Maj Ked Gi; Juni 2011; 18(1): 25-29 ISSN: 1978-0206

PERBEDAAN KADAR CALPROTECTIN SEBELUM DAN
SESUDAH RADIOTERAPI PADA PASIEN KARSINOMA
NASOFARING AKIBAT INFEKSI EPSTEIN-BARR VIRUS

Rurie Ratna Shantiningsih* & Suryono**
*Bagian Radiologi Dentomaksilofasial Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Gadjah Mada
**Bagian Periodonsia Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Gadjah Mada

ABSTRAK

Latar belakang: Epstein-Barr Virus (EBV) adalah anggota herpes virus berkaitan dengan etiologi karsinoma nasofa-
ring (KNF). Pada pasien KNF jumlah monosit dalam sel darah tepi mengalami penurunan dan kebanyakan masih dalam bentuk
immature sehingga menurunkan respon imun pasien serta meningkatkan kemungkinan terjadinya penyakit periodontal. Radio-
terapi merupakan salah satu metode terapi yang banyak digunakan untuk kasus KNF. Calprotectin diproduksi dalam sitoplasma
sel monosit dan levelnya meningkat pada beberapa penyakit inflamasi, termasuk inflamasi jaringan periodontal, ditandai dengan
peningkatan kadar calprotectin pada cairan sulkus gingiva (CSG).

Tujuan: mengkaji perbedaan kadar calprotectin pada pasien KNF sebelum dan setelah dilakukan radioterapi, pada sel
monosit, serum dan CSG.

Metode Penelitian: sepuluh pasien KNF akibat infeksi EBV digunakan sebagai subjek dalam penelitian ini. Lima orang

sebagai sampel kelompok sebelum radioterapi dan 5 orang sebagai sampel kelompok sesudah radioterapi. Dari masing-masing
pasien diambil sel monosit dan serum darah tepi serta CSG. Kadar calprotectin diukur menggunakan metode ELISA.
Hasil: kadar calprotectin pada kelompok sampel sebelum radioterapi lebih rendah dibandingkan kelompok sampel sesudah
radioterapi dilihat melalui sel monosit dan serum darah tepi. Sementara dari CSG, kadar calprotectin kelompok sampel sebelum
radioterapi nampak lebih tinggi dibanding kelompok sesudah radioterapi. Hasil analisis statistik Anova menunjukkan perbedaan
yang signifikan (p<0,05).

Kesimpulan: terdapat perbedaan kadar calprotectin pada sel monosit, serum darah tepi dan CSG pasien KNF antara
sebelum dan sesudah radioterapi. Pada sel monosit dan serum darah tepi, terjadi penurunan kadar calprotectin, sementara pada
CSG terjadi peningkatan kadar calprofectin antara sebelum dan sesudah radioterapi radioterapi. Maj Ked Gi; Juni 2011; 18(1):
25-29

Kata kunci: EBV, KNF, radioterapi, calprotectin
ABSTRACT

Objectives: EBV is a member of the herpes virus associated with the etiology of nasopharyngeal carcinoma (NPC).
In NPC patients, the number of monocytes cells actually decreased and largely in the immature form. The immune response is
reduce thus increasing the likelihood of periodontal disease. Radiotherapy is one of the methods most widely used for therapy in
NPC cases. Calprotectin that produced in the cytoplasm cell of monocytes and their levels will be elevated in several inflamma-
tory diseases, including periodontal tissue inflammation, characterized by elevated levels of calprotectin in gingival crevicular fluid
(GCF).

Purpose; to examine the differences levels of calprotectin in NPC patients before and after radiotherapy in the monocyte,
peripheral blood serum and CSG.

Methods: Ten NPC patients due to EBV infection are used as subjects in this study. Five people in the sample group
before radiotherapy and 5 people as the sample groups after radiotherapy. Monocytes, peripheral blood serum and GCF were
obtained from each patient. Calprotectin levels were measured by using ELISA method.

Results: The results showed that the sample group before radiotherapy calprotectin levels lower than the sample group
after radiotherapy viewed through the cell and serum peripheral blood monocytes. While the views of CSG levels of calprotectin
sample groups before radiotherapy appears higher than the groups after radiotherapy. The results of statistical analysis ANOVA
showed significant differences (p <0.05).

Conclusion: there are differences level of calprotectin in monocytes, peripheral blood serum cell’s and GCF from NPC
patients before and after radiotherapy. There is decreasing level of calprotectin in monocytes and peripheral blood serum cell,
and on the otherhand there is increasing level of calprotectin in GCF before and after radiotherapy. Maj Ked Gi; Juni 2011; 18(1):
25-29
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PENDAHULUAN nyakit setelah infeksi dan penyakit kardiovaskuler.
Jumlah pasien kanker terus menerus meningkat.

