SONDE (Sound of Dentistry) Vol 3 No 2

Deteksi Dini Oral Squamous Sel Carcinoma (OSCC) dengan
Menggunakan Human Papillomavirus (HPV) sebagai Penandanya

Pranata N?
1. Falkutas Kedokteran Gigi, Universitas Kristen Maranatha, 40164, Indonesia
Email: natallia.pranata@dent.maranatha.edu; pranatanatallia@gmail.com

Abstrak

Insidensi oral squamous cell carcinoma (OSCC) secara global diprediksi akan
meningkat sekitar 62% pada tahun 2035. Salah satu pathogen yang dapat menyebabkan
keganasan adalah human papillomavirus (HPV). Pada kasus OSCC sekitar 17% hingga
87% diakibatkan oleh infeksi HPV.1® OSCC memiliki prognosis yang baik jika
terdeteksi pada tahap dini. Deteksi HPV pada OSCC menjadi biomarker penting, dan
dapat digunakan sebagai screening populasi memiliki resiko terkena OSCC.

Kata kunci: E6, E7, human papillomavirus, oral squamous cell carcinoma, CLART
HPV Assay

Pendahuluan

Keganasan telah menjadi penyebab kematian yang lebih sering dibandingkan dari
penyakit kardiovaskuler atau stroke. Berdasarkan Data GLOBOCAN, International
Agency for Research on Cancer (IARC) diketahui bahwa pada tahun 2012 terdapat
14.067.894 kasus baru dan 8.201.575 kematian akibat kanker kanker rongga mulut dan
bibir di seluruh dunia.* Berdasarkan hasil riskesdas 2007, di Indonesia terdapat 986.532
kasus keganasan pada bibir, rongga mulut dan faring.> Angka ini secara global pada
tahun 2035 diprediksi akan meningkat 62%.*

Keganasan pada bibir, rongga mulut dan faring 95% adalah oral squamous cell
carcinoma (OSCC). Secara klinis terlihat sebagai lesi ulseratif dengan indurasi pada
bagian tepinya, terlihat lebih merah dari sekitarnya. Mayoritas dari OSCC terdiagnosis
pada tahap lanjut, pada fase Il atau IVV. Hal ini sangat mempengaruhi survival rate dan
kualitas kehidupan. Terapi yang tersedia saat ini, eksisi jaringan ganas dan kombinasi
radioterapi dengan kemoterapi, namun survival rate untuk 5 tahun sangat rendah, hanya
sekitar 50-60%.%" Pasien yang terdiagnosis pada tahap lanjut memiliki respon yang
buruk terhadap terapi dan tingkat kekambuhan yang tinggi. ® OSCC memiliki prognosis
yang baik jika terdeteksi pada tahap dini.’

Penyebab keganasan secara umum dapat dibagi menjadi dua, yaitu faktor lingkungan
dan genetik herediter. Faktor lingkungan dapat menginisiasi atau menjadi promotor
terjadinya mutasi genetik pada sel. Contohnya tembakau, alkohol, radiasi matahari,
polusi lingkungan, pola diet dan obesitas, pola hidup yang tidak sehat, obat-obatan, dan
infeksi. Lingkungan rongga mulut yang juga diduga menjadi inisiator atau promotor
keganasan misalnya oral higiene yang buruk, periodontitis kronis, karies pada gigi
sehingga ada bagian gigi yang tajam menjadi trauma kronis bagi jaringan sekitarnya,
bahan medikasi dan restorasi yang karsinogenik, dan patogen infeksius.2®° Pada
beberapa penelitian patogen yang dapat menyebabkan keganasan adalah human
papillomavirus (HPV).1%!! Pada kasus OSCC sekitar 17% hingga 87% diakibatkan oleh
infeksi HPV. .13
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Banyak penelitian telah dilakukan untuk mendeteksi keberadaan HPV, bahkan pada
keadaan sebelum terjadinya keganasan, termasuk pada mukosa mulut normal.®°1?
Analisis terhadap pemeriksaan DNA HPV, pada penelitian yang mempelajari
patogenesis keganasan, dari sejak keadaan mukosa mulut normal hingga terjadinya
keganasan, menunjukkan rate HPV yang semakin meningkat.> Deteksi HPV dapat
digunakan sebagai screening suatu populasi mempunyai resiko mengalami OSCC.%1

