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RINGKASAN

Oral squamous cell carcinoma (OSCC), merupakan keganasan yang terjadi
secara spesifik pada daerah rongga mulut dengan insidensi sebanyak 377.000 kasus
pada tahun 2020 di seluruh dunia (Sung et al., 2021). Keganasan OSCC memiliki
risiko kematian yang cukup tinggi dengan 5 years survival rate kurang dari 50%
dan secara umum, survival rate dari penderita OSCC tidak mengalami perubahan
yang signifikan selama 30 tahun terakhir (Gaykalova et al., 2014; Chang et al.,
2017). Saat ini penentuan prognosis dan rencana perawatan dari OSCC seringkali
ditentukan melalui lokasi keganasan dan klasifikasi Tumor, Nodul limfe,
Metastasis (TNM stage) (Lindemann et al., 2018). Akan tetapi beberapa penelitian
menunjukkan hasil perawatan OSCC yang tidak memuaskan, dengan lesi yang
ditentukan berada di stadium awal ternyata memiliki respon perawatan dan
perjalanan penyakit yang buruk (Lin et al., 2020). Oleh karena itu, diperlukan
biomarker dengan efektifitas yang lebih baik dalam memperkirakan prognosis dari
OSCC (Zhou et al., 2016).

Gen TP53 merupakan gen penyandi protein tumor suppressor p53 yang
memiliki peran penting dalam menekan pembentukan tumor dan melindungi
kerusakan deoxyribonucleic acid (DNA) melalui stimulasi cell cycle arrest, DNA
repair, atau apoptosis (Junior et al., 2014; Hientz et al., 2017). Mutasi pada gen
TP53 menyebabkan gangguan pada kinerja protein p53 sebagai tumor suppressor
(Wang et al., 2017; Zanaruddin et al., 2013), bahkan dapat menyebabkan gain of
function (GOF) sebagai onkogen, sehingga memengaruhi tumorigenesis dan

progresivitas dari kanker dan memberikan dampak secara klinis (Zhou et al., 2016).
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Penelitian terbaru menunjukkan potensi status mutasi TP53 pada ekson 5 kodon
175 dan ekson 7 kodon 245 sebagai marker diagnosis genetik untuk menentukan
prognosis, karena mutasi pada kedua kodon tersebut diketahui dapat meningkatkan
progresivitas, survival rate, dan resesitensi terhadap radiasi dan kemoterapi (Osman
etal.,2015; Zhou et al., 2016; Lindemann et al., 2018). Akan tetapi hingga saat ini
dampak kedua mutasi tersebut terhadap derajat diferensiasi histopatologis OSCC di
Indonesia belum pernah diteliti. Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan untuk
mengestimasi prevalensi mutasi gen TP53 ekson 5 kodon 175 and ekson 7 kodon
245 serta membuktikan hubungan mutasi tersebut dengan ekspresi p5S3 dan derajat
diferensiasi histopatologis pada penderita OSCC di RSUD Dr. Soetomo.
Penelitian ini dilakukan menggunakan sampel blok parafin yang didapatkan
dari penderita OSCC RSUD Dr. Soetomo tahun 2014-2020. Sebanyak empat puluh
empat blok parafin dilakukan pemotongan untuk pemeriksaan derajat diferensiasi
histopatologis melalui pengecatan hematoxylin eosin (HE), ekspresi p53
menggunakan teknik imunohistokimia (IHK), dan mutasi pada gen TP53 ekson 5
kodon 175 dan ekson 7 kodon 245 menggunakan metode polymerase chain
reaction dilanjutkan dengan Restriction fragment length polymorphism (PCR
RFLP) menggunakan enzim restriksi Hhal dan Acil. Hasil pemeriksaan kemudian
ditabulasi dan dianalisis menggunakan uji beda Mann Whitney untuk melihat
perbedaan ekspresi p53 berdasarkan status mutasi gen TP53 ekson 5 kodon 175 dan
ekson 7 kodon 245. Analisis lanjutan koefisien Eta dilakukan untuk mengetahui
kekuatan hubungan antara status mutasi dengan ekspresi p53. Untuk menganalisis
hubungan antara kedua status mutasi dengan derajat diferensiasi histopatologis

OSCC, digunakan analisis asosiasi Cramer’s V. Koefisien korelasi Spearman
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digunakan untuk mengetahui hubungan antara tingkat ekspresi p53 dengan derajat
diferensiasi histopatologis OSCC.

