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Abstract 

Nasopharyngeal carcinoma (NPC) is an epithelial tumor located in the nasopharynx and is a multifactorial genetic 
disease. The main cause of NPC is the infection of Epstein-Barr virus (EBV). The existence of EBV in NPC patients 
can be identified by the discovery of EBV DNA in tissue biopsy. EBV genome and the expression of part of the  
product of the latent gene of this virus isconsistently detected in almost eachcancer cell of NPC, one of which is a 
Latent Membrant Protein (LMP)gene. The activities of EBV mRNA better reflect a real pathogeneneityof NPC 
compared to the serological diagnosis and measurement of EBV DNAin blood circulation. The study was conducted 
in the laboratory of genetics and molecular Biology Faculty of Unsoed Purwokerto. Analysis of mRNA expression 
LMP2A EBV was performed using  one step RT-PCR technique and RT-PCR product (amplicon cDNA) was 
visualized in1% agarose gel electrophoresis. The mRNA LMP2A EBV can be expressedeither form samples with 
lowRNA concentration or samples with high mRNA concentration.  However,the positivity of  mRNA LMP2A EBV 
expression was moderate positivity (27.3%). In conclusion, the mRNA expression of EBV LMP2A from NPC tumor 
biopsy tissue samples preserved in paraffin blocks was a moderate positivity, so tha mRNA expression of LMP2A 
EBV has a potentially be used as biomarker of NPC diagnosis.  

 

Key words: Nasopharyngeal carcinoma, Virus Epstein-Barr, Latent Membrant Protein 2A.iel Joko Wahyono, 

M.Biomed dan Dr. Hendro Pramono, M.S.Universitas Jenderal Soedirman,  

Abstrak 

Karsinoma nasofaring (KNF) merupakan tumor epitel yang terletak di nasofaring dan merupakan penyakit genetik 
multifaktor yang endemik. Penyebab utama KNF adalah infeksi oleh Virus Epstein-Barr (EBV). Keberadaan EBV 

pada penderita KNF dapat diketahui dengan ditemukannya DNA EBV dalam spesimen biopsi jaringan penderita 
KNF. Genom EBV dan ekspresi sebagian dari produk gen laten virus secara konsisten terdeteksi hampir di setiap sel 
dalam kanker ini, salah satunya adalah gen Latent Membrant Protein (LMP). Aktivitas mRNA EBV lebih 
mencerminkan patogenesis KNF yang  sesungguhnya dari pada diagnosis serologi dan pengukuran DNA EBV di 
sirkulasi. Penelitian dilakukan di Laboratorium PA RSUD Margono Seokarjo, Purwokerto/Lab PA Fakultas 
Kedokteran dan laboratorium genetika/molekuler Universitas Jenderal Soedirman Purwokerto. Analisis Ekspresi 
mRNA LMP2A EBV dengan teknik one step RT-PCR dan amplikon cDNA   divisualisasi dengan elektroforesis gel 
agarosa 1%. Hasil penelitian ini menunjukkan positivitas ekspresi mRNA LMP2A EBV dari biopsi jaringan KNF dalam 
blok paraffin adalah sedang (27,3%). Kesimpulan, ekspresi mRNA LMP2A EBV dari biopsi jaringan tumor  KNF 
dalam blok paraffin dengan metode one step RT-PCR dengan  positivitas sedang (27,3%), sehingga berpotensi 
sebagai biomarka dalam diagnosis KNF  
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Pendahuluan  

KNF mempunyai sifat berbeda dibandingkan 
dengan keganasan pada kepala leher yang lain, 
karena sifatnya yang sangat invasif dan sangat 
mudah bermetastasis (Liu et al., 2003; Jiang et 
al., 2004; Ma et al., 2007; Tang et al., 2008). 
Salah satu penyebab KNF adalah infeksi oleh 
Epstein-Barr Virus (EBV) (Gu et al., 2012; Shen et 
al., 2015). EBV adalah herpesvirus limfotropik 
yang dapat menginfeksi dan bereplikasi dalam sel 
epitel dan limfosit B. Infeksi EBV pada sel B dan 
tumor KNF ditandai dengan terekspresinya gen 
fase laten dan gen fase litik EBV (Steven et al., 
2006). Gen fase laten yaitu EBNA1, EBNA2, 

EBNA3, LMP1, LMP2, EBER dan gen fase litik 
yaitu BRLF1, BZLF1, BALF1, BCLF1. 

