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PERBEDAAN EFEK PAPARAN DIVINE KRETEK DAN
 KRETEK BIASA TERHADAP INDEKS APOPTOSIS DAN
 PERUBAHAN HISTOPATOLOGI PADA KARSINOGENESIS
 NASOFARING MENCIT C3H YANG DIINDUKSI
 FORMALDEHYDE Niken Maretasari PA
 1, Awal Prasetyo
 2
 ABSTRAK
 Latar Belakang: Nanobiologi memiliki potensi yang cukup besar untuk
 pengobatan kanker. Salah satu produk yang menggunakan prinsip nanobiologi di
 Indonesia adalah divine kretek. Divine kretek merupakan rokok sehat yang berisi
 nanostruktur yang kompleks yang dapat menghantarkan elektron sampai ke level
 milivolt. Nanostruktur dalam divine kretek ini dapat memberi energi dan elektron
 pada sel sakit untuk mendorong perbaikan diri menjadi sel sehat dan untuk
 mengoptimalkan diri.
 Tujuan: Membuktikan dan membandingkan potensi preventif dan kuratif divine
 kretek dalam proses karsinogenesis nasofaring (meliputi indeks apoptosis dan
 perubahan histopatologi) pada mencit C3H.
 Metode: Penelitian eksperimental dengan post test only control group design,
 menggunakan 32 ekor mencit strain C3H. Mencit dibagi menjadi empat
 kelompok, kelompok K1 diinduksi formalin dan diberi paparan asap rokok kretek
 biasa selama 18 minggu; kelompok K2 diinduksi formalin, dilanjutkan pemaparan
 asap rokok kretek biasa selama 9 minggu berikutnya; kelompok P1 diinduksi
 formalin dan diberi paparan asap divine kretek selama 18 minggu; kelompok P2
 diinduksi formalin, dilanjutkan pemaparan asap divine kretek selama 9 minggu
 berikutnya. Di akhir penelitian, nasofaring mencit diproses dan diperiksa, untuk
 dinilai kemudian dilihat proses karsinogenesisnya dinilai dari indeks apoptosis
 dan perubahan histopatologi.
 Hasil: Uji Kruskal-Wallis terhadap variabel skor histopatologi epitel nasofaring
 dalam kelompok perlakuan diperoleh (p=0,041) atau bermakna (p<0,05).Uji
 Mann-Whitney antara kelompok K1 dan P1 (p=0,014) atau bermakna ; kelompok
 K2 dan P2 (p=0,513) atau tidak berbeda ; P1 dan P2 (p=1) atau tidak berbeda.
 Kesimpulan:Paparan divine kretek selama dan sesudah induksi formaldehyde
 menimbulkan pengaruh berbeda bermakna pada perbaikan skor histopatologi
 epitel mukosa nasofaring mencit C3H. Efek preventif divine kretek lebih kuat
 daripada efek kuratifnya.
 Kata kunci: Divine Kretek, formalin, indeks apoptosis, perubahan histopatologi.
 1 Mahasiswa program pendidikan S-1 kedokteran umum FK Undip
 2 Staf pengajar Bagian Patologi Anatomi FK Undip
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THE DIFFERENCE OF EFFECT BETWEEN DIVINE
 CIGARETTE AND COMMON CIGARETTE TO APOPTOTIC
 INDEX AND HISTOPATHOLOGICAL CHANGES IN
 NASOPHARYNGEAL CARCINOGENESIS OF C3H MICE THAT
 WERE INDUCED BY FORMALDEHYDE Niken Maretasari PA
 1, Awal Prasetyo
 2
 ABSTRACT
 Background: Nanobiology has considerable potential for the treatment of cancer.
 One product that uses the principle of nanobiology in Indonesia is divine
 cigarette. Divine cigarette is healthy cigarette contains complex nanostructures
 that can conduct electrons up to the level of millivolts. Divine cigarettes’s
 nanostructures can give energy and electrons in the diseased cells to promote
 self-improvement into healthy cells and to optimize themselves.
 Aim: This study was aimed to prove and compare curative and preventive potency
 of divine cigarette in nasopharyngeal cancer (based on apoptotic index and
 histopathological changes) on C3H mice.
 Methods: This was a laboratory study with post test only controlled group design,
 using 32 C3H mice as sample, divided into four groups; Control group 1
 (K1)was exposed to formaline, and smoke of standard cigarette for 18 weeks;
 Control group 2 (K2) was exposed to formaline for nine weeks then followed with
 exposure of standard cigarette smoke for nine weeks; Treatment P1 group was
 exposed to formaline, and smoke of divine cigarette for 18 weeks; Treatment P2
 group was exposed to formaline for nine weeks then followed with exposure of
 standard cigarette smoke for nine weeks. In the end of the research, nasopharyng
 tissue was processed and examined to determine the apoptotic index and the
 histopathological changes.
 Result: The Kruskal-Wallis test for nasopharyngeal epithelium histopathology
 score variables in the treatment group obtained (p = 0.041) or significantly
 different (p <0.05). The Mann-Whitney test between groups K1 and P1 (p =
 0.014) or significant; group K2 and P2 (p = 0.513) or was not different; P1 and
 P2 (p = 1) were also not different.
 Conclusion: The divine cigarette exposure that given during and after
 formaldehyde induction effected significantly on improvement of the
 histopathological score of C3H mice. The preventive effect of divine cigarette was
 stronger than currative one.
 Keywords: Divine cigarette, formaline, apoptotic index, histopathological
 changes.
 1. Undergraduate Student of Medical Faculty Diponegoro University 2. Teaching Staff of Pathological Anatomy Department of Medical Faculty
 Diponegoro University
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1
 BAB 1
 PENDAHULUAN
 1.1. Latar Belakang Masalah
 Kanker adalah salah satu penyakit yang menimbulkan morbiditas dan
 mortalitas yang tinggi bagi umat manusia. Karsinoma Nasofaring (KNF) merupakan
 kanker yang bersifat invasif dan sering bermetastasis ke organ tubuh lainnya. Kanker
 ini lebih sering tumbuh pada Fossa rosenmuller, daerah di dinding lateral nasofaring
 dimana epitel kuboid berubah menjadi epitel skuamosa.1
 Di dunia insidensi KNF masih tinggi, sekitar 55,2% diantara seluruh
 keganasan di bidang THT. Diantara tumor ganas yang berasal atau terdapat di
 nasofaring, jenis KNF merupakan yang terbanyak (90-97%). Di Indonesia angka
 kejadian KNF juga cukup tinggi yakni sekitar 4,2 kasus baru per tahun per 100.000
 penduduk.2 Catatan dari berbagai rumah sakit menunjukkan bahwa kanker ini
 menduduki urutan keempat setelah kanker leher rahim, kanker payudara, dan kanker
 kulit. Insiden meningkat setelah usia 30 tahun dan mencapai puncak pada usia 40-60
 tahun.3 Di negara – negara lain insidensi KNF termasuk bervariasi walaupun secara
 keseluruhan insidensinya terus meningkat dari tahun ke tahun. Insidensi KNF yang
 tinggi terdapat di Cina Selatan yaitu antara 25-50 kasus per 100.000 penduduk per
 1
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2
 tahun.4 Di Eropa dan Amerika Utara , insidensi KNF termasuk jarang yaitu kurang
 dari 1 kasus per 100.000 penduduk per tahun.5 KNF menempati urutan pertama dari
 semua tumor ganas primer pada laki-laki dan urutan ke delapan pada perempuan.6
 Berdasarkan diferensiasi sel, World Health Organization (WHO)
 menggolongkan KNF menjadi tiga kriteria, yaitu WHO tipe 1 (karsinoma sel
 skuamosa berkeratinisasi), WHO tipe 2 (karsinoma tidak berkeratinisasi), WHO tipe
 3 (karsinoma berdiferensiasi buruk atau tidak berdiferensiasi). Berdasarkan data –
 data yang telah ada, KNF WHO tipe 3 mempunyai prosentase yang paling tinggi
 diantara dua tipe lainnya. Penelitian terdahulu di RSUP Dr. Kariadi Semarang pada
 tahun 2001 – 2005 menunjukkan bahwa rasio insidensi kanker kepala leher pada pria
 terhadap wanita adalah sebesar 5 : 4 dengan insidensi tertinggi kanker kepala leher
 terjadi pada rentang usia 40-49 tahun dan karsinoma epidermoid nasofaring WHO
 tipe 3 adalah yang paling sering ditemukan.7
 Etiologi KNF bersifat multifaktorial. Berbagai faktor risiko seperti bahan
 karsinogen telah dipercaya dapat menyebabkan terjadinya KNF. Salah satu bahan
 karsinogen tersebut adalah formaldehyde. Penelitian yang dilakukan oleh Conolly
 pada tahun 2003 terbukti bahwa formaldehyde dapat menyebabkan terjadinya
 karsinoma sel skuamosa pada mukosa nasofaring tikus F344. Penelitian tersebut
 dilakukan dengan cara memberi uap formaldehyde secara kronik selama 6 minggu
 pada tikus F344 hingga terjadi karsinoma sel skuamosa. Efek karsinogenesis
 formaldehyde berasal dari sifatnya yang korosif terhadap mukosa sehingga bila
 dihirup terus – menerus dapat menimbulkan nekrosis hebat di daerah nasofaring dan
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3
 kavum nasi. Formaldehyde juga memicu terjadinya mutasi DNA. Gugus CO dalam
 formaldehyde bereaksi dengan gugus amina pada protein sehingga menghasilkan
 metenamin atau heksametilentetramin yang kemudian bereaksi dengan DNA dalam
 tubuh.8