Hasil pemeriksaan PCR-RFLP menunjukkan pada penderita di RSUD Dr.
Soetomo tahun 2014-2020 terdapat prevalensi mutasi gen TP53 ekson 5 kodon 175
sebesar 43,2% (95% CI 28,3-59,0 %) dan 4,5% % (95% CI 0,6-15,5%) untuk
mutasi gen TP53 ekson 7 kodon 245. Kejadian mutasi TP53 ekson 5 kodon 175 dan
ekson 7 kodon 245 menunjukkan ekspresi p53 yang lebih tinggi secara signifikan.
Hubungan antara status mutasi pada gen TP53 ekson 5 kodon 175 dengan tingkat
ekspresi p53 berkekuatan sedang, sedangkan hubungan antara status mutasi ekson
7 kodon 245 dengan tingkat eskpresi p53 berkekuatan lemah. Hasil analisis asosiasi
Cramer’s V menunjukkan hubungan antara status mutasi gen TP53 pada kedua
ekson 5 kodon 175 dan ekson 7 kodon 245 dengan derajat diferensiasi
histopatologis OSCC sama-sama berkekuatan sedang yang signifikan. Hasil
pemeriksaan korelasi Spearman menunjukkan hubungan positif berkekuatan
sedang yang signifikan antara tingkat ekspresi p53 dengan derajat diferensiasi
histopatologis OSCC.

Kesimpulan dari penelitian ini adalah pervalensi mutasi gen TP53 ekson 5
kodon 175 sebesar 43,2% (95% CI 28,3-59,0 %) dan ekson 7 kodon 245 4,5% (95%
CI10,6-15,5%) pada penderita OSCC di RSUD Dr. Soetomo tahun 2014-2020. Pada
kasus OSCC dengan kejadian mutasi pada kedua kodon tersebut masing-masing
menunjukkan adanya jumlah ekspresi p53 yang lebih tinggi secara signifikan dan
memiliki hubungan positif berkekuatan sedang yang signifikan dengan derajat

diferensiasi histopatologis OSCC.
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SUMMARY

Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is a malignant tumor lesion in the
oral cavity area with incidence of 377.000 global cases in 2020 (Sung et al., 2021)..
Despite the advancing technology for the treatment and drug discovery in the
cancer field, OSCC has kept its high death risk with less than 50% of five-year
survival rate for the last three decades (Gaykalova et al., 2014, Chang et al., 2017).
To date, the prognosis and the treatment plan of OSCC are often decided through
its location and TNM staging system. However, several findings found some
unsatisfactory results of OSCC treatment, with early-stage lesions may result in
poor outcomes (Lindemann et al., 2018). Thus, a reliable biomarker with better
effectivity is needed to decide the prognosis of OSCC (Lin et al., 2020).

The TP53 is a gene that codes p53 tumor suppressor protein, which plays a
vital role in suppressing tumor formation and guarding the DNA damage through
stimulating cell cycle arrest, DNA repair, or apoptosis (Junior et al., 2014, Hientz
etal., 2017). Mutation of this gene leads to losing its function as a tumor suppressor
(Wang et al., 2017; Zanaruddin et al., 2013), and instead, it can result in gaining
new function as an oncogene and increase the tumor progressivity clinically (Zhou
etal., 2016). Recent findings show the potential of TP53 mutation in exon 5 codon
175 and exon 7 codon G245 to be a reliable genetic diagnostic for prognosis and
prediction of therapeutic response, as both mutations are strongly linked to
increasing progressivity, poor survival, and tumor resistance to radiation and
chemotherapy (Osman et al., 2015; Zhou et al., 2016; Lindemann et al., 2018).
However, the association of these mutations with the histopathological grading of

the OSCC in Indonesia is still unknown. Thus, this study aimed to estimate the
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prevalence of TP53 mutation exon 5 in both codon 175 and exon 7 codon 245 and
to prove its association with p53 expression and histopathological grading outcome
in OSCC patient in Dr Soetomo Hospital.

This study using the formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) samples
obtained from OSCC patients in Dr. Soetomo Hospital. Forty-four FFPE samples
were sliced for several examination: hematoxylin-eosin (HE) staining for
histopathological grading examination, immunohostochemisry (IHC) staining to
observe p53 expression, and polymerase chain reaction and restriction fragment
length polymorphism (PCR-RFLP) method using Hhal and Acil restrictiion
enzymes to detect the TP53 mutation in exon 5 codon 175 and exon 7 codon G245.
The recorded data were tabulated and analyzed using Mann Whitney continued
with Eta Coefficient to see p53 expression difference based on the mutational status
and its associations. Cramer’s V association was used to analyze the association
between mutational status for each codon and the histopathological grading.
Spearman correlation was used to observe the correlation between p53 ex;
and the histopathological grading outcome.

The result of PCR-RFLP examination showed that prevalences of TP53
exon 5 codon 175 mutation was 43.2% (95% CI 28,3-59,0 %) and 4.5% (95% CI
0,6-15,5%) for TP53 exon 7 codon 245 mutation. Cases with TP53 mutation in
exon 5 codon 175 and exon 7 codon G245 showed significantly higher p53
expression compared to those without any mutation. The continuation analysis, Eta
coefficient, showed medium strength association between p53 expression with TP53
exon 5 codon 175 mutational status and weak association with TP53 exon 7 codon

245 mutational status. The Cramer’s V association test showed medium strength

XV
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significant associations between the mutational status of TP53 on both codons 175
and 245 with the histopathological grading outcome in OSCC patients. Spearman
correlation found positive medium strength correlation between p53 expression
and histopathological grading outcome.

