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RINGKASAN

Kanker payudara adalah salah satu kanker paling banyak pada wanita dengan 1,3 juta
kasus dan 450.000 kematian setiap tahun di seluruh dunia, sementara di Indonesia tidak ada
data yang cukup baik. Perkembangan kanker payudara sangat bervariasi dari stadium in situ,
karsinoma invasif sampai ke karsinoma metastasis. Di antara penderita yang terkena kanker
payudara, hanya 60% yang bisa diterapi dengan baik, sementara sekitar ‘sepertiga meninggal
karena komplikasi. dan- metastasis. Perlu. dipahami-bahwa .60-70% kasus-kanker baru pasien
kanker . payudara. datang dalam stadium lanjut dan. metastasis. Stadium kanker payudara
terbanyak adalah stadium 1B, yaitu sebesar 65%, metastasis mempunyai peran penting pada
tingginya tingkat kematian kasus kanker secara. umum.

Ketidakseimbangan antara  onkogen dan gen supresor tumor dianggap sebagai jalur
seluler - .utama yang mengatur_proliferasi, diferensiasi, apoptosis dan respons terhadap
kerusakan genetik. Mutasi germline dalam gen E-cadherin mempengaruhi penyebaran kanker
dan' berhubungan ‘dengan- prognosis yang buruk. Selain -itu hilangnya fungsi E-cadherin
menyebabkan perubahan-dari tumor:jinak (adenoma) menjadi tumor invasif lebih cepat dan
terjadinya metastasis_karsinoma. Sebagai hasil dari penghambatan E-cadherin_selama proses
aktifasi epitthelial to mesenchymal transition (EMT), yaitu proses perubahan fenotype epitelial
menjadi- fenotype - mesenkhimal yang ‘sangat penting ' dalam' terjadinya - progresifitas dan
metastasis sel kanker, pada saat yang sama juga peningkatan ekspresi Vimentin- dikaitkan
dengan peningkatan. grading sel tumor, tingkat invasi dan metastasis yang lebih tinggi. Protein
Vimentin ini dianggap sebagai indikator perkembangan kanker. Selain peningkatan ekspresi
vimentin dan -penurunan ' E-cadherin, “populasi CD44 yang tinggi dan CD24 rendah juga
disebutkan sebagai karakteristik EMT. Lebih dari itu ekspresi populasi CD44 yang tinggi dan
CD24 yang rendah terkait dengan resistensi kemoterapi. Beberapa penanda aktivasi EMT yang
telah dijelaskan tersebut adalah protein-protein yang merupakan bagian- dari mekanisme
perkembangan kanker yamng berhubungan dengan EMT.

Saat ini diketahui ‘bahwa terdapat interaksi genetik kanker, vyaitu 'keadaan ‘saling
mempengaruhi antar gen yang mengalami mutasi, interaksi antara gen-gen tersebut akan
menghasilkan satu. produk fenotif dan. aktifitas yang berbeda. Demikian pula dengan. protein
dapat berinteraksi dengan banyak jenis' molekul. 'Interaksi ini dapat berupa intermolekular
(antara protein dan bagian yang melekat secara kovalen) atau intramolekul- (interaksi ‘protein
non-kovalen dengan molekul lain). Interaksi semacam itu terkait dengan fungsi mereka dan
karena itu merupakan obyek studi dalam biologi molekular. Penghantaran sinyal di dalam sel
tergantung pada interaksi protein dengan protein (PPI) antara berbagai molekul sinyal.
Rekrutmen jalur sinyal melalui PPl disebut transduksi sinyal dan memainkan peran mendasar
dalam  ‘banyak 'proses biologis dan dalam ‘banyak ' penyakit termasuk kanker. Sehingga
dimungkinkan logika ilmiah bahwa keempat protein prediktor terdsebut di atas mempunyai nilai
berbeda pada saat bekerja bersama-sama dibandingkan saat bekerja sendiri-sendiri. Karena itu
analisis kombinasi protein penanda Vimentin, E-cadherin, CD44 dan CD24 ini diharapkan dapat
dipakai sebagai prediktor respons kemoterapi neoajuvan yang lebih baik.

Prosedur kemoterapi yang dilakukan saat ini masih banyak didapati resistensi dan
respons. kemoterapi yang buruk. Demikian pula kemoterapi: saat ini_belum memiliki indikator
biomolekul -yang tepat sebagai pertimbangan dalam keputusan pemberian kemoterapi,
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sehingga kemanjuran kemoterapi belum dapat dinilai secara efektif. Sehingga diharapkan
dengan dilakukan studi komprehensif untuk melihat tingkat korelasi dari masing-masing studi
penanda biologis potensial Vimentin, E-cadherin, CD44 dan CD24 dapat dipakai sebagai
prediktor perkembangan kanker. payudara setelah kemoterapi neoajuvan.

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengeksplorasi kemungkinan kombinasi-ekspresi
potensial dari vimentin, E-cadherin, CD44 dan CD24 dapat dipakai sebagai model prediktor dari
perkembangan kanker-payudara setelah pemberian kemoterapi neoadjuvant.

Desain penelitian yang:digunakan dalam penelitian ini adalah. deskriptif analitik dengan
pendekatan pre-post study, dimana peneliti akan melihat perubahan parameter yang diukur
setelah pemberian kemoterapi en kanker payudara stadium IlIB subtipe Luminal. Kemudian
hasilnya akan dianalisis ‘untuk. menentukan potensi: e-cadherin, Vimentin, CD44 dan CD24
sebagai' penanda invasi dan kemampuan metastatik sel kanker untuk paparan kemoterapi
ajuvan pada pasien kanker payudara di dr. Saiful Anwar Malang. Pemilihan subyek penelitian
menggunakan teknik accidental sampling mulai di- mana pendekatan ini mencakup metode
untuk -memilihpasien yang dirawat di: RSUD ‘Dr. Saiful Anwar Malang yang telah memenuhi
kriteria sebagai- subyek penelitian dengan menandatangani  informed -consent. Kemudian
mengukur _ekspresi_Vimentin,, E-chaderin, CD44 dan. CD24 dari jaringan kanker payudara
sebelum kemoterapi menggunakan pemeriksaan imunohistokimia yang akan menganalisis
gambar yang dilihat dengan'mikroskop untuk memastikan ekspresi immunostaining di dalam inti
sel atau di sitoplasma. Prosedur ini akan dilakukan sebelum pemberian kemoterapi neoajuvan,
kemudian setelah siklus ketiga kemoterapi respons klinis ipasien -dinilai dengan mengukur
perubahan ukuran tumor.

