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Abstrak

Imunoterapi spesifik (ITS) merupakan pilihan terapi pada rinitis alergi yang tidak memberikan respons perbaikan
klinis dengan medikamentosa. Peran zat adjuvan diduga dapat meningkatkan efektivitas dan efikasi ITS. Penelitian
ini bertujuan menganalisis peran adjuvan vitamin D3 pada ITS terhadap percepatan timbulnya respons imun
toleran. Penelitian analitik komparatif numerik dua kelompok tidak berpasangan dengan rancangan uji klinis
acak terkontrol ganda ini dilakukan di Klinik Rinologi-Alergi THT-KL RSUP Dr. Hasan Sadikin Bandung sejak Mei
2016-April 2017. Sampel terdiri atas 18 pasien menerima ITS+kalsitriol dan 18 pasien menerima ITS+plasebo
yang memenuhi Kkriteria penelitian diambil secara consecutive sampling. Dilakukan pemeriksaan jumlah sel
Tregulator dengan flowcitometry pada baseline, minggu ke-8 dan 15 dan skor gejala hidung. Analisis dengan
Uji Mann-Whitney, uji Friedman, uji T berpasangan dan analisis Post hoc. Perbandingan kenaikan rerata median
jumlah sel Treg kelompok intervensi dengan kontrol pada minggu ke 8 menunjukkan nilai p=0,04, rerata MFI
Treg pada kelompok intervensi dengan kontrol nilai p=0,002. Analisis post hoc terhadap MFI Treg menunjukkan
peningkatan pada kelompok intervensi dengan p=0,001 pada minggu ke-8. Disimpulkan perubahan di tingkat
imunologi mulai terjadi pada minggu ke-8, tetapi perbaikan gejala klinis terlihat setara.

Kata kunci: Imunoterapi spesifik, rinitis alergi, sel t-toleran perifer, sel T-regulator, vitamin D3

Role of Adjuvant Therapy with Vitamin D3 on T-Regulator in Allergic
Rhinitis Patient with Subcutaneus Immunotherapy

Abstract

Allergen-specific immunotherapy (AIT) is a potentially disease-modifying therapy that is useful for the treatment
of allergic rhinitis, especially in those who do not response to pharmacotherapy. Currently, the role of adjuvant
is expected to increase the clinical efficacy in AIT. The aim of this study was to analyze the role of vitamin
D3 adjuvant in AIT to induce immune tolerance. This was an unpaired comparative analytic research with a
randomized controlled trial dstudy conducted at the Rhinology-Allergy Clinic ORL-HNS of Dr. Hasan Sadikin
General Hospital Bandung from May 2016 to April 2017. Eighteen subjects with AIT+ calcitriol treatment and
18 subjects with AlT+placebo treatment who met the study criteria were selected through consecutive sampling.
All subjects were evaluated for Treg cells using flow citometry at baseline, week 8, and week 15. Nasal symptom
score was also evaluated. Statistical analysis performed in this study included Mann-Whitney test, Friedman
test, T-Paired test,and Post hoc analysis. There was a significant different of Treg cells average results between
the intervention group and control at week 8 with a p-value of 0.04. The mean delta value on MFI Treg reflected
significant differences within intervention group (p=0.002). Post hoc analysis results presented a significant
increase in MFI Treg in the intervention group at week 8 (p=0,001). Therefore, immunological changes start in
week eight but the improvement of clinical symptoms looks similar.

Key words: Allergic rhinitis, peripheral t-cell tolerance, regulatory t(treg) cell allergen specific immunotherapy,
vitamin D3

Korespondensi: Dr. Melati Sudiro, dr.,, SpTHT-KL(K), M.Kes, Departemen THT-KL Fakultas Kedokteran Universitas Padjadjaran/
Rumah Sakit Dr. Hasan Sadikin Bandung, Jalan Pasteur No. 38 Bandung, Email melati.sudiro@gmail.com

Majalah Kedokteran Bandung, Volume 50 No. 2, Juni 2018 109



Melati Sudiro dkk.: Peran Terapi Adjuvan Vitamin D3 terhadap Kadar T Regulator Penderita Rinitis Alergi yang Mendapat Imunoterapi
Subkutaneus

