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ABSTRAK

Latar belakang: Karsinoma nasofaring (KNF) merupakan salah satu keganasan yang di beberapa
negara benua Asia merupakan keganasan paling banyak didapatkan di antara keganasan di kepala leher.
Keterlibatan infeksi virus Epstein-Barr (EBV) merupakan salah satu faktor penyebab terjadinya KNF.
Infeksi EBV mengekspresikan beberapa protein antara lain Epstein-Barr nucleus antigen (EBNA) yang
secara teori mempengaruhi onkogenesis termasuk hasil terapi KNF. Tujuan: Menentukan adanya
perbedaan hasil terapi antara KNF yang mengekspresikan EBNA1 serta EBNA2 dengan KNF yang tidak
mengekspresikan EBNA1 serta EBNA2. Metode: Nested case-control terhadap 28 penderita KNF yang
mengalami remisi sempurna dan yang mengalami remisi parsial pascaterapi KNF. Hasil: Tidak terdapat
perbedaan yang bermakna antara hasil terapi KNF yang mengekspresikan EBNA1 >490 dengan KNF
yang mengekspresikan <4,90 (p: 0,160; OR: 0,222), dan terjadi perbedaan bermakna antara hasil terapi
KNF yang mengekspresikan EBNA2 >1,30 dengan KNF yang mengekspresikan EBNA2 <1,30 (p: 0,029;
OR: 0,289). Kesimpulan: Ekspresi EBNA2 merupakan salah satu faktor protektif terhadap keberhasilan
terapi KNF.

Kata kunci: KNF, EBNA1, EBNA2, faktor protektif

ABSTRACT

Background: Nasopharyngeal carcinoma (NPC) is one of the most common among head and neck
malignancies, especially in some Asian countries. Epstein-Barr Virus (EBV) is one of the agent causing
NPC, expressing many proteins such as Epstein-Barr nucleus antigen (EBNA). Expression of EBNA
theoretically influencing therapy KNF outcome. Purpose: 1o differentiate therapy result between NPC
expressed positive EBNAI and EBNA2 compared with NPC expressed negative EBNAI and EBNA2.
Method: Nested case control study toward 28 complete remission NPC patients and 28 partial remission
NPC patients post treatment. Result: There was no significant difference in therapy outcome between
NPC with EBNAI expression >4.90 compared to EBNAI <4.90 (p: 0.160;, OR: 0.222) and there was
a significant difference therapy outcome between NPC with expression of EBNA2 >1.30 compared to
EBNA2 <1.30 (p: 0.029; OR: 0.289). Conclusion: EBNAZ2 expression is one of protective agents in NPC
post treatment outcome.
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PENDAHULUAN

Karsinoma nasofaring (KNF) adalah
keganasan yang berasal dari epitel nasofaring.
Epidemiologinya sangat unik, banyak didapatkan
pada populasi di Asia terutama di Cina bagian
selatan, Asia Tenggara dan beberapa negara
Afrika, tetapi sangat jarang didapatkan pada
populasi benua Eropa dan Amerika. Frekuensi
KNF menduduki tingkat pertama di antara
keganasan kepala dan leher dan merupakan
keganasan peringkat ketiga di antara semua
keganasan pada pria.'

Kekerapan KNF tertinggi terdapat di provinsi
Guangdong Cina Selatan, sebanyak 40-50 penderita
baru/100.000 penduduk/tahun, di Malaysia
sebesar 9,66 penderita baru/100.000 penduduk/
tahun, sedangkan di Indonesia 5,68/100.000
penduduk/tahun, dengan perbandingan antara
penderita KNF pria dan wanita sebesar 2-3:1 dan
hampir 80% terdiagnosis pada umur antara 30-59
thn.?

