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ABSTRAK

Nama : Retno Purwanti

Program Studi : Ilmu Biomedik Kekhususan Onkologi

Judui : Analisis Nilai DNA EBV dalam Serum Penderita
Kapnker Nasofaring Stadium Awal Il dan Stadiam
Lanjut HI/IV

Tujuan Pemeriksaan:

Melakukan analisis nilai DNA EBV dalam serum penderita KNF Stadium Awal
(I/I) dan Stadium Lanjut (IT/TV).

Material dan Metode:

Sebanyak 83 serum darah penderita kanker nasofaring (KNF) berjenis
undifferentiated, diambil sebelum pemberian terapi. Sampel dibagi menjadi 2
group berdasarkan sistem TNM (UICC) dan didapatkan: 25 sampel berasal dari
serum penderita KNF stadium awal (I/II) dan 58 dari penderita stadium lanjut
(III/IV). Menggunakan real time polymerase chain reaction (PCR) dilakukan
pengukuran kadar DNA EBV dengan LMP2 sebagai gen target. Perbedaan kadar
DNA EBV ditentukan menggunakan analisa deskriptif menggunakan test non
parametrik antara penderita KNF stadium awal dan stadium lanjut dan terhadap
status T,N dan M.

Hasil:

Pengukuran kadar serum DNA EBV pada penderita KNF stadium awal (1/II)
sebelum memulai pengobatan, menunjukkan sebanyak 17 dari 25 sampel (66.7%)
tidak terdeteksi adanya copy DNA EBV dan 8 sampel (33.3%) terdeteksi. Pada
penderita KNF stadivm lanjut (IN/IV), 37 dari 58 sampel (63.15%) terdeteksi
adanya copy DNA EBV dan 21 sampel (36.84%) tidak terdeteksi. Kadar DNA
EBV pada penderita KNF stadium lanjut menunjukkan hasil yang lebih tinggi
dibandingkan dengan hasil penderita KNF stadium awal (median 24.8 copy/ml vs
() copy/ml), dengan nilai cut off pada 7.15 copy/ml (sensitifitas 60.3% dan
spesifisitas 72.0%). Kadar DNA EBV yang lebih tinggi terdapat pula pada hasil
pengukuran serum DNA EBV antara penderitea KNF dengan status T3-T4, N2-
N3 dan M1 dibandingkan dengan penderita KNF dengan status T1-T2, NO-N1 dan
MO.

Kesimpulan:

Pengukuran kadar serum DNA EBV merupakan cara yang potensial untuk
membedakan antara penderita KNF stadium awal (I/I) dan stadium lanjut
(III/1V) dengan perkiraaan nilai cut off pada 7.15 copy/ml. Termasuk pula untuk
membedakan antara status T,N dan M. Pengukuran kadar DNA EBV dapat
menyempurnakan penggunaan sistem TNM pada tingkat molekuler.

Kata Kunci: XNF, EBV dan Real Time PCR
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ABSTRACT

Name : Retno Purwanti
Study Programe : Biomedic Science (Major Oncology)
Title : Analysis between Serum EBV DNA Concentration in

Patient with Early Stage (I/II) and Advanced Stage
(III'TV) Nasopharyngeal Carcinoma

Purposed:

To analyse the difference of pretreatment serum EBV DNA concentration
between early stage (I/I) and advance stage (II/IV) nasopharyngeal carcinoma
(NPC) patient.

Methode:

Eighty-three (83) pretreatmen serum of undifferentiated with all stages of NPC
were studied and devided into two groups: 25 samples came from early stage (I/H)
NPC and 58 samples from advance stage (IIVIV) NPC as by UICC TNM staging
system. LMP2 was used as target gene and the concentration were quantified by
reai-time polymerase chain reaction assay. EBV DNA concentration of the two
groups were measured and the difference were assessed, including the T,N,M
status with non parametric test.

Result:

Pretreatment EBV DNA serum concentration from early stage (I/I1) NPC patients
showed: 17 of 25 sampels (66.7%) were undetectable for copy of EBV DNA, and
8 sampels (33.3%) were detectable. Pretreatment EBV DNA from advance stage
NPC showed: 37 of 58 patiens (63.15%) were detectable for copy of EBV DNA
and 21 patients were not. Pretreatment EBV DNA serum consentration from
advance stage NPC showed higher serum concentration than early stage (median
24.8 copy/ml vs 0 copy/ml), on cut off point prediction at 7.15 copy/ml. Higher
concentration as well, were found among those patients whose had T3-T4, N2-
N3 and M1 stages compared with T1-T2, NO-N1 and M0 stages NPC.
Conclasion:

EBV DNA serum concentration was found potential to differentiate between
early and advance stage NPC, on cut off point prediction at 7.15 copy/ml, as well
as to differentiate T,N and M stages. EBV DNA measurement was good to
improve UICC TNM staging system in clinical practice based, on molecular level.

Keywords: NPC, EBV and Real-time PCR
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BABI

PENDAHULUAN

1,1. Latar Belakang

Kanker Nasofaring (KINF) merupakan keganasan yang sering ditemukan di
Cina sebelah selatan dan Taiwan yaitu 20% dari seluruh kejadian kanker dinegara
tersebut.! Penyebab KNF diduga akibat adanya interaksi yang komplek antara
faktor genetik, pola diet yang mengandung karsinogen tertentu dan infeksi Virus
Epstein Barr? Sedangkan perubzhan molekuler yang terjadi pada KNF masih
banyak yang belum dapat dijelaskan.’ Kegapasan ini mencapai 18% dari semue
keganasan di Hong Kong, tetapi hanya 2% di Amerika Serikat. Indonesia belum
dapat menentukan jumlah kasus KNF namun berdasarkan data R.S. Kanker
Dharmais tahun 2000 sampai 2005 didapatkan 235 kasus KNF yang terdiri dari
169 laki-laki dan 66 perempuan*. (Dewi Soeis, RSKD, data belum
dipresentasikan).

Kanker Nasofaring paling banyak disebabkan oleh Virus Epstein-Barr
(EBV),' yang merupakan keluarga Virus Herpes. Hampir setiap orang
mempunyai antibodi terhadap EBV saat dewasa. Virus ini berada pada tahap
laten/dorman pada limposit B, dan tahap litik pada sel epitel yang berhubungan
dengan proses diferensiasi epitel.’ Saat teraktifasi virus ditemukan pada air Hur
penderita dan dapat menularkan pada orang lain.® Saat virus masuk dalam sel
pejamu, maka suatu saat dapat menyebabkan proliferasi sel yang dihinggapi.”
KNF termasuk penyakit yang sangat invasif dan mudah bermetastasis
dibandingkan dengan keganasan kepala dan leher yang lain. ' Salah satu
masalagh yang sering terjadi pada penderita KNF adalah sebagian besar penderita
sudah berada pada stadium IIl atan IV dengan pembesaran kelenjar getah bening
atau terjadi metastasis'“'* (Harowi, 2005 dan Wee, 2003), pada saat pertama kali
terdiagnosis. Hal ini disebabkan sulitnya diagnosis pada stadium awal karena
tanda-tanda yang tidak spesifik. Selain itu kekambuhan dan metastasis setelah

. selesai pengobatan sering pula dilaporkan.
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R.S. Kanker Dharmais sebagai rumah sakit pusat rujukan  kanker
nasional telah melakukan pemeriksaan serologi dan DNA sebagai pemeriksaan
pemunjang pada KNF. Pemeriksaan DNA yang berada dalam sirkulasi mulai
diteliti sehubungan manfaat potensialnya sebagai petanda berbagai macam
keganasan'® seperti keganasan ginekologi,'"* kolorektal,”® payudara® dan
keganasan kepala dan leher.'”” EBV dalam serum/plasma penderita KNF mulai
banyak diteliti. Chan, 2002, menyatakan bahwa pengukuran kadar DNA EBV
pada penderita KNF stadium lanjut lebih tinggi daripada penderita KNF stadium
awal,'® dan salah satu metode yang dipergunakan untuk mendapatkan pengukuran
kuantitatif terhadap adanya DNA EBV yang akurat pada plasma atau serum
penderita KNF, adalah  Polymerasc Chain Reaction (PCR). Metode imi
merupakan metode yang terbukti mudah, cepat, akurat dan aman bagi pasien
KNF. Sedangkan fragmen DNA EBV yang telah digunakan dalam pemeriksaan
pada RS.Kanker “Dharmais” adalah EBNA1 dan LMP2,

IMP2 (latent membran protein 2) adalah salah satn gen yang terdapat
didalam genom EBYV, selain EBNA] dan EBER. LMP2 sebagai gen target
pengukuran kadar DNA EBV pada penderita KNF mulai banyak diteliti, namun
pemakaiannya sebagai petanda tumor pada kasus KNF belum banyak dilaporkan.
Salah satu alasapn penggunaan LMP2 sebagat gen target pada pemeriksaan DNA
EBV adalah untuk mendapatkan petanda tumor guna meningkatkan kewaspadaan
terhadap timbulnya progresifitas.

Untuk melengkapi manfaat pemeriksaan DNA EBV secara kuantitatif
tersebut, diperlukan nilai cut off, sebagai pembeda antara KNF stadium awa! dan
KNF stadium lanjut. Penentuan nilai ci¢ off terhadap DNA EBV diharapkan dapat
membantu menentukan penderita KNF stadium awal dan lanjut, Sehingga
program pengobatan diberikan tidak hanya berdasarkan kondisi klinis namun juga
berdasarkan karakteristik molekulermnya untuk menjamin ketepatan, meningkatkan
angka keberhasilan dan survival bagi penderita KNF.
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1.2. Perumusan Masalah

| 5

Apakah terdapat perbedaan kadar DNA EBV dalam serum penderita
KNF Stadium Awal (J/II) dan penderita KNF stadium Lanjut (IIVIV)?
Berapa nilai cut off kadar DNA EBV dalam serum untuk membedakan
KNF stadium Awal (I/II) dengan stadium Lanjut (II/IV).

1.3. Hipotesis
I. Terdapat perbedaan kadar DNA EBV dalam serum penderita KNF

Stadium Awal (I/II) dan stadivm Lasjut (II/TV).

1.4. Tujnap Peaclitian

1.4.1. Tujuan Umum
Mencari/mendapatkan  parameter molekuler untuk membedakan
penderita KNF stadium awal (/IT) dan stadium Lanjut (HI/IV).

1.4.2. Tujuan Khusus

1.

Melakukan analisis kadar DNA EBV dalam serum penderita KNF
Stadium Awal (I} dan stadium Lanjut (IVIV).

Mencari nilai cut off sebagai pembeda antara KNF stadium awal /11
dan stadtum lanjut IIFTV.

Menentukan perbedaan antara kadar DNA EBV dalam serum dengan
status T,N,M pada penderita KNF.

1.5. Manfaat Riset

1.

Meningkatkan kemampuan diagnostik molekuler uontuk penderita
KNF.

Meningkatkan efektifitas penatalaksanaan program pengobatan bagi
penderita KNF.

Menambah pemahaman tentang kegunaan DNA EBYV sebagai petanda
tumor pada penderita KNF.
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BABIX
TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Kauker Nasofaring (KNF)
2.1.1 Insiden

Kanker Nasofaring (KNF) merupakan keganasan yang banyak ditemukan
di Cina sebelah selatan dan Taiwan yaita 20% dari seluruh kejadian kanker
dinegara tersebut.! Penyebab KNF diduga akibat adanya interaksi yang komplek
antara faktor genetik, pola diet yang mengandung karsinogen misainya konsumsi
alkohol, kebiasaan makan makanan yang diasinkan dan infeksi Virus Epstein Barr
yang mempunyai hubungan terkuat diantara penyebab-penyebab lainnya dalam
menginduksi terjadinya KNF.2 Keganasan ini mencapai 18% dari semua
keganasan di Hong Kong, tetapi hanya 2% di Amerika Serikat, Indonesia belum
dapat menentukan jumiah kasus KNF, namun berdasarkan data Medical Record
R.S. Kanker Dharmais tahun 2000 sampai 2005 didapatkan 235 kasus KINF yang
terdiri dar1 169 iaki-laki dan 66 perempuan*. (*Dewi Soeis, RSKD, data belum
dipresentasikan).

2.1.2 Proses Karsinogenesis pada KNF

KNF termasuk salah satu penyakit yang dapat disembuhkan dimana
radioterapi merupakan pilihan utama, dengan ketahanan hidup 5 tahun ( overall 5
years survival) penderita pada stadium 1 adalah sebesar 70-80%, tetapi untuk
penderita stadium IV hanya 20-30% *'**2, Namun masalah yang timbul pada
penderita KNF adalah seringkali penderita datang pada stadium lanjut atau terapi
yang diberikan tidak dapat menghifangkan seluruh tumor ( local persistence) atau
terjadi kekambuhan (relaps) baik lokal atau muncul didaerah lain (distant
metastasis).’ Menurut Union International Contre Le Cancre (UICC), KNF
dibagi dalam 4 stadium berdasarkan besar tumor, ada tidaknya serta besarnya
kelenjar limfe yang terlibat serta ada atau tidaknya penyebaran atau metastasis sel-
sel kanker keorgan {ain.

Universitas Indonesia

Analisis nilai..., Retno Purwanti, FK Ul, 2010



Pada tabel 2.1. dibawah ini diperlihatkan pembagian KNF berdasarkan stadium,
besarnya tumor, ada tidaknya kelenjar limfe yang terlibat serta ada tidaknya
metastasis.

Tabel 2.1: STADIUM KNF UICC 2002

STADIUM TUMOR NODUL METASTASE
I 1y ~HO MU
oA 7&K NU MU
B T1 NT MO

TZA NT MU
TZB NO=RT MU
1] T ~NZ 17 0)
TZA, T28 NZ MO
T3 RO, NERZ MU
IV A LE: NO, RLHZ MU
IVE T, L34 ~R3 MO
IVvC TTZ 34 NI12Z3 M1

Mekanisme molekular mengenai bagaimana virus EBV mengubah sel epitel
normal menjadi ganas pada KNF masih belum dapat dijelaskan dengan baik,
begitu pula kapan dan mengapa virus yang biasanya berada pada fase laten dan
tidak menimbulkan gejala, mengubah sel epitel menjadi ganas.

Proses karsinogenesis sering kali dikaitkan dengan siklus hidup dari
Epstein Barr Virus (EBV) yang menurut International Agency for Research on
Cancer (IARC), EBV diketahui sebagai karsinogen yang mempunyai hubungan
kuat sebagai penyebab terjadinya KNF’. Hal ini membuat pemahaman akan
perangai EBV menjadi hal yang penting.
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22 Epstein Barr Virus (EBVY)
22.1 Insiden

Epstein-Barr Virus adalah keluarga gamma herpes virus suatu virus
DNA, yang ditemukan oleh Epstein and Barr pada tahun 1964, Virus ini

menginfeksi hampir 90% populasi orang dewasa diseluruh dunia.®”

Biasanya
infeksi primer terjadi pada masa kanak-kansk yang selanjutnya berada pada fase
laten di limfosit B, menetap didalam air liur /saliva untuk dikemudian hari
menularkan infeksinya kepada orang lain.®” Selama fase akut EBV menginfeksi
dan bereplikasi pada epitel skuamosa orofaring,”” dilanjutkan dengan infeksi
laten pada limfosit B dimana virus berada pada sel B memori yang
bersirkulasi.”*?'

EBV merupakan virus pertama yang dikaitkan dengan terjadinya proses
karsinogenesis pada manusia. Kebanyakan corang hidup bersama virus ini tanpa
mengalami keluhan serius tapi sebagian kecil akan berkembang menjadi tumnor
atau kanker. Penyakit-penyakit yang dihubungkan dengan infeksi EBV adalah
limpoma Burkitt’s, limpoma Hodgkin’s, non-Hodgkin’s disease, kanker
nasofaring (KNF), tumor payudara dan lambung bahkan juga leiomiosarkoma. %
Pada KNF yang tidak berdiferensiasi, 100% tumor terkait dengan infeksi EBV
dengan ekspresi protein membrane laten EBNA1, LMP1 dan LMP2.%

Keterlibatan EBV pada KNF telah ditetapkan sejak tahun 1973,%
walaupun demikian sampai saat ini, banyak peran EBV terhadap patogenesis
kanker termasuk KNF belum diketahui atau masih membutuhkan pembuktian
lebih lanjut.