Pendahuluan

Rinitis alergi adalah gangguan hidung berupa
peradangan pada mukosa hidung dengan
karakteristik gejala berupa hidung beringus,
bersin, hidung tersumbat, hidung gatal dan dapat
disertai mata gatal yang terjadi setelah terpajan
alergen dengan perantara immunoglobulin E.
Prevalensi rinitis alergi diperkirakan 10-30%
populasi atau lebih dari 500 juta penduduk
dunia, tetapi jumlah tersebut berbeda di setiap
negara.! Angka kunjungan penderita rinitis alergi
di klinik rinologi alergi THT-KL RSUP Dr. Hasan
Sadikin Bandung periode 2010-2011 sebanyak
167 orang, dengan kelompok usia 18-34 tahun
52,7%, 35-49 tahun 14,40%, klasifikasi persisten
sedang berat 53%.%3

Penurunankualitas hidup merupakan dampak
lain yang harus menjadi perhatian selain biaya
pengobatan yang tinggi. Biaya yang dikeluarkan
untuk pembelian resep obat di Amerika Serikat
berkisar 2-5 miliar dolar Amerika per tahun,
Jepang 1,15 miliar dolar Amerika per tahun,
sedangkan di Eropa atau bagian dunia lain
menunjukkan nilai yang berbeda.! Berbagai
modalitas terapi untuk rinitis alergi dimulai dari
penghindaran alergen, medikamentosa hingga
imunoterapi spesifik (ITS). Imunoterapi spesifik
menjadi pilihan pada penderita rinitis alergi
klasifikasi sedang-berat atau tidak memberikan
perbaikan gejala dengan medikamentosa.*

Mekanisme utama yang terjadi pada
pemberian imunoterapi akan dapat berakibat
pada penurunan proses inflamasi di perifer yang
ditandai oleh penurunan aktivitas eosinophil,
basofil, dan migrasi eosinofil kejaringan dengan
hasil akhir peningkatan respons imun toleran.
Perubahan respons imun Th2 dominan menjadi
Th1l dominan dan peningkatan jumlah sel Treg
merupakan parameter objektif keberhasilan
ITS, ditandai dengan peningkatan sitokin anti-
inflamasi Treg, IL-10, TGF-B, dan timbulnya
blocking antibody 1gG1-1gG4 yang berhubungan
dengan perbaikan gejala klinis.>®

Defisiensi vitamin D saat ini diduga turut
memperberat gejala rinitis alergi dan penyakit
atopi lain. Noviani dkk.’” pada penelitian yang
bertujuan mencari hubungan kadar vitamin D
antar anak atopi dan obesitas mendapatkan
kadar vitamin D berada dalam taraf insufisiensi
dengan rerata berkisar 15-29 ng/mL. Vitamin D
termasuk hormon steroid yang berperan dalam
mekanisme kalsium, fosfor, dan tulang sekaligus
berperan fungsi imun melalui bentuk aktif
vitamin D yang akan berikatan dengan reseptor
vitamin D di permukaan membran, sel denritik,
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monosit, makrofag, sel limfosit B, ataupun
limfosit T.®

Berbagai hipotesis menyatakan vitamin
D mempunyai dua efek sekaligus, baik pada
sistem imun bawaan maupun didapat. Vitamin
D memengaruhi sistem imun melalui bentuk
aktifnya dengan cara meningkatkan proliferasi
sel Th1 dan menekan proliferasi Th2. Pada saat
yang bersamaan dapat juga meningkatkan kadar
[L-10 melalui pengaruhnya pada aktivitas Treg.
Penelitian potong lintang pada anak di Costarica
telah menunjukkan kadar 25(0H) D yang rendah
berhubungan dengan peningkatan IgE dan
jumlah eosinofil.??

