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ABSTRACT

Background: Nasopharyngeal carcinoma has a high incidence and mortality rate in Southeast
Asia and Indonesia. Radioresistance is a major obstacle to successful treatment of
nasopharyngeal carcinoma. DNA repair in the cell cycle and angiogenesis factors affects the
response of tumor cells to radiotherapy. Cyclin D1 that functions in the cell cycle process and
VEGF as an angiogenesis factor are considered to play a role in the occurrence of
radioresistance. The objective of this study is to find the association between
immunoexpression of Cyclin D1 and VEGF with radiotherapy response in undifferentiated
nasopharyngeal carcinoma.

Methods: This study used a retrospective case control analysis design, secondary data from
medical records of patients diagnosed as undifferentiated nasopharyngeal carcinoma who
received complete radiotherapy at the Radiation Oncology Department Dr Hasan Sadikin
Bandung were taken. There were 44 samples divided into radiosensitive (22 samples) and
radioresistant (22 samples) groups. Immunohistochemical examination of Cyclin D1 and VEGF
was performed on paraffin blocks of patients' nasopharyngeal biopsy. Data analysis using Chi-
Square test with p <0.05 and OR 95% CI.

Results: Cyclin D1 expressed strongly in 86.4% of the radioresistant group and 59.1% in the
radiosensitive group (p<0.05) and the OR 4,385 (0.993-19.356), VEGF was strongly expressed
in 77.3% of the radioresistant group and 54.5% in the radiosensitive group (p>0.05).
Conclusion: There were significant association between Cyclin D1 with radiotherapy
response in  undifferentiated  nasopharyngeal carcinoma. The  stronger
immunoexpression of Cyclin D1, the higher likelihood of radioresistancy. VEGF

immunoexpression showed no significant association with radiotherapy response.
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ABSTRAK

Latar Belakang

Karsinoma nasofaring merupakan keganasan yang memiliki angka insidensi dan mortalitas yang tinggi di
Asia Tenggara dan Indonesia. Radioresistensi menjadi hambatan utama dalam keberhasilan penanganan
karsinoma nasofaring. Perbaikan DNA dalam siklus sel dan faktor angiogenesis mempengaruhi respons
sel tumor terhadap radioterapi. Cyclin D1 yang berfungsi dalam proses siklus sel dan VEGF sebagai faktor
angiogenesis dianggap berperan dalam terjadinya radioresistensi. Penelitian ini bertujuan mencari
hubungan antara imunoekspresi Cyclin D1 dan VEGF dengan respons radioterapi pada karsinoma
nasofaring tidak berdiferensiasi.

Metode

Penelitian ini menggunakan desain analisis refrospective case control menggunakan data sekunder dari
rekam medis pasien yang didiagnosis sebagai karsinoma nasofaring tidak berdiferensiasi yang mendapat
radioterapi lengkap di Departemen Radiasi Onkologi RSUP Dr Hasan Sadikin Bandung. Terdapat 44
sampel yang dibagi menjadi kelompok radiosensitif (22 sampel) dan radioresisten (22 sampel)
berdasarkan respons radioterapi. Deteksi ekspresi Cyclin D1 dan VEGF dilakukan dengan pemeriksaan
imunohistokimia pada blok paraffin sediaan biopsi nasofaring pasien tersebut. Analisis data menggunakan
uji Chi-Square dengan nilai p < 0.05 dan Odds Rasio Cl 95%.

Hasil

Cyclin D1 terekspresi kuat 86.4% pada kelompok radioresisten dan 59.1% pada kelompok radiosensitive
(p<0.05) dan Odds Rasio 4.385 (0.993-19.356) sedangkan VEGF terekspresi kuat 77.3% pada kelompok
radioresisten dan 54.5% pada kelompok radiosensitive (p>0.05).

Kesimpulan

Terdapat hubungan secara signifikan antara Cyclin D1 dengan respons radioterapi pada karsinoma
nasofaring tidak berdiferensiasi. Semakin kuat imunoekspresi Cyclin D1 maka semakin tinggi
kemungkinan terjadinya radioresistensi. Imunoekspresi VEGF tidak menunjukkan hubungan yang

signifikan dengan respons radioterapi.