222 Struktor Genom EBV

Kief and Rickinson® menjelaskan bahwa EBV mempunyai protein core
yang berbentuk toroid terbungkus DNA, nukleocapsid nya terdiri dari 162
capsomer, dengan protein tegument diantara nukleocapsid dan envelopenya dan
bagian terluar envelope mempunyai berbagai susunan glikaprotein (Gp), dimana
Gp350/220 mempakan glikoprotein terbanyak yang terdapat pada membran luar
EBV.
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Gen-gen EBV tersebut saling berinteraksi dengan sitokin, molekul lain yang
bersifat antiapoptosis dan transduksi sinyal yang akan membuat sel yang
terinfeksi EBV menjadi immortal dan bertransformasi menjadi ganas ©®-

Epstein-Barr virus bisa tetap tinggal didalam inangnya melalui
kemampuannya untuk memperizhankan infeksi laten dengan melakukan self
replicating secara periodik. Tipe infeksi laten EBV, dibedakan menurut hasil
transkripsinya menjadi Latensi LIl,dan III. (Rowe et al., 1992; Brooks et al.,
1993)*>, Protein laten EBV terdiri dari: 6 spesific EBV nuclear antige ( EBNAs
1,2,34, 3B,3C dan Leader Protein, EBNA-LP ), dan 3 protein laten membran
(LMPs 1,24 dan 2B) ditemukan pada latensi IIl. Semua EBNA dikode oleh
mRNA hasil transkrip yang berasal dari daerah BamH! C promoter atau BamH1
W promoter. LMP diekspresikan dari promoter di dacrah BamH1 N, dengan arah
berlawanan rightward untuk LMP2B dan lefiward untuk LMPl. LMP2A
berukuran lebih panjang dibandingkan dengan LMP2, dikode oleh transkrip yang
berasal dari promoter yang berbeda berisi ekson pertama yang unik dan tidak
terdapat pada LMP2B mRNA. Setiap tipe latensi akan menghasilkan produk gen
yang berbeda dan akan dimanifestasikan dengan keganasan yang berbeda, seperti
terlihat pada tabel 2.2.3.3, dibawah ini.

Tabel 2.2.3.3 Tipe Latensi EBV, Produk Gen serta Keganasapnya 2

Tipe Latensi Produk Gen Keganasan
I EBERs, EBNAIL, BARTs Burkitt”s Lymphoma
H EBERs, EBNAI, BARTSs, | Karsinoma Nasofaring (KNF)
LMP1.2A-B, BARF
11E EBERs,EBNA1-3,LMP1-2, Lymphoblastoid Cell Lines
BARTSs (LCL), PTLD, IM, AIDS
Related Lymphoma (ARL),
Lainnya - EBERs, EBNAIl, LMP2,| - Pheripheral blood B sel
BARTs
- EBERs, EBNAIl, LMP2,| - Karsinoma Gaster
BARTs, BARFI]
- EBNA], BARFI - Karsinoma Hepatoselular
10
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DNA tumor dalam plasma/serum dapat merefleksikan keadaan klinis
tertentu dan dapat digunakan sebagai marker diagnostik yang potensial.
Serum/plasma darah merupakan jenis sampel yang tepat untuk melihat jumlah
DNA virus, karena biasanya jumlah DNA virus pada individu sehat sangat rendah
atau tidak terdeteksi namun jumlah DNA virus akan terdeteksi dan jumlahnya
meningkat pada saat infeksi menjadi aktif. Hal ini terjadi pada berbagai penyakit
keganasan terkait infeksi virus,""® termasuk infeksi terhadap EBV.

EBYV banyak terkait dengan berbagai keganasan, hal yang membuat DNA
EBV dapat dijadikan sebagai marker genetik yang spesifik dan sensitif bagi
berbagai keganasan®®*"%, Penelitian menunjukkan kadar/konsentrasi DNA dalam
plasma/serum yang berasal dari sel yang terinfeksi oleh virus EBV yang berada
dalam sirkulasi darah, dapat dipergunakan sebagai marker molekuler bagi
penyakit-penyakit terkait infeksi virus ini, dimana KNF adalah salah satunya. >
Kadar DNA EBV dalam serum/plasma pada pasien KNF diketahui mengalami
peningkatan yang signifikan dibanding dengan kontrol yang sehat,
peningkatannya terjadi seiring dengan peningkatan stadium dan menurun setelah
pemberian terapi yang baik melalui radiasi dan/atau kemoterapi. Namun saat
pengukuran harus diperhatikan agar didapat kadar DNA EBV yang sebenamya
dan bukan kadar DNA EBV yang terjadi akibat proses apoptosis atau sel lisis
akibat terapi yang diberikan, sehingga jumlah DNA EBV didalam sirkulasi
meningkat secara drastis. Pada pemberian radiasi, pengambilan serum sebaiknya
dilakukan 4 -8 minggu seielah program radiasi berjalan. Lo Dennis YM, et
al, 2000, menyatakan bahwa penurunan kadar DNA EBV pada pasien KNF yang
menjalani radiasi terjadi antara minggu ke 4-8 masa radiasi dengan waktu paruh 4
hari. Setelah waktu 8 minggu, didapatkan bahwa kadar DNA EBV telah menurun
sampai dengan tidak terdeteksi pada semua penderita yang diteliti.*® Kadar DNA
EBV akan meningkat kembali saat terjadi kekambuhan®. Sejalan dengan
penemuan tersebut maka pemeriksaan terhadap DNA EBV mulai banyak
dilakukan untuk dipergunakan sebagai alat deteksi pada pasien KNF baik sebelum
menjalani terapi, evaluasi paska terapi dan pada saat terjadi kekambuhan®*

Banyak gen target yang digunakan dalam pemeriksaan DNA EBV pada
KNF diantaranya EBNAI dan fragmen DNA yang berasal dari region BamH1W
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pada genom EBV dan LMP2. Sedangkan metode yang digunakan pada

pemeriksaan, salah satunya adalah dengan menggunakan real fime polymerase
chain reaction (PCR) .

2.4. Real Time Polymerase Chain Reaction (PCR)

PCR adalah tehnik dalam biologi molekuler untuk mengamplifikasi
beberapa copy DNA menjadi berpuluh atau beratus-ratus copy DNA target.
Metode ini berdasarkan siklus termal, yang terdiri dari proses pemanasan dan
pendinginan berulang yang diperlukan pada proses peleburan DNA (DNA
melting) dan proses enzimatik saat replikasi DNA. Sedangkan Real time PCR
adalah tehnik pemeriksaan laboratorium berdasarkan prinsip PCR dimana pada
proses ini amplifikasi dan kuantifikasi DNA berjalan bersamaan dengan hasil
kuantifikasi yang absclut, berupa jumlah copy DNA yang teramplifikasi dan
terdeteksi pada setiap reaksinya.”® Terdapat 2 metode yang biasa digunakan
sebagai alat deteksi pada proses real time PCR: non spesifik fluorescent dyes yang
menginterkalasi double stranded DNA dan spesifit DNA probe berisi sekuen
spesifik untuk DNA tertentu, berisi oligonukleotida yang telah dilabel dengan
flouresent reporter yang akan memberikan sinyal setelah terjadi hibridisasi antara
probe dengan DNA target pasangannyanya. *°

Dalam pelaksanaan PCR, dibutuhkan beberapa komponen diantaranya:
Template DNA yang berisi daerah/region/target DNA yang akan diampifikasi, 2
buah primers yang saling berpasangan (reverse dan forward), Tag DNA
Polymerase dengan temperatur optimum sekitar 70°C, Deoxynucleoside
triphosphates (dNTPs) building bloks dimana DNA pelymerase melakukan
sintesis DNA yang baru, buffer solution dan elektrolit untuk memberikan
lingkungan kimiawi yang tepat bagi kerja DNA polymerase dalam reaksi PCR.
Program PCR terdiri dari 3 tahapan yaitu: Tahapan pre-inkubasi untuk
mengaktivasi enzim Tag DNA Polymerase dimana suhu dinaikkan menjadi 95°C
selama 5-10 menit untuk menghilangkan wnspesifik binding. Tahapan ke dua
adalah, Tahapan amplifikasi dimana tahapan ini terbagi menjadi 3 proses:
Denaturasi dimana terjadi pemisahan rantai ganda DNA menjadi rantei tunggal
pada suhu 95°C selama 5-10 detik, Annealing dimana terjadi penempelan untai

14
Universitas Indonesia

Analisis nilai..., Retno Purwanti, FK Ul, 2010



DNA dengan primer pada suhu 55°C (suhu tergantung dari primers yang dipakai)
selama 15 detik, dan Eksrension dimana terjadi perpanjangan untai DNA spesifik,
pada suhu 72°C selama 15 detik. Tahap amplifikasi dilakukan sebanyak 45 siklus,
pada tahap inilah terjadi proses kuantifikasi DNA.*

Analisa kuantifikasi dilakukan terhadap kurva standar. Kurva standar
digunakan untuk menentukan nilai konsentrasi DNA target/sampel yang belum
diketahui. Kemiringan kurva standar disebut nilai efisiensi kurva dimana reaksi
amplifikasi yang sempurna akan menghasilkan nilai efisiensi 2, karena jumlah
DNA yang diamplifikasi setiap siklusnya adalah kelipatan 2 (double). Pada kurva
standar konsentrasi DNA standar dipiot berdasarkan nilai crossing point.
Crossing Point adalah waktu dimana sinyal flouresense meningkat, melebihi
sinyal background. Nilai ini muncul sebagai kurva yang naik secara tajam pada
grafik pemeriksaan sampel dimana produk yang teramplifikasi mulai terhitung
oleh mesin. Nilai crossing point tergantung pada konsentrasi DNA awal pada
sampel. Sampel dengan konsentrasi DNA yang rendah akan membutuhkan siklus
amplifikasi yang lebikh banyak untuk mencapai nilaiftittk cossing point. Tahapan
selanjutnya setelah amplifikasi adalah Melting Curve. Pada tahap ini, temperatur
dimana rantai DNA terpisah dari tiap sampel diperiksa, untuk menilai spesifikasi
produk DNA yang teramplifikasi. Melting Curve adalah temperatur yang
dibutuhkan bagi rantai ganda DNA untuk terpisah. Setiap produk DNA
mempunyai temperatur melting yang berbeda tergantung pada urutan nukleotida
penyusunnya. Panjang rantai dan kandungan basa Guanin dan Cytosin akan
mempengaruhi temperatur melting. Sehingga temperatur melting dapat digunakan
untuk menilai spesifisitas produk DNA yang telah diamplifikasi, dimana adanya
kontaminan pada produk DNA yang teramplifikasi dapat diketahui berdasarkan
adanya perbedaan puncak dari temperatur meltingnya.’ Dari proses realtime
diatas didapatkan keuntungan dalam menggunakan metode ini dalam penelitian
berupa: kemungkinan terjadinya kontaminan kecil, menghasilkan produk yang
spesifik, sensitif dan akurat dengan hasil kuantitatif selain itu proses lebih cepat
dibandingkan dengan pemeriksaan gel based PCR.*
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2.5. Pemeriksaan DNA LMP2 EBV

Real-time PCR adalah metode yang banyak digunakan karena terbukti
sensitif dan spesifik dalam mendeteksi adanya DNA EBV baik dalam darah
(plasma/serum) maupun dalam jaringan (paraffin embedded),”** termasuk
pemeriksaan terhadap DNA LMP2 EBV. Penggunaan metode ini mempunyai
beberapa keuntungan diantara metode yang lain karena terbukti sensitif, spesifik,
proses mudah dan cepat dengan hasil berupa data yang bersifat kuantitatif.*
Pemeriksaan terhadap DNA LMP2 EBV banyak dilakukan dalam penelitian
penyakit-penyakit terkait infeksi virus ini, begitu pula kemampuannya yang
potensial dalam mendeteksi adanya DNA EBV telah banyak dilaporkan
walaupun penggunaanya secara klinis belum banyak difakukan,?**4*%  Adapun
sekuen DNA LMP2 EBV yang sering dipergunakan dalam penelitian terkait DNA
EBV adalah seperti terlihat pada tabel 2.5.

Tabel 2.5, Primer Sekuen DNA EBV (Prototipic EBV B95,8)%

Traewrit Prins Seppeme (S} (458 et it (o
FANAI §(vy OOGTOACTTECTOTAA RIS
5 QTUOCCEACOOATEHR MY RS
ENE S CATTICCANGTOCTRI AT 107996 07867
LM} §e8 ACATALTOOCCTOALGAT0 IR0
5 RY4 TOTACATCOTTLTBANGAC 10336168337
iR HGTTECTOTGACOTAN0C 1635163550
¥ ATACTAMIA/CAAGTRAGY 1639616801690 0 J4908E
§ (sl CRTCARAMGAGOCTTCTCT 192618248
¥ {oesed] ARATHOCTOTOCATECAR 16981- 163100
9.1 §iy STGACTCATOTCAACATATA 6eAT-160833
5 {8 CAGTOTAATOTCCACRAMGR 163819163838
¥ CATOTTAAGOARATTIONA 34

Penggunaan LMP2 dalam banyak penelitian terkait KNF, disebabkan
karena transkripsi LMP2 selalu ditemukan pada penderita KNF (Latensi 1I),
bersama dengan EBNA1 dan LMP1.° Pegtel et al, * menunjukkan hampir 95%
dari KNF tipe yang tidak berdifcrensiasi menunjukkan transkripsi LMP2 dan 50%
mengekspresikan LMP2 pada tingkat protein, dimana LMP2 berperan dalam

menginduksi progresifitas dan metastasis. Dengan melakukan pemeriksaan
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terhadap DNA LMP2 EBV, penulis berasumsi bila terjadi peningkatan DNA
LMP2 EBY, maka kewaspadaan terhadap terjadinya proses progresifitas dan
metastasis perlu dipertimbangkan, tentu saja hal tersebut masih harus dibuktikan
dengan pemeriksaan pada tingkat RNA atau protein.

Pemeriksaan DNA LMP2 EBYV dengan menggunakan real time PCR akan
menghasilkan jumlah DNA yang bersifat kuantitatif sechingga untuk pemanfaatan
sebagai marker molekuler dalam tatalaksana klinis membutuhkan nilai batas atau
cut off point.

2.6. Cut Off Point

Nilai cut off adalah nilai yang didapat dari hasil uji diagnostik dan
dipergunakan sebagai batas penentuan nilai positif dan negatif suatu pemeriksaan
45, Bila pengukuran hasil uji dilakukan dalam skala dikotomi yaitu positif atau
negatif maka tidak diperlukan titik potong, atau hasil uji menghasilkan skala
ordinal, misalnya: +, ++, +++, maka dapat ditentukan titik potongnya misainya
sampai dengan ++ dianggap normal, tetapi bila +++ maka dianggap tidak
normal. Namun bila hasil uji diagnostik menghasilkan hasil numerik maka harus
ditetapkan dahulu titik potongnya untuk menentukan nilai positif atau
negatifnya.* Pada penentuan titik potong pada uji diagnostik dengan hasil
numerik maka harus dilakukan tawar-mepawar, karena peningkatan sensitivitas
akan menyebabkan penurunan spesifisitas dan begitu pula sebaliknya. Dalam
tawar menawar ini, harus diperhatikan kepentingan uji diagnostik. Apakah untuk
menegakkan diagnostik atau untuk menyingkirkan penyakit® Bila diperlukan
untuk mendapatkan pengobatan yang berbahaya maka nilai spesifitasnya harus
tinggi meskipun sensitifitasnya berkurang, Begitu pula sebaliknya untuk
mendiagnosis penyakit maka titik potong direndahkan agar sensitifitas uji menjadi
tinggi. Salah satu cara untuk menentukan titik potong dalam uji diagnostik adalah
dengan pengunaan kurva ROC (Receiver Operating Characteristics). %

Kurva ROC merupakan kurva yang menggambarkan tawar menawar antara
nilai sensitifitas dan spesifisitas. Makin tinggi nilai sensitivitas, makin rendah nilai
spesifisitasnya begitu pula sebaliknya.®*
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Pada gambar diatas, bila titik potong ditentukan pada titik hijau, akan
diperoleh nilai spesifisitas yang tinggi yaitu 1- 0 = 1 tetapi dengan sensitifitas
yang rendah yaitu 0.35, sedangkan bila kita memilih titik potong pada titik hitam,
maka akan diperoleh sensitifitas yang tinggi yaitu 1= 100% tetapi dengan
spesifisitas yang rendah 1- 0.6= 0.4. Titik merah adalah titik yang moderat.
Seperti telah disebutkan diatas pemilikan titik potong ini bergantung pada tujuan
uji diagnostik yang dilakukan. Bila dibutuhkan nilai sensitifitas yang tinggi,
pilihlah titik potong kearah titik hitam sedangkan bila diperlukan nilai spesifisitas
yang tinggi geserlah titik potong kearah titik hijau.