Pada bidang imunologi pemberian adjuvan
bertujuan mengurangi jumlah alergen dan
meningkatkan efikasi dapat diberikan pada
imunoterapi.’®!! Vitamin D yang dikenal dapat
berfungsi sebagai imunomodulator, bahan aktif
1,25 (OH),D3 dapat menjadi pilihan sebagai
terapi adjuvan karena selain mudah didapat
secara imunologis vitamin D dapat bekerja
untuk meningkatkan kadar Treg. Kekurangannya
adalah sampai saat ini masih belum didapatkan
kadar terapeutik yang tepat untuk menurunkan
gejala Klinis pada alergi.'® 12

Metode

Penelitian ini merupakan penelitian analisis
komparatif numerik dua Kkelompok tidak
berpasangan dengan rancangan penelitian uji
klinis acak terkontrol ganda yang dilakukan
pada pasien rinitis alergi klasifikasi sedang berat
dan defisiensi vitamin D, pada kelompok usia
18-39 tahun. Subjek penelitian diambil dari
penderita rinitis alergi yang datang ke Kklinik
Rinologi Alergi THT-KL Rumah Sakit Dr. Hasan
Sadikin Bandung (RSUP)/Fakultas Kedokteran
Universitas Padjadjaran pada periode Mei 2016-
April 2017. Diagnosis ditegakkan berdasar atas
anamnesis dan pemeriksaan THT-KL lengkap.
Konfirmasi diagnosis alergi memakai skin prick
test. Pada pasien juga dilakukan pemeriksaan
kadar vitamin D secara electrochemilumiscence
binding assay dan juga pemeriksaan jumlah
Tregulator menggunakan flowsitometri. Pasien
juga diberikan penilaian skor gejala hidung.
Subjek penelitian dibagi 2, kelompok intervensi
mendapat ITS+kalsitriol 0,5 mcg/hari dan
kelompok kontrol mendapat ITS+plasebo selama
14 minggu. Pemberian ITS dengan ekstrak
alergen Dermatophagides pteronyssinus dengan
carainjeksi subkutaneus dengan dosis meningkat
secara bertahap. Seluruh subjek penelitian
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Tabel 1 Karakteristik Subjek berdasar atas Demografi

Inter]\;e(nns =l I/Ei;;amin Kontrol (n=18) Nilai p

Jenis Kelamin

Laki-laki 6 0,18

Perempuan 12
Pekerjaan

Di dalam ruangan 17

Di luar ruangan 0(0,0) 1
Usia (tahun) 24 (20-39) 28,5 (20-36) 0,78
Indeks massa tubuh (kg/m?) 24,89+5,35 23,96+3,22 0,53
Jumlah antihistamin yang diminum 6 (0-30) 8 (0-31) 0,56

Keterangan; Nilai p berdasarkan Chi Kuadrat

menjalani 3 kali pengambilan darah, mengikuti
pemberian injeksi imunoterapi 1 kali/minggu,
penilaian skor gejala hidung dengan visual analog
score (VAS) selama 14 minggu. Analisis stastistik
untuk kenaikan jumlah Treg dilakukan dengan
menggunakan uji Mann-Whitney berulang yang
dilanjutkan dengan analisis post hoc, sedangkan
kecepatan penurunan gejala klinis akan diuji
dengan uji T tidak berpasangan. Kemaknaan
ditentukan berdasar atas nilai p<0,05 dengan
tingkat kepercayaan 95%. Penelitian disetujui
oleh Komisi Etik Penelitian Kesehatan Fakultas
Kedokteran Universitas Padjadjaran Bandung,
No: 218/UN6.C1.3.2/KEPK/PN/2016.

Hasil

Tigapuluh enam orang pasien rinitis alergi yang
menderita defisiensi atau insufisiensi vitamin
D ikut dalam penelitian. Sampel terdiri atas 16

orang laki-laki dan 20 orang perempuan, dengan
rentang usia 20-39 tahun, hampir seluruh
subjek beraktifitas lebih banyak di luar ruangan
dan dengan rerata indeks massa tubuh pada
kelompok terlihat tidak ada perbedaan yang
ditunjukkan pada Tabel 1.

Secara Kkarakteristik demografis, subjek
mempunyai sebaran data yang sebanding antara
kelompok intervensi dan kontrol (p>0,05).
Perbedaan karakteristik kadar vitamin D pada
kelompok intevensi dan kontrol dapat dilihat
pada Tabel 2. Perbandingan kadar sel Treg antara
kelompok intervensi dan kontrol pada baseline,
minggu ke-8, dan minggu ke-15 secara umum
dapat dapat dilihat pada Tabel 3.

Analisis jumlah mean fluoresence intensity
tregulator (MFI Treg) withingroup intervensi
menunjukkan peningkatan dari sel Treg yang
berbeda bermakna dengan p=0,002. Selanjutnya,
dilakukan analisis post hoc yang disajikan pada
Gambar.