Kanker KNF secara konsisten 
mengekspresikan sebagian dari produk gen laten 
EBV, salah satunya adalah gen Latent Membrane 
Protein (LMP) (Raab-Traub and Flynn., 1986; 
Pittaluga et al., 1992). Ekspresi gen LMP yang 
terdiri dari LMP-1 dan -2 adalah onkogen EBV 
yang ekpresinya lebih tinggi pada pasien usia 
muda (<30 tahun) dan mengindikasikan replikasi 
virus yang tinggi dalam sel. Ekspresi gen LMP ini 
juga berkaitan dengan progresifitas lokal dari KNF 
(Adham et al., 2012). Gen LMP2A memainkan 
peran penting dalam menjaga kondisi infeksi laten 
EBV pada sel B dan berpartisipasi dalam induksi 
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transformasi sel epitel tumor KNF (Dawson et al., 
2012). Nakaya et al., (2013) melaporkan bahwa 
gen LMP2A memiliki fungsi onkogen, yaitu 
mampu melakukan transformasi sel normal 
menjadi sel tumor pada KNF, melalui peningkatan 
ekskresi side population (SP) yang tergantung 
pada aktivasi  Stat3, MEK/ERK, jalur PI3K dan 
peningkatan ekspresi HMGA2. Oleh karena itu, 
analisis ekspresi gen laten LMP2A dapat 
digunakan untuk melihat patogenesi dan 
menegakkan diagnosis KNF guna meningkatkan 
efisiensi dalam penanganan KNF. 

Pengukuran aktivitas mRNA EBV di lokasi 
tumor primer secara langsung pada daerah 
nasofaring perlu dilakukan, karena aktivitas 
mRNA EBV lebih mencerminkan patogenesis 
KNF yang sesungguhnya dari pada diagnosis 
serologi dan pengukuran DNA EBV di sirkulasi. 
Pada saat ini, analisis ekspresi mRNA EBV 
menggunakan teknik Reverse 
TranscriptasePolymerase Chain Reaction (RT-
PCR), karena teknik ini lebih sensitif dan efisien 
untuk mendeteksi mRNA dibandingkan teknik 
terdahulu yaitu Northern Blot. Teknik RT-PCR 
mampu mendeteksi mRNA yang mengalami 
proses pembuangan intron (spliced mRNA) dalam 
jumlah kecil dan memerlukan jumlah sampel klinis 
lebih sedikit. Tujuan penelitian ini untuk 
mengetahuiapakah metode Reverse 
Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT-
PCR) dapat mendeteksi ekspresi mRNA LMP2A 
EBV pada penderita KNF dan melihat positivitas 
ekspresi mRNA LMP2A EBV pada penderita KNF. 
 

Materi dan Metode 

Objek penelitian ini adalah biopsi jaringan 
tumor penderita KNF dengan diagnosis pasti dari 
hasil pemeriksaan Patologi Anatomi di RSUD 
Prof. dr. Margono Soekarjo, Purwokerto. 
Penelitian dilakukan selama 6 bulan dari bulan 
Maret 2016 sampai dengan bulan Agustus 2016 
di Poli Patologi Anatomi - RSUD Prof.Dr. Margono 
Soekarjo Purwokerto, Lab. PA Fakultas 
Kedokteran dan Laboratorium Genetika/Molekuler 
Fakultas Biologi Univeritas Jenderal Soedirman 
Purwokerto. 

Isolasi RNA  

Sampel biopsi jaringan KNF dari Laboratorium 
Patologi Anatomi Poli THT RSUD Prof. dr. 
Margono Soekarjo kemudian di potong 8-10 slise, 
kemudian dimasukkan ke tube untuk proses 
isolasi RNA. Isolasi RNA dilakukan menggunakan 
kit FFPE PureLink RNA Isolation Kit – Invitrogen. 