 Terapi untuk KNF masih sangat terbatas. Di daerah kepala dan leher reseksi
 bedah dibatasi oleh beberapa struktur penting yang berdekatan seperti mata, arteri
 karotis dan otak. Sisa kanker juga dapat tertinggal di dekat struktur vital atau bahkan
 menyebar ke luar margin bedah. Terapi radiasi memiliki tingkat kegagalan yang
 tinggi untuk tumor stadium lanjut, selain itu karena toksisitas yang dimilikinya,
 jumlah dosis yang diberikan pada terapi radiasi harus dibatasi. Sedangkan kemoterapi
 pada kanker kepala dan leher memiliki peran terbatas pada kombinasi dengan
 radioterapi.9
 Berdasarkan hal – hal tersebut maka dibutuhkan model terapi baru untuk
 mencapai penyembuhan yang optimal.
 Nanobiologi merupakan disiplin ilmu baru yang dapat merevolusi dunia
 kesehatan. Metode ini memiliki potensi yang cukup besar untuk pengobatan kanker
 yang dapat digunakan oleh para dokter. Nanobiologi menggabungkan alat, ide dan
 bahan nanosains biologi untuk menangani masalah – masalah biologi yang dapat
 diselesaikan dengan nanoteknologi. Cara nanobiologi bekerja adalah dengan
 membangun perangkat molekul dan berupaya untuk membangun mesin molekuler
 yang memanfaatkan konsep alam.10&11
 Molekul – molekul dalam nanobiologi berukuran 1 – 100 nm sebagai
 contohnya ribosom, enzim, DNA, dan lain – lain. Unit – unit ini pada umumnya
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4
 berupa makromolekul. Mereka merupakan susunan kompleks yang tersusun dari
 beberapa komponen monomer. Mereka bekerja sangat spesifik bahkan dianggap
 memiliki kecerdasan karena tahu kapan, bagaimana, dimana dan dengan siapa mereka
 harus bekerja.11
 Divine kretek adalah salah satu produk yang menggunakan prinsip
 nanobiologi. Divine kretek merupakan hasil konversi teknologi dari rokok yang
 mengandung radikal bebas menjadi rokok sehat yang berisi nanostruktur yang
 kompleks yang dapat menghantarkan elektron sampai ke level milivolt.12
 Asap rokok
 biasa mengandung komponen - komponen yang beracun seperti Hg, NH3, CO, CO2,
 NO, NO2, dan lain – lain. Pada divine kretek, komponen – komponen beracun ini
 diubah menjadi komponen dengan ukuran yang sangat kecil (berukuran nano) yang
 memiliki energi yang potensial yang dapat menciptakan struktur kompleksyang lebih
 ramah bagi lingkungan dan manusia.13
 Dalam partikel – partikel nano dalam divine
 kretek ini juga terkandung suatu scavenger yaitu suatu pembawa radikal bebas dalam
 tubuh. Adanya scavenger ini menyebabkan partikel – partikel nano tersebut dapat
 mengikat dan membuang radikal bebas di dalam dan luar sel sehingga tubuh menjadi
 lebih bersih. Kemudian partikel nano dapat memberi energi dan elektron pada sel
 sakit untuk mendorong perbaikan diri sel sehat, untuk mengoptimalkan diri.14
 Karena
 berbagai kelebihan tersebut maka divine kretek patut diujicobakan sebagai metode
 pengobatan baru dalam terapi KNF.
 Hasil penelitian ini nantinya akan dilihat pada efek preventif atau kuratif dari
 divine kretek melalui indeks apoptosis dan perubahan histopatologi epitel nasofaring
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 mencit C3H. Efek preventif dari divine kretek diperankan oleh scavenger yang dapat
 menangkap radikal bebas dalam tubuh sehingga scavenger ini dapat mencegah proses
 karsinogenesis di dalam tubuh.15
 Efek kuratif dari divine kretek disebabkan karena
 partikel nano dalam divine kretek dapat memberi energi dan elektron pada sel sakit
 untuk dapat mengoptimalkan diri menjadi sel sehat.14
 Sesuai dengan penelitian –
 penelitian sebelumnya yang mencoba mengujicobakan suatu zat yang berpotensi
 sebagai anti kanker, maka hasil penelitian dengan divine kretek ini diharapkan dapat
 meningkatkan indeks apoptosis dan membuat perubahan histopatologi epitel
 nasofaring menjadi lebih baik.3&16
 Penelitian sebelumnya yang mencoba mengujicobakan nanobiologi untuk
 terapi KNF belum pernah ada. Penelitian lain hanya menyebutkan bahwa divine
 kretek dengan metode balur dapat menyembuhkan kanker hepar.12
 Oleh karena itu
 penelitian divine kretek sebagai terapi KNF ini merupakan penelitian pertama yang
 mengujicobakan nanobiologi sebagai terapi KNF.
 1.2 Permasalahan Penelitian
 Bagaimanakah efek paparan divine kretek terhadap indeks apoptosis dan
 perubahan histopatologipada karsinogenesis nasofaring mencit C3H yang terpapar
 formaldehyde?
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 1.3 Tujuan Penelitian
 1.3.1. Tujuan Umum
 Membuktikan perbedaan efek divine kretek terhadap karsinogenesis
 nasofaring mencit C3H yang terpapar formaldehyde yang dibandingkan dengan
 rokok kretek biasa dengan menilai indeks apoptosis dan perubahan histopatologi
 melalui pengecatan HE.
 1.3.2. Tujuan Khusus
 1) Membuktikan efek divine kretek terhadap indeks apoptosis dan perubahan
 histopatologi pada karsinogenesis nasofaring mencit C3H selama diinduksi
 formaldehyde.
 2) Membuktikan efek divine kretek terhadap indeks apoptosis dan perubahan
 histopatologi pada karsinogenesis nasofaring mencit C3H setelah diinduksi
 formaldehyde.
 3) Membuktikan perbedaan efek divine kretek terhadap indeks apoptosis dan
 perubahan histopatologi pada karsinogenesis nasofaring mencit C3H
 selama dan setelah diinduksi formaldehyde.
 1.4 Manfaat Penelitian
 1.4.1. Manfaat untuk Ilmu Pengetahuan
 Hasil penelitian ini diharapkan dapat memperkaya penelitian / pengetahuan
 di bidang THT dengan memberikan informasi ilmiah kepada masyarakat mengenai
 divine kretek sebagai model terapi baru untuk KNF.
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 1.4.2 Manfaat untuk Penelitian
 Hasil Penelitian ini diharapkan dapat menjadi data atau sumber yang
 diperlukan bagi penelitian lain atau penelitian lanjutan.
 1.4.3 Manfaat untuk Pelayanan Kesehatan
 Hasil penelitian ini diharapkan dapat menjadi landasan dalam pengembangan
 dan pemanfaatan divine kretek sebagai produk nanobiologi terutama dalam
 penanganan KNF.
 1.4.4 Manfaat untuk Masyarakat
 Hasil penelitian ini diharapkan dapat menjadi suatu inovasi atau memberikan
 suatu ide baru bagi masyarakat dalam hal merokok karena dengan tersedianya divine
 kretek di Indonesia ini diharapkan masyarakat menjadi lebih sehat dengan merokok
 dengan menggunakan divine kretek.
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 1.5 Keaslian Penelitian
 Tabel 1. Keaslian Penelitian
 No Peneliti Judul Metode Hasil
 1 Ivan H. El –
 Sayed
 Nanotechnology in Head
 and Neck Cancer : The
 Race Is On. Dalam jurnal
 Curr Oncol Rep, tahun
 2010, volume 12,
 halaman 121-128.
 Penelitian eksperimental pada
 mencit secara in vivo. Mencit
 diinduksi dengan sel kanker kepala
 dan leher lalu diterapi dengan
 nanopartikel emas dan radiasi
 dengan tehnik fototermal. Hasil
 terapi dibandingkan dengan mencit
 yang hanya diterapi radiasi.
 Mencit yang diterapi
 dengan nanopartikel
 emas dan fototermal
 memiliki 1 year survival
 rate yang lebih tinggi
 daripada mencit yang
 hanya diterapi dengan
 radiasi.
 2 Sumitro B.S.,
 dkk
 Overcoming Cigarette for
 Health without Altering
 the Flavor.
 Malang: Universitas
 Brawijaya.
 Penelitian eksperimental dengan
 melakukan paparan asap
 divinekretek pada tikus dan mencit
 Berat badan tikus dan
 mencit yang dipapar
 asap divine lebih stabil
 dibandingkan dengan
 kelompok kontrol yang
 tidak diberi paparan asap
 divine.
 3 Awal Prasetyo Efek Benalu Teh Penelitian eksperimental Ekstrak S. atropurpurea
 8
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 dkk (Scurrulla Atropurpurea)
 terhadap Karsinogenesis
 Nasofaring Mencit C3H
 yang Terpapar
 Formaldehyde
 laboratorik dengan thepost test
 only control group design dengan
 41 mencit C3H sebagai sampel.
 Variabel bebas : Efek Benalu Teh
 (Scurrulla Atropurpurea). Variabel
 tergantung : Karsinogenesis
 Nasofaring
 sebelum dan sesudah
 induksi karsinogenesis
 menimbulkan pengaruh
 berbeda bermakna pada
 perbaikan skor
 histopatologi epitel
 mukosa nasofaring
 mencit C3H. Efek
 profilaksis S.
 atropurpurea lebih kuat
 daripada efek kuratif
 4 Hidayat Sulistyo
 Inhibisi Aktivitas
 Proliferasi Sel dan
 Perubahan
 HistopatologiEpitelial
 Mukosa Nasofaring
 Mencit C3H dengan
 Pemberian Ektrak Benalu
 Teh. Semarang:
 Universitas; 2008.
 Penelitian eksperimental
 laboratorik dengan post test only
 control group design,
 menggunakan 15 mencit C3H
 sebagai sampel.
 Vari Variabel bebas: benalu teh.
 Variabel tergantung: Aktivitas
 proliferasi sel dan Perubahan