To be concluded, the prevalences of TP53 exon 5 codon 175 mutation was
43.2% (95% CI 28,3-59,0 %) and of exon 7 codon G245 was 4.5% (95% CI 0,6-
15,5%) in OSCC patient in Dr. Soetomo Hospital during 2014-2020. In OSCC
cases with mutation in both codons, there are a significant increase of p53
expression and showed medium strength significant associations with the

histopathological grading outcome in OSCC patients.
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ABSTRAK

Latar belakang: Oral squamous cell carcinoma (OSCC), merupakan keganasan
yang terjadi secara spesifik pada daerah rongga mulut dengan 5 years survival rate
kurang dari 50% selama 30 tahun terakhir. Status mutasi TP53 pada ekson 5 kodon
175 dan ekson 7 kodon 245 diketahui berpotensi sebagai marker diagnosis genetik
untuk menentukan prognosis and prediktor respon terapi, akan tetapi hubungan dari
kedua mutasi ini dengan derajat diferensiasi gambaran histopatologis pada
penderita OSCC belum diketahui. Tujuan: Penelitian ini bertujuan untuk
mengestimasi prevalensi mutasi gen TP53 pada kedua kodon serta membuktikan
hubungan mutasi tersebut dengan ekspresi p53 dan derajat diferensiasi gambaran
histopatologis pada penderita OSCC di RSUD Dr. Soetomo. Metode: Sebanyak
empat puluh empat sampel dilakukan pengecatan hematoxylin eosin (HE) untuk
melihat derajat diferensiasi histopatologis dan pengecatan imunohistokimia (IHK)
untuk melihat ekspresi p53. Deteksi mutasi pada gen TP53 ekson 5 kodon 175 dan
ekson 7 kodon 245 menggunakan metode polymerase chain reaction dilanjutkan
dengan Restriction fragment length polymorphism (PCR RFLP) menggunakan
enzim restriksi Hhal dan Acil. Data yang didapatkan dianalisis menggunakan uji
Mann Whitney dilanjutkan dengan analisis koefisien Eta, analisis koefisien asosiasi
Cramer’s V dan analisis korelasi Spearman. Hasil: Prevalensi mutasi TP53 ekson
5 kodon 175 sebesar 43.2% (95% CI 28,3-59,0 %) dan mutasi TP53 ekson 7 kodon
245 sebesar 4.5% (95% CI 0,6-15,5%). Terdapat perbedaan signifikan ekspresi p53
pada kelompok dengan mutasi ekson 5 kodon 175 (p=0.001) dan mutasi ekson 7
kodon 245 (p=0.024) bila dibandingkan dengan kelompok yang tidak mengalami
mutasi. Terdapat hubungan berkekuatan sedang yang signifikan terhadap derajat
diferensiasi hostopatologis OSCC pada kelompok dengan mutasi TP53 ekson 5
kodon 175 (V=0.431; p=0.017) dan ekson 7 kodon 245 (V=0.409; p=0.025).
Kesimpulan: Terdapat hubungan berkekuatan sedang yang signifikan antara status
mutasi TP53 ekson 5 kodon 175 dan ekson 7 kodon 245 dengan derajat diferensiasi
histopatologis pada penderita OSCC.

Kata kunci: G245, Oral Squamous Cell Carcinoma, R175, RFLP, TP53
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ABSTRACT

Background: Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is a malignant tumor lesion
in the oral cavity area with less than 50% of five-year survival rate for decades.
The TP53 mutation in exon 5 codon 175 and exon 7 codon 245 can be a reliable
genetic diagnostic for prognosis and prediction of therapeutic response, however,
the association of these mutations with the histopathological grading of the OSCC
is still unknown. Purpose: This study aimed to estimate the prevalence of mutation
in TP53 exon 5 codon 175 and exon 7 codon 245 and to prove its association
between the mutations with p53 expression and histopathological grading outcome
in OSCC patient. Methods: Forty-four FFPE samples were stained with
haematoxylin eosin to observe its histopathogical grade and underwent THK
examination to observe p53 expression. The mutation was tested through PCR-
RFLP method using Hhal and Acil enzyme. Data recorded was analyzed using
Mann Whitney continued with Eta coefficient, Cramer’s V association, and
Spearman correlation. Results: The prevalence of TP53 exon 5 codon 175 mutation
was 43.2% (95% CI 28,3-59,0 %) and TP53 mutation in exon 7 codon 245 was
4.5% (95% CI 0,6-15,5%). There were significant different expressions of p53 in
the codon 175-mutated (p=0.001) and codon 245-mutated (p=0.024) group
compared to the non-mutated group. Medium strength significant associations were
found between the histopathological grading result and the mutational status of
both TP53 mutation in exon 5 codon 175 (V=0.431,; p=0.017) and in exon 7 codon
245 (V=0.409; p=0.025). Conclusion: There were medium strength significant
association between the mutational status of TP53 in both exon 5 codon 175 and
exon 7 codon 245 with the histopathological grading outcome in OSCC patient.

Keywords: G245, Oral Squamous Cell Carcinoma, R175, RFLP, TP53
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