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UCAPAN TERIMA KASIH

Perlama-lama saya panjatkan puj dan syukur ke hadirgt
Tuhan Yang Maha Kuasa atas segala hmpahan taufik  dan
hidayahNya sehingoa saya mendapatkan petuniuk dan Kemampuan
umiuk menyelesakan paneltian dan peculisan dizertasi ini

Pada kesempatan ini perkgnankan saya menyamgoailkan casa
hormal dan tenma kash yang setuiusnya kepada yang terharmat

Prof Dr Roemwerdiniadi Soedaka, dr, Sp PA, zlas kesediaan
beiau raemadi Proamotar, di tergah Kesibukan beliay yang begiu
padat masth barkenan meluangkas waktu untok  membrmbing,
mambertkan petlnjuk dengan penuh kesabaran Sebagak segrang
pembrnbing yang sarat dengan tugas, beliay selaly memberikan
dorongan  dan dukungan manl dan kelemahlembutannya
memberikan  kedamaian  dan  kefenangan  tersendin dalam
pepyelesaian disertasi ini

Prof Sofia WMubarika, dr, WMied Son, PhD, atas kesadizan
beliau menjadi kopromolor walaupun tugas belau sangat sarat dan
padal namun mash berkenan member bimbingan, dengan penub
katelatenan, kesabaran mendidik dan memotivasi agar pasaerta didik
pantang menyerah dalam melakukan penelitian sehingga dapat
berhasil dengan baik.

Frof Dr Suhartong Taat Putra. dr, M5, atas kesediazan beliau

menadi kopromokgr, sajak awal setzlu membenkan bimbingan dan
tidak bosan memberikan saran dalam menombwhkan  aluer pikir
segrang dmuwan dalam  penulisan disectas:  Sebagar  seorany
pendidik yang sangat sibuk, beliau tetap mempunyai komitmen dan
langgung jawab yang kuat terhadap kebernasian sludi semuea
peserta didik dan kirmbinganaya.
Saya bersyukur sekali dan bahagia ketiga belaw berkenan menjadi
promator dan Kepromotor yang penuh tanggung jawab dan tuks hati,
sehingga saya berhasil menyeleszikan disertas: in. Semoga budi
baik dan ketulusan hall selama membimbing serta menddik saya,
beliau berbga mendapatkan limpaban Rahmat dan Karunia dar
Tuhan Yang Maha Esa.

Pemenriah  Republik  Indonesia,  khususnya  Menteri
Fendidikan Masional dan Direkloral Jenderal Pendidikan Tinggi yang
tefah membenkan kezempatan untuk mengiutl pregram pendidikan
doktar
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Rektor Universitas Aurlangga, Prof Dr Med Puruhite, dr. SpRJF
gan mantan Rector Prof H Seadarte. dr. DTMEH. PhD, yang telak
menerma dan memben kesempatan kKepada saya unuk mengikuh
prograr perdidikan daktar dv Program Pascasarjana Unwessitas

Airlangga

Direstur Program Fascasarjana Universitas Surlangga, Fraf Or
H Mukarmmas Amin dr So P (K can mantan Direktur Program
Pascasanana  Univessitas  Aidangga  Frof Dr H  Scedijono
Twtpwidardio, dr, Sp THT [(KE yang @b menerima dan memberi
kesempalan  mengikeli pregram pendidikan doktor di Program
Pascasarana Lnwersitas Arlangga

Prof Or Junat Hood Alsagaff. dr, M5, Sp PA FIALC, selaku
Ketua Program Stud Imu Kedokteran S3 Pascasarjana Umversitas
Airlangga yang telah melsksanakan tugas untuk kelancaran proses
pendidikan dan wyan

Dekan Fakuitas kKedokteran g Dniversiias Aidangga. Prof
Dr Maoh Rubianto drg, M3, Sp Peno dan mantan Oekan FRG Unair,
Or Boediardjo, drg, MSc yang telabh memben n dan kesempatan
unluk mengikull program pendidiean dakiar,

Para Dgsen pemberi Mata Kuiiah Penunjang Disertas (MKPD)
Prod Sulpplo, dr, ME PhD, Dr Fedik A Ramam, drh, Dr | Ketut
Sudiana, Ors, M5 yang telabh memben banvak asupan pemikiean
penyusunan kerangka ilmiah dalam disertas i

Para Pembimbowing dan Pengup mulay opan kualfikas, gjian
prapasal: Prof Or Roem Soedoke, dr SpPA; Prof Sofia Mubanka, dr,
MMed Sc. PROD; Prof Dr Suharlono Taat Putra, dr, MS: Prof Retno L
Soebagyo. drg, MPHed, Dr Ketur Muliara, dr Sp PA; Dr Fedik A
Hantam, drh. Frof Kuntoro dr, MPH, Dr PH; Frof Dr Mestmainan
Frajitne, drg, Sp KG, alas dukungan dan asupan dalam permikiran
dan penuhsan disgrtas in

Saya ucapkan tenma kasih kepada dosen saya Prof H Eddy
Pranowd Soedibie, dr, MPH (Almarhurm}, semoga semua jasa beliau
dierirma oleh Tuhan sebagai amal badan Saya wcapkan lenma
kasih dan pengnargaan kepada para dosen sayad Prof Soetandyo,
MPA, Prof Or J. Glinka. SWD, Prof Dr Koents Wibsono
Swwamhardia, Frof Or Pilano Soeparo, dr, SpAK, Prof Dr
Suhartang Taat Putra, dr. M3, Prof Dr Muhammad Zainuddin, Apt, Dr
L Dysan P, MA Fuad Amsyan, dr, MPH. PhD, S Panan, dr, M5,
MFH, PhD, Widodo J Pudjicabardjo, dr, M5, MPH, Or PH, Prof H.
Bambang Rahina 5., dr, Prol Poarmomo Suryohudoye, dr.
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Direktor RS Dr. Seetoma Surabaya Slamet Riyadi Yuwono
dr, DTMEH. MARS dan mantan direktur RSU Dr. Sostamo Praf H.M.
Cikman Angsor, dr. SpOG, KFM.

Kepala Instalasi Bedah Kepala dan Leher R3U O Sogtamo.
Sunaro Reksoprawirp, dr SpBKL-onk; dan uga Yoga Wyayahadi. dr
opB yang banyak mempaniu dalam pengumpulan sampel pendarita
kanker rongga mulut, dengan §in dan tantean beliau maka penalnian
biga terlaksana dengan bak. Tak lupa kxepada Dr. Widoda Ang
Kenoono, dr SpTHT yang banyak memoern asupan referens
sehingga tersusun kerangka ilimiah.

Prof ¥umorg, dr, MPH, Dr PR dan Abdul Knalik, AMS yang
banyak membantu dan memberikan konsultas melodalog) panelitian
dan analigis statigiix sehingga penehtian in dapat diselesalkan dan
dilaporkan.

Para pendorta yang dengan sadar telah  menyatakan
persetujuan  untuk berperan serta pada penelitian ini Tanpa
wesadigan mereka tenty penelitian ini tidak 1erlaksana.

Parkenankan pada kesempatan ini saya juga menyampalkan
rasa terima kasih kepada:

Dekan Fakultas Kedokteran Universitas Gajah Mada: Prof Dr
Hardiyantc Subono, dr, Spkf dan Kepala Bagian Histologn dan
Biclog Sel, Frof Marsetyawan, dr, M3¢, PhD vang telah memben gn
untuk mengerjakan pangiitian in sengga dapat diselesakan.

Kepala [nstalas. Patologe Anatom RS Or Sardjita; Dr
Harijadi, dr. SpPA yang member ijin dan membantu menyelesaikan
sarta mamearksa hasil perneitan in, tEnpa bantuan belag tento
disertas fidak akan selesal, juga mbak Agustin yang banyak
mambantd menyealesaikan penelitian ini.

Kepala Bagian Fatologi Anatomi FK Universitas Adrlangga:
Prof Sugeng Soekamto, dr, Sp PA PhD dan penanggung jawakb
Instalas Patologr Anatomi RSU Dr Soetomo, Kusumawardojo, dr,
M3, Sp PA, serna rekan sejawat Dyah Fauziah, dr vang banyak
membantu memenksa sediaan hasil peneltian, juga Pak Eko, Pax
FPaio. Mbak Yuni yang banyak membantu sehingga semua
pemerksaan tarsebut dapat terselesakan.

Or. Aulannvam, drh, DES, yang telah memben pn dan
membantu pelaksanaan penalitian di Lab Malekuler Fakultas MIPA
Uribraw, juga Moak Levy dan Wulan yang elah banyak membanty.
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Rekan se@awal Palologn Anatorni Fakultas Kedorteran Gagi
Unair: Or Isuati, drg, SU, Diana Nurwati, drg, M5 Ed Jularse, drg,
M3 Bambang Sumaryono, drg, Mkes, Retno Pui Rahayu, drg
MKes. atas pengertian dan kerasamanya seblngga disecas
dapat diselesaikan.

Kepala Tropicel Disease Cernter (TOC) Unaw, Prof. Yoes
Priyatna Dahlan, dr. M3 Phl. yang telah memben yin untuk
melakukan penesitan di TOC. Prof Dr Indrayana, dr, SpPF (AIm)
yang banyak rmembaniu dan mendukung pelaksanaan penelitian.

Para t‘eman sgjawatl sesama mahasziswa 53 Program
FPazcazarjana angkatan tabun 2000 baik yang dan Surabaya
maypun dan tempat 2 De Mard)i, Drs, MEes. Dr. Aulanni’am, drih
DES: Dr Gempur Santoso, Drs, MiKes: Sugarta, Drs, MS; Dr Anwar
Ma ruf, drh, MEes; CA Midom. drh, M3 Indah Listiani Knsandan,
drg, MKes, Puad)l Sriante, drh, MEes; Dr Teddy Ontoseng, dr, SpdP,
SpAkK. Achmad Syarwan, or, SpB. SpBO; Hudi Winarsa, dr, MKes,
SpAnd; Hadi Ismono, dr, MKes;, Muhammad Saiful lslam, dr, Sp5:
lkeu Ekayant, Ir, MKes, Dr S0 Wahydningsih, Ir, Msi, Mah., Hazan
Machfced, dor, M5 SpSiKk Slamet Riad. drh, Mgzi; Retna Pudj
Rahayy, drg, MHKes Djglita Rickum. SKM, MKes; Dr Aryanka
Harsong, dr, SpAdK). Dokl Wahyuningsin, dr. MEes, Sulistiana
Fraboweo, dr, MS; Dr Minsya T Djaling, Ors, MKes; Dr Sn Substyooo,
DOra, MPd; dan dik Budijanto, drh, MKes: atas kerja sama dalam
menampuh  pendidikan serta sabng  mendukung  memberikan
semangal. Tak lupa saya ucapkan pada tfeman sejawat mahasiswa
2 Apgkatan Tahun 2001 Ham Flumeanastuti, drh, MEKes; 1GA
Wahyuni Ardhani, drg, MEes; Lucia Trisuwanti, deb, SU; Diah Sasntr,
drg, MKas;, Yenny Sunaryan, drg, MKas, Hasdianza, drh, MKes:
Helmi Mustofa E., drh, MKes, 1 Kelut Meles. drin, MKes.

Kepala Bagian Biologi Mulut FKG Unair, Markus Budi Raharjo.
drg. MKes dan semua teman sejewat di Bagian Biologi Mulut, atas
dukungan, pengertian dan dorongan semangatnya,

Semua rekan di GRAMIK Universitas Aifangga Surabaya
yang telah membaniu saya dalam mendapatkan informasi melalui
mternet dan penyusunan disertas: ir. Slamet Seeharto, S0 Muostama,
Ora, MEKes; Avka, S .8i, M .S Muning, Amd: Lany, Amd; Bayu, Amd
dan Endah Kusumawardhani, S Kom: Rini Astulik, Gondo Mastutik,
drh, Mkes; Suwonde dan Martono.

Sernua rekan di GBPT RSU Or Soetoma; rekan di TDC Unar
mbak lndah dan Pak Chusen; Mbak Didin dan 5 Budi di Instalasi
Badah Kepala Leher yang banyak membantu kelancaran panelitian,
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Yepala Bamgan llmu Hayab LGM Br Sismandari, Dra Apt dan
rewan-rekan i Bagian bmu Hayat,. mbak Alin. mbak Yuni akas
bantuan melakukan penelitian ini

Semua rekan i Lab Biglogr Mholekuler dan Histedogr LUGM.
mibak Dewn mbak lajah dan mbak Neny yang furut membantu
penelitian dan memben dorongan semangat

Frof Jaap Midceldorp. dan YL Amstecdam dan Fraf Dr. Med
Z¢ Li-Fu Hae, PhD dan Microbiglegy and Tumer Biology Center
Karohnska [nsutute. vang 1elah banyak memben arabhan dan azupan
sehingga saya dapat menyelesaikan penulisan diserttas im,

lbu Scewarni D5, drg, maman Kepala Bagan Patolog
anatom FKG. beliau banyak membern mouvasi dan dorgngan sejak
awal saya menad dosen o FREG Usair sampas savad menempub
pendidikan Dakicr

Saudara Eman dan mbak Yum yang telab skul membantu
menyalasaikan penulisan dizertas .

Hekan sejawat di FRG Unair yvang tursl memben doa dan
semangat sehingga saya dapat menyelesakan disertazi D
Soetopo, drg; Aobedo Simanjuntak, drg SpBM; Dr Trjoedani W,
drg, SpkG; Dr istial, drg, SU Diana Murwali, drg. M5, Dr Latief
Maoodute, drg, M3, Isidora Karsir, drg, M5, SpPM.

Teman terkasih pengurus di ingkungan Yohanes Paroki
Gembala Yang Bak o Surabaya yang telab mendoakan secara terus
meananis sehingga saya menjadl lehih tenang dan pasrah,

Fekan di PPS Unair, mbak Siewau, pak Kumaidi, mbak Oiah,
pak Yanlg dan semua kawan yang lelah membpanty proses
kelancaran selama saya menempub studi.

Zemuya pihak yang belum disebutkan di atas, yang telah
membantu saya dalam menyelesakan pendidikan, penglitian, dan
penulsan disertasi

Akhimya pada kesempatan im saya sampaikan rasa hormat
dan kasih sayang kepada:

Kedua orang fua saya, Bapak R, Boedhijan 3r Warsitohadi
(almartrum) dan |bu Soejati Boedhian {almarhurmah), atas segala
Bimbingan dan doa restu seta didkan yang tidak pernah saya
peraleh di pencichkan formal mulai saya dilahirkan, sehingga saya
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aapal menyelesakan pendidikan pregram doktar,. Semoga Tuban
Yang Maha Esa selalu mehmpahkan kasih sayang repada kedua
prang tua saya sehagamana bealiau berdua telah membenkan kasih
sayang dalam membesarkan dan mendidik saya. Saya selalu
mendgakan semaga Tuhan Yang Maha Esa selaw mengampuni
seqala dosz. menenma semua amal ibadah dan arwat beliay di sis
Mya

Fedua mertua saya, Bapak FX Suharsano (almarhum) dan oy
Tilk Sumardwah, yang teiab membenkan doa restu kepada saya
sekeluarga. Semoga bapak merdua diampuni segala dosa, sera
diteryma sermua amal ibadah dan apyah beliau di sigsiNya, Kepada by
mertua atas kesabarar dan doa resiu beliav sera ketelatenan iwut
merawal semua anak sehingga saya dapal menyelesakan disertas
IM1.

Bapak Scanana dan by Soepraptl Scenans, belay berdua
bagaikan pengganti #adua crang fua saya sekaligus nduk semang
selama saya di Yogya. Dengan ketulusan dan kasih sayang beliau
zelalu member doa reste serta dorongan semangat sehingga
memberi kedamaian, ketenangan selama melakukan penelitian di
Yoqya.

Semiia saudara kandung saya tercinta yang benumiah 11
arang beserta keluarga: Kol At H. Rudi Landung Budhy, SIP dan
istn Hj. Tatat Suhartati; drg. Isminiati Budhy P dan zuami Letkol
Pum. Sutisng; Rowely Budhy dan suami Ors. Soercjo Atmodjo; H).
Tuty Budhy P dan suami Kol PSK. H DCjoko Winata, SIP; Ir. Budhy
Agung 5 dan wtni Endang Herhyaoti, Amd;, Eny Budhy P.R. Drs
Budhy Gunlur, Ir dan jstn Iwing Snwiharti, SH; Dra. Hj. Siswi Budhy 5
dan suami Ors. KomBes H. Anton Seliad), SH, MHum; Drs. Ec
Budhy Hery 5 dan istri Candida Tresty Hastuti, 3E, AK, Ir Subagin
Bughy Futra dan is{i Ruwi Julsi, SH; atas dorongan, semangat dan
doa restunya sehingga pendidikan 53 1ni dapat saya selasaikan,

Semua saudara ipar saya tercinta: Roberta Titik Diah, Dra, A
dan suami Letkel Eko Suryantong, Ors. Apt, RHR Dody Sarjana. Drs
dan 1stn Modesta Luluk. DOra, RHR. Perwito Utomo, SPsi.

Kepada kebga anak saya tercinta: Laurensia  Rath
Prahardhim, Fransisca Shancti Rosan, Rafasl Andrew Radiant,
rmarma sangat bersyukur dan bangga mempunyai anak seperti kalan
yang selalu memben dorengan, semangat dan doa serta pengertian
walaupun terpaksa senng harus mama bnggalkan, namun Kalian
‘etap tanggubh. mandiri, mempunyai semangat juang yang tinggi
dalam memalarn hdup, sehngga oia-ofa dan sludi kalan tetap
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verjalan dengan balk Semega Tuhan selalu melmpan: kasih karenig
yang besar pada kalian. Bag semua anak lain yang juga mengalami
hal serupa semega diben bimiingan dan nelunjuk cleh Tuban yang
Maha Kasih dan Penyayantg.

Fasa hormat dan tenma kasih yang tder terringga kepada
suami lercinta, Robertus Hendro Rumpoko H.5. Des BEc, MM, yvang
iclah dengan sebha mendamping saya selama 21 tabun, bailk daiam
duka maupun suka. dan dengan tulus ikhlas memberi i, darangan,
semangat terutama membantu mendidie dan mengawasi semua
anak sehmgga anak pertama dapat ditenma di Pergurgan Tingg,
semaga berkah Tuhan s=lalu menyeral kita sekaluarga.

Ndak lupa juga pada Mbak Ismatt dan Mbak Wy Lasmin
yang furut menyelesaikan pekenaan b rumah dan dv praktek
s=hingga tugas sava menjad) lebik ringan.

Semua pihak dan handai tawlan sera para sejawat yang tidak
dapal saya sebulkan satu per sald, bak secara langsung maupun
tidak langsung lelabh membantu dalam penyusunan dizefasi saya.

=ebagal manusia biasa tidak lepas darn khilal serta kesalahan
bak, tutur k&ta maupun bndakan kepada =iapa =aa terutama dalam
maza pendidikan 532, saya dengan fulus hati mohan maaf sebesar-
hesamya

Fada akhirnya saya hanya dapat memanjatkan puji syukur ke
hadirat Tuhan Yang Kuasa, atas segala tuntunan, kekuatan dan
keberhasilan  yang telah saya terima. Semoga Tuhan selaly
memberkan pelunjuk, semangat dan kemudahan hag kita semua
yang perysaha mengembangkan ilmu kedokteran di neger tercinta,
Indanesia
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RINGKASAN

KARSINOGENESS KARSINOMA SEL SKUAMOSA RONGGA MULUT
YANG TERINFEKSI EPSTEIN-BARR VIRUS (EBV) BERDASAR
EKSPRESI p§3, c-myc DAN bel-2

Theresia Indah Budhy

Karsmoma sel skuamosa merupakan ienis kanker yang paling
sering ditemukan di rongga muiut, di dagrah kepala dan leher kurang lebin
90%. Berdasarkan letak geopgrafis. insidens Karsinoma Seéi Skuamosa
Rongga Mulut (KESEM) mempunyai berbagai variasi yang berbeda.
Kemungkinan hal mi berkaitan dengan suku, budaya, kebiassan dan
sosial ekonomi. Di Jawa Timur insiden janis kanker inj sebesar 2.64% dan
meringkat terus setiap iahun, Salah satu fakior penyebab karsinoma
adalah virus. Epstein-Bamr Vius [EBV) adalah salah satu virug yang
mempunyal patensi karsinogenesis, EBV merupakan famili herpesviridae
yang dapat menginfeksi s melalui ikatan antara reseptor C0 21 yang
terdapal pada epilel dengan gp 3ISF2Z20 yang ditemukan pada kapsul
virus, Setedah infeksi pimer virug akan menetap secara laten di dalam sel
manusia. Secara berkala virus akan memgrogduksi gen yang mengganggu
requlator proliferasi dan apoptosis sepecti pa3, c-mye, dan bel-2,

Melalui pendakatan paradigma patobiologi molekuler maka peneliti
ingin mangetahui mekanigme prolifeasi dan apoptosis pada KSSRM yang
terinfeksi E8Y. Pada penelitian cbsarvasional analitik dengan pendekaian
cross-sechional ini didapat hasil tentang infeksi EBV pada karsinoma se
skuamosa. Deteksi infeksi EBV dengan cara it situ hubndisasi unfuk
mefihal RNA-EBY (EBER}) dan imumdhisickimia untuk mengstahui
akspresi Latent Membrane Protain-1 (LMP-1) dan EBY Muctear Anfigen-1
{EBNA-1}. Dar hasil dateks EBV tarsabut terdapat parbedasn bermakna
antara 3 variabel, Uptuk meamben gambaran peran katigs produk gen EBY
tersebut terhadap karsinogensesis maka dilakukan pensalitian terhadap
eksprés pratem reguiator prodiferas dan apoptosis yau pS3 inaktd, c-myc
dan bck2, Dan hazil pameriksaan akspresi terdapat perbedaan barmakna
ekspresi pdd, c-myc, dan bol-2 pada karsinoma sal skuamosa yang
terirfeksi, tidak terinfeksi EBY, dan kontral.

FPada penelitian ini dibuat kedlompok tan) mekanisme proliferasi dan
apoptosis bardasar vanabe! EBER, LMP-1, EBNA-1, p53 inakid, c-myc,
dan bel-2, yaitu kelompok bary 1, 2, dan 3. Pada kelompok baru 1 (kb-1],
mekanisme proliferasi dan apoptosis banyak diperankan oleh vanabel ¢-
mys sebagan fakbor transknpsi dan dilkuti oleh pS3 inaktif. Infeksi EBV
tercermin pada ekspresi RMA EBY (EBER), kemudian dikuti ekspresi
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Laten! Membrane Frotein-1 (LMP-1) dan Nuclear Anbgen EBV-1 (EBNA-
1}, sedangkan bgl-2 kurang berperan pada kb-1.

Pada keglompak baru-2 (kb-2) mekanisme proliferasi dan apoplosis
sangal didominasi oleh peran pS3 inaktii, sedangkan faktor transkripsi c-
my; mempunyai pangaruh yang lebih rendah dibandingkan pbd3 inaktif
Infeksi EBY banyak didominasi EBER dan LMP-1. EBNA-1 wga lebih kegil
dibanding produk gen EBY yang lain, sedangkan bel-2 kurang bergeran
pada kelompok baru-2.

Pada kb-3 mekamzme prolferasi dan apoptosis lebih banyak
diperankan oleh p53 inaktif dan bck2, sedangkan c-myc juslru letsh
sedikit.  Produk gen EBY banyak diperankan oleh ekspresi EBNA-1,
sedangkan dua yang lam kurang berperan.

Selain tiga kelompok barnu juga didapatkan kelompok KSSREM yang
tidak terinfeksi EBY. Pada kelompok ini tidak ditemukan ekspresi EBER,
LMP-1, dan EBNA-1. Mekanisme proliferasi dan apoptosis terutamsa
diparankan cleh pa2 inakiif, kemudian dikuh akeh c-rmye, dan lerakbur bel-
Z.

Pada penglitan ini juga diperiksa kelompok kontrol (sel normal).
Pada kelompok ini lidak ditemukan infeksi EBY. Pada sel normal tersebut,
eksprasi c-myc berperan sepagai faktor transknpsi. Ekspresi p23 dan bel-2
sebagal regulator tumor supresor tidak didapalkan.

Pada kelompok baru lersebut dibuat pola mekanisme proliferasi
dan apoplosis (molecuwiar grading) KESRM yang lerinfeksi EBY, Melalui
analss diskiiminan didapatkan 5 diskaminater, yailu EBER, LMP-1,
EBNA-1, p53 inaktif dan ¢c-myc.

Pada K35EM pola "mofecular greding'-1 yang paling banyak
membed kontnbusi terhadap mekanisme proliferasi dan apoplosis adalah
faktor transkripsi c-myc, sedangkan peran p53 inaktif kurang. Feran EBY
terhadap proliferasi dan apoplosis sel kanker jentama oleh EBER,
sedangkan ekzpres LMP-1 dan EBNA-1 lebih sedikit

Fada pola “"molecufar grading'-2 kontribusi EBER terhadap
prohferas dan apopiosis sel kanker sangat banyak. Selain itu aklivitas ps3
inaktif sangat tinggi, sedangkan LMP-1 sadikit dan EBNA-1 jaub kb
kecil. Kontnbusi faktor transknps: c-mye kurang berperan.

Fada pola “mofecuiar grading’-3 mekanisme  proliferasi  dan
apoplosis Danyak diperankan oleh EBNA-1, sedangkan lzinnya tidak
memben kontnbusi.

X
DISERTASI

KARSINOGENESIS KARSINOMA SEL.. THERESIA INDAH BUDHY S.



ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga

Pada pola "molecwlar grading” kelompok KSSEM yang tidak
lerinfeksi EBY, p53 inaktif dan c-myc memben kantribusi walau sangat
kacil terhadap mekamsme profiferasi dan apoptosis.

Pada pola kelompok kontrol, lidak tampak peranan baik infeksi EBY
maupun regulator proliferesi dan apoplosis pada KSSRM yang terinfeksi
EBV.

Cizarankan untek  dilgkukan  peselitan  jebih lamut  mengens
KS5RM yang tennfeksi EBY tenutama genom subtipe vang dominan pada
KSSREM.
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SUMMARY

THE CARCINDGENESIS OF QRAL SQUAMOUS CELL CARTINCMA
INFECTED BY EPSTEIN-BARR VIRUS (EEV]} BASED ON
THE EXPRESE[ION OF p53, c-myc AND hel-2

Theresia Indah Budhy

Lguamous Cel Carcinoma [(SCC) 5 a8 wpe of cancer mosl
cammaniy found in oral cavity and the area of head and neck. with a
proportion of 0%, Based on geograph location, the incidence of aral
squamous cell carcmoma (OSCC) s vanes, which 15 hkely related tg
ethracuty, culture. habe, and econame and social status. In East Java the
mnoidence of OSCC 15 soout 2.84% and it inoreases every year. Virus s
known as one of the majin factors that result o this disease. Epstein-Barr
Virus {EBY) is one of the viruses thal has carcinogenic potential EBY,
belenging o the family of herpesviridas, may nfect cell ibrough the
bhinding of C0 21 receptor of the gpithelium with glyeoprotein 350220
found in the virus capsule. After primany intection virus will remain Yatent in
hurman  cell.  Pericdicasly  virus watl product gene  that can  distarb
proliferative and apoptatic requlatar such as po3, o-myc and bo-2,

Based on molecular patholelogy paradigm, thiz study was amed
to disciose the proliferative and apoptohc mechanism in EBW-infected
OS5CC. This analysis observational study wsing cross seclional design
revealed the outcome of £BY infecton i OSCC. Detection of EBY
mfection was carmed cut by in silu hvbndization to idenlify RNA EBW
(EBER) and immunohistoshemical analyss to find the expression of Latent
Membrane Protein-1 [LMP-1} and EBV Nuclear Antigen-1 {EBNA-1). Fram
the resultz of EBY detection, there were significant differences among
three vanables. To descrhbe the role of the three genes 1o carcnoganasis,
this study observed the expression of proliferatng regulator protein and
apoplasis, e, nactive p33, o-myc and bol-2. The rasuits of expression
exarmnahan showed synificant differance in the exprassien of nactive
P53 c-myc, bol-2 in OSCC that was infected and non-infected by EBV and
cantrol.

In this study, we farmed trree new groups of prolferative ang
apoptatic machanism based on the variables of EBER, LMP-1, EBNA-1.
inactive pal, c-myc, and bel-2. 1e., new group-1 [kb-1), new group-2 (kb-
Jand new group-3 (kb3 In kb1, proliferative and apoptotic mechanism
was nastly actad by o-myc as the transcription factor, followed by nactive
p53. EBY infecton 15 reflected i the expression of RNA EBY (EBER}
followed Dy the expresson of Latent Membrane Frotein-1 (LMP-1] and
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Muclear Antigen EBV-1 {EBNA-1). while bcl-2 had -ess remarkabla role -
kE-1.

in the =econd new group (kb-2)1 prosferative and  apapfctic
mechanism was much prodeminated by nactive pad The expressicn af o-
my¢ had ess remarkable roie compared 1o pb3d EBER and LMP-* had
more remarkaole tge n EBY  nfection, wnile CBNA-1 had a less
semarkable than aother EBV products The expresson of bel-2 had less
achonmthis group. In the thrd new group (kb-3) the prolifcrabve ano
apoptobc mechanism was more remakably playes by inactive ph3 ard
bel-2, whise the rae of c-myc was less remarkabie. EBY gene product
resulted mare by the actior of EBNA-1 expressicn, while the nwa athers
WETE |BES.

In additen to the new groups, thers were also QOSCC groups not
infected with EBY. in this group there was no expression of EBER. LMP-1,
and EBMNA-1. Proliferative machamsm and apoptosis playad primarily by
mactve pas, followed by comyc and bel-20 In this stody, conteal group
fnormal cell) was alsg examined EBY was not found i this group. In
narmal cell, the expression of ¢c-myc played as transcoption factor The
expression of ph3 and bel-2 as tumar suppressor requlator was noet found.

In the new group, the pabiern of probferative and apoptotc
rmechanism (molecular grading) of EBV-infecked O5CC was created. By
weng discriminant analysis, we obtained & discrinnators, e, LMP-1.
EBNA.-1, inachve p&3 and c-myc.

In D50C with mojecular grachng-1, the transcription factor c-myc
pravided the major contribution 1o the peoliferalve mechanism and
apoptosis, while the role of nacive pS3 was less The robe of EBV In the
praiferaticn and apoptosis of cancer cells was primarily acted by EBER.
while the expression of LMP-1 and EENA-1 were [2ss. In malecular
grading-2. the contnbubion of EBER to the proliferation and apoptosis cof
cancer cells was high Additionally, the aclivity of inactive p23 was wvery
high, while LMP-1 was less and EBMA-1 far less. The cantnbution of o
mye transcription factor was alsc less  In molecular grading-3, the
praiferative mechanism and apoptosis were piayed particulardy EEMNA-1,
while the others gave no cantribulian. In molecular gradireg of OSCC graup
nat infected with EBY, inactive p53 dan c-myg gave contributian, although
fughly rmingor 1o the proliferative mechanmsm and apoptoses.

I cantrol group. the role of enther EBY or proliferative requlatar anc
apoptasis n EBV-infected OS5CC was not found

It « recommended to undertake fufber studies on EBW-infected
QECC, parhcularly @ myestigate predominant genome subtype in OSCC
W
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ABSTRACT

THE CARCINOGENESIS OF ORAL SQUAMOUS CELL CARCINOMA
INFECTED BY EPSTEIN-BARR VIRUS (EBV) BASED QN
THE EXFRESSION OF pbic-myc AND bel-2

Theresia Indah Budhy

Sguamous Cell Carcinema {(3CC) 15 a tvpe of cancer often
found in oral cavity and the area of head and neck. SCC comprises
90% {ther cancers frequently found in those area. In East Java the
neidence of Oral Squarmaowus Cell Carcinpma (D300 15 abowl 2.64%
and 1t increases every year. Virls s known as one of the main
factors that resuy m this disease. After primary infection virus wil
rermain latent in human cell Panodically virus will product gene that
can disturt proliferative and apaptotic regulator such as po3, c-myc
and bol-2. Based an malecwiar pathobiology pavagigm this sludy was
intended the proliferative and apoptotic mechanism in OSCC that
was  infecled by  Eostein-Barr Wirus (EBY). This  analysis
ohservational stedy uzing cross sechonal design revaaked the
putcome of EBV intection on OSCL. This study found 35 cases n
which 17 O5CC cases were infected by EBV. 8 Q500 cases ware
nat infected by EBY and 10 cases normal cell (control). Detection of
EBY infeclion could be dane by msilu hybndization to identify RNA
EBY (EBER) and by immunghistochemical analysis to find the
expressions of (1) Lalent Membrane Protein-1 (LMP-1) and {2) EBY
Muclear Antgen-1 (EBMA-1). There were some  sigofcant
differences among three vanakbles (p < 0.05). To descripe the role of
lhree gernes o carcnogenesis this study observed cell proliferaton
and apoptosis regulator Le., nactve p53. c-mye and bed2 The
detecticon of the expressicn of inactive p53d. c-myg¢ and DEI-2 could be
done by immunomstochemical analysis. There were some sigmficant
different expression of inactve p53, c-myc, bol-2 on Q304 that was
infectad and non infected by EBY and contral (p = 0.05). In this
research was formed three new groups of proliferative and apoptotic
mechanism based on the varables thal were tested, such as new
group-1 (kKb-1), new group-2 (kb-2], new group-3 (kb-3). In the first
new group (k1) proliferative and apoptabc mechansm was mostiy
acted by the expression of ¢-myc and was followed by inactive phl.
Most of EBY infection could be <een in LMP-1 expression and then
was followed by EBNA-* while the role of the expression of bel-2 and
EBER also had less remarkable in this group. In the second new
greup (kb-2) pralferatve and apoptobtc mechanism was more
predominated by inactive p33. The expression of c-myc had less
remarkable role compared o pS3 EBER and LMP-1 had more
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remarkable rote while, EBNA-1 alsa had a less remarkahle than ather
EEVY genes. The expression of bol-2 nad less action in his group. In
the third pew group (kb-3) prolferative and apoototic mechansm
played more remarkably by EBNA-1, whie the role of c-myc was
less. EBV wnfecton resulted mare by the acticn of EBNA- while the
twa cthers were less The use of discnminant analyss 10 the new
groups. five disciminators were found e, EBER. LMP-1, EBNA-Y,
nactve p5d and comye. Gonclgsion Ore, squamous cell carsinema
can be infected by Epsten-Barr Virus (EBY) such as EBER. LMP-1
and EBNA-1. Based on malecular pathebology this study disclosed
the expression of inactive pS3. c-mye and bol-2 that couwid be ysed
for explaining the accurrence mechansm of EBY nfacied cral
squamous cell cargingma.