Di Indonesia, kanker masih menempati uru- Pada laki-laki sebagian besar kanker menyerang

tan ketiga sebagai penyebab kematian akibat pe- pada paru-paru, kolon, kulit, nasofaring dan hepa-
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toseluler, sedangkan pada wanita kebanyakan pada
payudara, kolon dan juga nasofaring. Karsinoma Na-
sofaring (KNF) di yogyakarta mempunyai insidensi
paling banyak timbul pada laki-laki dan menempati
urutan keempat se Indonesia '. Karsinoma Nasofa-
ring (KNF) merupakan penyakit keganasan yang tim-
bul dari sel epitel nasofaring dan patologinya adalah
dengan dideteksinya virus Epstein Barr (EBV) dan
viral DNA dari sel epitel. EBV ini dapat menginfeksi
sel epitel dan bertransformasi menjadi karsinoma .
Epstein-Barr Virus adalah human herpesvirus pada
limfosit B yang menyebabkan infeksi mononukleosis.
Penularan virus ini melalui kontak langsung dengan
saliva yang terinfeksi °.

Kategori KNF secara histologi dibedakan
menjadi 3 tipe yaitu squamous cellcarcinoma (WHO
tipe 1), nonkeratinizing carcinoma (WHO tipe 2) dan
undifferentiated carcinoma (WHO tipe 3), dimana
90% pasien WHO tipe 2 dan 3 adalah EBV Relat-
ted *. Beberapa penelitian telah menunjukkan bahwa
infeksi EBV berhubungan dengan KNF tipe WHO II
dan Ill, tetapi tidak terpisah secara baik dengan tipe
WHO . Tipe WHO | dilaporkan mempunyai pola se-
rologi yang mirip dengan populasi normal dan tidak
menunjukkan hubungan spesifik dengan infeksi EBV
5

Pada infeksi EBV umumnya ditandai dengan
gejala infeksi mononukleosis, yaitu suatu keadaan
dimana jumlah sel darah putih termasuk didalamnya
adalah monosit dan limfosit meningkat secara dras-
tis. Jumlah normal dari seluruh sel darah putih adalah
sekitar 35%. Pada kondisi infeksi EBV akan mening-
kat hingga 50-70% atau sekitar 10000-20000 per
milimeter kubik & Namun demikian pada pasien KNF
jumlah monosit dalam sel darah tepi justru menurun
dibanding pada individu normal. Dan sel dendritic
pada pasien KNF kebanyakan masih dalam tahap
immatur sehingga tidak dapat memacu proliferasi
limfosit 7.

Radioterapi merupakan salah satu metode
terapi yang paling banyak digunakan untuk kasus
KNF. Hal ini disebabkan karena radioterapi pada KNF
memiliki efektivitas terapi yang tinggi, yang dapat
menimbulkan efek bervariasi mulai dari yang ringan
sampai berat. Salah satu efeknya dapat mengakibat-
kan terjadinya perubahan pada sistem hemopoetik
baik secara kuantitas maupun kualitas®. Dalam pene-
litan Wicaksono® diperoleh hasil bahwa radioterapi
akan menurunkan jumlah leukosit dan kadar hemo-
globin.

Calprotectin merupakan protein dari famili
S 100 yang diproduksi oleh sel-sel yang berperan
pada pertahanan awal terhadap suatu infeksi seperti
keratinosit, neutrophil, monosit dan juga makrofag.
Kandungan Calprotectin dalam granulosit, sebanyak
40%-60% dan mempunyai dua subunit yaitu MRP8
dan MRP14 2, Didalam sel tersebut protein ini berper-
an pada regulasi mitosis, maturasi dan deferensiasi
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dari sel leukosit '°. Calprotectin ini merupakan go-
longan protein sitoplasmik (citoplasmic protein) yang
terkandung didalam granulosit, monosit dan sel epitel
yang juga dikenal sebagai antigen L1, penghambat
faktor relasi protein dari migrasi makrofag (macrop-
hage migration inhibitory factor related protein/MRP
8 dan MRP 14) ataupun sebagai antigen cystic fibro-
sis. Meskipun fungsi fisiologis dari protein ini masih
belum dijelaskan, namun pada kenyataannnya telah
diketahui oleh Fagerhole ' bahwa level pada plasma
urin dan feses akan meningkat sebagai tanda ada-
nya kondisi patologis seperti septikemia, pneumonia,
infeksi traktus urinarius dan cystik fibrosis.