Hasil penelitian ini semua faktor diskriminan (Vimentin, E-cadherin, CD44 dan CD24)
menunjukkan variasi fungsi yang signifikan (p.value 0,000) untuk digunakan sebagai prediktor
respon: kemoterapi neajuvan:berbasis antrasiklin pada pasien kanker payudara- stadium IIIB
subtipe Luminal dengan nilai korelasi kanonik 0899. Keempat variabel independen memberikan
kontribusi 80,82% untuk penentuan respons kemoterapi neoajuvan berbasis antrasiklin yang
diperoleh dari. nilai-kuadrat korelasi kanonik.  Vimentin 'adalah prediktor respon kemoterapi
terkuat dengan nilai -0,697, berturut-turut diikuti oleh CD24 (0,529), E-cadherin (0,525) dan
CD44 terlemah (0,487). Meskipun Vimentin secara statistik -terbukti sebagai. prediktor terkuat
dalam menentukan respon terhadap kemoterapi, tetapi jika dipelajari dalam distribusi data
peserta, peningkatan ekspresi-Vimentin di atas 50% tidak selalu' menunjukkan tidak ada respon
terhadap kemoterapi. Ada beberapa partisipan menunjukkan ekspresi Vimentin di bawah 50%
namun  menunjukkan . respons. progresif. Selain .itu, ekspresi. E-cadherin: pada beberapa
partisipan yang menunjukkan ekspresi 100% tapi menunjukkan respons parsial, sementara ada
partisipan yang menunjukkan-ekspresi E-cadherin yang lebih-rendah tapi menunjukkan respon
komplit. Variasi respons juga terlihat pada hasil CD44, di mana respon parsial dan respon
komplit tidak terlihat pada partisipan dengan ekspresi CD44 yang: lebih tinggi, dan ini berbeda
dengan hasil penelitian-penelitian sebelumnya.yang menyatakan bahwa CD44 adalah protein
transmembran yang terlibat dalam inisiasi, metastasis dan agresivitas tumor. CD24 adalah
protein penanda sel yang perlahan membelah. Konsep ini dikaitkan dengan  resistensi
kemoterapi-karena kemoterapi hanya bekerja pada sel yang aktif membelah cepat. Oleh karena
itu_agresivitas sel kanker dan_sifat lambat pembelahan sel dalam_ kasus. kanker payudara
hampir selalu dikaitkan dengan ekspresi CD44 dan CD24. Keseluruhan konsep teoritis yang
mendasari aktifitas setiap parameter yang diukur dalam penelitian ini-akan ‘berbeda ketika
dianalisis 'secara sendiri-sendiri -dengan ‘bila dianalisis secara bersamaan, dalam rekonstruksi
model. prediktor. respons kemoterapi seperti pada hasil penelitian .ini.; Skorakurasi 97% dan
sensitivitas 100% dari empat variabel gabungan sebagai model prediktor respons kemoterapi
menunjukkan bahwa model ini sangat kuat untuk aplikasi klinis. Penjelasan - mengenai alasan
perbedaan dalam' aktifitas keempat variabel Kketika ‘diteliti secara sendiri-sendiri. dengan bila
diperiksa secara bersama-sama. dalam penelitian-ini- masih merupakan Black Box yang masih
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membutuhkan kajian-kajian untuk melihat aktifitas keempat variabel ketika dikombinasikan
secara biomolekuler. Pendekatan studi cross-sectional yang digunakan dalam penelitian ini
menjelaskan bahwa keempat variabel saling terkait untuk menentukan respon kemoterapi dan
menunjukkan perbedaan dalam aktifitas. bila dibandingkan dengan analisis terpisah dari setiap
aktivitas variabel. Secara ilmiah kemungkinan bahwa keempat protein prediktif ketika hadir
dalam-sel-sel -tubuh-pasien akan bekerja secara saling terkait' dan mempengaruhi, sehingga
kombinasi parameter ekspresi Vimentin, E-cadherin, CD44 dan CD24 sebagai model prediktor
keseluruhan sangat -mungkin untuk. . digunakan -sebagai ' satu predictor - untuk -pedoman
pemberian kemoterapi neoajuvan pada kanker payudara.

Dari penelitian ini dapat disimpulkan bahwa kombinasi ekspresi Vimentin, E-cadherin,
CD44 dan CD24 dapat digunakan sebagai model prediktor respons kemoterapi neoajuvan pada
kanker payudara stadium 1B subtipe Luminal di RSUD dr. Saiful Anwar Malang.
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SUMMARY

Breast cancer is one of the most cancer cases in women with 1.3 million cases and
450,000 deaths each year in almost all over the world, while in Indonesia there is no good data.
The' development of 'breast cancer varies greatly from stadium in situ, invasive carcinoma
metastatic to the metastatic-carinoma.. Among those affected by breast cancer; only 60% could
be treated well, while approximately one-third died from . complications- and metastasis.
Aproximately 60-70% of new cancer patients detected in advanced stage with metastatic
conditions. Most breast cancer stage is stage [1IB, which is equal to 65%. And metastasis have
contributed to the death rate of cancer cases in general. There are several predictive factors of
chemotherapy response, recurrence and survival in breast cancer. These include tumor size,
axillary nodal status, histopathology type and grading, steroid receptors (ER, PR), In -addition,
the presence of the HER-2, Ki67 and some expression protein in immunohistochemistry have
correlated 'with disease-free interval, ‘survival,“and chemotherapy -response -in-breast cancer.
However, there are. still_many unsatisfactory breast .cancer: therapies, so the .discovery of
predictors of appropriate chemotherapy response is crucial.

The imbalance between ‘oncogenes and tumor suppressor genes is considered a key
cellular pathways' that ' regulate the  'ability of proliferation, " differentiation, ‘apoptosis and
responsse -to genetic damage. -Germline mutations. in ‘the e-cadherin gene predispose to the
spread. of cancer and is associated with a poor prognosis. Besides the loss of e-cadherin
function causes a change from a benignh tumor (adenoma) into invasive tumors- faster and
occurrence of metastatic carcinoma. As a result of the repression of E-cadherin during the
activation process of epithelial to mesenchymal transition (EMT), the process of changing the
epithelial phenotype into a mesenchymal phenotype that is very important in the occurrence of
progresifitas and metastasis of cancer cells, at the same time it is also an increase in vimentin
expression is associated with-a higher grading of tumor cells, invasion ‘and metastasis so that
the protein-is considered to be an-indicator of cancer progression. In-addition to the increase of
the expression of vimentin and decreased e-cadherin, population of high CD44 and CD 24 low
is also mentioned as a characteristic of EMT. Over expression of CD44 high population and low
CD24 resistancy associated with chemotherapy.

Several markers of activation of EMT that has been described ‘as part of the mechanism
of cancer progression, which is still. only explain the correlation with EMT and no cut off point yet
in previous studies. Chemotherapy procedures.still did not have an indicator.biomolecular as a
consideration in the decision of chemotherapy, so that the efficacy of chemotherapy can not be
assessed effectively. Therefore a comprehensive study to look at the level of correlation of each
of the biological marker studies on the potential predictors;vimentin, e-cadherin, CD44, CD24 as
a predictor of breast cancer progression and neoajuvan chemotherapy become very important.

It is now known that there is a genetic interaction of cancer, the mutual state of
mutations between mutated genes, the interaction between the genes will result in a different
phenotypic product and activity. :Similarly, proteins can interact with many types of molecules.
These interactions may be intermolecular (between proteins and covalently attached parts) or
intramolecules (interactions of non-covalent proteins with other molecules). Such interactions
are related to their function and are therefore the object of study in-molecular biology. Delivery
of signals within cells depends ‘on the interaction of proteins with proteins. (PPIs) between the
various ' signal : molecules. -Recruitment - of signal - pathways through PPls: is . called  signal
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transduction and plays a fundamental role in many biological processes and in many diseases
including cancer. So it is possible that scientific logic that the four predictor proteins mentioned
above have different values when working together than when working alone. Therefore, the
analysis of the . combination-of protein markers. Vimentin,  E-cadherin,. CD44 and CD24 'is
expected to be used as a predictor of heoajuvan chemotherapy response better.

The purpose of this study is to explore the ‘potential “expression ‘combination of
Vimentin, E-cadherin, CD44 and CD24 as a predictor model of breast cancer progression after
the.administration of neoadjuvant chemotherapy.

Design research used in this research is descriptive analytic approach pre-post test
study, which the researchers will look at changes in the parameters measured after
administration _of 'chemotherapy in breast cancer stage'llIB patients: Luminal subtipe. Then
results will-be analyzed to determine the potential of Vimentin, E-cadherin, CD44 and CD24 as
a marker of invasion. and -metastatic ability of cancer. cells to exposure to adjuvant
chemotherapy in breast cancer patients in dr. Saiful’ Anwar Malang. Selection of study subjects
using the technique of accidental sampling began the period October 2016 - February 2017 in
which-this approach embraces a method to select patients in the room or in poly outpatient dr.
Saiful_Anwar Malang who have met the criteria as the subject of research by signing the
informed consent in advance during periode predetermined. Measuring the expression of E-
chaderin, Vimentin, CD44 and CD24 of breast cancer tissue before chemotherapy using
immunohistochemistry examination results will analyis image captures microscope to make sure
the. expression is contained in the cell nucleus or. in:the cytoplasm. This procedure will be
obtained before afdministration of neoadjuvant chemotherapy well, because after the third
phase of chemotherapy in general clinical responsse of patients showed a change based on the
size of the tumor.