Feyword. Epslen-Bar Virus (EBV). oral squamous cell carcinoma,
EEER. LMP-1, EEMA-1, inactive po3d, c-mys, bel-2.

Mengetahs,
Fromotar,

Frof. Dr. Rogrmwerdiniad) Scedoko, dr, Sp PA
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang Masalah

Di Indonesia inzidens kanker rongga mulut masih cukup tirggi,
bahkan selaly tarfadi paningkatan sstiap gl Sesuai dengan
laporan Budhy {1885) terjad: jumlan kasus bare 2 4% setiap tahun.
Di Amerika kanker rengas mulut i sebegar 3% dan seluruh kanker
timbul pate pria, sedeangkan wanita 2% (Peters, 2002). ¥anker
ronggs mulid adalah penngkat ke & dan ssleruh kanker yang paling
aaring tovjack o dunia {Hseh, 2001} kKamsinome sel skuanmoss
rongga mulyt (KSSREM] menipakan janis kanksr yang sarng
dilamukan di rongga mulut staw o kepala gan eher (Cotran, 1998,
Felars; 2002), Faktor penyebab yang kompleks menspakan hal yang
paru diparmatikan, Safah saty penyebab kenker adalah wirus
{Cotran, 1899}, Epsiein Bar Virus (EBY) mamipakan vims yang
sanng diksitkan doengan karsinoma di Nasofaring, Eorkiff’s
vmphoma, Penpferal T cel iymphoma. Pada awal infeksi sering
agmiomatis kemudian bedaniut pada fase laten. Pada fase
tersembunyi (laten) akan diekspresi gen laten yatu RMNA EBY
{EBER), antigen nukiear EBV (EBENA} dan laten membran protein
(LMF). EBY didepatkan pada kekenjar saliva dan 809 akiif di dalam
saliva (Hu, 2003). Dilaporkan Higa et al (2002) babwa pada KESHEM
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penduduk Okinawa Jepang temyata juga banyak berhubungan
dongan infeksi EAY. Reed JC {1898) mengatakan pada EBY
didapatkan gen yang homolog dengan Bel2 sebagai anti apoptosis,
kamudian ditambahkan bahwa LMP1 menyebabkan upreguiate bel2.
Produk genom EBY vang [ain adalah EBNA-1. dikaitkan dengan s&l
inang selama proses mitosis, yaitu dapat meningkatkan £2F yang
berparan terhadap siklus =al {Middsidomp at al, 2003 Menumut
Cotran (1599) bahwa karsmogenesis dapsl tengad karena gangguan
makenisme pada gen supresor tumor, onkogen dan gen apoploss.
Salah satu gen yang banyak dikaitkan, baik dengan spoptosis
maupun prohferasi el adalabh o553 {Israal, 1996). Gen p&3
merupakan gen SUpesor tumar kamena mempunyai paran dalam
pengaturan apoptosia hita tenadi kenusakan DNA. Selam it gan
supreanr lamor pada karsinogenasis ditentukan oleh paran ankogen.
od|ah saty gnkagen tersabut agdalah c-mys yang berfungsi sebagai
fAaktor (Anskrps dan banyak dikatkan dengan transformas se
Fada apopiosia banyak diperankan oleh fanuly gen bel-2, Walaupuen
telah baryak dilaporkan penelitian EBY dan gen regulalor kanker
telapi sampai saat im peran infeksi EBY terhadap mekan|sme
prodiferasi dan apoptosis sel kanker pada Karsinogenssis KSERM
befum terungkap.

EBV mempakan famil dan AHempaswindage. Kebaradaan vinus

it sudah manyabar hampir ke selurah daria (#ed, 1986} Hasil
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penelitian secara invivo. EBY dapat menginfeksi, beik pada limford
maupun jarngan epiel naselarng, Genom wis i didapatkan
tersembunyi secara konslan di sel dengan akspresi kuat proten
EBV. nuckear anrtigen complex (EBNA), membran protein latent
{LMP 1 dap LMP 2} dan EBV-RMNA {EBER). Ekspresi protein EEY ini
gkan ikut berperan pada proses regulast protein di datam sel. Bila
ekeprasj protein EAY mangnanggu regulas) protein yang berperan
terhadap kontmol siklus sel sepert ekspres ph3, o-myc dan bol-2,
mawa proliferasi dan apoptosis sel akan terganggu. ps3 berfungsi
menghentkan siklus sel bila tadadi gangguan atau kanlsakan gen
dalam sel. Bila E8Y masuk ke dalam sa| kemudian mengubat fungsi
p53 maka kontrol regulasi siklis =8| terganggu. Secara terus
menenus 32| akan membalah atEduy mitosis sehingga menimbulkan
prolfferasi berebinan. Karsinogenegis dapat terjadi, paik karena
gangguan pada onkoQen mauvpun supresor gen. Bila kebemdaan
EBV yang laten di dalam sel epited onpgz molot mampy
menyebabkan disregulasi kontro! p53, c-myc dan bel-2 maka hal ini
akan menyebabkan sel manjadi tidak mat {frmrmarfel). Kesadzan ini
dapat menyebabkan ransfommasi menjadi sa| kenker. Xemampuan
EBY ini zangal berbahaya (lgh karena itu harys seqgera dicari cara
untuk mengatasi keadaan tersebut. Bila paranan EBV terhadap
karsinocgenesia KSSHM tersebut depat terungkap maka dapat

segera dilakukan pencegahan secara dini ternadap kanker i,
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EBV yanp telah menginfeksi epitel akan menatap tersembunyi
dan secara periodik meniadi aktf kembati {reaktif} Hal ini didukung
penemuan oleh He L Fu (1996 bahwa & haiy fevkoplakia
diterukan partikel EBY sebanyak hampr 100%. Dermikian pula
taporan CruZ babwa infeksi EBY dapat dideteks) pads barbaga lesi.
antara lain pada liken planus tanpa dysplasia, dan leukoplakia tanpa
dyspiasia sebesar H0%; sedanpgkan leukoplakia dengan dysplasia
100%:; dan erheoplakia dengan dyzplasia 100% una pada KESEM
100% {Cruz et al, 1999). Epilel dapat tennfeks: EBV Karena
mempunyai reseptor G021 yang hamolog dengan giveopraten (gp)
350220, komplementer pada bagian anvelope pmatein EBY. Setelah
infeks: EBY malalul epilel rongga mulul maka DNA EBY wang
diselubungi oleh nukleokapsid akan dilepaskan ke dalam inti sel
(Legenacr, 1993 Genom vinus EBY akan berada pada s&l inang
dalam pantuk episome fotenf (Atan, et al. 1994). Episome fateni!
virus EBY terdin atas beberapa genom, di antaranya agalah EBER,
LMP-1 dan EBNA-1. {Middeldomp, 2003). Genom virus tarsebut akan
direplikasi setama pembeatahan sal inang, Mengingat hal itu, maka
ganom virug akan salalu borzda datam sel inang, keadaan im
barpanganin terhadap bartagai gen requiator dan reptikasi salirang.
Dilaporkan pula qleh Middsldorp (2003) balwa produk genam EBY
dapat mengakiivaai fAkior transknp2i. Yamamola, el al, [(2000)

mel@pokan bahwa genam EBY dapat menghambat apoptosis sel
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Proliferasi dan apoaplosis sel dilentukan oleh requiator gen suprosor
wrnor. onkpgen dan apoptosis. Gen d-myc ddalah salah salg
onkegen sebagai faktor transkeps) yang banyak dikaitkan dengan
keganasan Gondnowiardio (1998} melaporkan bahwa c-myc in
akan bekerda pada posisi yang berfawanan deEngan gen supresor
lumar p53. Ketika terjadi aktivasi c-myc berebihan, maka akar
lergds transaklvas) terhadap pSd untuk menghampsl. Akibat
lerinfeksi vins kemampuan gencm p53 ini akan inakhf. Apabila
terjadi inaklivasi gen pb3, maka pemngkatan aktivitas c-myc hidak
dapat dihambat. Keadaan ini menyebabkan proliferasi yang tidak
terkendali. Keterkanan genom EBY dalam bentuk episomre letent
dengan keganasan, pemah dilaporkan Meshotson (1907 babiwa
ekaprest LMPF.1 pada epitel Auman cefl fing menyebabkan
transformasi ==l Selgin itu ekspresi genom LMP-1  dapat
mangakivasi faklor transknps dan apoptosis (Brodear et al, 1997).
Di s lain genom EBY EBER ikut berperan tethadap keganasan
dengan menghambat aklbwitas inbibitor faktor transknpsi £2F
{Middeldomp. 2003), selain itu EBER menghambat apoplosis se!
{Shikosawa st al, 2000). Genom EBY ieinnya yang banyak dikaitkan
dengan keganasan adalah EBNA-1. Ekspresi EBNA-1 int dapat
meaningkalkan Rk transknps, selan tu genom ini dibutuhkan oleh
ganam EBV yary lam karena mampu mempertahanken episome i

dalarm inh. Mengingat kemampuan ganam EBY tersabut vang dapat
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menyebabkan gangguan berbagel gen requletor, balk suprescr
timor, onkogQen maupun apoplosis, make keadesan ini dapal
menginduksi  karginggenssis  ael  epilel.  Penaliti  berusaha
menemukan panisfacan paran infekai EBY tarhadap karsmogenssis
KESRM. Penzlitlan karsinogenesis KSSEM ini  menggunzkan
kevamgks bevpikic {paredigma) patobiologi molekwar, terhadap
akaprasi genom p53 inakuf, c-myc dan bol-2,

Can parmasalahan tersabut maka dapat ditemukan berb-agai
tecri sebagai «azar konsep solusi. EBY adaiah wius DMNA, yang
dapat masuk ke dalam ssl apitet rmukosa mngga rmulul medaiui ika@n
her-resaptor C021. EBY satalah terinfeks: dalem sel epitel bersifat
iaten datam bentuk apsome, dan secara panodik akan reaktf dan
bereclikasi. Episome fafent inl 1endin atas bebarapa Qenom antara
@it EBV-RMA (EBER), EBMA-1 dan LMP-1. Berbagai produk gean
EBY tarsebut dapat mengubeh fungsi kontrol regulasi proliferasi sel
dan apoptcais, Gan yang mempunyai kemampuan mengatur regukas
profiferasi dan apopiosiz adaimh p53, onye dan bol-2. infaksi EBY
yai] menetas secaE lersambunyt axan menyebabken gangguan
gigtemn regulasi protiferasi dan apoptosis pada karsinoganests
KESRM, Dengan meneliti bevbagai parubahan skepres) protein yang
menyarkdi gen proliferasi dan apoplosis, maka akan dapal ditemukan
makanisme prvfecasi dan apoptosis pada karsinogenesia KSSRM
yang tenntaksi EBY,

DISERTASI

KARSINOGENESIS KARSINOMA SEL.. THERESIA INDAH BUDHY S.



DISERTASI

ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga

1.2 Rumusan Mazsalab

Apakah ada peibedaan eksprest EBER. EBNA-1, LMP-1 p53
naktif, c-myc dan bel-2 antara kelompok KSSEM yang tennfeks:

EBY. tidak terinfeks) EBY dan kontrol?

1.3 Tujuan
1.3.17 Tujuan urnum

Mangungkap mekanisme karsinogenesis berdasar regulator
protiferas) dan apoptoeis di karsinoma sel skuamos=a rongge mulot

yang terinfakai ERY.

1.3.2 Tujuan khusus

1. Mendateksl infeksi Cpsfein-Bamr vins (EBY) di karminoma sel
skuamasa rongga mulut dan kantred {(EBER, EBNA-1, LMP-1}

2. Membukiikan perbedaan akspresi EBER. LMP-1. EBNA-1, p53
inaktif, c-rys dan bel-2 pada kelompok KSSEM yang teninfeksi
dan bdak ennfeksi EEY dan kontrol.

3. Mendapatkan kelompok bane karsinoma sel skuamasa rangga
muld bardasarkan ERER, LMP-1, EENA-1, p33 inaktif, c-mye,
dan bci-2.

4. Mendapatkan mekanisme pola "maotekuler grading” berdasarkan
thaknmrmator EBER, LMP-1, EBMA-1. p%3 maktif dan c-myc pada

kersinoma s¢l skuamosa rongga mulut yang ternfeks EBY.
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1.4 Manfaat
1.4.1 limiah
1. Mendspat penjelasan mekaniame profiferan dan
apoptosis melatli pendefatan palobiologi molekuler pada
karsinogenesis karsinoma sel skuamosa rongpa mulut
yang terinfeksi EBY.
2. Mengungkap peran infeksi EBY malfalui produk gen
EBER, EMP-i, EBMA-t lerhadap aktivitas gen tumor
supreaor dan onkopgen pada karsinogengsis karsinoma sel

skuarmosa rongga mutut.

14.2 Praktis
1. Dapat digunakan s=bagai konses dasar sistemn penilaian
artivitas oroliferasi dan apaptoais sel kankers yang
tennfeksi EBY berdasarkan ekspresi 05 mnaktif, o-myo
dan  bel-2.
2. [Dapat diguraken sebagar landasan pengembangan
deleksi dini dan terapi pada karsinoma set skuamoss

ongga mulut.
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BAR 2
STUH PUSTAKA

2.1 Prolifaraai Sel

Proliferasl sel ialah pertumnbuhan yang teradi balk pada
janngan maupun organ sebagai akibat penambahan ukurah, jumkah
sel popuiasi sal yang akif melskukan sikks 26l alau prolferas.
Manusia dewasa mempakan haail pacumbehan akibat penamtahnan
sebanyak 10 sal dan aebuah 34 yeng dibuahi, di samping terdapat
pga fakbor penambeahan ukuran ael ssbanyak 3-4 kali samenjak
mansia dilahirkan (7Tubiana, 1880). Setslah manusia dewass, maka
jurmiah sal relatif tatap dan tdak tajadi penambahan sal, Mitosis atau
pembelahan =8 merupakan bagian dard proses  profiferasl
Pembalahan sal pada manusie dewesa berfujusn  unfuk
menggentkan sol mat, yang diekicatkan oieh prosas apopicsis
mauwpun nakresis (Willke, 1258). Kessimbangan daiam pariumbuhan
i harus berkorirol. Bita jumiah sel yang maii lebih baryvak, maka
akan terjadi penciutan jarngan alau organ. Hal ini terjadi secara
hisiohogs pada orang tua. Apabila sei dipreduks! kebih banyak dand sal
vang harus digantikan, maka akan teradi partumbuhan jaringan
barlebihan,

Proses cell cycle atau sikius pembalahan sal berangsung
malalui mekaniame wakiu tertentu yaitu melali laras ateu fase
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pengaturan reaksi yang saling berkatan. Hal yang penting den
proses ini adaiah kelangaungan setiap fase reaksi itu diatur oleh
patunjuk waktu intemal ftemal clock) (Murray, 2000). Cell cycie
clock atau waktu perbetatan sel lersebut dipengaruhi pleh akhvitas
penodik kompleks cyclin-cdk. Faze ini juga dikendalikan oleh fase
tertentu yang disebut geff cyefe decrsion poinds atau checkpoints. Hal
ini menyebabkan celf cycle dapat dinentikan =ecara reversibie
sebagal respons terhadap sinval baik ekstermal maupin intermal
{Harahan, 2000} Berbagai faklor dapat juga berpengaruh dalam
pengaturan mekaniama proliferasi ini. Faikior tersabut dapat barasal
can ekstraseiuler zapari numsi.

Herdazarkan kinetika =al yang bempotiterzsi, dalam populasi
se| terdapat empal kompartemen dengan fungsi yang berbeda
Kompartemen pertama adalah kelompok 38 yang aktif melakukan
proses pembelahan sel atau proliferaszi dikenal sebagat growih
fraction [GFr). Kedua adalah ael dalam keadsan dferensiasi
terrminal. Ketiga adalah ael dalam fase Go, yaiu tahap pambelahan
tatapi sl tidak membelah dan juga tkdak mat. Keadaan ini «arena
s8] akan mesuk Rembal ke dalam sklus pembalahan, Apabila sel
larsebut bdak diperdukan maka akan mengalami kemnatian, Terakhir
adalah kelompak sl matb yang berasal der kelompok kedua maupuan

Kelompok hatiga.

1l
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Waktu di antarm dug mitosis i atau pembelaban g2 disebut
wa kiu siklus sel Fase antara akhir mitoms dan ewal prosas mitas:s
selamutnya, dikenal sebagei inlerfase. Fase di dalam cell cyele
dibagi dalarm periode wakiu yang disebut fase gap T {(G1), syniess
{S). dan gap 2 (G2) dan mitpsis(M) King, 2000). Fese G1 adalab
face pormiapan sef untuk malakukan eplikasi ONA,  yaiu
pambaniukan berbagai RNA dan protsin yang bearperan dalam
nroses replikasi. Permulaan replikasi DNA tenad saat peralihan fase
akhir 51 dan fesa seianjutnya yang disebut fase 3. Selame fase S
jumlah DMA sermuarya akar bertambah dan diplodd (20 hingge
raplikasi komphit (4m), Fase G2 yaill wakta dan akhir fase S sampai
mitosis atau pambefahnan. Pada fasa ini ael akan meamparsiapkan din
untuk mambelan dan mempersiapkan dua set kromosom. Fase
terakhir dan prosas proliferasi edalah fase M (mbozis), yeng
merupakan fagea pafing cepat Fada fase tersabut tanadi pamecanan
ONA yang tetah berduplikasi sacara langkap. Proses ni akan
menghasilkan ¢ anak sel dengan kromosom dlploid (2n). Fase Go
adalak fase el dalam keadaan istirahat tidak ektif melakuken prosas
proliferasi.

Lintuk dapat barmitosts, s harus letih dahulue memperbasar
masss. Keadaan ini menpakan kelanjutan berbagei  proses
transkripzi dan transliasi. Fada fase § terjadi pambesaran genom

yang diperukan antuk replikasi. Secara singkat dapat dikatakan

L
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terdapat 2 fase funguional pada coff cycle yaftu 1 fase pembelahan
{5 dan M) dan 2 fase persiapan (31 gdan G2).

Koordinasi proses yang kompleks inl merupakan hasil
mengubah aktvitas serial anzim intraselver yang dikenal sabagai
cychn oependent kinases (cdkg). Bantuk akiif enzim ini terdapel
dalam berhd kompleks dengan protem spesifk. Prodein spesifik
dalam fasae sikjua sal ini disebut siklin, Makanisme pambaiahan sal
teviadi bils Erdapat akiviths enzim kinasa.

Sel secara asinambung herus berintegrasi dengan sinyal
tersabit baik skatresaluter maupun Intraseluler untuk melanjutkan
mekaniame kontrcl terhadap replikasi dan pembslanhan sal
(Hanahan 2000). Muirisi, cattcald confac!, peplida skatraseluler,
merupakan fakitcriekior exsirassuler yang dapat berpangaruh.
Terdapat Ceberapa prosas fakicr ekatassiul=r inl dapat
berhubungan dengan komponan infraseiulsr, ashingga dapat
mempangarubi siklus sai Ssbagsi contoh faklor partumbuhan (GF}
dapal mendorong sal pada fase Go uniuk memasuki fase G1 yang
ek,

{3F adalah molekul yang terdapat di lingkungan ekstaselyuler.
Molakul ini dapat mempengaruhi prokferast maupun difsrensiasi sel
sasaran. Molekul GF akan dikenal cleh reseptor vang terdapat pada
pamiukasn ael yang disebul growth fakior recaptor (GFR). Berbagai
pansiiian membuktikan bahwa GFR merupakan grotain yvang terdin

k2
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atas beberapa komponen. Komponen tersebut dibagt atas beberapa
bagian yaitu yang berada di bapian luar el merupakan bagian yang
akan barlkatan dengan Gf, kemponen fransmembran, dan protein
firosin kinase (TK) yang terietak di bagian dalam membran sel dan
komponen ekor atau bagian dalam yang lerlii atas gugusan
karboksi. Aklivasi GFR yang lerjadi ekibat ikatan dengan GF, hal i
merupakan rangsangan ewsl bagi sarangkaian proses hipkimia yang
tarjadi kemudian. Pangikatan komponen GFR diteruskan sebagai
suaty sinyal melalui komponen tmnamembmen kemudian akan
manimbulkan berbagai perubahan pada lirpsinkinase yang terabc di
panmukaan dalam membran. Kompanen tirosin kinaza dad GFR in
merupakan malekul protein simyal, yang befungai asbagai peantana
terhadap pemfampai pasan (messenges kedua.

Maka messenger kedua ini dengan segera meningketkan
jumlah setelah teriadi rangsangan GFR. Protain G menpakan
contch  molekul messenger ke dup  infrasitoplesma. Tahap
salanjutnya aken mengaktifcan molekul [ain yang terikat gada DNA i
dalam nukleus. Proses aktvasi mobeku yang terikal pada DNA
tersabuwi akan mengakibatkan diaktifkan atay dinonakiifkan babarapa
gen spacifik pangontrol proaca pambalehan sel. Aktivitaz molskul
yang tenikat pada DMA merupakan akhir jaras signal resduction

Jaras sgnal lransduchion mevupakan ksskade paristive

bickimia yang berupa jejaring {refwoerk) kegiatan, dimulai oleh

13
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rangsangan GF ekstalseluler. hingga pengikatan protein tertenbs
pada DNA dalam nukleus sel, dan dimodulasi oleh protain prodok
berhagai proto-onkogen (Cantley, 1991). Dengan demikian peru
diketahui bahwa jaras im sangat penbng untuk memperahankan
fungsi kziclogis sel normal, begitu pula batwa prato-onkagen yang
berperan aktif dalam proses ini. Apabile lenadi molay pada gen i,
raka sangal meangganggu keseimbangan proses membelah sab

Keadaan im akan bempengarin pada prolifaras dan apopiasis sel

2.2 Gen Pengatur Fralifaras
2.2.1 ProtoonkoRen

Frato-onkagen adalah gen pengoantrct e yary terdapat pada
peEnom mandisida. Gen ini terdapat peda sel nomal. Fenamaan
ankgen sabenamya kurang tepal, namun iatilah tu muncol karsnz
partama kali dilemukan pada =& kanker. Sagt ini telah dikenal
sekurang-kurangnya 100 proto-onkogen dan produknya. Keberadaan
gen ini belum semua dapat diidentfikasi fungsinya dalam sel normat
dan mahgna Yalaupun belum samua dapat didentifikas, tetap
beberapa jaras proses proliferasi sel yang dikendalikan medaly
berbaga produk proto-onkegen sudah dapat diidentifikasi,

Bebarapa jems produk proto-onkogen menupakan bagian dar
Sipoal pathway ransduction (Cantey, 1991 Hanahan 2000}, Jaras

I Merupakan sarana komunikasi intraseluber. Jarzs ini merenrsken
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isyarat eksterna ke dalam nukleus kemudian sel akan membeikan
Feapana yang iesuai. Calam keadazan nommal isyarat prolferasi sel
sebagian besar diawali oleh rapgsangan  fakbar perturnbuhan
{growth fakir = GF). Salah satu proto-onkogen adalah o-rye.
werdapat datam kromosom &, dan gen unius imuneglobuling pade

krormaedm 14,

£.2.2 Tumor supresor gen [TSG)

T3Gs menpakan kelompok gen yang lebih baru ditemukan
actelan onkogen, dikena!l sebagai anti-onkogen, karena berfungs
malakukan kontot nagati tarkiadap partumbuban sel (Lee, 1883).

TEGs yang pertama kali ditemukan adalah gen ratinablastoma
{rby. Mutaasi atey ketidokberadeannya  daktem  ael dapat
mengakibatkan kanker, Gen Rb terletgk pada Kromasom 13 dan
menyandi protein dengan barat modeku 200 Kilodakton (kDa). Pada
fasa gap O (GO} dan gap t {51} dan siklus 5= proten Rb dapat
dijumpai dalam benfuk kompieks dengen protein DF1 dan EZF. Pade
faga ini protein Rh tidak terfosfontasi dan tidak aktif, tetap: pada akhir
fase siklus O1 dan synthesis (5, wradi akivasi siklin cdk?Z
menmpapabkan fosforlas: protein e tersebut. Hal ini meryababkan
E2F dan DF1 menjadi bebas dan dapat melangsungkan proses
transknps £2F dan DFT merupakan fakior panting dalam pmoaes

transkripsi tarsebul.
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Gen p53 merupakan contoh lain kelompok TSGs, yang
menyandi protain dengan berat molekul 53 kOa. Ok samping
boarperan sebagai pengontral negatit perfernbuhan yang dominan,
gan P53 juga mempunyai peran aktif dalam mendeteks kerusakan
OMA dan menginduksl reparasi ONA aenta Spopfasis.

Frefek pada gen Rb akan menyebabkan E2F dan DF1 selalu
bebas dan akan terys manamus menggirng s&l masuk dalarm fase 5,
sahingga sintasis DNA dan pembelahan ssd akan berlangsung terus-
menerus (Cotran, 1998). Oi semping mutasi pRE, dapal juds tefadi
mytasi peda maten jaras lain yang berhubungan dengan pRb,
misalnya kompleks sikin D/cdk4. |uge 15 dan p18 yang akan
menghambat sikiin D/cdkd. Akhir-akhkir ini diduga juga bahwa pRb
berhubungan gengan prosas epopins|s,

Gon p53 adalah suaty gan supreaor fumor yang dikeral
sebagai ‘masfer guardian of the cengome’™ dan marpakan unsur
ulama yang memelinara stabiitas genetk {iaf, 1998). Gen ini
teretak pada |lengan pendsk  kromosom 7 (p1T). Gean ini
menjalankan aktivitas pada 2 checkpoints pentlng delam sikius sat
yaity pada fase 1 dan GAM, Dalam keadaan normal p5a terdin
atas =uaf tetramer. Ini berarti batwwa 4 Copy yang identik diralt
untuk membentuk malkekul pS3 yang disandinya, Apabila satu sel
mampunyai 1 alel wild fype (nomall dan a6 fainmya defek, maka

fungsi menjadi kurang baik. Fungsi p33 akan berfungsi baik bila ke-q

I
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sublunitnya normal. Gen i mengatur fungs berbagai gen lain yang
toribat dalamm respons perumbuban alau  kematian sel dan
perbaikan DNA akibat rengsangan genataksik. Dangan demikian ps3
malindungi sel agar bidak leradi tfransformasi. Bagamana ia mampu
mengatur berbagai proses yang berbeda belum semua dikelahu
past. Diduga babtwa bentk lamer dan phd mengakibatkan
molekul mi dapat mengikat barbagai sekuens spasifik DNA. Hal ini
dapat teradi transakiivasi sakalompak gen iarlentu yang prosasnya
bedangsung melaln suatu network (King. 20009,

Furgsi gen pS3 tidek terbatas pada perlinduengan techadap
stress ankogenik, Fungsi lain yang labih panting adaiah datam
mandateksi sintesis DNA yang salah gtay kerusakan DMA dan
mengatur kelangsungan perbaiken CMA. Sslah setu mekaniame
karja p53 adalah menghentiken siklus sel pada fase G1 melalyi ool
cycle inhibitor p21. Dengan mamber kesempatan kepada gan-gen
DMA  pepair memparbaiki DA yvang musak, sebajum sikius sa
beranjut ke fase S untuk sintesia ONA  Adanya G1 amest
dimaksudkan unfuk mencegah teradinye sintasis dan replikas: ONA
yang rusak. Fase 3 akan dilanjutkan apabila DNA yang rusak selesai
diparbaiki. Dapat cdimengart bamwa mutasi pbd menyebabkan
disfungsi p32 dan dapat berakibat siklus sel hdak berhenti pada fasa
1 tetapi beranjut ke fase S dan G2/M. Hal ini barakibat DMA yang

mengalami karysakan elap dillpat gandakan. Salyang mengandung
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DkA rusak totap mitosts menghasitkan populas sel mengandung
ONA abnormal (Kastan, 199/7).

Mutasi gen p53 yang dapat berupa deles luas atau hanya
pount mutabion. akan  mengubah o sifal onkoprotein | yang
diproduksings, sehingga menghilangkan kemampuan protein ps3
bank, sebagai maten ant pralferasi, maupun =2bagai pengalur proges
apaptasis pada kerusakan ONA Gen phl bekena pada posist yang
bartentangan dangan onkogen c-myc. Berarti ph3 sebagal Supesor
sedangkan comyc sebagai faktor trengknpsi. Peningkalan ekspres) £-
myC atau inaktivasr p53 skan mengakibatkan sl bergrohlarag
secara berdebban. O samping W juga inaktyasi gen p33 dapat
lefads bila berkatan dengan proten mdm2, atad karena adanya
infeksi wirus misalnya HPY meialui pengikatan dengan protein HPY

E6. EBY [Gondhowiardie, 1298).

2.3 Implikasi Kelainan Siklus Sal terhadap Keganasan

el kanker dapat mempunyai abnoimal fendlipe  yang
beragam antara lain diferenziasi, peningketan motalitas, Unghkat
invas, perpedasn dalam sensiivitas tethadap obat. Walaupun
beragam fenctip yang tedadi namun penyebab utama adalab
disrepulas)  kontrol terhadap silkus sel Hal im karena legads
mekanisme kontrol yang tidak bekeana dangan batk. Kesdaan in

menyebabkan =el akan berkembang tanpa mekamsme kontoi
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seperl yang lenadi pada sel normel Transformas ini tergantung
pada mutasi gen mekanisme konlrol siklus sel tersebut. Keganasan
pada umumnya dapat taqadh melaluy tiga meakanisma, yaitu pertama
parpendekan waktu siklus sel, sshingga akan menghasilkan lebih
banyek sl yang diprodukai dalam satuan waktu, Kedua penurunan
jumlah kematian sel akikat gangguan pada prosas apooplosis atau
nekrosis. Gabungan mutast pada berbagai prolo-onkogen yang
merangsang sl menjalan: gikius s& dan gen suprasor tumor (T3Gs)
¥ang menghameat penghantian proses  sikljus.  Kernusekan
mekanigma kontrol terhadap apoptoais yang mencegah apoptosis
sahsgal conloh ekspresi barabingn bcl?, penurunan ekspras: Sax,
dan mutasi p53. Perubahan rmekanisme ini menyebabkan gangguan
diferanaiasi sel zehingge leradi persbahan pola praliferesi sel yang
akhirnya menjadi keganasan. Kemungkinan {ain terjadi pertumbihan
tidak lerkontral bila teradi mutas profo-onkogen, Salah satu adalah
terjadi mulas: profo-onkogen yang menyand produkai (3F, antara lain
c-ais (Cantley, 19481). Hal ini mengakibatkan GF akan diproduksi
terus maramns dan merangsang Unuk berpmoliferasi. Keadsan latn
adalah bia terjadi transkokasi c-myc antare $romosom 8 dan 14
maka c-myc akan aktif tanpa kontol merangsang terus terjadi
transknpgi. Hal i mengakibalkan terjadi pembalzhan 8! yang
berebinan sehingga prelfevas: Gdak terkontral dan akhimya

larbeniuk necplasma.
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Kemungkinan kain penysbab tenadi protiferas tidak terkantral
adalah prot-onkogen yang menyandi produksi GFR mengalzr
mutasi. Gan tersebul antara lain Her2iney, o-fins. Akibat dar mutas
gen tersabut adalah produk s GFR menjadi bertebihan, sehingpa sel
tersebut senget sensbf terhadap GF. Pada keadgan terdapat
ekspresi GFR yang berebihan tersabut akan berakibat teraci
prolifarasi yang berabihan. Hal ini akan ditvrunkan juga pada sel
anak sehingga terbentuk klon dergan mutasi gan yang identk pada
a2l YWalaupun telah lerbaniuk klonal yang identik tersebul namun
pertumbuhan fumar maaih tergantung pada barbagei faktor 1&in.
Separti gen yang mengatur baik repair gen maupun Apopiosis.
Apabila gen tersebut bekena dengan batk mekandame tersabut dapat
diperbaiki stau dihentikan sehingga pertumbohan tumor dapat
dicegah.

Kemungkinan lain proto-onkogen yang termutasi adalah
protein, yang disandi gen C-rsc, (a5, Ekspresi protein ini Hdak
memearukan rangsangan dan (uar. Sel akan bemproliferssi tanpa
memartikan stimuius dan fuar. Halin menyebabkan sulit dibentikan
walau dengan menghambat [(aktor  ekstraselular. Diduge
pengangkatan  salurah massa  lurmer akan  menghentikan
pertumbuhan selanjutnya, Kemungkinan lain penyebab perubahan
mekznisma prolifaras) sal adalah gangguan pada simyal kompleks

siklin dengan ¢gk terhadap siklus sal. Bila tenadi ekspresi berepinan

‘ll|_|
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zIkiin gkan menyebabkan pembelahan s¢l yang bartemhan 2ehingQa
proliferasi sel tidak terkendali.

