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ABSTRAK

Karsinoma nasofaring (KNF) adalah keganasan yang tersering di kepala dan L eher. Karsinogenesis KNF dipengaruhi
oleh banyak faktor seperti faktor lingkungan, genetik, dan infeks virus. Epstein Barr Virus (EBV) terbukti berperan
penting dalam karsinogenesis KNF dan salah satu protein yang berperan penting adalah LMP2A. Penelitan ini
mengidentifikasi hubungan antara stadium klinis KNF, klasifikass TNM, dan ekspresi relatif mRNA LMP2A EBV.
Biopsi formalin-fixed parafin-embedded (FFPE) dari jaringan tumor primer terkumpul dari 24 pasien KNF. Sampel
diproses menggunakan gRT-PCR. Data di analisa dengan metode 2-ACt dan dianalisis secara statistik. Seluruh
sampel mengekspresikan LMP2A. Berdasarkan analisis statistik tidak ditemukan hubungan stadium tumor dan
klasifikasi TNM dengan ekspresi relatif mRNA LMP2A. Namun demikian terdapat tren penurunan Ct dengan
peningkatan stadium klinis KNF.
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ABSTRACT

Nasopharyngeal Carcinoma (NPC) is the most common malignancy of the head and neck. Carcinogenesis of NPC
influenced by many factors, generally an interaction between genetic, environmental factors, and virus infection.
Epstein Barr Virus (EBV) proved to play an important role in carcinogenesis of NPC. LMP2A of EBV closely
associated with carcinogenesis of NPC. This study identified relationship between KNF clinical stage, TNM
Classification, and relative mRNA LMP2A expression. Formalin-fixed parafin-embedded (FFPE) biopsy from
primary tumor were collected from 24 nasopharyngeal carcinoma patients. The samples collected underwent qRT-
PCR. Data were analyzed by 2-ACt methods and statistical analysis. All sampel express mMRNA LMP2A. We found
that LMP2A not associated with increased tumor stage and TNM classification statistically. However, there is a
decreasing trend of Ct in accordance with the increase of clinical stage.
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PENDAHULUAN

Karsinoma Nasofaring menjadi kanker pada
kepala dan leher yang paling sering di Indonesia.?
Segjumlah 86,1% penderita KNF terdiagnosis dalam
stadium lanjut (stadium 111 dan 1V).3* Karsinogenesis
KNF dipengaruhi oleh banyak faktor seperti faktor

lingkungan, genetik, dan infeksi virus.

Epstein-Barr virus (EBV) terbukti berhubungan erat
dan berperan dominan dalam onkogenesis KNF di
Indonesia.>* Ekpress mRNA EBV berhubungan dengan
transis sel epitelial serta onkogenesis beberapa sel
tubuh.® Karsinogenesis EBV diperantarai oleh beberapa
protein yang diekspresikan pada fase laten virus, antara
lain: Epstein-Barr virus-encoded small RNAs (EBER),
EBV nuclear antigen 1 (EBNA1), latent membrane
protein 1 (LMP1), latent membrane protein 2A/2B
(LMP2A/LMP2B), Bam HI-A region rightward
transcript (BART), dan BamHI A right frame 1
(BARF1).87

LMP2A merupakan salah satu pendekatan
virus tersebut untuk dapat lolos dari respon imun
hospes mempromosikan pertumbuhan sel, inhibisi
apoptosis, inhibisi diferensiasi, dan berkontribusi pada
transformasi sel manusia® LMP2A dapat menginhibisi
transduksi sinyal B-cell receptor BCR dan T-cell
receptor (TCR). LMP2A EBV mengandung residu
tirosin yang dapat berinteraksi dengan tirosin kinase
Syk dan Lyn sehingga menginhibisi jalur sinya sel B.°

Selain itu gugus amino termina pada LMP2A

mengandung struktur yang menyediakan tempat
penempelan dari tyrosine kinase Lyn, Syk, dan
ubiquitin ligases Nedd4/ltchy. Hal tersebut dapat
mengaktifkan jalur sinyal PI3-K/Akt, JNK/SAPK,

ERK-MAPK dan Wnt/"-catenin. Pengaktivan jalur

tersebut dapat mempromosikan pertumbuhan sel,
inhibis  apoptosis, inhibis  diferensiasi, dan
berkontribusi pada transformasi sel.*®