Nilai cut off pada penelitian ini diperlukan untuk menentukan batas antara
kadar DNA EBV dalam serum/plasma penderita KNF stadium awal dan stadium
lanjut. Dengan nilai cu# off ini diharapkan pemberian terapi dapat diberikan secara
tepat berdasarkan penilaian klinis dan penentuan secara molekuler, schingga
angka keberhasilan dalam pemberian terapi dapat meningkat dan kejadian
terjadinya kekambuhan dan atau metastasis dapat ditekan/diatasi dengan segera.
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Gambar 2.2.2.1. dibawah ini menunjukkan bentuk toroid dari EBV,

Gbr2.2.2.1. Bentuk Toroid dari EBV. Sanna M Aaito 2007.

Genom EBV berbentuk single, linear, double stranded 184-kb DNA'.
Setiap posisi dalam genom EBV strain B95.8 telah berhasil dipetakan posisinya
dengan menggunakan BamHI restriksi endonuklease. Setiap fragmen ditandai
dengan huruf untuk membedakan fragmen yang satu dengan fragmen yang lain
didalam genom EBV®. Setiap gen yang terdapat pada strain B95.8 dipetakan
berdasarkan letaknya terhadap daerah asal transkripsi RNA. BamHI-4 adalah
daerah didalam genom EBV dengan fragment terpanjang disusul dengan BamHI-
B. ® Terdapat dua tipe EBV yaitu EBV tipe A dan Ebv tipe B yang merupakan
bentuk polimorfisme dengan perbedaan yang jelas pada sekuen gen EBNA-2,
EBNA 3 A-C, polimorfisme minor pada EBNA 1, LMPI1, Zebra dan beberapa gen
lain pada genom EBV. %

Saat virus menginfeksi sebuah sel, genomnya menjadi episome yang
terdiri dari beberapa tandem repeat, dengan jumiah tergantung dari tandem repeat
yang ada pada genom parentalnya, dengan variasi beberapa tandem repeat yang
terjadi selama proses replikasi. Pada saat infeksi laten setiap episome yang
terdapat pada sel yang terinfeksi akan mempunyai jumlah fandem repeat yang
sama dengan parentalnya, hal ini berguna untuk menentukan apakah sel-sei yang
terinfeksi dan berada pada fase laten berasal dari sel progenitor yang sama atau
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berasal dari berbagai sel progenitor yang berbeda.® Gambar 2.2.2.2 dibawah ini
memperlihatkan genom EBYV dan posisi gen-gen latennya.

Doutide sransod DNA cpicoma

' EBNA.LFP
EBNAZ

EBNAZA

Gbr.2.2.2.2 Genom EBY (Murray & Young 2001), Gambar menunjukkan lokast dan
transkripsi dari gen laten EBV pads dowble siranded DNA episom. Wama orange
menunjukkan daerah asal replikasi plasmid (oriP). Kotak wama ungu menunjukkan
coding exon dari setiap protein laten dan tanda panah menunjukkan arah gen tersebut
ditrangkripsikan: protein laten tersebut meliputi: & nuclear antigens (EBNAs 1,2,34,3B,3C
dart EBNA LP), 3 Laten Membran Protein (LMPs 1,24 dan 2B. EBNA LP ditranskripsi
dari beberapa exon repetitive. LMP2A dan B terdiri dari beberapa exon yang berasal dari
sisi lokasi terminal repeat (TR} yang terbentuk selama sirkularisasi linear DNA saat
pembentukan episome virus. Panah orange yang terletak diatas menunjukkan daerah
transkripsi dari non polyadenylated RNAs EBER 1 dan EBER2. Panah panjang luar warna
merah menunjukkan arah transkripsi EBV pada latensi 111, dimana semua Protein EBNA
ditranskripsi dari promoter Cp dan Wp. Panah pendek biru menunjukkan transkripsi dari
EBNA 1 yang berasal dari promoter Qp selama latensi I dan Il Transkrip dari Bam A
region dapat dideteksi selama masa infeksi laten tetapi tidak ada protein yang terbentuk
dari regio ini. Terlihat pula lokasi dari BARFO dan BARF ] coding region.

2.2.3 Infeksi dan Ger Laten EBV

EBV mempengaruhi pertumbuhan limfosit B, sehingga terjadi perubahan
atau transformasi pertumbuhan yang permanen melalui ekspresi gen-gen yang
dikeluarkan oleh virus. ® Ada sekitar 80-100 gen yang dikeluarkan oleh virus
tetapi gen-gen yang paling sering dibicarakan terkait dengan patogenesis beberapa
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kanker adalah sebagai seperti yang terlihat pada tabel 2.2.3.1 dibawah ini, berikut
fungsinya.
Tabe! 2.2.3.1. Gen laten EBV dan Fungsinya®

Gen Fungsi
EBNA 1 Menjaga agar genom virus dapat terus ikut
bereplikasi dalam set host
EBNA 2 Penting daiam proses transformasi sel B

Berperan pada proses transkripsi dari LMP2 dan gen
lainnya, Menyerupai jalur signaling NOTCH

EBNA3 dan LP Mengatur kefja dari EBNA2, mengatur faktor-faktor
yang dibutuhkan bagi pertumbuhan sel B,
berinteraksi dengan p53 dan Rb

LiiP1 Mengatur transformasi protein-protein

Menyerupai kerja  dari reseptor CD40 yang
teraktifasi, meningkatkan kerja dari NFkB

LMP2A dan 2B Menyerupai reseptor B-cell receptor (BCR) dan akan
membantu sel yang tidak mempunyai BCR untuk
berproliferasi dan menghindar dari apoptosis

Gen laten EBV berbeda-beda  pada tiap keganasan, hal tersebut
berhubungan dengan interaksi antara virus dan inangnya yang juga berbeda. Pola
tersebut dapat terlihat pada gambar 2.2.3.2
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tF vl e sbian + T1
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———— I - - $Siy oscrov

[~ Y

aatristed wirnl letenoy
(EWAMA 17 = LESETAY R iTPC bl TiT AL ERTAHC S
CEMMA, { + LMFT, X}

Gbr 2.2.3.2. Infeksi EBV, gen laten dan keganasannya.Tanda panah menunjukkan
masih banyak mekanisme virus yang belum diketahui pada berbaggi penyakit.
(Courtessy Skip Virgin, WUMS 2-24-04)
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Pada latensi I, EBNA 1 selalu terdeteksi pada Burkitt”s Lymphoma cel
line. Ditranskripsi oleh promoter pada daerah BamHIiF. Pada Latensi Il ditandai
dengan ekspresi semua LMP dan EBNA 1 pada keganasan yang tidak terkait sel
B, salah satunya adalah KNF®. Dari semua gen laten tersebut hanya EBNA1,
LMPI dan LMP2 yang selalu terdeteksi pada setiap latensi, hal ini menunjukkan
bahwa gen tersebut memainkan peranan yang penting untuk mempertahankan
infeksi laten dari EBV. Selain itu produk gen yang selalu ada pula pada setiap
latensi adalah EBER (The EBV encoded RNAs)

2.2.4. Proses Replikasi Virus

Proses replikasi virus, diharapkan akan memperjelas pemahaman akan cara
kerja EBV saat masuk dan menginfeksi sel/inang. Agar virus dapat masuk dan
memperbanyak diri maka virus harus masuk dan menginfeksi sel hidup yang
spesifik untuk setiap virus. Proses yang harus dipastikan oleh virus untuk
menginfeksi sel adalah memastikan agar proses replikasi genomnya dapat terjadi,
mengemas genomnya kedalam partikel virus dan mengubah metabolisme sel yang
terinfeksi sehingga sel tersebut dapat memproduksi virus, melalui beberapa proses
seperti terlihat pada gambar 2.2.4. dibawah ini.

{rmaTurRATION)

Aol

U () S

ST E LTSI NE

(GENE EXPRESSION)

Gbr. 2.2.4. Proses Replikasi Virus.( University of Wegeningen,Netherlands, 2010).
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Proses tersebut terjadi melalui 3 fase yaitu fase Inisiasi dimana virus
menempel pada membran sel (aftachment), masuknya virus kedalam sel
(penetration) dan terlepasnya selubung virus (uncoating). Selanjutnya terjadi fase
Replikasi dimana terjadi sintesis DNA, RNA dan Protein virus. Pada fase ini,
protein virus melakukan replikasi genomnya menggunakan protein se! inangnya.
Proses terakhir adalah fase Pelepasan/Release dimana terjadi perakitan virus
(assembly), pematangan virus (maturation) dan keluamnya virus dari sel (exit from
cell). Proses replikasi ini hampir selalu sama pada setiap virus walaupun ukuran

genom, komposisi dan susunan virus bervariasi sesuai klasifikasinya.

2.3. Pemeriksaan DNA EBV
Banyak penelitian membuktikan bahwa DNA tumor dapat terdeteksi
didalam serum/plasma darah berbagai penyakit keganasan diantaranya keganasan

paru, kepala dan leher, kolorektal dan leukemia **%°

yang berasal dari sel tumor
yang mati akibat nekrosis atau apoptosis. Model infeksi virus pada gambar 2.3.

ini memperlihatkan bagaimana DNA virus berada dalam aliran darah.
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Gbr 2.3. Mode! Infeksi EBV pada manusia. Pada orofaring, EBV menginfeksi sel epitel
dan selanjuinya masuk untuk menginfeksi set B, Selama infeksi primer sel B yang terinfeksi
mengalami siklus litik dengan produksi virus ataw mengekspresikan seluruh protein laten virus.
Infeksi akan diatasi oleh sel NK atau sel T sitotoksik. Selama masa konvalensi, EBV terdapat
didalam darah yang bersirkulasi dalam bentuk infeksi laten pada sel B memori dengan ekspresi
protein laten membran (LMP2) dan antigen inti EBV (EBNA 1). Sel B memori yang terinfeksi
EBYV dapat mengalami reaktifasi. Beberapa sel yang berada pada infeksi laten dapat menjalani
replikasi litik pada orofaring yang menyebabkan keluarnya virus dalam saliva aiau sel epitel.
EBV:Epstein-Barr Virus, NK: Natural Killer, LMP2:Protein Laaten Membran 2, EBNA1: Antigen
inti EBV.
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Nilai sensitivitas dan spesifisitas biasanya dinyatakan dalam persen.
Sensitivitas digambarkan pada sumbu Y yang mewakili nilai Positif Benar (7rue
Positive) dan 1- spesifisitas atau nilai yang mewakili Positif Palsu (Faise
Positive) digambarkan pada sumbu X. Nilai positif benar dan positif palsu adalah
nilai yang didapat dengan menggunakan tabel 2.6.1. dibawah ini:

Tabel 2.6.1. Tabel Sensitivitas dan Spesifisitas *

Baku Emas +ve | Baku Emas - ve Jumlah
Uji + ve (nilai vji) a b a+b
Uji - ve (nilai uji) ¢ d c+d
Jumlah atc b+d atb+c+d

Sensitivitas (True Positif) : a/ (a+e)

Spesifisitas (False Positif) : d/ (b+d)

Nilai uji adalah nifai yang didapat dari hasil uji diagnostik yang dilakukan
dan nilainya akan diuji dengan menggunakan tabel diatas sehingga nilai
sensitifitas dan sensitifitasnya dapat ditentukan. Pada gambar 2.6.2. diperlihatkan
contoh bagaimana menentukan nilai sensitifitas dan spesifisitas dari uji yang
dilakukan. Hasil pengukuran atau hasil uji dibuat dalam beberapa katagori untuk
selanjutnya ditentukan penggunaan nilai-nilai dibawah ini:

e

T st?

25 - ._ V-
£ | MesUR L thyroid  Euthyroid
s 20 M ! (Td)

E s 7 \ <5 18 1

1o ' 7 17
£
=

2-"'\'/ . sl AT 4 36
>9 3 39

2o, A b3 TN N
T e e Totals: 32 93

T4 Value

Gbr 2.6.2. Contoh hasil vji diagnostik (T4) pada keadaan Hypothyroid dan euthyroid.
Warna merah: menujukkan pasien yang mengalami hipotiroid dan warmna biru eutiroid.
Nilai pada tabel merupakan konversi nilai pada gambar disampingnya.®
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Selanjutnya dari berbagai nilai T4 yang diperoleh, dipilihlah nilai T4 yang
mempunyai nilai sensitivitas dan spesifisitas yang diinginkan dan sesuai dengan
tujuan penentuan uji diagnostik yang kita lakukan. Contoh bagaimana mencari
nilai sensitifitas dan spesisitas dapat dilihat pada tabel 2.6.3. dibawah ini

Tabet 2.6.3. Contoh nilai sensitivitas dan spesifisitas
padanilai T4 <5dan>5°

Hasil Uji (T4d) Hypothyroid Euthyroid

<5 18 1
>3 14 92
Totals: 32 93

Nilai sensitivitas adalah: 18/ 18 + 14 = 0.56 ( 0.56 x 100%) = 56%

Nilai sensitivitas adalah: 92/ 1+92 = 0.99 (0.99 x 100%) = 9%%
Selanjutnya nilai-nilai tersebut dimasukkan pada kurva ROC dan ditentukan nilai
cut off dari pemeriksan yang telah dilakukan. Pada gambar 2.6.4. digambarkan
kurva ROC serta posisi nilai-nilai yang ditentukan berdasarkan sensitifitas dan
spesifisitasnya.

TR oo pacstly

Gbr 2.6.4. Kurva ROC. Grafik ROC berisi nilai-nilai yang dipilih sesuai dengan kebutuhan
pemeriksaan berdasarkan sensitifitas dan spesifisitasnya. Garis merah membagi kurva menjadi 2
bagian, dimana arah atas yang semakin menjauhi garis merah menunjukken nilai-nilai yang baik
dengan kemungkinan positif benar besar (contoh titik warna merah) atau mendekati sisi pojok
kiri atas dart karva seperti terlihat pada tanda panah diatas, sedang arah semakin ke bawah garis
merah menunjukkan nilai-nilai buruk dengan positif palsu yang makin besar (contoh titik wama
kuning). ROC:Receiver Operating Characteristics, FPR:False Positive Rate= Positif palsu,
TFR:true positive rate= positif benar.
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BAB I

METODOLOGI PENELITIAN

3.1. Kerangka Konsep

KNF diketahui terkait erat antara faktor genetik, pola diet yang
mengandung karsinogen tertentu dan infeksi Virus Epstein Bar’ Dengan
modalitas terapi utama yang dipergunakan adalah radiasi dan atau kemoterapi
sesuai dengan stadium penyakit. Penentuan stadium merupakan hal yang penting
sebelum pemberian terapi, karena penentuan stadium penyakit akan menentukan
jenis dan program pengobatan yang akan diberikan. Pada KNF stadium awal 11,
pengobatan utama adalah radioterapi sedangkan pada stadium lanjut II/TV adaleh
radioterapi didahului kemoterapi (neocadjuvant kemoterapi) atau radioterapi
dilakukan bersama dengan kemoterapi (concurent/concomitant kemoterapi) atau
radioterapi diakhiri dengan kemoterapi (adjuvant kemoterapi)®’. Untuk keperluan
tersebut, diperlukan marker yang dapat dipergunakan dalam membedakan antara
penderita KNF stadium awal dan lanjut bukan hanya ditingkat se! atau jaringan
tetapi juga ditingkat molekuler. DNA LMP2 EBV adalah salah satu gen laten
yang transkripsinya selalu terdapat pada penderita KNF. Penggunaanya sebagai
salah satu marker pada penatalaksanaan pengobatan KNF mulai banyak diteliti
walaupun dalam tatalaksana klinis belum banyak digunakan.

Pada penelitian ini, akan dilihat apakah terdapat perbedaan antara
nilai’kadar DNA LMP2 EBV pada serum/plasma penderita KNF berjenis
histopatologi undifferentiated stadium awal (I/1lI) dengan KNF stadium lanjut
(II'1V), dimana bila terdapat perbedaan nilai antara kedua kelompok tersebut,
maka pemeriksaan DNA LMP2 EBV dapat dipergunakan sebagai marker
molekuler yang potensial dalam membedakan kedua kelompok tersebut.
Selanjutnya penentuan nilai cutt off akan melengkapi manfaat dari pemeriksaan
DNA LMP2 EBYV ini, dalamn penentuan stadium dan program pengobatan,
disamping pemeriksaan diagnostik lainnya. Sehingga dimasa yang akan datang
penentuan stadium dan pengobatan bagi penderita KNF akan ditentukan tidak
hanya berdasarkan kondisi klinis yaitu dengan menggunakan hasil patologi
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anatomis Thorax PA, USG Abdomen serta Bone Scaning sebagai pemeriksaan
diagnostik penunjang tetapi juga secara molekuler dengan menggunakan nilai
DNA LMP2 EBV, melalui pemanfaatan nilai cu? off.