 Histopatologi.
 Ekstrak Scurrulla
 atropurpurea sebelum
 dan sesudah induksi
 formalin menimbulkan
 pengaruh berbeda
 bermakna pada
 perbaikan skor
 histopatologi dan
 aktivitas proliferasi sel
 epitel mukosa
 nasofaring mencit C3H.
 Efek profilaksis
 Scurrulla
 9
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 atropurpurea lebih kuat
 daripada efek kuratif
 5 A Agung
 Purnama
 Pengaruh Pemberian
 Echinacea Purpurea
 Terhadap Produksi Ifn-Γ
 Dan Indeks
 Apoptosis Sel Tumor
 Mencit Dengan
 Kanker Payudara Yang
 Mengalami Stres
 Penelitian ini merupakan penelitian
 eksperimental laboratorik, dengan
 rancangan The Post Test – Only
 Control Group Design. Variabel
 bebas : Pemberian stressor berupa
 electric foot shock danPemberian
 ekstrak Echinacea sp. Variabel
 tergantung : Kadar IFN-γ danIndeks
 apoptosis
 1. Terdapat perbedaan
 bermakna kadar IFN-γ
 mencit C3H dengan
 kanker
 payudara yang mendapat
 stres antara yang
 mendapat Echinacea sp
 dan yang tidak mendapat
 Echinacea sp
 2. Terdapat perbedaan
 bermakna Indeks
 Apoptosis sel tumor
 mencit C3H
 dengan kanker payudara
 yang mendapat stres
 antara yang mendapat
 Echinacea sp dan yang
 tidak mendapat
 Echinacea sp
 Penelitian Perbedaan Efek Paparan Divine Kretek dan Kretek Biasa Terhadap Indeks Apoptosis dan Perubahan
 Histopatologi pada Karsinogenesis Nasofaring Mencit C3H yang Diinduksi Formaldehyde ini belum pernah dilakukan
 10
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 sebelumnya. Salah satu hal yang menyebabkan penelitian ini berbeda adalah
 variabel penelitian. Variabel bebas dari penelitian ini adalah paparan divine kretek
 dan paparan rokok kretek biasa, sedangkan variabel tergantung dari penelitian ini
 adalah indeks apoptosis dan perubahan histopatologi epitel mukosa nasofaring.
 Penelitian – penelitian yang telah ada sebelumnya hanya memuat salah satu dari
 variabel – variabel tersebut, sebagai contoh penelitian yang dilakukan oleh
 Sumitro BS hanya membahas mengenai masalah divine kretek dengan
 membandingkan berat badan mencit yang dipapar divine kretek dengan mencit
 yang tidak dipapar divine kretek tanpa adanya induksi kanker atau zat karsinogen
 lain, sedangkan penelitian ini mencoba menjelaskan efek divine kretek pada
 indeks apoptosis dan perubahan histopatologi karsinogenesis nasofaring mencit
 C3H yang diinduksi formaldehyde.
 11
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 BAB 2
 TINJAUAN PUSTAKA
 2.1 Karsinoma Nasofaring
 Karsinoma Nasofaring (KNF) adalah tumor yang tumbuh dari sel – sel
 epitel yang menutupi dan melapisi permukaan nasofaring. Sekitar sepertiga dari
 KNF tipe tidak berdifferensiasi terdiagnosa pada remaja dan dewasa muda.17
 KNF tumbuh di dinding lateral nasofaring, yaitu Fossa Rosenmuller yang
 merupakan daerah transisional dimana epitel kuboid berubah menjadi epitel
 skuamosa. Kanker ini menyebar ke area nasofaring, ke bagian lateral dari dinding
 nasofaring, lalu menyebar secara posterosuperior ke dasar tengkorak, palatum,
 hidung, dan orofaring. KNF dapat bermetastasis ke kelenjar getah bening leher.
 Metastasis jauh dapat terjadi ke tulang, mediastinum, paru-paru, dan dapat juga ke
 hati meskipun hal ini jarang terjadi.1
 Berdasarkan data registrasi kanker di Indonesia, KNF berada pada urutan
 keempat di antara semua keganasan yang ada pada tubuh manusia. Pada
 kelompok laki – laki, KNF berada pada peringkat kedua, sedangkan pada
 perempuan KNF berada pada peringkat kedelapan.KNF dapat dijumpai pada
 semua umur. Namun, paling banyak pada usia produktif yaitu 30 – 59 tahun.
 Insidensi KNF meningkat pada usia lebih dari 20 tahun dan jarang ditemukan
 pada usia di bawah 20 tahun. Di Indonesia, insidensi KNF diperkirakan sebesar 5
 – 15 per 100.000 penduduk per tahun. Penelitian yang dilakukan oleh Chew pada
 12
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 tahun 1997 menunjukkan bahwa KNF lebih sering ditemukan pada laki – laki
 dibanding perempuan dengan perbandingan 2-3:1.18
 Insidensi KNF di berbagai negara sangat bervariasi. Di negara - negara
 barat, insidensi KNF kurang dari 1 per 100.000 penduduk per tahun. Sebagai
 contoh, insidensi KNF di Amerika Serikat pada pria dan wanita adalah sekitar 0,5
 dan 0,2 per 100.000 penduduk per tahun.19
 Penelitian yang dilakukan di Provinsi
 Guangdong dan daerah otonomi Guangxi, Cina Selatan menyebutkan bahwa
 insidensi KNF terjadi sangat tinggi, yaitu lebih dari 20 per 100.000 penduduk per
 tahun. Insidensi KNF meningkat pada usia di atas 30 tahun dan mencapai
 puncaknya pada usia 45 – 55 tahun.20
 Insiden tinggi juga dijumpai di Hongkong
 yaitu sekitar 15 – 30 per 100.000 penduduk per tahun. Pada ras – ras Asia
 Tenggara seperti Malaysia, Indonesia, Thailand, Vietnam, Filipina, insidensi KNF
 termasuk sedang, 5 – 15 per 100.000 penduduk per tahun.21
 Etiologi dan faktor risiko KNF bersifat multifaktorial. Banyak faktor yang
 dapat mempengaruhi kemungkinan timbulnya tumor ini, seperti infeksi virus,
 letak geografis, ras, jenis kelamin, genetik, pekerjaan, lingkungan, kebiasaan
 hidup, kebudayaan, sosial ekonomi, infeksi kuman atau parasit, serta berbagai
 jenis bahan karsinogen. Salah satu bahan karsinogen yang dapat menimbulkan
 KNF yang dibahas dalam penelitian ini adalah formaldehyde.3
 Seperti kanker pada umumnya, KNF juga memiliki gejala dan tanda
 tersendiri. Manifestasi klinis awal dari kanker nasofaring pada sebagian besar
 pasien adalah pembesaran kelenjar limfe leher. Diagnosis dapat ditegakkan
 melalui biopsi kelenjar limfe. Selain itu juga terdapat gejala lainnya. Gejala KNF
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 dapat dibagi dalam 4 kelompok, yaitu gejala nasofaring sendiri, gejala telinga,
 gejala mata dan saraf, serta metastasis atau gejala di leher. Gejala nasofaring
 berupa epistaksis ringan atau sumbatan hidung, dalam hal ini area nasofaring
 harus diperiksa dengan cermat, jika perlu menggunakan nasofaringoskop karena
 seringkali kanker ini bersifat asimtomatik atau dapat juga tumor tidak tampak
 karena masih terdapat di bawah mukosa (creeping tumor).22
 Gangguan pada telinga merupakan gejala dini yang timbul karena tumor
 berasal dari Fossa Rosenmuller, daerah dekat muara tuba eustachius. Gangguan
 ini dapat berupa tinnitus, rasa tidak nyaman di telinga hingga rasa nyeri di telinga
 (otolgia).21
 Gangguan beberapa saraf otak merupakan gejala lanjut KNF. Hal ini
 disebabkan karena area nasofaring berhubungan dekat dengan beberapa lubang di
 dasar tengkorak. Penjalaran melalui foramen laserum akan menyebabkan lesi pada
 N.III, IV, VI, dapat pula mengenai N.V, sehingga tidak jarang timbul gejala
 diplopia. Neuralgia trigeminal merupakan gejala yang sering ditemukan oleh
 dokter saraf jika belum terdapat gejala lain yang signifikan.21
 Proses lanjut dari KNF akan mengenai N. IX, X, XI, dan XII jika
 penjalaran terjadi melalui foramen jugulare. Gangguan – gangguan ini disebut
 sebagai sindrom Jackson. Jika gangguan tersebut telah mengenai seluruh saraf
 otak, maka gangguan tersebut disebut sebagai sindrom unilateral. Dapat pula
 disertai destruksi tulang tengkorak dan bila sudah terjadi demikian maka
 prognosisnya sangat buruk.21
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 WHO menggolongkan KNF menjadi tiga kriteria berdasarkan differensiasi
 selnya, yaitu WHO tipe 1 (karsinoma sel skuamosa berkeratinisasi), WHO tipe 2
 (karsinoma tidak berkeratinisasi), WHO tipe 3 (karsinoma berdifferensiasi buruk
 atau tidak berdiferensiasi). 22
 Diagnosis klinik kanker nasofaring mulanya didapatkan dari anamnesis dan
 gejala klinis tumor. Jika kecurigaan timbul, maka pemeriksaan dilanjutkan dengan
 menggunakan endoskopi untuk melihat kondisi mukosa nasofaring. Penonjolan
 mukosa, peradangan, dan ulseratif yang disertai perdarahan ringan merupakan
 tanda-tanda kondisi mukosa yang buruk dan curiga akan adanya kanker. Sebagai
 gold standard dilakukan diagnosis histopatologi spesimen biopsi nasofaring.
 Lebih lanjut lagi, dokter dapat juga melakukan pemeriksaan radiologik seperti
 MRI, CT-Scan dan Sinar X untuk melihat penyebaran kanker. Dari hasil
 pemeriksaan-pemeriksaan tersebut, dapat ditentukan tingkatan keganasan atau
 grading dan staging dari kanker tersebut. Klasifikasinya yang terbaru berdasarkan
 Union Internationale Contre Cancer (IUCC) tahun 2002, adalah sebagai berikut
 (Tabel 2, 3, dan 4)22