The results demonstrated that-all discriminant factors (Vimentin, E-cadherin, CD44
and CD24) show significant variation of function (p.value 0.000) to be used.as a predictor of
anthracycline-based postchemotherapy response in ‘stage IlIB luminal breast cancer- patients
with'a canonical correlation-value of 0899. The four independent variables contributed 80.82%
to the determination of 3 cycles anthracycline based neoadjuvant chemotherapy response
obtained from the quadratic value of canonical correlation. Vimentin was the strongest predictor
of chemotherapy response with a value of -0.697, successively followed by CD24 (0.529), E-
cadherin (0.525) and the weakest CD44 (0.487). Although Vimentin statistically demonstrated
as the strongest: predictor in determining: the response to chemotherapy, -butif studied in the
participants data distribution, an increase in Vimentin expression above :50% did not necessarily
indicate no response to chemotherapy. There were some participants showing Vimentin
expression ‘below 50%  instead of providing a progressive -response. ‘Moreover, E-cadherin
expression in_ some participants showing 100% ~only indicated - partial “response,  while
participants .showing -lower. E-cadherin - expression. actually indicated :complete - responsell.
Response variation was also seen in the results of CD44, where partial response and complete
response wereprecisely seen in participants with- higher CD44 expression, -and this is in
contradiction with the previous journal publication which states that CD44 is a transmembrane
protein involved in initiation, metastatic- and aggressiveness of the tumor. CD24 is a marker
protein. of slowly dividing cells. This concept is associated with chemotherapy resistance
considering the chemotherapy drug effect is more appropriate and will give good results if given
in the tumor progression phase or rapidly dividing cells as has been discussed-in the previous
section. Therefore, the: aggressiveness and the slow: nature of cell division in-cases of breast
cancer are almost always associated with CD44 and CD24 expression. The overall theoretical
concepts underlying the activity of each parameter measured in this study would be different
when analyzed separately and when studied simultaneously in a reconstruction of a predictor
model- of anthracycline-based chemotherapy response as in the results of this study. The
accuracy score of 97% and the sensitivity of 100% of the four combined variables as a predictor
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model of chemotherapy response suggest that this model is highly potent for clinical application.
The explanation of the reasons for the differences in the activity of the four variables when
studied separately based on prior publication with the combination of the four variables in this
study .is still a Black Box which still requires- furtherstudies to see the. activities of.the four
variables when combined biomolecularly. The cross-sectional study approach used by the
researchers in this study explains that the four variables are interrelated to determine the
chemotherapy responseand shows the difference’in activity when compared with the separate
analysis of each variable activity. It is. scientifically -possible that these four predictive proteins
when present in the patient’'s body cells will work in mutually interrelated and 'influencing
manner, so that the combination of Vimentin,  E-cadherin, CD44 and CD24 expression
parameters' as a whole predictor model is highly likely to ' be used as one of the guidelines for
administration of neoadjuvant chemotherapy in breast cancer.

In conclusion, combination of expression Vimentin, E-cadherin, CD44 and CD24 can
be used as a model of predictor of breast cancer progression after chemotherapy neoajuvan
clinically thus enabling used as the prediction of chemotherapy response and recurrencies.
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l

1.1. Latar belakang masalah
Kanker payudara adalah kanker yang paling sering dijumpai pada wanita, banyak
menyebabkan kematian dan mempunyai insiden terus yang meningkat dari waktu ke waktu.

Menurut The American Cancer Society Cancer Facts and Figures (2017) di Amerika Serikat
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diperkirakan kasus baru kanker payudara 1,688,780 orang dan 600,920 orang wanita
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meninggal karenanya (Rebecca et al., 2017). Berdasarkan data Riset Kesehatan Dasar

(Riskesdas) tahun 2013, kanker terbanyak pada perempuan di Indonesia adalah kanker
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payudara dan kanker leher rahim. Sedangkan berdasarkan data Sistem Informasi Rumah

Sakit (SIRS) tahun 2010, kasus rawat inap kanker payudara berjumlah 12.014 kasus

(28,7%). Pada tahun 2013 didapatkan 61.000 kasus baru kanker payudara (Kemenkes RI,

2015). Data dari-Jakarta Cancer Registry menunjukkan bahwa kanker payudara merupakan
kanker dengan insiden tertinggi yaitu 18.6 per 100.000 penduduk pertahun (Wahidin et al.,

2012).

Kanker payudara stadium lanjut lokal lIB di Indonesia menduduki tempat terbanyak
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sekitar 65 %, dimana dari keseluruhan subtipe molekuler yang terbanyak adalah subtipe

&
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Luminal yang diperkirakan sebesar 60 %. Kemoterapi - neoajuvan berbasis antrasiklin
banyak dan lazim digunakan ~sebagai terapi kanker payudara stadium lanjut lokal,
kemoterapi neoajuvan diberikan sebanyak 3 — 4 kali sebelum pembedahan. Dengan
kemoterapi' ini masih banyak kasus yang menunjukkan tidak respons; dimana tingkat

resistensi dan kekambuhan masih cukup besar, di sisi lain kemoterapi juga dapat menjadi
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pemicu pertumbuhan tumor - sekunder  jenis ‘lain “pada’ kelompok wanita ‘usia -muda
(Genevieve et al.,, 2011). Kemoterapi berbasis antrasiklin diberikan pada semua kasus

kanker payudara ‘tanpa diketahui prediksi apakah terapi neoajuvan ini nantinya akan
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memberikan respons atau tidak, di sisi lain kemoterapi juga mempunyai efek samping yang
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cukup besar dan banyak dikeluhkan penderita.

Saat ini prediksi respons kemoterapi didasarkan pada prediktor klinis stadium TNM

l

(tumor, kelenjar getah bening, metastasis), hasil histopatologis (grading, jenis:histopatologis,
lymphovascular invasion) dan prediktor ‘imunohistokimia (IHK). Pemeriksaan IHK berupa
ER, PR; HER2, Ki67 sudah menjadi standar, selain itu juga banyak dilakukan penelitian

prediktor IHK fain yang diusahakan untuk mencari prediktor respons kemoterapi meskipun
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masih- meninggalkan -masalah - yaitu. . belum = bisa - secara tepat memprediksi  respons

kemoterapi. Masih banyak kasus resistensi yang belum bisa terjawab, sehingga kemudian

e

muncul penelitian-penelitian lain- untuk menilai respons kemoterapi neoajuvan. Kemoterapi

juga mempunyai banyak efek samping dan dapat menyebabkan deviasi fenotif, sehingga
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penggunaan kemoterapi harus benar-benar selektif, untuk itu dibutuhkan adanya prediktor

protein lainyang lebih baik untuk mengukur respons kemoterapi agar risiko resistensi dan

rekurensi dapat ditekan.

Sel-sel- pada  kanker payudara merupakan  fenotif sel “epitel yang  sel-selnya
terintegrasi. antara. sel. satu dengan.yang lain, kemudian akan.mengalami. . perubahan
menjadi sel. mesenkimal melalui aktifasi EMT (epithelial to mesenchymal transition). Aktifasi

EMT ini akan mengubah karakter sel epitelial kanker payudara menjadi sel mesenkimal
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yang sel-selnya terlepas satu dengan yang lain-sehingga bersifat lebih-motil' dan mobil

2
£

(Ellen et al., 2010). Sel mesenkim ini mempunyai kemampuan untuk bermigrasi menembus
sistem sirkulasi, kemudian menginvasi jaringan sekunder lain dan tumbuh menjadi tumor

baru (Lee et al., 2011). EMT pada kanker payudara diperkirakanbanyak  terjadi pada
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stadium lanjut lokal di antaranya adalah stadium [111B, dimana pada stadium lanjut lokal inilah

terjadi: progresifitas, mobilisasi sel dan' metastasis sel kanker payudara, yang dimulai'dari

mekanisme EMT. Mekanisme inilah yang diduga menjadi salah satu sebab mengapa

kemoterapi menjadi resisten dan gagal memberikan respons.
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Beberapa protein yang terekspresi terkait dengan -aktifitas EMT telah diidentifikasi
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pada penelitian sebelumnya; dimana dalam proses -aktifasi. EMT  terdapat  perubahan

ekspresi protein-protein epitelial dan mesenkimal sebagai- marker progresifitas sel kanker.

l

E-cadherin -merupakan protein. marker fenotipe sel: epitel, sedangkan Vimentin: merupakan
protein marker fenotipe sel mesenkimal, kedua protein ini bisa diamati dan diukur dengan
pemeriksaan imunohistokimia jaringan kanker payudara dari hasil biopsi atau operasi (Lee
et al., 2011). Penurunan ekspresi E-cadherin banyak dikaitkan dengan peningkatan

progresifitas tumor, terjadinya metastasis dan tingginya resistensi, 'sedangkan peningkatan
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ekspresi Vimentin dilaporkan berhubungan dengan peningkatan pertumbuhan tumor, tingkat

e

invasi, prognosis yang buruk- dan respons kemoterapi yang buruk pada berbagai jenis

kanker - epitelial . termasuk = kanker . payudara. (Li et _al., 201), sehingga. . diperkirakan
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kemungkinan -ekspresi Vimentin' yang rendah dan ekspresi E-cadherin yang  tinggi
berhubungan dengan gagalnya respons kemoterapi.