EBV

SEL EPITEL

MUTASI GEN ATAU

l KARSINOGEN

TRANSFORMASI

Gambar 3.1 Kerangka Konsep Penelitian

Keterangan
.......... : Ruang lingkup penelitian

3.2. Desain Penclitian
Penelitian ini merupakan studi analitycal cross-sectional untuk melihat
Jjumlah/kadar DNA LMP2 EBV dalam serum/plasma penderita KINF berjenis
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undifferentiated setelah dilakukan proses staging berada pada stadium I/II dan
stadium IV dan belum permah mendapatkan terapi baik kemoterapi dan atau
radiasi. Selanjutnya serum/plasma penderita KNF tersebut diperiksa dan
ditentukan kadarnya dengan metoda PCR menggunakan Light Cycler EBV
Quantification Kit dari Roche terhadap DNA LMP2 EBV. Hasil pemeriksaan
akan dianalisa untuk mengetahui adanya perbedaan antara kadar DNA LMP2
EBV pada serum/plasma penderita KNF stadium awal (I/I} dan stadium lanjut
(I/IV).

3.3. Lokasi dan Waktu Penelitian

Penelitian di lakukan pada pasien KNF di Rumah Sakit Kanker
“Dharmais” (RSKD). Pengambilan sampel darah dilakukan pada laboratorim
RSKD dan dilakukan oleh staf Instalasi Patologi Klinik RSKD. Pemeriksaan
laboratorium dilakukan di laboratorinm Patologi Klintk RSKD sejak November
2008 sampai dengan April 2010.

34. Populasi dan Sampel Penelitian

3.4.1. Populasi Penelitian adalah :
Pasien Kanker Nasofaring (KNF) berjenis undifferentiated yang
berada pada stadium awal (I/II) dan stadium lanjut ( HI/IV)

3.4.2. Sampel Penelitan adalah :
Sampel darah (serum/plasma) yang diambil dari penderita Kanker
Nasofaring (KNF) yang berjenis undifferentiated berada pada
stadium awal (I/II) dan stadium lanjut (II/IV) yang berobat di
(RSKD) dan telah menandatangani informed consent.

343 Kontrol negatif berasal dari serum/plasma darah orang yang sehat

3.4.4. Kontrol positif berasal dari serum/plasma penderita KNF yang
mempunyai kadar DNA LMP2 EBV yang tinggi
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3.5. Besar Sampel
Perhitungan besar sampel minimal dihitung dengan menggunakan rumus
uji 2 hipotesis:
n = 2(Za+ZBY §°
(X1- X2)?
Dimana S (Standar Deviasi) diambil dari rumus Standar Deviasi
Gabungan yaitu :
Sp’= (nl-1)81% + (n2—1)82’
(nl-1)+(n2-1)

Keterangan
n1 = jumlah sampel kelompok 1 (penelitian sebelumnya) = 10
n2 = jumlah sampel kelompok 2 (penelitian sebelumnya) = 10
S1 = standar deviasi kelompok 1 (penelitian sebeiumnya) = 8268.50
§2 = standar deviasi kelompok 2 (penelitian sebelumnya) = 2681.59
Sp? = (10-1).8268.50° + ( 10—1).2681.59"
(10-1) + (10-1)
Sp’= 5475.04
Selanjutnya jumlah sampel dicari dengan rumus

n = 2(Za+272B)> §*

(X1- X2)
¢ = 1-5%,5% (2-sided)
a =5%, =Zogrs =1.96
B =10% =Z =128

X1 = mean kelompok 1 = 4893.66 (Peneliti)
X2 = mean kelompok 2 = 1641.84 (Peneliti)
S =Standar Deviasi = 5475.04 (Peneliti)
n = 2(1.96+1.28 5475.04

(4893.66 + 1641.84 )
n = 59,51

nl}

n2 = 60 sampel
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3.6, Cara Kerja
3.6.1. Rekrutmen Subyek Penelitian

Sampel serum/plasma darah penderita KNF pada stadium awal (I/II) dan
stadium lanjut (III/IV) sebelum pemberian terapi, didapat melalui pengambilan
darah yang dilakukan di laboratorium Patologi Anatomi RS.Kanker Dharmais.
Pasien yang memenuhi persyaratan dihubungi / ditemui, untuk diminta

kesediaannya menandatangani informed consent.

3.6.2. Bahan

Bahan penelitian adalah darah: serum/plasma penderita KNF yang setelah
menjalani proses staging (penentuan stadium), berada pada stadium awal (VII)
dan Stadium lanjut (I11/1V), yang berobat di RS.Kanker Dharmais.

3.6.3. Pengambilan Sampel Darah

Darah perifer diambil dari penderita sclanjutnya disentrifus dan
serum/plasma diambil dan dimasukkan dalam tabung. Selanjutnya disimpan
dalam suhu -20°C untuk pemeriksaan selanjutnya.

3.6.4. Metode Pemeriksaan

Pemeriksaan kadar LMP2 dalam serum/plasma penderita KNF dilakukan
dengan menggunakan metode Real Time PCR adapun langkah-langkah yang
dilakukan adalah sebagai berikut:

3.6.4.1. Isolasi DNA dalam Serom Penderita

Langkah- langkah Isolasi DNA dari sampel serum adalah:

1. Kit: High Pure Viral Nucleic Acid Kit dari Roche

2. Sampel darah berupa serum/plasma penderita KNF disiapkan
3. Persiapan Working Solution: Poly A, Binding Buffer.

4. Serum/plasma sampel 200ul, Proteinase K 50ul dan 200p! working
solution dimasukkan dalam tabung dan diinkubasi pada suhu 72°C

selama 10 menit,
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10.

1.

12.
13.

Sebanyak Spl Internal kontrol dan 10051 binding buffer ditambahkan
dalam tabung

Filter tube dan colection tube disatukan lalu sampel dipindahkan
kedalam filter tube dan disentrifuge pada 8000g selama 1 menit.
Hasil cairan dibuang dan diberi 500 pl inhibitor removal buffer, lalu
disentrifuge pada 8000g selama 1 menit.

Cairan yang terkumpul dibuang, beri 450pl wash buffer, dan
disentrifuge pada 8000g 1menit dan dilakukan sebanyak 2 kali.

Cairan yang terkumpul dibuang, 450pl wash buffer ditambahkan, dan
disentrifuge pada 8000g selama 3 menit

Cairan yang terkumpul dibuang dan disentrifuge kembali pada
13.000g selama 10 detik.

Tabung diganti, dipasangkan tabung baru dan ditambahkan 100ul
elution buffer 1alu disentrifuge pada 8000g selama Imenit.

Didapatkan DNA yang sudah dipurifikasi.

DNA disimpan dalam suhu -20°C sampai saat digunakan

3.6.4.2 Real Time PCR (Polymerase Chain Reaction)
Langkah-langkah Analisa Real Time PCR:

I.
2.

Kit: EBV Quantification Kit dari Roche

Tabung kapiler diisi dengan 15ul campuran dari deoxyrucleoside
triphosphate, primers yang berisi 96 bp region dari genom EBV
(tidak dapat dipubfikasi karena kerahasian produk), probe ( FRET
hybridization probe), MgCl2, Tag DNA Polymerase dan H>O, dan
DNA Sampel/ Internal Kontrol/ Standart sebanyak Spl.

Selanjutnya PCR dijalankan bersama dengan standar yang terdapat
didalam kit, H,0 dari Kit, H,0 hasil isolasi DNA, kontrol positif dan
kontrol negatif .

PCR dilaksanakan sebanyak 45 siklus.
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3.6.4.3. Cara Melakukan Kuantifikasi

Langkah-langkah Kuantifikasi DNA EBV LMP2:

1. Jumlah amplifikasi dihitung berdasarkan warna yang muncul (channel
640) dan dari internal kontrol (channel 705).

2. Melalui melting curve dilakukan analisis spesifisitas. Temperatur
melting saat DNA terpisah, berbeda, tergantung dari susunan
nukieotida penyusunnya. Perbedaan satu basa dalam DNA akan
menghasilkan perbedaan temperatur melting. Maka temperatur
melting dapat digunakan untuk mengidentifikasi spesifisitas DNA.

3. Hasil amplifikasi dihitung dengan menggunakan derekror sequencer
dan jumiah copy DNA LMP2 EBYV dihitung.

4. Jumlah copy DNA terkecil yang dapat dideteksi adalah 10 copy.

3.7. Alor Penelitian

Pasien KNF di RSKD

!

Histopatologi dan
Pemeriksaan Klinis dan
Pemeriksaan Radiologi

/\.\

KNF Stadium ¥l KNF Stadium 1INV

PN

Real Time PCR terhadap
DNA LMP2 EBV

|

HASIL

Gambar 3.7. Alur Penelitian
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3.8‘

3.9.

3.10.

Manajemen dan Analisis Data
Hasil penelitian akan dikelola sebagai berikut:

. Data deskriptif akan ditampilkan untuk melihat karakteristik penderita dan

semua variabel yang diteliti akan disajikan dalam bentuk tabular.

Dibuat perbandingan jumlah kadar DNA LMP2 EBV dalam darah pada
pasien KNF stadium I/H dan Pasien KNF stadium HI/IV menggunakan uji
T Test/ Mann-Whitney Test. Uji statistik dikatakan bermakna bila p <
0,05.

. Dibuat kurva ROC antara kadar DNA LMP2 EBV dalam darah pasien

KNF stadium I/IT dan pasien KNF stadium III/IV, untuk menentukan nilai

Cut Off nya.
Analisa data ditakukan dengan menggunakan program SPSS versi 17

Definisi Operasional

. KNF Stadinm Awal 11 adalah KNF yang berdasarkan pemeriksaan CT

Scan, biopsi nasofaring, hasil USG Abdomen, Thorax PA dan Bone Scan
ditentukan berada pada stadium I/I1.

KNF Stadium Lanjot IIIV adalah KNF yang berdasarkan
pemeriksaan CT Scan, biopsi nasofaring, hasil USG Abdomen, Thorax
PA dan Bone Scan ditentukan berada pada stadium IV,

Etika Penelitian

Penelitian ini tidak mengandung unsur intervensi kepada penderita, namun
pada setiap analisis genetik perlu dilengkapi dengan persetujuan tertulis
atau informed consent pada penderita atau keluarganya. Sebelumnya
kepada pasien/keluarga diberikan penjelasan tentang tujuan penelitian
serta manfaat yang bisa didapat dari penelitian ini. Setelah memahami
tujuan dan manfaat maka penderita yang setuju untuk ikut dalam
penelitian ini diminta untek menandatangani surat persetujuan yang sudah
disiapkan oleh peneliti. Kaji etik dan keterangan lolos kaji etik telah
diperoleh dari Komisi Etik Penelitian Rumah Sakit Kanker Dharmais
dengan surat keputusan No.18/PEP/05/2009.
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BABIV
HASIL & PEMBAHASAN PENELITIAN

4.1. Karakteristik Subyek Penelitian

Selama penelitian, dari pasien yang berkunjung ke poli THT sejak
November tahun 2008 sampai dengan April tahun 2010 terkumpui sampel
serum/plasma darah penderita KNF sebanyak 220 sampel. Pengumpulan subyek
penelitian dimulai melalui penelusuran data penderita Kanker Nasofaring di
Bagian Litbang/ Registrasi Kanker RS. Kanker “Dharmais” dilanjutkan dengan
membuka rekam medis semua penderita KNF untuk melihat hasil pemeriksaan
Patologi Anatomi (PA), hasil penentuan stadium, hasil laboratorium dan hasil
pemeriksaan radiologi: Thorax PA, USG Abdomen dan Bone Scanning.

Subyek penclitian adalah pasien yang datang ke Rumah Sakit Kanker
“Dharmais”, dan sesuai dengan kriteria inklusi yang sudah ditetapkan dalam
penelitian ini. Dari 220 sampel, temyata hanya sebanyak 83 sampel serum/plasma
sesuai dan memenuhi kriteria inklusi yang sudeh ditetapkan, dimana jumlah
tersebut tidak dapat memenuhi jumlah sampel minimal yaitu 60 sampel untuk
masing-masing kelompok penderita KNF stadium awal (VII) dan kelompok
penderita KNF stadium lanjut (HI/IV). Karakteristik ke 83 penderita KNF
tersebut dapat dilihat pada Tabel 4.1.1.

Tabel 4.1.1. Karakteristik Subyek Penclitian

Karakteristik n (%)
n &3 {(100,0)
Jenis kelamin
Laki-laki 53 (63,90)
Perempuan 30 (36,10
Usia (Tahun)
<40 tahun 26 (31.39)
40 - 60 tahun 48 (57.83)
>60 tahun 9 (10.84)
Stadium
Std awal (I/11) 25 (30.10)
Std lanjut (SI/TV) 58 (69,90)
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Dari tabel 4.1.1. sebagian besar penderita KNF berasal dari penderita
berstadium lanjut (III/1V) sebanyak 58 sampel atau 69.9%, dan sisanya sebanyak
25 sampel atau 30.1% berasal dari penderita KNF stadium FII. Seluruh penderita
berada pada rentang usia 11 tahun sampai dengan 72 tahun dengan vmur rata-rata
44,93 1 12,24 tahun. Sampel terbanyak berasal dari penderita berjenis kelamin
laki-laki yaitu sebanyak 53 sampel atau 63.9% dan sisanya 30 sampel atan
36.1% berasal dari penderita KNF perempuan. Hal ini sesuai dengan banyak
peneliti yang mengatakan bahwa sebagian besar penderita KNF datang pada
stadium lanjut dan jumlah penderita laki-laki lebih banyak dibandingkan
penderita perempuan, dengan uwmur terbanyak penderita antara 40 sampai
dengan 50 tahun *’. Selanjutnya penderita KNF dibagi sesuai dengan status T
(tumor) , N (Nodul)} dan M (metastasis) -nya menurut UICC,seperti terlihat pada
gambar 4.1.2.

Gbr.4.1.2 Karakteristik Penderita KNF menurut statas T: T1-T2 dan T3-T4,
Status N: NO-N1 dan N2-N3 dan status M: M0 dan M1

42. Pengukuran Kadar DNA LMP2 EBV

Pengukuran kadar DNA EBV LMP2 pada serum/plasma dilakukan pada
ke-2 kelompok penderita KNF stadium awal ( I/I) dan kelompok stadium lanjut
(I1I/1V), menggunakan metode Real Time PCR. Penggunaan metode ini
mempunyai beberapa keuntungan diantaranya metode ini terbukti sensitif,
spesifik, proses mudah dan cepat dengan hasil berupa data yang bersifat
kuantitatif. Untuk reagen, penulis menggunakan LightCycler EBV
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Quantification Xit, salah satu reagen spesifik dari ROCHE dengan LMP2
sebagai target gen yang digunakan. Reaksi dilakukan bersamaan dengan 5 standar
DNA EBV yang berisi 10° sampai dengan 10 copy DNA per reaksi, kontrol
negatif yang berasal dari darah orang sehat dan kontrol positif yang berasal dari
penderita KNF yang mempunyai nilai DNA LMP2 EBV yang tinggi/positif,
sampel H»0 sebapai kontrol negatif pada setiap melakukan isolasi DNA dan
sampel H,O sebagai kontrol negatif dari Kit PCR yang digunakan. Gambar 4.2.1
menunjukkan kurva amplifikasi yang dihitung berdasarkan 5 nilai konsentrasi
standar DNA LMP2 EBV dan standar kurva yang menunjukkan konsentrasi
standar DNA LMP2 EBYV berdasarkan nilai crossing point.

ARmpriiffcation Curvex Standard Curve
025 r
.23 2,
ot

Fhircastncs (643
5&
2

0.03 22

Q.07 =

o G [x] n J\

0 .05 ]
0.0l - I 3

3 4 3 6
I  Log Conentration

Gbr 4.2.1 Amplifikasi DNA LMP2 EBV standar menggunakan real time PCR. (3).
Pengukuran dihitung terhadap sinyal fluoresence yang meningkat diatas baseline yaitu
pada crossing point digambarkan dengan gambar panah (b). Standar Kurva
menggambarkan nilai DNA standar yang teramplifikasi, setiap warna mewskili
konscntrasi DNA yang teramplifikasi.