Struktur HPV

Human papillomavirus (HPV) adalah nonenveloped virus, memiliki genom yang
sirkuler double stranded (DNA), terdiri dari 8000 pasang basa (base pairs/ bp), yang
dapat mengkode lebih dari sepuluh protein. HPV genom terdiri dari tiga region, sekitar
4000 bp mengkode protein yang terlibat pada replikasi virus dan transformasi sel,
berikutnya 3000 bp mengkode struktur protein virus, dan 1000 bp adalah daerah yang
tidak mengkode protein, namun merupakan regulator untuk virus replikasi dan
transkripsi.!' Berdasarkan urutan mengkode atau mengekspresikan protein, genom ini
dibagi menjadi dua, yaitu gen-gen yang mengkode protein awal (early genes) dan gen-
gen yang mengkode protein belakangan (late genes).'*!® Setiap protein pada HPV
mempunyai fungsi untuk mendukung kehidupan virus tersebut, fungsi dari masing-
masing protein disebutkan pada Tabel 1.16:17
Tabel 1 Fungsi Protein pada HPV.’

Protein Fungsi

HPV

Protein-protein Awal (Early Proteins)

El Inisiasi replikasi genom virus

E2 Replikasi dan transkripsi DNA virus
Segregasi genom virus

E4 Pengepakan genom virus
Maturasi partikel virus

E5 Oncoprotein

Terlibat dalam transformasi sel inang dan menghambat apotosis
pada fase akhir karsinogenesis
E6 Oncoprotein mayor
Inaktivasi protein p53
Menghambat apotosis
E7 Oncoprotein mayor
Inaktivasi protein pRB
Promosi DNA inang untuk sintesis dan proliferasi

Protein-protein belakangan (Late Proteins)
L1 Protein mayor kapsid
L2 Protein minor kapsid
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Gambar 1. Organisasi Genom HPV.1°

Siklus Hidup HPV

Target sel untuk HPV adalah basal sel (Gambar 2), karena masih memiliki kapasitas
proliferasi yang masih tinggi, sehingga dapat mendukung replikasi virus tersebut.'® Pada
mukosa mulut terdapat tempat dimana sel-sel basal langsung terpapar dengan
lingkungan luar, yaitu pada poket periodontal. Poket periodontal merupakan keadaan
patologis pada jaringan periodontal atau jaringan pendukung gigi, yaitu bertambah
dalamnya sulkus gusi, melebihi 3 mm, terlihat pada Gambar 3 sehingga diduga tempat
ini menjadi reservoir yang ideal bagi HPV. 8°
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Gambar 2 Infeksi HPV pada Epitelium. 318
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Gambar 3 Sel-sel Basal terpapar Lingkungan Luar pada Poket Periodontal .°

Sel-sel pada lapisan basal setelah keluar dari siklus sel, akan mulai masuk ke tahap
diferensiasi, ketika ini terjadi pada sel yang telah terinfeksi HPV, maka E6 dan E7 dari
HPV akan menginaktivasi p53 and retinoblastoma protein sel tersebut, sehingga sel
memungkinkan masuk kembali ke siklus sel. Sel ini kembali bermitosis namun telah
disisipi materi genetik dari HPV. Hal ini berjalan seiring dengan perjalanan sel
mencapai lapisan paling luar hingga mengalami deskuamasi. Ketika deskuamasi sel
terjadi, virion juga akan keluar ke lingkungan ekternal.X® Infeksi HPV bersifat laten,
tidak terjadi langsung setelah HPV masuk ke dalam sel, sehingga diperlukan sampel
yang mampu menyimpan data biologis rongga mulut yang cukup lama.®%