Calprotectin ini dapat diidentifikasi pada cai-
ran sulkus gingiva "', kalkulus gigi manusia '?, sel epi-
tel ginggiva ™ dan pada sel darah tepi yaitu monosit
dan neutrofil pada pasien yang mengalami penyakit
inflamasi ™ . Sitokin-sitokin seperti TNF a dan IL-13
ditemukan pada sirkulasi darah tepi dan levelnya me-
ningkat pada panyakit inflamasi termasuk resorbsi tu-
lang dan periodontitis '°. Selain itu, calprotectin juga
ditemukan pada pasien penderita kanker. Penelitian
Gebhardt '® menemukan adanya peningkatan level
S100A8 and S100A9 yang dideteksi pada sejumlah
penderita kanker. Ekspresi calprotectinnya menunjuk-
kan penampakan yang berlebihan pada sel tumor
neoplasma seperti yang nampak pada sel imun yang
terinfiltrasi. Meskipun peran biologis dari Calprotectin
terhadap sel tumor masih belum sepenuhnya dipa-
hami, namun ekspresi dan kemampuannya berfungsi
sebagai sitokin (cytokine-like function) pada inflamasi
dan kanker meyakinkan bahwa Calprotectin mungkin
memerankan peran penting dalam inflamasi yang
berhubungan dengan kanker'®. Adanya fenomena ini
dimungkinkan sekali calprotectin mempunyai andil
pada proses maturasi dari sel monosit maupun kega-
nasan yang terjadi pada pasien dengan Karsinoma
Nasofaring. Oleh karena itu, dalam penelitian ini ingin
diketahui apakah ada perbedaan kadar calprotectin
ini pada pasien penderita KNF sebelum dan setelah
dilakukan radioterapi, dilihat pada sel monosit, serum
dan cairan sulkus gingivanya.

METODE PENELITIAN

Subjek penelitian yang digunakan dalam pe-
nelitian ini adalah 5 orang pasien KNF yang datang
ke RSUP Dr. Sardjito sebelum dilakukan radioterapi
dan 5 orang lagi setelah dilakukan radioterapi. Sub-
jek dipilih dengan ketentuan pengambilan sampel
yaitu usia dewasa; tidak sedang menggunakan anti-
biotik dan antiinflamasi; tidak sedang dalam perawa-
tan jaringan periodontal; tidak terdapat lesi oral yang
dicurigai akibat infeksi mikroba lain; serta bersedia
menandatangani informed consent. Subjek yang te-
lah memenuhi syarat diatas dilakukan pengambilan
sampel CSG dan darah tepi.

Cairan sulkus gingiva diambil dari elemen
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gigi anterior rahang atas yang paling mudah diam-
bil untuk menjaga kenyamanan pasien. Pengambi-
lan CSG dilakukan dengan cara memasukkan pa-
per point kedalam sulkus gingiva sebelah bukal dan
dibiarkan di dalam sulkus gingiva selama 30 detik,
setelah sebelumnya gigi diisolasi menggunakan cot-
fon roll. Selanjutnya sampel CSG dimasukkan dalam
eppendrof tube dan kemudian disimpan dalam deep
freezer pada suhu — 30° Celcius sampai memenuhi
jumlah sampel. Pengambilan darah tepi kurang lebih
sebanyak 10 ml dari pembuluh darah vena radialis
pada lipatan lengan menggunakan spuit injeksi 10
ml, untuk selanjutnya dilakukan pemisahan serum
dan pengambilan sel monosit.

Pengukuran kadar calprotectin dilakukan
dengan metode Enzym Linked Immunosorbentassay
(ELISA). Sampel dilarutkan dengan menggunakan
Tris-HCL buffer (pH7,4) dan dilakukan sentrifugasi
dengan kekuatan 2500 rpm selama 15 menit. Se-
telah itu, dilakukan pengenceran 1 kali dan 50 kali
pada sampel sel monosit, serum darah dan CSG. Ke-
mudian masing-masing sampel diaplikasikan seba-
nyak 50 pl ke dalam 96 sumuran mikrotiter plate yang
telah di coating dengan rabbit antibody spesifik untuk
calprotectin (Ulleval Hospital, Oslo, Norway). Selan-
jutnya plate ditutup dengan kertas foil dan inkubasi
selama 45 menit pada suhu ruang. Mikrotiter plate
dibilas dengan 100 pl larutan washing buffer sampai
5 kali dan dikeringkan. Ditambahkan 50 pl enzym
conjugated antibody pada masing-masing sumuran
lalu tutup plate dengan kertas foil dan inkubasi 45
menit pada suhu ruang. Pencucian dengan washing
buffer diulang lagi sebanyak 5 kali. Terakhir, ditam-
bahkan 100 pl enzym subtrat solution dan diinkubasi
20 menit dalam ruang gelap.

