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Abstract

Nasopharyngeal carcinoma (NPC) is an epithelial malignancy originating from the
surface of the lateral and posterior wall of the nasopharynx. Bcl-2 is an oncoprotein that plays
an important role in disrupting the process of apoptosis. Expression of Bcl-2 in biopsy samples
of undifferentiated NPC also related to the nature of more aggressive tumor mass and
unfavorable clinical radiotherapy response. The purpose of this study was to assess the
relationship of Bcl-2 expression with radiotherapy response in undifferentiated NPC. The
method of this study areusing 40 samples of paraffin blocks were diagnosed as undifferentiated
NPC by histopathologic examination with H&E staining. The samples were divided into 2
groups who respond and do not respond to radiotherapy. All samples examined by Bcl-2
immunohistochemistry and the expression willanalyzed and assess therelationship to
radiotherapy response. Of the 40 cases of undifferentiated NPC show imunoekspresi Bcl-2
positive in 39 cases (97.5%) and 1 case (2.5%) negative from response group. The results of
statistical analysis of the Bcl-2 obtained significant results with p value <0.05 so we can
conclude there is a relationship between Bcl-2 expression with radiotherapy response.
Conclusion, Bcl-2 can be used as a predictor for the success of radiotherapy in undifferentiated
NPC.
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Abstrak

Karsinoma nasofaring (KNF) merupakan keganasan epitelial yang berasal dari
permukaan dinding lateral dan posterior nasofaring. Bcl-2 merupakan onkoprotein yang sangat
berperan dalam mengganggu proses apoptosis. Ekspresi Bcl-2 pada KNF yang tidak
berdiferensiasi berhubungan dengan penghambatan proses apoptosis serta perpanjangan
kelangsungan hidup sel. Adanya imunoekspresi Bcl-2 pada sampel biopsi KNF tidak
berdiferensiasi berhubungan dengan sifat massa tumor yang lebih agresif dan respons Klinis
radioterapi yang kurang menguntungkan. Tujuan penelitian ini adalah untuk menilai hubungan
imunoekpresi Bcl-2 dengan respons radioterapi pada KNF tidak berdiferensiasi. Penelitian ini
menggunakan 40 sampel blok parafin yang telah didiagnosis sebagai KNF tidak berdiferensiasi
secara histopatologi dengan pewarnaan H&E. Sampel dibagi dalam dua kelompok, yaitu
kelompok tidak berespons dan kelompok respons terhadap radioterapi sebanyak 20 sampel tiap
kelompok. Kemudian dilakukan pewarnaan imunohistokimia Bcl-2, hasil imunoekspresi tersebut
dinilai dan kemudian dihubungkan dengan respons radioterapi. Dari 40 kasus KNF tidak
berdiferensiasi terdapat imunoekspresi Bcl-2 positif pada 39 kasus (97.5%) dan 1 kasus (2,5%)
negatif dari kelompok respons. Hasil analisis statistik terhadap Bcl-2 diperoleh hasil yang
signifikan dengan nilai p value < 0,05 sehingga dapat disimpulkan terdapat hubungan antara
imunoekspresi Bcl-2 dengan respons radioterapi. Hasil penelitian ini mengungkapkan bahwa
Bcl-2 dapat digunakan sebagai prediktor keberhasilan radioterapi pada KNF tidak
berdiferensiasi.

Kata kunci: Bcl-2, KNF tidak berdiferensiasi, respons radioterapi
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Pendahuluan

Karsinoma nasofaring (KNF) merupakan keganasan epitelial yang berasal dari
permukaan dinding lateral dan posterior nasofaring.'? Tidak seperti keganasan pada daerah
kepala leher lainnya, karsinoma nasofaring sangat jelas menunjukkan hubungan prevalensi antara
daerah dan ras.>® Karsinoma nasofaring merupakan penyebab kematian tersering pada sebagian
besar populasi di Asia, Asia Tenggara dan Afrika."**>

Rosai membagi KNF menjadi keratinizing squamous cell type, differentiated non-
keratinizing type dan undifferentiated non-keratinizing type, yang dibagi atas dua pola
pertumbuhan vyaitu Regaud type dan Schmincke type.? Karsinoma nasofaring tidak
berdiferensiasi tipe Schmincke sering sulit dibedakan dengan limfoma maligna.