Analisis ekspresi mRNA LMP2A EBV 

Analisis dilakukan dengan teknik one stepRT-
PCR dan menggunakan kit (SuperScript™ III 
One-Step RT-PCR System with Platinum™ Taq 
DNA Polymerase – Invitrogen).Desain primer 
dilakukan dengan software Primer3 dari the 

GenBank Sequence Database-NCBI (accession 
number NC_007605.1; GeneID: 17494231). 
Dengan primer forward 5’-
CTTCTGGCTCTTCTGGGAAC-3’ dan primer 
reverse                5’- 
TCTGCCCGCTTCTTCGTATA-3’. Campuran 
PCR (PCRmix) dibuat dalam PCR tube 0,2 ml 
dengan volume akhir 15 µL yang bebas nuclease 
dan dikerjakan di dalam es dengan komposisi 7,5 
µm (2x Reaction Mix (a buffer containing 0.4 mM 
of each dNTP, 3.2 mMMgSO4), 1 µm (template 
RNA), 1 µm (Primer forward dan primer reverse), 
2 µm (SuperScrift

™
 III RT/Platinum

™
Taq Mix), 2,5 

µm ddH2o (Autoclaved distilled water). Campuran 
PCRmix dimasukkan dalam mesin PCR (Peqlab, 
Primus standard 25 well). Tahap amplifikasi 
dilakukan pada mesin PCR sebanyak 35 siklus 
dengan kondisi PCR siklus pertama cDNA 
synthesis dan pre-denaturation dengan kondisi 
PCR 45°C selama 30 menit dan 94°C selama 2 
menit. Tahap denaturasi suhu 94°C selama 15 
detik, annealing 63,4°C selama 30 detik, extention 
suhu 68°C selama 1 menit dan final extention 
68°C selama 5 menit. 
 

Hasil dan Pembahasan 

Penelitian ekspresi LMP2A EBV pada 
penderita KNF menggunakan 22 sampel yang 
diambil di Laboratorium Patologi Anatomi RSUD 
Dr. Margono Soekardjo Purwokerto. Karakteristik 
umur sampel penelitian berdasarkan usia dapat 
dilihat pada tabel 1. 

 
Tabel 1. Distribusi sampel berdasarkan usia 

Usia 
Jumlah 

(n) 
Persentase 

(%) 

0 – 10 tahun 0 0 
11 – 20 tahun 0 0 
21 – 30 tahun 2 9,1 
31 – 40 tahun 4 18,2 
41 – 50 tahun 6 27,3 
51 – 60 tahun 7 31,8 

>60 tahun 3 13,6 
Total 22 100 

 
Pada tabel 1 dapat dilihat distribusi sampel 

penderita KNF tertinggi yaitu pada rentang usia 
51-60 tahun yaitu 7 pasien (31,8%), dan 
terbanyak kedua yaitu rentang usia 41-50 tahun 
yaitu 6 pasien (27,3%). Mayoritas penderita KNF 
pada usia lebih dari 40 tahun, karena pada usia 
tersebut diperkirakan sudah terjadi akumulasi 
paparan faktor lingkungan berupa bahan-bahan 
karsinogen yang sudah melebihi batas ambang 
terjadinya tumorigenesis.  Hasil penelitian ini juga 
sesuai dengan hasil penelitian Adham et al, 
(2012) yang memperoleh data distribusi KNF di 
Rumah sakit Cipto Mangunkusomo yaitu rentang 
usia 41-50 sebanyak 32,4%, usia 31-40 sebanyak 
23,4%, dan usia 51-60 sebanyak 16,4%. 
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Infeksi KNF ini juga dipengaruhi oleh jenis 
kelamin.Beberapa penelitian terdahulu 
menunjukkan bahwa penderita KNF bersifat 
dominan pada jenis kelamin laki-laki. Pada 
penelitian ini, proporsi jeniskelamin penderita KNF 
yang diperoleh adalah pada laki-laki sebanyak 
63,6% dan penderita perempuan sebanyak 36,4% 
atau dengan berbandingan 1,8:1. Perbandingan 
proporsi infeksi antara laki-laki dan perempuan 
dapat di lihat pada gambar 1. Hasil penelitian ini 
sesuai dengan penelitian terdahulu yang 
menunjukkan bahwa kejadian infeksi KNF lebih 
banyak pada laki-laki dibanding perempuan, 
dengan rasio 2-3:1 (Mutiarangura et al., 1997). 