Cran berbangar contoh perubanan mekanisme pratiferasi g atas
maka semakin jelaz bahwa sifat biotogk tumor berbeda. Hal i
diduga yang mcnyebabkan gambsaran Ehnis den respons tumor
varhadap terapi juga barbeda satu dengan yang lzin. Pengerban dan
panemuan tentang jaras mekanisme proliferasi pada suatu tumar
memungkinkan dibuat suatu strategi pengobatan bars yang lebib
efeklif bagi tumor bersangkutan. Tumar vang turmbuh olgh karena
disababkan perubaban mekanisme pralkferas yang tidak terdalu
komplaka diduga akan lebih mudah diglasi dipandingkan tumor yang
wumbuh melalui panibahan mekanisme yang multifakior

Selain cefiufar oncogenss  seperti yang falah didraikan J
gtas, dikenal jupa onkogen virus yang terdapat dalam mated genedk
Bahkan bebermpa [anis onkogen virus ni maripakan onkogen
pertarma yang ditemukan pada kanker. Sifat dan struktumya hemokg
dengan onkogen yang terdapat pada manusia sehingga Keberadaan
ankogen virus ini dalam 38 manusig disnggap sebaga salah aglu

faktor penyababipencetus terjadinya kanker (Israsl, 1698).
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2.4 Perangn Virug dalam Karsinoganesia

Gen adalah unit kena dar DNA DNA adalah data dasar
infarmasi datam bentuk Kimigwi, yangd membawa soparangkat
ingtruksi untsk membentuk protein yang diperdukan sel DhA
barbentuk untai spirel gands yeng membawa Satu sel engkap
instruksi. Setiap untai tersusun Ates jutaan basa. Ada 4 basa di
datam DNA, yaitu Adenin (&), Thyroe [T), Cytosin (C) dan Guanm
{53). NEMUN suSUNanNye amat bervarias:. Agac 58 dapat mermbuat
prolein, inforrmesi dar gen dikopi, digandakan, parsia sarme dan hasa
sgtu ke basa berkut Can DMA ke messenger ANA (MENA)
Kemudian mRENA berpindan weluar inti, masuk ke sitoplasma, ka
dalam argane| yang disetut ribosom, mRMNA mengatur pembeniukan
Bsam amino, dan menyusan menpadi moleku! protein (Kusick, WV,
1689).

DA terletak di dalam setiap inti 38l Setiap sel manusia {ads
tnliunan sel} mengandung DA yang sama. Setiap s2 mampunyai
46 kmmosom. Setiap kromosom mengandung banyak gen. Satu
gen adalah satu segmen, satu bagian dar DNA bernisi inatrukai yang
membanty sel memproduks: protein, misalinya enzim. YWalaupun
setiap s&l mempunyai DMNA yang lengkap, namun sefiap sel
memanfaatkan gen tersebul secara aglekbf Genyang lain, senngkali
tidak aktif untuk wakiu yang lama. Selain itu ada gen yang akiif pada

wakiu perkembangan embrio, kemudian setalab iy menjadi bdak
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aktif. Banyak gen yang berfungsi unfuk membentuk protein khas
untuk sef tertenty, dan memberkan karakter yang spesifik untuk sel
tersgbut. Sebagal contoh sel olak mempurnyai spesifikasi yang
berbeda darn sel tulang. Sel normal akan mengaktivasi perbagai gen
yang diperukan s=aja, pada wektu letentu. Keadaan ine akan
mepnakan aktivitas gen lain yang tidak diperfukan {Kusick, YA, 1968}

Maszkipun kanker dipicu oleh kelainan genetik, namun tidak
gamua diturunkan. Tenadinya kanker dapat berasal dan berbaga
mutasi. Mutasi In dapat terfadi ekibat kesaiahan sewakiu
pornbelahan sat Selain itu mutasi dapat teqadi akibat respons
lerhadap kerisakan yang ditimbulkan alah fakior ingkungan, sepert:
zat kimia radiasi dan virus (Cotran, 1928).

Onkogen ditemukan pertama kali Kelika para penaliti sedang
menyelidiki virus RNA (retrovirus] =ebagai penyebad sarcoma
(Fearon, 1885} Vinus ity kemudian dinamai dengan HAous Sarcama
¥inss dan onkogennya disebut v-src, Bardasar laparan Wik (12968}
gen pamyebab kanker pada percobaan binatang hampir 100% sama
dergan pgen yang terdapat pada manusia, Diduge onkogen wirls
tarjadi sajek dabhuly kala yaitu ketika virus tersabut masuk ke dalam
maier genelik sel manusia. Bentuk onkogen dalam virus disabut
selagal v-ong, sedangkan onkogen homalag di dalam sel manusia
dizetut c-onk Virugs merupakan salah satu fakkyr yang dapst

mangaktvas ankagan agar terus menemus membentuk probain yang

n

DISERTASI

KARSINOGENESIS KARSINOMA SEL.. THERESIA INDAH BUDHY S.



ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga

diperlukan untuk periumbuhan sal. Hal i yang menyebabkan terjadi
prolferasi se| berebhan sehinrgga menjadi kanker. Tabel 2.1
manunukkan bebarapa jenis vints yang barhubungan dengan proses

Karsnogenesis (King, 20003,

Tabe| 2.1 Babarapa virus panyebaly kanker {Featon, 1995)

 fatus | e T T T T T T

wviwsDNA T T

Papovavirus | Polymavins, Sv40, HPY
: I
1 Adenovinus Adenovirus 12, 18 dan 31

Herpesvirus | Virus Epstein-Barr
"7 Hepadravirus | Virus Hepatilis B
 Wirls RBA

Relovins tipe ©

Virs munne sarcoma dan leukemia,

_Fterm'n.ri_ru_s-liﬁe_ﬁ [ vints avian sarcoma dan leukemia,

virus human T cell leckernial danhl

| mammany tumor vinss.
|

Intuk lebih bisa memahami mekanisme tarfadinya Kanker
yang digsebabkan oleh virus maka dapat dilihat pada kasus limforna
Burkilt. Kanker ini disebabkan oleh onkcgen wims,  Virus yang
berparan adalah Epstein-Barr. Contoh lain adalah kankar serviks
yang disebabkan oleh vinss Papilpma. Pada keadaan ini onkogen
virus dibawn oleh virus dan ditransport ke datam sel target. Onkogen
virus tersebut akan masuk dan ada di dalam inti sef tersebut.
Headaan ini menyebabkan tarjadi perubahan gen di dalam inti sel

2l
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tersabut, Seksin ity akan dirapliikaail bersama dengan pambelahan
sal. Turunan dari sal tarpet tersabt tetap mengandurdg gan vius.
Hal ind penting untuk memeliharm agar virus tarsabut tebap hidup di
dalam sl Keadaan ini menyebabkan se istap ada pada kondisi
abnormal.

Pada keadaan fislclogis prosas partumbuhan, pambelshan
dan difsrensiasi sel diatur olah gen yang disebut orotoonkogen,
Protoonkogen dapat menjadi onkogen bils mengatami rmtasi,
Cnkogen dapat menyebabken kanksar karens memicy pertumbsshan
dan pembalahan set secam pabologis.

Tardapat & mekanisme yang dapat mangubah ekspnesl abeu
strukiur protoonkogen sehingga menjad onkogen, vattu (1) delafion
in coding sequens, {2 point mutation in coding sequens, {3} gene
ampificabion, {4) chromosome rearanpament (Harvana SM, 2002).
Tiga mekanisma yang partama menyababican franskripal meningket
sahingga tenadl pening¥atan jumiah protein vang dihasiikan okeh
onkcgen tetapi atruktur dari probein itu sendii 8dak berubal. Pads
mekanisme yeng keampat menyababken perubatan stuktur protein
yang dihasikan cleh onkogen. Artinya peningkatan jumlah ekspres
atay parubahan struktur protein yang menupakan produk den suatu

onkogen dapat menysbabkan sal tumbuh dan membelah secara
tidak terkendafi,
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Sebuah onkopen yang diputyai aleb sal target akibat mutasi
atau akibat infeksi virus tidak cukup mengubah sel target menjadi sel
kanker. Tampaknya, s8 tumor mengandudng perubahan genetik
fhiuttinfe yang bekerda sama membentuk pertumbuban neoplasma.
Ferstiwa tersebut mungkin dapal menerangkan kersinogensis
bertahap fmutisiep carcinogensasisy yang sudah lama diangpap
sabaga patefisiolog tirmbulnya kanker (Putra 5. T, 1887, Tiap tahap
dibatasi dengan mulasi genelik. Sebagai contoh adalah papiloma
(prekankery mengandung ¢nkogen ras. Perubahan dan papitoma
menjadi kanker targantung dan perubahan genetik yang kedua.
Contoh sarupa adalah perubahan dan polip usus besar menjadi
kanker Pada kanker in diawali dengan gen mutasi yang merupakan
suprasor tumor. Tahap s&anutoya dipengeruby oleh onkogen K-ras,
mutasi pada gen DCC yang mengakibatkan berkembang menjadi
adenarma. Selat fu dipengaruhi cleh gen suprasor tumor pS3
menyababkan persbaban menad karsinoma (Mendeizon J 1995),
Berikit salah saty comteh kanker yeng disebabkan oleh virus EBY

yaitu limfoma Burkitt (Gordon, 1985).
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Gambar 2.1 Inleraksi antara vires Epstein-Barr, ankogen ¢-mye dan
B-lyrm dalam patogenesis Limforma Burkitt [Gordon, 1385)

2.5 Akilvitas Gen Suppressor psl

e mamaha manunjukkan respons yang kompleks terhadap
berbagat proses yang merusak DONA. Respons ini dmungkinkan
karena zal il memiliki gen yang mempunya! fungsi protektt, yailu
yang dikenal sebagai DMA-damage irducible genes (DO| gen).
Temasuk dalam kelompek gen ini adalah gen yang produknya
rnempunyas fungsi panting dalam DMNA-repawr (rapair nelatad funclion)
atau mengaktivasi cell cycke checkpaint Cell cpcle checkpohts

terfungsi memperpanjang waktu tartenia dalam siklus sel untuk
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membari kesempatan perbaiken DA yarg rusak (DN repair)
sabelum dilipat gandakan.

Siklus sel terdiri dari fasa 51 yaitu periods aniara pembalahan
rukieus sebelumnyz dengan permulaan sintests DNA, Fase 5
adatah perode sintesis ONA pada saat du teradi repikaai DNA,
Faze (G2 lalah periode antara repHkasi OMA dan pembelahzn
ructeus. Fasa M adelah fase miosis atau pembelanan s«). Setiap
faxe dalam siklus 3| ini dikendalikan secars kesdat dan walktu vang
diperiuken bagi satiap fase salal: tetap. Di tingkat molakuler semusa
prosas yang terjadi dalam sikhus sal dikendalikan oleh pambaptukan
dan akitvitas sajumiah kompleks protein kinase yang terdirl atas sub-
wiit disetan cpolin dependen! ingse (Cok) dan sub-unit protein
regjulator yang disebut eyclin. Pada tahap terantu dalam siklus sel,
kompleks cyolin-Cdk dlaktifcan. Setelah membentuk komplaks akan
memfosforiiasl molekul-molekul tertentu. Dan berbagal panelitien
terungkap balwa ada 2 gan dangan produknys yang mempunys
fungsi penting dalam cel cytde checkpaits, yaitu B dan p53, Sedain
fu terdapat beberapa croduk gen lain yailu sebagai Bakbor transknipi
(franscriphional reguwators). gen yang menghambet Cok dan yang
berfungsi terhadap alur sinyal transduksi {Les, 1683; King, 2000).

|
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Gambar 2 2 Berbagar siklim pengatur siklas sel (Kastan, 8h, 1597)

Dahulu diduga bahwa p52 merugakan swalu onkogen karena
13 ditemukan secata berebihan dalam sel yang mengabam
tranaformas). Dugaan im muncy! karena pada beparapa penelban
telah disolas) beberapa klon ph3 yang  terbukt mampu
mempenahankan &e| dalam kukttur hidup terus (imordal]. Bekedga
sama dengan onkogen ras, p33  meningkatkan  teradinya
transformasi sel dalam kultur. Tetapi kemudian dikelahu bahwa pS3
yanyg terdapat datam =el transformmasi tersebut mervdpakan bentuk
rutan dan p33. Dari penalitian benkutnya terengkap babwa phl
normal  [witd firpel mampu  mengkan  Iransformasi el yanpg
dizerabkan onkogen dalam kultur dan dapat menghamiat potenst
tumorigenik =el pada binatang percobaan. maka ps3 kemudian
digolongkan sebagai gen supresor (Schalter, 1937}, Gen JIMA ps3,
terdiri alas 11 exon dan digkspresikan pada hampir Sermud jJaringan
tubuh. Dalam keadaan nomal p%3 terdin atas suatu tetremer

Wb
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fCMGS, 16968); ini beraril balwa 4 cofy yang identik dirakit untuk
membertuk molekul p53 yang akiif. Konsekuensinya adalah bahwa.
(1) defek pada salah satu di antara 4 subunit, misainya akibat
substitusi asam amino atau defek atrukturad, akan melemahkan
fungs| protetn ps3a,
(2% bila aatu 2ol mempunyai 1 alel witd type dan akel yang fainnya
defsi, maka sebagian besar fungsi pS3 sican terganggu.
Hal ini berari babwa p53 hamya aken barfungsi baik bila ke-d
subunitnya nommal. Hal ini barbada dangan pen supresor yang ain,
yarg biasanya baraia dalam baruk molakul tungpa! yang bebas.
Pada umumnya defek pada p53 adaelah peint mumtion, terdama
substituai asam amino. Walaupun untt yang lain datam tetramer itu
romal namun bila salah aatu mutasi maka fungsinye akan
terganggu, xemungkinan &lel yang 'sin mangptamd dedesi. Genom
p53 dikenal sebagal gen dominan nagatif. Selan akibat mutasi,
disfungsi gen p53 juga dapat terjadi akibat pengikatan p53 oleh
produk onkogen virua SY40-T, protein EIB adenoyirus dan protein E&
HFY. Di samping fu p53 wmyata juga berintsraksi dengan protein
B0 k¢t Protein 20 kd adakah produk gen mdm2 berupa fosfoproteqn
nukiear, Mam? merupakan sasaran transkrispei bagi p53. Di abn
firak Mdm2 juga dapat mengikat p53 pada domain transaktivasinya
{Haiah, 200d). Intéraksi ini #xan meam-bliok kemampuan p53 untuk
mengakbifkan fungsi renskripai dan mengontrol partumbuhan sal.

0
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engan demikian, inlerakss antare ps3 dengan mdmé merupakan
suaty benluk autoreguiaiony nAegative feedback foop. Hambatan
dalam interaks pa3-mdm2 mangakibatkan akumulasi pS3 dengan
funpsi transknpsi yang aktif. Hal ini menunjukkan bahwa dalam sel
yanyg nornal mdm2 dipetlukan untak memperahankan agar ekspresi
p5d tetap rendah.

Gen pt3 menyandi protein dengan nama sama (F53) yang
berfungsi sebagai aktivalor Fanskrispi, yaitu menginduksi transkripsi
ger yang menyandi protain 21 kKd sehingga p2t berintgrakai dan
menghambal barbagai komplaks cyclinodi. i antare kompleks
yang dihambat adalah kompleks yang mengandung ok dan cdk4,
yailu knmpleks Knase yang beranggung jawab atas fosfonlas dan
nekiivasi RE. Dengan dermikian, $alah satu mekanisme kere pol
dalem menghentikan siklus set pada 1 adaiah dengan
mermpertahankan R dalam bentuk konfigurasi unoerphosphonyated.
Bila oleh karena suatu hat terfedi kerusakan DNA, ekspresi pSl
dalam s&l meningkat yang menyebabkan peningkatan transkripsd p21
serta hambatan pada kompleks cyclinodk. Telah terungkap juga
babwa pS3 menghembat eksprasi atau fungsi gen c-myc dan ras.
Pada cell cycle checkpaint, katika p53 hekera adalah pada fase G1
dan G2M. Hal itu menyebabkan pertumbuhan sek terhent pada fase
51 urtuk member kesempatan pada gen DNA repair mempearbaiki

ONA sebelum siklos bedanjut ke Ease S untuk aintesis OMNA, atau

Y
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pada fasa G20 sebetum tergadi mitcais. Denpan demikian dapet
dihindarkan terbantuk st yang mengandung DKNA yang msak.
Berdasar hal 1tu maks p53 dsabut sebagai regulator negatif
pafumbuhan dan pembelaban sek Sel yang mengalami defek p33
hdak mampu menghentikan fase G1 maupun G2M. Akibatnya
adalah tidak ada kesempatan bag gen ONA repar  untuk
memperoaikl DNA, sehingga DMA vang rusak diwanskan pada sal
turunan. Hal «m memyebabkan kebdak slabilan genstik dan
pemngkatan mutagenssis, misalnya peningkatan motation rake,
amplifikesi onkogen, defek kromosom. Hal inie memungkinkan
lransformas: ganas menjadi lebih besar. Di samping memberkan
respons terhadap kerusakan ONA, p53 sendii mempunyal peran
aklif dan mampu mendeteksi kerusakan DNA dan mampu
menginduksi OMNA repair.

Salain barfungai menekan pertumbuban s&l yeng mengalami
ransformas:, pS3 jupga berfungsi menginduks: atau meningkatkan
gpoptosis. Pada sel diperlukan akapresi gen ain untuk membantu
apoplosts, di antaranya bel? dan tax. Can obsarvasi tu jelas bahwa
aktivasi pbd menghasikan raspons protekll saperti celf arasf dan
ONA repair di satu pihak dar meningkatkan apoptosis selsel yang

rmengandung ONA yang musak (Bratton, 200173,
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2.6 Apoptogis

Apoptosis merupakan kematian sel yang terprogram sebagai
respons  terhadap rangsangan terentu. Berbaga  perubahan
morfologi  teradi pada proses ini misalnya kondensasi dan
fragrmentas) nuklews, penciutan sal, juga fragmertast DA (Willie,
1958}, Berbagai rangsangan misalnya radiasi kematerap, enfeke
wirus, gangguan harmonal dan  fskior perlurnbuban.  dapat
menyebabkan proses ni lerfadi Apoptosis juga merupakan hal
paenting datam perkembangan sl namal dan homeostasis janngan
nerral.

Berbagai gen pengalur proliferags juga berperan dalam
mengontrol apoptosis msalaya &-myg, p33. pRb [Lowe, 2000} Gen

anmiapoptatik bel2 tampak memngkat pada wrforna. Bila terdapat
X
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ekapresi berebihan ©i2 dapat mencegah apoptosis dan terjadi
kKoagandgsan.

Homeostasis  jaringan  tidak hanya bergantung pada
pertumbuhian dan proliferasi sel tetapi juga pada pevbandingen
antara sal yang hidup dan sal yang mati. Dengan demikian
perlumbuhan tumor juga bargantung pads peningkatan fraksi sel
yang membalah dif dan fraksi sel yang mengafami kematian sal
terprogram  atau yan) dikensl dengan istilah apoptoala. Tumor
dangen fraksi kemetan aal yang tnggl kedihatan tumbuh lambat
walaupun fraksi partombuhan tinggi. Berbada dengan kematian sel
akipat hipoksla. Apogiosla adalah suatu proses fisfclogis yang
dikendedikan dengan kontrol genetk yang ketat, beardangaung mealatui
protenlisls, kondensaai dan freagmentes] DNA disusul dengan
pongerntan as. Secarm biokimiaw iagadi akiivasi besrbagai
sndonukisase dan protesss, DMA dipecah menjadi ragmen-fragmen
dengan panjang berbeds, Frosas ini berakhir dengan dirmaken nya
sal tersabut olah s8] vang ada di sekitar sspartl makrofag, tanpa
meranRgang respons inflamas!.

Apoptosis merupakan prosas peniing baik dalam
perkembangan jarngan rmormal maupun homeostasis jsnngan pada
orang dowasa. Seiak lama sudah diketahui batrwa untuk
maryingkrkan saél T auiorasktf agar mencegah berlanjut menjadi
panyakit autoimune atsu umtuk menyingkirkan as! limfoait T yang

k)
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ternfekai HiY, baik di darah tepi maupun daiam kelenjar getah
baring. Kematlan sal terprogram juge merupakan proses panbing
dalam k&lenjar getah bening. Kamalien sel terprogram  juga
marupakan prosas penting dafam perkembangan sel 8, yaitlu apatia
terjad kesatahar: resrrangenent gen imunoglobulin (Makin and Dive,
2001). [N dalam pusat germinat juge terladi proses apoptosis yang
tinggy untuk mernyirgkirkan s&l-sal yang tidak diperukan dar mamiiih
sel-sal yang mempunyal afinitas tinggt terhadap antigen.

Datlam kattan dengan pengendalian onkogenass, apoptcals
merupakan mekanama penting untuk mencegah prokferas| sal yang
mengalami kerusakan DNA, agar zak-s8] dengan lesi DNA tarsebut
tidak dilipatgandakan. Dalam hal i spoptosis berfungsi sebagai
aalah satu kontral checkpoirdt dalam siklus sal. Kegegatan sal-gel
tumor urmhuk melesksanakan makanisma apoptosis menipaikan salah
saty fakior yang mandasen padumbabar umor yang makin lama
makin besar, instabilitas genatik so bersangkutan dan resistensi
terhedap khemoterapl, Dafek mekaniame spoplosis  dapat
meningkatkar ketahanan hidup s#, manambah kKemungkinan
akapansi sal ganas tanpa bergantung pada pembalahan sel. Akibat
defak  mekanisme apopiosia vang lain  adalah  kemungkinan
terjadinya  keganasan, Selain akibat insiebilitas genelik dan
akumiasi kelainan genetik, juga skibat perubahan terhadep aturan

5
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vang ditentukan pada checkpoinf aikiua zel uniuk menginduks

apoptosis

16.1 Jalur spoptosls dan berbagal molekul yang terilbat

Ada berbagai bukli yang menyaiskan bahwa apoplosis,
barhitbungan dengsn barbagal gen yang mengatur perkembangan
s&l, Kelainan pada aktivitas proliferas! sel juga berkaitan erat dengan
kontrol apoptosis. Froses apoptosis dapal dibegi dalam tiga fasa,
yaitl fese inBiasi ateu induksi heterogen yang bergantung pada
atimulus. Fase efekior yang komitmen pada sasl dismbil keputusan
untuk "bunuh din®. Fasa degradasi atau eksekusi dimana sal
barsangkutan memperihatkan gambaran biokimia dan morfclegi
apoptozis, Selama fase incuksi etau inisiasi yang hetarogen, zal
marerima stimulus yang menginduksi kematian yaiti kehliangan
fakior penunjang ketahanan hidup, kekurangarn supiai unduk
metaboleme dan fsqgedi pengikatan reaspior yang meneruskan
sinyal kemaban misalinya pengikatan FeaFasl, TNFTMFR
(Aenkanazi 1998). Reaksi kimia yeng barperan dadam fase induks
ini sangat hotarogen berganiung pada sebarapa letal stimulus yang
diterima. Pada fase benkut, yaitu fase efekdor, foses inisiasi
dilanjutkan dengen reaksi metabolik dengan pola yang lebih teratur,
dan s&l mengambil keputugan atau kemitman upiuk "bunuh ",
Pada fase selanjutmys, yaitu tise degradasi atau fase ekselusi,

26
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terjadi peningkatan barbagei aktivites, termasuk peningkatan aktvas|
enzim-anzim katabolik dan produksi mecive oavgen species [ROS).
Pada fasa inl ieradi perubahan morfologi dan biokimiawi s, antara
lain fragmentasi DNA, degradasi barbagai jenis protein dan lain-lain.
Semua sal mengalami apoptosis menunst pola tartenty,

o Faktor yang berperan pada fnte asslasi apoptosis

Berbagai stmulus dapat mengawal fase iniaigsl melalul
aktivasi berbagai frapsmampran. Contoh khas dar stimulasi inl
adalah  pangikatan Fas  {CDES) yang meripakan protein
hermirimerik dengan Faal, THF  dengan THFR. (Kawasaki, af al,
2002). Pada pengikatan Fas/fFasl terjadi okgomersasi dan resaphor
yang] mengakibatken bagtan intraseluler dari CO95 menggumpal dan
dienal dengan sebuian cdesth domain ateu FADD {Fas associaled
dealth domadi. FADD merupakan mclakul adapior yang barperan
mersknt caspase. Untuk mampemmudah prosses ini molakul FADD
mengandung molekul pengikat yang disabut DED {death effecior
domain) yang juga dimiliki ofsh procaspase-8, sehingga kaduanya
dapat saling berikatan {Bratton and Cohen, 2001).

Fas (C0OH5), suatu resepior pads pemmukaan sel yaig
berkatan dengan FasL {CD95L) merupakan awal dar ainyal
apopiosis, Pada sakuseny asam AMiNG yang Merupakan unsul-unaur
death effector, gealhr effecior domakns. Faktorfaktor lein yang

berperan pada inisiasi apoptoats adalah rageptor THNF (TNFR),
E 3]
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CO27, CD3g, CD40, DR3, OR4 dan DRSS Sepert halnya mcbekul
GDas, molekal TNFR1, DR3, OR4 dan DRI juga memiliki  deaih
ogrmain, walaupun masing-masing mendaruskan sinyat &popiosis
melalui jalur yang tidak sama. Beberaps pentiian terakbar
mengungkapkan bahwa pade saal tedangsung sinyal apoptoss
metalaun Fas, yang pertama \erjadi adalah Fas-DISC (Fas-cheath
irducityg signal Salah satu komponen Fas, yang pertama terbantuk
setalah Fas-DISC adalah SADS (smal ecceferslor fr geaih
signafing) yang fungsingd meningkatkan interaksi antera FADD
dengan procaspass-8. Hambatan terhadap SADS memperambat
apoptosis.

Apoptnsis juga dapat berangsung melalui rezeptar =zel T
(TCR}). Hal ini terjadi apabila sel T menganali antigen-dii {seff
antigen) dan merupakan suatu poses yang dipardukan untuk
menyingkirkan gel T autoreaktf. Apoptosis ini disabut apopiosis yang
dinduks akbvasi {(acfivation indiced spogfosis). Jalur apoptosis
melalu. TCR diperdihatkan secars skematis pada gambar 2 4
Apoptosis yang diinduksi aklivaai ini juga terdiri atags fase induksi
yang deranpgaang dengan pengikatan TOR, disusu| gleh fase efakior
dimanz tenadi berbapai reaksi bigkimia untuk mefangsungkan
apoptosis.

Sinyal yang diberikan oleh TNFTNFR mangatur imerfase

antara fase induksi awal yang mengatur ekspresi TNFTHFR dengan

H
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fase efekior yang melibatkan akiivesi caspase. ALG-3 dan MFAT
metupakan regulator posilif eksprasi Fasl, selama apoptosis dengan
perantara TCRACD3, sedsngkan RAR (retinckc acid receplor) yang
manghambat prosas ini. TNFR tidak mengandunp deatn domain
tetasi mengunekan protein TRAF dan TRIP. Fas mengandung
death domain pada baglan intrasitoptasmik dan berintegrasi dengan
ekl adaptar sinyal yang juga mengandung death domain (FADD)
dangan demdkian merskrut moiekul transduksi simyal misalinya
FLICE. ZAF-T0 dan Lok merupakan snzim Kinasa yang merupakan

pengatur jalur sinyal mefalui TCR.

Gambar 2 4 Fase induks! dan fase efektor apoploais melalui TCR
{(Wong B 2nd Chol, Y. 1887)

b
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b. Faktor yang berperan pada fase ofakicr

Sepertt tetah disebut g atas, ada berbagai bukb behwa
pengendalan apopiosis ditubungkan dengan gan yang mengatur
sikius s&! termasuk o anlaranya gen ph3, Rb, mys. D fain pihak
beroagai jenis gen berfungsi sebages penghambat apoptoais, di
antamanya keluarga bol? dan beberapa jems onkogen viruy yang
dikanal mamilki potens) untuk mengakibatkan trangfiomasi sel
mernjadi ganas.

Fungsi produk gen pad dan Rb terkait erat dengan periatiwa
dalarm sikles sel pada fase G1. Meksnisme kerja pS3 sanpat
kormpleks |la dagat barikatan dengan berbagai  jenis protain dan
lefibat dalam mangatur ekspresi berbagai gen. Dalam beberapa
lahun terakhir terungkap bahwa psd dapal mengatur prodiferasi sel
maupun apoptosis tergantung &ituaai dan latar belakeng sel. Sef
yang kehilangan ph3 baik karena mutas, infexst vins atau sebab
lain, mengakibatkan sel  kehilangan  kemampuan  apophkoss
ketilangan Eb. eksprasi corive dBn anokdis. D fain fhak, p53 yvang
wild tvpe dapat mengkompensasi kehilangan Kbl dengan demikian
dgapal rencegah terjadinye tranaformas.

Gen ralinoblastomd (RB) mengatur befangsungnya sidus set
pads fase GU1/S deagan menghambat fungsi faktor tansknpsi E2F
dengan damdkian manghambal fung= berbaga gen yang bekena

pada fase 3, termasuk di antaranya myc. myb dan DNA polimerasa.

41
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apoptotik yang kuat, ia tidak dapat menghambat semua bentuk
apoptosis, salah satu confah di antaranya adalah apoploss yang
diinduksi ofah THF yang bidak dapat dihambat oleh bel2. Gen bod-2
mi termasuk keluargs gen yang anggota keluarganya makin lama
makin berdamipah; beherapa anpgota keluerga gen ini bersifat
menghambat apapiosis (boi2, bel-xl, met), tetapi bebarapa angpota
keluarga yang lain temyata bersifat memudshkan apoptosis (bax,
bcl-xs, bad, bak) (Adams, 1998}

Sehagian besar keluarge protein bol?2 mengandung rantai
asam aming hidrofobik pada sis carboxy-tenminal yang setalan di-
translasi mangakibatkan meraka dapat lekat pada mambran biglogts,
khuzusnya membran mitokondna, anyelop nukleus dan bagian dari
retikulum endoplasmik. Ekspresi relatif anggote kaluarga bol2 yang
pro-apoaptotik dan antiapoptotic menunjukkzan bahwa suatu sal
dangan muadaht mengalami apoptosis bila diradapken pada stimulus
yanp tepat. Beberapa protein diekspresikan dengan pola spesiil
janngar yang bervarasi sasuai faze proliferasi den diferenaingt yang
unik unfuk sal tertentu. Belum diketahyi secarz pazh bagaimana
mekanisme bcl? menghambal apoptosis, tetam baberapa data
terakhir menunjukkan bahwa bol2 dan anggola keluarga lain yang
anti-apaptotik, melangsungkan paling sedikit 2 aktivitas yang
independen. Frotgin tersebut membentuk pon &ty pors pada

mempran yang dilekab, dan bennteraks dengan berbagei jEnis
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protein intreseduler lein yang secara fangsung ateu tidak langaung
teriibat dalam proses epoptosis. bol2 dan bok-d dikelahui dapat
barintaraksi dengan berbagai protein, misainya protein CED-4, Raf-1
(-kinasa) dan fosfaiase calcinawin. (King, 2000; Braton, 2001).
Interaksi ind menunjukkan barwa saian satu paran bcl2 adalah
membenkan tempat bagl prcAein lain upfuk "Rarfabuh® sehingga
aklivilas saluter protein bersangkutan terhentl. Parslwa ini
manyababkan protein CED-4 terpamngkap atau calcinaunn sshirdg
merdica tidak dapat berinteraksi dangan protein fain dalam sitosal,
Padatiwa berlabuh proten, miserys Ral-f, peda bol2 itu juga
reigekibatan  probein  Ersebdt malekat pads membran dan
bafinteraksl denpan protain mambran yang in. Raf-1 merupakan
suatu enzm kinase, yany dakam kKeadaan notmal terdapst dalem
siosol, berpindah tempat (ransiokas) ke membran, meanja akf
kemudian menginduks| fosforiiasl proteit pro-apopiotik Bad sehingga
menjadi inaktil. Homokg gan bol2 yang bersifat anb-apopiotik juga
terdapat padae wirus herpes yang manyababkan kanker, tarrmesuk i
antaranyd vines Epstein Barm (EHV) dan vitus sarkama Kaposi (KSY).
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Cambar 2.5 Peran p53 pada apoptosia
fPrafking and sem [BF, 1587)

2.6.2 Ddaregulasi apoptosis pada kanker

Sepert telah dwraikan ot atas benyak sekali fakior yang
berparan dalam proses apoptosis. Sudah ditenrma sacars (uas juga
bahwa apoptosis merupakan salah satu cara untuk menyingkirkan
sel yang mengandung tesi DNA, sehingga dapst dicegah terjadinya
transformasi sel dan kanker. Kelsinan atau mutasi yang terjadi pada
barbagai gen, tamiama gen yang benpaan maningkatkan apopiosis,
mamungkinkan tenadinya rasislenss terhadap proses apoplosis yang

diperukan utluk mencegah  transformas:. Defek mekanisme

44
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apoptosis berperan dalam menimbulican kanker:. Hal tersebut dengan
cara menghasilken lingkungan yang memungkinkan  timbulnya
instabilitas genabk dan akumulasi kelsinan gen. Keadaan lersebut
yang menyebabkan checkpoir! siklug sl tidak taat lagi pada
pengendalian siklus sel yang dalam keadaan nommal mengndukgi
terjadinya apoptozis, dan peningkatan ketahanan hidup s {Read
JG. 1999).

Beterapa janis Eeganasan  hefmalokogik menumukikan
reaistensi terhadap stimulasi FasfFasl. Salah satu di antaranya
adalah leukemia mielositik kronik (CKWLY Dikstahu bahwa pade
sobagian besar CML largadi fusi andara gen ber dangan c-abl yang
meanghasitkan protein BOR-ABL, Proten abnormal ini terbuki dapat
meningkatkan ketehanan hidup sel; aglah saty caranya adalah
melalui resigtensi terhadap stimutasi apoptotik cleh Fas/FasL (Seller
G, at ai, 1968).