Kurva standar menggambarkan tingkat error dan efisiensi yang terjadi
pada reaksi PCR yang dilakukan. Pengukuran kadar DNA LMP2 EBV dalam
serum/plasma dilakukan terhadap kedua kelompok pasien tersebut (penderita
KNF stadium awal dan lanjut). Pemeriksaan dilakukan secara in duplo untuk
memastikan ketepatan hasil dalam proses tersebut. Pada sampel dengan hasil
duplo yang berbeda akan dilakukan pengulangan. Data  seluruh hasil
pemeriksaan PCR kedua kelompok tersebut dapat dilihat pada lampiran 1.

Penggunaan Light Cycler EBV Quantification Kit sebagai reagen yang
dipakai dalam penelitian berdasarkan bukti dan kemampuan yang baik dalam
mendeteksi dan kuaatifikasi DNA EBV khususnya LMP2 dan mempunyai
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tingkat spesifitas dan sensitifitas yang tinggi dalam penggunaannya diberbagai
riset terkait DNA EBV.#*45  gelanjutnya semua sampel diperiksa terhadap
DNA LMP2 EBV dan hasil dibagi dalam kelompok interval seperti terlihat pada
diagram batang pada gambar 4.2.2.dibawah ini.

Gbr.4.2.2 Kadar DNA LMP2 EBV pada 83 penderita KNF

4.3. Hasil Pemeriksaan DNA EBV pada Stadium Awal (I/IT) dengan

Stadivm Lanjut (III/TV)

Dilakukan analisa deskriptif pada hasil pengukuran DNA LMP2 EBV
kedua kelompok namun hasil tersebut tidak dapat dilakukan analisa bivariat
karena tidak memenuhi jumlah sampel minimal. Hasil apalisa deskriptif
pemeriksaan kedua kelompok penderita KNF tersebut, ditampilkan pada gambar
4.3.1. dibawabh ini.

40
35
%
25
O Positif
15 @ Negatif
10
5
o

Stadhm ifil  Stadiom /v

Gbr 4.3.1 Hasil pengnkuran DNA EBV pada stadiom EFI dan stadiom ITITV.
Stadium 11 Positif 33.30% dan negatif 66.70%. Stadium VIV Positif 63.15% dan
negatif 36.84%
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Berdasarkan hasil analisa data menggunakan analisa deskriptif, diperoieh
hasil sebagai berikut: dari 25 penderita KNF stadium awal (I/lI), terdapat
sebanyak 17 sampel (66.7%) yang tidak menunjukkan adanya copy DNA (negatif
capy) dan terdapat 8 (33.3%) sampel menunjukkan adanya copy DNA EBV
(positif copy). Hal tersebut mengandung arti bahwa pada penderita KNF stadium
awal (I/if) sebagian besar penderita menunjukkan hasil pengukuran DNA EBV
negatif (negatif copy) namun terdapat pula sebagaian kecil penderita (33.3%)
dengan hasil positif dengan nilai median 0 copy DNA/m! (0-94.7copy/ml).

Penelitian kohort Leung Sing-fai er af, 2003, dengan waktu follow up
selama 5.8 tahun, mendapatkan hasil bahwa terdapat sebagian kecil penderita
KNF stadium awal (I/1I) dengan kadar DNA EBYV yang lebih tinggi dari nilai cut
off, yang ditentukan dalam penelitian tersebut, menunjukkan nilai survival
probability lebih rendah atau sama dengan nilai survival probability pada stadium
lanjut (II/IV). Selain itu terdapat juga perbedaan nilai 5 year swrvival yang
cukup bermakna pada penderita stadium awal (I/II) dengan kadar DNA EBV
rendah sebesar 90% dan kadar DNA EBYV tinggi sebesar 63%.%° Berdasarkan
penelitian tersebut, penulis menduga bahwa pada sebagian kecil penderita KNF
stadium awal (/11) terdapat penderita yang mempunyai nilai DNA EBV yang
febih tinggi dari nilai DNA EBV dalam kelompoknya, seperti yang terjadi pada ke
8 (33.3%) penderita KNF stadium awal pada penelitian penulis. Penulis menduga
pada ke 8 penderita tersebut, kemungkinan akan mempunyai nilai survival
probability dan 5 year survival penderita, seperti pada penelitian Leung diatas.
Hal tersebut harus diteliti lebih lanjut dengan penelitian yang bersifat kohort, dan
untuk itu perlu ditentukan pula nilai cut off untuk menentukan batas antara
hasil pemeriksaan DNA EBV pada stadium awal dan lanjut.

Pada sejumlah 58 penderita KNF dengan stadium lanjut IT/IV, didapat
sebanyak 37 (63.15%) sampel mempunyai copy DNA EBV (positif copy) dan
sebanyak 21 (36.84%) sampel tidak menunjukkan adanya copy DNA EBV
(negatif copy). Hal tersebut menunjukkan, pada penderita KNF stadium lanjut
IM1V) sebagian besar penderita 37 (63.15%) menunjukkan hasil pengukuran
DNA EBYV yang positif (positifcopy) dengan nilai median 24.8 copy DNA/m|
( 0-11040 copy/ml), Penelitian Leung Sing-fai, ef a, 2003, menyatakan bahwa
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hasif pengukuran DNA EBYV penderita KNF stadium lanjut umumnya, lebih tinggi
dibandingkan dengan hasil pengukuran DNA EBV pada penderita KNF stadium
awal, namun terdapat pula sebagian kecil penderita KNF stadium lanjut (IIL/1V)
dengan kadar DNA EBV [ebih rendah dari nilai cut off yang ditentukan. Namun
tinggi dan rendahnya kadar DNA EBYV tersebut tetap menunjukkan 5 year
survival yang rendah.

Dari hasil pengukuran DNA EBY pada penelitian penulis, didapatkan
bahwa pada sebagian besar penderita KNF stadium lanjut (IIIV) mempunyai
hasil pemeriksaan DNA EBV yang lebih tinggi, dibandingkan dengan penderita
KNF stadium awal (I/Il): median 24.8 copy/ml vs 0 copy/ml. Hal ini sejalan
pula dengan penelitian Leung Sing Fai diatas dan Shao JY, 2004. Shao
mengatakan bahwa terdapat perbedaan antara jumlah copy DNA EBV pada
penderita KNF stadium awal dibandingkan dengan penderita KNF stadium
lanjut, > dimana kadar DNA EBV pada penderita KNF stadium lanjut lebih tinggi
dari pada hasil DNA EBV pada penderita KNF stadium awal (I/II).

Sistem staging (UICC) diketahui mempunyai nilai prognostik dalam
menentukan 5 year disease survival penderita KNF stadium LILII dan IV
sebesar 95%, 78%, 49% dan 23%.*-2  Selain im pemberian program
pengobatanpun diberikan berdasarkan pada penentuan staging, dimana
pengobatan utama pada KNF stadium awal I/II adalah radioterapi dengan
keberhasilan 80%-90% terjadi remisi sempurna secara klinis (Lee,2000).
Namun angka kekambuhan dan metastasis pada KNF masih cukup tinggi dan
salah satu penyebabnya adalah masih terdapatnya sisa tumor yang tidak dapat
dideteksi secara klinis * atau kemungkinan disebabkan karena penentuan
pemberian terapi hanya didasarkan pada kondisi klinis saja. Dengan pemeriksaan
kadar DNA LMP2 EBV sebetum pemberian terapi ini, penentuan stadium dan
penentuan pengobatan akan ditentukan tidak hanya berdasarkan kondisi klinis
tetapi juga berdasarkan pada aktivitas molekuler sel-sel kanker sehingga
diharapkan pemeriksaan ini akan meningkatkan angka keberhasilan pengobatan.
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44. Perbedaan Kadar Serum DNA EBV dengan Status T (Tumor)

Analisa hasil DNA EBV terhadap status TNM, diharapkan akan
melengkapi pemahaman terhadap penyakit ini terkait dengan penggunaan DNA
EBV datam aplikasi klinis. Dilakukan analisa deskriptif antara hasit DNA EBV
dalam darah dengan status T,N dan M penderita yang akan dibahas terpisah.
Hasi} analisa kadar DNA EBV dengan status T1-T2 dan T3-T4 dapat dilihat pada
gambar 4.4.

T1-12 13-14

Gbr. 4.4. Penderita KNF dengan T1-T2 (56.60%) dan T3-T4( 43.40%)

Sebanyak 47 (56.6%) penderita KNF dengan status T berada pada T1-T2
mempunyai hasil pengukuran DNA EBV dengan median 6,3 copy/ml (0-2589
copy/ml) dan 36 (43.4%) penderita KNF dengan status T berada pada T3-T4
mempunyai hasil pengukuran DNA LMP2 EBV dengan mediar 10,55 copy/ml
(0-11040 copy/ml). Hasil analisa bivariat hasil DNA LMP2 EBV pada penderita
KNF dengan T1-T2 dan T3-T4 didapatkan hasil bahwa makin besar status T atau
makin besar ukuran tumor akan menghasilkan kadar DNA EBV yang lebih tinggi.
Hal ini sejalan dengan Shao etal, 2004 berdasarkan penelitiannya menyatakan
terdapat korelasi antara meningkatnya jumlah DNA EBV pada penderita KNF
dengan besamya tumor.
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4.5. Perbedaan Kadar Serum DNA EBYV dengan Status N (Nodul)

Pada analisa deskriptif antara kadar DNA EBV dengan status N (Nodul=
ada tidaknya penyebaran sel tumor pada kelenjar getah bening), terlihat pada
gambar 4.5. dibawah ini.

{C1 Kadar DNA EBV|

Gbr. 4.5. Penderita KNF dengan NO-N1 (42.20%) dan N2-N3{ 57.80%)

Penulis mendapatkan bahwa dari 83 penderita KNF sebanyak 35 (42.2%)
penderita KNF dengan status N berada pada NO-N1 mempunyai hasil pengukuran
DNA EBV dengan median (0 copy/ml (0-309 copy/ml) dan 48 (57.8%)
penderita KNF dengan status N berada pada N2-N4 mempunyai hasil pengukuran
DNA EBV dengan median 52,85 copy/ml (0-11040 copy/ml).

Hasil analisa deskriptif menunjukkan bahwa hasil pengukuran DNA EBV
pada penderita KNF dengan N2-N3 lebih tinggi dibandingkan dengan penderita
KNF dengan status N berada pada NO-N1. Namun penulis tidak dapat melakukan
analisa bivariat karena jumlah sampel yang kurang.

Shao, et al, 2004, yang menyatakan bahwa tidak ada korelasi antara kadar
DNA EBV dengan status N begitu pula dengan Chindavijak 2008, yang
menyatakan bahwa tidak ada perbedaan yang berarti antara kadar DNA EBV
dengan status T,N dan M secara sendiri-sendiri. Namun kadar DNA EBV
menunjukkan kenaikan yang berarti bila dihubungkan dengan terjadinya
peningkatan stadium bahwa makin tinggi stadium umumnya akan menunjukkan
nilai DNA EBYV yang lebih tinggi pula.
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4.6. Perbedaan Kadar Serum DNA EBYV dengan Status M (Metastasis)

Pada analisa bivariat antara kadar DNA EBV dengan status M (Metastasis
= ada tidaknya penyebaran sel tumor ke organ lain), Hasil pengukuran dapat
dilihat pada gambar 4.6.

§E)Kadar DNA EBV |

Gbr. 4.6. Penderita KNF dengan M1 (81.90%) dan M1( 18.10%)

Pada analisa deskriptif antara kadar DNA EBV dengan status M (M=
ada tidaknya metastasis ke organ lain), penulis mendapatkan bahwa dari 83
penderita KNF sebanyak 68 (81.9%) penderita KNF dengan status M, berada pada
MO0 mempunyai hasit pengukuran DNA EBV dengan median 2,65 copy/ml (0-
11040copy/mi) dan 15 (18.1%) penderita KNF dengan status M, berada pada M1
mempunyai hasil pengukuran DNA EBV dengan median 20 copy/ml (0-11570
copy/ml). Hasil analisa deskriptif pada kadar DNA LMP2 EBV dengan status M,
menunjukkan bahwa kadar DNA EBV pada M1 lebih tinggi daripada penderita
KNF dengan status M0. Ha! tersebut sejalan dengan penelitian Lin er al, 2004,
yang menyatakan bahwa hasil DNA EBV pada penderita KNF yang mengalami
metastasis lebih tinggi dibandingkan dengan penderita yang tidak mengalami
metastasis.
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4.7, Penentuan Nilai Cuwt Off Kadar DNA EBV

Berdasarkan analisa hasil pengukuran kadar DNA EBV darah penderita
KNF diatas dibuatlah kurva dan tabel ROC (Receiver Operator Curve).
Kurva ROC analisa 2 kelompok dapat ditihat pada gambar 4.7.1

ROC Curve

1.00

{0

Sensitivity 25

0.00 : . .
0.00 25 50 75 1.00

1 - Specificity
Diagonal segments ere produced by Ses,

Gambar 4.7.1. Kuorva ROC. Sumbu Y menunjukkan nilai sensitifitas dan sumbu X
menunjukkan nilai spesifisitas { pengurangan 1 - nilai spesifisitas). Garis merah menggambarkan
hasil DNA LMP2 EBVY yang diperiksa, sedangkan garis hijae adalah garis spesifisitas. Garis
panah menunjukkan titkk potong antara sensitifitas dan spesifisitas yang terbaik dari hasil
pemeriksaan DNA LMP2 EBY yang telah diperiksa, yaitu pada sensitifitas 0.62=60.2% dan
spesifisitas 1- 0,28= 0.72 (72%)

Dari tabel dan kurva tersebut ditentukan nilai cuf off antara kadar DNA
LMP2 EBV darah penderita KNF kedua kelompok. Nilai cut off dipilih dengan
memperhatikan spesifisitas dan sensitivitas sesuai dengan tjuan/kebutuhan
pemeriksaan. Untuk keperluan diagnostik biasanya dipilih nilai sensitivitas yang
tinggi untuk dapat menjaring sebanyak mungkin populasi yang berisiko terkena
penyakit. Nilai spesifisitas tinggi dipilih dalam penentvan pengobatan agar
pengobatan yang diberikan lebih spesifik untuk memberikan hasil yang baik.
Nilai spesifisitas didapat dengan cara mengurang angka 1 dengan nilai sensitifitas
didalam tabel ROC lalu dikalikan dengan seratus persen agar didapat hasii dalam

persen.
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Nilai-nilai cuf off yang termasuk dalam gambar diatas dapat dilikat pada
tabet ROC ( Tabel 4.7.2. ) dibawah ini.

Tabel 4.7.2 Tabel Nilai ROC( Receiver Operating Characteristics)
Lingkaran merah menunjukkan titik potong antara sensitifitas dan spesifisitas
yang dipilih

Titik Potong Hasil DNA Sensitiviti 1-Spesificiti
LMP2 EBY pada: {True Positive) | (False Positive)
- 1.0000 1.000 1.000
1.0500 638 360
2.6500 638 320
3.4500 H21 320
5.0000 603 320
7.1500 603 280 b
9.0000 586 .200
10.5500 569 160
12.8000 552 160
14.7500 534 160
15.1000 .534 -120

Niiai-nilai yang akan ditetapkas sebagai nilai cut off pada kolom kiri pada
tabel diatas didapat berdasarkan hasil pengukuran DNA EBV pada ke 83
penderita KNF, masing-masing dengan nilai spesifisitas dan sensitivitas pada
berbagai nilai cur off. Nilai cut off dipilib, dengan memperhatikan nilai sensitifitas
dan spesifisitas dari nilai-nilai yang berada didalam tabel ROC.