Page 30
                        
                        

16
 Tabel 2. Klasifikasi Grading dan Staging KNF
 Tabel 3. Klasifikasi Pembesaran Limfonodi
 Stadium T (ukuran / luas tumor) Definisi
 T0 Tak ada kanker di lokasi primer
 T1 Tumor terletak / terbatas di daerah
 nasofaring
 T2 Tumor meluas ke jaringan lunak
 orofaring da atau ke kavum nasi
 T2a Perluasan tumor ke orofaring dan atau
 rongga hidung tanpa perluasan ke
 parafaring
 T2b Perluasan tumor ke orofaring dengan
 perluasan ke parafaring
 T3 Tumor menginvasi struktur tulang dan /
 atau sinus paranasal
 T4 Tumor meluas ke intrakranial, dan/atau
 melibatkan syaraf kranial, hipofaring,
 fossa infratemporal atau orbita
 Limfonodi Regional Definisi
 N Pembesaran kelenjar getah bening regional
 NX Pembesaran kelenjar getah bening tidak
 dapat dinilai
 N0 Tidak ada metastasis ke kelenjar getah
 bening regional
 N1 Metastasis unilateral dengan nodus ≤ 6 cm
 di atas fossa supraklavikula
 N2 Metastasis bilateral dengan nodus ≤ 6 cm,
 di atas fossa supraklavikula
 N3 Metastasis nodus N3a > 6 cm
 N3b meluas sampai ke fossa supraklavikula
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 Tabel 4. Klasifikasi Metastasis KNF
 Kemudian dari hasil grading dan staging tersebut dapat ditentukan
 stadium dari kanker pada tabel di bawah ini (Tabel 5).
 Tabel 5. Data Grading danStaging berdasarkan American Joint Committee on
 Cancer (AJCC) 2002.22&24
 T1 T2a T2b T3 T4
 N0 I IIA IIB III IVA
 N1 IIB IIB IIB III IVA
 N2 III III III III IVA
 N3 IVB IVB IVB IVB IVB
 M1 IVB IVB IVB IVB IVB
 2.2 Induksi Karsinogenesis Nasofaring dengan Formaldehyde
 KNF dapat disebabkan oleh berbagai macam etiologi dan faktor risiko
 seperti infeksi virus, faktor risiko endogen yaitu genetika, serta faktor risiko
 eksogen seperti lingkungan. Salah satu faktor risiko lingkungan yang berpengaruh
 pada insidensi KNF adalah bahan karsinogen. Berbagai jenis bahan karsinogen
 Metastasis Definisi
 MX Metastasis jauh tidak dapat dinilai
 M0 Tidak ada metastasis jauh
 M1 Metastasis jauh
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 telah dipercaya dapat menimbulkan KNF dan salah satunya adalah
 formaldehyde.3
 Formaldehyde adalah senyawa kimia yang tidak berwarna, mudah
 terbakar, dan berbau menyengat yang sering digunakan untuk bahan bangunan
 dan juga untuk memproduksi barang – barang buatan rumahtangga.
 Formaldehyde juga digunakan sebagai fungisida, germisida dan disinfektan.
 Selain itu formaldehyde digunakan sebagai bahan pengawet mayat dan juga untuk
 pengawet di laboratorium – laboratorium kedokteran.25
 Kadar formaldehyde yang melebihi 0,1 ppm dapat menyebabkan efek
 samping berupa mata berair, sensasi terbakar di mata, hidung, dan tenggorokan,
 serta dapat menimbulkan batuk – batuk, mengi (wheezing), mual, dan iritasi
 kulit.25
 Penelitian lain yang dilakukan di Kanada menyebutkan bahwa paparan
 kronik formaldehyde lebih dari 5 tahun dengan kadar formaldehyde lebih dari 30
 ppm menimbulkan gangguan pernapasan seperti bronkitis kronis, nafas pendek,
 iritasi hidung, iritasi mata, dan kerusakan lapisan mukosa hidung. Paparan kronik
 pada binatang percobaan dengan kadar formaldehyde yang lebih tinggi yaitu lebih
 dari 710 ppm dapat menimbulkan perubahan pada saluran nafas atas seperti
 metaplasia skuamosa, hiperplasia epitel basalis serta rhinitis.26
 Conolly dkk pada
 tahun 2003 melakukan paparan kronik hirupan formaldehyde sebanyak 6,10, dan
 15 ppm selama 6 jam per hari hingga menyebabkan karsinoma sel skuamosa
 kavum nasi pada tikus jenis F344.8
 Pada tahun 1980, penelitian di Amerika Serikat menyebutkan bahwa
 paparan formaldehyde dapat menyebabkan kanker nasal pada tikus. Kemudian
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 pada tahun 1987, U.S Environmental Protection Agency (EPA) menggolongkan
 formaldehyde sebagai zat yang berpotensi karsinogen pada manusia. Beberapa
 penelitian lebih lanjut menunjukkan bahwa paparan formaldehyde berhubungan
 dengan beberapa jenis kanker. Pada tahun 2011, Badan Toksikologi Nasional
 Amerika Serikat menetapkan formaldehyde sebagai zat yang bersifat karsinogen
 bagi manusia.25
 Penelitian di Inggris menetapkan kadar toksik formaldehyde pada
 makanan atau minuman yang melebihi 2ppm atau pada uap terbuka sebanyak
 lebih dari 1 ppm atau juga pada tempat tertutup sebanyak lebih dari 0,6 ppm
 merupakan faktor risiko terjadinya KNF. Kemampuan formaldehyde dalam
 menyebabkan kanker diduga berhubungan dengan kemampuannya sebagai
 inisiator karsinogenesis dengan langsung menyebabkan mutasi DNA melalui jalur
 sistemik. Selain itu formaldehyde juga dapat menyebabkan toksisitas lokal dan
 mampu mengubah protein jaringan sehingga dapat menyebabkan terjadinya
 keganasan.3
 Larutan formaldehyde dapat digolongkan sebagai pro-carcinogen yang
 berarti tidak langsung menimbulkan kanker, melainkan harus melalui proses
 metabolisme terlebih dahulu oleh enzim – enzim tubuh sehingga menjadi ultimate
 carcinogen (bersifat sangat reaktif dalam ikatan dengan DNA), kemudian
 formaldehyde juga menimbulkan reaksi toksik, epoksidasi, dan hidroksilasi yang
 pada akhirnya menyebabkan mutasi DNA. Formaldehyde juga berperan sebagai
 co-carcinogen yang dapat memperbesar reaktivitas kelompok karsinogen yaitu
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 direct acting carcinogenatau pro-carcinogen lain.3
 Di samping itu formaldehyde
 juga berperan dalam pembentukan radikal bebas oksigen dan nitrogen.27
 Di dalam hepar formaldehyde sebagai senyawa xenobiotic akan
 mengalami reaksi metabolisme atau detoksikasi yang terjadi melalui dua fase.
 Proses ini bertujuan untuk meningkatkan kelarutan formaldehyde di dalam air
 sehingga akan mudah diekskresi melalui ginjal.
 1) Reaksi metabolisme xenobiotic fase 1 (fase hidroksilasi). Melalui fase ini
 senyawa xenobiotic diubah menjadi derivat xenobiotic terhidroksilasi yang
 lebih mudah larut. Proses ini dikatalisir oleh kelompok enzim
 monooksigen atau sitokrom P450.
 2) Reaksi metabolisme xenobiotic fase 2 (fase konjugasi). Dalam fase ini,
 derivat xenobiotic yang telah terhidroksilasi akan terkonjugasi dengan
 molekul asam glukuronat dan glutation sehingga menjadi bentuk yang
 lebih mudah larut dalam air.
 Apabila kedua reaksi ini gagal maka senyawa xenobiotic akan bereaksi
 dengan sel tubuh melalui ikatan kovalen makromolekul sel (DNA, RNA, protein).
 Ikatan kovalen ini kemudian akan mengawali fase inisiasi karsinogenesis dimana
 hal tersebut dimulai dengan terjadinya mutasi DNA dan dilanjutkan dengan
 aktivasi proliferasi sel (Gambar 1).3
 Sumber lain menyatakan bahwa dalam proses pembuatannya
 formaldehyde mengandung radikal bebas yang berupa merkuri.Merkuri dalam
 formaldehyde inilah yang juga berpotensi menimbulkan KNF.28
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 2.3 Perubahan Histopatologi Epitel Mukosa Nasofaring
 Rangsangan kronik mukosa nasofaring oleh formalin menyebabkan
 perubahan sel ke arah irreversibel. Struktur mukosa nasofaring yang merupakan
 peralihan antara epitel skuamous dan kolumner. Epitel ini dapat mengalami
 hiperplasia, yaitu pembesaran mukosa akibat bertambahnya jumlah sel. Selain
 hiperplasia dapat juga terjadi metaplasia yaitu perubahan bentuk dari satu jenis sel
 ke jenis yang lain yang serupa diferensiasinya dan masih bersifat reversibel.
 Tahapan selanjutnya dari perubahan adaptif sel mukosa nasofaring akibat paparan
 formalin adalah displasia.3
 Displasia merupakan kelainan proliferasi non neoplastik dari sel epitel,
 dimana sel epitel akan kehilangan uniformitas dan orientasi arsitekturnya. Sel-sel
 displastik menunjukkan pleomorfisme (variasi bentuk dan ukuran) dan nukleus
 yang seringkali tercat lebih gelap (hiperkromatik), dengan ukuran abnormal lebih
 besar. Selain itu, sel displastik juga terdapat gambaran mitosis yang lebih banyak
 daripada biasanya.3
 Perubahan displastik merupakan kondisi premaligna dengan tiga derajat
 diferensiasi, yaitu; ringan, sedang dan berat. Penentuan derajat diferensiasi epitel
 yang mengalami displasia, didasarkan dengan penilaian terhadap; 1) adanya
 pertumbuhan jaringan berupa tonjolan atau permukaaan yang berbenjol-benjol
 akibat dari penebalan lapisan epitel, disertai dengan bertambahnya mitosis, 2)
 ditemukannya sel atipik yang pleiomorfik, rasio inti-sitoplasma meningkat dan
 bertambahnya DNA inti, dan kelainan diferensiasinya. Displasia ringan sampai
 sedang menampakkan perubahan tidak di seluruh ketebalan epitel dan bisa
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 bersifat reversibel. Sedangkan, displasia berat ditandai dengan perubahan nyata
 pada seluruh ketebalan epitel, sehingga disebut karsinoma in situ.3
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 Reaksi detoksikasi,
 epoksidasi &
 hidroksilasi DNA,
 RNA & protein sel
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 histopatologi
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 KARSINOGENESIS FORMALDEHYDE
 1) Reaksi metabolisme xenobiotic
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 2) Reaksi metabolisme xenobiotic
 fase-2 (fase konjugasi)
 Ultimate
 Carcinogen
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 rokok, tir/jelaga
 &Formaldehyde)
 Direct Acting-
 carcinogen
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 melphalan,
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 Pro-
 Carcinogen
 Faktor Risiko Endogen
 Gen & Produknya
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 : promosi
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 : tahapan lanjut/ terdiri atas
 Gambar 1. Skema patomekanisme karsinogenesis nasofaring
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 2.4 Kompleksitas Sistem Sel dan Nanobiologi
 Sistem dalam hidup merupakan sistem yang terbuka dan dinamis yang
 secara berkelanjutan membantu sel untuk mencapai kondisi optimum. Hal ini
 terjadi akibat interaksi di dalam dan atau dengan lingkungan dalam berbagai
 sistem yang independen untuk mencapai homeostasis.29
 Tubuh manusia terdiri dari empat juta triliun atom yang mengikuti sifat
 aliran listrik antara lain : muatan listrik, voltase, tegangan listrik, aliran listrik,
 medan listrik, dan tahanan. Sifat tersebut membuat jaringan dapat menerima,
 mendorong, mengirim getaran atau gelombang, seperti elektrik, akustik, magnetik,
 mekanik, dan termal.29
 Sel mempunyai kemampuan mengatur elektrisitas dan membentuk
 elektromagnetik yang berfungsi sebagai generator. Pada tubuh elektrisitas
 dilaksanakan oleh pembawa muatan yang aktif bergerak yaitu elektron dan anion
 sebagai pembawa muatan negatif serta ion hidrogen, Na, K, dan Ca sebagai
 pembawa muatan positif. Dalam sistem biologis setiap nano partikel baik berupa
 enzim, DNA, dankomponen-komponen penyelenggara hidup lainnya bekerja
 menyelenggarakansistem aliran energi dan materi membangun keteraturan
 normal, merekamelaksanakan mekanisme transfer energi dalam skala milliVolt
 dengan tingkatefisiensi yang sangat tinggi.29
 Konsep sehat dan sakit pun berhubungan dengan aliran bio elektrik tubuh.
 Pemanfaatan nanobiologi dalam pengobatan berbagai macam penyakit termasuk
 kanker adalah dengan memberi energi dan elektron pada sel sakit agar dapat
 memperbaiki dan mengoptimalkan diri menjadi sel sehat.11,14,29
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 Nanobiologi sendiri merupakan gabungan dari berbagai macam bidang
 ilmu seperti kimia, fisika, tehnik, dan biologi molekuler.9
 Ia merupakan disiplin
 ilmu baru yang dapat merevolusi dunia kesehatan. Metode ini memiliki potensi