Feran hel2 dalam onkogenesis, seperti ielah disinggung yaitu
melaiui: 1) penpegahan  dikelvarkannye  cyfochromec  dar
mitokondiia dan 2] gangyguan aktivas caspase neh cylsccrome-o
dan Apat-1. Didugs Haiwa ekepresi bevlabihan bol2 dan bokxl dapat
menngkatkan kedua proses di atas dan meningkatian kamungkinan
terjadinye tranaformasi {Green DR, 1868). Ekspresi berebihan b2
bok-xl dijumpai pada berpagai jenis kanker. Ekspres barebitan gen

ini dapat terjadi akibal transiokasi (Swzuks A, ot al 2001; Tan X and
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Wang J¥.J,1998) seperl yang dijumpar pada limfoma =el B. Seperli
halnya pada himfoma, diduga eksprées berdebihan bol2 pada
keganasan disebabkan ketidakseimbangan faklor transkripsi demgan
bek2 alau akibal mutas gen bel2. Mutasi gen bel2 senng dyumpai
subslitusi basa pade segmen peryandi (coding regiar) yang
mangatur fosfonlasi. Akibat mulas ini raka fosforlas bel? tergangqu
dan set resisten lerhadap rangtangan apogtosis (Reed JC 1897
Pratein berbagal jenis vints memiliki sekuens yang homolsg dengan
bol2 atau bokxl, misalnya p19-E1B dan adenowirus, p30 dan
Baculoviris dan BHFR-1 dan virus Epstein Bamr., Virus terssbut
aanng dihubungkan dangen kanker. Ciduge protein wirde tersebut

mempunyai fungai yang :ama dengan bol? yaitu anhapoptosis.

2.7 Vina

Wirus bukan sel tetapi mamnpaken parasit yang menyerang sl
dan tdek melakukan fungsinya o luar sel nang. Vius kecil, hanya
dapat dilhiet dengan mikrozkop lekiton (EM). beqgitu kecil sehingga
beraius-ratus atav berbu-nbu partkel vins dapat menempatl satoe
sef dlBu inb =€l dan inang. Jedi satu sel panbu-rtbu Kali lebih basar
dari satu virus {King. 2000). Tiap partiked vires terdii dan sai etay
beberapa mokekul asam nukleat yang tenkat erat menjadi suaty
massa yang kompak vang dikelilingi oleh selubung protein. Beberapsa

macam wirls juga memitiki pambungkus luar lambahan yang
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mengandung lebin dan 100 gen. Bebergpe virus onkogenik
mengandung 4 atau & gen. Berapapun jumlah kode gen prolein virus
dibuterhkan cntuk memasuki inang dan melakukan reproduks,
Sebaliknya sel memiliki kromosom yang seafalu mengandung ONA
sebagai bahan genebk. Masing-masing kKromosom sel dapat
manjalankan sebagian besar aktivites sel. Bahkan s2l bakter: yang
paling =ederhana mengandung kime-kirs 20.000 gen. Sl manuJsia
mengandung kra-kirg 50.000 dan 100.000 gen.

Partikel-partike! virus tidak memitikl sitopleasma  maupun
organela dan Hdak mempum@i 2ebagian besar mokekul yRM
diperukan untuk aktivitas kahldupan kebka meareka ada di luar sel.
Partikel wrus bersifat et dan fdak meaunjukkan sifat-sifat
kehidupan oleh karena eda pembungkus pratemin dan membran luar,
yang melkndung kromosom di dalamnye. Virus dapat baradaptas:
dengan batk, letap eksis dalam keadazn dovnan di luas sal inang.
Banyak vifus dapat telzp dorhan untuk jangka waktu yang zangat
pameny dan dalam beberapa whun tetap hidup. Suvatu virus yang
gowrren minp desgan ink sel minimzl yang kehilangan sitoplasma.
Cengan demikian dapat mambaws instruksi berupa kode-kode
datam kromosom, Hanya dengan memasuki s& inang sualu virus
dapat rnamilikr mesin metabolisma yang sangat diperiukan untuk
repitkasi. Bita suaty vinus menginfeksi sel ingng yang cocok dia

merubah sitopiasma neng ke dalem suatu benluk yang dapst
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rernghasilkan kamponen untuk partikel virss tersebut. Datant hal int
vines adalah parasit vang hans infraseluler.

Ada beberapa parikel wvieus akiif bewu,  yang dapat
menyebabkan sel inang pecahb, sehingga melepaskan pasanpan
wirus yang baru. Beberapa virus lain dapat terlepas melalv membran
sel tanpas memecahkan sel. Vinis baru dapat berada pada =&l fain
dan jenis yang samsa. Virus akan memproduksi berjuts-juta partikel
virgs melalui janngan atsu organisme, merssak atau membunuh
seumlah s=i pade setiap mkius. Satiap vinus patogen menyerang dan
memsak atau membunuh barbagai sel. Sebagai contoh, wius polio
menyerang dan mamsak berbaga, macam sal, meliputi sai-sal epilel
pada tenggorokan dan uaus, sed-ge dan onml susunan saraf pusat
(GEF). Sebagian besar kerusakan jarngan aleh karena virus polio
yang menyebabkan penghentian G1 adalzh reversibel. Cengan
datnikian sel-sel yang lang dapat diganti olsh pembelahan s& yang
lelah diperbaharui. Bila virus pols menyerang dan menghancurkan
kermudian berhenti secars permanen pada penode (1 siklus =el. Sel-
gal saraf tak depat membelah atau menggantkan sol saraf yang
telah terbunuh tadi. Selgin itu tidak ada sel lain yang membelah
untuk membentuk pemantian seFzal saraf. Virus ienis fain akan
menyerang jarngan bebeda, Vinus  hepatitis merusak dan
membunub sel-s&d hati Beberapa macam virus usus yang berbads

marusgk atau menghancurkan sel Iraktus inlestinalis. Vinas mamp
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menginvas sel-3¢l dari kelenjar liur dan kadang-kadang organ lain
seperti pankreas dan teslis. Sebarapa dapat telap domman di dafam
nang selama periode wakiu lama tanpa gangguan. Sesudah
beperapa bulan atay lahun, mereka dapat dakbfkan dan mulas
menjadi mulliplikasi. Yings harpes simptex merupakan suatu vins
yang umym paga kuliv manusgia, satama perode yang pamang dalam
keadaan dorman tidak berbahaya, Bila diaktifuan biasanya dengan
cahaya ultrayiglet atau dengan beberapa stress fiskologik terhadap
inang argamisme, virus ini bemmultiplikesi, membunuh kelompok-
kelompok sel lokal, membentuk esi- s vang disebut cofd sores atau

fever Difslers dar Cancer Sores.

2.7.1 Epsteln-Barr Virnus (ESV}

Epstein-Barr Vius (EBY mampakan herpeayinug gamma
yang termasuk datam famili Herpesyirdae dengan basar genorm 172
kiy, dan seluruh gen yang ada, 3 gen diantaranya diekspresikan
dalam [imfoait B yang tannfeksi. Virus ini merupaken viria DA yang
disglubungi Qteh protgin dan nukleokapsid yvang terdin dan 162
kapsomer. Ganom DMA berupa untai ganda berbentuk linigr stau
dalam anik episam pada keadaan laten.

anker adalah penyakil genetik, kerusakan genebk ini dapat
disababkan ¢lah barbagai fakior antzra lain bahan kimig, agen fisik

dan agen bickxgik. Salah satd agen bolofqik adalah virua disebyt

G

DISERTASI

KARSINOGENESIS KARSINOMA SEL.. THERESIA INDAH BUDHY S.



ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga

onkogen viruas Cnkogen wines e dibagi menjadi 2 kelompok yaitu
DMA orkogenc viruses dan RNA grcogenc viruses. Ada 3 {tiga)
DMNA vITUS vang Mempurysi peranan ferhadap kacsinagenesis yaitd
HPY, E8Y dan HBY. Secara umum HPY banyak ditemuokan pads
papillome baik kuht maupun fargnx; kankar canvical, sedangkan EBY
peda Masopharyngesl camciroma dan Gukis lkmphoma, HBY
banyak didapatkan pada Hepatoceftfar carcinoma. Kemampuan
yirus OMA dalam karsinogenesis dengan meambentuk asosiasi yang
stabil dengan genam set ingng, dimana virns DA ini mempunyai
gen pongkode pnotain yang depat bankatan sacara apesifik lerhadap
protein inarg {biasanya produk dar gen fumor supresor yang
berperan terhedap pengaturan proliferasi el fvwwy. wo. ca).

E8Y kebanyakan ditemukan pada infekst yang asimiomatik
Infekai partarna EBY biasanya pada usia anak sekali ternfaksi

manusia akan cemer dafam hidupnya (Wavw camcer.bham. ac. k).

Kemarmpuan thalogn EBY diketahui dapat berinteraksi dengan hyrmfoed
B, wrus iti juga dapat menginfeksi sel epitel, namun kanbibust
terhadap tansformasi keganasan pada tumor epitalisll masih belum
jelas. Kermtampuan EBY lerhadsp pedombuhan sed  banyak
diemukan pada Nasopharwi Ca, seiain jtu juga didapatkan
tempat lain yaitu epitel gaater. Hasil panelitan dar Cancer Ressarch
UK Inskbote diaporkan babwa ada beberapa ekspresi gen pada

epitel Masggharynr A wyaitu LMp1, LMP2, dan EBNAY, namun
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begaimana vius tersebut menyebabkan transformasi ganas pada sel
epital masih diteltl Kemampuan EBY untuk replikas) di dalam sel
epitel tefah cibunjukkan sacare 0 viva pada Hainy jeukoplakis

[wwew cancer.ac.uk). Beberapa penelili menemukan batwa B2 T34

reseptur EBY pada lymfosit B atau C0 21 diekspresikan pada sl
epitel. Dar laporan Higa et al (2002 pada datus Karmmoma seat
shuamoasa rongga mulat yang ieanfeks EBY di Okinaws temyata 14
dari 33 kasus teradi mutasi (G 2 T dan € - A Mutasi in
diasosiasikan dengan perubahan asam aming Arg -> Matdan Thr =
Ala.

Epstein-Barm virtes manpakan vings DNA utas ganda, meliputi
hampir 100 open feaging frames tendantfikasi (Basr ot al,, 19584),
Genom vinus berbentuk linier sebagai partike! vinie, ada bentuk [ain
berupa eptsom sifkuler dalam nukleus sel yang terinfeks: (Aitken 2!
&l., 1994} Oalam sel hospes yang tumbuh berus manamrs (immortal)
warena terinfeksi EBY, seleruh genom EBY dipertahankan sebagai
muitiple covalenlly closed circular eoisomes (Aitken ef af 1884}
yaitu sirkulasi genom EBY linker dengan jumlah salinan yanj
koenstan. Epizom EBV mempunyat tga damain yang meliputi gomain
urmigue (L1, U2, U3, L4 dan U5), infemai repeat {(IR1, IRZ, [R3 dan
tR4) dan termtinal repeal (TR) {Gambar 2.6} intemal repeat membagi
pencmn menjadi domain yrigoe shor (LIS dan domein wmgue fong

(UL (Migff, 19980}
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Gambar 2.6 Peta genom epsom Epstein-8ar wirtks pada infeksi
laten (Hoef, 1996)

Selama mfeksi laten, ekspres genam terpatas pada ganlaten,
yailu: dug RNA kecil nuklear (EBER1 dan EBERZL enam anligan
nuklear EBYV [EBNA1, EBNAZ, EBNAZ, EBNA4, EBNAG dan EBNA-
LF), dan dua fatent membrarne protein (LWPY das LMPZ2) (Kieff,
149086: Boulter e &, 1986). Bagwan yang mengkode emam anligen
nuklear berdasarkan pela fragmen restika SartHl adadh: EBMAY
dikde oieh exon daiam fragmen SamHl-K. EBENAZ dikode exon
dalam fragmen BambHl-Y dan-H. feader protein {EBHA-LP) atau
EBNAS dikcde olen beberapa exon dalam repeal BamH-W dan

fragrmen BamHl-Y, sisanya 3 EBNA (EBNAS, 4 dan —&) barasal dari
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syuaty famil gen terkait, dikode dalam fragmen BamHI|-E (Rowe i al,
1968},

Infeksi EBV =ecara alami pada manusia terjadi di s&luruh
dunia dan maenginfeksi labih dan 90% populasi (Bouter ¢f al | 1858).
Epstein-Bamr virus metupakan hemesvirus limfittiopik yang pada
umumnya temlapat dalam limfosit setelah infeksi primer (Hu LF,
1684), tetapt jupa menginfeksi dan berephkasi dalam sel-sel apite!
orofaring. Antigen EBY merupakan gen penyebab mononukleosis
infaksinza {IM] dan penyakit limfoproliferat! pada pasen
imunosupresi. Vinus tersebat tavkait erat dengan kejadian dus jenis
kanker pada manusia, yaltu imfarma Burkit {BL) dan kersinoma
rnasafaning (NPC) {Pathmanathan and Raab &raut, ¢f, Chong and
Taac, 1997 yang mempunya distibusi geografis karaktaristie
fWWijayant, 1889), Infeksi primer EBY umumnya barsifet asimtomatik,
teradi pada masa kanak-Kanak dan dikuy gkeh infeksi jatan
sepanjang hidupnya, Selama virus ada dajam el B perferal,
manifestasi klinik saring ssbegai (M, Tranzmisi EBY lerjadi melalu;
pertukaran galiva (Babcock and Lawson, 18946) Pada individy
agimtomatis, virnus {ersehut dapat dideteksi dalam kumuran erofanng
{Souiter af = 15086)

EBY menstap secarza laten pada sel-sel apiigl nomal kelenjar
fudah yang suatu saat dapal menpad maktf Meakipen demikian

dilaporkan namun [atak lalana masin balurn jalas. Deteks) ressptar
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EBY pade lapisan basal dan intermediet dar membrana epitelie
orcfaring den nasofaring menimbuikan hipotesis behwa selael
epilelia menupakan tempat infeksi persisten, dan dalam sirkulasi
darah s=lah ada ael B yang winfekai (Babcock ef al, 1589). Fase
taten EBY dalam sal basal berganti menjadi keadaan litik replikatif
dan berkembang ke lapisan terfuar. Virus secarm kontityu diproduksd
dan dibebaskan ke dalam jarnrgan orofaring, sebagal tampat
pemyimpanan rainfokst sl B sshing(a katika sol 8 barmigrasi ke
perifar akan dikengli dar digdiminasi oleh sel T shotoksik (Baboock et
af, 1984). Hal ind manunjukken balwa B cedf podl merupakan tempat
infeksl paraisten. Penelttian secars imunofenctiping dan lokallsasi sal
ternfakai EBY dalam jeringan onofaring gan nasofaring menunjukkan
bahwa infekal ltlk datam [aringen normal teriadi di limfosit dan tidak
& s&i apited {Cruz, 18649).

nfeksi EBY pada mesfing B oaff in vilro skan menvebabkan
transformasi limfesit B menjadi Hmphobiasicid cefl Fnes (LCLs)
immortel, Setiap sel LCL membawa seiumish banyak salinan genom
viral gan hanya mengekspresikcan sebagian gen laten viral. Infeksi
EBY in viva pada limfosit 8 menyebabkan imfosit B mameu tumbuh
Ccepat secara aponian dan berproiferasi idak terbatas kebka dikuttur.
Seelah infeksi primer, EBY akan dipertahankean selama hidup
sabagai infeksi persisten dalam jumiah relatf kecll pada limfcsit B
Limfosit B yang menjadi laten kirakira 1 setiap 10° sal B dan dapat
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didetekst galam sirkuvlas darah perifer kerer sehat ssimptomatik
{Babcock, of 2., 1858).

Keberadaan EBY yang leten di dalam sel inang, didukung cleh
veadaan EBY yang memproduksi gen laten antara fain RNA-EBY
{EBER), EBY Nusiear Antigen {EBMNA) dan Lafen! Membirane Protein
(LMP). EBER ini walaupun sangal kecil namun dapat dilipat
gandakan sebarvak 107 — 107 satiap sel. Bebarapa genom ini
hemoleg dengan iREMA. EBER ini lokasi di intl dan menunt
Middeldorp {2003) babwa genom ini temyata juga terkait dengan
antigan L& dan pmtein. Mempurmyal peran terhadap transkripst: wins
lain, termasuk pade EBNA dan LMP {Keff E, 1886). Dilaporkan
dapat pula menebatiar trenzkoeins yang secam noinal dihembat olgeh
elF-Z (Laing KG et af, 1885} Selaur Hu sebagar parartara pencegah
tarjadinya apoplodis (Yamamtoa, ef af, 2000} juga menghambat
paran anti virus [FN o dan 1FM & sare menginduks) produksi [E-10
{Sharp, & al., 1999

EBV Nuctear Antigent-1 (EBMA-1} adalah profein inti yang
terdini darr aming temninus dan telah dremukan bahwa stroklur kristal
EBNA-1 ini adalah domain dimer C-lerminuds yang lerikat peda
sekuens DNA. Dimer EBNA-1 mengikat DMA dengan sekuens TAG
SAT AGC ATA - TEC TAC CCA GAT CCAG vang terdapat pada 3
(tiga) termpat di dalam genom EBY (Rawling &f af, 1885). EENA-1

adalah protein hanya dieksprasikan oleh =el yang terinfaksi EBY
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secare laten. ‘Walaupun EBNA-1 gdalah proten asing namun tidak
dapat dicunuh oleh limfosit T sitotoksik. Hal im kefena peranan
protein Gly-Ala aken dwlang akibat eksprasi EBNA-1 itu. Keadaan ini
akan rmenghambat presentasi MHC Class 1. Hal i menyebabkan
EBY dapat bertahan hidup di dalam sel. Peranan EBMA- yang lam
adalah mengaklifcarr replikasi M4 melatui E2F. Keadaan in
samakin memearkual kermampuan EBY untuk tetap sorvive do dafam
s& inang sehingga sal manjadi imoral.

Laten Membran Protein-1 (LMP-1) berasal dan gpen reading
frerme BMLE-1. Pada hasil nsat ceff iine =el B yang terinfeksi EBY
didapatkan prolifarasi datem jumlah banyak. Protein LMP-1 dikods
oleh 3 ekzon sebapal membran protein dengan M-nidrofilix dalam
jumlab sedik® dan C-terminus dalam jumlah besar. LMP-1 ini di
datam membran =&l berbentuk potongan kech dan berikatzn dengan
berbagai macam vesikel membran mtrasalyler. Bagizn dan LMP-1 inj
yan{ disakrest oleh vesikel pada s=l yang terinfaksi E8Y dinamakan
expsome {Oukers, ef af, 2000). Fada openelilian ceff fing yang
tennfeksl EEY secara in vitp mamponya eksprasi LMP-1 sama
dengan yang ditemukan pada gel tumgr yang tannfeks: EBY secars
in wivd, hal ini yang mepdasan batwa pada turmor yang tennfaks)
EBY mempunyai prognosis buruk {de Bruin PC, ef af, 1892} Selan
rtu juga manyababkan ransformasi sei 8, mengharmbat apoptomns sef

B dangart manginduksi bad-2 (Hendersen, ef af |, 1994}, Ditambahkan
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pula bahwa LMP-1 dapat meningkatkan 1L-10. Pada penalitian
secars in Yire, mensit yang ditranspgenik LMP-1 meaunjukkan
teqadwya hiperplasia epidermis, hat inc kemungkinan kerena
mem penparuhi ekspresi gen yang cerkaitan dengarn kansind)enesis.
LMF-1 dapat dericteraks) dengan protern fomor Reomosis fackar
{THFR) yang menyebabkan stirnulasi dan prohifecast baik padzs sel B
maupun sel epital (Liebaaatz, 1858). LMP-1 barperan seperti CD40,
dimana ligan CD40 berhubungan dengan perantara jalur sinyal
transduksi HF-kB dengan cara berkalan terhadap THFR-associated
factor (TRAF) khususnya TRAF1 dan TRAF 3 [nteraksi TRAF t, 3
akan menyebabkan MNF-k8 aktif dan menghasikan pamubahan
morfologi dan exspresi marker pktivasi sel sapertl G023, S0 248, CD
40, GO 44, MHC || dam malekul adhesi LFA-1 dan | CAM-1 {Mehi
AM, atal, 2001), LMP-1 juga rmengikiuksi peningkatan sinyal j=fur
JAH-STAT dengan mangikat JAK 3 Kmase sebagai madiator simyal

TRAF 2 (Gires O, et af, 195%9).

2.8 Kaminoma Rongga Mulut
2.8.1 Mukosa rongga mulut

Hongga miulut drilapisi oleh  membran mukosa  yang
berkesinambungan dengan kuil, pade bagian luar berbatasan

dangan &ibe dan bagian dalam dargar mukosa faringeal. Epitel
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mukosa rengga mellt metipeti bibir, vestibulum, gingiva, paletum.
dasar mulut dan sebagian lidah (3chnoedar, 1881])

Epitel mukosa rongga mulut terdin dand berbagai [apisan yang
saling Pperbubungan  antara  |lan  strafum comeum,  strafurn
granulogem, strafum bassle. Sialum bssate menempalkan din pada
lamina hasals yang mempagi epite| dan jaringan ikat di bawahnya.
28l pasal sktf mambalah dan menggenti sel spiel dengan yang
baru.

Fanker memupakan igtilah untuk menyatakan neoplasma
ganas. MNeoplasma =adalah perumbunan barma abnormal, tidak
terkandali dan tetap Derkembans waldupdan pamyebabnya ftelah
dihilangkan. Tumor adateh istlah untuk menyebut  benjolan
frespiasma). Okeh karena ity neoplasma ganas depat disebul juga
tumor ganas atau  kanker. Kanker menund mofologi | selubsr
mempunyal kerakieristk sebaga bankut Anaplasia, pertumbuhan
cepat, invasi ke jannogan s=kitar dan metastasis {Cotran, &f al, 1599).

Tale nama pada kankss didaserkan pada sel parenkimnya.
Sarkema adalab neoplasme ganas yang bemsal dan jarngan
mesenkirnal atau turunannya. Karsinoma adalah necplasma ganas

yang berasal dan epitad, dan yarg membentuk pola kelenjar.

G
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2.5.2 Kaminoma sel skuamosa rengga mulut

Paling sadikit 5% kanker di rongga mulut (ermasuk hdah)
adalah karsinoma sel skuamosa (Cobran, et af., 19949, Petars, 2002}
walaupun secara wmudah dapat dikefahui namun kenyalaan, saring
didapatkan dalam keedaan lanjut (Cotran, &l af, 1899), serta banyak
ditermukan pada uae antarg 50-70 th (Cotran, of af, 1998}, Laporan
Budhy (2001) frekuensi karsinoma sel skuamosa tacbanyak pada
daegrakh kelamar sahva, dikuti lidah, predeleksi sax labih banyak pada
pria. Etialogy aecars past peda K3ERM masih belum jelas namun
diduga adalah ketarkenan dengan asap mkok, tembakau (dalam
bentuk suaurt manjuana, alkohol dan wirus. Writasi kronis pemakaian
denture tidak menyebabkan kanker ini secara lAngIung, namun
kemungkinan memess konstibus terhadap leukoplakia (Cotran, &f
&l 198%9). O india kanker sal skuamoas rongga mulut adakah jenis
yang paiing banyak ditemukan dengan insden rerata 27 par 100.000
(Petera, 2002). O Tawean kamsimoma sel skuamosa mongga muhot
banyak ditemukan pada orang dengan riwayal perckok, pengguna
tembakau susur dan alkohol. Dar beberapa orang dengan riwayat
alkohat tarsabut ditemukan adanya mutasi pS3 sebanyak 55 44%;
sagangkan pada penfmuna mkok dan tembakau 48 #6% {Hzieh,
2001}, Feterkaitan KSEHEM dangan EBY pemah pula dilaporkan
antara lain olgh Shimakage (2002) balwa pada KSS5RM yang

didateks; secara imunofuorescence ditemukan ERMAZ dan LWPY,
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Higa, et & (2002 melaparkan bahwa 39 orang dar 54 oendenta
KSSRM posilif EEY dengan ringian 25 omang posilf EBY type A, 6
orang EBV type B dan 8 orang gaoungan typa A dan B. Oh dapatkan
pula 33 crang dard KS3RM positif EBNAZ dengan keadaan mutasi
pada 13 orang Paga EBNAZ yang mutasi hanya ditemukan pads
KSSRM-EBY typa A gaja.

Secara morfologi KSSRM ini dapat timbul di barbagai tempat
di dalam ongpa mulut, walaupun lokasi terzenng adalah dasar
mulit, lidah den palatum dursm Fade tahap awal secata klinis
nampak raise (meninggi), frmm (mengeras), pearly plague {(plak
keputthen} dengan batas tidak jelas, mughened (kasar) kemerahan
pada bagian tengah akan membentuk daemh verlkos dengan tep
mukosa yveng tepal, nal n senng subl dibedakan  dengan
aryihroplakia (Colran, &f &/, 15846). Pada lahap selanutnya les ini
menmbeassr dan men@d nekrosis membentuk ulasr imaguler. Pade
pemnerksaan Ristopatolog kanker ni dimulan sebapai (esi insitu
digambackan teqadi dvspfasia sel epitel, dan pads kesdaan lebih

lanjul didgpalian sl anaplasia (Cotan, &f &7, 189%).

2.9 Insitu Hybridization
294 Hitvdizazi agam nuklaat
Hibndisas asam nuklest merupakan salah satu melsda yang

sekarang digunaken secara |uas dalam bickogi molekaler. Matoda im

FES ]
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mempakan metoda yang sangat peka untuk menganalisis madpun

menoantukan karakter suale fragmen DNA. Meloda hibridisasi ini

dapat dilerapkan pads beberapa keperuzn, nulai dari mencari
informasi letak suatu fragmen DNA dalam genom, 2nalisis transknps
dan regulasinya. deteksi penyakil genetik dan adik jan DNA.

Proges hibridizasi ini berdasakan pada pembantukan dupleks
antara duya pntai asam nuklieat yang komplementer, Ada beberapa
macam hibrigdizas:;

8. Hibiidisesi Scuthern, lokalisas sekuven lenentu dalam DMNA
gencrn biaaenya dilekukan dengarn teknik yang ditemnukan oleh
Sawvthemn (Sudjadi, 2002, Dalam hal ini CHA gencm dipotong
dengan enzim endonukleasa restriksi, dan fFagmen wang
dihasikan dipigahkan berdasarksn  ukurannya  depgan
alekhroforesis gel agames, DNA kemudian didenaturisi in silu
d=n dipindshkan dar gel ke memiran nion &au membran
nitmeselulosa. Posizi DNA dalam gel sama dengan posisinya
pada membran. DNA yang manampel pada filter dihibridisasi
dengan pelacak DMNA berabel madicaktf dan auicradiograf
digunakan ontuk maneniukan ketak pita yang komplementer
dengan pelacak.

B Hibridrsas Nothem, merupakan medifisesi dan metoda Southem
dengan tamat RNA yang telah dipizahkan dengan elekirofovesia

gel agarosa dengan manggunakan pelacak DHA berabeal.

|
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& Hibridisasi dot, target asam nukleat (ONA  atau RMA}
disentuhkan pada membran dan kebesradaan target dilacak
dengan pelacak DNA atau RNA berlabel,

d. Hibridiaasi n situ, mercpakaen hiidisasi antara pelacak DNA

atau RMNA dengan target ONA atau RNA pada praparat sitalogis.

282 Stratagqi hibridisasl

Prinsip kerja sistem ini adalah teriadimya pasangan secarm
tepat antara dua unls DNA yand komplementer. Cara hbridisas!
agam nuklast secera garia beasar dapat dilakukan sabagai bedkut:
1, Pengikatan DNA untai tunggal (targst) paca membran,

7. Penambahan DMNA pelacak untai tunggal yang telah barabal
pada kondisl ertentu {suhu den komentrasi ion} supaya tenad;
pasangan antare DNA target dan palacak,

3. Pencucian untuk menghilangkan kedabihan pelacak yang tidak
merempal pada DNA target yang spesifik.

4. Deateksi hibrid sntara DNA target dan pedacak.

Hibridisasi asam nukieat ini mempunyai tiga unaur yang hams
mendapat parhatan: DNA pslacak, DNA target dan dateksi signal
Secara umum langkah pertama yang diperiukan dalam proass
hibridisasi DNA adalsh denaturasi fragmen DNA sehingga DHA
terubah mengad untai unggal. DNA il kemudian dipindahkan pada

membran niroselulosa atau nilen dan dipanas! pada B0° C atau

L F]
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disinan dengan ultraviolet sehingga DNA mengadakan ikatan dengan
membran. Selanjnnys pelacak yang beupa DNA untai tunggsl
dengan urutan basa spesifik dan berlabal diber kesampatan ualuk
mencan pasangannya dengan membentuk dupleks dengan tagel
wang komplementer. Deleksi terjadinya dupleks ini dilakukan dengan
rmemaparkan pada finr sinar x untuk petacak dengan izbaf radioaki!
atau dengan ragkst warna untuk pelacak non-radisaktif. Proses
pembentukan dupleks antara target dan pelacak ditentukan oleh dua
hal utama. Petama dua fragmen yang memberduk dupleks herus
mempunyal tngkat komplementast yang Hnpgi. Artinya, unrbak
fragman dengan suesunan basa -AACGTTA~ hanya akan
berpasangan dengant fragmen dengan susunan —171G0AAT-.

Kedua, dupleks yang terbentuk harus slakil Pads umuamnya tingket

komplemeantast dan dua sokuon lersebut dapal ditentukan sacam

mudzh denrgan mangukur stakbilivas fragmen dupleks pada suhu yang
semakin tinggi, Stzhilitas dupleks pada dasamya tengantung dari:

1. Jumish basa yang Kormplemanter. Semakin pangang jumlah basa
yang komplamanlar, dupleks yang tearbentuk samakin stabit.

2. Jenis basa yang komplementer. Jika yang kKomplementar ity
mengandiung banyak pasangan G dan G akan kebih stabil jika
dibandingkan dengsn yang banyak mangandung A dan T. Hal ini
dizebabkan G dan C mambentuk tigs ikakan hidrogen sedangkan

Adan T hanya membentuk dus ikatan hidrgan,

il
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3. Kadar gararn Komplemenler yang erbentul pada larutan kadar
garam 05 M berarh  stabil jika dibandingkan  dengan
komplementer yang pembentukennya henya dapatl tenad) pada
kadar 0,1 M.

4. Suhu Secara umum suhy optimum hibridisas: unlek pelacak
tangan pamang 200 nukleotida adalah 25°C di bawah subu leleh
{Tm). Pelacak dengan ukurn lebsh pendek, hafga Tm riya juga
rendah, suhu hibndisaz: pada Trm - 25°C. Jika 3ubu dinaikkan
enaka hibrid tersetut dapat lapas, Subhu leleh 1WA dapat dibitung
berdasarkan pargamaan Bolion dan Mclarthy
Tm = 81,5 — 16 &{log(MHa+]h + 0.41(%S + C = (S00N)

t = panmang ofigonukieobda

2.9.2 Pelacak

Supaya efektif, pelacak yang digunakan harus sangat spasifik
wrutan basanys. Dengan kata lain, pelacak hamus hanya hibridisasi
pads urutan asam nuklsat target yang komplemeanier. Positif palsa
frrsalnya, ada respons pada sekuens target tidak ada)p dan negetif
palsu sangdat menggangyu penggunaan suaby prosedur didgnosis.
Palacak dapat spesihk uniuk membedakan ompanisme yang ada,
membedakan spesies, menetapken galur tertentu dalam suaty
apasies. atau mengidentiikasi perbedaan antara gen Pelacak im

dapat berupa sualu ONA atau ENA dengan panang kurang dari 50

ted
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nulkdentida (pendek) ataye febih dan 100 nuklkeotida {panjang}.
Pelacak dapat berasal dari sintesis kimbawd, gen yang diklon alau
sapagian dari gan yang diisolasi.

Sekuens yang ofekiif untuk pelacak dapat diperoleh dengan
baberapa cara. Misalnya, ONA den organisme patogen dapat
dipptong dengan enzim endonukleasa dan diklon pads suaty
plasmid. Plasmid rekombinan ditapis dengan DNA genom baik, darn
gaiur patogan dan non-patogen. Plasmid yang membawa DNA yang
spas/hk hanya hibridisasi dangan DMNA patogen saja. L4l hibrdisagi
tempbahan dengan DNA pelacak diuji dengan barbagai organisms
untuk melihat apakah caion pelacak itu hibridiagsi siiang dengan
DNA bukan tanget Seliap calon pelacak hars duji pada kondisi
sampel, emeasuk blakan yveng tercampur, dan penetapan batas
kapakaan.

Kemampuan pelacak untuk hibndisasi dengan OMA tamet
tanpa pambiakan tamtahan atau prosedor akatraksl merupakan i
diagneosis yang diparukan, terulama untuk sampel Klindk. Jika samps
tardapat calam jumish sedikit dan sulit diparcieh dapat dlamplifikst
dengan metode Fofymerasa chain reaction (FCR).

65
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2.9.4 Hibridigasi dengan radioak{if

Pada awalrva hibridisasi azam nukleat dengan menggunakan
petacak berabel radicask! “‘P Aktwitas yang sangat spesifik
menghasilkan sigral yang sangat bagus.