Berdasarkan dafiar nitai pada tabel ROC, ditentukan nilai cuf off pada nilai
7.15 copy/ml. Nilai tersebut dipilih, karena pada nilai 7.15 copy/ml didapat
perbandingan nilai sensitifitas dan spesifisitas yang cukup bagus dibandingkan
dengan nilai cut off yang lain. Pada nilai 7.15 didapat nilai sensitifitas 0,603x
100%=60.3% dan nilai spesifisitas 72.0% (1 — 0,280 x100%). Nilai cuf off yang
dipilih, ditunjukkan dengan garis /lingkaran berwarna merah pada tabel 4.7.2
diatas dengan nilai sensitifitas dan spesifisitasnya.
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Hasil cut off diatas berbeda dengan hasil cut off penelitian yang
dilakukan oleh Chan AT, ef al, 2002 yang menetapkan nilai cu? off sejumlgh
4000 copy/ml bagi penderita KNF dengan menggunakan target, sekuen
BamHIW pada genom EBV * atau Steven SIC er /2001, yang menetapkan
nilai cur off sebesar 2000 copy/ ml ***° atau Chindavijak, 2008,yang
menggunakan gen target LMP2 namun dengan nilai cut off sebesar 50 copy/ml
43

Perbedaan nilai cuf off antara penelitian Chan, et al, 2002 diatas,
terjadi karena target amplifikasi yang digunakan dalam pemeriksaan PCR
berbeda walaupun daerah amplifikasi tersebut berada dalam satu genom EBV.
Daerah BamHIW  dalam genom EBYV, sering digunakan sebagai target
amplifikasi dalam pemeriksaan DNA EBYV terhadap pasien KNF. Pemeriksaan
terhadap dacrah genom EBV ini umumnya akan menghasilkan nilai cuf off yang
lebih besar dibandingkan dengan pemeriksaan yang menggunakan target
amplifikasi LMP2.  Hal tersebut discbabkan daerah BamH1IW dalam genom
EBV mempunyai multiple repeat yang lebih banyak, dibandingkan dengan gen
LMP2 yang merupakan single copy gene ,>>*%*"%*"%% sehingga nilai DNA EBV
yang teramplifikasi lebih besar pada setiap reaksi PCRnya dibandingkan bila
menggunakan gen target LMP2. Sebagai tambahan, beberapa sel line EBV,
mempunyai beberapa gerom virus yang berbeda dalam jumlah repear dan
jumlah repeat tersebut dapat berubah saat terjadi replikasi pada fase litik °'.
Akibatnya nilai cut off yang dihasilkanpun menjadi lebih besar dibandingkan
nilai cuf off yang didapat menggunakan gen target LMP2.

Perbedaan nilai cut off pada penelitian Chindavijak, 2008, mungkin
disebabkan penelitian tersebut memasukkan semua sampel yang berasal pasien
KNF dari berbagai jenis histopatologi dan sampel kontrol non KNF yang
mempunyai nifai positif terhadap LMP2 ** atau Steven SIC er al,2001, yang
menggunakan sampel yang berasal dari pasien PTLD (Post Transplant
Limphoproliferative Disease) >.

Dari nilai cut off yang didapat, dari keseluruhan hasil pemeriksaan DNA
LMP2 EBV, maka didapatkan hasil yang sedikit berbeda antara jumlah penderita
KNF stadium awal I/II dan penderita KNF stadium III/IV sebelum menggunakan
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nilai cur off dan setelah menggunakan nilai cut off . Perbedaan tersebut dapat
dilihat pada tabel 4.7.3. dan 4.7.4.

Tabel 4.7.3. Penderita KNF stadium LI/TI dan stadiam IILTV sebelam

menggunakan cuf off point
Stadiom ITIAV | Stadiom I'TY Total
DNA LMP2 EBV positif 37 8 45
DNA LMFP2 EBV negatif 21 17 38
Total 58 25 83

Tabel 4.7.4. Penderita KINF stadiom I/I1 dan stadinm ITITVY sesuai
dengan nilai cuf off pada 7.15 copy/ml

Stadiom IF/TV | Stadiom /11 Total
DNA LMP2 EBV 35 7 42
>7.15 copy/ml
DNA LMP2 EBV 23 18 41
<=7.15 copy/ml
Total 58 25 83

Berdasarkan tabel 4.7.3. diatas, didapatkan bahwa dari 8 orang pada
stadium I/If yang mempunyai nilai DNA EBV positif ternyata, hanya terdapat 7
penderita yang mempunyai nilai DNA EBV diatas cur off Begitu pula pada
penderita KNF stadium lanjut, dari 37 penderita yang positif, ternyata hanya 35
orang saja yang mempunyai hasil DNA EBV yang berada diatas nilai cut off,
sehingga terhadap penderita ini penulis mengharapkan sebaiknya dilakukan
penelitian secara kohort untuk melihat progresifitas penyakit dan respon penderita
terhadap pengobatan, dibandingkan dengan penderita pada stadium yang sama
dengan nilai DNA EBYV dibawah nilai cuf off

Pengukuran terhadap DNA EBYV ini menunjukkan bahwa tetap dibutuhkan
pemeriksaan  molekuler pada penderita KNF terutama pada penderita KNF
stadiurn awal, untuk mengetahui aktivitas molekuier yang terjadi pada sel
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kanker yang tidak bisa diketahui hanya dengan menggunakan TNM system yang
ditetapkan oleh UICC atau pemeriksaan klinis saja.

Rangkeman Hasil

EBV diketahui terkait erat dengan berbagai keganasan diantaranys
dengan KNF. DNA EBV yang terdapat dalam serum/plasma penderita KNF
diketahui mempunyai nilai potensial sebagai alat yang dapat dipakai sebagai
molekular marker yang potensial dalam berbagai keganasan terkait EBV
termasuk diantaranya KNF. Diantara DNA EBV yang sering digunakan dalam
penelitian terkait KNF adalah DNA LMP2 EBV .

Penelitian ini menunjukkan bahwa terdapat perbedaan nilai pengukuran
DNA EBV antara penderita KNF stadium awal (/II} dengan perderita KNF
stadium lanjut (IIIV), dimana pada penderita KNF stadium lanjut (IH/AV)
mempunyai kecenderungan hasil pengukuran yang lebih tinggi dibandingkan
dengan hasi! pengukuran DNA EBV pada penderita KNF stadium awal (I/11).
Begitu pula dari hasil pengukuran DNA EBV yang dilakukan penulis, didapat
kecenderungan pula bahwa pada penderita KNF dengan status T, N dan M yang
lebih tinggi (T3-T4, N2-N3 dan M1) menghasilkan nilai DNA EBV yang lebith
tinggi dibandingkan penderita KNF dengan status T,N dan M yang lebih rendah
(T1-T2, NO-N1 dan M0).

Dengan demikian DNA EBV merupakan salah satu petanda yang dapat
digunakan sebagai marker molekular dalam membedakan penderita KNF stadium
awal (I/ll) dengan penderita KNF stadium lanjut (II/IV) termasuk dalam
penentuan terhadap status TN dan M, disamping penggunaan sistem TMN
(UICC).

Untuk melengkapi kegunaan dari pemeriksaan DNA EBV ini dibutuhkan
nilai cut off yang dapat membantu menentukan batas antara penderita KNF
stadium awal (I/II) dengan penderita KNF stadium {anjut (I1I/IV). Nilai cur off
yang didapat dari pemeriksaan DNA LMP2 EBV ini, adalah sebesar 7.15
copy/ml dengan nilai Sensitivitas dan Spesifisitas berturut-turut dalam persen
adalah: 60.3% dan 72.0%.
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BABYV
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan

1.

2.

3.

Kadar serum DNA EBYV penderita KNF stadium lanjut (III/IV) cenderung
lebih tinggi dibandingkan dengan kadar serum DNA EBV pada penderita
KNF stadium awal (I/11).

Kadar serum DNA EBYV penderita KNF dengan status T,N dan M yang
lebih tinggi (T3-T4, N2-N3 dan M1) menunjukkan hasil yang cenderung
lebih tinggi pula dibandingkan dengan penderita KNF dengan status T,N
dan M yang rendah (T1-T2, NO-N1 dan MO0).

Nilai cut off sebesar 7.15 copy/ml, merupakan batas antara penderita
KNF stadium awal I/II dan stadium lanjut I1I/TV dalam penelitian ini.

5.2. Saran

1.

Dilakukan penelitian lebih lanjut dengan jumlah sampel yang mencukupi
dan dilakukan penelitian kohort pada penderita KNF stadium awal dengan
kadar DNA EBV yang tinggi dari nilai cut off dan pada penderita KNF
stadium lanjut dengan kadar DNA EBV dibawah nilai cut off untuk
melihat adanya hubungan antara tingginya nilai DNA EBV sebelum
pemberian terapi, terhadap keberhasilan terapi dan risiko terjadinya
kekambuhan atau metastasis.

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk menilai cut off value ini
sebagai parameter dalam penelitian terkait DNA EBV pada penderita
KNF.

Pengukuran kadar plasma/serum DNA EBV sebelum pemberian terapi,
merupakan cara yang baik untuk membedakan antara penderita KNF
stadium awal dan stadium lanjut.

Pemeriksaan plasma/ssrum DNA EBV  akan menyempurnakan
penggunaan sistem TNM pada tingkat molekuler
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“Analisis Nilai DNA EBY dsalam Serum Peaderita
Kaoker Nasofaring Stadium Awsl 111 dan Stadium Lanjut TITV™
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Magister [lmu Biomedik Kekhususan Onkologi
Fakultas Kedokteran Universitas Indonesia

Tujuan Pemerikssan:
Melakukan enelisis nilzi DNA EBV dalam serum penderita KNF Stadium Awal (I1T) dan Stadium Lanjut

V).
Material dan Metode:
Sebanyek 83 serum dzrah penderite kanker nesofiring (KNF) berjenis undjfferentiated, diambil sebelum
pemberian terapi, Sampel dibagi menjadi 2 group berdasarkan sistem TNM (UICC) dan didepatken: 2§
sampel berasal dari serum penderita KNF stadium awal (1) dan 58 dari penderita stadium lanjut (TI/IV).
Menggunakan real time polymerase chain reaction (PCR) dilakukan pengukuran kader DNA EBV dengan
EMP2 schagni gen target  Perbedaan kadar DNA EBY ditentuken menggunaken analisis deskaiptif
test non parametrik anters penderita KNF stadium awal dan stadium Tanjut dan terhadap status
T,N dan M.
Hasil:
Pengukuran kadar sermm DNA EBV pada penderita KNF stadivn awal (I/IT) sebelum memulai pengobatan,
menunjukkan sebenyak 17 dari 25 sampel (§6.7%) tidak terdeteksi adanya copy DNA EBV dan § sampel
(333%) terdeteksi. Pada penderits KNF stadium lanfut (T/iV), 37 dari 58 sampe! (63.15%) terdeteksi
adanya copy DNA EBYV dan 21 sampel (36.84%) tidek terdeteksi. Kadar DNA EBYV pada penderita KNF
stadium lanjut menunjukdken hasil yang lebih tinggi dibandingkan dengan hasil penderita KNF stadium awal
{median 24.8 copy/m! vs 0 copy/ml), dengan nilai cut off pada 7.15 copy/ml (sensitifitas §0.3% dan
spesifisitas 72.0%¢). Kadar DNA EBV yang lebih tinggi terdapat pula pada hasil pengukuran serum DNA
EBY antara penderita KNF dengan status T3-T4, N2-N3 dan M1 dibandinglan dengan penderita KNF
dengan status T1-T2, NO-N1 dan MO.
Kesimpulan:
Pengukuran kadar sequm DNA EBV merupekan cara yang potensisl untuk membedakan antara penderita
KNF stadium awal (UTl) den stadium lanjut (TILTV) dengan perkirazen nilai cut off pada 7.15 copy/ml.
Termasuk pula untuk membedakan antara statis TN dan M. Pepgukuran kadar DNA EBV dapat
menyempirnakan penggunaan sistem TNM pada tingkat molekuler.

Kate Kunci: KNF, EBY, LMP2, ITGa6 dan Real Time PCR
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LPendahuluan

Kanker Nasofuring (KNF) merupakan
kepanasan yang scring ditemukan di Cina sebelah
selatan dan Taiwan yaitu 20% dari seluruh
kejedian kanker dincgama tersebut’ Peaychab
KNF diduga skibat adanya interaksi yang
komplck antara faktor genetik, pola diet yang
mengandung  karsinogen fterfentu  dan infeksi
Virus Epstein Barr®  Sedangkan perubahan
molekuler yang terjadi pada KNF masih belum
banyak dijelaskan’ Keganasan ini mencapai 18%
dari scmua keganasan di Hong Kong, tetapi
hanya 2% di Amerika Serikat.

Kanker Nasofaring disebabkan oleh Virus
Epstein-Barr (EBV),' yang merupakan keluarga
Virus Herpes. KNF termasuk penyakit yang
sangat invasif dan mudah bermetastasis
dibandingkan dengan keganasan kepala dan leher
yang lain. > Salah satu masalah yang sering
terjadi pada penderita KNF adalah scbagian besar
penderita sudah berads pads stadium I atau IV
dengan pembesaran kelenjar getah bening atan
terjadi  metastasis''* (Harowi, 2005 dan Wee
2003), pada saat pertama kali terdiagnosis. Hal
ini disebabkan sulimya diagnosis pada stadium
swal karena tanda-tandn yang tidak spesifik.
Selsin itu kekambuhan dan metastasis setelah
selesai peagobatan sexing pula dilaporkan,

Pemeriksaan DNA yang beradn dalam
si:kulasi mulai diteliti  sehubungan manfaat

;,'a sebapa petanda berbagai macam
kcgma.san scperti  keganasan  ginekologi,”
kolorektal,'” payudara'® dan keganasan kepala
dan leher.l’ EBV dalam serum/plasma penderita
KNF mulai banysk ditelii. Chan 20]2,
menyatakan bahwe pengukuran kadar DNA EBV
pada penderita KNF stadivm Ianjut lebih tinggi
daripada penderits KNF stadium awal.'® Salah
satu metode yang dipergunakan  untuk
mendapatkan pengukuran  kuantitatif terhadap
adanys DNA EBY yang akurat padz plasmsz atau
serum penderita KNF, adalah Polimerase Chain
Reaction (PCR). Metode ini merupakan metode
yang terbukti mudah, cepat, akurat dan aman bagi
pasien KNF. Sedangken fragmen DNA EBV
yang telah digunskan dalam pada
RS.Kanker “Dharmais” adalah EBNAl dan
LMP2.

LMP2 (latent membran protein 2) adalah
salah satu gen yang lerdapat didalam genom
EBYV, sclain EBNA dan EBER. Penggunaan gen
LMP2 dalam pengukuran kadar DNA EBV pada
penderita KNF mulai banyak digunaken, nagum
penggunaannyn schagai petanda tumor pada
kasus KNF belum banyak dilaporkan. Untuk
melengkapi manfaat pemeriksaan DNA EBV
secara kuantitatif’ tersebut, diperlukan nilai cut
off, yang dapat dipergunakan sebagai pembeds
antara KNF siadium awal dan KNWF stadium
lanjut. Dalam hal ini pencntuan nilai cut off
terhadsp DNA LMP2 EBV diharapkan dapat
membante menentukan anlara penderita KNF
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stadium awal dan lanjut. Sehingga program
pengobatan dapat diberikan dengan tepat tidek
hanya berdasarkan kondisi klinis namun juga
berdasarkan karakteristik molekulernya untuk
meningkatkan angka keberhesilan dan survival
bagi penderita KNF.

il. Materia) & Mctode Pengampalan Sampel

Serum/plasma darah dari 83 penderita KNF
dikumputkan  dibagian Patologi  Anatomi
RS.Kanker ‘Dharmais’ dengan hasil PA:
Undifferentiated Carcinoma dikumpulkan dan
mformed consent diisi. Menurut UICC Staging
System didapat sebanyak 25 sampe! berads pada
Stadium awal (IIT) dan 58 sampel berada pada
stadium lamjut {(HI/TV). Darah perifer diambil dari
penderita, diseotrifiss, serwm/plasma  diambil,
dintasukkan dalam tsbung. Selanjutnya
disimpan dalam suhu -20°C untuk pemeriksaan
selanjutnya.
Ekstralsi DNA

DNA dari serum/sampel penderita KNF
dickstrakst dengan menggunakan Kit High Pure
Viral Nucleid Acid (Roche) sesuai dengan
manual yang sudah ditetaplamn. Scbanyak 200pl
sampel, 2001 working solution (Paly A, Binding
Buffer) dan 50ul Proteinase K  dimasukkan
dalam tabumg dan divortex. Selanjuinya
diinkubasi pada suhu 72°C selama 10 menit
Schanyak 5pl Internal kontrof dan 100pl binding
buffer ditembahkan dalam tabung.Satukan fifter
tube dan colection tube lalu pindshkan sediaan
kedalam filter ube lalu sentrifuge pada 8000g
selama | menit.Buang cairan dan beri 500 ul
inhibitor removal buyffer, sentrifuge 8000g selama
I menit. Buang cairan, cuci due kali dengan
450m wash buffer, seotrifuge 8000g 1menit dan 3
menit. Buang caimn dan sentrifuge 13.000g
selama 10 detik. Pasangi tabung barw dan
tambahkan §00ul elution byffer sentrifuge 8000g
selama Imenit. DNA ekstraksi disimpan dalam
suhu -20°C sampai saat digunaken,
Kuantifitiasi DNA LMP2 EBV