Selain peningkatan ekspresi Vimentin dan penurunan E-cadherin, disebutkan bahwa

populasi CD44 yang tinggi dan CD24 yang rendah merupakan karakteristik dari EMT. CD44
merupakan-protein transmembran yang ekspresinya meningkat selama kondisi hipoksia di
lingkungan mikro dan dikaitkan dengan agresifitas sel kanker (Ghuwalewala et al., 2016),
karakter sel yang mengekspresikan- CD44 menunjukkan perilaku sel yang - lambat

membelah, dan mempunyai tingkat resistensi yang tinggi terhadap kemoterapi (Genevieve
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et al., 2011). Protein CD24 merupakan protein yang terekspresi pada berbagai sel yang

2
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sedang berkembang dan ‘pada berbagai jenis keganasan, CD24 dapat meningkatkan
potensi metastatik pada sel kanker. Beberapa studi menyebutkan bahwa CD24 merupakan

marker penting ‘untuk ‘menilai“prognosis survival rate ' ‘kanker paru. Ekspresi CD44 yang
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tinggi dan CD24 yang rendah berhubungan dengan resistesi kemoterapi, .ini . dikaitkan

dengan ‘kemampuan' sel-dengan karakter tersebut mampu-memompa keluar obat yang

masuk kedalam sel dengan bantuan  glikoprotein P (Wei et al.,. 2012), sehingga diduga
ekspresi CD44 yang rendah dan ekspresi CD24 yang tinggi berhubungan dengan respons

kemoterapi.
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Sejauh ini “belum ada prediktor biomolekular yang tepat untuk memperkirakan
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respons kemoterapi, oleh karena itu sangat penting untuk menemukan prediktor baru untuk

menilai respons kemoterapi yang lebih tepat dan akurat. Berdasarkan teori interaksi antar

l

protein (protein protein interaction) disebutkan bahwa antar protein. dengan :protein lain
terdapat interaksi khusunya di dalam sinyal transduksi (Archakov et al., 2003), sehingga
dapat diduga bahwa “keempat  protein - Vimentin, E-cadherin, CD44 dan CD24 secara
bersama-sama dapat memprediksi lebih tepat dibanding sendiri-sendiri. Namun sejauh ini

belum: diketahui ' apakah ‘keempat biomarker tersebut ‘secara bersama’ dapat digunakan
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sebagai prediktor keberhasilan kemoterapi lebih tepat dibanding sendiri-sendiri. Dengan

A
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demikian diperlukan penelitian untuk membuktikan bahwa biomarker Vimentin, E-cadherin,

CD44 _dan. CD24 menunjukkan respons kemoterapi baik secara tersendiri ataupun secara
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bersama. Untuk membuktikan biomarker mana yang lebih tepat sebagai prediktor perlu

dibuat suatu model prediktor. Penelitian ini dilakukan pada pasien kanker payudara stadium

1B subtipe Luminal yang dirawat di RSUD dr. saiful Anwar Malang.

1.2. Rumusan masalah
Berdasarkan latar belakang di atas maka dapat dirumuskan masalah sebagai berikut:
1. Apakah terdapat hubungan antara ekspresi Vimentin yang rendah dengan respons

kemoterapi neoajuvan berbasis antrasiklin pada pasien kanker payudara stadium
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[11B subtipe Luminal?
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2. ‘Apakah terdapat: hubungan antara  ekspresi 'E-cadherin “yang tinggi dengan

respons kemoterapi neoajuvan berbasis antrasiklin pada pasien kanker payudara
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stadium 11I1B 'subtipe Luminal?
3. Apakah terdapat hubungan antara ekspresi CD44 yang rendah dengan respons

kemoterapi neoajuvan berbasis antrasiklin‘pada pasien kanker payudara stadium

111B subtipe Luminal?
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4. Apakah terdapat hubungan antara ekspresi CD24 yang tinggi dengan respons
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kemoterapi neoajuvan berbasis antrasiklin pada pasien kanker payudara stadium

[1IB subtipe Luminal?

l

5. ‘Apakah kombinasi Vimentin, E-cadherin, - CD44 dan CD24: dapat digunakan
sebagai satu model prediktor respons kemoterapi neoajuvan berbasis antrasiklin

pada pasien kanker payudara stadium l11B subtipe Luminal?

1.3. Tujuan
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1.3.1. Tujuan umum
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Penelitian 'ini bertujuan-untuk membuktikan ‘bahwa Vimentin, E-cadherin, CD44 dan

CD24 dapat dijadikan sebagai model prediktor respons. kemoterapi -neoajuvan. berbasis
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antrasiklin pada pasien kanker payudara stadium [l1B subtipe Luminal.

1.3.2. Tujuan khusus

1. Membuktikan~ hubungan antara ekspresi Vimentin yang rendah dengan respons
kemoterapi neoajuvan berbasis antrasiklin pada pasien kanker payudara stadium
[11B subtipe Luminal?

2. Membuktikan hubungan antara ekspresi E-cadherin yang tinggi dengan respons
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kemoterapi neoajuvan berbasis antrasiklin pada pasien kanker payudara stadium
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[1IB subtipe Luminal?

3.. Membuktikan hubungan antara ekspresi CD44 yang rendah dengan respons
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kemoterapi neoajuvan berbasis antrasiklin ‘pada pasien kanker payudara stadium
[11B subtipe Luminal?

4. 'Membuktikan - hubungan ‘antara ekspresi CD24 yang tinggi dengan' respons

kemoterapi nheoajuvan, berbasis antrasiklin pada pasien kanker payudara stadium

1B subtipe Luminal?
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5. Membuktikan bahwa kombinasi Vimentin, E-cadherin, CD44 dan CD24 dapat
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digunakan sebagai satu model prediktor respons kemoterapi neoajuvan berbasis

antrasiklin pada pasien kanker payudara stadium 1B subtipe Luminal?

1.4. Manfaat
1.4.1. Manfaat klinis
Manfaat bagi perkembangan terapi kanker payudara, terobosan baru aplikasi

biomolekuler-ini dapat dipakai sebagai-prediktor progresifitas- sel kanker payudara,
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sehingga didapatkan indikator kemoterapi neoajuvan yang . lebih tepat untuk
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diberikan, dilanjutkan atau dihentikan pada pasien kanker payudara, sehingga dapat

memberikan hasil kemoterapi yang lebih efektif.
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1.4.2. Manfaat teoretis

Manfaat dari - penelitian.. ini >untuk pengembangan : -konsep. . prediktor

progresifitas dan respons kemoterapi pada kanker payudara secara biomolekuler.

Konsep prediktor yang dikembangkan adalah kombinasi dari Vimentin, E-cadherin,
CD44 dan CD24 untuk memprediksi progresifitas dan respons kemoterapi pada

kanker payudara stadium lIB.
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BAB I
TINJAUAN PUSTAKA

l

2.1. Progresifitas kanker payudara
Progresifitas kanker didefinisikan sebagai suatu fase yang ditandai dengan adanya
pertumbuhan : sel. kanker. yang cepat dan mempunyai kemampuan invasi yang tinggi,

sehingga memungkinkan perilaku ‘tumor' yang lebih agresif dan berpotensi besar untuk
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metastasis.. . Kanker.. payudara -merupakan keganasan  yang -paling. sering: terjadi..pada

A
‘."‘.-

perempuan seluruh dunia. Berdasarkan data analisis retrospektif World Health Organization

(WHO), kanker payudara menyumbang 23% dari seluruh kasus.kanker dan menempati
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posisi kedua sebagai penyebab kematian yang memiliki angka mortalitas 14% (Autier et al.,

2010).