Fada sistem deleksi yang baku, pelacak berlapal radioaktf
dicampur dengan DNA tamget yang menampel pada mambran
Selelah pencucian, tidak ada pelacak lersisa yang tidak bedkatan
dengan DNA target. Adanya pelacak yang menermpe| pada DR
target ditunjukkan dengan Abm sinar X (autoradicgrafly, separi
dibonjukken pada Gambar 2.7,

Fenggunaan nitrgselulosa sehagai ftasa pendukung hibridiza g
futkan pilihan yang ideal. Perfama, azam nuklkeat mensmpal secars
hidrofobik dardpada ikatan kovalken sehingga dapat ‘2pas secarm
panahan-lahan dan matriksnya selamz hibndisas) dan pencucian
pada suhu tnggr. kedua, mambran nitroseluose mudah patah jika
kesting. Untuk rmengatas masalak ini dikembangkan beberapa jenis
mermben nilon yang dapat berkatan dennan asam nukleat secara
weyveraibe| dan letah lahan danpada membran nitrozeluiose.

Ada dus jenis mambran nilon yarg dapal dibeli: nilon tidak
dimodiikas dan nilon dengan medifikast muatan, Walaupun pada
Ladua jens mermbran nifon hu ONA dapat benkatan, tetapi memran
nilon dengan moddikasi muestan lebih disenangi untuk transfer dan

hibndisas, karena pemukeannya  yang  permualan positif
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mempunyai kapasilas lepih besar untuk mengikat agsam nukleat yang
bermuatan negatif. Membran mion hams diperdakukan  untuk
imohitisazi DNA setelal DNA ditransfer, ONA akan benkatan kuat
dangan membran nilon setelaby kering atau pka diswnan dengan smar
ultraviclet {254 nm) beberapa detik.
Ada beberapaz metoda untuk hibridisasi pelacak radicektif
pada asam nukteat yang terikal pada membran. Berbagai metoda (i
berbeda datam beberapa hak:
Pelarut dan suhu yang digunakan {misaiiya, suhu GB°C dalam
palart air atau 42°C dalam formamid 50%).
- Volume peferut dan l[ama hibridisasi {volume yang basar dengan
wekiu mbridisas 3 har ateu velume kecil dengan waktu 4 jam).
- Dwerajal dan metoda penggavangan.
- Panggunaan pereaksi Denhardt untuk menghalangi penempelan
tidak spesifik darl petacak pade permukaan membran.
-  Konsentasi pelacak dan aktivitas spesifiknya,
Penggunaan sanyawa sepert dekatran suifat atau polietilen glikal,

untuk manaikkan kecepatan reasosias asam nukieat

L
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Gambar 2.7 Skema teknik Ribridisasi Southern (Sudadl. #002)

2.9.5 Hibridisasi non-radipaktif

Separl diketahui habwa B mempunyai wakiv paro pendek.
berbahaya karena radiasi dan memeriukan peralatan khusus uniuk
menggunakan dan membuangnya. Oleh  karana itu o sistem
noaradicaktif dikembangkan untuk menggantikan sistam radiaaktif
Siztem deteksi nonradicektif menghasilkan signal dengan mengubah
senyawa tak berwama menjadi bervama atau berflucrosens Signal
nj dideteksi dengan cara menggabungkan nukleatida berabel bigln
dalam sintesiz pelacak. Prosedur pokok hibridisasi nonradicakbf
dapat dijelaskan sebagai benkut:
1 Hibridizasi pelacak pedabe! motin pada DMA target (Gambar

2 8a)

2 Tambahkan avidin atau streplavidin (Gambar 2.8b)

13K,
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3. Tambahkan enzm bedabel biobn, mesalnya fosfataze alkati
{Gambar 2 Bc)

4. Temaniung pada enzirn yang digunakan, lambahkan substrat
kromogenik alad kemiduminesen maka akan terjadi perubahan
wama aStau pancaran swal sebagai akibat darn perubahan
subsirat menjadi produk yang dapat diukur ((Gambar 2.8d)

Cara lain, setefah hibtdisas dengan petacak barabel biotin,
tambahkan langsung komplak streplavidin-enzim berabel biotin.
Selain streptavidin dapat juga digunakan avidin yang berkatan kuat
dengan biotin. Protein ini mempuanyar empat iokus pengenaian
sehingga satu molekul avidin atao streptavidin dapat meng kal ennm
tedabe! biotin dan pelacsk berdabel biotn. Pada sistermn deteksi
kramogenik, anzim menguban substrat dan menghasitkan senyawa
barwama yang tidak any dan tetap pada tempat hibrid ONA, Pada
slatem Kemiluminesan, anzim meangubah sUbsiral manjadi senyawa
yang Memancarkan sinar,

Sistern non radigaktif mepunjukkan beberape  kelebiban
daripada sistern radioaktif. DNA berapbel iotin dapat stabil selama
salu tahun pada suhu kamar, alat yang dipergurnakan unbak
mendeteks: kermiluminesen sangat peka Deteksi ainar yang
dipancarkan dengan film sinar X atau lumingmeier, atau menghitung

perubahan wama yang dapat diselssaikan dalam baberzpa jam.

Aokd
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Penggunaan kemiluminasen, yang lebih peka daripada kromoganik,

diduga akan menjadi sistem pilihan unuk deteksi signatl.
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Gambar 2 8 Detaksi kemiluminesen dan DNA tamget B, biotin, AR,

fosfatase alkali, (Sudjadi, 2002}

A Pelacak berabe! biohn benkatan dengan DMNA
target

B. Streptavidin benkatan dengan molakul bictin.

C. Fosfatase bedabel bitin  berikatan  dengan
atreptaviding

D, Fosfatsse alkali mengubah substrat meniadi
SEIMYAWE YaNg memancarkan sinar

TGk

DISERTASI

KARSINOGENESIS KARSINOMA SEL.. THERESIA INDAH BUDHY S.



ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga

2968 'munohistokimia

Cooneg  paca tahun 1941 mulai memanfaatkan metoda
pemanksaan mungflorezens  memakar antbod berlabel  untuk
mendeteks. berbaga antigen yang ada di dalam janngan. Taylor dan
Burns di tabhun 1974 mendemaonstrasikan kemungkinan aplikag
pemenksaan amunchistokimia secara nutin dengan  pengecatan
imunoglcbulin pada sel plasma. Dilanjutkan Kohler dan Milstein pada
taburn 1975 mulai memperkenalkan  tehnik  hirigoma  untuk
menghasilkan antibodt menekignal, hal ini dianggap suatu langkah
be=zar di bidang imunchistokymia {Mudigdo, 20025,

Imunohistokimia adalah suatu pemeriksaan imunologi dengan
menggunakan antbodi sebagal pmbe yang sifatnya  spesifik
bertujsan untuk mendeteks suald antigen dan letaknya d dalam
jaringan  bkiopst  (Desal  2000).  Prnsip  dasar  pemenksaan
imunohisiokimia sama dengan  imunofioresensi  berdasarkan
terjadinya antigen antibod) kompleks yang dapat dideteks. apabila
antibodi yany mengikatnya telah diben label. Pada imunchistokima
labelizasi menggunakan aklivitas enzim, yang akan menghasilkan
warna setelah diberi tambahan kromogen. Warna akan tampak pada
daerah kompleks-gnzim-antibodi di dalam jaringan yang terlibal
dengan pemenksaan mikroskop cahaya Sebagai sarana diaghoss.
ada beberapa keuntungan yang didapat dengan menggunakan

pameriksaan munohistokimia, misalnya dengan teknik  antibodi

71
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manaklonal dan teknik kibricoma dapat ditngkatkan sensitifitas dan
spesifistasnya (Wasita, 1991} Pemenksaan imunohistokimia dapat
duakukan dengan berbagal teknik pewarnaan, antara an: metode
peroksidase anti perioksidase, alkal fosfatase ant alkal fosfatase,

avidin-biatin kompleks, dan streptavidin-biotin {Wasita, 1991}

2.9.7 Metode peroksidase anli peroksidase (PAP}

Melode ini merupakan varian dari metode up imunaperoksidase
dimana prnsip kenanya sama  dengan  pada  pemenksaan
imunafloresens. Hanya pada Jji imunaohistokimia pembedan anibodi
berabel-enzim tidak secara langsung, dimana antibodi yang tenkat
terdeteksi melalw fabafed anfglobuling Tekmk munoperaksidase
lebih - menguntungkan  dibanding imunafloresens, okh  karena
pembacaannya menggunakan mikrogkop medan gelap, dan sadiaan
tercat sedemikian rupa, sehingga hubungan struktur jarmgan akau
struktur sel ebih mudah diamati. Keuntungan lain adalab sediaan
yang sudah jadi dapat disimpan secara permanen dan sediaan dapat
diadaptasikan untuk pemeriksaan mikroskop alektiron. Sedangkan
kerugannya, resclus mikioskop medan gelap lerbatas sekal,
sehingga bila lerdapat hanya sehagian kecil yang tercat pasitif, maka
hasil pengecalan akan sulit diamali. Keruguan lain percksidase
endogen fidak teraliminas secara sempurna, dan berbagan produk

gari reaksi enzim dapal berdifusi keluar dan  jaringan,  yang
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merupakan tempat anbgen terlokaisasi Pada teknk PAF diperlukan
I lahap prosedur: jarmgan dunkubasi dengan radief anfbcdy yang
akan bereaks dengan antigen jaringan. selanjutnya diben antrrabiit
globwlin dan dianjutkan dengan pemberian imun kempleks yang
terdiri dari rabbil anbperexidase yang lerikal pada paroxdase. |mun
kompleks tersebut 1enkal pada bagian ikatan babas anbglobulin yang
kemudian dapal terdeteksi dengan menggunakan substrat yang telah

terseda.

2.9.8 Avidin biotin complex

Avidin adalah suatu glikopraten dasar dengan berat malekul
6B.000, berazal dan putih telur yang mempunya: afintas finggi
terbadap bishn. Sedanghkan bigtin mearupakan witamin yang largt
daiam air dan dengan beral malekul rendah vaitu 244, namuan dapat
bergabung dengan bBerbagal macam preten termasuk  reseptor
rmunaglobuln. Awcir. mempunyal 4 bagian ikatan dengan molekul
biotin. sedang bintin sendin dengan mudah dapart bergabung dengan
protein  termasuk  antbodi dan  kemudian  bereakst  dengan
fluorochromecouplee  awding  Sesudah reaksi antigen dengan
untabeled antihody maka diambah biohn-fabeled second antibody.
Karena banyak moe=kul bigtin dapat bergabung dengan avidii,
penambahan fluochrome labeled awdin gkan menghasilkan sualy

katan kuat dengar ~embentuk warna yang jelas (Hsu et ai, 19380;
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Wasitg, 1981 Dibandingkan dengan PAFP maka up ABC mempunyal
reaktan dengan afintas yang lelih tinggr seda tdak ada
keterbatasan melekul antibodi dengan hanya 2 bagian dalam

membeniuk kompleks.

2.9.9 Alkalifosfatase anti aikalifosfatase

Pnnzip dasar adatah dijumpainya arny! amines pamer, jika
diregksikan dengan alkyl mtrtes dalamt media asam  akan
membentuk  senyawa-senyawa azo. Senyawa  tersebut dapat
bereaks dengan swhslifuted naphihol menghasilkan pengecatan
yang tidak larut dan bersifat chromogerne. Pada  prosedur
imurchistolimia  alkalifosfalase ant  akaMosfatass tersebut,
phasphate esler B-hromo-2-3-naphthoic zcid digunakan sebagai
substrat.  Hidreinlisis  enazicmalik  dengan  digztized 4 rng-2

drelfox yirenzamiice.

2.9.10 Matode streptavidin Biptin

Metode ini banyak digunakan dalam bidang imunologi, karena
berbagai kelebihan antara lain biclin yang mudah benkatan dengan
berragai protesn. gan ikatan yang amat kuat antara streptavidin
dengan biotin Kewntungan fain adalah dapat mengeliminas: ikatan
lain yang non spestfik karena mempunyan kandungan karbohidrat

rendah dan utk ispelekink yang mendekati netral, sehingga tidak
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werjadi berbagai reaksi nan spesifik yang senng terjadi pada katar
dengan awdin CHeh karena du streptavidin oln dianggap lebib
bagus bila dibandingkan dengan avidin-biotin kampleks. karena
streptavidin mampunyal kemampuan mengikat beun lebih banyak
dan sanjdat kuat. sehingga hasll pewamaan menjad: lebih jelas.
Streptavidin brotin juga tebih menguntungkan dibanding PAR, karena
pada tekmk ini menggunakan reagensia pelabel tunggal umum yaitu
berupa conjugeted streptawidin enzyme sebagal ganlh PAP kompleks

yvang berbeda uniuk sehiap sistem organ (Wasito, 1951},

Th
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3.2 Katerangan Bagan Keranghka Konaap

Pada membran Epstein Bar Virus diliputi oleh glycoprotein
{gp) 350 atau 220 kda yang dapat berikatan dengan sel epitel malalui
reseptor GO 21 yang homolog dengan gp 3507220, lkatan antara
EBV dan el epital akan memudahkan EBY untuk meniransport virus
DMA ke dalam inti zel. Keadaan ini menyebabkan EBY dapat
manstap secara tersembunyi di dalam inti sel inang. EBY yang
barada dalam sel epitel tersebui berbentuk apisom EBV. Genom
apisom ini terdiri atas RNA-EBY (EBER), Latent Membrane Prolemn-1
(LMP-1) dan EBV Nuclear Antigen-1 (EBNA-1), Produk genatik EBY
dapat melakukan trangaktivasi dengan berbagai gen, seperti
protoonkogen menjadi onkogen dan supresor gen. EENA-1 dapat
mengganggu regulasi supresor gen pod, sehingga menjadi pb3
mutan can akibatnya fungsi gen ini menjadi inaktif. Hal ini tampak
bersamaan didapatkannya ekspresi p53 inakif yang 1inggi, sehingga
proliferas) sel tidak bisa dihentickan. Latent membrane Prolein-1
(LMP-1) dapat menekan fungsi kontral gen antiapoptotik dengan
meningkatkan ekspresi bol-Z.  Apoplosis  dihambat, sehingga
mengakibatkan sel menjadi immortal. i samping itu dengan
ditemukan RNA-EBYV (EBER} dalam sel inang, kaberadaan EBER di
dalamnya akan mempengaruhi fallor transkrpsi yaitu c-myc.
Peningkalan ekspresi c-myg dapal memacy replikasi DNA dan siklus

sel yang terus menerus menyebabkan proliferasi sel meningkat.

L)
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Pada kandis yang dermkian ity maka terjadi gangguan fungs kontral
proliferas:  dan  apoplesis sel nang. Hal e akan memicu
pembentukan kional sel tomor yang tidak mat (remordall dan

akhinya berkermbang menjads s&l kanker.

3.3 Hipotesis
Terdapat perbedazn antara ekspresi EBRER, EBNA 1. LMP-1,
pe3 naktf, c-myc dan bel-2 pada kelompok KESEM yang terinfeksi

EBY. lidak tennfeksi EBV dan kontral

K

DISERTASI
KARSINOGENESIS KARSINOMA SEL.. THERESIA INDAH BUDHY S.



ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga

BAE 4
METODE FENELITIAN

4.1 Jenis Penalitian

Janis penslitian  yang dilakukan termasuk  penelitian
observelional anafitik dengan menggunakan penderita karsinoma sel
skuamosa rongga mulut sebagai obyek penelitian. Pada penelitian ini
diidentifikagikan frekuensi infeksi EBY melalui RNA-EBY (EBER) dan
dipanksa skspresi Laten! Membrana Frolein-T (LMP-1) £EB8V Muclaar
Antigen-1 (EBMNA-1). Juga diperiksa p52 inaklif, bal-2, c-myc, sebagai
reguiator praliferasi dan apoptosis sel kanker. Parbadasn ekspresi
p53  inakif, <-myc dan bel-2 dibandingkan antarz kelompok
karsinoma sel skuasoma yang terinfaksi cengan yang fidak tednfoaks
EBV dan kanirol.

4.2 Rancangan Penelitian

Rancangan panalitian yang dipaka oross sechional study.
Kelompak yang akan ditaliti adalah karsinoma sel skuamosa rongga
mulut. Untuk mendapatkan sampel, maka pengambilan sampel
kasus karsinoma sel skuamasa rongga mulut dilskukan secara
purposiva samphing. Mengingat kesadaran masyarakat terhadap
KSSRM masih randah maka jumlah kasus kanker ini masih sadikit,

gelain i untuk mandapatkan sampel didasarkan pada kntera kiinis
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dan hasil pemenksaan histopatologis dengan diagnosis karsinoma
sel skuamosa.

Fenentuan infeksi EBY pada karsinoma sg| skuamosa rangga
muiut dengan pemenksaan sy Mybrdizalion RNA-EBY pada inti
sal inang, sedangkan ekspresi EMP-1, EBNA-1, p53 inaktif, ¢-mye
dan bck2 dengan pemenksaan  imunohistokimia - meanggunakan
monocional antibody LMP-5, EENA-1, p53 inaktif, c-myc dan b2,
Pemenksaan insdu hybrdization dan imunohistokimia  dilakakan

secara hlinding, pemenksa tidak mengetahui identitas subyak.

4.3 Pengntuan Basar Sampe|

Penentuarr besar sampel didasarkan pada  penelitian
pandahuluan demngan membandingkan eksprasi 53 inaktf pada
karginoma sel skuamposa yang terinfeksi EBY dalam hal i positif
EBER pada inli sel Kanker dibandingkan yang bidak ternfaksi atay
EBER negatif.

Rumus untuk meancari besar sampel () menurat Higgins

(1885) adalah:
1 2 (Za +ZRF 57
M= mesvmrasrrans X
{413 (Xe— X 11?
Feterangan:

F = propors yang gagal 5%

sl
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X ¢ = Nilai rerata p53 inaktif kelompok kontrol

Xt = Nilai nerata p53 inakiif kelompok perakuan

5D = Standar deviasi p53 inaktif kelormpok konirol

Perhitungan besar sampel:

Z =198 Xe= 116 42
Z =129 Xt = 106,62
F =056 SO = 831126
Rumus:
1 2 (2o +Zp¥ SDF
n= > x
{(1-1} (Xc- Xt3°
1 201,98 +1.268% (831126)
n= X
(1-05) (116,42 — 106.62) °
1 2 {3,259 (69,022)
n= w
{1-05) [8,807%
1 2 (10,6276 . (68,020
n = X
05 98
1468, 245
N= e = 774085 = §
1592

Bagar sampel {n) pengulangan yang harus dilakukan pada panalitian

i adalah 8 kal. Mengingat peneltian ini mempunyai 3 kelompok

maka sampel yang dibutuhkan pads panelitian ini sabanyak 24,

A1
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4.4 Variabal Panalitian
Panelitan ini menggunakan cross sachonal maka hdak
mencantumkan varabel babas dan vanabel terganfung,

Varabel penelitian terdin atas:

1. Kelompok karsinoma sel skuamosa rongga mubul yang terirfeks
EBY dengan pemenksaan msitu hybridizetion BNA-EBY dan
gkspresi LMP-1 dan EBENA-1 positif

2. Kelompok karsinoma sel skuamosa rongga mulut yang hidak
tennfeksi EBV dengan pemeriksaan nsiv fhyvbrdization BNA-
EBY dan ekspresi LMP-1 dan EBNA-1 megatif,

3. Ekspresi pS3 inaktif, bol-2 dan oc-myc baik pada kelompok
karsinoma sel skuamasa rongga Mulut yang postif infekss EBY
dan  vang negabf infeksi EBY  dengan  pemenksaan

imunchisiokimia

4.5 Batasan Cpamasional

1. Infeksi EBY ditentukan dengan keberadaan RNA-EBY pada sal
KSSAM, ditentukan pula cleh ekspresi Lafen! Membrane
Prodein- 1 {LMP-1) dangan metode imunchistokimia
manggurakan antipoch moncklonal LMP-1  produksi Nowva,
diterilukan pula ekspres EBY Nuclear Antigen-1 {(EBNA-1)
dengan  metode  imunohistokamia menggunakan  antibodi

menokional EBNA-1 produks: Nowo.
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2 Ekspres p53 inaktif, bel?2 dan ¢-myc adalah penlaian protein
yanyg menyandi gen pb%3, bd-2 dan c-myg  dengan
Irmunchistokimia menggunakan antibed) meneklonal terkait.

3. Karsinoma sel skuamosa rongga mulut adalah keganasan di
mukosa rengoa mulut jenis skuamasa yang ditenlukan dengan
pemenkszan hustopatolegis, manggunakan pengecatan réeguler
HE

4 Kelompok baru adalah kelompok yang dibuat berdasar ekspresi
EBER. EBMA-1, LMP-1, p53 inaktif, c-myc dan bel-2.

&5 Pola diskrirminan “malekuler grading” adalah gambaran kanlribusi
setiap disknminator terhadap kejadian KSSRM yang terinfeksi
tdan tidzak tennfeks EBY.

8. Paradigma patobiciogl molekuler adalah model berpikir yang
didasar pada ketidakseimbangan molekuler biclogis, yaitu
pernubahan regulasi p23, c-myc dan bol-2 pada karsinogensasis

KSESRM akibat tennfeksi EBY.

4.6 Lokasi dan Waktu Penelitian

461 Lokasi

1. Bagian Oral medicine, Bedah Mulyt Fakultaz Kedokteran Gigi
Unair dan klinik bedah Onkologi Kepala Lener RSUD
DrSoelomo:  untuk  mendapatkan  sampal KSSRM  yang

memeanuhi knlena klinik.

L
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2. Laboratorium Hisiopatelogr di Bagian Palologr Anatom Farultas
Kedokleran  LInar pemeriksaan hstopatolog dengan
pengecatan Hematoksihin Eosin untuk menentukar diagnosis
karsioma sel skuamosa rongga mulut,

2  Gedung Becah Pusat Tempadu [GBPT) RSU Dr. Sostome untuk
melakukan biopsi operasi.

4. Laborgtorium Falobiciogi df Gramik Fakultas Kedokteran Unair
untuk peryImpanan Jaringan segar dengan nitrogen caar

B, Instalasi Patologi Anatomi RS Dr. Sardjlg Yogyakarta untuk
melakukan sty hpbrdizaton dan imunahistokimia.

€. Labaratorium Patalegi Angtoms  dan Laboratonom  Histologi
fFakultas Kedokteran UGM untuk pemerkszaan kuantifikas hasi

pengecatan.

4.6.2 Waktu

Fengumpulan sampel jaringan segar karsinoma sel skuamosa
rengga mulut dimula) sejak Proposal Penelitian ditenma Movember
2002 sampal dengar Agustus 2003,
Pernerksaan wisity hybradizaton dan imunohistolkima dimulal sejak

September 2003 sampan dengan Dasember 2003,

4.7 Populasi Penelitian
Fopulas pereltian adalah penderita kanker Rongga Mulut
yang datang perobat ke Fakullas Kedokteran Gigi Unar dan d

54
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Instalzs) Bedah Kepala dan Leher WS Or Soelaome Sutabaya.
Penderitz kemudian dilakukan biopsi operas oleh ahll bedan kanker.
Semua penderita  yang  dilakukan  biops. operasi telah
menandatangani lembar pecsetujuan (Infermed corcent). Sermud
pendenta yang memenuhl kntena sebagal karsinoma sel skuamoss

rongga mulut dikutsertakan dalam penglitian,

4.8 Kriteria SEampel dan Kriteria Inklusi

4, 8.1 Kriteria sampel

1 Umur antara 30 — 70 tahun

2. Bangsa Indonesia suku Jawa

4  Tidak menderita {umar dan keganasan {ain

4. Secara khns idak mendenta infeksi dan kondis umum bak.

5 Pendesda dan poliklimk Ora! Medicme FEKS Unair dan Bedah
Qnkologi Kepala Leher RSU Dr. Spetomo yang Jdatang weiuk
pertama kal pada saat diagnosa karsinoma sal skuamosa

ronaga molut ditentukan.

4.8 2 Kriteria inklusi kelompok kasus

Fendenta dengan pemeriksaan hislopatologi karsinoma sel
skuamasa rongga mulul baru yang kennfeksi EBY, di'akukan biops
pertarng  kali.  Jernis kanker secara  hustopatologis  karsinoma

skuamosa

55
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KERANGKA DOPERASIONAL PENELITIAN

KANKER RONGGA MULUT
‘Warakterigtik klindk]

Biops: operasi

Femahksaan
husmpﬂmlﬂgis

Pemeriksaan infeksi EBW
EBER [imsit hytrerdrzation)
LMP-1 {imunahstokimia)
EBMA-1 [imunohistakimia)
< /f/;;‘k\ |
-~ i e lormpak kaatrol
terinfeks) EBY 1 tidak tennfeksi Kelompa |

1 ] |
v !
| Pemerixsaan ekspres ps2 inakhf, g-mys, bal.2
dengan metode imunohistokima

‘ ! L

Analisis
Ty beda
2 clusternng analysis
3 discnminant analysis

i W
I Simpulan

R
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4.9 Cara Kerja

1. Pengarmbilan spesimen bigps kanker ronggs mulut dilakokan di
Gedung Bedah Pusat Terpadu (GBFT) RSU  Dr.Saetomo
Surabaya, olan tim dokter bedah kepala dan leher yang diberi
wawenang membanly penelitian, Hasil  Diopsi segera
dimasukkan ke datam deep feezar dengan suhu =70°C dan
menunggy  proses  pemeriksaan sty Aybridization  dan
imunahistokimia, penderita telah menandatangani  rformed
cartcant.

2. Teknik nsity  hybrdization sesuai dengan  metode  yang
dipublikasikan oleh DAKD, insty hybridizaion metode untuk
menganalisis RMA. Menggunakan produk DAKD yailu probe
peptida nuctaic acigd (PNA) RNA-EBY (EBER) vang telah dicoba
dengan jaringan atau sel yang bersi EBV, CMV, HHY, H3W
VI, HBY namun hanya posilif pada jaringan yang tennfeksi
EBY. Pembuatan shide preparat berasal dan janngan segar,
dicelupkan dalam cryomat, kemudian dilakukan potong beku
setebal 5 um, teknik i didasarkan pada pembentukan dupleks
antara dua untal asam nukieal yang kamplementer, kemudian
lerjadi pasangan secara tepal antara dua untai DNA RNA yang
komplemerter Ada 3 unsur yang penting yaite: DMWA pelacak.
DNA targel dan Deteks signal, Langkah Kerja: (1), Denalurasi

fragmen DNA sehingga menjadi rantai tunggal dengan meamberi
L
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150 wl proweinase K terarut TBS {2 Kemudian dilakukan
hybadization dengan membern luorescen! conjugated FNA probe
maka OMNA peiacak mencar pasangannya yang komplementer.
dengan memasukkan slide dalam inkubalor temperatur 550
selama 1.5 jam. {3} Tahap benkutnya adalah deteks: sinyal
mnamun sebetumnya harus dicuci dengan sifangan! wash soidian
selama 25 ment pada suhy 55°C, deteks. sinyal 1m dengan
memben e2nzim holin-fosfatatze (Anli FITCMAP). AP ini yang
akart mengubah substrat menjadi senyawa yang memancarkan
sinar yang tidak larut dan tetap ada pada fempat DMNA hibnd.
Hasil hybridization dapat stabil selama 1 lahun pada sung kamar,
sglain ity dapat dihitung pervbahan warnalsinar yang terpancar
dalam beberapa jJam dan sangat peka hanya bereaksi pada DNA
target.

2 Pewarnaan wmmunohistokimia (1) Spesimen oiops mukosa
rangga mulut setelan difiksas dengan buffer formalin setanjutnya
dilakukan dehidrase dan pemboatan blok parafin mengguaakan
metoda baku, Selanutnya disiapkan kaca obyek yang felah
dilapist poll L hein, pemotongan biok parafin menggunakan
rmikretom  dengan kekebalan 5 pm,  potangan  jaringan
ditebarkanfdiapungkan pada permukaan bak pemanas berisi air
hangat, selanmutnya jaringan yang telah menempel pada side
dilakukan deparafimsasi dan sedizan siap untuk  dilakukan

bt
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pewarnaan. {(2). Pewarnaan diakukan dengan menggunakan
antipod) moncklenal pS3 inaktif, bod-2, ¢-myc, LMP-1 dan EBNA-
1 dengan teknik Avadin Biotin Complex [Movo Caslra Biotin
System), berujuan supaya has| pewamaan mengadi lebih kuat
dan jelas oleh karena telah leramplfikasi.

4 Pemenkszan EBER yang positi dengan menggunakan
mikroskop cahaya akan nampak sel kanker yang terinfeksi EBY
intj herwarna coklat kehitaman ukuran kecil oi antara sel kanker
negatif EBER yang berwama kebiruan. Pemenksaan LMP-1
yang positif dengan menggunakan mikroskop cahaya tampak sel
kanker yang mengekspresikan LMP-1 pada membran inti akan
tampak berwama coklat kenitaman berbentuk paciches di antara
sof kanker yang negatif LMP-1 berwama kebiruan. Pemerksaan
EBMA-1 vang positif dengan menggunakan mikroskop cahaya
tarmpak sel kanker yang mengekspresikan EBMA-1 pada inti
berwarna coklat kehitaman di antara set kanker yang negatif
EBMA-1 berwarna kebiruan, Pemeriksaan ekspresi pbd
menggunakan artibpd mongklpnal p5d3 mutan [DAKO), sel
karker yang positif pS3 mutan memberikan warna  coklat
kehitarman pada mbi di antara sel kanker yang negatif ps3 mutan
berwarna kebiruan. Pemerksaan ekspresi c-myc menggunakan
antbod moncklonal {Lab Yision!. sel kanker yang positif c-myc

member warna coklal kehitaman pada int o antara s&l kartker
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yang hegatif c-myc berwarna kebiruan Pemeriksaan ekspresi
bel-2 menggunakan antibedi moncklonal praduksi Santa Cruz,
sel kanker yang positif bcl-2 member warna coklat kehitaman
pada sitoplasma di antara sel kanker yang negabif bel-2 berwarna
kabiruzan.

£ Penitaian hasil pewarnaan secard mikroskopis dlakukan secara
kualtatif dengan melihatl intensitas panyerapan warna, sera
secara kuantitatif dengan menghitung jumlah sel yang positif
menyerap warna. Setelah pemenksaan mikroskopis, selanitnya
dilakukan pengambilan dokumentas mikrofolo dengan camera
digital Pentax Qptip 230 2.0 mega pixel, film Kodak Asa 200

dicetak pada kertas dengan pantulan cahaya minimal.

4,10 Unit Analisia

Unit anab=is penelitian berupa jaringan hasil biopsi operasi
penderita yvang memenuhi knteria Sebelum  penehiian  dimulai,
difakukan presentasi dan penjelasan tentang maksud dan tujuan
penelitian di hadapan Tim yang terkait antara lain: Spesialis Bedah
Onkolog, Spesiialis Bedah Kepala Leher, Spesiatis Anastesi dan
tenaga paramedis sera Spesialis Patelog Analomi 4 Gedung Bedah
Pusat Terpadu RSU Dr. Soetome. Untuk mendap.tkan sampel yang

reprasentattf ditentukan volume sampel minimal 1x1%1 mm

LA
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4.11 Analisis Data
Terhadap data yang diperoleh, dilakukan analisis stalisbk

sebagal herikut.

1. Up homogenitas untuk mengetabu homagenitas sampel.

2 Wy genhcally, independency dan  narmalty  (IIDN}  unfuk
membukiikan nermalitas data

3. Uji Manova untuk membuklikan perbedaan ekspresi EBER,
LMP-1. EBMNA, skspresi p53 inaktif. c-myc., dan bel-2 antara
kelompok terinfeksi dan tidak tennfeksi EBY, sera kontrol.

4 Clustenng hardasarkan semua varabel yang druji.

5. Anabsis diskrminan untuk mendapatkan diskaminater antara
kelampok baru dan kontrol.

8. Membuat pala diskriminater kelompok baru yang ternfeksi EBY.

tidak terirfeks EBY dan kontrol

4.12 Etik Penetitian

Etik penelitian dilaksanakan sesuai dengan kaidah wang

berlaku. Ettical clearance dari karmsi etk
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BAB S

HASIL PENELITIAN DAN ANALISIS

5.1 Infaksi EBV pada S5al Kanker

Mengingal pengambilan secars pwrposive Sampling maka
semua kasus vang memenuhi  kriteria  diikutkan  penalitian,
didapatkan sebanyak 35 sampel yang terdin dar 17 kasus
karsinoma zal skuamosa yang teninfeksi EBV, 8 kasus karsinoma sal
skuamosa yang tidak tennfeksi EBY dan 10 kasus sebagai kelompok
kontrgl. Mengingat pertimbangan etik dan sesuai tujuan penelitian
untuk mendapatkan kelompok bany karsingganesis pala KSSEM
maka kelompok kontrol berasal dan janngan normal pada penderita
Yang sama.

Dari hasil penelitian terhadap karsinoma sel skuamosa kasus
yang terinfeksi EBV ditunjukkan dengan keberadaan RNA-EBVY
{EBER}, Latert Membrane Protain-? (LMP-1) dan EBY Nuclear
Anbgen-1 (EBNA-1), ditemuksn sabanyak 17 kasus, sedangkan
yang lidak tennfeksi sebesar & kasus dan 10 kasus sebagai

kedompok kontrol.
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Tabal 5.1 Jumlah anggota sampel pada KS3SRM yang tarinfeksi,
tidak terinfeksi EBY dan kontrol

Ketompok KSSRM T Ju_r;llah o
Terinfeksi EBV T
Tidak terinfeksi 8
Normal {kantro!) 10
Total 35

— _— e ———

Pada kelompok KSERM yang terinfeksi EBY (insiu hybrdization
EBER dan eksprasi LMP-1 dan EBNA-1), tidak terinfeksi EBY dan
kontrol dilakukan pemenksazn eksprasi p53 inaktf, ¢-myc dan bcl-2.
Can variabal infeksi EBY {(EBER, LMP-1, EBNA-1) dan ekspresi p&3
inaktif, c-myc dan bel-2 dilakukan uji mulivariat untuk mendapatkan
parbedzan antar kelompok.