 yang cukup besar untuk pengobatan kanker yang dapat digunakan oleh para
 dokter. Cara nanobiologi bekerja adalah dengan membangun perangkat molekul
 dan berupaya untuk membangun mesin molekuler yang memanfaatkan konsep
 alam.10
 Molekul – molekul dalam nanobiologi berukuran 1 – 100 nm sebagai
 contohnya ribosom, enzim, DNA, dan lain – lain.11
 Ukuran nanobiologi yang
 sangat kecil tersebut sangat cocok dengan ukuran molekul – molekul biologi dan
 struktur dalam sel.8
 Unit – unit dalam nanobiologi ini pada umumnya berupa
 makromolekul. Mereka merupakan susunan kompleks yang tersusun dari
 beberapa komponen monomer. Mereka bekerja sangat spesifik bahkan dianggap
 memiliki kecerdasan karena tahu kapan, bagaimana, dimana dan dengan siapa
 mereka harus bekerja.11
 Metode pengobatan kanker yang telah ada sekarang memiliki kekurangan.
 Tehnik – tehnik pencitraan seperti MRI, CT-Scan, dan ultrasonografi memiliki
 resolusi yang terbatas dalam pencitraannya dan tidak dapat mendeteksi perubahan
 di tingkat molekuler. Disamping itu interpretasi yang ditemukan dapat dipersulit
 dengan adanya struktur anatomi yang rumit, edema atau inflamasi. Pergerakan
 pasien selama pencitraan dan adanya implant gigi juga dapat mengurangi detail
 hasil interpretasi. Di daerah kepala dan leher reseksi bedah dibatasi oleh beberapa
 struktur penting yang berdekatan seperti mata, arteri karotis dan otak. Sisa kanker
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 juga dapat tertinggal di dekat struktur vital atau bahkan menyebar ke luar margin
 bedah. Terapi radiasi memiliki tingkat kegagalan yang tinggi untuk tumor stadium
 lanjut, selain itu karena toksisitas yang dimilikinya, jumlah dosis yang diberikan
 pada terapi radiasi harus dibatasi. Sedangkan kemoterapi pada kanker kepala dan
 leher memiliki peran terbatas pada kombinasi dengan radioterapi. Bila
 dibandingkan dengan metode – metode konvensional tersebut, nanobiologi
 memiliki kelebihan antara lain memiliki toksisitas yang rendah, selektif untuk
 terapi tumor, serta merupakan jenis pencitraan yang sensitif dan spesifik baik
 untuk struktur anatomi, molekuler, maupun biologi.9
 2.5 Pengobatan KNF dengan Metode Pengasapan Divine Kretek
 Kretek merupakan rokok cengkeh yang berasal dari Indonesia. Tembakau
 dalam rokok kretek yang telah ada sekarang merupakan bahan yang berbahaya
 bagi kesehatan manusia karena memiliki kandungan toksik. Penelitian
 sebelumnya telah berhasil mengubah rokok kretek biasa yang memiliki
 kandungan toksik menjadi rokok kretek sehat yang disebut divine kretek.11
 Asap rokok biasa mengandung sejumlah besar komponen toksik seperti
 Hg, NH3, CO, CO2, NO, NO2, HCN, nikotin dan juga logam – logam seperti
 nikel, cadmium, tembaga, besi, arsenic serta partikel – partikel hidrokarbon
 seperti benzopyrene, benzanthracene, dan chrysene. Dalam divine kretek partikel
 – partikel toksik tersebut diubah menjadi partikel berukuran kecil (ukuran nano)
 yang memiliki energi yang potensial untuk menciptakan struktur yang kompleks
 dimana struktur tersebut lebih ramah bagi lingkungan dan juga bagi manusia.
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 Molekul – molekul dalam nanobiologi ini dianggap cerdas karena tahu kapan,
 bagaimana, dimana dan dengan siapa mereka harus bekerja.11&13
 Berikut ini
 adalah ilustrasi nanostruktur divine kretek (Gambar 2) :
 Gambar 2. Nanostruktur divine kretek13
 Blok molekul yang besar (nanostruktur) memiliki struktur yang stabil dan
 dapat memicu proses penangkapan ion Hg pada nikotin. Sifat nanostruktur ini
 membuat divine kretek dapat mengeliminasi toksisitas Hg (Gambar 2).13
 Dalam pembuatan divine kretek, ditambahkan suatu bahan kimia sebagai
 scavenger (pembawa radikal bebas dalam tubuh) yang merupakan senyawa
 aromatik yang mampu berkembang menjadi struktur yang kompleks bersama
 dengan komponen rokok lainnya ketika rokok tersebut dibakar. Struktur kompleks
 ini kaya akan elektron berdensitas tinggi sehingga memiliki energi potensial yang
 juga cukup tinggi untuk mentransfer elektron.30
 Karena kandungan energi
 potensial dan scavengernya ini maka divine kretekdiharapkan dapat memberi
 energi dan elektron pada sel-sel nasofaring yang sakit kemudian mendorong dan
 mengoptimalkan diri sel sehat serta dapat menetralkan, mengikat, dan membuang
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 radikal bebas dari dalam tubuh.14
 Penelitian lain menyebutkan bahwa radikal
 bebas dalam rokok seperti NO, NO2, HCN, CO, dan CO2 dieliminasi dengan
 menangkap mereka dengan menggunakan scavenger. Hasil dari eliminasi ini
 ditandai dengan asap rokok yang tidak berbau dan adanya perubahan ukuran
 partikel menjadi lebih kecil.15
 2.6 Indeks Apoptosis
 Apoptosis adalah suatu kematian sel yang terprogram. Saat terjadi
 apoptosis, enzim, protein, dan DNA akan terurai. Sel yang mengalami apoptosis
 akan mengeluarkan sinyal berupa fosfolipid ke ruang ekstraseluler. Sinyal ini
 kemudian dikenali oleh sel – sel imun terutama makrofag.16
 Makrofag kemudian
 akan memfagositosis sel yang mengalami apoptosis tersebut.31
 Secara
 mikroskopik sel yang mengalami apoptosis akan terlihat sebagai sel tunggal bulat
 dengan gambaran kromatin yang terkondensasi berwarna basofilik. Sel inilah
 yang disebut sebagai apoptotic body (gambar 3). Kadang gambaran kromatinnya
 juga terlihat terpecah – pecah dengan sitoplasma yang eosinofilik.16
 Terdapat berbagai macam stimulasi yang dapat menginduksi apoptosis.
 Stimulasi tersebut adalah agen kemoterapi, ultraviolet, panas, ketidakseimbangan
 osmosis, dan nitric oxide. Yang akan dijelaskan di sini adalah apoptosis yang
 diinduksi oleh CTL dan sel NK yang diinduksi oleh nonsecretory induced, ligand
 induced, dan secretory induced dengan granzyme melalui perantaraan sekresi
 perforin.33
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 Kerusakan DNA dalam apoptosis dipicu oleh enzim caspase. Target dari
 caspase ini adalah protein DNA repair system, protein struktural atau sitoskeleton
 (aktin, cytokeratin, lamin, dan lain – lain), serta onkoprotein. Caspase juga
 mengaktifkan DNAse yang menyebabkan kerusakan DNA selama apoptosis.33
 Caspase diaktifkan oleh granzyme atau katalisator protease seperti FLICE
 (FADD Like IL 1 Converting Enzyme) yang berikatan dengan FADD (Fat
 Associated Death Domain) pada reseptor CD95/Fas setelah terjadi kontak dengan
 Fas ligand. Fas ligand ini berasal dari ekspresi protein antigen dari CTL, sitokin
 TNF, maupun metabolit ligand pada Fas reseptor.31
 Aktivasi secretory induced caspase dilakukan oleh CTL dan sel NK melalui
 granula sitotoksiknya yang berisi pore forming perforin (cytolysin) dan granzyme
 yang merupakan enzim famili serine protease. Granzyme terdiri dari granzyme B,
 granzyme A, granzyme C,D,E,F,G,H,K, M.33
 Melalui proses – proses tersebut
 terjadi apoptosis dalam sel tubuh.
 Dalam keadaan transformasi keganasan, sel yang mengalami transformasi
 tersebut tidak lagi mampu disingkirkan melalui apoptosis sehingga terjadi
 resistensi apoptosis.34
 Penelitian A Agung Purnama yang mencoba
 mengujicobakan suatu zat anti kanker yaitu Echinacea Purpurea dengan menilai
 indeks apoptosisnya terbukti dapat meningkatkan indeks apoptosis pada mencit
 dengan kanker payudara.16
 Hasil penelitian ini juga diharapkan dapat
 meningkatkan indeks apoptosis pada karsinogenesis nasofaring mencit C3H yang
 dipapar divinekretek. Perhitungan indeks apoptosis dilakukan dengan metode
 yang digunakan oleh Aihara M et al. dengan pengecatan yang akan dilakukan
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 adalah pengecatan HE dimana nantinya sel apoptosis akan terlihat sebagai sel
 tunggal bulat dengan gambaran kromatin yang terkondensasi berwarna basofilik.16
 Gambar 3. Apoptotic body32
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 BAB 3
 KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS
 3.1 Kerangka Teori
 Gambar 4. Kerangka teori
 (-)
 31
 Divinekretek
 - memberi energi dan
 elektron untuk sel sakit
 - mendorong perbaikan diri
 sel sehat
 Apoptosis
 Formaldehyde
 Merkuri Reaksi detoksikasi, epoksidasi &
 hidroksilasi DNA, RNA & protein
 Mutasi DNA
 Inisiasi
 Promosi
 Progresi
 Karsinogenesis Nasofaring
 Perubahan histopatologi
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 3.2 Kerangka Konsep
 Gambar 5. Kerangka Konsep
 3.3 Hipotesis
 1) Hipotesis dari penelitian ini adalah indeks apoptosis lebih tinggi dan
 perubahan histopatologi epitel mukosa nasofaring mencit C3H lebih baik
 pada karsinogenesis nasofaring mencit C3H yang dipapar divine kretek
 dibandingkan dengan yang dipapar rokok kretek biasa.
 2) Terdapat perbedaan indeks apoptosis dan perubahan histopatologi epitel
 mukosa nasofaring mencit C3H pada pemberian divine kretek antara
 selama dan sesudah diinduksi formaldehyde.
 Paparan divine kretek pada
 karsinogenesis nasofaring
 mencit C3H
 Apoptosis
 Perubahan Histopatologi
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 BAB 4
 METODE PENELITIAN
 4.1 Ruang Lingkup Penelitian
 Penelitian ini meliputi bidang ilmu kesehatan THT – KL dan Patologi
 Anatomi.
 4.2 Tempat dan Waktu Penelitian
 Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Biokimia dan Laboratorium
 Patologi Anatomi Fakultas Kedokteran Universitas Diponegoro selama 5 bulan
 (Februari – Juni 2012).
 4.3 Jenis dan Rancangan Penelitian
 Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratorik dengan post
 test only control group design. Hewan coba dalam penelitian ini adalah mencit
 strain C3H.
 33
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 4.4 Sampel Penelitian
 4.4.1 Sampel
 Sampel penelitian adalah mencit strain C3H yang diperoleh dari Fakultas
 Kedokteran Hewan Institut Pertanian Bogor yang memenuhi kriteria inklusi dan
 eksklusi sebagai berikut :
 4.4.1.1 Kriteria inklusi
 Kriteria inklusi dari penelitian ini adalah :
 1) Mencit jantan
 2) Strain C3H
 3) Umur ± 3 bulan
 4) Berat Badan ± 20 gram
 5) Tidak tampak abnormalitas anatomi
 4.4.1.2 Kriteria eksklusi
 Kriteria Eksklusi dari penelitian ini adalah :
 1) Mencit tampak sakit (gerakan tidak aktif)
 2) Mencit mati selama perlakuan berlangsung (drop out)
 4.4.2 Besar Sampel
 Penentuan besar sampel dilakukan menurut aturan WHO yaitu minimal
 lima ekor tiap kelompok.
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 Mencit C3H dalam penelitian ini dibagi dalam empat kelompok yaitu
 kelompok kontrol positif 1 (K1), kelompok kontrol positif 2 (K2), kelompok
 perlakuan 1 (P1), dan kelompok perlakuan 2 (P2).
 Selama percobaan, hewan coba ditempatkan pada kandang dan diberi
 pakan dan minum secara ad libitum.
 4.5 Variabel Penelitian
 4.5.1 Variabel Bebas
 Variabel bebas dalam penelitian ini adalah paparan divinekretek dan
 paparan rokok kretek biasa.
 4.5.2 Variabel Tergantung
 Variabel tergantung dalam penelitian ini adalah indeks apoptosis dan
 perubahan histopatologi epitel mukosa nasofaring.
 4.6 Definisi Operasional Variabel
 Definisi operasional variabel dalam penelitian ini adalah :
 1) Paparan divine kretekyang dimaksud adalah pemberian asap hasil
 pembakaran rokok kretek yang telah diberi cairan RDE yang mengandung
 asam amino metionin dan fenilalanin dalam bentuk partikel nano. Satu
 batang divine kretek dibakar untuk satu kelompok mencit kemudian
 dilanjutkan dengan penyemprotan asap sebanyak 2 x 20 cc pada anus
 mencit. Penyemprotan dilakukan dengan cara memasang rokok pada pipa
 yang terhubung dengan spuit 60 cc, kemudian rokok dibakar dan setelah