Ekspres mRNA LMP2A dapat menjadi
biomarker infeksi laten spesifik dan penting dalam
progresivitas KNF.1! Sesuai dengan perannya terhadap
karsinogenesis tersebut maka analisis ekspress mMRNA
LMP2A penting untuk dilakukan sehingga dapat digali
pemahaman yang lebih mendalam terhadap
progresivitas KNF dan juga melihat potensinya sebagai

biomarker progresivitas KNF.
METODE

Penelitian ini menggunakan metode
observasional dengan rancangan studi cross sectional.
Sampel yang digunakan adalah jaringan dalam blok
parafin yang terdiagnosis karsinoma nasofaring di
laboratorium patologi anatomi RSUD Prof. dr.
Margono Soekardjo sepanjang tahun 2014. Variabel
bebas pada penelitian ini adalah stadium kinis dan
klasifikasi TNM tumor KNF, sedangkan variabel

tergantung meliputi ekspresi relatif mMRNA LMP2A .22

Isolasi RNA dilakukan pada 24 sampel dengan

PureLink FFPE RNA isolation kit (Invitrogen) dan
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pada tahun 2017 dilakukan sintesis cDNA dengan HASIL

sistem SuperScript® 111 First-Strand Synthesis. Hasil ) )
Sgjumlah 24 sampel  terkumpul  dari

cDNA dikuantifikasi dengan Thermo Scientific™ . )
laboratorium PA RSUD Prof. dr. Margono Soekarjo,

DyNAmo™ Flash SYBR Green ¢gPCR Kit i
Purwokerto. Diantara sampel tersebut, 6 sampel (25%)

menggunakan mesin Real Time-Polimerase Chain o o )
berasal dari pasien berjenis kelamin perempuan dan 18

Reactions (gPCR) BIOER Linkgen K (software L o
sampel (75%) berasal dari pasien laki-laki. Padarekam

GenelLinkK FQD 48A) sehingga menghasilkan nilai i ) i .
medis 2 sampel tidak didapatkan catatan stadium

cycle threshold (Ct) baik gen target LMP2A EBV dan .
klinisnya dan 4 sampel sampel (termasuk 2 sampel

gen house-keeping GAPDH. Nilai ekspres relatif i i i ) i
yang tidak tercatat stadium klnisnya) tidak didapatkan

mRNA LMP2A  EBV dihitung berdasarkan o ) )
klasifikasi TNM nya seperti yang terlihat padatabel 1.

perhitungan  2-ACt = 2-[ACt(LMP2A) -

T 22,72% i
ACH(GAPDH)].13 erdapat 5 sampel ( 6) dengan stadium

klinis I, 8 sampel (36,36%) stadium 111, dan 9 sampel

Ekpresi relatif mRNA LMP2A dikategorikan . i ! i
(40,91%) stadium 1V serta tidak didapatkan stadium

berdasarkan nilai Ct sesuai penelitian sebelumnya o o
klinis I. Pada klasifikass T, sebanyak 8 sampel

dengan kategori ekspresi sangat tinggi 15-20, ekpresi
g = ¥ g 9% P (44,44%) terklasifikas T2, 4 sampel (22,22% )

tinggi 20-25, ekpresi sedang 25-30 dan ekpresi rendah o o
terklasifikasi T3, dan 6 sampel (33,33%) terklasifikasi

30-35, dan ekpress sangat rendah atau tidak ada . )
T4. Pada klasifikasi N, sgumlah 5 sampel (27,78%)

ekspresi  35-40.141516  progresivitas tumor KNF
termasuk NO, 4 sampel (22,22%) termasuk N1, 8

dianalisis dengan membandingkan ekspresi relatif
sampel (44,44%) termasuk N2, dan 1 sampel (5,56%)

MRNA LMP2A pada sistem Kklasifikass TNM. o
termasuk dalam N3. Seluruh sampel terklasifikasi MO.

Dilakukan uji one way ANOVA dengan uji aternatif

Kruskal Wallis pada nilai signifikans < 0,05

menggunakan software SPSS v20.
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Tabel 1. Hasil analisis ACt, 2-ACt, klasifikasi TNM, dan stadium klinis