Tabel 5.2 Perbedaan eksprasi EBER, LMP-1, EBNA-1, p53 inaktf,

c-my¢ dan bel-2 pada kelompok KSSRM yang tarinfekai,
tidak terinfeksi EBY dan kontrol

Kelompok Kanker
] . Tidak Kool
iggielel terintaksi

—r—_

| Rerata | SD |Rerata| SD {Rerata| SD
2706 2592 000| C00] 0.00| 0.00

16,471 20201 00D0D| 0,00| 000| 0,00
1471 1375| 000 000| 000| 0.00
34,71 | 1323 | 21,88 1510 0.00| 0,00
A2 2667 1937 (1972] Q00| D00
I " 618] 1799 7.50 463] 0.00[ 0.00
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Dilakukan uji multivanial dengan metode VWitk's lambda, hasil sebagai
benkut: F hitung 6553 dengan tingkat signmhkan 0,00 (p < 0,05}
berarti ada perbedaan bermakna kaberadaan varabel penelilian
anlar kelompok kanker yang tennfeks EBY, Lidak terinfeks: EBY dan

kontrod.

5.2 Kalompok Baru Karsinoma 3al Skuamosa

Dan hasil analisis data penslitian ini terdapat sebaran yang
haterogen pada kelompok kanksr. Hal ini lercermin pada nilei 50
yang tinggi. baik pada kelompok kanker yang terdnfeks: EBY maupon
pada kelompok yang tidak terinfekst, Keadaan ini kemungkinan
karena krteria sampel diambil berdasar pemeriksaan  seluler.
sedangkan variabel penelitian berdasar pemernksaan malekuler.
Berdazarkan hal iersebut maka penaliti membuat kelompok baru
dengan analisis clustenng. Dan hasit pengelompokan didapatkan 3
kelompok vaity: kelompok baru t, 2 dan 3. Selain ity dalam
penalitian im maaih menggunakan dua kelompok, yaitu: tidak infeksi

dan kontral {Tabel 3).
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Kalgmpok baru KSSEM yang terinfeksy berdasarkan
EEER. LMP-1. EBNA-1, p53 inaktif. c-mye. dan bel-2, dan
bidak. infeksi zerta kontral

| . X ik K
huiru itk )
Foma =00 dtenglg =10 Berant =40 Rersa <13 Repela %10

I LR o T T T TR P RS Sl T S5 T I T T
1 %10-1 TRT | .:|.'.|.|_-.||:|||. |:|5|_. IR O T R O T T I T T IR A
Elis el . 'I-". II_-:-..I. R P _|:I':|:.:.l-l"l LT | T Y RS T 14 I B H M
i'“'“" IR _';__'.l.. 54 IO H B P 1 | - IO [ _-'..:l H:'i. [ L [ [ il
T . =11 R Ty 1y [T LAY R T - (Y B M RREN]
Il 2 oA | N [T |71 s x--. I&W6 1 :|_'I!I.
Gambar 5.1 Grafik  kelompok  bang KSSRM yang  tennfeks
berdasarkan EBER, LMP-1. EBMNA-1. phd rnaktif o-
mys, dan bel-2) dan tdak infeks serta kantrol
I
O EEER

e WLMF T
621 CIERNA 1
5{“ Qpsa

| WC_rmyc
4] Dbl 2
;m%
00
1I:|:

e 1 Clarlar 2 Clasier ) Tdu, Inl Cardral

Dan kelompok barg dilakekas yb mulbvarart metads Wilk's lambida

dengar rasl sebaga bensut Fomitung 00300 signifikan Q00 (g =

Q.05) ferbukt ads perbedaan ermakna vanabel antar kelompok

baru dan

scntrol

KARSINOGENESIS KARSINOMA SEL.. THERESIA INDAH BUDHY S.



ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga

5.3 Penentuan Diskriminator

Berdasarkan pengelompakan karsinoma sel skuamosa rongga
mulut yang telah ditemukan temyata ada perbedaan variabel antar
kelompok. Mengingat hal itu maka dibuat anahgis diskriminan untuk
mendapatkan diskriminator. Dari analisis diskriminan dipercleh 5
diskriminator yang paling barperan yaitu EBER, LMP-1, EBNA-1, p53
inaktif dan ¢-myc.

Tabel 5.4 Koafisien Fishers dari setiap diskriminator kalompok bar
KSSRM yany terinfeksi, tidak terinfeksi EBY dan kontrof

mpok baru |

\K 1 2 3 IIH':::I Hontrol

| Vatiabsl -] ]
ERER 0,373 1017 0291| €114€-03| 5328E-03
LMP-1 0,244 n5641| 412702 5007E-02| 3.074E00
EBMA-1 0116 0,504 1062] 0304 1277E0R
p53 fim) 0,108 0,485 —3499E03 0.148| 7.187E-0a
G-ye 0.116] 3212602 0,126| 5670602 4852E-07
Nilai konstara -12.5355 BA655  5es2|  -a.878 1 B1E

5.4 Makaniama Proliferasi dan Apoptosie

Untuk dapat menjelaskan karsinoganasis dalam panalitian im
didasarkan atas mekanisma proliferasi dan apopiosis KSSRM.
Oibuat pola disknminan yang merupakan pola  diskAiminator

*‘molekuler grading” dengan memperhitungkan besaran  dan

kentribuginya. Hal ini dapat menjelaskan kontribusi diskriminator
terhadap proliferasi dan apoplosis pada pengeiompokan KSSRM

o
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yang tennfekst EBY tersebut. Deiuk mendapaikan Konirnibosi setiap

diskriminator tersebut,

maka dilakukan perkaliarn antara  nifai

ronstanta koefisien Fizher's linear dengan rerala data asli, dan

diperaleh data sepertt yang tercanfum dalam tabel sebagar hernkut

Tabel 5.5 Milal score disknminator (EBER, LMF-1, EBNA-1. ph3
naklif dan c-myc) pada kelompak bary KSSEM yang
lerinfeks) lidak lerinfeksr EBY dan kontrof

Yanabel _

EBER 11.071
.-_M-F“-1 . : 3 4904
SBMA-1 nAae
53 | 2052
C-MyC . S 104.

2

G4 41
21 b4

12 08

388G
0,85

Gambar 5.7 Pola diskriminan
drisknrminator EBER. LMP-1. EENA-1. p53 inakiif dan
c-mys pada kelompok bare KSSRM yang terinfeks,

hdak ternnfeksi dan kontrol
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Gambar 5.3 Sel kanker dengan insiu hpbridization EBER, inti
berwarna cokial kehitaman dan keoil (Pembesaran 4410
X}

Sambar 5.4 Sel kanker dengan ekspresi LMP-1, menggunakan
monocfonal  anltbody LMP-1, pada membran i
berwarna coklat kehitaman (Pembesaran 400 X)

QR

DISERTASI

KARSINOGENESIS KARSINOMA SEL.. THERESIA INDAH BUDHY S.



ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga

ha¥s

Gambar 55 Sal kanker dengan ekspresi EENA-1, menggunakan
monocional anfibody EBNA-1, pada inti berwama coklat
kehitaman (Pembesaran 4040 X)

Gambar 56 Sel kanksr dengan ekspresi c-myc. menggunakan
monccional antibody o-myc, pada intl berwama coklat
kehitaman {Pembesaran ¢ X)
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Gambar 57 Sel kanker dengan ekspresi bel-2, fenggunakan
mnnacr-:mg.f antibody bol-2. pada sitoplasma berwarna
cokiat kehitaman (Pembesaran 400 X)

Gambar 5.8 Sel kanker dengan ekspresi pS3 inakht
fmonactonal antbody phba inakhf, pada
coklal kehitaman (Pembesaran 400 X)

menggunakan
il berwvarna

4
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Gambar 5.0 Epitel skuamus normal dengan pengecatan HE,
{pembesaran 400 X}

1641
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BAB &

FPEMBAHASAN

Karsinpma Sel Skuamosa Rongga Mulst (KESRM) =aal i
merupakan salah satu  keganasan yang banyak dywmnpai di
Indonesia, khususnya di Jawa Timur. Dala reqistrasi  kanker
bardasarkan pemenksaan histapalclogs di Jawa Timur menurukkan
lerjadr peningkatan setiap tahun (Budhy. 1295} dan menempati
wrban ke § dan seluruh kanker yang palng sering teqadr di dunia
(Hzigh, 2001} Berdasar dala penelitian in, KS53REM yvang terinfeks
EBY sebanyak 17 dard 25 kasus KSSREM. yang dikumpulkan selama
10 bulan dan RS DOr. Scgetomo Surabaya. Dan data Khnik
menunukkan batwa KSSREM senng ditemurkan pada keadaan laspl
dan nen cperghle Hal 1in kemungkingn karena pada stadiom din
asimptomatik sehingga penderta tidzk merasakan perubaban secara
umurn paca tubuh. Infekst EBY pada papulasi dewasa hampr 95%
sehingga sering disebut sebagai Fvery Bodys Wrus. Sekal
seseorang tennfeks) akan ferus mengidap virus lersebut seumuor
hidup. D negara berkembang dan tingkat sosio ekpnomi rendah
nfaksl EBY lebih sering dartemukan pada arang yang lebih muda
ifMrtama . 1950) Dikatakan pula di negara dengan iklim tropiz infeks
EBY =senng pada usia dim Setelah infeksi primer wirus maka akan

barkermbarg  menad fase laten.  Pekembangan  infekst  ini
([
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penting dalam mengakumulasi karuzakan sahingga menjadi permicu
terhadap gangguan regulator kontrol proliferasi dan apoptosis sel
(Middeldarp. 2003). Untuk mengungkap mekanisme proliferasi dan
apoptosis yang mendasan  Karsinogenesis KSSRM  diperiukan
paradigma patobiologs molakuler, maka pada penelitian ini dilakukan
pemerksaan ekspnasi gen yang menyandi supresor lWwmor dan
onkogen antara lain: ph3, e-mye dan bel-2 Ditehit pula eksprés
genom EBV yang menginfeksi KSSRM yaitu EBER, LMP-1 dan
EBNA-1.

Walaupun penelitizn terhadap Epstein Bar Vieus (EEV) sudah
banyek terutama keterkaitsn dengan Karsinoma Masofaring (KNF)
hampir 55%, namun sampai saail ini, belum banyak dilaporkan
keterkaitan dengan KSSRM. Di Indonesia belum pernah dilzkukan
penelitian tentang KS3RM dengan infeksi EBY. Produk feten EBY
adzlah episome lerdin dan beberapa genom antara lain RNA-EBV
{EBER) Lalert Membran Prolgin-1 (LMP-1) dan EBY Nuclear
Antigen-1 (EBNA-T). Berbaga produk genom ini yang mempunyai
peranan terhadap transformasi keganasan (Kief, 1985; Kamano and
Takada, 2000; Middeldorp, 2003). Higa st al (2002} melaporkan
tahwa pada penduduk Jepang yang tinggal di Okinawa 39 orang
posilif tennfeks: EBY dan 55 kasus. KS5RM yang ditemukan.
Dilaporkan 18 kasus terjadi karena mutasi EBNAZ, sedangkan yang

laor Karena ekspresi EBNA-1. Mengingat hal itu maka penaliti ingin

1
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mengungkap keterkaitan genom EBY yaitv EBER, LMP-1 dan
EENA-1 lerhadap karsinogenesis meldls pendekatan patobiologr
malekuler. Ferubahan molekuier yang dimaksud adalah exspres pa3
inaktif, c-myc dan bel-2

Pamenksaarn EBER pada penelban mi dimaksudkan unluk
menemukan ekspresi EBER pada sel KS5RM dan aidapatkas
&1,1%. Hal ini hampir sama dengan lemuan Gonzales (2002 bahwa
pada KSSRM dideteksi EBER sebanyak 15,2%. RNA-EBY (EBER)
digasarkan atas EBY yang dikode clen ENA. Dar hasil peneditian ini
nampak bahwa EBER mempunyai nilal rerata yang palng besar
dibanding produk gerom yang fain. Hal ini dapat dimengerti bahwa
EBER pada faze laten akan ditranskripsi dalam jurmlah banyak yaitu
10%107 per sel EBER mempunyai kemampuan mengaktifican
tranzknpsl lerhadap gegnom virus vang [ain yaitu, fatent menmbran
protein {LMP} dan EBY nuclear arirgen (EBMNA). mengingat hal ilu
maka keberadsan EBER d dalam =&l wmang akan semakin
meringkatkan akivitas virus. Selain tu EBER berperan terhadap
transkripsi dan menghambat apoptosis. Hal ini didukung oleh
Komaro dan Takada (2000} babwa ekspresi EBER meningkatkan
ekspresi bol-2.

Fada penefitizn ini ditemukan eksprest LMP-1 pada sel
KSSRM sebanyak 47 7% laporan Gonzales {2002) hahwa pada

kasus K3SRM didapatkan 85, 7% ekspresi LMP-1. Walaupun tampak
05
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ada perbedaan jumlah pads penelitian inr dengan yang ditemukan
ok Gonzalkes di Erope, namon justru keadaan ini merupakan hal
yang perlu lebih diteliti. Kemungkinan letak geografis dan genatik
mamben gambaran jsolal vius yang berbeda, Hal ini sesuai
pandapat Degresf (1994) bahwa isolat EBY dipengamihi ofeh faklor
genetik dan geagrafis. Middeldorp (2003) melaporkan pulz peran
LMP-1 terhadap fransformasi keganasan bahwa pada fbroblas
rodent yang ditransfeksi dengan gen LMP-1 akan berkembang
menjadi sel tumor. Peranan lzin adalah menghambal apoptosis
dengan meningkatkan aktivitas bel-2 dan menekan sistem imunilas
urfuk membunuh sel yang terinfeksi fersebut, Mengingat keadaan itu
maka LMP-1 akan mamicy prodiferas sal dan menghambat apoptosis
pada karsinagenesis KSSRM.

Genom EBV lzin yang diekspresikan pada sel kanker KSSRM
adalah EBY WNuclear Antigen-¥ (EBNA-1) Ditemukan sebanyak
rerata 47 7% Tampsak ekspresi ini yang paling kecl dibanding
laipnya. Hal mi dapat dipahami karena selama ini eksprasi EANA-1
dilaporkart hanya didapatkan pada limforna, laukemia dan karsingma
nasofaring. Hal ini diduga bahwa EBNA-1 memberkan peranan pada
beberapa se! dengan karaklenstk tersendin (Hu, 1988). Dengan
diketemukan ekgpresi EENA-1 pada KS5RM merupakan hal banu.
Gen EBMA-1 i menyandi faktor transakiivatar yang dibutubkan

urtuk replikasi DNA, selain itu dapat benkatan dengan RNA mefalui
LG
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reio pengulangan Gly-Ala. Keberadaan EBNA.1 secara lalen akan
mempertatankan hidup EBY. EBMA-1 juga akan mengaktifkan fakior
transknpsi, baik ontuk EBNA-1 sendii maupun EBNA yang lain.
sepert EBNA 24, 2B {Ho. 1396) Walaupun EBNA-1 agalah pratein
asing telap sullt dinetraisasi oleh se! rmun. karena qenom virys inj
mampu mencegah presentas epitop bersama MHC-| sehingga tidak
mudah dikenal oleh irnfosit T. Hal ini menyebabkan EBY berahan
hidup dalam =el inang. Kemampuan lain gencm EBNA-1 yang
berada laten o dalam inti adalah meningkatkan aktrtas replikasi
A melalur transkripsi faktor EZF, yang kemudian memeodulasi
replikasi DNA dengan aktivasi fungsi c-mye.

(Gen p53 adalah gen supresor fUMOr yang mempunya peran
sangat penling terhadap pembefahan sel dan apoptosis. Pada
penafitian in ditemukan ekspres pS3 inaktif pada sel kanker KSSRM
sebesar 88%. Hal ini karena bifa teradi infeksi EBY 1erhadap sel
Inang yang merusak genom, maka ps3 segera menghenlikan
pembelahan sel atau mengaktifkan apoptosis (Kief, 1956). Dua
fungs: utama gen p53 dalam pembelahan sel adalah meregulasi
DNA repar gene dan apoplosis gene. Jika perbakkan gen gagal
maka ofd segera menjadi mediator untuk aktivasi gen regulatar
apoptoss, yaite famil eel-2 unfuk membuka gore pada mitekondria
sehingga meng2luarkan ¢ytochrom C dan selamutnya memicu

cascade caspase. Pada keadaan infeksi EBV seperti lerjadi pada sel
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kanker KS3SREM gen p52 rusak, menjadi inakiif sehingga pembelahan
se tidak dapat dihenlikan dan apopohs tidak tenadi, hal im akan
memicl karsinpgenesis

Fada penedtian e juga ditemukan ekspresi c-mye pada sel
KSSRM yang banyak, yailu 84%. Ekspresi c-myc berperan sebagas
faktor transkripsi untuk replikasi ONA  Menungt Gordon (1985) dan
difukung oleh Cantley (1931} bahwa infeksi EBY pada limfosit B
akan merangsang secara terus menerus menjadi sel Jmmoral
Headaan ini karena ¢-myg mengalami franslokas dar kromosom 8
ke 14 fgen imunoglobulinn terdapal dalam kromosom 14 Hal imi
menyebabkan c-myc yang rrengalami transiokasi tersebut menjadi
aktif sehingga ekspresi barlebthan. Aktivasi cnkogen c-myt tersebut
terpengaruh terhadap replikasi DNA. Dengan kata lain apabila EEY
telah menginfeksi sel epitel skuamus pada rongga mulut maka akan
meanyebabkan terjadi over expression c-myc. Hal tersebut bila terjadi
terus menarus akan memicy karsinegenesis. Menurot l[aporan Cotran
{1989) bahwa mekanrsme karsinogenesis teradi disebabkan oleh
ketidak-seumbangan antara paran gen tumer suprescr dan onkogen
serta apaptosis pada pembelahan sel. Infeksl virus merypakan salah
satu permicy tenad owver exgrassion c-myc sehingga menimbulkan
seldak-seimbangan tersebut.

Gen bel-2 adalah =alah satw gen yang berperan terhadap

karsinggenesis akbat infeks EBY (Kief, 1996). Pada sel KSSRM
14
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diternukan ekspresi bcl-2 sebanyak 36% pada  peneltizn  ini
keterkaitan ekspres bol-2 dengan EBY ini sangat besar karena bel-2
i pertama kaii ditemukan dan isclasi limfama sel B, yang telah
diunfeksi aleh EBY Hal ini pernah dilaporkan oleh Gordon (1985) dan
Hu {1298). Pada penelitian i ditermrkan peningkatan ekspresi bel-2
Feran egkspresi bel-2 i menghambat apoptosis dengan cara
menutup pore mitechondna sehmgga cytochrom C tidak difepas.
Penutupan ini berakibat tidak tefadi cascade caspese. Bardasarkan
hal tersebut maka peran ekspres bol-2 berawanan dengan pS3 (wiid
typa). Apabila pS3 akfif maka bel-2 tidak aktf dan diganti oleh gen
bax {farmih bci2). Sebaliknya bila p5s3 inaklif maka bel-2 menjadi aktif
sehingga apoptosis tidak tenadi dan proliferasi berdangsung terus
menarnts. Keadaan ini yang mendasan terfadi karsinogenesis.
Kenyataan tersebut bila teradi infeksi EBY maka ekspresi bel-2
menjadi aktil.

Dan hasi termuan penelitian ini lemyata terjadi sebaran yang
besar pada ekspresi variabel EBEER, LMP-1, EBNA-1, p53 inaktif, -
mys dan bel-2. Hal im dapal dilihat pada S0 masing vanabel yang
besar, baik pada kasus KSSRM yang terinfeksi, maupun tidak
tennfekst, dan kontrol. Sebaran Standard Deviasi (SD) yang
heterogen diduga karena kntena sampeal KSSAM yang berdasar
pada pemeriksaan seluler masih belom ring, sedangkan variabel

yang diteliti berdasar pada pemenksaan molekuler. Hal i yang
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mendasari upaya pengelompokan berdasar molekuler (EBER, LMP-
1, EBNA-1, pS3 inaktf, c-myg, bd-2).

Berdasarkan pengelpmpokan KSSRM yang terinfeksi EBV
didapatkan kelompok bary 1, 2, 3. Dari ke 3 kelompok banu yang
terinfeksi tersebut dan dibandingkan dengan kelompok KS5SRM fidak
terinfeksi dan kontrod tampak ada perbedazn bermakna (p<0.05).
Mengingat hal ilu, maka untuk dapat menjelaskan mekanisme
kejadian KSSEM berdasar prodiferasi dan apoptosis pada KSSEM
lennfeks maka penelitl melakukan analisis diskriminan, Setelab
dilakukan analisis diskriminan didapatkan 5 disktminator  yaituo
EBER, LMP-1, EBNA-1, p53 inaklif dan c-myc. Kalima diskriminalor
ini mempunyai kentribusi yang besar terhadap makanigrme proliferasi
dan apoplosis yang mendasan karsinogenesis KSSRM. Berdasarkan
diskriminator tersetut didapatkan pola diskriminan uniuk membantu
menjelaskan mekanisme proliferasi dan apoplosis KSSRM.

Fada kglompok baru-1 {kb-1) KS5RM vang teninfeksi EEV
hasil analisis menunjukkan rerata tertinggi adalah c-myc (44,00 +
27.57) ditkuti p33 inaktif {19,00 + 24,24} dan bal-2 hanya sadikil (3,50
+ 2,44). Sedangkan genom E8Y adalah EBER (27,00 + 18,29) diik.ti
LMP-1 (16,00 + 20,11} dan EBNA-1 {7,00 + 11,60). Apabila dilinat
pada pola disknmininan {"molekuvler grading®-1) berdasar ke &
diskriminator maka disknminator terkuat adalah EBER {10,074, diikuti
c-myc (5,10 kemudian LMF-1 {3 90} dan p53 inaktif {2,052) terakhir

1110
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adalah EBNA-1 {0,81). Hal inf dapat dijelagkan sebagai berikut
bahwa infeksi EBY pada 3& inamg skan membawa genom EBY ke
dalam sal inang. Genam EBER ini akan mempengaruhi fungsi fakior
tranaknpsi yaitu dengan menghambat peranan I2F sebagai faktor
inhibitor franskripsi. Keadaan ini akan mangaktifkan onkogen c-myc
sabagai faktor franskripsi. Hal ini lerbukl dengan ditemukan aksprasi
e-myc yang tinggi. Akfivasi onkogen c-my¢ olah EBER ini gkan
manyababkan prolifarasi berfangsung terus. Ekspresi o-myc akan
menakan eksprasi gen p53. Peran pbd yang seharusnya sebagai
supresor menjadi inakbf Dalam peneliian ini terbukti dengan
eksprasi pS3 inakiif. Akibat dan eksprasi p53 yang inakiif ni akan
menekan fungsi p21. Hal ini manyababkan teradi cyclie dependarnt
kyriase meningkat dan lerbantuk cok-cyclin complex. Keberadaan
edk-cyofin compfex akan memicy fasfonlasi sehingga pRb inakif. Hal
ini akan mengakiifkan fakicr transkrpsi EZF dan aklivasi c-myc untuk
replikasi DMNA, sehingga tenadi proliferasi sel yang hebat, Keadaan
ini mempanihatkan peranan yang saling mendukung antara gen
supresor fumar dan onkogen terhadap prolferast sel. Selain itl peran
EBNA-1 pada kb-1 inj memicy aktivas E2F sehingga pembelahan sl
terjadi terus menerus. Paranan EBER sebagai inhibitor apoptosis
didukung pula oleh eksgresi p53 yang inakif. Inakivasi p53 akan
memicu penurunan  fungsi gen bax {family bcl-2) sebagai

proapoptobk. Kaadaan ini kemudian transaktivasi terhadap bel-2.
1
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Aktrvasi bel-2 i akan menghambal apoplosis sehingga tenadr sel
immertal dan berkembang menjadh klomal =el kanker akhirmya
menjadi kanker. Peran diskriminator bol-2 pada pela “ralekuler
grading’-1 yang sedikit (bdak tampak pada pola), karena bel-2 hgak
berperan secara langsung. Vanabel lain yang rmempunyal peranan
adalah ekspresi LMP-1. LMP-1 vang merupakan produk genom EBY
mampengaruhi  bel-20 Family bel-2  (baxy berperan  lerhadap
pengaturan pada cascade caspzse Dhawal pada lubang membran
permesbilitas mitokendria yang membuka kemudian melepaskan
cytochrom-¢ {Finkel. 2001} Family bol-2 {bel-2) maka akan menutup
pore, sebaliknya kalauw tidak gkiif akan membuka lubang terssebut.
Lutkang permmeabiltas yang terbuka kemydian  mengelyarkan
cyltochrem-, selanjutnya mengaklifkan cascade caspases sehingga
terjadi apoptosis. Pada pola “molekoler grading™1 i tampak
apoptosis tidak diperankan qleh Lol-2 secara langsung. Hal ini
nampak dan ekspresi bel-2 yang sedikit. Keadaan imi dapat dipahami
karena ekspresi LMP-1 lebih sedikit dibanding EBER. Walaupun
ekspres bol-2 pada peneltian ini secara kaantilas sedikit namon
dedupa mernpunyai kualitas yang tingg selingga mempunyai peran
terhadap  karsinogenesis.  Kemungkinan lam babhwa pada pola
“melekitler grading™-1 ni peran EEY pada mekarsme proldferasi dan
dpaptosis pada karsinogenesis KSSREM lebith banyak diperankan

aleh ehspres) EBER dan |alur gkbvas meatalui cnkogen c-myc.
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Fada kelompok bary-Z2 (kb-2) tampak bshwa mekanisme
proliferasi dan apoptosis banyak dipengaruhi cleh p53 (80 + 0,0D), c-
mye (26,67 £ 20,82), kemudian EBER (63,33 + 20,82}, LMP-1 (40 &
10) dan ditkuti EBNA-1 (20 £ 10). Paca kb-2 ini bel-2 tidak berpearan
gama aeiali, hal in tampak pada rerata (0,00 + 0,00}, Hal ini ilampak
hampir sama dengan kb-1, hanya pada kb-2 ekspras molekuler jauh
labih finggi dibandingkan pada kb-1. Dengan kata fain bahwa pada
k-2 1erjadi proliferasi yang sangat tinggl. Keadaan il dapal
dipahami karena infeksi EBV melalui EBER dan EBMA-1 jauh lekih
tingg: pada kKb-2, demikian pula ekspresi LMP-1 lebih bhanyak
ddapatkan pada kb-2. Ekspresi c-myc pada kb2 iebih rendah
dibanding kk-t. Hal ini dapat dipahami karmena peranan profiferasi
pada kb-2 iebih banyak diperankan oleh tumor supresar gen yaitt
aksprast p53 inaktif. Yyzlaupun akspresi bol-2 tidak tampak pada kb-
2 ini nramun mekanisme proiiferasi tatap linggi. Berdasarkan pala
diskriminan-1 {"molekuler grading®-1) tampak bahwa mekanisme
wolferasi dan apoptosis disebabkan oleh ekspresi pS3 inaktif
Diduga karana pevan p33 inaktif lebih besar dibanding bd-2.
Pendapat Komano and Takada {2000) kerja bcl-2 dipengaruhi oleh
p33. Selain itu ekspresi EBY yang sangal tingg pada penlitian ini
telah mérusak fungsi p53, sehingga ekspresi p53d inaktf menjadi
tinggl. Inakhvasi p53 akan rmenyebabkan ferjadi pembeiahan sel
yang terus menerus. Keadaan il yang memicu progresivitas
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proliferasi sel kanker menadi inggi. Ekspresi genom LMP-1 yang
tingqi pada penelitian ini Sacara tidak langsung menginduksi reseptor
CD21. Sermakin banyak dibentuk reseptor C021 maka bertambah
banyak terjadi infeksi EBV. Hal ini menyebabkan wrus semakin
sunive dan bereplikas. Replikasi wirus yang ierus menarus im
menyebabkan kerysakan p53  semakin banyak sehingga
meningkatkan ekspresi p53 inakiif, Ekspresi P53 inaktif yang tingol
ini menyebabkan akumulasi mutasi gamelik semakin banyak. Selain
fu kemampuan LMP-1 mengubah sal normal menjadi sel kanker dan
mencegah presentasi antigen pada MHCI menyebabkan proliferasi
sl kanksr samakin Ganyak dan virus beftahan dalam g2l inang.
Keadaan yang salhng mendukung antara molekuler, baik eksprasi
genom EBY maupun ekspresi genom pembelakan sel yatu ps3
inakbf akan memicu karginogeness KSSRM.

Pada kelompok baru-3 (kKb-3), skspresi p5s3 (40,00 + 14.14)
walaupun tinggi, namun masih jauh lekib rendah dibandingkan
kelompok baru 1 dan 2. kemudian disasul eksprasi bel-2 (17,50 &
35,00}, c-myc (10,00 + 11,55). infeksi EBY ditunjukkan oleh eksprasi
EBMA-1 (30,00 + 000} Walaupun pada kb2 (tabsl 3) ditemukan
ekspresi EBNA-1, p53 inaktf, o-myc dan l2 namun sefelah
dilakukan analisis diskrniminan ternyata hanya sksprest EBNA-1 yang
berperan. Pendapat King {(2000) bahwa ph3 adatah Guardian of
genom. Apshila tenadi gangguan pada genom maka p53 segera
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bertindak Fada pola disknminan-3 ("molekuler grading™3) tampak
bahwa ekspres pS3 makhf, c-myc dan bel-2 tidak berperan Keadaan
im diduga warena infeksi EBY hanya diperankan aleh ekspres
EBNA-1, sedangkan EEER dan LMP-1 trdak diekspresikan. Ekspresr
EENA-1 lebih banyak mempengaruhi faktor iranskrpsi E2F Dengan
kata lain bahwa mekanrsme proliferasi dan apopiosis lebth banyak
melalui EZF. Seglain itu dugaan lain, dengan lidak ada peran p53
inaktif pada penelian ini, maka fungsi pS3 masih bak sehingga
dapat barperan secara normal sebagal supresor tumor. Keadaan
yang demrkizn  m diduga bahwa pada kb3 mekanisme
karsinogenesis masih dalarm tahap din

Pada kelompok KSERM yang hdak tennfeksi, berdasar nilal
rerata tidak ditermukan ekspresi gencm EBY, mamun juga terjadi
mekanisme proliferasi dan apoptosrs walau |ebibh rendah. Pada
kelompok ini didapatkan ekspresi pod inaklif {21,858 + 1510), e-mye
(¥8.35 - 19.72) dan bcl-2 (7.50 + 4,63). Keadaan ini bisa dipahami
karena pada kelompok KSSRM vang tidak terinfeksi tidak ada
kontriousi EBV. Walaupun tlidak ada kentribust EBY namun perli
diwaspadar  karena mekamame  proliferasi  dan apoplosis
kemungkinan disebabkan oleh  faktor lain  Berdasarkan pola
diskrmminan "molekuler grading”) didapatkan ekspresi p53 maktif dan
C-myc y¥ang membern kentnbusi terhadap mekanisme proliferas dan

apoptosis Bila dibandingkan pada kelompok KSSEM yvang tennfeks
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EBY masih lebih rendah. Hal ini perlv mendapat perhatian dan
penellian lebih f&njut.

Bardasar gambaran kiinis KSSRM vang tennfekst EBV yang
ditemukan pada penelitian ¢ (Lampiran 2) bila dikaillkan dengan
kelgmpok Baru hasil lEemuan penelitl, maka pada kb-2 lebih banyak
lenadi pada KS3SEM dengan staging 2 dan sebagan staging 3. Hal
ini bisa dipahami kargna pada kb-2 tenadi mokanisme prolferasi dan
apoptesis yang paling tingg dibanding kb yvang lain. Pada kb-1 dan
kb-3 lebih banyak pada staging 1 dan beberapa paga stagig 2.
Keadaan ni dapat dijelaskan sebagai benkul pada kb-3 tersebut
merupakan awal penyimpangan mekanisme praliferasi dan apoptosis
pacta karsinpgenasis KSSRM. Kemudian berkembang manjad kb-1
dan akhirmya menjadi kb-2.

Bila kelompok bare KSSRM yang ternfeks EBV dikaitkan
dengan gradimg irstopatalegi KSSRM pada kb-3 tebib banyak tenadi
dengan grading kel diferenfiated Demikian puta pada kb1 lebih
banyak Wall differontisfed. Bila dilhat pada kb-2 lebih banyak
ditemukan pada Moderately differentiated dan Foorly diffgrontated
walaupun masih  ditemukan  juga sebagan  dengan el
differentizted  Hal ini mengungkapkan bahwa pola ‘molekuler
grading” dapat membantu mendinikan diagnosis.

Untuk mendapatkan rarge (batas mnimal dan  batas

maksirnal) pada pola proliferasi dan apoptosis maka ditakukan
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analisis muinanale cut-off Pada pola “molekuler grading ™1
didapatkan muftivariate cut-off dengan range 4 4630 - 126002,
FPada paola *molekuler grading™-2 dengan ange 17,3884 - &1 3809

Poia “molekuler grading®-3 dengan range —0,9805 — 3,8588.
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BAB 7

SIMPULAN DAN SARAN

7.1 Simpulan

1. Pada karsinoma sel skuamosa rangga mulut yang ferinfeksi
Epstein - Barr Virus (EBV) ditemukan RNA-EBY (EBER), dan
akspresi Latenf Membrane Protein-1 (LMP-1} serta EBV Muclesr
Antigen-1 (EBNA-1).

2 Melalui paradigma Falabiologi Malekuler ditemukan kefompok
baru mekanisme kejadian karsinoma sel skuamosa rongga mulul
vaitu kb-1. kb2 dan kk-3 berdasarkan EBER, LMP-i EBNA-1,
p=3 inaktif, c-myec dan bof-2.