Diantara ketiga tipe ini, tipe undifferentiated merupakan jenis KNF yang paling sering
ditemukan, sementara varian yang jarang ditemukan adalah tipe basaloid squamous cell
carcinoma dan papillary adenocarcinoma.! %°

Insidensi yang tinggi KNF tidak berdiferensiasi dapat ditemukan di Hongkong dengan 1
dari 40 laki-laki menderita KNF sebelum berusia 75 tahun. Di Cina Selatan insidensi KNF tidak
berdiferensiasi sangat tinggi dengan puncak insiden 20-30 kasus per 100.000 penduduk.' Pada
daerah dengan insidensi KNF tidak berdiferensiasi yang tinggi ditemukan hubungan erat antara
pola makan dengan proses karsinogenesis.! Tingkat kejadian KNF tidak berdiferensiasi antara
orang-orang Tionghoa yang lahir di Amerika Utara lebih rendah dari pada mereka yang lahir di
Cina Selatan, tapi masih tetap cukup tinggi bila dibandingkan dengan penduduk lokal. Temuan
ini menunjukkan bahwa faktor genetik, etnis dan lingkungan memainkan peran penting dalam
etiologi KNF tidak berdiferensiasi.” Pada KNF tidak berdiferensiasi yang bersifat familial
berhubungan dengan kerusakan lokus pada kromosom 3p khususnya pada regio 3p21.3 dan pada
kromosom 9p21.” Selain itu, konsumsi ikan asin dan makanan diawetkan yang mengandung
volatile nitrosamines, terutama selama masa kanak-kanak, merupakan faktor karsinogenik
penting pada KNF.” Indonesia, Philipina dan Vietnam merupakan negara dengan risiko sedang
terhadap karsinoma nasofaring,’ sementara kasus KNF tidak berdiferensiasi yang tercatat di RS.
Hasan Sadikin selama tahun 2010 sampai pertengahan tahun 2013 adalah sebanyak 320 kasus.

Karsinoma nasofaring tidak berdiferensiasi sangat berhubungan erat dengan infeksi
Epstein Barr virus (EBV), virus ini menginfeksi hampir 95% populasi orang dewasa.® ° EBV
dapat bertransmisi melalui mulut kemudian secara primer menginfeksi dan mereplikasi epitel
gepeng berlapis orofaring selama masa infeksi akut.? EBV merupakan gamma herpes virus yang
mempunyai amplop dengan genom berupa DNA berantai ganda yang mengkode lebih dari 85

gen.'>** Ada 2 jenis subtipe EBV yang dikenal menginfeksi manusia yaitu EBV tipe A dan EBV
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tipe B yang distribusinya berbeda secara geografi."* EBV tipe A adalah tipe yang paling sering
ditemukan menginfeksi populasi di Asia, sedangkan EBV tipe B lebih sering ditemukan
prevalensinya di daerah Afrika.**

B cell lymphoma-2 merupakan onkoprotein yang sangat berperan dalam mengganggu
proses apoptosis.”> Ekspresi dari Bcl-2 pada KNF yang tidak berdiferensiasi berhubungan
dengan penghambatan proses apoptosis serta perpanjangan kelangsungan hidup sel.*® *" B cell
lymphoma-2 merupakan proto-onkoprotein manusia yang dapat ditemukan pada membran
amplop inti, retikulum endoplasma dan membran bagian luar mitokondria.® Bila dibandingkan
dengan keganasan pada daerah kepala dan leher lainnya, maka ditemukan ekspresi Bcl-2 dengan
persentase yang sangat tinggi pada KNF yang tidak berdiferensiasi.® Meningkatnya regulasi Bcl-
2 mRNA pernah ditemukan pada beberapa penelitian terhadap biopsi KNF tidak
berdiferensiasi.™ *®

Kouvidou dkk melakukan pemeriksaan imunohistokimia Bcl-2 terhadap KNF yang
ditemukan tereskpresi positif pada 11 dari 44 kasus (25%).*® Hubungan antara ekspresi Bcl-2
dengan tipe histopatologis pada penelitian ini ditemukan ekspresi Bcl-2 positif pada 5 dari 15
kasus non-keratinizing squamous cell carcinoma, dan 6 dari 16 kasus undifferentiated
carcinoma, 13 kasus keratinizing squamous cell carcinoma keseluruhannya menunjukkan
ekspresi Bcl-2 negatif. Tipe pewarnaan Bcl-2 pada sel-sel tumor dapat dilihat pada sitoplasma
dengan intensitas pewarnaan yang lebih kuat bila dibandingkan dengan infiltrasi sel-sel limfosit
yang terwarnai.'® Pada KNF tidak berdiferensiasi dengan EBV positif ditemukan ekspresi Bcl-2
yang lebih tinggi bila dibandingkan dengan KNF EBV negatif.

