabel 4.5).

Tabel 4.6 membuktikan bahwa persentase penurunan jumlah limfosit dan
monosit pada kelompok perlakuan lebih rendah sedangkan persentase

penurunan kadar TNF-a lebih tinggi dibandingkan kelompok kontrol.

Karakteristik penderita dan parameter imunologi pada kedua kelompok
sudah terbagi secara seimbang, sehingga disimpulkan bahwa faktor yang
menyebabkan perbedaan selisih limfosit, monosit dan TNF-a antara kedua
kelompok adalah PTH, walaupun secara statistik perbedaan tidak
bermakna. Disimpulkan bahwa PTH tidak bermakna dalam mencegah
peningkatan produksi TNF-a oleh sel mononuklear darah tepi akibat

radioterapi.



5.4 Keterbatasan dan Kendala Selama Penelitian

1. Stres psikologis pada penderita KNF (oleh karena kanker, lama dan efek samping
radioterapi) tidak dapat dikontrol selama penelitian.

2. Infeksi yang mungkin terjadi tidak diamati.

3. Asupan antioksidan lainnya yang tidak dapat dikontrol selama penelitian.



6.1

6.2

BAB 6
SIMPULAN DAN SARAN

Simpulan
PTH yang diberikan bersama dengan radioterapi pada penderita KNF tidak bermakna

dalam mencegah peningkatan produksi TNF-a oleh sel mononuklear darah tepi.

Saran

1. Perlu dilakukan penelitian terhadap antioksidan lain dalam mencegah peningkatan
produksi TNF-a. oleh sel mononuklear darah tepi pada penderita Karsinoma
Nasofaring yang mendapat radioterapi.

2. Perlu dilakukan penelitian kadar SOD (superoxide dismutase) yang dapat
digunakan sebagai indikator penurunan antioksidan enzimatik yang berfungsi

untuk mengikat radikal bebas.



BAB 7
RINGKASAN

Karsinoma nasofaring merupakan keganasan terbanyak di bagian THT, Kepala dan
Leher." Radioterapi merupakan terapi utama untuk memberantas KNF dan
metastasisnya pada kelenjar getah bening leher. Akan tetapi, radioterapi bersifat
non selektif (menyebabkan kematian biologis sel tumor dan sel normal
disekitarnya) secara langsung maupun tidak langsung (merusak struktur rantai
DNA dan menimbulkan ionisasi molekul terutama H,O). Sinar pengion
radioterapi menyebabkan terbentuknya radikal bebas hidroksil (OH™) yang sangat
reaktif dalam menyebabkan stres metabolik, stres oksidatif dan kerusakan struktur

vital sel.*

Radioterapi yang diberikan pada penderita KNF sering menimbulkan kerusakan
sel imun yang berefek pada penurunan respons imun seluler.”® Penurunan kualitas
immune surveillance menyebabkan pertumbuhan tumor makin progresif,
meningkatkan metastasis serta memudahkan infeksi mikroba. Penurunan fungsi
imunitas tubuh akibat radioterapi menyebabkan stres oksidatif, peningkatan
konsentrasi metabolik oksigen reaktif (MOR) dan radikal bebas pada sel imun
yang akan menyebabkan peningkatan produksi sitokin inflamasi (IL-1, IL-6, IL-8,
dan TNF-a). Tumour Necrosis Factor Alpha (TNF-o) merupakan sitokin
inflamasi yang paling berperan pada proses inflamasi dan dipakai sebagai

indikator bahwa sel mengalami stres oksidatif, apoptosis atau nekrosis.*"!

PTH merupakan antioksidan kuat dan dapat melindungi sel imun dari kerusakan
biologis akibat radikal bebas. PTH terbukti mampu mencegah peningkatan
produksi sitokin inflamasi (IL-1, IL-6, IL-8 dan TNF-a) oleh sel makrofag dan
limfosit yang teraktivasi oleh radikal bebas. Penelitian pada tikus membuktikan
bahwa PTH menekan produksi TNF-a oleh sel mononuklear yang mendapat

radiasi sinar ultra violet B.'? Penelitian ini bertujuan untuk membuktikan bahwa
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PTH dapat mencegah peningkatan produksi TNF-a oleh sel mononuklear darah
tepi akibat radioterapi pada penderita KNF.

Penelitian randomized controlled trial (RCT) pre-post test design terhadap 40
penderita KNF yang memenuhi kriteria inklusi, dibagi dalam 2 kelompok.
Kelompok kontrol mendapatkan radioterapi dan plasebo (sakarum laktis)
sedangkan kelompok perlakuan mendapatkan radioterapi dan PTH. Plasebo dan
PTH diberikan 1 jam sebelum dan 10 jam setelah radioterapi selama 33 kali
penyinaran (6600 cGy). Pemeriksaan laboratorium (jumlah limfosit, monosit dan
kadar TNF-a) dilakukan sebelum radioterapi pertama dan setelah radioterapi yang
ke-33. Penghitungan jumlah sel leukosit, limfosit dan monosit dilakukan secara
autoanalyzer menggunakan alat Coulter HMX hematology analyzer di
laboratorium Patologi Klinik RS. Dr. Kariadi Semarang. Pemeriksaan kadar TNF-
o dengan metode ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) dilakukan di

laboratorium Bioteknologi FK UNDIP Semarang.

Hasil uji statistik menunjukkan bahwa rerata kadar TNF-a pada kelompok kontrol
sebesar 1.764,6+1.897,65, sedangkan pada kelompok perlakuan sebesar
1.461,8+832,25. Hasil uji Mann-Whitney terhadap kadar TNF-a. membuktikan
bahwa tidak terdapat perbedaan bermakna pada kedua kelompok (p=0,640),
sehingga disimpulkan bahwa pemberian PTH pada penderita KNF yang mendapat
radioterapi tidak bermakna dalam mencegah peningkatan produksi TNF-a oleh

sel mononuklear darah tepi.



Lampiran 5

e s
:](pm;)IfL _L ] |_\ H
o ol \

t [~ 7]
I -
1

it i
1

2 Hiy 7L\ ki
a B o Bl

TN

1
01234 567 8910I111213141516 17181920 2122 2324

=l (Waktu / jam)

Radioterapi

Gambar Farmako Kinetik Catechin (EGCG)

Pada penelitian ini, sampel pada kelompok perlakuan diberi 4 kapsul PTH (setara
dengan 986 mg EGCG atau 5 umol/L dalam darah) 12 - 3 jam sebelum radiasi.
Puncak kurva pertama menunjukkan kadar EGCG yang dikonsumsi sebelum
radiasi. Konsentrasi EGCG menurun terus dengan waktu paruh sekitar 4 jam. 10
jam setelah radiasi tampak kadar EGCG yang masih ada di dalam darah sekitar
25%. EGCG dosis kedua (sore hari) diberikan 10 jam sesudah radiasi. Tampak
EGCG konsentrasi kembali tinggi dan dapat berfungsi sebagai scavenging radikal

bebas sampai menjelang radiasi hari berikutnya.
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