Page 50
                        
                        

36
 itu asap rokok dihisap dengan spuit tersebut hingga mencapai 20 cc.
 Tujuan penyemprotan asap pada anus mencit ini adalah untuk menambah
 dosis dan juga untuk mencegah efek formalin dalam saluran
 pencernaan.(Sarjadi 2012, komunikasi personal, 10 Januari)
 Skala : Nominal
 2) Paparan rokok kretek biasa yang dimaksud adalah pemberian asap hasil
 pembakaran rokok kretek yang tidak diberi cairan RDE. Satu batang rokok
 kretek dibakar untuk satu kelompok mencit kemudian dilanjutkan dengan
 penyemprotan asap sebanyak 2 x 20 cc pada anus mencit. Penyemprotan
 dilakukan dengan cara memasang rokok pada pipa yang terhubung dengan
 spuit 60 cc, kemudian rokok dibakar dan setelah itu asap rokok dihisap
 dengan spuit tersebut hingga mencapai 20 cc. (Sarjadi 2012, personal
 communication, January 10)
 Skala : Nominal
 3) Perhitungan indeks apoptosis dilakukan dengan metode Aihara M et. al
 yaitu dengan menghitung badan apoptotik per 100 sel tumor dari area yang
 signifikan dengan pembesaran 400x, pada 10 lapangan pandang dari tiap
 preparat, dalam satu blok parafin kemudian diambil nilai rata-ratanya.31
 Index apoptosis (IA) = (sel apoptosis/total sel) x 100%
 Skala : Rasio
 5) Perubahan histopatologi mukosa epitel nasofaring dengan skala ordinal
 dinilai dengan skor sebagai berikut (Tabel 6)3
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 Tabel 6. Skor Perubahan Histopatologi
 Skor Perubahan histopatologi mukosa epitel nasofaring
 1 Normal
 2 Hiperplasia: jumlah sel normal bertambah
 3 Metaplasia: perubahan sel dari satu bentuk ke bentuk lainnya
 yang masih bersifat reversible
 4 Displasia ringan: tampak proliferasi atau hiperplasia sel dari
 lamina
 basalis dan parabasal, tidak meluas melebihi sepertiga epitelial.
 Secara sitologik tampak atipik, namun umumnya ringan dengan
 hanya ada sedikit sel atau inti yang pleomorfik. Mitosis tak
 tampak
 menonjol, dan biasanya terjadi di basal dan normal, dengan
 perubahan struktur sel yang minimal.
 5 Displasia sedang: tampak proliferasi sel atipik yang meluas ke
 sepertiga tengah epitelial. Perubahan sitologik lebih hebat
 dibanding
 displasia ringan, misal tampak hiperkromatik, inti dan sel yang
 pleomorfik. Mitosis meningkat dan abnormal, namun biasanya
 terletak di lamina basalis. Perubahan struktur sel tampak di
 pertengahan bawah epitel, karena hilangnya polaritas sel.
 Namun,
 stratifikasi dan maturasi sel relatif normal, sering disertai
 hiperkeratosis.
 6 Displasia berat : tampak proliferasi abnormal di lapisan basalis
 sepertiga atas epitel.
 Perubahan sitologik dan struktur sel sangat menonjol. Semua
 perubahan yang tampak pada displasia sedangkan multipel yang
 mencolok. Mitosis suprabasal terjadi mencolok, biasanya
 berbentuk
 bintang (tripolar) abnormal. Badan apoptotik terlihat nyata.
 Perubahan struktur sel hebat dan seringkali dengan keratinisasi
 abnormal. Kadang tampak akantolisis dengan disrupsi epitelial.
 4.7 Cara Pengumpulan Data
 4.7.1 Bahan – bahan yang diperlukan dalam penelitian ini adalah:
 1) Rokok kretek biasa
 2) Larutan RDE
 3) Mencit C3H sesuai kriteria
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 4) Formalin 40%
 5) Aquades untuk mengencerkan formalin
 6) Larutan formalin 20% yang dialirkan dalam ruang semi tertutup
 berukuran 50x30x20 cm3
 7) Pakan standar mencit
 8) Pakan yang telah dicampur formalin 10% dengan dosis 54 mg/kgBB
 9) Bahan untuk preparat histopatologi dengan pengecatan HE
 4.7.2 Alat – alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah :
 1) Kandang mencit yang digunakan untuk induksi formaldehyde dan
 perlengkapannya
 2) Kandang mencit yang digunakan untuk paparan asap divine kretek
 dan rokok kretek biasa serta perlengkapannya
 3) Spuit 60 cc untuk menyemprotkan asap
 4) Pemantik api
 5) Seperangkat alat bedah minor
 4.7.3 Jenis Data
 Jenis data dalam penelitian ini adalah data primer yang didapat dari hasil
 perhitungan skor perubahan histopatologi epitel mukosa nasofaring mencit C3H
 dan perhitungan indeks apoptosis menurut metode Aihara M et..al. Penilaian
 indeks apoptosis dilakukan dengan pengecatan HE di bawah mikroskop dengan
 pembesaran 400X.
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 4.7.4 Cara Kerja
 Cara kerja penelitian ini ialah sebagai berikut :
 Sebelum diberi perlakuan, keseluruhan mencit mendapat induksi
 formaldehyde. Induksi karsinogenesis nasofaring dengan formalin dilakukan
 dengan metode Conolly yang dimodifikasi yaitu menggunakan uap dari larutan
 formalin 20% yang dialirkan ke dalam ruang semi tertutup berukuran
 50x30x20cm3
 selain itu juga ditambah dengan diet standar oral yang mengandung
 54 mg/kgBB formalin 10% per hari selama 9 minggu.3
 Mencit jantan strain C3H diaklitimasi di laboratorium dengan
 dikandangkan secara tiap kelompok perlakuan dan diberi pakan standar selama
 satu minggu secara ad libitum.Tiap kelompok perlakuan terdiri dari delapan ekor
 mencit yang ditentukan secara acak dengan lima ekor mencit sebagai hewan coba
 utama dan tiga ekor mencit sebagai cadangan. Kemudian tiap – tiap kelompok
 perlakuan tersebut mendapat perlakuan sebagai berikut :
 1) Kelompok K1 : Kelompok kontrol positif 1 yaitu kelompok yang diberi
 paparan asap kretek biasa, serta diinduksi uap formalin 20% dan diberi
 diet standar mengandung 54 mg/kgBB formalin 10% tiap hari selama 18
 minggu.
 2) Kelompok K2 : Kelompok kontrol positif 2 yaitu kelompok yang
 diinduksi uap formalin 20% serta diberi diet standar mengandung 54
 mg/kgBB formalin 10% selama 9 minggu, kemudian selama 9 minggu
 berikutnya diberi paparan asap kretek biasa.
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 3) Kelompok P1 : Kelompok perlakuan 1 yaitu kelompok yang diberi
 paparan divine kretek serta diinduksi uap formalin 20% dan diberi diet
 standar mengandung 54 mg/kgBB formalin 10% tiap hari selama 18
 minggu.
 4) Kelompok P2 : Kelompok perlakuan 2 yaitu kelompok yang diinduksi
 uap formalin 20% dan diberi diet standar mengandung 54 mg/kgBB
 formalin 10% selama 9 minggu, kemudian selama 9 minggu berikutnya
 diberi paparan asap divine kretek.
 Kemudian satu ekor mencit dari tiap kelompok akan diterminasi pada
 minggu ke – 9 untuk dilihat perubahan sel mukosa nasofaring setelah sebelumnya
 dilakukan anastesi dengan eter sesuai kelompoknya. Setelah itu diambil sediaan
 nasofaring dan dikirim ke Laboratorium Patologi Anatomi untuk dilakukan
 pemeriksaan indeks apoptosis dengan terlebih dahulu dilakukan pemeriksaan
 histopatologi epitel mukosa nasofaring. Pemeriksaan histopatologi epitel
 nasofaring dilakukan pada setiap blok parafin. Pada setiap sediaan dilakukan
 perhitungan pada daerah yang paling anaplastik dengan menghindari daerah
 nekrotik dan sel yang bertumpuk. Perhitungan indeks apoptosis dilakukan
 menurut metode Aihara M et.al yaitu dengan menghitung badan apoptotik per 100
 sel tumor dari area yang signifikan dengan pembesaran 400x pada 10 lapangan
 pandang dari tiap preparat, dalam satu blok parafin kemudian diambil nilai rata-
 ratanya.
 Index apoptosis (IA) = (sel apoptosis/total sel) x 100%
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 Teknik pemeriksaan dilakukan dengan cara :
 1) Tikus dianestesi dengan eter
 2) Pengambilan nasofaring tikus dengan cara memotong bagian kepala
 kemudian membuang mandibula
 3) Pemrosesan jaringan
 4) Pengecatan HE untuk melihat indeks apoptosis dan perubahan
 histopatologi epitel nasofaring
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 4.8 Alur Penelitian
 Randomisasi
 Mencit C3H umur ±3 bulan, bobot badan ±20 gram
 Adaptasi pakan standar (ad libitum) selama 1 minggu
 Kretek biasa
 +
 Uap
 formalin 10%
 +
 54 mg/kgBB diet
 formalin
 K1
 Uap
 formalin 20%
 +
 54 mg/kgBB diet
 formalin
 K2
 Divinekretek
 +
 Uap
 formalin 20%
 +
 54 mg/kgBB diet
 formalin
 P1
 Uap
 formalin 20%
 +
 54 mg/kgBB diet
 formalin
 P2
 Divine kretek
 Kretek biasa
 18 minggu 18 minggu
 9 minggu
 9 minggu
 9 minggu
 9 minggu
 Terminasi mencit dengan anestesi eter
 Pengambilan sampel, pembuatan, dan pemeriksaan
 preparat di laboratorium
 Gambar 6. Alur Penelitian