Kir LightCycler EBV (Roche) digunakan
untuk mendeteksi fragmen DNA EBV LMP2,
Master Mix reggen terdiri dari 20l reaction mix
{(DNA  polymerasereaction  buffer  dan
deoxymucleoside triphosphate), 2pl detection mix
{probe hibridisasi) dan 11pl PCR grade water.
Sebanyak Spl DNA sampel ditambahkan 15pl
master mix reagen.Standat DNA EBV
dijalankan pada setiap reaksi PCR. Reaksi
dijalankan sesuai dengan protokol yang sudah
ditentukan Tahap PCR dilakukan: preinkubasi
selama 10 menit pada suhu 95°C untuk proses
denaturasi DNAdiikuti dengan tshap 45 siklus
proses amplifikasi DNA (95°C selama 10 detik
untuk denaturasi PDNA template, 55°C sclama 15
detik untuk printer annealing dan 72°C selama 15
detik untuk proses ekstensi DNA). Jumlsh
emplifikesi dihitung berdasarkan warna yang
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muncul {channel 640) dan dan internal kontrol
{channel 705). Melalui melting ciwrve dilakukan
analisis spesifisitas. Hasil amplifikasi dihitung
dengan menggunakan detektor sequencer.Jumlah
copy DNA terkecil yang dapat dideteksi adalah
10 copy.
Analisa Statistik

Data deskriptif akan ditampilken untuk
melihat karskieristik penderita dan  semua
variabel yang diteliti akan disajikan dalam bentuk
tabular. Dibuat perbandingan jumlah kadar DNA
LMP2 EBV dalam darah pada pasien KNF
stadium /Il dan Pasien KNF stadivm OV
menggunakan Manmn-Whitney Test. Uji statistik
dikatekan bermakma bila p < 0,05.Dibuat kurva
ROC antara kader DNA LMP2 EBV dalam
darah pasien KNF stadium IIT dan pasien KNF
stadium IIVIV, untuk menentukan nilai Cut Of
nya.Analisa data difakukan dengan menggunakan
program SPSS versi 17

III. Hasil Penelitian &Pembahasan

Didapat 83 sampe] serum/plasma sesuai dan
memenuhi kriteria mklusi yang sudah ditetaphan,
namun jumlah ini tidak bisa memenchi jumish
sampel minimal sehingpe analisa bivariat tidak
dapat dilekukan den hanya dilakukan enalisa
deskriptif zaja, Karakteristik subjek penelitian
dapat dilihat pada tabel 3.1

Tabel 3.1Karakteristik Subyek Peaclitian

Karakteristik n (%)

n 33 (100,0)
Jents kelamin
Laki-laki 53 {63,90)
Perempuan 30 (36,10)
Usia{Tahon)
<40 tamn 26 (31.34)
40 — 60 tahun 48 {57.83)
>60 tahun 9 (10.84)
Stadiam
Std awal (/1) 25 (30.10)
Std lanjut (FII/IV 58 {69,90)

Sampel penderita KNF terbenynk berasal  dari
penderita  begjenis kelamin  leki-laki  yaitw
sebanyak 53 sampel atau 63.9%  deogan
rentang usia 11 tahun sampai dengan 72 tzhun
dengan umur rata-rata 44,93 & 12,24 tahun, dan
terbanyak datang pada stadium lamjut 58
(69.90%).

Pengukuran Ksdar LMP2

Pengukuran kadar DNA LMP2 EBV pada
serum/plasina dilakukan pada 2 kelompok
penderita KNF stadium awal (I} dan kelompok
stadium lenjut (HI/IV), menggunakan metode
PCR denpgan LightCyrler EBV Quantification Kit,
sebagai salah saty reagen spesifik dari ROCHE
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dengan target gen DNA LMP2 EBV. Reaksi
dilakuken bersamaan dengan 5 stendar EBY
DNA yang berisi 10° sampai dengen 102 copy
DNA  per reaksi, kontrol negatif dan konatrol
positif, ddH,0 dari setiap isolast DNA pasien
vang diperiksa dan H,O PCR Kit dari reagen
yang digunakan, Penggunaan Light Cycler EBV
Quantification Kit sebagai reagen yang dipakai
dalam peneliian berdasarkan bukti  dan
kemampusan yang baik dalam mendeteksi dan
kuantifikesi DNA EBV  khususnya EMP2 dan
mempunyai tingkat spesifitas dan sensmﬁtas
yang tinggi dalem pen

riset terkait EBV DNAggu‘;l‘f‘:'l"?'n Panmkm
dilakukan secara in diplo untuk memastikan
ketepatan hasil dalam

PUEERRANEALLE
’llll‘ll“"“

Gbr 32, Amplaﬂlus: DNA LMFP2 EBY
standar menggunakan real time PCR. (a).
Pengukuran dihitung terhadap sinye! fluoresence
yang meningknt diatas baseline yaitlu pada
crossing point digaembarken dengan gambar
panah (b). Standar Kurva menggambarkan nilai
DNA standar yang teramplifikasi, setiap warmna
mewakili konsentrasi DNA yang teramplifikasi.

Hasil Pemerilsaan DNA EBV pada Stedium
Awal (ITT) dengan Stadivm Lanjut (ITLTV)
Dilakukan analisa deskriptif pada hasill
pengukuran DNA LMP2 EBV  kedua kelompok
namun  hasil tersebut tidak dapat dilakukan
analisa bivariat karena fidak memenuhi jumlsh'
sampel minimal. Berdasarkan hasil analisa data
menggunakan analisa deskriptif, diperoleh hasil
sebagai berikut: dari 25 penderita KNF stadium
awal (V1) sebagian besar penderita menunjukkan
hasil pengukuran DNA EBV negatil (megarif
copy) dengan nilsi medien 0 copy DNA/mt (0-
94.7copy/ml) dan pada sejumlah 58 penderita
KNF dengan stadium Janjut [TV, sebagian besar
penderita 37 (63.15%) menmjukksn  hasil
pengukurart DNA  EBV  yang positif (posifif
copy) dengan nilai median 24.8 copy DNA/m?
{0-11040 copy/ml). Hal ini sejalan pula dengan
penelitian Leung Sing Fai, 2003, dan Shao JY,
2004 yang 1mengatakan bahwa terdapat
perbedaan antara jumlah copy DNA EBY pada
penderita KNF  stadium awal dibandingkan
dengan penderita KNF stadium lanjut, ** dimana
kadar DNA EBYV pada penderita KNF stadium
lanjut lebih tinggi dari pada hasil DNA EBY pada
penderita KNF stadium awal (I/11). Menggunakan
pemeriksann kadar DNA LMP2 EBV schelum
pemberian terapi ini, penentuan stadium dan
penentuan pengobaian  akan ditentukan tidak
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hanya berdasarken kondisi klinis telopi juga
berdasarkean pada aktivitas moleloler sel-sel
kanker schingga diharapkan pemeriksaan ini akan
meningkatkan angka keberhasilan pengobatan,

Perbedaan Kadar Serem DNA EBV dengan
Statns T (Tumor), N (Nodul) dan M (
Metastasis)

Hasil pengularan DNA EBV yang dilakukan
penulis, didapat kecenderungan pula bahwa pada
penderita KNF dengan status T, N dan M yang
lebih tinggi (T3T4, N2-N3 dan MI)
menghasilian nilai DNA EBV yang lebih tinggi
dibandingken penderita KNF dengan status T,N
dan M yeng lebih rendah (T1-T2, NO-N1 dan
MO} Hal ini sejalan dengan Shao etal, 2004
berdasarkan penelitiannya menyatakan terdapat
korelasi antara meningkatnya jumlah DNA EBV
pada penderita KNF demgan besarnya tumor.
Begitu pula dengan peoelitisn Lin ef af, 2004,
yang menyatzken bahwa hasil DNA EBV pada
penderita KNF yang mengalami metastasis lebih
tinggi dibandingkan dengan penderita yang tidak
mengalami metastasis.

Dengan demikian DNA EBV  merupakan
salah satv petanda yang dapat digunakan sebagaj
marker molekular dalam membedakan penderita
KNF stadium awal (/1I) dengan penderita KNF
stadium lanjut (I/TV) termasuk dalam penentuan
terhadap status TN dan M, disemping
penggunaan sistem TMIN (UICC).

Penentusn Nilai Cut Off Kadar DNA EBV

Berdasarkan analisa hasil pengukuran kadar
DNA EBV darah penderita KNF diatas dibuatlah
kurva dan tabel ROC (Receiver Operator Curve).
Nilai cur off yang didapat dari pemeriksaan DNA
LMP2 EBV int, adafah sebesar 7.15 copy/ml
dengan nilai  Sensitivitas dan  Spesifisitas
berturut-turut  dalem persen adalah: 60.3% dan
72.0%.

Hasil cut off diatas berbeda depgan hasil cut
aff penelitian yang dilakukan oleh Chan AT, et
af, 2002 yang menetapkan nilai cur off sejumlah
4000 copy/ml bagi penderita KNF dengan
menggunakan target, sckuoen BomHiW pada
genom EBV * atau Steven SIC ef ol 2001, yang
menetzpkan nilai cut off sebesar 2000 copy/ ml
455 gtan Chindavijak, 2008,yang menggunakan
gen target LMP2 namundmgmmlm cut off
sebesar 50 copy/mi ' .Perbedaan nilai cut off
antara penelitian Chan, ef o) 2002 diatas,
terjadi kerena target emplifikasi yang digunaken
dalam pemeriksaan PCR  berbeda walaupun
daerah amplifikesi tersebut berada dalam sat
genom ERV. Daerah BamHIW dalam genom
EBY, sexing digunakan sebagni target amplifikasi
dalem pemeriksaan DNA EBV terhadsp pasien
KNF. Pemeriksaan terhadap daergh genom EBV
ini umumnya aken menghasilken nilai cuf off
yang icbih  besar dibandingkan  dengan
pemeriksaan yang — menggunaken  target
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amplifikasi LMP2.®  Hal tersebut disebabkan
dacrah BamHIW dalam genom EBV mempunyai
multiple  repeat yang  lebih  banyak,
dibandingkan dengan gen LMP2 yang merupakan
single copy gene PAS1SSTAE - cehingoa nilai
DNA EBY yang terarnplifikasi lebih besar pada
setisp reaksi PCRnya dibandingkan bila
menggunakan gen  target LMP2. Sebagm
tambahan, beberapa sel line EBV, mempunyai
beberapa gemom virus yang berbeda dalam
Jjumish repear dan jumlah repeat tersebut dapat
berubah saat terjadi replikesi pada fase Jitik *'.
Akibatnya nilai cwt off yang  dihasilkenpun
megjadi lebih beser dibandingkan nilai cur off
yang didapat menggunaken gen target EMP2.
Perbedaan nilai cur off pada penelitian
Chindavijak, 2008, mungkin disebabkan
penelitian tersebut memasukkan semua sampel
yang berasal pasien KNF dari berbagai jenis
histopatologi dan sampel kontrol non KNF yang
mempunyai nilai positif terhadsp LMP2 ©  atau
Steven S8IC er al2001, yang menggunakan
sampel yang berasal d&n pasien PH.D (Post
Transplant Limphoproliferative Disease) >
Deri nilai cur off yang didapat, dari keseluruhan
hasil pemeriksaan DNA LMP2 EBV, maka
didapatken hasil yang sedikit berbeda smtara
jumlsh penderita KNF stadium awal I/II dan
peaderita KNF stadium HETV  sebelum
menggumakan nilal cwr gff dan  setelah
menggunakan nilai cur off . Perbedaan tersebut
dapat dilihat pada tabel 4.7.3. dan 4,7 4.

Tabel 3.3 Penderita KNF stadinm I/I] dan
stadiom HIAV sebelum menggunakan cut off
point

Stadiom | Stadium
nmav m Total
DNA EBV |37 8 45
positif
DNA EBV |21 17 38
| negatif
Total 58 25 83

Tabel 4.7.4, Penderita KNF stadium 111 dan
stadium IIIAV sesual dengan nilai ow! off

pada 7.15 copy/ml

Stadium | Stadium

mav 111 Total
DNA EBYV 35 7 42
>7.15¢copy/ml
DNA EBY 3 18 41
<=7.15copy/m}
Total 58 25 83
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Berdasarkan tabel 4.7.3. diatas, didspatkan
bahwa dari 8 orang pada stadium I/II yang
mempunyai nilai DNA EBV positif ternyala,

penderita KNF stadium awal dan stadium
lanjut.

hanya terdapat 7 penderita yang mempunyai nilai DAFTAR PUSTAKA
DNA EBV diatas cut off Begitu pula pada 1. Khanna R, Burrows SR, Moss DI Immune

penderita KNF stadium lanjut, dari 37 penderita
yang positif, ternyata hanya 35 orang saje yang

mempunyai hasil DNA EBV yang berada diatas 2.

nilai cut off, sehingga terhadap penderite ini
penulis menghsrapkan schaiknya  dilakukan
penelitian secara kohort untuk melihat
progresifitas penyakit dan respon penderita
terhadap pengobatan, dibandingkan dengan

pendesita pada stadivm yang sama dengan nilai 3.

DNA EBYV dibawah nilai cut off.

Pengukuran terhadep DNA EBV  ini
menunjukkan ~ bshwa  tetap  dibutuhkan
pemeriksaan  molekuler pada penderits KNF

terutama pada penderita KNF stedium awal, 4,

untuk  mengetshui aktivitss molekuler yang
terjadi pada sel kanker yang tidak bisa diketahui

hanya dengan menggunakan TNM systenr yang 5.
ditetapkan oleh UICC atau pemeriksaan kiinis

saja. 6.
1V. KESIMPULANdan SARAN

1. Kadar serum DNA EBV penderile KNF 7.

stadium lanjut ([ILTV) cenderung lebih
tinggi dibandinglan dengan kadar serum

DNA EBV pada penderits KNF stadium 8.

awal {1/}

2. Kadar serum DNA EBV penderita KNF
dengan status TN dan M yang lebih tinggi
{13-T4, N2-N3 dan M1) menunjukkan hasil

yang cenderung lebih  tinggi  pula 9,

dibandingken dengan penderita KNF dengan
status T,N dan M yang rendah {T1-T2, NQ-
N1 dam M0O).

regulation in Epstein-Barr Virus associated
diseases, Microbiol.rev,1995:p387-405
Rickinson AB, Kieff’ E. Epstein-Barr virus
and its replication.In: Knipe DM, Howley
PM, editors. Field’s Virology. 47 edition.
Philadelphia, PA:
Lippincott/Williams& Wilkins, 2001;2575-
627.

Kilger E, Kieser A, Baumamn M, et al
Epstein-Barr  virus  mediated  B-cell
proliferation is dependent upos lalent
membrane protein 1, which stimuates an
activated CD40 receptor.

Epstein MA, Achong BG, Barr YM. Virus
particles in cultured lymphoblasts from
Burkitt's lymphoma. Lancet 1964;15:702-3.
BBC NewsEpstein-Barr  Virus, Updated
March;2003

Babcock GJ, Decker LL, Volk M, et al. EBV
persistence in memory B cells in vivo.
Immunity 1998;%:395-404.

Thorley-Lawson DA, Miyashita EM, Khen G.
Epstein-Barr virus and the B cell: that's all it
takes. Trends Microbiol 1996;4:204-208.
Horkawa T, Yoshuzaki T, Sheen T, Lee §,
Furukawa M.Association of Latent Membran
Protein 1 dan Matrix Metalloproteinase 9
with metastasis in NPC.Cancer,2000;89:715-
23

Liu MT, Hsich CY, Chang TH, Lin JP,
Huang CC, Wang AJ. Prognostic
factoraffecting the outcome of NPC.Jpn
Journal Cancer Clin.Oncol.2003;3:501-508

3. Nilai cwt of scbesar 7.15 copy/ml, 10. Jign-guo T, Xuan I, Ping C.Expression of

merupakan baias antara penderita KNF
stadium awal I/ dan stadium lanjut DIV
dalam penelitian ini.