3. Mekanisme kejadian KSS5RM. didasarkan pada peran infeksi
EBY (EBER, LMP-1, EBNA-1) terhadap perubzhan onkogen dan
gen supresor yang bertanggung jawab terhadap proliferasi dan
apoptosis sel yang terdin atas: p52 inaktif, c-myc dan bel-2. Pada
KSSREM dengan ekspresi genom EBY tinggi, maka terjadi
peningkatan ekspres. gen po3 inaktif, c-mye dan bol-2.

4. Pota diskriminan ‘“molekuler grading” dapat  membanty

mendinikan diagnosis KSSRM yang tennfeksi EBV.
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| |
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! iﬁ.]knhul {-}
l37 | Lidah Well dif T3 N, My [Jawa Sedang-- Ibu RT/Aurang  Rekok (—), 2
| Alkghul (=}
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Llmur A Sosinl iil;ri-lnnnmi.f . .
Nen Diagnnaa - Lokayi Grading | Staging Sukn H"*;‘:ﬂ:;hﬁ. I:III.“]I‘ Pengetahuan Kebiasaan Kelompok
_L. P _ 1 podisl fentang Kunker Baru
3 |KSSEM 42 E.idah Welldif [T, NaM, [Jawa Buruk/Sarzawan Swastakurang Rokok (-] 2
: Alkohol { )
19 KS5RM 01 | bukal Welldif  |TaNg bl [Jawa Scdang/Sanawan Ibu RT hurang Rokok () Tidak
Alkehol £ [nfiks
[1. KSSRM X Ledah Footly dif |T: Wz M, |lawa Buruk/Gigr tajam Swastakurany Rakok (-} |
12. |KSSRM 52 |Palatm Pordy dif | T, Mo M, |Jawa Sedanp/Berjalan Ibu RT%urang Rakok [
Alkohol § 3
13, |KS5RM b | Lidah Wall it T M, M, |Jawa BurubsBaniawan Swasta’kurany; Rokok i
' Alkohal (-}
14, IKSSRM 44 Lidsh Moderat  |To Na My [Jawa ScdangSaniawan Ibu BT ucang Rokok 3
- &iF Alkohol { -}
15 |KSSRM (] Lidah Welldif [T, Mokl [Jawa Sariawan Swasta’kurang Rokok 3
Alkohol (=)
16 |Invasiv KSSRM |56 lidah lateral Well &if T: Mo by [Jawa Sedang/grig (-} Swasiakurang Rokok 3
s/d der medue - Alkohol {-)
17 |KS5RM Invasiv |74 dorsum lidah  [Well il ['15 M, M, [ Jawa Buruk/Sariawan Swastakurang Rakok Tidak
Alkohal { ) infeksi
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PROSEDUR KERJA INSITU HYBRIDIZATION

{Héﬁyd.r‘an'ﬂﬂ Celupkan side yang berigi putr;:ur‘:-gan '2 % 5 menit
janngan ke dalam xylene

- Celupkan pada etanal 99% 2x3 menit
Ceilupkan pada etanal 95% 2 X% 3 menit
~ & menit

Keringkan dalam udara suhu kamar
' Lapisi janingan dengan ditetes: DAKQ  9ua kalr setiap

Pen Kode S 2002 kali ganti bahan
2 x 3 menit i

Celupkan pada air yang berada dalami
taples (toples harus ebas dari
Rnasel}

4 menit

Prelreatment .- Letakkan slide dalam charmber '
urituk (gunakan sarung tangan bersih) i
fragmentasi |- Menggunakan protnase K,

'ENATREMA sebeiumnya dibual farutan (vial nol)

! dengan perbandingan 1 : 10 dalam

! T85 | atau dibuat dule dengan cara

' teteskan 10 tetes vial ng. 1[S00 4l

. dalam 4 5 ml TES ;

- Tetesi1:30 pl larut proteinase K pada i
Liap-liap Bagian

- Inkubater

. Celupkan shde dalam air

i- Celupkan slide dalam ethanol 95%

|- Gelupkan slide dalarm chamber

!ED-ED menit
2 ¥ 3 meanit
= 10 delik
~ & menit

!ﬁ!-*bffdfzﬂﬂ'ﬂﬂ |- Tambahkan 1-2 tetes flourescen-
_ ! conjugated PMA propbe ke jaringan. !
! | pada tempat yang tempisah, : |
i I tambahkan kontrol probe (wial no. 2
dan 3) hanya untuk kantrok (—) dan (+) |
Tutup =lide dengan cover slip
Letakkar air di dalam chamber
sebelum meletakkan slide dalam
inkubater funtuk mencegah
~ kekenngan} !
i Letakkan chamber dalam inkubator 1 ¥ jam, 55°C
- Lepaskan cover shp ' ;
Panaskan stringend wash solution, wvial. :
no o4
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Celupkan slide dalam lanstan 25 menit, 55°C
stengent wash sofution yang telah .dengan digoyang
dipanaskan idatarm shaker

0 detik
- 1 shde ditetesi 100 pl !
celupkan slide dalam larutan
stingant wash solution yang telah
. .__ .. dipanaskan
Deteclion — Letakkan slide dalam chamber
— Tambahkan 2-3 tetes Anti FITCIAP
wal no S dalam tiap bagian

Inkubasi 30 menit
Celupkan slide dalam TBS 2 x 3 menit
Celupkan slide datam air 2 ¥ 1 menit
— Letakkan slide dalam chamber
— Tambahkan Z-3 tetes substrat, viai
+ ng 6 dgalam tiap bagian
'~ Inkubasi
. S0-20 ment
- Celupkan slide dalam amr kran £ — 10 detik

‘Counstaining |- Cat dengan haematoxylin
-and mourding| - Mounting dalam glycergel No.
nag3

—ar
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PROSEDUR KERJA IMUNOHISTOKIMA

[~ Jaringan segar di blok dengan cryomatrik 5
kemudian potong beku Dalam, 20 menit
- Fiksasi dengan buffer formalin i Suhu 20°C, 5 menit
- Rehidrasi dengan mencelupkan ke dalam:
etanol
acetan Suhu 20°C, 5 menil
- Cuci dengan FBS |
Catatan; untuk sfide hlock paraffin dilakukan :
daparafinisasi sapanjarg malam Owver night '
I
- Bfocking agent.: tetesi slide dengan nomal 10 menit
sarum yang telah dilanutkan dengan PBS
- Primer Antibodi: tetest slide dengan prirmer )
.i Antibodi monoklonal yang sesuai dan telah over night
I dilanitkan dalam PBSA, pada subu 4°C
|- Pencucian dangan P8BS 3x A
(setiap kalf gant
|pzhan
Avidin-Biotin complex:
— Tetesi dengan biolin yang telah ditarutkan 30 menit
dalam buffer
- Cui dengan PBS 30 menit
- Tetesi dengan Avidin
-~ Cud dengan PBS
I : _—
[Dateksi 18 menit

- Tetesi dengan bahan DAB yang dibuat dari: 1
cc distilled water |

20 pl Buffer sinck solution I

40 pl DAB stock soiution |

20 pl HzO4 !

~ Cugi l

Counter stain dan mounting
-~ Menggunakan metode Haris

L L o
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Between-Subjscts Factors

Vahue Latwel M

FELOMPOK 140 | Tenmleksi 17
200 Tudak terimfeksi g

300 | Comml 10

Deacriptive Stxtistics

RELQMPON Mean Std. Deviation M \
EBER Tenmieksi 27,06 2592 17
Tidak terimbeks! 0o it B
ol g0 0 10
Total 12.29 22,39 a5
LME 3 Terimfeksi 16.47 2029 i7
Tickak tedimfeks: .00 a0 a
ool ba o 1
Tatal a,00 16.27 a5
EBMA_1  Tenrfeksl 1471 1175 17
Tidak tedmieksl 00 06 B
Conirol oo 00 10
Total 7,44 12.02 ag
Multvardats Team®
Hypothe
ENact Vatye F sisct | Enordl | Sig
Minteree ot Pillzs Trace 457 BAZ4" 3000 | 30000 | 000
Wilks” Lamnbda 543 8424 a00a | 30000 | 000
Hotefing's Trace N Fhe B L4 Rl ] 30,000 0
Rew's Largest Root B4 §.424¢ 3000 | 30000 D00
KELOMPOK  Fllars Trace &7 5215 E000 | 62000 T
Wilks" Lambaa 29 72 6000 | §0.000 0
Hateling's Tracs 2037 9848 5000 | 58.060 [ .0O0
Ray's Largest Roat 2037 | 21.853° 3000 | 3M.ona i)
3. Exact stalisue

b. The statistic is an upper bourkd 0 F (A nekds @ kneer bound on the significance level
C. Design, |ntestepteKELQMAOR
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Deptngent Typa (1l Gum hgacy
Soure “Warakle aof Squares dr Souare F Zig.
Comecied Modet EZER e271.roz* z 3133851 9,413 L)
LMP_1 371 Tesb 2 {185 QB2 3,780 LT
E3MA_1 1E50. 7555 2 245 3768 { 10.006 000
| Aiber gt EBER 2575.9148 i 2675919 74T L0A
LMP_1 HEE BOG ] 233 GOG 4 Baz 3y
EBEMA,_1 761,963 1 TE1.862 8.0e4 GOg
KELOMP R EBER B2r1.702 2 GTA5ES) 9.913 il
LMF_1 23T1.TaS 2 11858382 37640 .oor
EBMA 1 1880755 2 5378 | 10505 QCD
Ermoe ERER 10775 da1 32 335,733
LMP 1 GoBa. 235 32 205,682
EBMA 1 3023529 az g4 4E5
Tatal EBeR Z32e5.000 |35
L&P_1 11200.00¢ 25
ESMA_1 e aluri] a5
Caomeciod Tedal EZSER 17047 143 34
1k7 A 856000 M
EBMA 1 45914 2868 H

a. R Sguared = 358 (Adjusted R Squared = 328}
b. R Squared = 755 {Adjusted R Squared 3 .213)
£ R Squared = 385 [Adjusted R Squared = 3483

Post Hoc Tests

k.
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Clorirod Turimfaks! -19.47 572 00T 24,12 - A2
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Coontral 00 5A1 | 1.000 -18.80 12,85
ol " Torkmfeksl AEAT" 572 | .o07 2812 .52
Tidak terimfaks 00 B.a1 { 4.000 -13.86 11.88
EBNA_1 Terkrfeks Ticak tartrofpia w7 417 | o0 8.2 23.16
_ Cortrol 14.71* 387 | 001 883 2080
Thisk firfdal  TodbTESei AT 417 | oo -23.10 522
Condiol .00 451 | 1.000 9.9 9.39
Gt Termrea A4 387 | .o 2250 £az
Tickake tncimfnksi 0 481 | 1.000 -2.39 §.39
= Terimicks! Ticak teeimieical 128 966 | 154 5,55 &2
] 37" nee ;00 1541 53 .00
“Ticpk torkrigln | Tawamiekal -1233 958 | .14 SLE2 0.86
Corrml 2086 | 1060 | .00 - 91 4158
Control Teror ) ETNIE soe | o0 200 | 1541
T, el = 2084 10.69 | .080 42185 L
‘C_MYC Tedrdzal Tickak Warimeakcsi 13.57 908 | .48 453 | . 2zDa
Cortrol 31.44 845 Do 1423 48.65
T torirdokyl | Tadkmieicsd 1357 508 145 208 4,55
Conb 1767 | 1005 085 251 31,36
Cemibrol Tarimiek:! -a174" 845 001 B85 | 1423
itk Wrimbeksi 1787 [ 005| 085 383 261
'BCL_2 Tarlria Tidak torirdekyl 132 543 [ a2 1LED 0.04
_ il 518 14 | 238 430 15,85
Tidak tadcdmiol | TAncrieks 132 553 | B2 004 1255
Eﬂﬂ'ﬂl TS50 512 21 -4 897 1297
Corra) T=r ko] 8.18 514 | 2 -16.65 4.30
Tikxk hainfekai -7.50 £12 |  oe -19.97 497 |
Bazad on Obaarvied ManE.

*. Tha maan diffarence iz significant at the 05 evel.
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General Linear Model

Betwesn-Subjectt Factors
Walue Labed | bl
Cluster 1 claster 1 10
Humbar 2 claster 3 3
of Case 2 cfaster 3
=5 Idk imwek s H
g toniral 10

Muokbivarate Taate™

Hypcihesis

Eifac ale F of
Iribe me=pt Fillar's Trase G35 f1 151" £.000
ks Lambda Lo Bl 1517 G004
Hatellerng's Troogs 14.ETR B81.151* 6.000
| Roy's Lamgast Roat 14 676 Bi.57" £.000
EELOMPOE  Fillar's Traca 2473 7.5 24.000
Wilks' Lambda 0 12 245 24004
Hotaling's Trace 16 29d 18,544 4 X
Roy's Largest Roat 11 558 £5 8030 &.000

KARSINOGENESIS KARSINOMA SEL..
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Muottivariate Testa”

Eact Emor & Sig, |
Interoent PWiars 1race 25 000 000

Witks' | ambda 25000 D00

Hetafnng's Trace 25.000 000

Ray's Langeat Rioet 25 000 008
KELOMPOK  Pilars Trace 112,000 000

Wilks' Larmixde B8 AZ5 _nog

Roy'n Laqgest Root 28. 000 L00

4, Exeect statistic

b. The statisbe is an uppsr boord on F thiat yiekds a lowar bourd o0 the signicanca laval,

€. Design; marcopt+KELCHAPO R,

KARSINOGENESIS KARSINOMA SEL..
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KARSINOGENESIS KARSINOMA SEL..

Texin of Batween-Subjscts ENects
Dependen Type Il Sum Maan
Source Variabie of Souares o
Comecied ool EBER 13147 G160 4 1266 54
LMF_1 51200008 4 1280.000
EBMNA_1 2504 2965 4 A75.071
P53 15887 4117 4 71.853
C_MYC G653 244% 4 2423.311
BCL 2 119643 4 254.911
edercepd EBER QO3 133 1 203, 233
LMP_1 3452477 1 ST ATT
EBMNA_1 3576581 t ASTE.A81
Ps3 28847 907 1 28847 907
C_MYC 11351, 240 1 11351.240
BCL_Z B4 220 1 94220
KELOMPOK EBER f3A147.976 L 1286 el
LMP_T 120,000 4 1230000
EBMA_1 3504 296 4 B7E.0T1
P53 15887 411 i 571,853
C_MrT O, 2 4 24773 311
| BCL_2 1075 543 4 254.911
Ermor EBER D 16T 30 1200072
LMP_1 3840000 30 128.000
EBMA_1 1410000 ao 47 000
P53 ToH.875 1] 230,006
MY 10931.042 30 84 358
u BCL 2 AB2T 500 0 154, 250
Total ERER 23225000 35
LMP_1 11200.000 a5
EBMNA_1 B T00000 35
P53 A0575.000 15
oMY 35850 00¢ =
BGL 2 G425 000 35
Comaciad Total EBER 17047 143 £
iMF_1 060 000 2
E6ND, 1 4914 786 g |
P53 73414205 k2
C_Me L0624 285 34
BCL 2 5247 143 x )
3
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Tezts of Betwwa-Subijects EfMects

e peerrecdesit
Saurce Wanath F S,
Covtecied Modar  EBER 25250 i)
LMP_1 ke pog
EBMA_1 1& 640 RLi ¢
Fa3 15831 000
S_MYD 6551 001
BCL_Z 1 653 AT
Irfeseept ERER 69.887 | 00D
L{MP_1 xerr | o0
EBkA 1 78104 000
Px3 114538 LG
o_MYC 31.153 000
BOL_Z E7GT Q22
FELOMPK EHER &5 T JO0G
LME_1 10,000 00d
EBMA_1 18.540 oo
PLcs 15.8M RLLY
2 _MY 6.651 sl
BCL_2 1653 &7
Error EBER
LMF_1
EBMNA_T
PR3
C_MYZ
BCL_2
Todar EBER
LMP_1
EBNA_1
Pa%
C_NYC
BCL 2
Camected Todal EBER
LMP 1
EBMNA_1
P33
C_mye
Bl 2

a. R Squared = T {Agjusted B Squared = 241)
R Sgquarcd = 571 (Adjusted i Squamed = 514)
R Sguared = 113 (Adjusted R Squarag = G75)

- R Sguamed = 676 (Adpesied P Squared = S35)

A Sguared = 470 (Adfusted R Squared = 305)

! R Squared = 181 {Adjur.ed B Squaned = A7)

(=}

[ = N ]

Post Hoc Tests

KARSINOGENESIS KARSINOMA SEL..
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Cluster Number of Case

Multiple Comparisans
LED0
(] Cloaier [} Cduster Mean
Depardant Murribar af Miumbar af Gl e
'warable Case Case (24)] 510, Ertor S1g
EBER daster 1 Hasler 2 -35.33 7.0 000
daster 3 27.00" 674 wni]
ok nveksi 270" >41 Lkl
ool 26 BO* 510 [E ]
claster 7 craster 4 363 T L0 (i}
Jastar 3 53,33 A.7T1 RN
ok inveksr &3 13 .7 ELES
controd 62.83* T.50 Q00
claster 3 caster 1 -27 00 674 R0 LK
claster 2 £33 &1 Ca
bk iRk 0o E.SA 1,000
conbred -.Eq .74 S
Lk w2k caster 1 B rills o - ] (]
cAasier 2 £3.33* T.72 .00
ofasiar 3 1| 643 1.000
eoniral - 50 5.41 a2r
control caster 1 -26. 50 510 RO K
claster 2 57 B3 TEA R i)
clastar 3 50 6.74 2
tdk ifweksi L L I 527
LMP_1 clagter 1 daster 2 -24.00" TALS 003
cigsier 3 1& oo & 65 023
tdk inveksi 16 G- L ar e
corral g 0o 5.8 L0
ciaster 2 clastar 1 24 0= T.45 R 1K
clastar & 4000 E.od RuA 1
ke inweks 4004 TEG Rih I
coabmi N . 1. 743 L]
clagier 3 daaier 1 16,00 B 69 023
dasier 2 4000 RE rea]
1k WSy R i 483 1.000
cantral (4] 5 B4 1 003
Ik invaks clanter 1 -16 o0 o237 SO
clagtar 7 S lifrug T.66 R4 i
claster 3 0o 6.93 1000
iznkrel 0 LA 1 Q00
conbol claster 1 1800 506 Do
dagler 2 30 00 T 45 000
tase: 3 B 569 1 Q)
12K inve k5 4] 637 | 100
Based or chserved medns
5
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Multiphks Comparisons
LED
{1} Chusker LA Clusier I
Do praric et Mewridrar of Mumbar of Ciffarence
| Variatle Casa Case -} Std. Emor | Sig.
EEMA 1 Clecgtar 1 dastar 7 13,007 4.51 O
Claster 3 -23.00 4,08 000
Tk inwekcs T.00 325 R4
Gl 7.0 3.07 035
Hasber 2 clastar 1 13.00" 459 {1 ixy
clagter 3 10.00 524 055
I invaksi 20,00 L= L0
controk 20.m0 451 000
clastar 3 clasler 1 23.00* 4,06 0]
Hasiy 2 1000 524 15
Tk b kg 3000~ 4,20 000
GOl 30,00 4,05 00
telk Enveksi claster 1 -7 o 3.25 D0
claster 2 « 20007 454 000
Hasie- 3 =300 420 00
[ 0 i 1,500
canbral clasiar 1 «7.00" 307 030
cashar 2 -20 0 4.51 KK
Clagter 3 30 4,06 000
Ik ekl A 325 1.0
PE3 claslar 1 clagter 2 £1_.00 10.43% L0
Claader 3 =1.00" 937 1 %]
Mk invaksi -2 BB .5 TS
congol 168.00" 08 Q8
claster 2 clasier 1 &1.00" 10,42 000
Claster Fliding 12,16 {rir)
o irmeekEl 24,13 Tar: 00
T Ta.00* 10,43 L0
clagler 3 claster 1 21007 9.37 B33
e 2 e g 1210 R rr
Lk ey ekEi 1813 870 oM
cotral X500 B.Ar DG
bk ek clantar 1 289 75 T0%
chaster 2 S813 1072 00
daster 3 1413 =Rl 1] o
ool 20 83" T.51 a
Corrof classter 1 -8 Tog JHE
Claater 2 =10, 10043 RE L]
clagine 3 -39.00* 2ar 000
Tl e LYl V.51 D08

Eaged on obsarvad means
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Mutipie Compansons
LS
() Chustar () Clusier b2
Dapandcent umber of HNimber af Erftaremncs
Variabig Case Casa (-0 | St Eror | S |
[C_MYC claster claster 2 17.33 12.57 ATE
daktar 3 3 OO 11.20 S
bk ek el N 8.05 013
conbr 42.50" 854 A0
clastar Claater 1 -17.33 1257 A8
clash 3 16.67 14 58 L62
ok dnveksi T.29 1282 AT
Cortred 2517 1257 i
clanter 3 dadisr 1 =3 O 11249 05
clgaler 2 1887 14.58 JE2
Lk wreeksi -B8.37 1164 A2
i 8,50 11.29 A5H
Tk Eeksi clastar 1 -4 B3 B5.0%5 i
elazhar 2 - 24 1292 i
rfastar 3 937 11,65 AZg
control 1787 = 13 058
comr clastar 1 42, 50" B.54 D00
claster 2 -2EAT 12.57 J5
Llaster 3 5.5 11.29 L
tedk invekei 1787 2.05 058
BOL_Z2 clastar 1 clasier 2 3,50 H18 B2
dezler A =14, 0 135 [(EE
PN B e .00 589 S0z
ol 3.5 555 e
clgater 2 asieg 1 =3 53 814 LT
claster 3 -17.50 5.49 e
i irneafoli -7, 50 g.41 Afs
cofirml A0 B.18 1.000
clastar 3 claster 1 14O F.a5 DB
clastar 2 1750 .49 ars
bk ek 1004 T&1 R
oot 1F5a 1Y JLrgd
b ek cagter 1 4. 00 583 i
casier ? 750 # .41 Yy
Claster 3 -10.08 Fil-3 199
candral 7.50 L.50 _atd
ol dasier 1 KD 555 53
clasler 2 | B 1A 1.0t
claster 3 -17 5O .35 Q24
IR, irmpaks -7 5D 589 213
Eaged on ohearvad means.
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MuMiple Companzans
LD
S5%: Corfidence
{1y Clustar L.13 Cluster Iribg rwal
Mependant Numbar of Mumbar of Linerar Lpaer
WA e Case Case Biound Boured
EEER clastar 1 dastar 2 5166 -21.01
claster 2 13.23 40.77
1d¥ inweksi 1555 2804
canirgl 1604 as.4art
castar 2 claster 1 21.01 51656
clasler 3 45 55 Br.2
Lk snvexsi 4757 7314
corilrol 47,51 7815
clasler 3 clastar 1 -40. T -13.23
Claster 2 -81.42 4558
ik inveksi -14 26 14 26
renired -14.27 13.27
B inyekr clagies 1 -28.04 -15.96
clasier 2 = [ A7 .57
claster 3 -14.26 14.25
cantral 11 54 10 54
cartrol clastar 1 -3 91 -18.03
asker 2 ~TEAE 47 51
clasier 2 A3 27 14.27
S tdk inwek< -30.54 171.54
LMA 1 dasler 1 laster 2 39,21 & 79
ciastar 4 2,33 2967
ik inweks .04 06
Ceankigy SEY 258.33
clastar 2 clasier 1 i L |
Hagler 3 22.33 A7 6D
12k Inveksi 24358 b5 54
b 2473 So.21
dasier 3 claster 1 -9 ET -2.33
clagies 7 -5 BS 2235
ki prieEds) -4 15 14.15
. coetrod 1387 1167
rodk ik alaster | -26.55 -5.04
claster 2 -A5 B A4 38
galer 3 -14.13 14.15
T -1 98 10.%6
contral dasier 1 5,33 -BET
oastar 2 -E5 2 -24.749
dlagter 3 -13.67 13,67
idk inwehksi 1095 15] B
Ba=ra on obsereed means
B

DISERTASI
KARSINOGENESIS KARSINOMA SEL.. THERESIA INDAH BUDHY S.



ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga
Mukiphe CommEa nisons

LSO
99% Confidance
£] Cluster [J} Clustar . nleeval
Dapendant Number of Murmber of Loweer Uqppes
| Vanatie ase ek gapnd Bownd
EEMA_1 clasier 1 daster 2 2223 -3.7E
daster 3 31 78 4 7F
1tk inveksi S5 13.54
cankrof L] 1326
clastar 2 Jasler 1 3.78 2227
clagter 3 -20.63 69
tdk inweks 10,52 259448
control 10,78 25X
caster 3 cagler 1 14.72 A1.28
clasimar 2 =58 20639
bl kol 21.473 3857
oot 21.72 28268
Lk ik olaster | -13,E4 - 35
elaster 2 -25 48 -10.52
cAaster 3 -38.57 -M.d3
ool 564 b bd
cantral clagier 1 -13.26 =74
clasier 2 8 2T -10.78
clasiar 3 AET7R 21,72
bk wegki g £ .54 5.584
=40 clastaer 1 dastar 2 o iy ] 3571
clasiar 3 -0, 14 -1 B5
Tk inwaks) 1822 12.47
cantms 153 3247
aster 2 ciasher 1 4.7 8224
dasler A 15.29 .7
ke inEekoe 25 73 BQ.03
Iele g ige | LT 100,23
cfacster 3 clastar t 1.B& 40 14
Hasgter B4 71 15249
tedk ks -1 E8 3703
Corired 19.B& =014
tdk inveks daster | =12 47 1922
cdaster 2 At 03 -36.22
clastar 1 Ara3 1.68
ool R.E3 36 .22
Cariry casie 1 o " ¥ -3.53
clastar 2 -100.25 -5T.
cdagter 3 N RT -14 65
bk irmvemtesi -33.27 -5 53

Based on observed means.
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Mulipla Compartsans

L&k
5% Canfidence
(I} Chuster £y Cluster Interval
Capenidont Number of Mumbar of Loorwear Uppar
VYariabig Casg Caze Bound Bogung
C_MYL clasierl Claster 2 -A.33 43.00
daster 3 10,84 a7.0e
Kk inveksi 513 £312
controf 2507 50.83
clastar 2 clasier 1 w300 £33
cdastar 2 1311 46 44
ATk 1w ek -9 10 33165
contrial =50 5083
aster 3 clasier 1 5708 1054
clasier 2 A5 44 tiIR B
[dk mweks) -33.25 4.5
Canirol -14 55 31.55
tdk drweks elastar 1 4312 <513
clasher 2 -32.588 1910
clasier 3 21450 3325
coyriral -B2 2837
contrml Cagter T = 53 2547
aster 2 5083 .o
olaster 3 -31. 5 14.55
Lk ok 3T Bl
BoL_2 ofastar 1 clastar 2 -13.20 2020
olaster 3 St k| t.01
1% invaksi «15.03 B03
cenmf -7F.54 14 .84
Siasber 2 clazter 1 20 F0 1320
tlastar 3 -5 BT THY
ok inwek= -2ET 967
cntral -18.70 16.70
claster 2 clasier | -1 2901
cazter 2 -1 87 36 87
Lk, irwmigs) -5 53 25563
SOniTed 244 a7 51
Ik ek claster 1 -B.03 1E.03
clastar 2 BT f4E7
clagiar X i g 1 B.E3
contred ~4 53 1953
cenbrol laster 1 -14 84 ¥.84
daster -16. 70 15 T
clagier 3 -32 .51 249
Ltk ryese -19 %3 4 53
Based on ghserved means

" The: mean driferenca 15 sigmifican?t atihe 95 lewsl,
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Discritinant
Anglysis Case Processling Summary
Lirnwscahied Cases N Permeni
Wahd a5 HILEAE
Eacuded  Miszing or out-a-rangs greup codes 0 ¥
AL keasl one missing JiSSminalog vanabe | ¥
Both missong or c_-ul:-::-f_—mn-;e_l Qoup codes and f &
ab least one Mning discrumindlng vanghle
Tcial (8] A
Total 25 | 100.0

11
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Group Stabintics
Clusiee Humbser of Casa _ idmpn Shd, Deviation
clasiar 1 EBER Zron 1823
LMF_ 1 18.00 201
E8MA_1 7.00 11.60
a3 10000 2424
C_MYC 44,00 27.57
acL_2 350 G 44
dastar 2 EBER £33 2067
LMF_1 A0, B 1000
EANA_1 20.00 10.00
psa S04 1 3
MY MET 20.82
BCOL_2 1 4] 00
clasler 3 EBER A0 .0l
LMF_1 v e 1]
EBMA, 1 30,00 i1
PE3 404K 14.9d
C_MYC 10,00 11.55
acL 2 17.50 3500
ok irnedkcsi EBER 00 Jod
LMF_1 00 i i
EBMA, 1 D0 iy
P& 21.88 15.14
C_MYC 1433 1972
o 2 750 4.63
Gl EBER 11 4 .1]
LMP 1 D R4
EBMA_1 L0 00
P53 A0 00
C_MYC 00 00
BCL_Z 100 4,1
Tt EEBER 1328 X239
LMF_1 2,00 i6.21
EBMA 1 T4 1262
P53 214 2024
o_MYC 20 68 2483
BCL 2 471 12,85
12
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Group Stathtics
Valid N (kanedza)

| Cluster Number of Case Limwsighted | Yeéghisd
clasler 1 EEER 10 10,000
LMP_1 10 10.000

B 10 100000

P53 i0 10.000

£ MYs 16 10,000

BCL 2 10 10,000

clg=ler 2 EEER a 3,000
LMP_1 3 3.000

EBHA 1 e 2,000

P53 3 3.000

E_MYC a 3,000

BCL 2 3 3.000

casiar 3 EBER 4 4.000
LMP_{ 4 4.000

EBNA 1 d 4,000

P53 '] 4500

£ MG 4 4,000

BoL_2 4 4.000

1ol Iovyaks| EBER 5 B000
LMP_4 8 2,000

EBMA_1 A 20004

2% B 8.0

C_MYC a 8000

BCL_2 B 8000

coantral EBER 10 10000
LMF_1 10 10,00

EBMA 1 10 10.000

pEa 10 10 000

C_MYC 10 1000

BOL 2 f0 10,000

Toial EBER 5 35,000
LB § a5 35.000

EBMA_1 5 3% 000

P53 1 A% 000

C_MYC 35 35000

BCL 2 35 35.000

13
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Testa of Equality of Group Meang

KARSINOGENESIS KARSINOMA SEL..

THERESIA INDAH BUDHY S.

Yika
Larribda F dr o2 Sig.
ESER 2 25200 4 4 00
LIAF 1 429 100000 Fl a0 D00
EBNA 1 PE7 16840 4 30 000
P43 a3 15,621 4 30 000
C_MYEC 5350 6651 4 30 001
| BCL2 _aig 1,653 4 20 187
Paokd Within-Groups Matricas?
EBER LMF 1 EOMA 1 P53
[Covarianca EBER 1249972 30887 -39 857 87.833
LM# 1 30,657 | 120.000 5253 -5.000
EBMA, 1 -39 657 3304 47.000 89.000
F53 £7.833 -8 000 £5.000 250095
C_MYG 18,472 =34 EGT 57,533 2 R ]
BCL_2 B.500 -18.857 3187 32417
Coamilation ERER 1.004 -2 - 500 - 347G
LMF_1 -233 1.000 A20 —{M5
EBMA_1 - 508 20 1.000 B35
P53 - o L a2% 1.000
C_MYE - 0as _ 161 438 an
BCL 2 1) - 133 - 037 165
14
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Paoled WithineGroups Matrices®

C_MYC BCL 2
Covanange  EBER -t8.47F R e
LMP_1 -t 6A7 -18.E657T
EThA 1 .30 -3 167
P&3 DE.97E Az 417
o MYC Jod 355 E417
BOL_2 -H 417 L Wl H
Corelation EBER - RS S
LMP_1 - 161 - 133
EBMNA 1 4313 - LAT
Ph3 321 1G5
C ML 1000 - 038
BCL 2 - 036 + L]

3 The coargnance malnx g 30 degrees of feedom

Covadance Matrdces®

Cirster Humber gf Gase EBER LMP 1 EEHNA 1 P53

Total EEER 501,247 214.118 34 BEd 235.399
LMF_i 214,718 263.529 52.541 182.253
EBMA 1 B B4 £2 a1 144 538 219532
B53 23E 3% ] gLk 219 538 £3&.659
C_MYC 197 101 o 824 TO.1Eed 191 392
BCL 2 -24 181 -18 624 31513 51,567

KARSINOGENESIS KARSINOMA SEL..
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Covariance Matnces®

Clughr Murnber of Cate o MY BCL 2

Total EBER  § 187101 29181
LMP 1 o6 B4 36,024
ESMNA_Y 70.168 3513
P53 191 492 81,860
£_MYC BDE.58T 5571
BCL_2 8571 | 166,002 |

8. Tha ttal covariancs matic as 34 dagrees of npedom.

Analysis 1

Box's Test of Equality of Covariance Matrices

Log Detérmmants

L

Chixtar Mumbae of Cage Rank gﬂl&l‘li.l'?l'lﬂL
Jakby 1 5 2323
clagler 2 = b
Hasler 3 r _bl
1tk inwaksi b .
contrd a A
Pocied within-grougs 5 >).783

The ranks and nalura keganthmes of detarminant prnled
are hoas of Iha grooy Cvariancs matrioss.

d. Rank = 3
E. Too few Casos to e non-smguiar
C.oHank < 4

d. Siular

Tant Rasupa®

Teats mlf hywmem:ﬂuqmlpn;mmmm
4. Mo test can be parionmied with fewer Thon two Rohnut” groun covarlancs Matrios.

