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ABSTRAK

Latar belakang: Karsinoma nasofaring (KNF) merupakan keganasan pada kepala leher yang
berasal dari epitel nasofaring. Sel pada tumor ini dapat memproduksi interleukin-35 (IL-35) yang
mendukung pertumbuhan tumor, angiogenesis, dan stimulus radikal bebas melalui jalur mieloid dendritic
supressor cells (MDSC) serta menghambat respons imun. Tujuan: Penelitian bertujuan untuk menganalisis
ekspresi IL-35 pada penderita karsinoma nasofaring undifferentiated pada stadium lanjut tanpa metastasis.
Metode: Penelitian ini merupakan penelitian observasional analitik dengan consecutive sampling pada
30 sampel jaringan biopsi penderita KNF undifferentiated yang dilakukan pemeriksaan imunohistokimia
dengan menggunakan antibodi monoclonal rabbit anti IL-35 (RabMAbs) untuk mengetahui ekspresi IL-
35 kemudian dilakukan penghitungan dengan Intensity Distribution Score (IDS). Hasil: Pengukuran IDS
ekspresi IL-35 dari 30 sampel penderita didapatkan sebagian besar kelompok menunjukan hasil positif
kuat dan sangat kuat sebanyak 27 penderita, 2 penderita positif lemah, dan 1 penderita negatif dengan
rerata (mean) serta simpang baku (SD) 224,67+78,00. Kesimpulan: Terdapat peningkatan (overexpression)
ekspresi IL-35 pada KNF undifferentiated stadium lanjut.

Kata kunci: KNF undifferentiated stadium lanjut, interleukin-35, faktor prediktif

ABSTRACT

Background: Nasopharyngeal carcinoma (NPC) is a head and neck malignancy originated from
nasopharyngeal epithelium. The tumor cells produced interleukin-35 (IL-35), which support the growth
of tumors, angiogenesis, and stimulation of free radical pathways through mieloid dendritic supressor
cells (MDSC), and also inhibition of the immune response. Purpose: This study aimed to analyze the
expression of IL-35 in the end state of undifferentiated nasopharyngeal carcinoma. Methods: Analytic
observational study with consecutive sampling from 30 samples of biopsy tissue of undifferentiated NPC
which underwent immunohistochemical detection with rabbit monoclonal antibody anti IL-35 (RabMAbs)
to determine the expression of IL-35, and scoring by Intensity Distribution Score (IDS). Results: The
expression IL-35 by IDS measurement from 30 samples resulted mostly as strong to very strong in
27 samples, weak positive in 2 samples and negative in 1 sample with mean and standard deviation
224.67%78.00. Conclusion: There was an overexpression of IL-35 in the end state of undifferentiated
nasopharyngeal carcinoma.
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PENDAHULUAN

Karsinoma nasofaring (KNF) merupakan
keganasan pada kepala leher yang berasal dari
epitel nasofaring dengan insidens tertinggi
setelah kanker serviks, kanker payudara dan
kanker kulit. Dilaporkan angka prevalensi
KNF di Indonesia adalah 6,2 per 100.000
penduduk atau terdapat 12.000 kasus baru
yang dilaporkan per tahun.! Di RSUD Dr.
Moewardi Surakarta selama tahun 2012-2014
didapatkan 298 kasus KNF.?

Epsteinn-Barr Virus (EBV) diketahui
memiliki hubungan yang kuat dengan KNF
terutama tipe undifferentiated.’* Sel-sel
tumor berkembang antara lain karena dapat
menghindar dari sistem imun dan membuat
suatu microenviroment yang memungkinkan
tumor untuk berkembang.’>”’