Ct ACt 2hct Stadium
29.24 -2.43 0.19 v
30.92 -0.75 0.59 IVA
26.53 -5.14 0.03 -
30.68 -0.99 0.50 I
26.67 -5 0.03 I
3112 -0.55 0.68 I
30.95 -0.72 0.61 IvVC
26.11 -5.56 0.02 Il
20.04 -2.63 0.16 IV A
28.16 -3.51 0.09 Il
28.33 -3.34 0.10 -
31.2 -0.47 0.72 I
33.35 1.68 3.20 I
29.33 -2.34 0.20 VA
27.04 -4.63 0.04 Il
28.6 -3.07 0.12 I
27.85 -3.82 0.07 I
31.02 -0.65 0.64 I
27.47 -4.2 0.05 IV A
25.62 -6.05 0.02 VA
30.37 -1.3 0.41 Il
30.26 -1.41 0.38 IV A
27.8 -3.87 0.07 VB
34.71 3.04 8.22 I
Seluruh kelompok mengekspresikan mMRNA LMP2A stadium klinis Il dan klasifikasi N2 yang termasuk
dalam kategori sedang (25-30) kecuali pada rerata kategori rendah (30-35). Berdasarkan tabel 2 dapat
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dilihat terjadi penurunan rerata Ct yang konsisten kelompok memiliki rerata ACt yang negatif sehingga

berbanding terbalik dengan peningkatan stadium klinis dapat ditarik kesimpulan bahwa LMP2A terekspres
dan kategori stadium. Nilai ACt yang lebih rendah dari lebih tinggi dari pada GADPH pada seluruh sampel.
GADPH menghasilkan ACt negatif (-ACt). Seluruh

Tabel 2. Nilai Ct 24 sampel mMRNA LMP2A KNF

K elompok Sub Rerata Rerata Rerata Kategori

Kelompok CtGen ACt 2hc ekpresi

Stadium I 3008 -159 091 Sedang
klinis Il 2956 -211 128 sedang

I 2896 -271 025 sedang

Kategori awal 30.08 -159 091 rendah
stadium lanjut 2924  -243 0.73 sedang
Klasifikas 2 29,6 -207 064  sedang
T 3 29,72 -195 223  sedang
4 2877 29 023  sedang
Klasifikas 0 2973 -194 092  sedang
N 1 2789 -378 017  sedang
2 30.03 -164 126 rendah
3 2785 -382 0.07 sedang

Pada uji bivariat antara stadium klinis KNF dan
ekspresi relatif mMRNA LMP2A KNF didapatkan nilai p
sebesar 0,71 sehingga dapat ditarik simpulan tidak
terdapat perbedaan ekspresi relatif mRNA LMP2A
antar stadium klinis KNF. Uji yang sama dilakukan
secara terpisah terhadap klasifikas T (dimensi tumor)
dan Kklasifikass N (keterlibatan limfonodi) dengan

variabel tergantung ekspresi relatif mRNA LMP2A.

Dari uji tersebut didapatkan nilai p untuk klasifikasi T
dan klasifikasi N berturut-turut sebesar 0,81 dan 0,53.
Sehingga dapat disimpulkan bahwa tidak terdapat
perbedaan ekpresi relatif mMRNA LMP2A baik pada
kelompok - kelompok klasifikasi T maupun klasifikasi

N.
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DISKUSI

Hasil uji statistik pada ketiga variabel (stadium,
dimensi tumor, dan keterlibatan limfonodi) tidak
menujukkan perbedaan ekspres relatif mMRNA LMP2A
virus EBV yang signifikan pada tiap kelompoknya.
Sehingga dapat diambil kesimpulan bahwa ekspresi
MRNA LMP2A pada sampel FFPE di penilitian ini
tidak berpotens sebagai petanda biologi molekul

progresivitas tumor KNF.

Sebagian besar sampel (77,27%) terdiagnosis
pada stadium lanjut (ll1-1V). Walaupun KNF
merupakan keganasan kepala leher paling sering di
Indonesia, berdasarkan data tersebut menunjukkan
terjadinya keterlambatan diagnosis. Praktisi  klinis
(dokter spesialis THT, dokter saraf, dan dokter gigi)
dapat mengalami kesulitan untuk mendiagnosis KNF
stadium awal dikarenakan kesulitan dalam pemeriksaan
KNF serta fakta bahwa KNF tidak memiliki tanda atau

gejaayang spesifik.?