Infeksi virus Epstein-Barr (EBV) merupakan
salah satu faktor penyebab yang sangat kuat di
samping faktor genetik, kebiasaan dan lain-lain.
Dugaan adanya keterlibatan yang kuat infeksi EBV
pada KNF telah dapat dibuktikan oleh beberapa
peneliti, yaitu didapatkan adanya kenaikan
antibodi terhadap EBYV, antara lain: kenaikan [gA
dan TIgG terhadap viral capsid antigen (VCA),*
kenaikan IgA Epstein-Barr nucleus antigen 1
(EBNAT1) dan VCA pl8 pada penderita KNF.
Walaupun demikian, mekanisme pasti keterlibatan
infeksi EBV dengan KNF belum jelas. Namun
dapat dipastikan bahwa EBV menginfeksi tubuh
dan mengadakan replikasi di epitel orofaring,
dapat bersifat menetap (persistence), tersembunyi
(latent) dan sepanjang masa (long life).%’

Infeksi laten EBV bersifat diam, tidak
memproduksi partikel virus baru dan hampir
selalu berhubungan dengan keganasan seperti
KNF dan limfoma maligna. Infeksi laten EBV
mengekspresikan beberapa protein yang berperan
terhadap hasil terapi, kekambuhan, metastasis
serta ketahanan hidup. Secara umum bentuk
infeksi laten EBV berdasarkan ekspresi proteinnya
dapat dibagi menjadi tiga, yaitu: 1) infeksi

laten tipe I, mempunyai karakteristik hanya
mengekspresikan Epstein-Barr encoded mRNA
(EBER) dan Epstein-Barr nucleus antigen 1
(EBNA1), seperti pada penderita limfoma Burkit;
2) infeksi laten tipe II, mengekspresikan latent
membrane protein 1 (LMP1), LMP2, EBER dan
EBNA terutama EBNAL. Infeksi laten tipe II
ini terdapat pada beberapa keganasan termasuk
KNF; 3) infeksi laten tipe III, terdapat pada
penderita post transplant lymphoproliferative
disorders, immunoblastic lymphoma dan lain-
lain. Pada tipe III ini semua protein dapat
terekspresi.®’ Penelitian fungsi ekspresi protein
LMP1 dan LMP2 pada KNF yang dilakukan di
RS Dr. Sardjito Yogyakarta mendapatkan hasil:
terjadi perbedaan hasil terapi antara KNF yang
mengekspresikan LMP1 >7,2 dengan KNF
yang mengekspresi LMP1 <72 (p: 0,003), serta
terjadi perbedaan hasil terapi antara KNF yang
mengekspresikan LMP2 >2.7 dengan KNF yang
mengekspresikan LMP2 <2,7 (p: 0,018).'°

EBNA 1 merupakan protein multifungsi yang
berperan pada proses replikasi dan kontrol episom
selama pembelahan sel pada fase laten. EBNA1
berukuran 66-95 KDa, mempunyai variasi strain
yang spesifik, yaitu internal domain Glycin-alanin
repeat (Gar), basis terminal N dan terminal C,
merupakan protein yang stabil mempunyai waktu
paruh panjang. Gar mempunyai kontribusi pada
stabilitas EBNA1 dengan cara menghambat
degradasi protein, yang menyebabkan ekspresi
EBNALI selalu stabil terhadap proses translasi ke
mRNA."

EBNA1 mempunyai urutan DNA binding
yang spesifik dan terekpresi hampir pada semua
keganasan yang berhubungan dengan infeksi
EBY, diperkirakan mempunyai fungsi penting
sebagai regulator ekspresi protein serta replikasi
DNA virus. Pada penelitian peran EBNA1 secara
in vitro pada cell line tumor ganas, dengan
menggunakan vektor retrovirus yang tidak
mengandung EBNA1 sebagai model, didapatkan
hasil yang mengejutkan bahwa sel jaringan tumor
ganas yang tidak mengandung EBNA1 tersebut
mati secara apoptosis, sehingga dapat disimpulkan
bahwa EBNA1 bersifat antiapoptosis. '
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EBNA2 adalah salah satu protein yang
berfungsi sebagai salah satu faktor transkripsi
virus yang tidak berikatan langsung dengan
DNA virus, tetapi berikatan terlebih dulu dengan
kompleks protein yang disebut recombination
binding protein j kappa (RBP-jx), yang merupakan
faktor transkripsi seluler dan berperan pada
target dari jaras sinyal Notch (Notch signaling
pathway).!31*

Tujuan penelitian ini adalah menganalisis
perbedaan hasil terapi antara KNF yang
mengekspresikan EBNA1 dan EBNA2 dengan
KNF yang tidak mengekspresikan EBNA1 dan
EBNA2.