Sitokin adalah suatu protein yang
berperan sebagai mediator, pengatur
imunitas, inflamasi dan hematopoesis.
Sitokin berukuran 8-30 kDa, merupakan
peptida intraseluler pembawa sinyal yang
bekerja secara autokrin, parakrin maupun
endokrin, dihasilkan oleh sel-sel dari sistem
imun yang spesifik maupun non spesifik
sebagai respons terhadap antigen. Sitokin
dapat diklasifikasikan berdasarkan struktur
reseptornya. Ada beberapa kelas sitokin, yang
paling besar adalah sitokin kelas I (reseptor
hematopoetin) yaitu 1L-2, IL-3,1L-4, IL-5, IL-
6,1L-7,1L-9,IL-11, IL-12, IL-15, granulocyte
macrophage colony stimullating factor (GM-
CSF), granulocyte colony stimullating factor
(G-CSF), leukemia inhibitory factor (LIF),
oncostatin M, thrombopoietin, erythropoitein,
growth hormone, dan prolaktin. Sitokin
kelas II (reseptor interferon) berupa IFNa,
IFNB, IFNy dan IL-10. Sitokin kelas III
(reseptor tumor necrosis factor (TNF)) dan
sitokin kelas IV (family reseptor IL-1).}
Interleukin-35 adalah sitokin yang baru
ditemukan, merupakan family dari IL-12
dengan komposisi sub unit IL-12 p35, IL-
12 p40 dan EBV-induced gene3 (EBI3).
Sejumlah penelitian menunjukkan bahwa
IL-35 berperan dalam menurunkan/menekan
respons imun, mensupresi proliferasi (sel
T, CD4+ dan CD8+) dan menekan respons
Th-17.1

Selain itu IL-35 juga membantu
pertumbuhan tumor dengan mengakumulasi
mieloid dendpritic supressor cells (MDSC)
yang berperan dalam tumorogenesis dengan
berbagai mekanisme'*'* dan menyebabkan
angiogenesis sehingga massa tumor akan
semakin membesar.!" Hal ini berbeda
pada penyakit inflamasi, model tumor
menunjukkan bahwa IL-35 berkontribusi
pada tumorgenesis. Efek ini dimediasi baik
melalui immune—directed ataupun melalui
tumor-directed."

IL-35 diproduksi pada jaringan kanker
manusia yaitu pada KNF dan limfoma
Hodgkin. Selain itu IL-35 akan menekan sel
T terutama CD8" sehingga menurun baik
jumlah maupun fungsi efektor sel T sehingga
berkurang kemampuan dalam mengeliminasi
sel tumor."" IL-35 dapat merupakan faktor
yang penting pada microenviroment yang
berpengaruh pada respons sel T spesifik tumor
dan progresifitas tumor.'"!?

Penelitian Nishino et al'® yang
mengevaluasi kadar EBI3 pada pasien
kanker paru menunjukkan bahwa peningkatan
kadar EBI3 berbanding lurus dengan
keganasan dan prognosis yang buruk dan
merupakan indikator prognosis independen.
Mengikuti binding 1L-35 pada reseptor adalah
transduksi sinyal melalui signal tranducer
and activator of transcription (STAT) 1
dan STAT 4 yang juga dapat membentuk
formasi unik heterodimer dan menghasilkan
ekspresi gen target termasuk p35 dan EBI3
yang akan meningkatkan ekspresi IL-35
secara maksimal. Keunikan lain dari IL-35
adalah reseptor IL-35 dapat berupa reseptor
homodimer dari subunit. Namun, pada saat
IL-35 berikatan dengan reseptor homodimer
hanya salah satu STAT yang teraktivasi
sehingga terdapat pengurangan aktivitas
supresi dari 1L-35.1%16

Ternyata, tidak hanya sel imun yang
bisa mengekspresikan IL-35 tetapi juga sel
tumor dan bahkan beberapa jaringan yang
terkena inflamasi. Keberadaan IL-35 pada sel
tumor juga membuat peningkatan ekspresi
gp 130. Hal ini sangat menarik karena gp
130 diketahui mempunyai kemampuan untuk
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membuat sel kanker lebih resisten terhadap
kemoterapi."!

Penelitian ini bertujuan untuk melihat
ekspresi IL-35 pada KNF undifferentiated
yang berperan dalam mekanisme sistem imun,
faktor prediktif serta progresivitas tumor
terhadap usia dan stadium lanjut.

METODE

Penelitian ini menggunakan rancangan
observasional analitik dengan mengukur
tingkat ekspresi IL-35 pada penderita KNF
undifferentiated stadium lanjut. Populasi
dalam penelitian ini adalah semua penderita
yang datang berobat ke poliklinik THT-KL
RSUD Dr. Moewardi Surakarta dan telah
dilakukan biopsi nasofaring dengan hasil
histopatologi menunjukkan undifferentiated
carcinoma. Sampel penelitian adalah penderita
KNF yang memenuhi kriteria penelitian.
Kriteria inklusi adalah: 1) penderita dengan
hasil histopatologi biopsi jaringan nasofaring
adalah undifferentiated carcinoma; 2)
bersedia menjadi subjek penelitian dengan
menandatangani formulir persetujuan setelah
mendapatkan penjelasan (informed consent).