Radioterapi tetap merupakan modalitas pengobatan utama untuk KNF tidak
berdiferensiasi. Tujuan terapi radiasi adalah mengeradikasi tumor in vivo dengan memberikan
sejumlah dosis radiasi yang diperlukan secara tepat pada daerah massa tumor yang menjadi
target radiasi, tanpa menimbulkan kerusakan berlebihan pada jaringan sehat di sekitarnya.?® %
Harapan pemberian terapi radiasi adalah memperpanjang angka kelangsungan hidup dan
perbaikan kualitas hidup pasien.?* Radiosensitivitas sel tumor tergantung pada banyak faktor,
diantaranya diferensiasi sel tumor dapat mempengaruhi radiosensitivitas.?

Meningkatnya regulasi Bcl-2 pada KNF tidak berdiferensiasi berhubungan erat dengan
sifat agresif massa tumor yang pertumbuhannya melibatkan kelenjar getah bening, dapat
bermetastasis, rekurensi tinggi serta tingkat kelangsungan hidup yang menurun pada pasien
KNF.*> ©
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Metode

Penelitian ini merupakan penelitian analitik komparatif dengan rancangan penelitian
retrospektif secara case control non disain khusus, analisis kategorik tidak berpasangan yang
membandingkan skor Bcl-2 dari semua subjek penelitian yang memenuhi kriteria inklusi. Subjek
penelitian terdiri atas dua kelompok, yaitu kelompok tidak respons dan kelompok respons
masing-masing 20 subjek tiap kelompok.

Penelitian diawali dengan pengumpulan data kasus KNF tidak berdiferensiasi yang telah
diperiksa secara histopatologis di Bagian Patologi Anatomi Rumah Sakit Dr. Hasan Sadikin
Bandung, kemudian dicatat nomor blok parafin, nomor rekam medis, dan umur. Berdasarkan
data yang ada, berkas rekam medik dikumpulkan dan dipilih kasus yang mendapat radioterapi
komplit sebanyak 33x, kemudian dicari blok parafinnya. Blok parafin dari penderita dibuat dua
buah preparat, preparat pertama dibuat dengan pulasan hematoxylin eosin (HE), preparat kedua
dilakukan pulasan imunohistokimia Bcl-2 dan seluruhnya diperiksa dan dinilai dengan
menggunakan mikroskop cahaya merk Olympus CX21 LED dengan perbesaran lensa objektif
4x, 10x, 40x.

Kriteria respons radioterapi dilihat dari data rekam medis penderita, pada penelitian ini
penderita disebut berespons bila memenuhi kriteria respons komplit (tumor primer hilang 100%)
dan respons sebagian (bila pengecilan besar tumor > 50%). Penderita disebut tidak berespons
jika memenuhi kriteria penyakit progresif.?°

Setelah dilakukan prosedur di atas, selanjutnya dilakukan penilaian hasil pulasan. Hasil
pulasan imunohistokimia Bcl-2 dibandingkan dengan kontrol positif berupa sediaan tonsillitis.*
2 |munoekspresi Bcl-2 dinyatakan positif bila sitoplasma sel tumor terwarna cokelat.”® Pada
massa tumor intensitas pewarnaan Bcl-2 terlihat lebih kuat dan dominan bila dibandingkan
dengan intensitas Bcl-2 yang terlihat pada sel limfosit normal.?® Perhitungan sel tumor yang
mempunyai imunoekspresi Bcl-2 dilakukan dalam 100 sel diambil dengan memilih area yang
representatif pada massa tumor, dengan menggunakan lensa objektif pembesaran 40x secara
random sampling diambil 10 lapangan pandang. Hasil penghitungan dilaporkan dengan
persentase sel terpulas (distribusi) serta intensitas pulasan.?”” ?® Penghitungan sel yang
imunoreaktif tersebut dikerjakan dengan menggunakan mikroskop cahaya merk Olympus tipe
CX21 LED.

Setiap kasus sediaan penelitian diberi skor persentase pada sel tumor yang terpulas

dengan pulasan imunohistokimia LMP1 dan Bcl-2 seperti yang ditampilkan pada Tabel 1.
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Tabel 1 Evaluasi Ekspresi LMP-1 dan Bcl-2%

Skor Distribusi sel yang positif Skor Intensitas

0 Tidak ada sel yang positif 0 Tidak ada warna

1 Sel yang positif < 10% 1 Ada warna, intensitas lemah

(coklat muda)

2 Sle yang positif 2 Ada warna intensitas sedang
11 -50% (coklat)

3 Sel yang positif 3 Ada warna intensitas kuat (coklat
51- 80% tua)

4 Sel yang positif > 80%

Analisis statistik pada penelitian ini adalah analisis bivariabel. Analisis bivariabel
menggunakan uji statistik Chi-square test dengan alternatif uji Exact Fisher. Data dalam
penelitian ini meliputi usia, jenis kelamin, kelompok tidak respons dan kelompok respons
terhadap radioterapi dan kategori imunoekspresi Bcl-2. Untuk menguji hipotesis penelitian ini
maka dilakukan uji Chi-square test untuk membuktikan apakah terdapat hubungan antara
imunoekspresi Bcl-2 dengan respons radioterapi.