Menurut Amerika Cancer Society (ACS), pasien kanker payudara punya peluang

sebesar 22 persen untuk tetap hidup selama lima tahun setelah diagnosis stadium lanjut
jauh (stadium IV). Persentase ini jauh lebih rendah daripada kanker payudara stadium yang
lebih awal, pada kanker payudara stadium lll, tingkat kelangsungan hidup lima tahun adalah
72 %, sedangkan pada stadium 2 adalah 90%. Karena tingkat kelangsungan hidup pasien

kanker stadium' 11l cukup besar, maka perhatian pemberian kemoterapi neoajuvan yang
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tepat dan benar menjadi sangat penting untuk. diperhatikan dan dicarikan jawaban melalui
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penelitian untuk menganalisis prediktor respons yang 'bisa digunakan sebagai pedoman

pemberian kemoterapi.
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Secara fisiologis tiap sel akan berespons terhadap perubahan lingkungan melalui
sinyal eksternal yang disebut dengan growth factor. Growth factor tersebut akan berinteraksi

dengan reseptor permukaan sel, kemudian menginduksi serangkaian aktifitas sinyal internal

yang berlanjut pada level DNA, melalui faktor transkripsi yang berikatan dengan bagian
promotor dari gen akan menstimulasi pembelahan sel, diferensiasi, proliferasi, migrasi sel

dan serta aktifasi kematian sel yang terprogram atau yang umum disebut apoptosis. Selain
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growth factor, protoonkogen mempengaruhi pertumbuhan sel normal melalui aktifasi gen
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yang berhubungan dengan pertumbuhan tumor secara terus menerus dengan produksi

growth factor yang masif, dan kerusakan kaskade intraselular yang menstimulasi proliferasi

l

(Dancey et al., 2000).

Keterlibatan molekul proinflamasi endogen dan toksin eksogen akan mengubah gen
yang akan' 'menyebabkan ‘kerusakan: genom-termasuk di antaranya adalah gen untuk
supresi tumor seperti p53. Hal ini akan berpengaruh pada pertumbuhan sel yang tidak

terkendali pada tahap awal progresi tumor. Paparan onkogen akan mengaktifasi jalur NFkB
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sehingga gen penyandi untuk pengeluaran sitokin proinflamasi . menjadi aktif ini

e

memproduksi sitokin proinflamasi seperti TNFa, IL-1, IL-6 dan IL-8, termasuk molekul adesi

yang meningkatkan . agregasi, leukosit pada area inflamasi melalui serangkaian proses
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selular dengan hasil akhir proliferasi sel ataupun apoptosis (Jacobs et al., 2005).
Sitokin IL-6. yang dikeluarkan oleh makrofag juga berperan dalam @ aktifasi Janus

kinase (JAK1) yang kemudian menyebabkan fosforilasi signal transducer and activator of

transcription 3 (STAT3), fosforilasi. STAT3 mengakibatkan translokasi ' STAT3 ke nukleus
dan menginisiasi gen transkripsional seperti HIF-a yang berperan penting pada mekanisme
angiogenesis jaringan: tumor, dan TGF-f yang menunjang pertumbuhan sel tumor dan
metastasis. Selain itu transforming growth factor beta (TGF-3) juga merupakan komponen

yang berperan dalam regulasi epithelial to mesenchymal transition (EMT) dan memelihara
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kelangsungan program EMT. Perlu dipahami bahwa pada dasarnya kemoterapi tidak
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selektif terhadap apoptosis sel kanker ‘saja, dan hanya bisa memberikan efek apoptosis
pada saat sel yang sedang dalam pembelahan cepat dan aktifitas ini justru akan

meningkatkan. aktifitas sel imun untuk melakukan perbaikan dengan cara meningkatkan
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pertumbuhan jaringan tumor atau dengan memicu suatu progresi tumor sekunder lainnya

(Zhou et al., 2015).

Alpha ' serine/threonine-protein.. kinase . (AKT) -mempunyai. peran. penting dalam
progresifitas siklus sel melalui fosforilasi dan inhibisi glucogen synthase kinase 3 3 yang

menyebabkan fosforilasi dan degradasi dari cyclin.D. Aktifasi AKT. mempunyai- downstream
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singaling dari protein mTOR kinase yang berfungsi penting pada pertumbuhan sel. Protein
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MTOR berperan sebagai sensor nutrisi untuk menunjang perubahan —ukuran sel dan

mempertahankan siklus sel saat kondisi tidak menguntungkan (unhomeostasis). Selain itu

l

MTOR: juga mempunyai fungsi induksi HIFal dan HIF-a2 yang merupakan faktor transkripsi
VEGF dan angiogenesis pada kondisi hipoksia. AKT juga bekerja dalam menunjang
perubahan sel epitel menjadi sel mesenkim (epithelial to:mesenchymal transition/EMT) yang
akan menginduksi metastasis sel dan Invasi sel. melalui sekresi - matrix

metalloproteinases/MMP (Mitchel et al., 2013).
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2.2. . Subtipe molekular kanker payudara

Saat  ini klasifikasi kanker payudara didasarkan pada hasil analisis. ekpresi gen,
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karena itu kanker payudara dibagi menjadi beberapa subtipe berdasarkan profil ekpresi

gennya.. The St Gallen International -Expert Consensus pada- tahun 2011 merilis sistem

klasifikasi biomolekular kanker payudara yang bertujuan menjelaskan hubungan antara

subtipe kanker payudara dan karakteristik genomik; klasifikasi- ini-berdasarkan ekspresi
estrogen receptor (ER), progesterone receptor (PR), HER2 dan Ki-67. Sistem klasifikasi ini
membagi kanker payudara invasif menjadi 4 subtipe yaitu Luminal A, Luminal B, HER2 dan
triple negative/basal like.

Sebenarnya sistem klasifikasi ‘biomolekular ini sudah  dibahas dalam studi-studi
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sebelumnya dimana kanker payudara dibagi menjadi subtipe Luminal A bila ER(+), PR(+/-),
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HER2(-), Ki-67(low), subtipe Luminal B bila ER(+), PR(+/-), HER2(+/-), Ki-67(high); subtipe

HER2-enriched bila ER(-), PR(-), HER2(+) dan terakhir subtipe Basal-like (subtipe Triple
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Negative) bila ER(-), PR(-), HER2(-) (Castellano et al., 2013).

Klasifikasi berdasar subtipe molekular kanker payudara dibagi sebagaimana tabel di

bawah ini.

Tabel 2.1 Subtipe molekular kanker payudara
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Subtipe Ekspresi gen Prevalensi

ER+ dan/ PR+, HER2-, Ki67
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Luminal A 40%
& low
. ER+ dan/-PR+, HER2+ or 3
: o HER2-, Ki67 high 2
<
ff — Triple negative/basal-like ER-, PR-, HER2- 15-20%
Z =
o
W] <
% o HER2 type ER-, PR-, HER2+ 10-15%
S0

Sumber: Castellano et al. (2013)

A
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Dari- Tabel 2.1 didapatkan data bahwa subtipe Luminal A yang ditandai dengan

ER(+) dan atau PR(+), HER2(-).dan Ki67 rendah, mencakup 40% dari keseluruhan kasus
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kanker payudara, kanker payudara subtipe ini. memiliki laju proliferasi yang rendah, angka

rekurensi 27,8%, metastasis 10-20%, dan median survival dari waktu rekurensi 2,2 tahun.

Jenis Luminal B mencakup 10-20% dari kasus kanker payudara dimana secara histokimia

ditandai ER(+) dan atau PR(+), ekspresi HER2(+) dan Ki67(tinggi). Pasien kanker payudara
subtipe ini memiliki laju proliferasi tinggi, angka rekurensi 30%, metastasis 14% dan median
survival dari masa rekurensi 1,6 tahun (Castellano et al., 2013).

Sebagian besar kanker .payudara termasuk dalam kelompok. subtipe Luminal. Sel

tumor Luminal adalah sel tumor yang muncul dimulai dari sel-kanker yang berada di dalam
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lumen (inner cell dari duktus laktiferus). Secara singkat subtipe Luminal, yaitu Luminal A dan
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Luminal B yang keduanya ditandai dengan imunohistokimia ER' (estrogen’ reseptor) positif

dan/ PR (progesteron reseptor) positif, mempunyai survival yang relatif lebih baik dari pada
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subtipe non-Luminal dan merupakan jumlah terbanyak dari keseluruhan subtipe kanker

payudara. Karakteristik subtipe Luminal A dan Luminal B sangat berbeda dengan subtipe

lainnya seperti subtipe Triple Negative dan subtipe HER2-enriched. Subtipe Triple Negative
merupakan  subtipe yang paling jelek prognosisnya, mempunyai ER' (estrogen reseptor)

negatif, PR (progesteron reseptor) negatif, HER2 negatif dan subtipe ini merupakan yang
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paling sulit' untuk™ diterapi. Sedangkan subtipe HER2+- ditandai dengan ER(-), PR(-),
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HER2(+) juga mempunyai prognosis jelek, namun sesudah ditemukannya terapi targetted

monoclonal antibody anti HER2 maka saat ini prognosisnya lebih baik dari pada subtipe

l

Triple -Negative. Sehingga kita bisa mengelompokkan subtipe Luminal-A dan Luminal B
yang mempunyai karakteristik relatif hampir sama menjadi satu. kelompok Luminal
(Creighton et al., 2012).