Sedangkan untuk kriteria eksklusi adalah
sebagai berikut: 1) sampel jaringan biopsi
mengalami kerusakan pada pemeriksaan
imunohistokimia selama penelitian
berlangsung; 2) penderita sebelum dibiopsi
nasofaring sudah menerima kemoterapi atau
radioterapi.

Penelitian ini melibatkan 30 penderita
dengan KNF yang telah dilakukan biopsi
dengan hasil Undifferentiated carcinoma
dan telah dilakukan staging menurut UICC
(International Union Againts Cancer) 1997
dengan CTscan nasofaring tanpa kontras,
foto Rontgen toraks dan USG abdomen.
Penggolongan stadium dibagi dalam dua
kriteria yaitu stadium I-II (stadium awal)
dan III-IV (stadium lanjut). Pengambilan
sampel dilakukan dengan teknik consecutive
sampling sampai besar sampel terpenuhi.
Ekspresi IL-35 yang berasal dari jaringan
KNF undifferentiated pada stadium lanjut,
merupakan ekspresi protein pada sitoplasma
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yang dilihat dengan menggunakan pewarnaan
imunohistokimia (IHC) di bawah mikroskop
per sembilan lapangan pandang dengan
pembesaran 400 kali, menggunakan
mikroskop Optilab Olympus CX.21. Ekspresi
sel target ditunjukkan dengan warna kuning
emas hingga cokelat tua. Imunoreaktivitas
menggunakan antibodi IL-35 dengan
antibody monoclonal rabbit anti IL-35
(RabMAbs) dan pengukuran tingkat ekspresi
IL-35 menggunakan skala rasio Intensity
Distribution Score (IDS) dengan rumus
dengan rentang nilai 0-300 sebagai berikut:!’

IDS =3 x % IK) + (2 x % IS) + (1 x % IL) + (0 x % IN)

Keterangan:

IK: intensitas positif kuat dengan warna cokelat tua

IS: intensitas positif sedang dengan warna cokelat muda
IL: intensitas positif lemah dengan warna kuning keemasan
IN: intensitas negatif dengan warna biru

Interpretasi peneliti nilai IDS secara
semikualitatif adalah: 1) Negatif=0-60;
2) Positif lemah=61-120; 3) Positif
sedang=121-180; 4) Positif kuat =181-240;
5) Positif sangat kuat=241-300.

Gambar 1. Pengecatan HE pada karsinoma nasofaring
undifferentiated dengan pembesaran 400x pada mikroskop
Obtilab Olympus CX.21 yang difoto dengan sofiware ka-
mera Scopelmage 9.0 (H1C).

Gambar 2. Ekspresi IL-35 dengan pengecatan imunohis-
tokima pada karsinoma nasofaring undifferentiated den-
gan pembesaran 400x pada mikroskop Obtilab Olympus
CX.21 yang difoto dengan sofiware kamera Scopelmage
9.0(H1C).
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HASIL

Tabel 1. Gambaran karakteristik umum subyek
penelitian
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20-25 26-30 31-35 36-40 41-45 46-50 51-55 56-60 61-65 Jumlah

Variabel Frekuensi Persentase (%)
Umur (tahun)

20-29 3 10,0

30-39 4 13,3

40-49 7 233

50-59 8 26,7

60-69 8 26,7
Jenis kelamin

Laki-laki 21 70,0

Perempuan 9 30,0
Stadium

11 13 433

v 17 56,7

Karateristik umum penderita KNF
undifferentiated memiliki rentang umur
yang bervariasi dari 20-69 tahun. Meskipun
demikian, distribusi penderita tidak merata,
sebagian besar berumur 40 tahun ke atas
dan paling banyak pada kelompok umur 50-
59 tahun dan 60-69 tahun (masing-masing
26,7%).