Skor akhir distribusi dikalikan intensitas adalah 0-12 dengan pengelompokan sebagai
berikut:

e 0 = Negatif (N)
o 1-2 = Positif lemah (PL)
o 34 = Positif sedang (PS

e 6-12 = Positif kuat (PK)
Hasil
Karakteristik subjek penelitian tercantum pada Tabel 2. Gambaran imunoekspresi Bcl-2

positif kuat dan imunoekspresi Bcl-2 negatif ditampilkan pada Gambar 1 dan 2.

Tabel 2 Karakteristik Dua Kelompok Penelitian

Kelompok
Karakteristik Tidak Respons Respons P Value
n =20 n =20
Jenis Kelamin 0.744
Pria 13(65,0%) 12(60,0%)
Wanita 7(35,0%) 8(40,0%)
Umur 44,3500+10.25606 39,7000£14.16110 0,242
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Gambar 2 Imunoekspresi Bcl-2 (-), perbesaran 200X

Analisis hasil penelitian dibantu oleh perhitungan statistik. Kasus KNF tidak
berdiferensiasi yang tidak reaktif terhadap antibodi Bcl-2 digabung dengan kasus yang
memberikan imunoekspresi lemah sampai sedang, dan kasus yang memberikan imunoekspresi
kuat dinilai tersendiri agar dapat dilakukan perhitungan statistik menggunakan analisis uji Chi-

Square alternatif uji Exact Fisher seperti terlihat pada Tabel 3.
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Hasil analisis statistik dari Tabel 3 dengan menggunakan uji Chi-square alternatif uji
Exact Fisher menunjukkan nilai p value 0,024 atau p < 0,05 sehingga dapat disimpulkan
terdapat hubungan antara imunoekspresi Bcl-2 dengan respons radioterapi pada KNF tidak

berdiferensiasi.

Tabel 3 Hubungan antara Imunoekspresi Bcl-2 dengan Respons Radioterapi
pada KNF Tidak Berdiferensiasi

Kelompok
Variabel Tidak Respons Respons Total Y, % Statistik
n % n %

Negatif - 0 0 10 50 10 25 p = 0.024**
Bcl-2 Positif Sedang

Positif Kuat 20 100 10 50 30 75
Total 20 100 20 100 40 100

Keterangan:

untuk data kategorik p dihitung berdasarkan uji statistika Chi-Square alternatif uji Exact Fisher.
Nilai kemaknaan berdasarkan nilai p<0,05.
Tanda ** menunjukkan signifikan atau bermakna secara statistika

Diskusi

Lokasi anatomi dari KNF tidak berdiferensiasi cukup sulit sehingga standar terapi utama
pengobatan pasien dengan KNF tidak berdiferensiasi adalah dengan radioterapi, sedangkan
tindakan operasi biasanya hanya terbatas untuk pengambilan sampel biopsi.** Tindakan bedah
tidak memainkan peran utama dalam mengobati KNF tidak berdiferensiasi namun dapat
membantu dalam proses pengangkatan kelenjar getah bening yang membesar pada penderita
KNF.*

Terapi utama di RS.Hasan Sadikin untuk KNF tidak berdiferensiasi adalah radioterapi.
Terapi ini bertujuan untuk mengeradikasi tumor in vivo dengan memberikan sejumlah dosis
radiasi yang diperlukan secara tepat pada daerah massa tumor yang menjadi target radiasi, tanpa
menimbulkan kerusakan berlebihan pada jaringan sehat di sekitarnya. Meskipun KNF tidak
berdiferensiasi merupakan tumor yang bersifat radiosensitif, namun ditemukan kegagalan terapi
yang cukup tinggi disebabkan perilaku metastasis dari massa tumor.*® Harapan pemberian
radioterapi adalah memperpanjang angka kelangsungan hidup dan perbaikan kualitas hidup

62231 |dentifikasi faktor indikator prognostik yang lebih akurat dan berkorelasi dengan

pasien.
hasil terapi sangat diperlukan dan dapat membantu dalam mengidentifikasi pasien KNF tidak
berdiferensiasi yang memiliki risiko kekambuhan lokoregional dan metastasis jauh.*°