Dari sebuah penelitian dilakukan analisis untuk menilai.hubungan antara kemoterapi

neoajuvan dengan respons klinis pada ketiga subtipe kanker payudara.-Analisis molekular
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ditentukan dengan profil imunohistokimia. Pasien diterapi dengan kemoterapi neoajuvan
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berbasis antrasiklin yaitu- doksorubisin ditambahkan dengan siklofosfamid. Respons Klinis

terhadap. rejimen ini lebih tinggi pada kelompok HER2(+)/ER(-) (70%) dan basal-like (85%)
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dibandingkan pada subtipe Luminal (47%) (p<0,001). Respons komplit patologis ditunjukkan

pada 36% kelompok HER2+/ER-, 27% kelompok- basal-like, dan hanya 7% pada Luminal

(p=0,01). Walaupun begitu, pasien dengan basal-like dan HER2(+)/ER(-) tetap

menunjukkan survival -dan- metastasis yang lebih buruk-(p=0,02). Prognosis relaps juga
ditunjukkan-lebih buruk secara signifikan (p=0,003) (Carey et al., 2007).

Ekspresi- protein estrogen reseptor (ER), progesteron: reseptor (PR) dan HER2
ternyata akan mengalami perubahan setelah diberikan kemoterapi neoajuvan, sehingga

subtipe kanker payudara dapat berubah setelah pemberian kemoterapi. Bahkan dari
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penelitian lain didapatkan adanya perubahan sebesar 100 persen subtipe kanker payudara
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yang ‘telah' diberikan kemoterapi ' neoajuvan, karena ‘itu diperlukan pemeriksaan ulang
ekspresi protein-protein ER, PR dan HER2 untuk membuat strategi pemberian kemoterapi

lanjutan setelah pembedahan (completion chemotherapy) (Vallejos et al.,'2015).
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2.3 Stadium kanker payudara
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Pada umumnya progresi kanker solid dapat diukur berdasarkan perubahan diameter
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tumor (Benson, 2010). Beberapa model yang digunakan untuk pengukuran progresi tumor

salah satunya adalah berdasarkan stadium TNM. The Union for International Control (UICC)

l

dan . American Joint -Committee on Cancer  (AJCC)  keduanya 'menggunakan sistem
klasifikasi TNM untuk menggambarkan stadium tumor. Sistem TNM berdasarkan American
Joint Committee on Cancer Staging, (2017):

Tumor Primer (T)

TX :Tumor primer tidak dapat dievaluasi
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TO : Tidak didapatkan tumor primer

A
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Tis - : Carcinoma insitu

Tis. : DCIS

Tis - LCIS
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Tis. (Paget): Paget disease pada. papila tidak berhubungan: dengan invasive. carcinoma

dan/atau carcinoma insitu (DCIS dan/LCIS)

T1 - :Tumor <20 mm (diameter terbesar)

T1 mi: Tumor < 1 mm (diameter terbesar)

Tla :Tumor>1 mm,<5mm  (diameter terbesar)
T1b :Tumor >5mm, <10 mm (diameter terbesar)

Tlc :Tumor > 10 mm, £ 20 mm (diameter terbesar)
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T2 : Tumor > 20 mm, < 50 mm (diameter terbesar)
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T3 +Tumor > 50 mm (diameter terbesar)

T4 :Tumor ukuran berapa pun, dengan ekstensi pada dinding dada dan/atau kulit (ulkus
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atau satellite nodule)

T4a : Ekstensi ke dinding dada, tidak termasuk muskulus pectoralis

T4b': Ulkus dan atau ipsilateral satellite nodule dan atau edema (peau d’orange) kulit, tidak
termasuk inflammatory carcinoma
T4c :Td4adan T4b

T4d - :Inflammatory.carcinoma
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Kelenjar getah bening regional (N)
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Nx : Kelenjar getah bening (KGB) tidak bisa dievaluasi (misal pasca operasi eksisi/deseksi

aksila)

l

NO  : Tidak ada metastasis ke KGB

N1 : Metastasis pada KGB ipsilateral level I, Il yang bisa digerakkan

N2 Metastasis pada KGB: ipsilateral level I, 1l yang tidak bisa digerakkan, fixed dengan
jaringan sekitarnya atau melekat satu sama lain; atau secara Klinis didapat KGB mamaria

interna tanpa perlu adanya bukti metastasis pada KGB aksila
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N2a : Metastasis pada KGB ipsilateral level I, Il yang tidak bisa digerakkan dengan jaringan

A
‘."‘.-

sekitarnya atau melekat satu sama lain
N2b : Metastasis pada KGB:-mamaria interna tanpa perlu adanya bukti metastasis pada

KGB aksila
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N3 - : Metastasis pada KGB ipsilateral infraklavikula (level: lll. aksila) :dengan-atau tanpa

pembesaran KGB aksila level |, 1l atau secara klinis terdeteksi pembesaran KGB mamaria

interna -dengan- disertai - pembesaran - -KGB  aksila level |, Il -atau metastasis KGB
supraklavikulaipsilateral

Pathologis: (pN)

pNx : KGB regional tidak dapat dievaluasi (misalnya karena sudah dilakukan operasi

sebelumnya dan tidak dilakukan pemeriksaan patologi)
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pNO : Tidak ada metastasis KGB yang didapat pada pemeriksaan histopatologi
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pNO(i-): Tidak ada metastasis KGB secara histopatologi/IHC negatif
pNO(i+): Metastasi KGB < 0,2 mm (terdeteksi dengan H&E atau IHK termasuk ITC)
pNO(mol-): Tidak ada metastasis KGB secara histopatologi, negative molecular findings

(RT-PCR)
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pNO(mol+): Positive molecular findings (RT-PCR), tapi tidak ada metastasis KGB secara
histopatologi/IHK
pN1 :“Mikrometastasis; atau metastasis pada 1 - 3 KGB; dan atau metastasis KGB

mamaria interna yang terdeteksi dengan SLNB tapi tidak terdeteksi secara klinis
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pN1mi: Mikrometastasis (>0,2 mm dan/ >200 sel, tapi tidak >2,0 mm)

REPOSITORY.UB.AC.ID |

pNla : Metastasis pada 1-3 KGB aksila, minimal 1 metastasis >2,0 mm

pN1lb :Metastasis pada KGB -mamaria interna dengan mikrometastasis -atau

l

makrometastasis yang-terdeteksi dengan SLNB tepi tidak terdeteksi secara klinis

pN1lc : Metastasis pada 1-3 KGB aksila dan KGB mamaria. interna atau makrometastasis
yang terdeteksi dengan SLNB tapi tidak terdeteksi secara klinis

pN2 : Metastasis pada 4-9 KGB aksila, atau secara klinis terdeteksi KGB mamaria interna

tanpa metastasis KGB aksila
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pN2a : Metastasis pada 4-9 KGB aksila (minimal 1 KGB metastasis ukuran >2,0 mm)

A
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pN2b : Metastasis secara klinis pada KGB mamaria interna tanpa metastasis KGB aksila

pN3 : Metastasis pada = 10 KGB aksila; atau pada KGB infraklavikular (KGB aksila level 3);
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atau metastasis pada KGB mamaria interna disertai dengan pembesaran = 1 KGB aksila

level I, I,  atau metastasis: pada >3 KGB aksila .dan pada. mamaria interna. dengan

mikrometastasis atau makrometastasis yang terdeksi dari SLNB tapi secara Klinis tidak

terdeteksi; atau metastasis pada KGB supraklavikular

pN3a : Metastasis pada = 10 KGB aksila (minimal deposit tumor >2 mm); atau metastasis
pada KGB infraklavikular (KGB: aksila level 3)

pN3b : Metastasis pada KGB mamaria interna ipsilateral dengan disertai metastasis pada =