 
Gambar 1. Presentase Penderita KNF berdasarkan 

Jenis Kelamin 

 
Gambar 2. Hasil visualisasi Ekspresi mRNA LMP2A 

EBV dengan teknik RT-PCR pada sampel 
biopsi jaringan KNF dalam blok paraffin (M 
= Marker DNA 100 pb; 1 sampai 10=  
urutan sumuran; * = Sampel positif 
ekspresi mRNA LMP2A dengan nomor 
sampel 3(2487), 5(2465), 6(2558), 8(840), 
9(713), 10(2822); * ≠ sampel 
negatifekspresi mRNA LMP2A1(2142), 
2(2721), 4(3738) dan 7(4010). 

Hasil analisis ekspresi mRNA LMP2A EBV 
dengan menggunakan teknik one step RT-PCR 
tertera pada Gambar 2. Pada Gambar 2 dapat 
dilihat bahwa mRNA LMP2A EBV dapat 
terekspresi pada sampel nomo nomor 3(2487), 
5(2465), 6(2558), 8(840), 9(713), 10(2822) dan 
negatif nomor 1(2142), 2(2721), 4(3738) dan 
7(4010). Hasil positif ekspresi mRNA LMP2A EBV 
menunjukkan ketebalan pita yang tidak sama 
terutama disebabkan oleh  kadar ekspresi mRNA 
LMP2A EBV pada konsentrasi template RNA 
yang sama pada tiap masing-masing sampel. 
Hasil negatif ekspresi mRNA LMP2A EBV 
terutama disebabkan oleh tidak terekspresinya 
mRNA LMP2A EBV. Namun, beberapa faktor 

yang memungkinkan tidak terkespresi mRNA 
LMP2A EBV yaitu tidak terjadi proses sintesis 
cDNA (suhu terlalu tinggi), kontaminasi Rnase, 
dan RNA yang telah rusak atau terdegradasi. 

Hasil penelitian ini menunjukkan positivitas 
ekspresi mRNA LMP2A EBV sebesar 27,3% (6 
dari total 22 sampel) termasuk positivitas sedang 
(moderate positivity) berkisar 10-50 % 
(Middeldorp et al, 2003).  Hasil penelitian ini 
berbeda dengan penelitian terdahulu pada kasus 
KNF menggunakan metode RT-PCR yang 
menunjukkan positivitas ekspresi mRNA LMP2A 
EBV pada biopsi jaringan tumor KNF segar (fresh 
biopsy) lebih dari 98 % (Brooks et al., 1992; 
Busson et al, 1992). Rendahnya hasil positivitas  
ekspresi mRNA LMP2A EBV dalam penelitian ini 
diperkirakan disebabkan oleh sampel yang 
digunakan berasal dari biopsi jaringan tumor 
dalam blok paraffin yang sudah terkontaminasi 
dengan formalin (formaldehid). Formalin adalah 
fiksatif tradisional yang telah digunakan selama 
beberapa dekade untuk mengawetkan jaringan di 
patologi (Chu et al., 2002). Fiksasi formalin yang 
bukan buffer formalin 10 % dalam teknik patologi 
anatomi dapat menyebabkan asam nukleat 
terfragmentasi, sehingga kualitas RNA yang 
diperoleh sangat rendah (Lahr et al., 2002).  RNA 
yang berasal dari spesimen tersebut secara 
signifikan mengalami degradasi, karena formalin 
menyebabkan cross-link antara asam nukleat dan 
protein. Penyimpanan sel atau jaringan dalam 
periode waktu yang panjang sebelum 
dilakukannya isolasi RNA juga meningkatkan 
degradasi RNA, karena sifat dari molekul ini yang 
sangat labil (Catts et al., 2005). Berdasarkan hasil 
penelitian Jarzab et al, (2008) yang menyatakan 
bahwa hasil isolasi RNA dari sampel blok paraffin 
menunjukkan kualitas RNA yang diperoleh sangat 
buruk yang disebabkan oleh degradasi RNA yang 
tinggi. Oleh karena itu, dapat diduga bahwa 
kualitas RNA yang rendah pada sampel penelitian 
ini telah menjadi penyebab tidak terekspresinya 
mRNA LMP2A pada beberapa sampel penelitian 
yang digunakan, meskipun secara kuantitas 
konsentrasi RNA hasil isolasi cukup tinggi. 

 

Simpulan 

Ekspresi mRNA LMP2A EBV dari biopsi 
jaringan tumor  KNF dalam blok paraffin dengan 
metode one step RT-PCR dengan  positivitas 
sedang (27,3%), sehingga berpotensi sebagai 
biomarka dalam diagnosis KNF. 
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