Stepwise Statistics

15
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Variables Eotered/Ramayad®0.od

WWiiks' |Lambda
alep Emlersd Stalissc L ot a3

1 FRER 223 1 d 30.000
2 EBHA 1 250 2 4 30,000
3 Pa3 023 3 4 ;!' 30000
4 £ MY a1 4 4 L IFLELE
5 LMP 1 007 5 4 S0, D00

Al each step, He variable that minimizes P averad YWilks' Lambada 1s entered.

Yasiables EnteredRemoved®H=d

Yeilk®' Lantbda

Exacl F
Ctep Siatanc it ofZ =ig
1 25290 4 000 A0
&5 337 B 5000 K

1
-
1

I
Af each step e vanable thak monimizes te cverzll YWilks' Lambda 15 eniered.

h B b kg

17
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Varnables EmteredFemewned®Pod

Wilka Lambda

Approximale F
Step Shatskc a1 df? Sig.
1
2
3 19. 761 12 74373 K1)
4 17417 16 A3 124 00
5 15 139 20 87.182 000

Abeych step, e varnaa ihat minimirzes ta coeeral Wilks' Lambda 13 enlersd

a. Madmum fumber of steps s 12,

b Mamym significance of F o anter is .05,
2 Minimum significanca of F to fmave 15 10,
d. F kewel rerpraee, or WM ngefficiznt for fucther computation.

Varables [ e AnAlyEis

Sig. of Flo Wilks
Seo Toleranca Ramowa Lambda
1 EBER 1,000 00
2 EBER T4z R4 28T
EBNA_1 Jaz .0 24
3 EBER: Rt 18] J07
EBMA_T a2 00D LT3
= Eqr [0t Rl
L EEER 713 00 D50
EBNA_1 Ad5 LI a2
P33 .58 i ra) 035
EiM"r’E ITH Qv 1) 23
& EQER EHS R 24
EBMNA_Y A7 D0 027
Fo3 &3 .0 Reh L7
C_MYC T47 A L3
LA™ % ATT a1z 071
18
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Variablez Mot In tha Analysis

M Sig. of F Wiks'
Simp Tolerance | Tolesnce 1 Eirrlas Lambds |
o EBER 100 1.00G 000 208
LMP_t 1.000 1,000 000 A
EBMA_1 1,000 1.000 000 287
P53 1000 1.000 000 ax
C_MYC 1.000 1.000 00 530
BCL_2 1.000 1.000 ABT A19
1 LMP_1 B3 243 006 1432
EaMa, 1 42 T2 .0no a0
Psa 858 sy 0 075
C_MYC 2493 903 00 128
BoL_2 B5E o 27 A8
Z LMP_1 LT T M7 e
P53 Ao Sz ey B
C_MYS 783 Ak D0 S5
BCL 2 906 T T 043
3 LMP_1 s 507 018 015
S WYE 778 245 oy 011
BCL 2 s 50 256 018
4 LMP_1 BTY FrT) oz 007
B _2 032 438 272 g
5 BCL_2 24 A25 AB1 08 |
Wilks' Lambda
Number of
Step varfabias | Lambds il 4z o3
1 Y i 220 1 4 30
2 2 80 2 4 30
;| 3 G623 3 4 30
4 Fl o1t d ¥ 30
5 E 007 5 4 3
15
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Wilks" Lambga

Exad F _

Siep Stabstc iyl df2 =i

1 25 290 4 3000 | 208AEL8
e 253 & 53 00 | 2 ALSE-16
3

4

5

Wilks" Lambda
Apomuimale F

Siao Stanslc gri dtd Sig.

1

2

3 13,76 17 Jd 373 | 1. ZE18
4 17417 1E 231,124 | 3.B85E-20
5 15 1349 20 A1 82 CiCH]

Summary of Canonical Discriminant Functions

Elganyxiees
Carameal
Funafion Fuge-n-..-a.lue Yo m Yarance | Cumulrhve H Carelahen
3 11.85494 ER - 15 S50
z 3 5149* .2 2T Bh7
E a5t & 554 B
d =My 15 1041 0 455

&, F =04 caromcal discriminan] nducns wee ysed o he analyss

W¥ilks" Lamdnda
WIkS

Tesl of Fungtyand s Lambda L.hi-squars (i Sz
©oMigegh 4 v 144 B4 H (H
Z1rrough i 151 549 049 17 ]
a4 405 20 207 . 3

1 752 & r55 2 034

2a
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Stapdardized Canonkcal Discrminam Fursction Cosfficlants

Fncticn
1 2 3 4
EBER §.040 -7 75 -A2T
LMP_1 534 A4 0587 - 205
EBMNA 1 A2 -1.323 B -0oa
P&3 A 418 12 451
[l - 030 T4 62 B
Structure Matnx
Funiction
1 F4 3 4
(EBER 5Ok FrH 180 - A53
LMP 1 A A5 .o7a =280
EBNA_1 &g - Bl 1* Add a15
BLL_2 063 oz8 =219 .0ET
MY 449 k| 525 80
FE3 D58 = 376 - 525 T3
Prsrimd withm-{reaupes corimations bahweaen dipcriminating varkstdes ard standandized
-l chncatmanant funch

Yarlablas ordemd by ahsobuta size of cormlaton within function,
*. Largest absolrta comelaton batwesn pach varfable 40d 2y discriminant fncion

#. This variable nod ussd e anatysls.

Canonical iscrimines Furction CosfTclamts

DISERTASI

Funchan
1 2 3 4
EBER 5 = 100 15 - 20
LMP_1 a7 038 i) 020
EBiA,_t 062 - 1853 OBt -at4
P53 033 e - 055 R1Fatd
C_MYC -1z e 013 033
{Constart) -2.727 - 247 . 131 - B08
Unsandardioed coelficents
21

KARSINOGENESIS KARSINOMA SEL..

THERESIA INDAH BUDHY S.



DISERTASI

ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga

Funclions at Group Cantroids

Furction
Chsier Numter of Case 1 2 K| 4
clasiar 1 1. 480 1070 1227 22
clasier 2 L= S HH -1.420 ~ 372
clastar 3 A2 =4 Sl 234 3
bk miwEkid 21038 1.087 =935 580
contr -2 551 - 165 - 141 -E32 |
Unstardardeed canonical discrimnant furnstieds valuated 3k greup maans
Classification Statistics
Clazsification Frocesalng Summacy

FCaanod 25
Exchaded ktizzing or cut-of-range 0

group crsdes

Al eds] o Mmissing a

dizzriminating »ariable
ged it Cutpud K5

Prior Probabilities Tor Groups
{ases Used in Analysis
Clrater Mumber of Casa Priar LIrrwriig b Wigighted
clastar 1 L H 10 10,000
clastar X L2 K 3.000
Haster 3 2] 4 o 00
tak inwaks vl 2 £.000
Canhed 204 10 10.000
Total 1. 000 a5 ECNA L
Classthication Funetion CoetThe et
Thasher Nurmbesr of Case
clastar 1 caster 2 caster 3 tedk inwaksi ol
EEER 373 1.897 2o G111EQ3 | 3.32BE03
LMP_1 it} o | A TRTEO2 RO9FE-QE 1 3 ArAE-0]
EBMA_1 118 =] 1057 -4 | -5, 27 7EDZ
P53 108 485 | -3 AF9E-L03 Jdde | FABYEL2
C_MYT 116 | -3 213E-LR 129 | GETDEDZ | 4882502
fCanstard) -12 585 S0 655 -6 EB2 | -3.8748 -1.5148
Fisheos mear g scaminan! functicns
22
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Classification Reauttsts

Prediciad Canup
Chistar Numper of Case claster 1

%

Clarbi 2
clysler 3
tdk sl
canr

“a daster 1
clastar 2
claster 3
L bk

Qi@ o oo o

&

Cioas-vakdaiad®  Count  claster 1
cigsler 2
claxier A
tebh; Wy eksi
[ ylp ]|
O chastar 1 5.
clgster 2
clasier 3
etk imyeshesi

oo walobhocoalreowe

coooaleacoalacoa o
—
E_n.

.. WD

a=en

[+

22
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Classification Resulte®~

Fredicded {roup
Cluster Number af Caze Claster 3 ik inwveksi
CHiginal oent  clasierl
dHasier 2
daster 3
1k wrowetkisa
contrmd
¥a aser 1
claster 2
claser 3
fdk inweks
ol
“Emrss.- valdated® Count  olastar i
daster &
oaster 3
1d& inwekse
crankro
e clarslar 1
clagter 2
dagier 3
tdk inveREi
te 3 phigall

[ =]

Sojloocranlopoooleao koo
th
Fa

-
. .. 9 .
DwmOa Qo wrnoa|tiho D ofama o —

rd
o

g
=]

o
o
Fad

(]

2d
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Clasaitication Resultsbs
Fredicted

Chusber Humber of Case contml Tmal
Onginal ot clasier 1 a 10
clasier 2 Ly 3
clasier 3 [ 4
tdk anwaksi ! 4
CAHHre 10 10
U claster 1 | 1000
oastar 7 A 100.0
daster & .0 100 O
{dk inuaks ar.5 100 G
el 1004 1030
Cross-valdated Count clasier 1 o 10
clasier 2 ] !
dasier 3 0 4
1dk inveks 3 H
e gl [ 11 10
Fa claster 1 0 100 0
clasier & il 104 4
claster 3 R 10HL0
tdk irvEksd ATh 100.0
ST 104] 100 0

a Cross validation is c'one only for those casex in the anahysis 10 oross vahdahon, sach case
is daszified by the funicn= derved from al cases offwer fuan thal cagas,

a. B8 B of origirwl grocped cazas comecty dassdfied.
¢ &0 0% of cross-vahdated grouwpad Sa5es Ceredlly cassifud,

General Linear Model

Hetween-Sublects Factors

Walue Lokl M
Ciastar 1 claster 1 10
Mumber g clasler 7 2
of ask a clasier 3 d
4 Idk Aveks a
] sgniral [ 10

26
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Dascripthe Siathatics
Clusler Number of Cass Mean Shl Deviabion H
FIEBER  casier 1 10.0710 EaZ14 10
clazisr 2 84.4100 21.1705 a
claster 3 000 a0 4
topk irmemksi D000 D000 a
cantral D000 00 10
Toal 535900 19,0250 35
"PILMP ctaster 1 38040 40070 10
ctaster 2 21 .6400 £.4100 3
claster 3 0000 0000 4
Kk WAk 0000 L0000
contol 0000 0000 10
Tovlad 29703 55545 35
PF1EBNA, clagter 1 3 1.3450 10
clasler 2 10,0800 5.0400 3
Clasier 3 51,5800 00 4
ok s ERC OO0 a
e 000 o000 10
Tatal 47029 10,2755 as
P1P53 claster 1 2.0520 26184 0
clastar 2 Aag BO00 J0000 3
chastar 3 - 1400 4. FEOE 2 Fl
bk inwaksi 32375 22354 ]
el 0000 0000 12
Totz! 46384 108277 a5
PIC_MYC  ciasier 5 10403 31979 10
clagier 3 - B5E(0 58D
cg=er =1, 2600 14548 4
e ek F2E2s 13153 ]
contral 0000 0000 1d
Total 1.5384 2.0243 35 |
Muttivariate Tests®
Effpct . - Wi F_ | Hypottmsis of
Inercest Pillyi'a Trooa a2 B2, 27 5.000
Wik Lawmibda .ons BE82.27 2 5.000
Hotedirgg's Tracs 127.380 ea> . 500G
Ray's Langest Root 127 380 BRZ P74 5.000
KELOMPOH  Fida's Trace 2,767 13,003 20,000
Wiks' Lambog 000 3,014 20.000
Hataling's Trace T 245 340 20,000
Rioy's Largast Roat 137.459 FET 283" 5.000 |
%
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Mu tivariate Tosla®

Efferct Eror of Sig
Irile gap Fillars Trace 26.000] 000
Wilks' Lambda 25 000 SO0

Hatelluvg's Trace 26.000 007

Reoy's Largest Roat 26000 00

CKELOMPOK  Pillacs Trace 116.060 D0
‘Wilks Lamb-da AT 182 G0

Higdelling's Trace GH. 0O 0o

Roy's Langes! Rocl 29 D £

4. Expol stabsic

[ The statistc is an uppes bound on F that yvields 3 keser Bound on the ssgninicance leyil,
C Jesign: Infarcep+EELD W POR

Tesk of Batwren-Subects Effocts

Typed ] Sum |
Sdurcd Dapanddnt ¥arakln of Squares o Mean Sguare
Correctied Medel  P1EEER 1Cbg1 . 1552 4 74T 7RO
F1LMP 1248 4g08 4 Mz 123
P1EENA 353 &5TE d asd, 364
Fi1F53 el b L ] ora. 32
__PiIC_MYC 199 SEEY 4 49 A57
interce ot PIEBER 607 583 1 B107 65A
P1LMA 710 244 1 718 344
F1EBNA 1584 043 1] 15604 (3
74 P52 127 182 1] 2127.182
P _MYC 20,234 1 0 235
KELOMECIE FiEBCR 109591155 4 £T47 TEL
FiLMP 1243 450 4 212123
P=EEMA 3521 457 4 BEL 254
=ER=LK 3060 453 4 9472 3623
P15 _MYC 1939, 585 F a4 Ba7
Erar ~1EBER 1115162 Ely) 23335
F1LMF 75247 an q917%
F1EBMA &7 bES | 2276
PiP53 o5 69 an 3223
PiC_MYC 141354 K| 3713
Tatal FIERER 14779 358 35
P1LMP 1532528 35
PIERNA AW EIF | 33
F1F5a ERuch: nr 25
PC_Myis 193 812 35
[(Comeced Teta  PAEBER 12306 118 Tl T
P1LMP T53% 737 3
F1EBRNA 1536 542 H
21753 386143 34
I MY 310 9AD 3
27
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Tests of Bitwoan-Subjects Effecta

S Dapandent Vaciable F Sig.
Comected Modal  PIEBER B2 678 D00
FILMP 34019 D00
F1EBNA 303 G 000
F1P53 3071645 00
PiC_MYD 13,435 i
vt oot MEBER 1300322 _0oa
PILME 78794 o
F1ERMA, aey 52 00
P1P53 BA0.0C ey
PIC_MYC 5,451 026
HELCHAPOH, PiERER azeMq JH00
PILMP 54,018 DI
P1EBNA 505 504 00
F1F53 101 855 D00
FAC_MYC 13.438 000
Emor FIEBER
PILMP
P1EBMNA
2} [k
PG MYS
Tt F{EBER
PILME
PEBNA
F1P53
PG _MYE
Comected Toll | PAERER
FILKP
FLEBMNA,
PtP53a
PIC_MYVC

a. 7 Squared = 893 (Adjusted R Squarmsd = &79)
0. R Squamd = 815 [Adjusted R Squared = 795
c. R Sguared = 981 (Agjusted R Sgquared = 070
¢ R Squared = 975 {Adjrsted R Squamed = 871)
2. R Squared = 642 (Adustad B Squared = 504)

Estimated Marginal Means

28
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Lt Mot of i
rdent Vanabds  Cludtky Numder af Casa [ F Sid. Evror
PIEBER casier 1 10.071 20504
caslar 2 B d10 2823
claster 3 -4 JATE-19 3311
1 icrvakosi fia0) 2341
ol i Q00
FiLMP taster 1 3.9 953
clasher 2 21.540 1. 744
claster 3 -1,972E-31 1.515
bk ks 1,972 1.0M1
control fo10) 000
[ F1EENA dastar 1 B2 FEE
clagher 2 10.080 Ba3
claster 3 31.580 748
Ik inwelks: -7 BASE-3 529
i jlapef LU ] D00
P1Ps3 clasier 1 2052 558
daster 3 30,604 1.097
clastar 3 = 140 _g38
1, irvwakEi 1.23%8 B35
ot A0 68
P1C_MYC claster 1 5104 504
tlawdler 2 « BEH 1113
claster 3 1 280 963
telke Wnesksi 1292 £81
ool A0 00

29
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Clustar Mumber of Cats

5% Coafidence merval
E%ﬂ! Waridble ohigler Mumber of Case Liiramty En_n.md Lipper Bolmgd_ |
P1EBER claxtar 1 5105 14,347
claster 2 =5 a0y 72217
clanter 3 5,751 & 751
Tk inweksi -4 781 471
contrl o | 4273
FiLMPF clasier 1 1. 848 &850
clasier 2 18 068 25,212
claster 3 -3.05% 3.053
10K irveksi =2 187 z187
conbred -1.555 1958
F1 EBhis clastar 1 =154 1178
clagter 2 8317 11842
Sazier 3 30033 23047
tdk nvwkEi -1, 1,060
cantrl - 9GS JBEE
P1Pa3 claster 1 A53 2211
claster 2 B3 40917
claster 3 -1.873 18693
telk irvaksi 1041 4574
coninot -1.152 1.167
PIC_MYC clagler 3,550 G40
claster 2 <3128 1416
clastar 3 -1.278 08
bk inveRsi A, G05ELTE 2684
ool 1237 1252 |

Post Hog Tesis

Cluster Number of Case
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Mutipds Comparisons
LSO
Mazn

L} Chuster (J1 Cluster Cefimrence
Demm Wanabl& MNuaber of Caza Blumber of Caze e} S Ermr
FiEBER caster 1 claster 2 -5 3300 43585
clagtar 3 10.07 10" 391N
Tk inveksi 10,07 10 3. 1407
comtrod 100803 29410
clastar 2 clasler | d 360" 4 3585
cla=ter 3 B4 4100 5. 0669
tdk irneedes; Bt 4 10X 4 4825
coankrol Gl 407 3" d 385
clasber 3 clxster § A 0710 201
Hastar 2 £4 41000 5.05&R
Lk inwaksi .0Oa0 4 (0545
ot 2 BEAOE-T3 391
1k invaksi dazler 1 -10.0rige 3. 1407
claster 2 L4 4106 4 A825
clastar 3 e L 40548
conld 2 554 0E-02 34,1407
Laribesd Slasier 1 = 10000083 29610
cesier 2 - 4r a3 4 2585
aster 3 A 6403 a2
1K inveksi 2 ERAE 3 3. t407
FiLMP tlaster 1 clastar 2 -17. 7380 10530
claster 3 3,500 1.7920
bk rvikksi 3 040+ 14358
ool 3 5040 13546
ciagler 2 clasier 1 171360 1.535933
clastar 3 21 600 23134
bk, irmeeksi 21 BA0O" 2.05ar
cormr 21 B0 1.9939
clastar 3 Claster 1 -3 4 1.7920
clasier 2 -21 8400 2314
1o imnw o DG 18540
czAkro 000 1. T
Ldk inveksi Lot 1 35040~ 1.4364
Claater 2 21 EA00* 2. 0807
claster 2 D00 T.5549
carral 000 1 4368
conyrel ctasher 1 -5 9040 1 3545
claster 2 21 Eanr 1.9924
claster 3 AI000 1,782
1k nwe ks LHN 14258

Based oo cbservad means
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Multiple Comparnzons

LD
[ !
Mean [
U] Cluster [ Llusier Cxiferance
Qepandart Warake  Mumber of Caso  Murnber gf Case 11-J] Sl Emor
E1ESNA clzstar 1 castar 2 =0 hega- U:EF
daater 3 -30 74800 .Ga4rT
1dk inveksi A1z0 7093
cantr g124 BLRE
claster 2 cagier G 2500 L
claster 3 -2%. 48001 T 421
ok miweksr 10 paca- To124
conirgl 0. 0ECO* HiBda
~plagter 3 clastar 1 30, 74B0" B84 7
clastar 2 21 4 00" 11421
Igk inweksi 31,5600 9157
carbo 31 550" ARL7
Lk 1nvaksd crasier 1 -&1x O3
clagtar 2 1008007 10124
claster 2 -311.5807 A157
control OO0 TO%3
ceneral claster | -1 20 SERE
clasier 2 - 10,0800 b
clasiar 3 a1 56007 | A847
Lok INyERS) LWL a3
r1P63 castar 1 claskar X -36. 7a8T 1.1214
claster 3 219267 10621
bdk irveksi -1.1385% A5G
- contml 2048 QL2
claglar 2 aader 0,740 1518
clastar 3 2H G0 13712
Lk, 10y RS A5 5E0L5" 12154
conie A8 a8 1 1818
claster 3 claszter 1 219207 10624
siaster 2 RS0 1ATI2
1dk inweks SAATTET 1 0534
kg - 1472 10621
Lk ineeks daster 1 1. 1855 BES1E
claster 3 -33 9825 1.2134
claser 3 3ATTS * a9y
- coatrel 32303 A31E
Cantic: asier 1 20448 BGZ |
Gdstar 2 38 TOEE 1138
claster 3 gdar2 1 2525
e, irveks| -3 23723 Bo16
Hazed cn observed means
a2
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Multiple Companaona
LD
M

(I} Chusler () Cluster Diffarenca
Dapendent Vartable Wumber of Casa  Humber of Case f-J} Sid. Emor
P1C_MYC claster 1 claster 2 5.9600°" 1.2685
claster 3 5. 2540 1.14K]
bk tnveks 3Ny 2140
controf LN _BE1R
Clagter 2 Claster 1 -5.89600™ 1.2685
dasier 3 A 14717
1 invy Bk 21483 1. 35
carmral -86721 1.2885
castar 2 claster 1 -5 2640 1.1
claater 2 = 4040 14717
bk wrwerksi -2 SEI3 T 1800
SOl 12673 1. 1400
LK rveks chastar 1 G811 S140
caster 2 21483 1,3045
clastar 3 552" 1. 1800
conbrod 1 2850 4
s pred clasder 1 -5 CaeT -B5ig
daqler 2 Baas 12685
asier 3 1.2673 1.1484
Ik irvaksi -1, 2850 2140

Baged on observed mEans.
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Multiple Comparizons
LEO
R
Confidence

{I] Clustes {3 Cluster Inluval
Dependent Yanaie  Number of Casa  Nuriber of Chze Sig. Lowar Bound
P1EBER claster 1 claster 2 Ot 3 2403
dacter 3 05 240712
bk ifweksl .0ad 18560
conered Go? 40211
clasler 2 cdaster 1 RLEA| 454377
claster 3 S0 = Rul
Lk yweesr 00 53,2555
oagtral 00 55 5060
aser 3 daster 1 15 -18.070A
caser 2 o0 F4.TE7E
¢k irvaksi 1.0 -8.2805
couingd oy -A.0024
[k inveksi claster 1 A0S -16 4341
claster 2 Rk -7 BE4S
clazier 3 1.004 -B.2H05
soniral Rl %5 41ET
cantral ciastar 1 02 -16.1136
ciastar 2 Lo <73 3088
daster 3 .899 -F.B9M
[dk inweksi A% S411d
P1LMP clasler 1 = sler 2 00 -21.80&2
clastar 3 Qa7 2443
Ik, rawems 1R I =
cardr Lo7 | 11375
Lastar 2 ciaster 1 .04 11E5E3H
clagber 3 ] 6. 9153
rdk inweksd RLE ] 17.4520
caakic (1] 17 5578
clasler 3 i sl 0arT -TEE3T
cdasiar LM =25 3edT
Wk 1A ek 1.000 -1 7882
condrol 1 0O -3.85a7
de inveks clastar 1 ait B EgS
3 sler 2 000 25 83e
clasier 3 1,000 -2.7882
rripl 1.000 2 EIAR
condral caster 1 oar - hal
claster 2 000 -2ET122
claster 3 1 004 168537
tdk inweksr 1 OO0 -2 9343

Rased on abnered Tears
4
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Miiltipha Compansons
LSD
F5%
Corficenca

{l) Cluster {4 Cluster Interval
_E_ealch‘d\l’iﬂaﬂl MNumbar of Casa  Numbaer of Case Sy Lo Botund
1EBHA castar 1 clazier 7 000 11,2784
claxter 3 008 -2 Bl
b ks 281 = BhG
exrirod 3 - 5E3R
clanter 2 clanter 1 _Dod T.2378
Clggim 3 Jon 238125
ok ki 000 8.0124
conire ity #0558
chastar 3 claxter 1 000 20,0412
claster 2 Do 18, 147S
ket drrwnpdont D00 20,0898
ol 000 29752k
Tefi Imbliai Center 1 iy 3| =2 2508
clgplar 2 J000 =12. 7478
clagtar 3 Doa -3 4317
eyl 1,000 =1, 45
conbl clapter | S 217
Claater 7 00 =12 (el
clasisr 3 A00 =23, 3568
0 rvvakis 1 000 -1 LA
P53 chastar T claster 2 oo =35, 1815
chaster 3 48 2291E-02
Lk vk R =2 B4
ol 16 <051
dasber 2 clanter 1 00a T g £ L
clasiar 3 D0g 38, 1207
10k ek o0 230003
Convhne 0o k!
claater 3 Clasier 1 fivT] 43611
claster 2 {r oy =11, 7402
Tk rmnalcad 04 5827
T B -2. 3153
bk drmverksd Clastme 1 Av4 = 5538
clmrher 0030 DAY
clasher 3 0 11323
contml O Td812
coeiod claster 1 Meé& =3.5045
ot 2 00 41 2064
castar 3 a9 20019
B : e b 001 4. 6895

Basad on ohswrved maans.
35

KARSINOGENESIS KARSINOMA SEL..

THERESIA INDAH BUDHY S.



ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga

Multiple Companaons
LSO
95%
Conficercs
{11 Cluster {d} Clostes inlerval
| Dependent Variztls  Humbar of Case  Number of Casa Sig. Larwer Boland
PIC_MYC clastet 1 claster 2 [ i) 33654
daster 3 ' R i 40358
(% intveksi L 19450
oo A0 3. 3368
dlastar ? claster | KL 5 5506
clastoer 3 . =2 EOT
bk Wi ekesi A1a -1 B2G
corirod S -3.4339
claster 3 Glaaler t 000 - 5522
clasier 2 TBE -3A08T
Tk ineaksi frkis] -4 0527
caanired 278 -3 5945
tetb ks cJasher 1 . OO0 ~5.6T5d
claster 2 A10 - 5159
clacher 3 Rik 1424
corbrs 17 . 5347
conkred Claater 1 00Q -G BEAT
clastar 2 B -1.727
claster 3 215 «1.0604
1K imveksgi 174 2157
Bazsed on obzerved means
3
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WMulipla Comparisans
LS5O
A5
Confldenca

{1) Cluster () Chuster Inbareat
ent Vaniable  Mumberof Cass  Number of Caza | Upper Bound
F1EBER claster 1 Llasier 2 A5 4377
glaster A 18.0708
Tl e se 154851
oot 14,1156
claster 2 clazier 1 53,2407
claster 3 T4. 7378
1k irneaks| 735645
corrod 733085
clasier 3 clastor 1 20712
clastar 2 -5 0514
17k inveksi B.2805
con T.oeTT
Tk ek i el ator 1 -3.5559
plagter 2 -B5.2555
clasier & 82805
control 54114
o clagtar 1 £ 0211
daster -5, SO0
clastar 3 50024
I, |rweeksd & 4187
(F1LMP clastar { caster 2 13,5838
claster 3 T.REAT
Lk Wtk 68383
Lo B.E70S
claster 2 cagler 1 21.8082
clagtar 3 28 BT
Tl iR s 25 8280
e | 251122
clasier 3 clanter 1 -.2d43
claster 2 16,9153
bk v 3.7882
contred 36557
Wk irvehs clasier | - BEOF
castar 2 17450
claster 3 3. ranz
allile, 28343
Comral claster 1 =1 1375
claster 2 175878
Hagler 3 36597
Tk ks 2.9343

Based on ohstryad meang
T
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Mubltipkt Compariacns
LED
5%
Confidence

{rs Clustar () Clusiae Lritaval
De ant Vaable  Numberof Case  Number of Casa Lipper Bound
P{EBNA claster 1 claster 2 72578
tasterd 28 04 Z
ke ksl 2. 2506
ool 21778
claster 2 clasker 1 11.278d
dastar 3 =19, 14745
talk ek s 121476
e glage)) 12,0004
dazstar 3 Jacte 1 a2 A5a8
clastar 2 Z3.0125
bk e ek K ACHE b
oot 3313568
Lk i ekEi castar 1 G305
clazher 2 B2
ciasted 3 -3 p8ea
contyol 1 4486
L Awiglape | ekl 1 5R38
Claalar 2 & 0596
digstar 3 -29.7532
1o irmralcsi 1. 4485
F1IFS3 clastar 1 clanter 2 34 3345
claster 3 4,3811
tdk inweksi g o)
carrol 18545
clagier 2 clasber 1 31615
daster 3 PR v
Wk inveki Ak F
contr A1, 2064
daster 3 Aggiar 1 -7 rSE 02
clagtar 7 -6 134T
telk invvaksd -11323
it 20219
telk irvvaksd clanter 1 2 0246
clagier 2 -33% OB03
Clastar 3 LY vrig
corgrel 4 SRS
E=rly g =] clasier 1 - A%t
daster 2 T T
claster 3 2.3163
Tk emwemksi - 4517

Based o0 obsersed means,
i

DISERTASI

KARSINOGENESIS KARSINOMA SEL.. THERESIA INDAH BUDHY S.



DISERTASI

ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga

Multipls Comparisons

L=O
5%
Confidence:

U] Claster i) Cluster Interval
Cepgndeng Varagle  MNymber of Casg  Mumeer of Case Lpper Bownd
SAG_MYC clagier 1 clagier # B 5505
claster 2 #5927
bk nweks A G764
canue G Bss7
ciazter 2 ciastar 1 -3.3E584
clagiar 3 34097
fdk nve | S159
canrel 172rd
Tfaster 3 Hasler 1 A [358
oasher 2 28017
sk ek g -~ 1474
coniral 1.0803
bk 1nwe ks claster 1 -1 B4EA
Jaster 2 48126
dasier G 4.9627
corirod 3.18517
canirol claster 1 S AEE
claster 2 3.4539
asier & 35055
b L - X SR17

Based gn observed means.
T The mean diference is signficant st re 05 fuel,

2
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PANITIA KELAIKAN ETIK
FAKULTAS KEDOKTERAN GIGI UNIVERSITAS AIRLANGGA

KETERANGAMN KELAIKAN ETIK
{“ETHICAL CLEARANCE"]

Homor . d/Panke KX 2004

Panitia Kelzikan Exk Fakultas Kedolacran Gigi Universitas Airlangga, tclab mempelajan
secara seksama w@ncangan penelitian yang divsulkan, maka dengan int menyatakan
bahwa penelitian berjudul -

“ EKSPRESI P 53 Bel - 2 DAN C-myc PADA KARSMNOMA, SEL
SKUAMOSA RONGGA MULUT YANG TERINFERSI EBV ™

Peneliti Utama : THERESLA INDAH BUDHY 5.

Unit/Eembaga/Tempat Peneliian - Fakuitas Kedokleran Gign Universitas Airlangga
RSLD. Or. Soctomo Surabaya

DINVATAKAN LAIK_ETIK

Surabava, 5 November 2005
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PANITIA KELAIKAN ETIK
FAKULTAS KEDOKTERAN GIGI UMIVERSITAS AIRLANGGA

KETERAMSAMN KELATKAN ETIK
("ETHICAL CLEARANCE")

MHomeor - 04/Panke KKE2004

Fanitia Eelaikar Etik Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Airlangga, telah mempelajan
sacara scksama rancangan peneliian yang divsulkan, maka dengan m menyatakan
bahwa penehitian begudul

* EK.SPRESE P 53 Bel - 2 DAN C-myc PADA KARSINOMA SEL
SKUAMOSA RONGGA MULUT ¥YANG TERINFERS[ EBVY ™

Paeliti Uliama : THERESIA INDAH BUDHY 5.

UnitLembapga/Tempat Penelitian  : Falultas Kedokicran Gign Universilas Airlangga
RSUD. Dr. Soctomo Surabaya

DINVATAKAN IAIK ETIK

Surabaya 5 November 2003

/"{LNM#
B kTR~
v 5, 1

Koerua,
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PANITTA KELAIKAN ETIK
FAKULTAS KEDOKTERAN GIGI UNIVERSITAS AIRLANGGA

KETERANGAN KELATKAM ETIX
{“ETHICAL CLEARAMGE")

——_ar

Momor ;. 04Panke KKEZ004

Panitia Kelaikan Etik Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Airlangge, telah mempelajan
secars seksama rancangan penclifian yang divsulkan, maka dengan ini menyatakan

bahwa penelitian berjudul :

“ EKSPRES! P 533 Bel - 2 DAN C-myc PADA KARSINOMA SEL
SHUAMOSA RONGGA MULUT YANG TERINFERSI EBV ™

Penelin Uama . TIIERESEA INDAH EUDHY 5.

UmbLembapaTempal Peackitian . Fakultas Kedokicran (Ghigl Universitas Asrlangsa
RSULE:. Dy, Soclomo Surabaya

DINYATAKAN LATK ETIK

Surabaya, 5 November 2003

Soebapyo,drg M1IFcd.

DISERTASI
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FANITIA KELAIMAN ETIK
FAKULTAS HEDOKTERAN GIGI UNIVERSITAS AIRLANGGA

KETERAMNEAN KELAIKAN ETIE
{“EFHICAL CLEARANCE®)

Momor :  Od/Panke KIE204

Panitia Kclaikan Ftik Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Arrlangga, elah mempelzjan
serara seksama rancangan penelitian yang diusulkan, maka dengan imi menyatakan

bahwa penelitian berjudul

* EKSPRESI P 53 Bel - 2 DAN C-myc PADA KARSINOMA SEL
SKUARMOSA RONGGA MULUT YANG TERINFERKSI EBY ”

Penelitt Lhama - THERESIA INDAH BUDHY 5.

LInitLembaga/Tempat Fencliian  © Fakultas Kedokteran Gige Universitas Airfangga
RSUD. Dr. Sozlomo Surabaya

INNVYATAKAN TAIK ETIK

Surabaya, 5 November 2003

Soebagye.drg MATed,

DISERTASI
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