1 KGB aksila: atau metastasis pada = 3 KGB aksila dan KGB mamaria interna dengan
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mikrometastasis atau makrometastasis yang terdeksi dari SLNB tapi secara Klinis tidak
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terdeteksi
pN3c : Metastasis pada KGB supraklavikula ipsilateral
Metastasis jauh (M)

MO  : Tidak didapatkan metastasis secara klinis maupun radiologis
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cMO(i+):Tidak - didapatkan- metastasis secara Kklinis “-maupun ' radiologis, tapi- didapatkan
deposit molekular atau. secara mikroskopis didapatkan sel tumor di.dalam sirkulasi darah,
sumsum tulang, atau kelenjar getah bening regional lain < 0,2 - mm pada pasien tanpa tanda

dan gejala metastasis
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M1 :Didapatkan metastasis jauh secara klinis atau radiologis dan atau didapatkan
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metastasis jauh secara histopatologis = 0,2 mm

Dari stadium TNM Kklinis yang sudah dipaparkan di atas kemudian dapat

disimpulkan di dalam pengelompokan stadium yang disebut grouping stadium, seperti pada

tabel di_ bawah ini.
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Tabel 2.2. Grouping staging
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Stadium T N M
Stadium 0 Tis NO MO
B :
;g Stadium | A T1 NO MO
k Stadium 1B h NLmi MO
k TO N1
L= Stadium il A T1 N1 MO
T2 NO
. T2 N1
§ Stadium |l B T3 NO MO
" T0 N2
< — T1 N2
= .
A ; Stadium [l A T2 N2 MO
oy < T3 N1
=0 T3 N2
=
S00 T4 NO
- Stadium 111 B T4 N1 MO
= T4 N2
Stadium il C Semua T N3 MO
Stadium IV Semua T Semua N M1
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Sumber : The Union for international control (UICC) dan American Joint Committee on Cancer
(AJCC)(2017)

Secara klinis klasifikasi kanker payudara berdasarkan sistem TNM dapat disimpulkan

dalam 4 kategori antara lain:
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a. Stadium .0 (stadium insitu) yaitu dimana sel kanker masih terbatas di dalam sel-sel duktus
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dan lobulus, tumor - tidak teraba secara klinis, -ada 3-jenis karsinoma insitu.yaitu:DCIS

(ductal carcinoma insitu) dan LCIS (lobular carcinoma insitu), dan Paget’s disease.

ISR

. Stadium- dini/early stadium breast cancer (stadium-I dan Il) yaitu kanker yang terlokalisir
pada tumor primer, tidak menyebar pada jaringan sekitar di payudara atau kelenjar limfe
di aksila pada kedua sisi tubuh dan tidak ada penyebaran pada organ tubuh yang lain.

c. Stadium lanjut lokal/locally advanced breast cancer (stadium 1A, IlIB, HlIC) yaitu bila

ukuran lebih dari 5 cm, terdapat infiltrasi tumor ke kulit ‘atau otot' pada dada, dan adanya
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penyebaran pada kelenjar limfe. Stadium yang dipilih dalam penelitian ini adalah stadium

A
‘."‘.-

1B saja, yaitu tumor berukuran >5 cm, terdapat infiltrasi sel kanker pada kulit antara lain

ulkus, nodul satelit dan peau d’orange (kulit payudara seperti kulit jeruk).
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d. Stadium metastasis jauh/metastatic breast cancer (stadium V) yaitu kanker sudah

metastasis dengan penyebaran sel kanker ke organ jauh seperti pada paru, hati, tulang,

dan lain-lain (Benson, 2010).

2.4. Kemoterapi dan respons kemoterapi

Pada dasarnya terapi kanker payudara tergantung:dari stadiumnya. Stadium dini, yaitu

stadium | dan I, terapinya adalah pembedahan. Untuk stadium lanjut lokal atau stadium lll,
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terapinya adalah kemoterapi neoajuvan. Sedangkan stadium IV atau metastasis, terapinya

&
£

adalah kemoterapi primer sebagai terapi paliatif. Kemoterapi adalah pemberian obat anti
kanker (sitostatika) yang bertujuan untuk membunuh sel kanker, adapun indikasi kemoterapi

adalah:
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a. - Kemoterapi-neoajuvan, yaitu kemoterapi yang diberikan sebelum terapi primer seperti

pembedahan pada kanker payudara stadium lanjut lokal.
b.  Kemoterapi: ajuvan, yaitu kemoterapi yang diberikan sesudah -terapi primer seperti

pembedahan pada kanker payudara stadium dini.
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c.  Kemoterapi paliatif, yaitu kemoterapi sebagai terapi primer pada kanker stadium lanjut
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jauh/metastasis jauh.

d.  Kemoterapi sensitisaiser, yaitu kemoterapi yang diberikan bersama-sama dengan

l

radioterapi untuk memperkuat efek radioterapi (Nowak et al., 2003).

Kemoterapi neoajuvan adalah kemoterapi yang diberikan sebelum terapi primer yaitu
pembedahan. Kemoterapi jenis ini merupakan terapi standar pada kanker payudara stadium

lanjut lokal (stadium 111). Kemoterapi neoajuvan bertujuan untuk mengecilkan ukuran tumor
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pada stadium lanjut lokal yang unresectable (sulit untuk dioperasi), sehingga diharapkan

A
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setelah kemoterapi neoajuvan tumor primer akan mengecil, lebih mudah dioperasi, batas
operasi lebih jelas dan bisa didapatkan hasil operasi yang bebas tumor (free margin) secara

histopatologis. Kemoterapi neoajuvan selain bertujuan untuk mengecilkan ukuran tumor
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sebelum operasi, juga bertujuan untuk mematikan dan menekan-sel-sel mikrometastasis

sehingga mengurangi risiko metastasis ke organ jauh. Keuntungan lain dari pemberian

kemoterapi neoajuvan adalah bisa dilihat langsung respons kemoterapi secara invivo pada
tubuh_pasien, sehingga dengan melihat respons kemoterapi sebelum operasi. kita bisa
menentukan apakah kemoterapi lanjutan (completion adjuvant chemotherapy) kita berikan

atau kita ganti dengan rejimen kemoterapi jenis:lainnya (Kokher.et al., 2011).

2.4.1. Kemoterapi berbasis antrasiklin
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Kemoterapi berbasis antrasiklin ‘adalah kombinasi: CAF, dosis Cyclophospamide
500 mg/m2, Adriamisin/Doksorubisin 50 mg/m2, 5-Fluoro Urasil. 500 mg/m2, yang.diberikan

dengan ‘interval '3 minggu. Kombinasi yang lain adalah CEF, dosis ‘Epirubisin-70 mg/mz2,
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diberikan - interval -3 -minggu -(Manuaba IBT, . 2010). Kemoterapi berbasis antrasiklin

termasuk rejimen yang sering dipakai, terutama adriamisin/doksorubisin, baik neoajuvan

maupun ajuvan. Pada bulan Januari sampai Desember. 2015 di poliklinik-bedah: Onkologi

RSUD Dr. ‘Saiful Anwar Malang pemakaian kemoterapi- CAF mencapai 62% dari total
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kemoterapi -baru 434 pasien. Sementara pemakaian CEF 3%, CMF 6%, dan kombinasi yang
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lain 29%.

Kemoterapi berbasis doksorubisin merupakan salah satu kombinasi pemberian

l

kemoterapi neoajuvan - dan-ajuvan yang- bekerja -mencegah- sintesis' DNA dan perbaikan
DNA melalui penghalangan enzim topoisomerase yang ditemukan pada tahun:1957, sampai
saat ini tetap merupakan salah satu obat antikanker yang paling luas digunakan pada
kanker ‘payudara. - Cara - kerjanya . :melalui mekanisme -transpor.-. urasil - terfasilitasi. -.dan

kemudian dianabolisme menjadi berbagai bentuk nukleotida sitotoksik lewat beberapa jalur
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biokimiawi. Diperkirakan prosesnya antara lain inhibisi (menyebabkan: deplesi deoksitimidin

e

trifospat yang mengganggu biosintesis dan reparasi DNA), inkorporasi RNA (menyebabkan

perubahan dalam pemrosesan RNA dan/atau translasi mRNA) dan inkorporasi DNA
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(menyebabkan penghambatan sintesa dan fungsi DNA). Stres genotoksik yang disebabkan
penghambatan pada enzim topoisomerase dapat mengaktifasi jalur-jalur apoptosis pada

sel-sel rentan yang menyebabkan fragmentasi DNA induk (Wu et al., 2011).