Kata kunci : cyclin d1, karsinoma nasofaring, radioterapi, VEGF

PENDAHULUAN

Karsinoma nasofaring (KNF) merupakan
keganasan yang berasal dari epitel
nasofaring. Keganasan ini memiliki angka
kejadian yang tinggi di daerah Asia Timur
dan Tenggara.1 Berdasarkan GLOBOCAN
2012, secara global terdapat 87.000 kasus
baru muncul setiap tahunnya.2 Di
Indonesia, KNF merupakan salah satu jenis
keganasan yang sering ditemukan, berada
pada urutan ke-4 kanker terbanyak setelah

kanker payudara, kanker leher rahim, dan

kanker paru, serta merupakan keganasan
yang paling sering di daerah kepala dan
leher. Insidensi KNF di Indonesia sekitar
6.2 per 100.000 penduduk per tahun
dengan 13.000 kasus baru per tahun.
Karsinoma nasofaring tidak berdiferensiasi
merupakan subtipe yang paling banyak
ditemukan sekitar 90%-95% di daerah
endemik seperti di Asia termasuk di
Indonesia.’

Radioterapi menjadi pilihan utama

pengobatan KNF tidak berdiferensiasi
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karena sensitivitasnya yang baik terhadap
radioterapi dan letak anatomi nasofaring
yang sulit untuk dilakukan pembedahan.4
Radioterapi merupakan pengobatan terpilih
yang telah diakui sejak lama dan dilakukan
di berbagai sentra dunia. Hasil radioterapi
untuk stadium dini sebenarnya cukup baik,
respons lengkap sekitar 80%-100%, namun
untuk stadium lanjut, respons radioterapi
menurun tajam dengan angka kesintasan
hidup 5 tahun yang kurang dari 40% karena
meningkatnya kejadian radioresistensi.> ®

Kejadian radioresistensi
merupakan proses yang bertingkat
(multistage) dengan melibatkan banyak
gen. Fraksi gen yang berperan dalam
kontrol siklus sel, apoptosis/antiapoptosis
dan perbaikan DNA dipercaya memiliki
peranan penting dalam kerusakan DNA
yang disebabkan oleh radiasi, tetapi
mekanisme terjadinya radioresistensi pada
tingkat molekuler belum diketahui secara
pasti.” ® Kerusakan DNA yang disebabkan
oleh radiasi berhubungan dengan regulasi
pada siklus sel.’

Cyclin D1 merupakan tipe cyclin
yang paling berhubungan dengan gen yang
terlibat dalam siklus sel. Cyclin D1
merupakan protein inti yang berikatan
dengan CDK4/CDK6 membentuk kompleks
cyclin D1-CDK4/6, yang terlibat dalam
proses fosforilasi protein retinoblastoma
(pRb) pada fase G1 dan S siklus sel dan
berperan  penting dalam  membantu
perbaikan DNA sel.'® "'

Radioresistensi sel tumor juga
berhubungan dengan proses angiogenesis.
Pertumbuhan tumor yang cepat dapat

menyebabkan terjadinya hipoksia sehingga

Ade Apon Nurhidyat, dkk. Peranan Cyclin D1...

sel tumor mengaktifkan mekanisme survival
yaitu dengan mengaktifkan vascular
endothelial growth factor (VEGF), yang
menyebabkan peningkatan proliferasi
pembuluh  darah dan angiogenesis.
Pembuluh-pembuluh darah baru yang
terbentuk memfasilitasi penyediaan oksigen
dan nutrien untuk sel-sel tumor. Keadaan
ini  dapat menyebabkan terjadinya
radioresistensi pada sel-sel tumor. Vascular
endothelial growth factor (VEGF)
merupakan protein  angiogenik  yang

berperan dalam pertumbuhan sel-sel

endotel dan pembuluh darah tumor.” ™
Tujuan penelitian ini adalah untuk mencari
hubungan imunoekspresi Cyclin D1 dan
VEGF dengan respons radioterapi pada

karsinoma nasofaring tidak berdiferensiasi.

METODE PENELITIAN

Sampel

Sampel penelitian ini menggunakan data
sekunder dari rekam medis pasien yang
didiagnosis sebagai karsinoma nasofaring
tidak berdiferensiasi stadium [V yang
mendapat
Departemen Radiasi Onkologi RSUP Dr
Hasan Sadikin Bandung periode 2012-

radioterapi lengkap di

2016. Terdapat 44 sampel yang memenuhi
syarat kriteria inklusi yang kemudian dibagi
menjadi  kelompok radiosensitif dan
radioresiten  berdasar atas respons
radioterapi menurut kesepakatan Response
Evaluation Criteria in Solid Tumours
(RECIST). Menurut kriteria RECIST
respons radioterapi terbagi menjadi
respons komplit, parsial, stabil, dan
progresif. Respons komplit dimasukkan ke

dalam kelompok radiosensitif, sedangkan
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respons parsial, stabil dan progresif
dimasukkan ke dalam kelompok
radioresisten.”  Kelompok  radiosensitif
sebanyak 22 sampel dan kelompok
radioresisten  sebanyak 22  sampel.
Pemeriksaan imunohistokimia Cyclin D1
dan VEGF dilakukan pada blok paraffin
sediaan biopsi nasofaring pasien dari 2
kelompok tersebut. Sediaan blok paraffin
tersedia dari rekam medis Departemen
Patologi RSUP Hasan Sadikin Bandung,
Indonesia.