Tidak seperti LMPL, LMP2A ditemukan secara
konsisten pada sebagian besar KNF walupun pada
kadar ekspresi yang rendah.’” Hal tersebut juga serupa
dengan nyang dilakukan oleh Fotheringham (2013) dkk
yang mendapatkan secara konsisten LMP2A pada sel
KNF.® Beberapa penelitian sebelumnya didapatkan
bukti bahwa ekspresi LMP2A memiliki hubungan yang
signifikan dengan transisisi keganasan.’*?® Pada

pecobaan in vitro, LMP2A seladu terdeteks serta

menimbulkan efek peningkatan migrasi, motilitas, dan
inhibisi diferensiasi yang merupakan karakteristik dari
perkembangan tumor.’® LMP2A dapat menginduksi
epithelial-mesenchmal  transition (EMT) dengan
mengaktivasi metastatic tumor antigen 1 (MTA1) pada
tingkat trandasional melalui sinyal aktivass mTOR dan

axis 4EBP1-el F4E.1®

Beberapa studi mencoba memepelgjari lebih
dalam peran LMP2A seperti yang dilakukan oleh Ma
dkk (2017) yang menunjukkan walaupun dengan delesi
dari LMP2A (juga LMP1) tidak mencegah munculnya
tumor namun hanya tertunda onsetnya.? Hal tersebut
menunjukkan bahwa protein tersebut tidak cukup
esensial namun berperan pada proses awal perubahan

tumor.

Hasil yang tidak signifikan dapat dipengaruhi
kualitas isolas RNA. Kenaikan suhu dan integritas
RNA juga menjadi faktor yang membatasi performa
RT-PCR.? Kudlitas isolasi pada sampe FFPE
ditentukan oleh dua faktor, yaitu kualitas sampel
jaringan dan modifikasi kimia oleh formaldehid.
Kualitas sampel dipengaruhi oleh waktu antara reseksi
dan fiksasi, waktu penyimpanan, kondisi blok parafin,
dan kondisi embedding (waktu inkubasi dan temperatur
pada parafin panas). Modifikasi kimia RNA oleh
formaldehid mimiliki dampak negatif yang kuat pada
RT-PCR dan mungkin juga prosedur enzimatik

lainnya. Dikarenakan template PCR adalah cDNA yang
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baru disintesis, efek negatif yang muncul kemungkinan

disebabkan oleh inhibisi reaksi reverse transcription.?

Dengan variabilitas  pengambilan  dan
pemrosesan jaringan, blok jaringan FFPE dapat
disimpan hingga 12 tahun hingga digunakan untuk
ekstraks RNA, DNA, dan protein.?2 Walaupun
demikian, RNA terdegradasi dari waktu ke waktu
menjadi fragmen-fragmen kecil. Semakin tua umur
suatu FFPE akan semakin menurun pula kualitas dan

kuantitas RNA karenaterdegradasi seiring waktu.?*

Fiksas dengan formaldehid secara efisien dan

ireversibel menonaktifkan RNAse  endogen.
Berdasarkan fakta tersebut kerusakan RNA dari sampel
FFPE terrkait erat proses embedding seperti waktu
antara reseksi dan onset dari fiksasi. Untuk sampel
FFPE yang disimpan dalam waktu yang cukup lama
(tahunanan), fragmentasi dari RNA yang terisolasi
mencerminkan  waktu  penyimpanan, kondisi
(temperatur) dan perlakuan terhadap sampel saat

embedding.?

Ukuran sampel saat diproses menjadi blok
parafin juga menentukan kualitas dari RNA yang
berasal dari FFPE. Terlalu besarnya ukuran spesimen
dapat mencegah penetrasi dari formaldehid menembus
jaringan  sehingga RNAse tidak.? Beberapa
peningkatan protokol FFPE standar dapat dilakukan
untuk memperbaiki kualitas sampel, seperti fiksasi

pada suhu rendah atau penyimpanan vakum.®® Sampel

yang idea adalah ketebalannya tidak lebih dari 5mm

untuk.?

Hasil yang tidak signifikan pada penelitian ini
perlu untuk dikonfirmasi lebih lanjut dengan jumlah
sampel dan sediaan sampel yang lebih baik. Kualitas
sampel sangat penting dalam pemeriksaan RNA karena
sifat alami dari RNA yang strukturnya yang lebih labil
dibanding dengan DNA. Sifat tersebut membuat
keterbatasan pada pemeriksaan mMRNA  sehingga

memerlukan sampel dan teknik isolasi RNA yang baik.

Untuk penelitian  selanjunya  sebaiknya
dilakukan pada skala yang lebih besar dan idealnya
terdapat kelompok kontrol (biopsi jaringan nasofaring
non KNF). Selain itu, untuk meningkatkan akurasi
pemeriksaan akan lebih baik menggunakan sampel
fresh frozen sehingga dapat memberikan gambaran

ekspresi yang lebih baik.
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