Tabel 2 Perbedaan Karakteristik Kategori Vitamin D berdasar atas Pemeriksaan 25-(0OH)D

pada Kelompok Intervensi dan Kontrol

Tingkat Defisiensi Kelompok Nilai
25 (OH)D, Intervensi Kontrol P
Insufisiensi (20-30ng/mL) 1 1
Defisiensi (10-20 ng/mL) 4 4
Defisiensi Berat (5-10 ng/mL) 12 11 095
Defisiensi Sangat Berat <5 ng/mL) 1 2
Keterangan: Nilai p berdasar atas uji chi kuadrat
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Gambar Analisis post hoc Jumlah MFI Treg pada Kelompok Intervensi

Tabel 3 Perbandingan Kadar Sel T Regulator Kelompok Intervensi dengan Kontrol

Intervensi (n=18) Kontrol (n=18)
Kadar T- regulator Median Rerata Median Rerata Nilai p*
8 (Min-Maks) Rangking (Min-Maks) Rangking
. 0,97 0,89
0, 4 y
Baseline (%) (0,31-1,74) 18,86 (0,12-2,13) 18,14 0,84
. 0,91 0,78
O ) )
Minggu 8 (%) (0,31-1,36) 22,11 (0,12-1,92) 14,89 0,04
. 0,99 1,02
0, 4 )
Minggul5 (%) (0,27-1,64) 18,58 (0,03-2,29) 18,42 0,96
Nilai p 0,21 0,20

Keterangan ?antara grup, Uji Mann Whitney; P“antara grup, Uji Friedman

Tabel 4 Perbandingan Skor Gejala Hidung antara Kelompok Intervensi dan Kontrol

Total skor Intervensi Kontrol Nilai p Selisih Rerata (IK95%)
Hidung tersumbat 32424 2823 0,627 4 (-12,06-19,73)
Rinore 37427 35421 0,778 2 (-14,04-18,60
Bersin 44+28 37422 0,391 7 (-9,80-24,47)
Hidung gatal 37+28 31£20 0,430 6 (-9,86-22,64)
VAS minggu 1-14 151496 131+68 0,476 20 (-36,43-76,43)

Keterangan: Uji t tidak berpasangan
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Perbedaan rerata skor gejala hidung antara
kelompok intervensi dan kontrol yang diamati
selama 14 minggu dan menggunakan penilaian
visual analoq score (VAS) disajikan pada Tabel
4. Secara statistik antara kedua kelompok tidak
menunjukkan perbedaan yang bermakna dari
penilaian secara subjektif total skor gejala
hidung dengan p>0,05.

Pembahasan

Pada penelitian ini angka kejadian rinitis alergi
pada perempuan lebih tinggi dari laki-laki, tetapi
secara statistik tidak terdapat perbedaan yang
bermakna antara kelompok intervensi vitamin
D dan kontrol. Data ini sesuai dengan Moeis
dkk.,> mendapatkan pasien perempuan (53,3%)
dengan diagnosis rinitis alergi lebih banyak dari
laki-laki yang datang berobat di Klinik Rinologi
Alergi RSUP Dr. Hasan Sadikin Bandung pada
periode 2009-2011. Penelitian di wilayah Asia
Pasifik juga mendapatkan perempuan lebih
banyak menderita rinitis alergi daripada laki-laki
(54,1% vs 45,9%)."* Secara patogenesis tidak
ada perbedaan antara perempuan dan laki-laki.
Terdapat dugaan bahwa faktor hormonal sangat
berperan dalam peningkatan risiko rinitis alergi.
Hormon estrogen menyebabkan relaksasi otot
polos dan pelebaran pembuluh darah di organ
kelamin yang juga dapat terjadi pada mukosa
hidung. **

Penelitian ini melibatkan penderita rinitis
alergi dengan rentang usia 18-39 tahun. Pada
kelompok tersebut aktivitas sehari-hari sebagai
pelajar, mahasiswa, atau karyawan lebih banyak
dilakukan di dalam ruangan. Hasil ini sesuai
dengan penelitian yang dilakukan oleh Moeis
dkk.? bahwa usia 18-34 tahun (52,7%), 35-49
tahun (14,40%) merupakan kelompok yang
terbanyak datang berobat. Skoner dkk. juga
berpendapat bahwa 80% individu atopi akan
berkembang menjadi rinitis alergi pada usia 20
tahun.