Imunohistokimia (IHK)
Prosedur  standar  pewarnaan IHK
menggunakan antibodi Cyclin D1 (Clone
SP4, Biocare, USA) dan antibodi VEGF
(Clone EP117Y, Biocare, USA). Intensitas
imunoekspresi Cyclin D1 dan VEGF dinilai
dengan skala 0-3 (0, tidak terwarna; 1+,
terwarna lemah; 2+, terwarna sedang; 3+,
terwarna kuat) dan distribusi dinilai dengan
skala 0-4 (0, negatif; 1+, <20%; 2+, 20-
50%; 3+, 50-80%; 4+, >80%). Penilaian
imunoekspresi Cyclin D1 dan VEGF
ditentukan berdasar atas jumlah perkalian
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intensitas dan distribusi dengan total
histoskor lemah 0-4 dan kuat dengan
histoskor 6-12."% ' Hasil pulasan
imunohistokimia diperiksa oleh 2 orang
spesialis patologi anatomi menggunakan
mikroskop cahaya jenis Olympus BX53.
Analisis Statistik

Data penelitian dianalisis menggunakan uiji
Chi Square SPSS 22.0 untuk windows.
Hasil signifikan berdasar atas perhitungan
statitik bila didapatkan nilai p<0.05.

HASIL PENELITIAN

Distribusi karakteristik subjek penelitian
terdiri dari usia, jenis kelamin, stadium
berdasarkan respons radioterapi dapat
dilihat pada tabel 1. Pada kelompok usia
didapatkan kasus terbanyak pada rentang
usia 40-60 tahun sebanyak 24 Kkasus
(55%). Berdasar atas jenis kelamin, pria
lebih  banyak daripada wanita yaitu
sebanyak 32 kasus (73%). Stadium yang
terbanyak adalah stadium IVB sebanyak 27
kasus (61.4%) dan stadium IV dengan
metastasis ke kelenjar getah bening
sebanyak 36 kasus (82%).

Tabel 1. Karakteristik subjek penelitian berdasarkan respons radioterapi

Variabel Kelompok respons radioterapi

Sensitif Resisten
N=22 N=22

Usia

<40 tahun 6(27.3%) 7(31.8%)

40-60 tahun 11(50.0%) 13(59.1%)

>60 tahun 5(22.7%) 2(9.1%)

Jenis Kelamin

Laki-laki 14(63.6%) 18(81.8%)

Perempuan 8(36.4%) 4(18.2%)

Stadium
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IVA

T4NOMO 5(22.7%)
T4N1-2MO 5(22.7%)
IVB

Semua T N3 MO 12(54.5%)
IvVC

Semua T Semua N M1 0(0.0%)

3(13.6%)
4(18.2%)

15(68.2%)

0(0.0%)

Tabel 2. Hubungan imunoekspresi Cyclin D1 dengan respons radioterapi

Kelompok

Respons Radioterapi

Variabel OR(CI95%) Nilai P
Sensitif Resisten
N=22 N=22
Penilaian 4.385(0.993-  0.042*
Imunoekspresi 19.356)
Cyclin D1
Lemah (0-4) 9(40.9%) 3(13.6%)
Kuat (6-12) 13(59.1%) 19(86.4%)
Tabel 2 menunjukkan hubungan yang terekspresi kuat memiliki
imunoekspresi Cyclin D1 dengan respons kemungkinan untuk terjadinya

radioterapi yang memperlihatkan hubungan
signifikan secara statistik dengan nilai p=
0,042 dan Odds Rasio 4.385 (0.993-
19.356). Pada pasien dengan Cyclin D1

radioresistensi 4.385 kali lebih besar
daripada pasien dengan ekspresi Cyclin D1

yang lemah.