Page 57
                        
                        

43
 4.9 Analisis Data
 Data dikelompokkan berdasarkan variabelnya dalam skala nominal, rasio,
 dan ordinal. Untuk perhitungan indeks apoptosis dilakukan uji normalitas
 menggunakan Shapiro Wilk. Uji hipotesis dilakukan dengan menggunakan uji one
 way anova sebagai uji parametrik jika memenuhi syarat. Jika syarat uji parametrik
 tidak terpenuhi maka digunakan uji Kruskal-Wallis sebagai uji non parametriknya
 dilanjutkan dengan uji posthoc Mann Whitney sedangkan untuk penilaian skor
 perubahan histopatologi, data cukup dianalisis dengan menggunakan uji Kruskal
 Wallis. Data yang didapat diolah dengan menggunakan komputer.
 4.10 Etika Penelitian
 Ethical Clearance penelitian ini diperoleh dari Komisi Etik Penelitian
 Kesehatan (KEPK) Fakultas Kedokteran Universitas Diponegoro / RS Dr. Kariadi
 Semarang. Hewan coba dalam penelitian ini akan diberi pakan dan minum secara
 ad libitum, dipelihara dengan baik, dijaga kebersihan kandangnya, serta
 diperlakukan secara baik selama transportasi dan dijaga penanganannya sesuai
 tingkah laku dan kebutuhan biologis hewan coba.
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 4.11 Jadwal Penelitian
 Tabel 7. Jadwal Penelitian
 Kegiatan Bulan
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
 Penentuan Judul
 Penyusunan Bab 1
 Penyusunan Bab 2
 Penyusunan Bab 3
 Penyusunan Bab 4
 Ujian Proposal
 Pelaksanaan Penelitian
 dan Pengumpulan Data
 Analisa Data
 Penyusunan Laporan
 Ujian Hasil
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 BAB 5
 HASIL PENELITIAN
 Penelitian ini menggunakan 32 ekor mencit C3H yang dibagi menjadi
 empat kelompok yaitu kelompok yang mendapat paparan asap rokok kretek biasa
 selama induksi formaldehyde (K1), kelompok yang mendapat paparan asap rokok
 kretek biasa setelah induksi formaldehyde (K2), kelompok yang mendapat
 paparan asap divine kretek selama induksi formaldehyde (P1), serta kelompok
 yang mendapat paparan asap divine kretek setelah induksi formaldehyde (P2).Dua
 ekor mencit mati selama proses adaptasi sebelum perlakuan dimulai, serta terdapat
 dua ekor mencit yang berjenis kelamin betina sehingga dieksklusikan. Pada 9
 minggu pertama penelitian, satu ekor mencit dari tiap kelompok diterminasi,
 untuk dinilai proses karsinogenesis nasofaringnya. Kemudian empat mencit
 lainnya dieksklusi karena mati. Di akhir penelitian, mencit yang tersisa sebanyak
 20 ekor, dimana jumlah sampel minimal sebanyak 5 ekor per kelompok masih
 terpenuhi. Selanjutnya seluruh mencit yang tersisa diterminasi untuk diambil
 nasofaringnya.
 Sediaan nasofaring kemudian diwarnai dengan pengecatan HE. Kemudian
 dilakukan pemeriksaan skor histopatologi pada tiap preparat secara membuta.
 Hasil pemeriksaan skor histopatologi epitel nasofaring mencit C3H dapat dilihat
 dalam tabel 8 dan 9.
 45
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 Tabel 8. Skor Histopatologi Epitel Mukosa Nasofaring
 Kelompok
 Skor Histopatologi Epitel
 Mukosa Nasofaring
 Nomor Mencit
 1 2 3 4 5
 Diberi paparan kretek biasa selama induksi
 formaldehyde (K1)
 4 4 4 4 4
 Diberi paparan kretek biasa sesudah induksi
 formaldehyde (K2)
 4 4 1 1 1
 Diberi paparan divine kretek selama induksi
 formaldehyde (P1)
 1 1 1 4 1
 Diberi paparan divine kretek sesudah induksi
 formaldehyde (P2)
 4 1 1 1 1
 Tabel di atas menunjukkan bahwa skor histopatologi kelompok yang
 mendapat paparan asap rokok kretek biasa selama induksi formaldehyde (K1)
 adalah displasia ringan (skor 4) sebanyak 5 ekor mencit; skor histopatologi
 kelompok yang mendapat paparan asap rokok kretek biasa setelah induksi
 formaldehyde (K2) adalah normal (skor 1) sebanyak 3 ekor mencit dan displasia
 ringan (skor 4) sebanyak 2 ekor mencit; skor histopatologi kelompok yang
 mendapat paparan asap divine kretek selama induksi formaldehyde (P1) adalah
 normal (skor 1) sebanyak 4 ekor mencit dan displasia ringan (skor 4) sebanyak 1
 ekor mencit; skor histopatologi kelompok yang mendapat paparan asap divine
 kretek setelah induksi formaldehyde (P2) adalah normal (skor 1) sebanyak 4 ekor
 mencit dan displasia ringan (skor 4) sebanyak 1 ekor mencit.

Page 61
                        
                        