METODE

Penelitian ini dilakukan di Bagian THT
RS Dr. Sardjito sejak tahun 2004 sampai
tahun 2009 dengan metode penelitian nested
case-control. Untuk perbedaan rerata ekspresi
EBNA1 dan EBNA2 terhadap hasil terapi
digunakan #-tes, sedangkan untuk menentukan
odds ratio (OR) perbedaan hasil terapi antara
KNF yang mengekspresikan baik EBNA1
maupun EBNA2, dibandingkan dengan KNF
yang tidak mengekspresikan baik EBNAI
maupun EBNA?2, dilakukan konversi data dari
kuantitatif menjadi kualitatif dan menentukan
titik potong (cut off point) antara KNF yang
mengekspresikan EBNAT1 serta EBNA2 dengan
KNF yang tidak mengekspresikan EBNAT1 serta
EBNAZ2 digunakan receiver operator curve
(ROCQ), dilanjutkan dengan tes Chi square.

Pengumpulan sampel jaringan biopsi secara
berurutan (consecutive sampling) terhadap
penderita KNF WHO 11 dan WHO III, yang
memenuhi kriteria inklusi dan ekslusi. Jaringan
hasil biopsi penderita KNF sebelum dilakukan
terapi dilakukan pemeriksaan ekspresi EBNA1 dan
EBNAZ2 dengan pengecatan imunohistokimia oleh
dokter ahli Patologi Anatomi Fakultas Kedokteran
UGM. Evaluasi hasil terapi dilakukan §-12 minggu
pascaterapi. Penderita KNF pascaterapi dinyatakan
mengalami remisi sempurna (sembuh) apabila: 1)
hasil pemeriksaan tomografi komputer (C7 scan)
tidak menunjukkan penambahan volume tumor dan

metastasis; 2) pada pemeriksaan nasoendoskopi
tidak didapatkan masa yang ireguler atau ulseratif;
3) hasil biopsi negatif. Besar sampel ditentukan
dengan rumus beda proporsi. Pemeriksaan
EBNATI secara imunohistokimia menggunakan
antibodi monoklonal OTIX® yang diproduksi
oleh Organon Technica, sedangkan pemeriksaan
EBNA2 menggunakan antibodi CSI-4“ produksi
Novocastra. Pembacaan imunohistokimia
dengan menggunakan mikroskop Olympus
seri BX41 pembesaran 200 kali, dilakukan tes
kesepakatan (Kappa test) oleh dua orang ahli
Patologi Anatomi Fakultas Kedokteran UGM.
Hasil pengecatan dikatakan positif bila pada
pemeriksaan didapatkan warna coklat pada inti
sel. Sebagai kontrol positif digunakan preparat
Limfoma Maligna Hodkin dan Non-Hodgkin,
sedangkan kontrol negatif menggunakan preparat
KNF yang tidak dilakukan pengecatan dengan
antibodi EBNA1 dan EBNA2.

Ekspresi EBNA1 dan EBNA2 dihitung
secara kuantitatif dengan skoring, berdasarkan
perbandingan antara jumlah dan intensitas warna
protein yang terekspresi/luas lapangan pandang,
pemeriksaan dilakukan pada lima lapangan
pandang." Penilaian hasil pemeriksaan EBNA1
maupun EBNA?2 berdasarkan jumlah sel adalah
0: bila tidak ada atau sel yang terekspresi hanya
<1%, 1: bila tampak 1%-25% sel yang terekspresi/
lapangan pandang, 2: tampak 26%-50% sel yang
terekspresi/lapangan pandang dan seterusnya,
sedangkan penilaian intensitas warna adalah nilai
0: tidak ada warna, nilai 1: warna kuning muda
(lemah), nilai 2: warna kecoklatan (menengah)
dan nilai 3: warna coklat tua. Penilaian skor sel
terekspresi adalah berdasar jumlah sel terekspresi
dikalikan dengan skor sel yang terekspresi
berdasar intensitas warnanya.'