Siklus sel di regulasi olen kompleks cyclin dan cyclin dependent kinase (CDKSs).
Pada fase G1 sebelum lanjut ke fase S, terdapat G1 restriction point, pada Gambar 4,
digambarkan dengan bar warna merah.'® Hal ini dikontrol oleh retinoblastoma (RB). RB
pada keadaan tidak aktif berikatan dengan E2F. Protein utama yang terkait dengan
karsinogenesis adalah E6 dan E7. Protein E6 akan berikatan dan mendegradasi p53.
Ikatan antara E6 dan p53 akan menyebabkan p53 kehilangan fungsi sebagai gen tumor
supresor yang bekerja di fase G1. Gen p53 akan menghentikan siklus sel di fase G1,
tujuan penghentian siklus sel adalah agar sel dapat memperbaiki kerusakan sebelum
berlanjut ke fase S. Mekanisme kerja p53 adalah dengan menghambat kompleks cdk-
cyclin yang akan menstimulasi sel memasuki fase selanjutnya, ketika E6 berikatan
dengan p53 akan menyebabkan sel tetap lanjut ke fase berikutnya, walaupun terjadi
kerusakan DNA. Jalur yang digunakan p53 melalui p21 yang akan melawan aktivitas
kompleks cdk-cyclin, karena itu inaktivasi p53 mengakibatkan jalur regulasi p21
terganggu. Sedangkan E7 akan berikatan dengan pRB. Seharusnya pRB berikatan
dengan E2F. lIkatan pRB-E2F menghambat sel keluar dari fase G1. E2F akan
mempengaruhi siklus sel melalui aktivasi protoonkogen c-myc. Siklus sel yang tidak
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terkontrol menyebabkan proliferasi sel yang melebihi batas normal sehingga sel tersebut
berubah menjadi sel ganas.**¢%
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Gambar 4 Deregulasi Siklus Sel oleh HPV.16
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Infeksi HPV sebagai Faktor Etiologi OSCC

Berdasarkan teridentifikasinya HPV, OSCC dibagi menjadi dua yaitu HPV positif
dan HPV negatif, perbedaannya terlihat pada Tabel 2. HPV positif mempunyai
prognosis yang lebih baik.>'#'® Protein E6 dari HPV hanya menghambat aktivasi p53
sehingga TP53 pada OSCC dengan HPV positif sangat jarang ditemukan dalam keadaan
mutasi.281" Deteksi HPV, pada OSCC menjadi biomarker yang sangat menentukan
untuk menetapkan etiologi, diagnosis, dan prognosis.*?

Tabel 2 Perbedaan HPV Negatif dan Positif pada Head and Neck Squamous Cell
Carcinoma (HNSCC).1

Kategori HPV Negatif HPV Positif
Insidensi Menurun Meningkat

Etiologi Merokok, alcohol berlebihan Oral sex

Umur Diatas 60 tahun Kurang dari 60 tahun
Mutasi TP53 Sering Jarang

Tempat yang Tidak ada Oropharynx

sering terkena

Prognosis Buruk Lebih baik

Banyak penelitian telah dilakukan untuk mendeteksi keberadaan HPV, bahkan pada
keadaan sebelum terjadinya keganasan, termasuk pada mukosa mulut normal. 812
Analisis terhadap pemeriksaan DNA HPV, pada penelitian yang mempelajari
patogenesis OSCC, menunjukkan rate HPV yang semakin meningkat (terlihat pada
Gambar 5).2 Deteksi HPV dapat digunakan sebagai screening populasi resiko tinggi
oscc.hB
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Gambar 5 Infeksi HPV Berkorelasi dengan Inflamasi Kronis.?