Absorbansi dari calprotectin diukur pada pan-
jang gelombang 405 nanometer menggunakan micro-
plate elisa reader dan diulangi setiap 5 menit hingga
mencapai +1000 ng/ml. Terakhir ditambahkan 100 pl
stop solution (NaOH) pada masing-masing sumuran.
Hasil rata-rata kadar calprotectin dalam CSG dan sel
neutrofil darah tepi diukur 1000 ng/ml dengan opti-
cal density (OD) pada ELISA reader dan dilanjutkan
penentuan kadar calprotectin yang dihitung dengan
kurva standar dan ditampilkan dalam mikrogram.

HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

K i Calprotectin(CPT) it pada
penderita infeksi EBV sebelum dan sesudah

Gambar 1. Kadar calprotectin dalam sel monosit
penderita KNF akibat infeksi EBV
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Konsentrasi CPT dalam serum darah tepl
penderita infeksi EBY sebelum dan sesudah
terapi

@ NPCaebalum terap™
I NPC pasca tarapi

Gambar 2. Kadar calprotectin dalam serum darah
tepi penderita KNF akibat infeksi EBV

Kadar CPT dalam GCF penderita infeksi EBV

BN sebelum tecast
B NPC pasca terap

1
Group

Gambar 3. Kadar calprotectin dalam Cairan Sul-
kus Gingiva penderita KNF akibat in-
feksi EBV

Dalam gambar 1. nampak bahwa kelompok
sampel sebelum radioterapi memiliki kadar calpro-
tectin yang lebih rendah dibandingkan dengan ke-
lompok sampel sesudah radioterapi.

Dalam gambar 2. menunjukkan pula adanya
perbedaan kadar calprotectin dari pasien penderita
KNF sebelum dan sesudah radioterapi yang dilihat
melalui serum darah tepi. Pada kelompok sampel
sebelum radioterapi nampak kadar calprofectin lebih
rendah dibandingkan kelompok sampel sesudah ra-
dioterapi.

Gambar 3. Dalam gambar tersebut nampak
bahwa kelompok sampel sebelum radioterapi memi-
liki kadar calprotectin lebih tinggi dibandingkan ke-
lompok sampel sesudah radioterapi.

Analisis statistik menggunakan analisis vari-
ansi (anava) dari masing-masing kelompok sebe-
lum dan sesudah radioterapi yang diukur melalui sel
monosit, serum darah tepi dan CSG menunjukkan
hasil perbedaan secara signifikan dengan p = 0,02
(0<0,05).

Dari hasil analisis kadar calprotectin pada sel
monosit dan serum darah pasien penderita infeksi
EBV menunjukkan hasil rendahnya kadar calpro-
tectin pada kelompok sampel sebelum radioterapi
dibandingkan kelompok sesudah radioterapi. Hal ini
kemungkinkan terkait dengan adanya kemampuan
infeksi EBV yang akan menyebabkan pengham-
batan pada perkembangan sel monosit di dalam sel
dendritik (DC) pada pasien yang mengalami infeksi
Epstein-barr Virus 7. Dengan adanya penurunan
perkembangan sel monosit, akan terjadi pula penu-
runan dalam jumlah sel monosit yang mature. Aki-
batnya kadar calprotectin yang dihasilkan dalam sel
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monosit pasien KNF akibat infeksi EBV akan menga-
lami penurunan.

Calprotectin atau yang sering disebut dengan
istilah S100A8/A9, merupakan protein dari famili S
100 yang diproduksi oleh sel-sel yang berperan pada
pertahanan awal terhadap suatu infeksi seperti kera-
tinosit, neutrofil, monosit dan juga makropagq. Calpro-
tectin ini muncul sebagai mediator pro-inflamasi yang
penting dalam inflamasi akut dan kronis. Kandung-
an calprotectin dalam granulosit, sebanyak 40%-
60% dan mempunyai dua subunit yaitu MRP8 dan
MRP14 °. Didalam sel tersebut protein ini berperan
pada regulasi mitosis, maturasi dan deferensiasi dari
sel leukosit '°. Dalam penelitian Wicaksono ® ditemu-
kan adanya penurunan jumlah leukosit pada pasien
pasca radioterapi. Berdasarkan penelitian tersebut,
maka pada kondisi pasien KNF pasca radioterapi
dapat juga terjadi suatu kemungkinan penurunan
kadar calprotectin pada sel leukosit, yang mana hal
tersebut masih perlu untuk dilakukan penelitian lebih
lanjut.