HASIL

Didapatkan 56 orang penderita KNF yang
memenuhi kriteria inklusi, terdiri atas 28
orang dinyatakan remisi sempurna (kontrol)
dan 28 orang dinyatakan remisi parsial (kasus),
karakteristik subjek dan homogenitas subjek
penelitian dapat dilihat pada tabel 1.
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Tabel 1. Karakteristik subjek penelitian

Remisi parsial

Remisi sempurna

(kasus) (kontrol) P
Usia
11-20 2 1 0,93
21-30 1
31-40 3 2
41-50 11 12
51-60 6
61-70 3 5
> 70 1
Jenis kelamin
Laki —laki 19 21 0,55
Perempuan 9 7
Stadium
I 14 16 0,55
IVA 3 3
IVB 11 9
PA
WHO II 2 - 0,30
WHO 111 26 28
*p<0,05

Tabel 2. Perbedaan rerata ekspresi protein antara kasus dan kontrol

Protein Remisi parsial (kasus) Remisi sempurna (Kontrol) P
Rerata SD N Rerata SD N
EBNALI 6,4393 1,24673 28 6,3786 1,18051 28 0,852
EBNA2 1,4571  0,39574 28 1,6429 0,.45004 28 0,107
*p<0,05

Tidak didapatkan perbedaan distribusi umur
sampel, jenis kelamin, stadium serta histopatologi
yang bermakna antara kelompok yang remisi
sempurna (kontrol) dan remisi parsial pascaterapi
(kasus).

Rentang ekspresi EBNA1 pada kelompok
kasus didapatkan antara 3,8 sampai 8,0 dengan
rerata 6,4393 (SD 1,246), sedangkan rentang
ekspresi EBNA1 kelompok kontrol didapatkan
antara 4,8 sampai 8,8 dengan rerata 6,3786

(SD 1,18051). Rentang ekspresi EBNA2 pada
kelompok kasus didapatkan antara 0,8 sampai 2,0
dengan rerata 1,4571 (SD 0,39574) sedangkan
rentang ekspresi EBNA?2 pada kontrol didapatkan
antara 0,8 sampai 2,4 dengan rerata 1,6429 (SD
0,45004). Tidak terdapat perbedaan bermakna
baik ekspresi EBNA1 maupun EBNA2 antara
penderita mengalami remisi sempurna (sembuh)
dan yang mengalami remisi parsial (tidak sembuh)
pascaterapi (tabel 2).
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Tabel 3. Analisis ekspresi EBNA1 dan EBNA2 terhadap hasil terapi

Variabel Remisi parsial ~ Remisi sempurna OR p
Kasus (%) Kontrol (%) (95% 1K)

>4,90 24 (85,7%) 27 (96,4%) 0,22

EBNALI (0,023-2,128) 0,160
<4,90 4 (14,3%) 1 (3,6%)
>1,30 13 (46,4%) 21 (75,0%) 0,289

EBNA2 (0,093-0,897)  0,029*
<1,30 15 (53,6%) 7 (25,0%)

*p<0,05

Untuk melihat adanya perbedaan ekspresi
baik EBNA1 maupun EBNA2 secara kualitatif
dilakukan penentuan titik potong (cut off point)
pada receiver operator curve (ROC). Didapatkan
titik potong pada angka 4,90 untuk EBNAT1 dan
angka 1,30 untuk EBNAZ2. Hasil ini diartikan
bahwa EBNA1 dianggap terekspresi (EBNA1
+) apabila didapatkan >4,90, sedangkan pada
EBNAZ2 dianggap terekspresi (EBNA2 +) apabila
didapatkan >1,30 dan sebaliknya.

Analisis ekspresi EBNA1 dan EBNA?2
terhadap respons terapi terlihat pada tabel 3:
Tidak terdapat perbedaan bermakna hasil terapi
antara KNF yang mengekspresikan EBNA1
>4.9 dengan KNF yang mengekspresikan
EBNAIT <4,9 (p: 0,160 ; OR: 0,222). Terdapat
perbedaan bermakna hasil terapi antara KNF yang
mengekspresikan EBNA2 >1,30 dengan KNF
yang mengekspresikan EBNA2 <1,30 (p: 0,029;
OR: 0,289).