Sejumlah 36 pasien rinitis alergi yang ikut
dalam penelitian ini menyatakan lebih banyak
beraktivitas di dalam ruangan. Data ini telah
menunjukkan aktivitas subjek penelitian yang
mendukung dugaan kadar vitamin D yang rendah.
Sebaran data menunjukan pada kedua kelompok
penelitian terbanyak berada pada rentang kadar
25 (OH)D,5-10 ng/mL atau defisiensi vitamin D
berat (Tabel 1 dan 2).

KadarvitaminDseseorangsangatdipengaruhi
oleh pajanan matahari, lama pajanan, asupan
makanan, penggunaan suplemen, lingkungan,
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usia, warna kulit, dan cara berpakaian. Lucock
dkk.’®> menyatakan bahwa individu dengan
pigmen kulit yang sedikit akan memproduksi
jumlah previtamin D3 yang lebih tinggi daripada
kulit berwarna. Konsekuensinya, kulit dengan
pigmen yang banyak akan mengurangi sintesis
1,25 (OH)D3 dan jumlah reseptor vitamin D yang
lebih rendah.Pendapat ini sesuai dengan warna
kulit penduduk Indonesia.

Berdasar atas Kkepustakaan, dilaporkan
defisiensi vitamin D merupakan salah satu faktor
risiko pada rinitis alergi.'* Metabolisme vitamin
D melalui reseptor antagonisnya mempunyai
kemampuan sebagai imunomodulator dan
juga imunoregulator yang akan memengaruhi
aktivitas imunologi. Defisiensi vitamin D dapat
mengganggu integritas epitel barir, menghambat
pelepasan sitokin produksi Th1 sehingga dalam
kerjanya dapat meningkatkan Th2. Peningkatan
aktivitas ThZ akan menambah risiko atopi
termasuk meningkatkan gejala rinitis alergi.
Produksi 1,25 (OH)D3 yang dihasilkan oleh sel
dendritbertanggung jawab terhadap regulasi
lebih dari dua ratus gen. Kemampuan ini dapat
menyebabkan vitamin D mempunyai manfaat
sebagai hormon pleiotropik.!0 1416

Pada penelitian ini didapatkan jumlah sel Treg
yang diukur melalui pemeriksaaan flowsitometri
melalui ekspresi CD4*CD25*CD127"" yang
dilakukan pada kelompok ITS+kalsitriol 0,5
mcg/hari dan kelompok ITS+plasebo (Tabel 3.).
Data menunjukkan secara deskriptif terlihat
penurunan jumlah sel pada kedua kelompok
(minggu ke-8) yang kemudian diikuti dengan
peningkatan pada minggu ke-15. Penurunan
jumlah Treg pada minggu ke-8 diikuti dengan
peningkatan jumlah MFI Treg pada minggu yang
sama (52,70£7,92 vs 50,97+6,44). Kenaikan
jumlah MFI Treg pada kelompok intervensi
lebih tinggi 1,72% dibanding dengan kelompok
kontrol (Gambar). Data ini menunjukkan jumlah
sel Treg yang tetap diikuti jumlah pendaran yang
meningkat dalam satu sel Treg, artinya aktivitas
sel Treg tersebut meningkat. Jumlah sel Treg
baseline yang terukur adalah sel natural Treg
berjumlah 5-10% dari seluruh populasi CD4*
yang berada di organ limfoid perifer. Mekanisme
inhibisi maturitas sel dendrit memegang peran
penting untuk mencapai respons imun toleran.
Biekle!'” juga menyatakan lingkungan mikrolokal
merupakan faktor yang penting dalam inhibisi
maturitas sel dendrit oleh bentuk aktif vitamin
D.