47
 Tabel 9. Nilai Mean dan Median Skor Histopatologi
 Kelompok
 Skor Histopatologi Epitel
 Mukosa Nasofaring
 Mean±SD Median
 Diberi paparan kretek biasa selama induksi
 formaldehyde (K1)
 4,00±0,00 4
 Diberi paparan kretek biasa sesudah induksi
 formaldehyde (K2)
 2,2±1,64 1
 Diberi paparan divine kretek selama induksi
 formaldehyde (P1)
 1,6±1,34 1
 Diberi paparan divine kretek sesudah induksi
 formaldehyde (P2)
 1,6±1,34 1
 Dalam penelitian ini perubahan skor histopatologi hanya mencapai tahap
 displasia ringan sehingga belum dapat dilihat badan apoptosisnya. Tabel 8 dan
 tabel 9 memperlihatkan hasil skor histopatologi epitel nasofaring; kelompok yang
 mendapat paparan asap rokok kretek biasa selama induksi formaldehyde (K1)
 dengan mean dan standar deviasi 4,00±0,00, kelompok yang mendapat paparan
 asap rokok kretek biasa setelah induksi formaldehyde (K2) dengan mean dan
 standar deviasi 2,2±1,64, kelompok yang mendapat paparan asap divine kretek
 selama induksi formaldehyde (P1) dengan mean dan standar deviasi 1,6±1,34, dan
 kelompok yang mendapat paparan asap divine kretek setelah induksi
 formaldehyde (P2) dengan mean dan standar deviasi 1,6±1,34. Berdasarkan
 median dari tabel di atas juga dapat dilihat bahwa hanya kelompok yang mendapat
 paparan asap rokok kretek biasa selama induksi formaldehyde (K1) yang
 mencapai skor histopatologi displasia ringan (skor 4) sedangkan nilai median skor
 histopatologi untuk ketiga kelompok lainnya adalah normal (skor 1).
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 Tabel 10. Uji Kruskal Wallis Skor Histopatologi Epitel Mukosa Nasofaring
 Variabel Uji p
 Skor Histopatologi Epitel
 Mukosa Nasofaring
 Kruskal-Wallis 0,041
 Uji Kruskal-Wallis terhadap variabel skor histopatologi epitel nasofaring
 dalam kelompokperlakuandiperoleh (p=0,041) atau terdapat perbedaan bermakna
 (p<0,05).
 Tabel 11. Uji Post Hoc Mann Whitney Skor Histopatologi Epitel Mukosa
 Nasofaring
 Kelompok Uji p
 Kretek biasa dibanding
 divine kretek selama induksi
 formaldehyde (K1-P1)
 Mann-Whitney 0,014*
 Divine kretek selama
 induksi dibanding divine
 kretek sesudah induksi
 formaldehyde (P1-P2)
 Mann-Whitney 1
 Kretek biasa selama induksi
 dibanding kretek biasa
 sesudah induksi
 formaldehyde (K1-K2)
 Mann-Whitney 0,05
 Kretek biasa sesudah
 induksi dibanding divine
 kretek sesudah induksi
 formaldehyde (K2-P2)
 Mann-Whitney 0,513
 Keterangan : * : Berbeda Bermakna (p < 0,05)
 Uji Mann-Whitney antara kelompok yang mendapat paparan asap rokok
 kretek biasa selama induksi formaldehyde (K1) dan kelompok yang mendapat
 paparan asap divine kretek selama induksi formaldehyde (P1) adalah (p=0,014)
 atau terdapat perbedaan bermakna, sedangkan hasil uji Mann Whitney antara
 kelompok – kelompok yang lain tidak berbeda (p>0,05).
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 Gambar 7. Epitel nasofaring normal. Tampak proliferasi sel masih dalam
 batas normal. Tidak tampak adanya hiperplasia atau displasia.
 Gambar 7. Epitel Nasofaring Normal (HE 400X, skor 1)
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 Gambar 8. Epitel nasofaring displasia ringan. Tampak penebalan pada epitel
 mukosa, silia menghilang dan adanya proliferasi atau hiperplasia dari lamina
 basalis dan parabasal yang tidak melebihi sepertiga epitel (tanda panah).
 Gambar 8. Epitel Nasofaring Displasia Ringan (HE 400X, skor 4)
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 BAB 6
 PEMBAHASAN
 Divine kretek merupakan salah satu inovasi dalam bidang ilmu pengetahuan
 dan teknologi. Dalam divine kretek terkandung blok molekul besar (nanostruktur)
 yang memiliki elektron berdensitas tinggi yang dapat menangkap radikal bebas
 dan mendonasi elektron di dalam tubuh.15
 Nanostruktur ini memiliki struktur yang
 stabil dan dapat memicu proses penangkapan ion Hg pada nikotin. Sifat
 nanostruktur ini membuat divine kretek dapat mengeliminasi toksisitas Hg yang
 terkandung dalam asap rokok.13
 Dalam pembuatan divine kretek, ditambahkan suatu bahan kimia sebagai
 scavenger (pembawa radikal bebas dalam tubuh) yang merupakan senyawa
 aromatik dengan struktur yang kompleks. Struktur kompleks ini kaya akan
 elektron berdensitas tinggi sehingga memiliki energi potensial yang juga cukup
 tinggi untuk mentransfer elektron.30
 Karena kandungan energi potensial dan
 scavengernya ini maka divine kretek diharapkan dapat memberi energi dan
 elektron pada sel-sel nasofaring yang sakit kemudian mendorong dan
 mengoptimalkan diri sel sehat serta dapat menetralkan, mengikat, dan membuang
 radikal bebas dari dalam tubuh.14
 Penelitian ini dilakukan dengan menginduksi formaldehyde pada mencit
 C3H melalui uap formalin 20% dan diet formalin 10% sehingga diharapkan
 timbul proses karsinogenesis nasofaring pada mencit C3H tersebut. Sebagai
 intervensi diberikan divine kretek dan rokok kretek biasa dalam bentuk paparan
 51
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 asap. Adanya kelompok kontrol (K1 dan K2) yang diberikan paparan asap rokok
 kretek biasa dalam penelitian ini bertujuan untuk menganalisa apakah rokok
 kretek biasa atau divine kretekyang memiliki efek preventif dan kuratif.
 Pemberian paparan asap rokok kretek biasa pada kelompok K1 dan juga divine
 kretek pada kelompok P1 selama 18 minggu bertujuan untuk membuktikan efek
 preventif dari salah satu atau keduanya, sedangkan pemberian paparan asap rokok
 kretek biasa pada kelompok K2 dan divine kretek pada kelompok P2 selama 9
 minggu kedua bertujuan untuk membuktikan efek kuratif dari salah satu atau
 keduanya. Efek preventif atau kuratif dari divine kretek dapat dilihat dari indeks
 apoptosis dan perubahan histopatologi epitel mukosa nasofaring dimana indeks
 apoptosis akan menjadi lebih tinggi dan perubahan histopatologi akan terlihat
 lebih baik.
 Apoptosis adalah suatu kematian sel yang terprogram.16
 Dalam keadaan
 transformasi keganasan, sel yang mengalami transformasi tersebut tidak lagi
 mampu disingkirkan melalui mekanisme apoptosis sehingga terjadi resistensi
 apoptosis.34
 Hal ini menjadi salah satu mekanisme preventif yang diharapkan dari
 divine kretek yaitu melalui peningkatan apoptosis. Apoptosis yang terjadi pada sel
 tumor dapat dinilai melalui indeks apoptosis.16
 Berdasarkan penelitian dan juga teori yang telah ada, badan apoptosis hanya
 dapat dilihat pada sel kanker.16
 Penelitian Fitriani Lumongga menyebutkan bahwa
 apoptosis terjadi karena adanya mutasi gen P53 yang merupakan tumor suppressor
 gen. Fungsi dari gen P53 ini adalah untuk mencegah terjadinya replikasi sel pada
 sel yang rusak secara genetik melalui penghentian siklus sel pada fase G1 atau
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 interfase. Gen ini juga berfungsi untuk mencetuskan apoptosis bila kerusakan sel
 cukup luas dan terjadi kegagalan pada repair.35
 Hidayat Sulistyo dalam
 penelitiannya menyebutkan bahwa apoptosis hanya terjadi pada tahap displasia
 berat.3
 Namun, hasil penelitian ini menunjukkan bahwa perubahan histopatologi
 yang terjadi hanya mencapai displasia ringan sehingga untuk perhitungan indeks
 apoptosis belum dapat dilakukan. Salah satu penyebab mengapa karsinogenesis
 dalam penelitian ini belum mencapai displasia berat adalah adanya kesalahan
 teknis yaitu tidak dapat dipastikannya dosis formaldehyde dalam kadar ppm
 karena keterbatasan alat dimana seharusnya kadar formaldehyde dalam udara
 adalah 10 ppm.36
 Untuk melihat perbedaan makna serta efek preventif dan kuratif
 dari divine kretek dapat dilihat dari skor perubahan histopatologi.
 Dari hasil didapatkan adanya perbedaan bermakna skor histopatologi pada
 kelompok yang mendapat paparan asap divine kretek selama induksi
 formaldehyde (P1) dan kelompok K1. Skor histopatologi pada kelompok yang
 mendapat paparan asap divine kretek selama induksi formaldehyde (P1) lebih baik
 daripada kelompok yang mendapat paparan asap rokok kretek biasa selama
 induksi formaldehyde (K1). Adanya perbedaan bermakna antara kelompok yang
 mendapat paparan asap divine kretek selama induksi formaldehyde (P1) dan
 kelompok yang mendapat paparan asap rokok kretek biasa selama induksi
 formaldehyde (K1) ini menunjukkan bahwa terdapat efek inhibisi proses
 karsinogenesis nasofaring dalam divine kretek. Hal ini juga menunjukkan bahwa
 efek preventif divine kretek lebih baik daripada efek kuratifnya. Efek preventif
 divine kretek ini berhubungan dengan adanya scavenger (pembawa radikal bebas
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 dalam tubuh). Scavenger ini dapat menangkap dan mengeliminasi radikal bebas
 dalam rokok seperti NO, NO2, HCN, CO, dan CO2 sehingga ia dapat mencegah
 terjadinya kanker dalam tubuh manusia.14
 Sementara itu uji Mann Whitney pada kelompok yang mendapat paparan
 asap rokok kretek biasa setelah induksi formaldehyde (K2) dan kelompok yang
 mendapat paparan asap divine kretek setelah induksi formaldehyde (P2)
 menunjukkan tidak terdapat perbedaan yang bermakna pada skor histopatologi
 pada kelompok perlakuan rokok kretek biasa dan divine kretek. Hal ini
 menunjukkan bahwa divine kretek tidak memiliki efek kuratif dalam terapi KNF.
 Uji Mann Whitney pada kelompok yang mendapat paparan asap divine
 kretek selama induksi formaldehyde (P1) dan kelompok yang mendapat paparan
 asap divine kretek setelah induksi formaldehyde (P2) menunjukkan hasil yang
 tidak berbeda. Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa paparan asap divine kretek
 berpotensi sebagai anti displasia dimana potensi preventif divine kretek
 diperankan oleh scavanger yang merupakan asam amino dalam bentuk partikel
 nano (dalam penelitian ini digunakan metionin dan fenilalanin) yang dapat
 menangkap radikal bebas yang dihasilkan oleh formaldehyde.
 Perbedaan skor histopatologi yang ekstrim terjadi pada kelompok yang
 mendapat paparan asap divine kretek selama induksi formaldehyde (P1),
 kelompok yang mendapat paparan asap divine kretek setelah induksi
 formaldehyde (P2), dan kelompok yang mendapat paparan asap rokok kretek biasa
 setelah induksi formaldehyde (K2) dimana skor histopatologi epitel mukosa
 nasofaring mencit C3H di ketiga kelompok tersebut sangat berbeda jauh yaitu
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 normal dan displasia ringan. Perbedaan yang mencolok ini disebabkan karena
 perlakuan kurang cermat sehingga dalam 1 kelompok terdapat mencit yang terlalu
 sedikit atau terlalu banyak memakan makanan yang telah dicampur formalin.
 Skor histopatologi dalam penelitian ini tidak dapat mencapai tahap
 displasia berat seperti pada penelitian sebelumnya sehingga keterbatasan
 penelitian ini adalah; 1) dosis induksi karsinogenesis nasofaring tidak dapat
 dipastikan karena keterbatasan alat, 2) keganasan nasofaring difossa rosenmuller
 pada mencit tidak bisa dilokalisasi secara akurat, 3) studi ini tidak
 memperlihatkan mekanisme kerja dari asap divine kretek secara lengkap.
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 BAB 7
 SIMPULAN DAN SARAN
 7.1. Simpulan
 Kesimpulan dari penelitian ini adalah :
 1. Pemberian paparan asap divine kretek selama induksi formaldehyde
 dapat memperbaiki skor perubahan histopatologi pada karsinogenesis
 nasofaring mencit C3H.
 2. Pemberian paparan asap divine kretek sesudah induksi formaldehyde
 tidak dapat memperbaiki skor perubahan histopatologi pada
 karsinogenesis nasofaring mencit C3H.
 3. Efek preventif pada divine kretek lebih kuat daripada efek kuratifnya.
 7.2. Saran
 Untuk penelitian selanjutnya sebaiknya dilakukan pemeriksaan lebih lanjut
 mengenai kandungan asap divine kretekdan mekanisme kerja dari asap divine
 kretek secara lengkap. Selain itu perlu diperhitungkan secara tepat konsentrasi
 formaldehyde dengan menggunakan formaldehydometer agar karsinogenesis
 sampai ke tahap displasia berat. Dosis asap divine kretekdalam udara (dengan
 satuan ppm) juga perlu diperhitungkan agar hasil penelitian menjadi lebih akurat.
 56
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 Lampiran 1. Dokumentasi Penelitian
 Proses penyuntikan asap
 rokok ke arah anus Mencit C3H
 Spuit yang telah dipenuhi asap Proses pengasapan mencit
 dengan asap rokok
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 Larutan RDE yang
 mengandung asam amino
 dalam bentuk partikel nano
 Kiri: kretek biasa
 Kanan: kretek yang telah
 diolesi RDE
 Spuit, selang, pipa rokok, dan
 rokok yang telah dihubungkan
 Proses pengambilan
 nasofaring mencit Proses pengambilan
 nasofaring mencit

Page 80
                        
                        

66
 Lampiran 2. Ethical Clearance
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 Lampiran 3. Output SPSS
 1. Dilakukan uji Kruskal Wallis, dan uji post hoc Mann Whitney.
 Ranks
 kelompok perlakuan N Mean Rank
 Histopatologi Karsinogenes K1 5 16.00
 K2 5 10.00
 P1 5 8.00
 P2 5 8.00
 Total 20
 Test Statisticsa,b
 Histopatologi
 Karsinogenes
 Chi-Square 8.253
 Df 3
 Asymp. Sig. .041
 a. Kruskal Wallis Test
 b. Grouping Variable: kelompok
 perlakuan
 Mann-Whitney Test
 Ranks
 kelompok perlakuan N Mean Rank Sum of Ranks
 Histopatologi Karsinogenes K1 5 7.50 37.50
 P1 5 3.50 17.50
 Total 10
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 Test Statisticsb
 Histopatologi
 Karsinogenes
 Mann-Whitney U 2.500
 Wilcoxon W 17.500
 Z -2.449
 Asymp. Sig. (2-tailed) .014
 Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .032a
 a. Not corrected for ties.
 b. Grouping Variable: kelompok perlakuan
 Ranks
 kelompok perlakuan N Mean Rank Sum of Ranks
 Histopatologi Karsinogenes K2 5 6.00 30.00
 P2 5 5.00 25.00
 Total 10
 Test Statisticsb
 Histopatologi
 Karsinogenes
 Mann-Whitney U 10.000
 Wilcoxon W 25.000
 Z -.655
 Asymp. Sig. (2-tailed) .513
 Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .690a
 a. Not corrected for ties.
 b. Grouping Variable: kelompok perlakuan
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 Ranks
 kelompok perlakuan N Mean Rank Sum of Ranks
 Histopatologi Karsinogenes P1 5 5.50 27.50
 P2 5 5.50 27.50
 Total 10
 Test Statisticsb
 Histopatologi
 Karsinogenes
 Mann-Whitney U 12.500
 Wilcoxon W 27.500
 Z .000
 Asymp. Sig. (2-tailed) 1.000
 Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] 1.000a
 a. Not corrected for ties.
 b. Grouping Variable: kelompok perlakuan
 2. Nilai mean dan median
 Test Statisticsb
 Histopatologi
 Karsinogenes
 Mann-Whitney U 12.500
 Wilcoxon W 27.500
 Z .000
 Asymp. Sig. (2-tailed) 1.000
 Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] 1.000a
 a. Not corrected for ties.
 b. Grouping Variable: kelompok perlakuan
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 3. Grafik Boxplot
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