Tabel 3. Hubungan imunoekspresi VEGF dengan respons radioterapi

Kelompok

Respons Radioterapi

Variabel OR(CI95%) Nilai P
Sensitif Resisten
N=22 N=22
Penilaian 2.833(0.770- 0.112
Imunoekspresi 10.430)
VEGF
Lemah (0-4) 10(45.5%) 5(22.7%)
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Kuat (6-12) 12(54.5%)
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17(77.3%)

Tabel 3 menunjukkan hubungan imunoekspresi VEGF dengan respons radioterapi yang

memperlihatkan hubungan yang tidak signifikan dengan nilai p= 0,112.

1 i e

Gambar 1. Imunoekspresi Cyclin D1 dan VEGF pada Karsinoma Nasofaring.(A) Cyclin D1

ekspresi kuat, (B) VEGF ekspresi kuat. (Pembesaran 400X)

DISKUSI

Pada penelitian ini diperoleh kasus
terbanyak berada dalam rentang usia
40-60 tahun sebanyak 24 kasus (55%)
dengan jumlah kasus laki-laki 3 kali lebih
banyak daripada wanita. Hal ini sesuai
dengan penelitian Peterrson dkk." yang
menyatakan bahwa pada populasi tinggi
terjadinya KNF, insidensinya meningkat
setelah usia 30 tahun dan mencapai
puncak pada rentang usia 40-60 tahun,
dengan jenis kelamin laki-laki 2 sampai 3
kali lebih banyak daripada wanita. Pada
penelitian ini juga didapatkan 36 kasus
(82%) stadium IV telah bermetastasis ke
kelenjar getah bening. Hal ini sesuai
dengan penelitian Xuan'® yang menemukan
sebagian besar KNF stadium IV telah

bermetastasis ke kelenjar getah bening.

Pemeriksaan imunoekspresi Cyclin
D1 pada sampel penelitian ini seluruhnya
menunjukkan ekspresi yang positif, 32
(72.7%) kasus terekspresi kuat dan 12
(27.3%) kasus
Perbandingan ekspresi Cyclin D1 pada

terekspresi lemah.

kelompok radiosensitif dan kelompok
radioresiten menunjukkan nilai signifikan
(p=0,043) dengan Odss Rasio 4.385
(0.993-19.356). Hal ini menunjukkan bahwa
terdapat hubungan yang signifikan antara
ekspresi Cyclin D1 dengan respons
radioterapi. Pasien dengan ekspresi Cyclin
D1 yang kuat mempunyai kemungkinan
resitensi terhadap radioterapi sebanyak
4.385 (0.993-19.356) dibandingkan dengan
pasien yang memilik ekspresi Cyclin D1
yang lemah. Hal ini terjadi kemungkinan

disebabkan karena kerusakan DNA oleh
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radiasi mengaktivasi jalur AKT/Cyclin
D1/CDK4. Jalur AKT ini memfasilitasi
terjadinya perbaikan DNA pada sel kanker
sehingga mendukung survival sel kanker
dan selanjutnya berperan dalam
menyebabkan terjadinya radioresistensi.’"
17

Hasil penelitian ini sesuai dengan
penelitian-penelitian terdahulu. Penelitian
Fu  dkk."

signifikan antara ekspresi Cyclin D1 yang

menunjukkan  perbedaan
kuat pada kelompok respons radioterapi
yang sensitif dan pada kelompok yang tidak
sensitive (p<0.05). Pasien dengan ekspresi
Cyclin D1 vyang lemah lebih sensitif
terhadap radiasi. Cyclin D1 vyang
terekspresi kuat meyebabkan pemendekan
fase G1-S pada siklus sel sehingga terjadi
proliferasi sel yang tidak terkontrol dan
mendukung  pertumbuhan sel tumor.
Kerusakan DNA yang diinduksi oleh radiasi
juga dapat mengaktifkan Cyclin D1 untuk
membantu proses perbaikan DNA sehingga
dapat meningkatakan survival sel tumor
sehingga menyebabkan resistensi terhadap
radioterapi.’® Deplesi Cyclin D1 pada Sel
HelLa karsinoma servix dan sel H2009
kanker paru secara signifikan
meningkatkan  sensitivitas sel kanker
terhadap radiasi. Hal ini disebabkan Cyclin
D1 mungkin berperan dalam perbaikan
DNA yang rusak.'® Cyclin D1 merupakan
kunci penting untuk progresi siklus sel
melalui fase G1 yang berhubungan dengan
respons radiasi yang buruk.'® Penurunan
Cyclin D1 pada kanker esofagus dapat
memperlambat pertumbuhan sel tumor dan
dapat mengurangi kapasitas perbaikan
DNA sel tumor. Inhibisi terhadap Cyclin D1
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dapat mencegah perbaikan DNA sel
kanker.?