MMP%in NPC and association with EBV
infection Journal of Zhejiang University
Science.2004;5(10):1304-12

Saran 11. Harowi K Hariwiyento B, Erdangga EG and

1. Dilakukan penelitian lebih Ianjut dengan
jumlah sampel yang mencukupi  dan
dilakukun penelitian kohort pada penderita

Erick S.The management of NPC at Sardjito
Hospital of Yokyskaria. Free Paper.The 11%
Ascan ORC HNS Congress, Bali.2005

KNF stadium awal dengan kadar DNA EBV 12. Wee J.Treatment of NPC. In Bishop,Huang

yang tinggi darl nilai cut off dan pada
penderita KNF stadium Ianjut dengan kadar

Peng Johnson PJ, Sham JST and Soo KC
Ed.Cancer Review,2003:93-102.

DNA EBY dibawah nilai cut off untuk 13.Chan KCA, Lo YMD. Circulating tumor

melihat adanya hubungan antara tingginya
nilai DNA EBY sebelum pemberian terapi,
tethadap keberhasilan lerapi dan risiko

devived nucleid acids in cancer patiem:
potential application as tumor marker,
BrJ.Cancer.2007,;96:681-5.

terjadinya kekambuhan atau metastasis, 14. Wang BG, Huang HY,Chen Y, et al.

2. Peiu dilakukan peneliian lebih lanjut
untuk menilai cit of value i scbagai

Increassed plasma DNA. integrity in cancer
patients, Cancer Res. 2003;63:3966-8

dalam peoclitian terkait DNA 15.Umetani N, Kim J, Hiramatsu S, ef of.

EBV pada penderita KNF.
3. Pengukuran kadar plasma/serum DNA EBY

sebelum pemberian terapi, merupaken cara
yang baik untuk membedakan antara

55

Analisis nilai..., Retno Purwanti, FK Ul,

Increasing integrity of free circulating DNA
in serra of patient with collorectal of
periampullary cancer: direct quantitative PCR
for ALU repeats.Clin Chem. 2006;52:1062-9

Universitas Indonesia

2010



16. Umetani N, Giuliano AE Hiramatsu S etal.
Pediction of breast tumor progression by
integrity of free circulating DNA in serum
J.Clin.Oncol . 2006;24:4270-6

17. Jiang WW, Zahurak M, Goldenberg D, er al.
Increassed plasma DNA infegrity index in
head&neck ient.
IntJ.Cancer.2006;119:2673-6

18.Chan ATC, Teo PML and Jonhson PJL
Nasopharyngeal carcinoma review. Annual of
Ololanyngology. 2002;13:1007-15.

19.Yeo QY, Rickinson AB, Epstein MA. A
reexamination of the Epstein-Barr virus
carrier state in  heafthy  seropositive
individuals. Int J Cancer 1985;35:35-42.

20. Muray PG, Young LS. The role of ihe
Epstein-Barr virus in human disease. Fromt
Biosci 2002; 7:519-40.

21, Sixbey JW, Nedrud JG, Ragb-Traub N, er af,
Epstein-Bamr virus replication in
oropharyngeal epithelizl cells. N Engl JMed
1984;310:1225-30.

22, Farrell PY. Epstein-Barr Vins immottalizing
genes. Trends Microbiol 1995;3:105-9.

23. Baumforth KRN, Young LS, Flavell KJ, et al.
The Epstein-Barr virus and ils associalion
with human cancers. Mol Patho11999;52:307-
22,

24, Lycns S, Liebowitz D. The roles of human
viruses in the pathogenesis of Iymphoma.
Semin Oncol 1998;25:461-75

25. Teper C, Seldin M. Modulation of caspase-8
and FLICEinhibitor protein expression es a
potential mechanism of Epstein-Bamr virps
ionorigenesis in Burkitt’s lymphoma.Blood
1999;94:1727-37.

26. Wolf H, Zur Housen H, Becker V. EB viral
pgenomes in  epithelial  nasopharyngeai
carcinoma celis. Nature1973;244:245-7.

27. Sample, I, Lancz, G. & Nonoyema, M. Use
of cloned Epstein-Barr Virus DNA to identify
genes that determaine the fate of viral
infection. In viral messenger
RNA:Transcription, Processing, Splicing and
Molecular Structure, Ed. Y. Becker.1984
+127-146,

28, Epstein Bamr Vins (EBV) gene product in
EBV associated proliferative  disorders,
Critical Review in Oncology/Hematology,
45(2003);1-36

29, Sanna M Aalto. Modern diagnosis of EBV

infections and post transplant
limphoproliferative  disease.  Haartman
Institute,Dep.of  Virology, university of
Helsinki,Findland, 2007.

30. Brooks LA, etal.Transcripts from the EBV
virus BamH1 A fragment are detectoble in all
three of virus latency.J.Virol. 1993,67:3182-
o0

31. Rowe M, Young LS, Cadwallader K, Petti L,
Rickinsoa AR. Distinction between EBV Hpe
A (EBNA-2A) dan Type B (EBNA-2B)

Analisis nilai...,

56

isolates extends to the EBNA-3 family of
nuclear protein. J.Virol.1989;63:1031-39

32, Chen XQ, Stroun M, Magnenet JL, Nicod LP,
etal. Microsatellite alteration in plasma DNA
of small cell lung cancer patient. 1996;
2:1033-4

33. Nawroz H, Koch W, Anker P, Stroun M,
Sidransky D. Microsatellite alteration in
serum of head and neck patient. Nat.Med.
1996;2: 1035-36

34. Anker P, Lefort F, Vasioukhin V. et af. K-Ras
mutation are found in DNA extracted from
plasma of patients with colorectal cancer.
Gastroenterology, 1997;112:1114-20

35, Vasioukhin V, Anker P, Maurice P, Lyautey
Y, Lederrey C, Stroun.Point mutation of N-
Ras gene in the blood plasma DNA of patient
with myclodysplastic syndrome or acute
myelogenous
leukemip BrJ.Hematol. 1994;86:774-9

36, Vasef MA, Ferlo A, Weiss LM.
Cllmoopathologwal consultation NPC with

is on its relzationship to
EBV.Ann.Otol.Rhinol. 1997;106: 348-356

37. Philip J.J and YM Dennis Lo. Plasma nucleid
gcids in the diagnosis and management of
malignant disease, Cancer
Diagnostic:Review,Clinical Chemistry.
2002:48; 8: p1126-93

38. Shotelersuk K, Khorprasert C, Sakdidul S,
Pornthanakasem W, Voravud N,
Multirangura A. Epstein-Barr virus DNA in
serum/Plasma &8 e tumor morker for
nasopharyngeal cancer. Clin Cancer Res
2000;6:1046-51.

39.Lin JC, Wang WY, Chen KY, ef al
Quantification of plasma Epstein-Barr virus
DNA in pattents with  advanced

nasopharyngeal carcinoma. N Eagl } Med
204:350:2461-70.

40, Sing fai Leung, er al. Prelherapy quantitaive
measuremnent of circulating EBV DNA is
predicting of posttherapy distant failure in
patient with carly stage nasopharingeal
carcinoma of undifferentiated type. American
Cancer Society.2003:288.291.

41, Hong MH, Min HQ,Ma J, Zhang EP, Cui
NILA comparative study between'92&UICC
(draft 1996) staging system of NPC. Chin J
Cancer.1997;16:116-8

42, Sham 1S, Choy D. Prognostic factors of
nasopharyngeal carcinoma: a review of 759
patients. BrJ Radiol, 1990;63:51-8.

43. Somjin Chindavijak, Danai T,Ekapob 8§,
Quantitaive detection of plasma cell-free
Eipstein Barr Virus DNA in NPC patient by
realtime PCR. Thai Cancer Journal
2008;28:13-23.

44, Julie LR, Hongxin Fan, Sally LG, Steven AS,
Nancy Rasb-Traub, Margaret L.Gulley.
Epsiein-Barr Virus quanlificalion by Real
Time PCR targeting multiple gene segments:

Universitas Indonesia

Retno Purwanti, FK Ul, 2010



A novel approach to screen for the virus in
paraffin-embedded tissue and plasma Yournal
of Molecular Diegnostics; 2004;Vol 6:No 4,

45. Iwan Ariewen. Kurva receiver operating
characteristic. Materi Kuliah Biostatisttk S2,
FKM UL 2008,

46.Chan AT, Lo YM, Zec B, ef al Plasma
Epstein-Barr virus DNA and residual discase
after radiotherapy for undifferentiated
nasopharyngeal carcinoms. J Natl Cancer
fnst. 2002.594:1614-1619.

47. Hariwiyanto, Bambang. Peran protein
EBNAEBNA2 LMPI1 dan LMP2 virus EBV
sehagai fakior prognosis pada pemgobatan
karsinoma nasofaring. Program Doktor Iimu
Kedokteran  dan Keschatan  Fakultas
Kedoktersn  Universites Gadjah Mada,
Yokyakarta, 2009,

48. Margaret G, Hongxin Fan, Sandra H Elmore.
Vaiidation of Roche LightCyeler Epstein-
Bary Virus quantification reagents in a clinical
leboratory setting. Jourmnal of Molecular
Diagnostics, 2006;vol8:5.

49. Monica Aeur, ef al Development of a
quantitative lightcycler assay for the detection
of EBVDNA in research
samples.Biochemica,2002;3:6-8.

50.Kozic Sanja, e al. Evaluation of a
corumercial real-time PCR  assay for
quantification of EBV DNA in different
group of patients. Jvirumed, 2006;135:263-68

51. Quynh Tu Le,Carol D Jones, Tsz Kok Yau et
al. A comparison swdy of different PCR
assay in measuring plasma DNA EBV levels
in patient with carcinoma. Clin
Cancer Res. 2005;11:5700-7.

52.Min HQ, Hong MH, Ma J, ef al. A new
staging system for NPC in Chinalnt J Radiat
Oncol Biol Phys.1994;30:1037-104

53, Shao JY, Zhang Y, ef al. Comparison of EBV
DNA level in plasma, peripheral blood cell
and tumor tissue in nasopharingeal
carcinoma. Anticancer Res, 2004:24:4059-66.

54, Steven  SIC, Verkuijlen SAWM, van der
Brule AJC, Middeldorp JM. Comparison of
quantitative  competitive  PCR  with
LighiCycler-based PCR for monitoring of
EBV DNA load in clinical specimens.J Clin
Microbiol.2002;40:3986-92.

55. Steven SIC, er al. Frequent monitoring of
EBV DNA load in unfractionated whole
blood is essential for early detection of PLTD
in high risk patient.Blood 2001;97:1165-71,

56.Lo YMD, Chan LYSChan ATC, Leung
SFLo KWJZhang J. Quantitative and

correlation between circulating celi-
free EBY DNA and tumor recurrence in
nasophariyngeal carcinoma. Cancer Res,
1999;59:5452-5.

57.Jones MD,Griffin BE. Clusiered repest
sequences in the genome of EBV. Nucleid
Acid Res 1983;11:3919-37.

57

58. Alien GJ, Rowe DT. Size and stability of the
EBV major intermal repeats (IR-1) in
Burkitt's lymphoma and lymphobalstoid cel
lines. Virology,1989;173:489-98.

59. Lo YMD, Chan LYS, Lo KXW, Leung SF,
Zhang J, Chan ATC, et al Quantitative
analysis of cell free EBY DNA in plasma of
patients  with NPC. Cancer Rss
1999:59:1189-91

Universitas Indonesia

Analisis nilai..., Retno Purwanti, FK Ul, 2010



LAMPIRAN 1. DATA SAMPEL & HASIL DNA LMP2
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RPM G
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LAMPIRAN 2. STATISTIK

Explore
Case Processing Summary
Cases
Valid Missin Taotal
N Percent N Percent N Percent
LMPF2 83 100.0% 0 0% 83 100.0%
Descriptives
Statistic | Std. Emor
'TMF2  Mean 361.2590 | 161.8853
95% Confidence Lower Bound 39.2176
Interval for Mean
Upper Bound 693.3005
5% Trimmed Mean 97.3829
Median 8.0000
Variance 2175189
Std. Deviation 1474.8454
Minimum .00
Maximum 11040.00
Range 11040.00
Interquartile Range 100.8000
Skewness 6.108 264
Kurtosis 35.590 523
Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov®
Stiatistic df Sig.
LMP2Z 403 83 .000

a. Llliefors Significance Correction
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12000

10000 -

NonPar Tests LMP2: Std I/IV vs Std I/ii

Mann-Whitney Test
Ranks
Stadium N Mean Rank | Sum of Ranks
LMPZ  Stadium 3/4 58 47.35 2746.50
Stadium 1/2 25 29.58 739.50
Total 83
Test Statistics"
LMP2
Mann-Whitney U 414.500
Wilcoxon W 733.500
z -3.228
Asymp. Sig. (2-tailed) 001

4. Grouping Variable: Stadiurn
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ROC Curve

Case Processing Summary
Valid N
| Stadium (listwise)
Positive? 58
Negative 25

Larger values of the test result variable(s) indicate
stronger evidence for a positive actual state.

2. The positive actual state is Stadium 3/4.

ROC Curve

1.00

%

/ y
/
A
=
] /
. .V
0.00 25 50 75 1.00
1 - Specificity

Diagonal segments are produced by ties.

Area Under the Curve
Test Result Variable{s): LMP2
Asymplotic 95% Confidence
Asymptotic interval
Area Std. Errol® sig.” Lower Bound | Upper Bound
714 055 002 606 823

The test result variable(s): LMP2 has at least one tie befween the positive
actual state group and the negative actual state group. Statistics may be
biased.

a. Under the nonparametric assumption
b. Nult hypothesis: true area = 0.5
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Coordinates of the Curve
Test Result Variable(s): LMP2

Posttive if
Greater Than
or Equal To" | Sensitivity | 1 - Specificity
-1.0000 1.000 1.000
1.0500 638 .360
2.6500 638 320
3.4500 621 .320
5.0000 603 | 320
.1500 603 __.2s0%
9.0000 586 200
10.5500 568 .160
12.8000 552 .160
14.7500 534 160
15.1000 534 .120
17.6000 517 120
24,8000 500 120
33.0500 483 120
41,2000 466 120
49.3000 A48 120
52.8500 448 .080
62.5000 414 .080
78.0000 .397 .080
89.1750 379 .080
94.5250 379 040
96.5000 379 .000
89.5500 .362 .000
101.9500 345 .000
105.0500 328 .000
115.2250 310 000
126.2250 293 000
170.7500 276 .000
215.2500 259 000
231.2500 241 .000
276.7500 224 .000
311.0000 207 .000
324.5000 190 .000
357.7500 A72 000
430.5000 155 .000
500.5000 138 .000
665.5000 121 .000
927.0000 103 000
1106.2500 .086 .000
1370.0000 089 .000
2079.5000 052 000
4962.2500 034 000
9187.7500 017 .000
11041.0000 000 .000

The test result variable(s): LMP2 has at least one tie
between the positive actual state aroup and the argative - |, 2010



Katagori LMP2 * Stadium Crosstabulation

Count
Stadium
tadium 3/4|Stadium 1/2| Total
Katagon LMP2>7.1 35 7 42
LMP2 | MP2<=7,1 23 18 41
Total 58 25 83
Sensitivitas = 3 : (@a+c) = 60,3%
Spesifisitas =d ; {(b+d) = 72,0%
Nitai prediksi positif =a:(ath) = 83,3%
Nilai prediksi negatif =d: (ctd) = 43,9%
Rasio Kemungkinan Positif = al{a+c) : b/(b+d) = 2,15%
Rasio Kemungkinan Negatif = cf(a+c) : d/{b+d) = 0,85%

NonPar Tests LMP2: T3-T4 vs T1-T2

Frequencies T3-T4

Statistics
LMP2
N Valid 38
Missing 0
Median 10.5500
Minimum .00
Maximum 11040.00
Frequencies T1-T2
Statistics
LMP2 _
N Valid 47
Missing 0
Median 6.3000
Minimum .00
Maximum 2589.00
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NonPar Tests LMP2: N2-N3 vs NO-N1
Frequencies N2-N3

Statistics
LMP2
Valid 48
Missing 0
Median 52.8500
Minimum L0
Maximurn 11040.00
Frequencies NO-N1
Statistics
LMP2
N Valid 35
Missing 0
Median 0060
Minimum .00
Maxdmum 309.00

NonPar Tests LMP2: M1 vs MO
Frequencies M1

Statistics
{MP2
N Valid 15
Missing 4]
Median 20.0000
Minimum .00
Maximum 1570.00
Frequencies MO
Statistics
LMP2 .
N valid 68
Missing 4]
Median 2.6500
Minimum .00
Maximum 11040.00
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