Pada deteksi dini keganasan, dengan menggunakan keberadaan HPV sebagai
markernya, penting untuk mengetahui genotip HPV tersebut, karena berdasarkan
berdasarkan keterlibatannya dalam proses karsinogenesis, dibagi menjadi kelompok
genotip high risk (HR) dan low risk (LR). Kelompok HR diketahui ada sekitar 12
genotip, terlihat pada Gambar 6 tentang filogenetik HPV, tulisan yang berwarna merah
termasuk ke dalam kelompok HR.! Genotip 16 dan 18 yang paling sering menjadi
penyebab keganasan. 41720
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Gambar 6 Filogenetik HPV. 11

Metode Pemeriksaan HPV
Baku emas untuk identifikasi HPV dengan pemeriksaan biologi molekular, karena

HPV tidak dapat diperbanyak pada kultur jaringan. Pemeriksaan biologi molekular
dengan metoda nucleic acid-hybridization assays, signal amplification
Assays, dan nucleic-acid amplification (gambar 7).1°
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Classification to HPV tests
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Southem blot Cervista® HPV — PapilloCheck®
— PCR*
In situ hybridization Hybrid Capture® 2 — PCR-RFLP**
(he2) — Real-Time-PCR
Dot blot hybridization — Abboott Real-Time

— COBAS® 4800 HPV
— Genome sequencing

— CLARTHPV2®

— INNO-LiPA®

— The Linear Amav®
— Clinical Arrays® HPV
— MCHA®***

— PreTect® Proofer

L APTIMA® HPV Assay
Gambar 7 Diagram Skematik Klasifikasi Metode Pemeriksaan HPV.*®

Metoda nucleic-acid amplification, dengan polymerase chain reaction (PCR) paling
sering digunakan. Agar dapat mendeteksi semua variasi genotip HPV, maka digunakan
universal primer HPV yaitu MY09/11. Primer ini mempunyai panjang 450 bp dari gen
L1. Bagian ini relatif tidak berubah pada semua genotip HPV sehingga dapat digunakan
untuk genotyping HPV. Bagian ini juga disebut conserved region.?* Kemudian setelah
diamplifikasi, untuk mengetahui tipe HPV tersebut secara spesifik dilanjutkan dengan
sekuensing dan dibandingkan datanya dengan GenBank untuk mengetahui genotipnya.?!
Program yang digunakan adalah National Centre for Biotecnology Information (NCBI)
Basic Local Aligment Search Tool (BLAST) secara online pada situs
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov.?

Terdapat beberapa produk komersial yang secara klinis seringkali digunakan
sebagai genotyping HPV. Untuk memfasilitasi banyaknya genotip HPV maka dipilihlah
CLART HPV2 Assay. CLART HPV2 (Genomica, Madrid, Spain) adalah lowdensity
microarray assay dengan prinsip kerja berdasarkan PCR atau amplification genotype
specific HPV fragmen L1, 450 bp, dari 35 genotip HPV (6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 35,
39, 40, 42, 43, 44, 45, 51, 52, 53, 54, 56, 58, 59, 61, 62, 66, 68, 70, 71, 72, 73, 81, 82,
83, 84, 85 and 89), visualisasi hasil dianalisis oleh Clinical Array Reader (program
komputer). Produk ini juga mempunyai kontrol genomik DNA dan kontrol reaksi
amplifikasi. Kontrol genomik DNA menggunakan gen Cystic Fibrosis Transmembrane
Conductance Regulator (CFTR), sedangkan kontrol reaksi amplifikasinya
menggunakan modifikasi plasmid HPV.%

Kesimpulan

Penyebab OSCC multifaktorial, sekitar 17 hingga 87 % diakibatkan oleh infeksi
human papillomavirus (HPV). Infeksi human papillomavirus (HPV) dapat menjadi
faktor resiko independen penyebab keganasan. Deteksi HPV, pada OSCC menjadi
biomarker yang sangat menentukan untuk menetapkan etiologic sehingga
mempengaruhi rencana perawatan prognosis. Analisis terhadap pemeriksaan DNA
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HPV, pada penelitian patogenesis keganasan, menunjukkan rate HPV yang semakin
meningkat. Deteksi HPV dapat digunakan sebagai screening populasi memiliki resiko
terkena OSCC.
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