Pada penelitian ini imunoekspresi
VEGF seluruhnya menunjukkan ekspresi
yang positif, 29 (65.9%) kasus terekspresi
kuat dan 15 (34.1%) kasus terekspresi
lemah. Hasil dari penelitian ini tidak
terdapat hubungan yang signifikan secara
statistik antara imunoekspresi VEGF
dengan respons radioterapi (p=0,117). Hal
ini mungkin disebabkan karena keadaan
hipoksia yang menginduksi HIFa dan
mengakibatkan radioresistensi terjadi
melalui beberapa jalur. Jalur-jalur tersebut
adalah jalur HIF1a/VEGF, jalur
HIFa/CXCL12, jalur HIFa/Transforming
Growth Factor B (TGFB) dan jalur
HIFa/TGFp/integrin. Jalur HIFa/VEGF dan
jalur HIFa/CXCL12 menginduksi terjadinya
angiogenesis dan vaskulogenesis. Jalur
HIFa/Transforming Growth Factor B (TGF()
menginduksi angiogenesis dan memelihara
homeostasis vaskular, sedangkan jalur
HIFo/TGFp/integrin dapat menyebabkan
survival sel endotel terhadap efek radiasi.”’
Pada penelitian ini kemungkinan faktor lain
yang menginduksi terjadinya angiogenesis
selain VEGF seperti yang telah disebutkan
di atas, lebih dominan dalam menyebabkan
terjadinya radioresistensi sehingga pada
penelitian ini didapatkan hubungan yang
tidak bermakna antara VEGF dengan
respons radioterapi.

Pada karsinoma nasofaring
disebutkan bahwa faktor oksigen saja tidak
cukup untuk memprediksi radiosensitivitas,
masih banyak faktor biologik lain yang
berperan.”? Selain itu jumlah faktor

angiogenik mempengaruhi jalur terjadinya
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radioresistensi. Sel tumor dengan jumlah
faktor angiogenik yang sedikit akan
mengalami radioresistensi melalui jalur
hipoksia, sedangkan sel tumor yang
memiliki jumlah faktor angiogenik yang
banyak akan mengalami radioresistensi
melalui jalur intrinsik adan faktor iskemik.
Mekanisme ini dapat menyebabkan
ekspresi VEGF tidak terdeteksi dalam
terjadinya radioresistensi.?®

Faktor-faktor tersebut di atas selain
dapat menginduksi terjadinya angiogenesis
juga dapat mempengaruhi terjadinya
metastasis  karsinoma nasofaring ke

kelenjar getah bening.'® ** 2°

Ekspresi
CXCL12 meningkat pada kasus karsinoma
nasofaring dengan metastasis kelenjar
getah bening dibandingkan dengan kasus
tanpa metastasis ke kelenjar getah bening.
CXCL12 yang membentuk ikatan dengan
CXCR4/CXCR7 dapat mempengaruhi
migrasi, invasi dan survival dari sel-sel
karsinoma nasofaring.24 TGFB dapat
berfungsi sebagai protoonkogen pada
stadium lanjut dengan menstimulasi
angiogenesis dan menginduksi epithelial

mesenchymal tumor (EMT) yang berperan

DAFTAR PUSTAKA
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untuk invasi dan metastasis sel tumor.”
Ekspresi integrin av berhubungan signifikan
dengan terjadinya metastasis kelenjar
getah bening pada karsinoma nasofaring.
Integrin merupakan molekul yang
berpartsipasi dalam invasi, metastasis,
angiogenesis dan survival sel-sel tumor.'®
Pada penelitian ini didapatkan 82% kasus
telah bermetastasis ke kelenjar getah
bening. Hal ini menunjukkan bahwa faktor-
faktor tersebut mungkin lebih dominan
daripada VEGF dalam menyebabkan
terjadinya radioresistensi sehingga pada
penelitian ini tidak didapatkan hubungan
yang signifikan antara VEGF dengan

respons radioterapi.

KESIMPULAN

Terdapat hubungan signifikan antara Cyclin
D1 dengan respons radioterapi pada
karsinoma nasofaring tidak berdiferensiasi.
Semakin kuat ekspresi Cyclin D1 semakin
besar kemungkinan terjadinya
radioresistensi. Ekspresi VEGF tidak
menunjukkan hubungan yang signifikan

dengan respons radioterapi.
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