DISKUSI

Dengan pengecatan imunohistokimia
didapatkan EBNA1 terekspresi pada semua
sampel penelitian. Hasil ini sesuai dengan
penelitian Hariyadi et al.'® yang menyatakan
bahwa pemeriksaan ekspresi protein KNF dengan
imunohistokimia, EBNA 1 hampir selalu terekspresi
sehingga kemungkinan pemeriksaan ekspresi
EBNA1 dapat digunakan sebagai pengganti
pemeriksaan EBER yang merupakan tanda

adanya infeksi EBV. Di Indonesia, pemeriksaan
EBER mempunyai beberapa kendala, yaitu sifat
RNA kurang stabil dan memerlukan biaya yang
lebih tinggi. Fachiroh et al.’> pada penelitiannya
mendapatkan bahwa terjadi kenaikan IgA
terhadap EBNA1 pada penderita KNF yang
dapat diartikan bahwa EBNA1 selalu terekspresi
pada KNF. Setelah dilakukan konversi data dari
kuantitatif ke kualitatif, ternyata ekspresi EBNA1
di atas titik potong pada penderita KNF yang
mengalami remisi parsial hanya sebesar 85,7%,
sedangkan pada penderita KNF yang mengalami
remisi sempurna sebesar 96,4%, secara statistik
tidak terdapat perbedaan yang bermakna (p:
0,160). Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa
peran EBNAT tidak sesuai dengan hasil penelitian
Mack et al."” yang menyatakan bahwa secara in
vitro EBNA1 mempunyai peran antiapoptosis.
Hal ini kemungkinan disebabkan karena secara
in vivo KNF mengekspresikan beberapa protein
termasuk EBNA1, EBNA2, LMP1, LMP2,
EBER yang setiap protein tersebut mempunyai
peran (aktivitas) berbeda-beda dan dapat saling
berinteraksi, sehingga memungkinkan hasil
pemeriksaan in vitro berbeda dengan in vivo.'*!?

Hasil penelitian ini memperkuat dugaan bahwa
EBNA1 sebagai salah satu protein nukleus yang
multifungsional, tetapi sampai saat ini fungsinya
terhadap patogenesis KNF belum dapat diketahui
dengan pasti, kecuali berfungsi pada pemeliharaan
replikasi episomal EBV dan mempertahankan
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EBV dalam pejamu bersifat laten dan selalu
terekspresi pada infeksi laten.>!31416

Didapatkan hasil adanya perbedaan ekspresi
EBNA2 >1,30 dan ekspresi EBNA2 <1,30
(p: 0,029; p: 0,289), diartikan bahwa EBNA2
mempunyai peran pada keberhasilan terapi, tetapi
karena OR-nya kurang dari 1, yaitu sebesar 0,289
berarti EBNA2 merupakan salah satu faktor
protektif keberhasilan terapi KNF.

Beberapa kepustakaan luar negeri mengatakan
bahwa KNF jarang mengekspresikan EBNA2,
sedangkan hasil penelitian ini didapatkan bahwa
EBNA2 terekspresi walaupun konsentrasinya
rendah. Keadaan ini kemungkinan disebabkan
adanya perbedaan genetik antara KNF di Indonesia
dan di luar negeri yang ditunjukkan oleh adanya
perbedaan gen HLA penderita KNF di beberapa
negara.'” Hasil penelitian ini sesuai dengan
pendapat Sinclair yang dikutip oleh Santak,!
yang mengatakan bahwa EBNA2 mempunyai
peran menstimuli siklus sel dari fase GO ke fase
G1, sehingga terjadi percepatan proliferasi sel.
Percepatan proliferasi sel ini menyebabkan tumor
lebih sensitif terhadap radioterapi, sehingga hasil
terapi menjadi lebih baik.

Dari penelitian ini dapat disimpulkan bahwa
EBNAT1 selalu terekspresi pada setiap KNF
dan EBNAI tidak mempunyai peran (fungsi)
terhadap keberhasilan terapi; sedangkan EBNA2
merupakan salah satu faktor protektif terhadap
keberhasilan terapi KNF. Disarankan untuk
dilakukan penelitian peran EBNA2 terhadap
kekambuhan dan analisis kesintasan KNF.
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