Dalam penelitian ini kadar calprotectin pada
kelompok sampel sesudah radioterapi justru meng-
alami peningkatan dibandingkan kelompok sebelum
terapi. Hal ini mungkin berhubungan dengan adanya
efek samping dari radioterapi yang sering menyebab-
kan terjadinya respon inflamasi. Salah satu bentuk
inflamasinya adalah mukositis yang banyak terjadi
pada pasien yang telah menerima terapi radiasi
kepala-leher '®. Sementara itu, calprotectin diya-
kini merupakan marker dari suatu kondisi inflamasi,
sehingga dimungkinkan peningkatan kadar calpro-
tectin pada kelompok sampel sesudah radioterapi
berkaitan dengan adanya peningkatan respon infla-
masi pasca radioterapi. Hal tersebut sesuai dengan
teori yang menerangkan bahwa meskipun peran
biologis dari calprotectin terhadap sel tumor masih
belum sepenuhnya dipahami, namun ekspresi dan
kemampuannya berfungsi sebagai sitokin (cytokine-
like function) pada inflamasi dan kanker meyakinkan
bahwa calprotectin mungkin memerankan peran
penting dalam inflamasi yang berhubungan dengan
kanker 5,

Dilain pihak, kadar calprotectin dalam CSG
justru menunjukkan peningkatan pada kelompok pa-
sien KNF sebelum radioterapi dibandingkan sesudah
radioterapi. Hal ini kemungkinan berkaitan dengan
kondisi dan faktor lokal yang ada dalam cairan sulkus
gingiva dari gigi yang diperiksa. Peningkatan kadar
calprotectin dalam CSG pasien yang mengalami pe-
riodontitis disebabkan oleh stimulasi netrofil dan mo-
nosit oleh lipopolisakarida dari bakteri Pgingivalis *°.
Calprotectin telah dilaporkan nampak pada berbagai
tempat seperti kalkulus dan CSG, dan levelnya me-
ningkat pada pasien yang mengalami periodontitis di-
bandingkan dengan pasien sehat °. Peningkatan ka-
dar calprotectin dalam CSG pasien yang mengalami
periodontitis disebabkan oleh stimulasi netrofil dan
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monosit oleh lipopolisakarida dari bakteri Pgingivalis
19

Calprotectin dalam sel monosit yang belum
disekresikan ke CSG, berada dalam sitoplasma yang
merupakan bentuk dari endogenus dan akan disekre-
sikan ke ekstraseluler jika ada stimulan yang mema-
cu proses inflamasi 2°. Mengingat pada pasien KNF
jumlah monosit dalam sel darah tepi justru menu-
run dan kebanyakan masih dalam tahap immature
sehingga sel monosit tidak dapat berfungsi normal
dalam menghadapi mikroba pathogen ’. Akibatnya
pasien KNF akan lebih rentan terjadi inflamasi kare-
na adanya induksi lipopolisakarida dari bakteri-bak-
teri patogen penyebab periodontitis dan gingivitis®'.
Jika ada stimulasi dari sel inflamasi pada jaringan
periodontal, calprotectin yang ada dalam sitoplasma
sel monosit akan dilepaskan ke dalam ekstraseluler
sel termasuk dalam CSG, sehingga pada kondisi in-
flamasi jaringan periodontal kadar calprotectin CSG
akan meningkat sebagai hasil sekresi dari sel mono-
sit 22, Dilain pihak, pada kelompok sampel sesudah
radioterapi kadar calprotectin justru lebih rendah
dibandingkan sebelum radioterapi. Hal itu kemung-
kinan berkaitan dengan banyaknya calprotectin en-
dogenus pada kelompok sampel sesudah radioterapi
yang masih berada dalam sel monosit dan disekresi-
kan ke serum darah tepi sehingga yang disekresikan
ke CSG menjadi berkurang.

KESIMPULAN

Terdapat perbedaan kadar calprotectin pada
sel monosit, serum darah tepi dan CSG pasien KNF
antara sebelum dan sesudah radioterapi. Pada sel
monosit dan serum darah tepi, terjadi penurunan ka-
dar calprotectin, sementara pada CSG terjadi pen-
ingkatan kadar calprotectin antara sebelum dan se-
sudah radioterapi radioterapi.
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