11

12

10 -

8

Gambar 4. Pola distribusi pada stadium lanjut dan
usia penderita KNF undifferentiated

Gambar 4 menunjukan dari jumlah
sampel penderita yang mengikuti penelitian
ini didapatkan jumlah penderita dengan
stadium IV sebanyak 17 orang (56,7%) lebih
tinggi bila dibandingkan dengan stadium III
sebanyak 13 orang (43,3%). Usia penderita
di bawah 50 tahun didapatkan sebanyak 17
orang (50,67%)

Variabel dan data dasar yang diamati
adalah ekspresi IL-35 yang dapat dinyatakan
secara numerik dalam bentuk IDS (Intensity
Distribution Score) maupun secara kategorik
dalam bentuk derajat dengan makna semi
kualitatif.

Tabel 2. Deskripsi ekspresi IL-35

Laki-laki

Perempuan

IL-35 F re(lﬁ}:;*“s' Mean + SD
Negatif 2 (6,7)
Positif lemah 1 (33 2467 +
Positif sedang 5(16,7) 78’,00
Positif kuat 6 (20,0)
Positif Sangat Kuat 16 (53,3)

Gambar 3. Perbandingan laki-laki dan perempuan

pada stadium KNF undifferentiated

Penderita laki-laki cukup dominan
(70,0%), jumlahnya lebih dari dua kali lipat
jumlah sampel penderita perempuan (30,0%).
Jumlah penderita laki-laki pada stadium
IIT lebih tinggi bila dibandingkan dengan
jumlah penderita wanita, sedangkan pada
stadium IV didapatkan pola yang berimbang
antara penderita laki-laki dan perempuan dari
keseluruhan jumlah sampel penderita.

Pada tabel 2 dapat dilihat bahwa ekspresi
IL-35 cukup kuat ditandai dengan rerata
(Mean) IDS 224,67 dengan simpang baku
sebesar (SD) 78,00. Sebagian besar sampel
memiliki ekspresi IL-35 yang tergolong
positif sangat kuat yaitu sebanyak 16 orang
(53,3%). Gambar 5 menunjukan distribusi
penderita berdasarkan perhitungan dengan
menggunakan IDS, dimana didapatkan hasil
positf sangat kuat pada 16 penderita.
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negatif

® postif lemah

® postif sedang

® postitif kuat

® positif sangat kuat |

20-25 26-30 31-35 36-40 41-45 46-50 51-55 56-60 61-65

Gambar 5. Distribusi IDS dan interpretasi usia penderita KNF undifferentiated

DISKUSI

Penelitian ini dilakukan pada 30 penderita
KNF yang memenuhi kriteria inklusi dan
eksklusi di poliklinik THT-KL RSUD Dr.
Moewardi Surakarta. Pengambilan sampel
dilakukan secara consecutive sampling dengan
metode penelitian observasional analitik yang
bertujuan untuk mengetahui ekspresi IL-
35. Pada 30 sampel penderita KNF WHO
tipe undifferentiated didapatkan kelompok
umur terbanyak pada 50-69 tahun sebanyak
16 pasien (26,7%). Karsinoma nasofaring
dapat mengenai semua umur. Pada penelitian
yang dilakukan di di RSUP H. Adam Malik
Medan didapatkan kelompok umur terbanyak
adalah 40—60 tahun.'® Penelitian Siswadi* di
RSUD Dr. Moewardi menunjukkan kelompok
umur terbanyak pada 51-60 tahun yaitu
32,7%. Berdasarkan penelitian terdahulu,
umur pasien dalam penelitian ini tidak jauh
berbeda yaitu terbanyak dalam rentang usia
50-59 tahun dan kelompok umur 60-69 tahun
masing-masing sebanyak 8 pasien (26,7%).
Kecenderungan KNF terjadi pada usia di atas
40 tahun atau lebih, karena sistem imun yang
menurun sehingga tidak dapat mengeliminasi
antigen tumor atau virus EBV dengan baik.
Selain itu mekanisme DNA repair kurang
berfungsi dengan baik sehingga gagal dalam
memperbaiki mutasi gen."”