Kasus KNF tidak berdiferensiasi yang memiliki catatan rekam medik lengkap, dan

mendapatkan radioterapi lengkap sebanyak 33x serta tersedia blok parafinnya ditemukan
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sebanyak 40 kasus yang seluruhnya kemudian dipergunakan untuk penelitian ini. Insidensi KNF
tidak berdiferensiasi menunjukkan kurva bimodal, dengan puncak pertama antara usia 15 tahun —
25 tahun, dan puncak lainnya antara usia 60—69 tahun, dengan jumlah penderita pria lebih
banyak bila dibandingkan dengan wanita. Terdapat hubungan prevalensi antara wilayah daerah
dan ras. 2

Penelitian yang dilakukan oleh Yip dkk menunjukkan pada sebanyak 42 dari 64 kasus
(66%) KNF tidak berdiferensiasi dengan EBV positif ditemukan adanya imunoekspresi Bcl-
2.8 Imunoekspresi Bcl-2 lebih sering ditemukan pada pasien KNF tidak berdiferensiasi di Asia,
khususnya China, bila dibandingkan dengan pasien yang berasal dari Afrika atau Kaukasia.'®
Berdasarkan hasil yang didapat pada penelitian ini terhadap 40 kasus KNF tidak berdiferensiasi
dari kelompok respons dan tidak respons ditemukan adanya imunoekspresi Bcl-2 pada 39 dari
40 kasus (97,5%) penelitian.

Overekspresi Bcl-2 banyak ditemukan pada berbagai jenis tumor, pada KNF tidak
berdiferensiasi overekspresi Bcl-2 berhubungan dengan rekurensi dan progresivitas yang disertai
dengan prognosis yang buruk dan keganasan yang invasif.* Hal ini dapat mempengaruhi respons
pasien terhadap radioterapi dan kemoterapi.** Pada penelitian ini ditemukan hubungan yang
bermakna antara imunoekspresi Bcl-2 dengan respons radioterapi.

Penelitian yang dilakukan oleh Sarac dkk secara in vitro tentang pengekalan sel B
leukemia/lymphoma-2 oleh EBV ditemukan adanya peningkatan ekspresi Bcl-2 yang dapat
ditemukan pada sel epitel secara in vitro.** B cell lymphoma-2 dapat menjadi tumor biomarker
yang dapat menentukan prognosis.®* Penelitian terkini terhadap ekspresi Bcl-2 pada KNF tidak
berdiferensiasi dapat mempunyai nilai prognostik. Fendri dkk telah melakukan penelitian
terhadap 89 kasus KNF tidak berdiferensiasi pada pasien-pasien di Tunisia, untuk mendeteksi
ekspresi MRNA Bcl-2 pada KNF tidak berdiferensiasi dengan menggunakan metode RT PCR,
hasilnya ditemukan level mMRNA Bcl-2 yang meningkat pada tumor nasofaring stadium lanjut,
MRNA Bcl-2 juga berhubungan dengan keterlibatan kelenjar getah bening dan metastasis jauh.
Analisis kelangsungan hidup menunjukkan pasien KNF tidak berdiferensiasi dengan Bcl-2
positif mempunyai disease free survival dan overall survival lebih rendah. **

Chen dkk melakukan penelitian terhadap 105 kasus KNF tidak berdiferensiasi yang
memperoleh radioterapi dosis tinggi. Pada penelitian tersebut dilakukan analisis tentang
hubungan imunoekspresi Bcl-2 dengan stadium TNM dan disease-specific survival.*® Pasien
KNF tidak berdiferensiasi stadium Il dan IV yang tidak disertai dengan adanya imunoekspresi
Bcl-2 mempunyai disease-free survival yang lebih baik.*® Pada pasien KNF tidak berdiferensiasi

stadium IV dengan imunoekspresi Bcl-2 yang negatif ditemukan disease-free survival yang lebih
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baik bila dibandingkan dengan pasien KNF tidak berdiferensiasi stadium Il dengan
imunoekspresi Bcl-2 yang positif. Secara keseluruhan pasien-pasien dengan massa tumor yang

mempunyai imunoekspresi Bcl-2 cenderung memiliki 5 years survival rate yang lebih buruk.®

Simpulan

Terdapat hubungan antara imunoekspresi Bcl-2 dengan respons radioterapi pada KNF tidak
berdiferensiasi. Imunoekspresi Bcl-2 dapat dijadikan sebagai faktor prediksi terhadap
keberhasilan radioterapi, sehingga dapat disimpulkan semakin tinggi ekspresi Bcl-2 pada KNF

tidak berdiferensiasi maka semakin tidak berespons massa tumor tersebut terhadap radioterapi.
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