Pada penelitian ini telah terjadi penurunan
sementara jumlah Treg sebesar 6% pada minggu
ke-8, lalu terjadi peningkatan (2%) pada minggu
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ke-15 (Tabel 3). Penurunan sementara dapat
terjadi tanpa menurunkan peran Sel Treg. Hal ini
dapat terjadi karena Treg yang telah meningkat
aktivitasnya oleh 1,25 dihidroksivitamin D3 akan
menimbulkan kondisi tolerogenik di dalam sel
dendrit terjadi mekanisme inhibisi sel dendrit,
reduksi jumlah antigen precenting cell, dan
penurunan IL-12 (petanda dominasi bergeser
ke Th1). Peningkatan jumlah dan aktivitas sel
Treg yang berbeda bermakna dibanding dengan
kontrol mulai terjadi pada minggu ke-8 sehingga
penulis menduga kalsitriol turut berperan dalam
inhibisi sekresi imunoglobulin E.

Jumlah sel Treg pada minggu ke-15 tidak
memperlihatkan perbedaan kenaikan yang
signifikan antara kelompok intervensi dan
kontrol. Hasil ini sesuai dengan penelitian
yang dilakukan oleh Baris dkk.'® yang tidak
menemukan perbedaan kenaikan Treg antara
kelompok ITS subkutaneus-vitamin D, kelompok
ITS subkutaneus saja, maupun dengan kelompok
farmakoterapi pada bulan ke-6. Perbedaan baru
terlihat saat penilaian pada bulan ke-12 dengan
p=0,03.Penulis menduga faktor absorbsi vitamin
D di usus dan ekskresinya yang cepat juga turut
memengaruhi jumlah peningkatan Treg.

Berbeda dengan penelitian yang dilakukan
Taher dkk.'? didapatkan peningkatan kadar Treg
pada hewan coba tikus yang disuntikkan vitamin
D di lokasi yang sama dengan imunoterapi.
Mereka mendapatkan dampak adjuvan vitamin
D terhadap peningkatkan kadar FOXP3, IL-10,
dan TGF-p.

Penelitian terhadap mekanisme vitamin
D, RVD, dan 1,25(0H),D, terhadap sel limfosit
T lebih banyak dilakukan secara in vivo di
hewan coba tikus.'” Percobaan in vivo ini
sangat sulit dilakukan pada manusia walaupun
beberapa penelitian dilakukan untuk mencari
dampaknya pada manusia melalui hewan coba
tikus. Perbedaan hasil mekanisme vitamin D
pada manusia terutama penilaian dilakukan
melalui sel mononuklear darah perifer (PBMC).
Sementara itu, pada hewan coba tikus spesimen
penilaian diambil dari berbagai jaringan tubuh.

Hasil penelitian ini pun juga didukung oleh
pendapat Chamber dkk.?° bahwa penelitian
pada populasi sel Foxp3 Treg manusia sangatlah
sulit. Durasi penelitian memerlukan proses
yang lebih lama sementara mekanisme aktivasi
yang menginduksi Foxp3 berjalan sangat cepat
akibatnya kadar sel Treg akan turun dengan
cepat.

Pada penelitian ini juga menilai kadar mean
fluorescence intensity (MFI) Treg, yaitu kadar
baseline minggu ke-8 sebesar 1,72% kemudian
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diikuti dengan kenaikannya pada minggu ke-
15 sebesar 1,75% pada kelompok intervensi
(p=0,002). Namun, pada kelompok kontrol
kenaikan MFI tidak menunjukkan perbedaan
bermakna (Gambar), keadaan ini menunjukan
bahwa pada tingkat molekul sudah terlihat
kecenderungan peningkatan aktivitas sel Treg.

Penurunan gejala hidung terlihat tidak ada
perbedaanbermaknaantarakelompokintervensi
dan kontrol. Namun, grafik menunjukkan tren
menurun pada kedua Kkelompok. Pada ITS
penurunan skor gejala hidung adalah salah satu
indikator keberhasilan yang bersifat subjektif.
Pendapat individual di sini sangat utama
sehingga sulit sekali membedakan antarskor.
Kami menduga durasi pemberian vitamin D yang
singkat cukup memengaruhi hasil ini.

Simpulan, jumlah Tregulator melalui ekspresi
CD4*CD25*CD127"" meningkat pada penderita
rinitis alergi yang diberikan ITS-vitamin D3
mulai minggu ke-8, diikuti dengan peningkatan
pendaran pada sel Treg (mean fluorescence
intensity) yang berbeda bila dibanding dengan
kelompok yang sudah mendapat ITS+plasebo
(kelompok kontrol). Perbaikan gejala Klinis
terlihat setara, diperlukan waktu pengamatan
yang lebih lama.
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