Pada penelitian ini didapatkan bahwa
penderita laki-laki lebih banyak dibanding
perempuan. Jumlah laki-laki sebanyak 21
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orang (70%) sementara untuk perempuan
sebanyak 9 orang (33,3%). Siswadi?
menyatakan 74,5% penderita KNF yang
datang ke Poliklinik THT-KL RSUD Dr.
Moewardi selama rentang tahun 2012-2014
adalah laki-laki. Penelitian oleh Muaba,?
menunjukkan rasio penderita KNF laki-laki
banding perempuan adalah 2,78:1. Jumlah
penderita yang datang ke Poliklinik Onkologi
THT-KL RSUD dr Moewardi Surakarta
terbanyak pada stadium IV sejumlah 17
orang (56,7%) dan stadium III sebanyak 13
orang (43,3%).?' Penderita KNF memang
sering datang dalam stadium lanjut karena
gejala KNF yang tidak khas pada stadium
awal. Penelitian yang dilakukan oleh Chang??
menunjukan jumlah penderita KNF pada
stadium III sebanyak 13 orang (26%) dan
stadium IV sebanyak 22 penderita (44%).
Penelitian Sari*® menemukan bahwa 60,1%
penderita datang pada stadium IV, kemudian
berturut-turut stadium III (38,5%), stadium
IT (1,4%) dan tidak ada yang datang pada
stadium I. Demikian juga pada penelitian
ini, meskipun pengambilan sampel dilakukan
secara consecutive, tetapi semua penderita
berada pada stadium lanjut sesuai dengan
penelitian sebelumnya.

Pada penelitian ini hasil pemeriksaan
imunohistokimia dengan pengukuran IDS,
ekspresi IL-35 pada 30 sampel menunjukkan
(mean) 224,67 dengan (SD) 78,00. Hasil
tersebut memperlihatkan bahwa IL-35
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terekspresi positif sangat kuat pada KNF
undifferentiated pada stadium lanjut.'
Zhang et al'* melakukan pengecatan imuno-
histokimia dengan EBI3 dan IL-12 p35 yang
merupakan dua sub unit IL-35 pada 80 pasien
KNF, menunjukan bahwa IL-35 terekspresi
sangat kuat pada sebagian besar sampel
tersebut sedangkan pada penderita non tumor
didapatkan IL-35 negatif. Ekspresi IL-35
juga didapatkan pada kanker paru, multiple
myeloma dan kanker kolon.'6**

Interleukin-35 dapat mengakumulasi
MDSC (Myeloid-Derived Suppressor
Cells) yang merupakan grup sel imun yang
heterogenous yang berasal dari myeloid
lineage.""* Berbeda dengan tipe sel myeloid
lain yang bersifat stimulator imun, MDSC
bersifat penekan sistem imun yang sangat
kuat. Pada kanker kepala leher paling banyak
terdapat jenis Monocytic-MDSC.?

Akumulasi IL-35 terhadap MDSC pada
sel tumor akan membantu progresifitas tumor
tersebut dengan mengaktivasi myelopoeisis
yang abnormal dan mengumpulkan sel
myeloid immature ke dalam jaringan tumor
serta merangsang proses angiogenesis.'!
MDSC mempunyai peranan lain dalam
meningkatkan produksi radikal bebas yaitu
ROS (Reactive Oxygen Spesies) dan RNS
(Reactive Nitrogen Spesies).'>*%

Pada penelitian ini terdapat ekspresi
yang cukup kuat dari IL-35 pada KNF
undifferentiated pada stadium lanjut, yang
menunjukan progresifitas tumor yang tinggi
dengan mengakumulasi M-MDSC sebagai
immunosupressor sistem imun, meningkatkan
angiogenesis tumor dan pemicu peningkatan
radikal bebas pada KNF undifferentiated
pada stadium lanjut. Hal ini menjadikan
salah satu faktor prediksi terjadinya ketidak
seimbangan sistem imun dan penurunan
kualitas kesehatan pada penderita.

Pada penelitian yang dilakukan
Yongquan et al® peningkatan EBI3 dan p35
berhubungan dengan prognosis yang kurang

baik pada KNF stadium lanjut. Berdasarkan
hal tersebut, IL35 dapat menjadi biomarker
baru sebagai faktor prediktif dan prognosis
penderita KNF, serta menjadi penemuan baru
yang cukup menjanjikan sebagai landasan
dalam pemberian target terapi pada KNF
undifferentiated >

Peneliti menyadari tidak mungkin untuk
memetakan seluruh komponen sistim imun
yang berperan dalam penelitian KNF. Hal
tersebut menjadi keterbatasan peneliti dan
penelitian biomolekuler juga membutuhkan
dana yang tidak sedikit.
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