Sedangkan epirubisin merupakan obat kemoterapi golongan antrasiklin yang bersifat
antineoplastik, kemoterapi-golongan ini-mampu memicu apoptosis melalui aktifasi p53 lewat
jalur reseptor kematian dan jalur mitokondria yang merupakan jalur intrinsik apoptosis.

Epirubisin memicu sinyal kematian sel melalui overekspresi p53, kemudian mengaktifasi
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protein proapoptotik seperti Bax. P53 berperan penting dalam mengatur apoptosis sel

2
£

melalui:  regulasi : protein proapototik ' (Bax) -dan: regulasi negatif  protein: Bcl-2. ‘P53
menyebabkan siklus sel istirahat pada fase G1 dan G2/M yang biasanya diatur oleh gen
p21. Kondisi ini' juga meningkatkan 'kemampuan sel untuk melakukan repair: DNA dengan

demikian menghambat sel menuju fase mitosis di G2. Jika kerusakan DNA tidak dapat
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diperbaiki, produksi ROS oleh epirubisin dapat meningkatkan rasio banding Bax/Bcl-2.

Keadaan ini menghasilkan perubahan penting pada terbukanya permeabilitas mitokondria
(mitochondrial permeability transition pore), mengganggu potensial membran mitokondria,

mengaktifasi caspase 9 dan memicu terjadinya apoptosis. (Buchholz et al., 2003).
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2.4.2.Respons kemoterapi

Pada umumnya progresifitas kanker solid dapat- diukur berdasarkan perubahan
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l

diameter tumor. Penilaian. respons: obyektif “pemberian kemoterapi- terhadap kanker
payudara terdiri dari ukuran tumor, marker prediktor, dan perubahan subyektif yaitu
perubahan gejala klinis, misal rasa nyeri- yang-mengganggu. Penilaian respons kemoterapi
terhadap perubahan tumor diukur berdasarkan standar RECIST (Response Evaluation

Criteria in 'Solid Tumors): yaitu mengukur perubahan ukuran tumor sebelum:dan sesudah
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kemoterapi neoajuvan, dimana tumor diukur dari diameter terbesarnya. Kriteria respons

A
‘."‘.-

kemoterapi terhadap tumor adalah sebagai berikut:

1. Respons komplit/Complete Response (CR): tumor menghilang.
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2. Respons parsial/Partial Response (PR): tumor mengecil = 30%.

3. Stable Disease (SD): tumor mengecil tapi < 30% atau membesar tapi < 20%

4. Progressive Disease (PD): tumor membesar = 20% atau tumbuh tumor baru di tempat

lain (Bogaerts et al., 2009)

Selanjutnya respons komplit dan respons parsial dimasukkan dalam kelompok
‘respons’, sedangkan stable disease dan progressive disease dimasukkan dalam kelompok

‘tidak ‘respons’.’ Selama masa pemberian kemoterapi neoajuvan, setiap akan diberikan
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kemoterapi dilakukan pengukuran tumor primernya, dan sesudah pemberian siklus ke 3
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atau ke 4 dilakukan penilaian - ulang ukuran tumor -untuk - menilai- respons- terapi- dan
operabilitasnya. Bila didapatkan respons (respons komplit atau respons parsia)l, dan tumor

menjadi operable, maka dilanjutkan dengan operasi modified radical mastectomy sebagai
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terapi definitif, kemudian selanjutnya akan diberikan kemoterapi lanjutan 3 siklus lagi setelah

operasi.- Setelah penilaian respons kemoterapi yang didasarkan pada respons klinis yaitu

perubahan-ukuran sesuai standar RECIST.
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Setiap pasien sebelum diberikan kemoterapi heoajuvan terlebih dulu dilakukan

pemeriksaan imunohistokimia: untuk -melihat ekspresi protein  ER, PR, HER2 dan Ki67

(subtipe kanker payudara) dari jaringan biopsi kanker payudara. Diketahui bahwa ekspresi
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l

prediktor. biomolekuler tersebut  banyak mengalami. perubahan  deviasi- ekspresi pasca
pemberian kemoterapi neoajuvan. Selain itu juga ternyata dari berbagai penelitian tentang
ekspresi protein-protein tersebut dan kriteria subtipe kanker payudara masih meninggalkan
banyak pertanyaan yang belum terjawab terhadap respons kemoterapi. yang belum

memuaskan. Di sisi lain ‘respons perubahan ukuran secara Klinis belum tentu sama dan
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linier dengan perubahan biomolekuler dalam kanker payudara, sehingga penelitian marker

e

biomolekuler baru untuk memprediksi respons kemoterapi yang lebih obyektif dan lebih baik

menjadi sangat penting untuk dilakukan.
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Penelitian ‘terhadap 174 orang pasien kanker payudara stadium Il yang diberikan

kemoterapi neoajuvan antara tahun 1974 dan 1985, semua pasien diberikan kemoterapi

antrasiklin yaitu kombinasi 5-florourasil, adriamisin (doxorubisin), dan siklofosfamid (FAC).
Setelah . pasien mendapatkan. kemoterapi neoajuvan .3 siklus, semua pasien. dilakukan
operasi mastektomi dan radioterapi eksterna, setelah itu pasien-pasien diberikan kemoterapi
ajuvan lanjutan; 3 siklus tambahan lagi. Didapatkan sebanyak 48 pasien stadium-llIl1A dan 26

pasien dengan stadium 1IB. Sebanyak 16,7% pasien mengalami respons komplit' dan

<
<
=
<
o
0

UNIVERSITAS

70.7% pasien mengalami respons parsial setelah pemberian kemoterapi- neoajuvan FAC.

2
£

Respons komplit lebih tinggi terjadi pada pasien-pasien stadium 1lIA dibanding 11IB. Median
follow-up grup pasien ini dilakukan selama 59 bulan. Ternyata 5-year disease-free survival

rates sebesar 84% pada pasien dengan stadium IllA, dan 33% pada pasien stadium [lIB.
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Sedangkan 5-year survival rate untuk pasien-pasien stadium I11A 84%, dan untuk stadium

1B 44%. Setelah 10 tahun, 56% pasien-pasien stadium IlIA dan 26% pasien stadium 111B

tetap “hidup  survive. Lima belas' pasien (15.3%) mengalami rekurensi (kekambuhan)
regional. Modifikasi dan strategi terapi yang lebih baik kemungkinan bisa meningkatkan

survival rates penderita kanker payudara stadium Il (Gabriel et al., 1988). Kalau melihat
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kesintasan penderita kanker payudara- stadium 1lIB yang -5-year survival rate (5-YSR)nya
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masih hanya sekitar 44%, maka tentu penelitian untuk. menemukan prediktor yang lebih

tepat menjadi sangat penting.

l

<
2 [ 2.4.3. Prosedur kemoterapi pada kanker payudara
-
72 B Pada prosedur - penatalaksanaan kanker payudara, .rejimen. kemoterapi dipilih
W] <
% o berdasarkan hasil penegakan diagnosis histopatologi- melalui prosedur biopsi jaringantumor
S0
3 payudara seperti.pada bagan di-bawah ini.
‘l}’.‘
Stadium dini
adium dint Pembedahan Ajuvan
’ kemoterapi

~ 6X

12

E:

E Diagnosis

ig (Biopsi)

(&

- Kemoterapi Pembedahan Kemoterapi

Stadium .| neoajuvan3x —» > ajuvan 3x
lanjut lokal/Ill "

Gambar 2.1. Kemoterapi ajuvan dan neoajuvan
Gambar 2.1 menjelaskan bahwa kemoterapi ajuvan diberikan untuk kanker payudara

stadium dini yang telah dilakukan pembedahan untuk membunuh sel-sel mikrometastasis
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untuk mengurangi risiko kekambuhan dan metastasis. Sedangkan kemoterapi neoajuvan
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diberikan 'sebelum dilakukan pembedahan untuk pasien kanker payudara stadium- lanjut
lokal, yang mana tujuan kemoterapi disini untuk mengubah ukuran tumor yang besar dan

sulit-untuk dilakukan operasi, diharapkan setelah kemoterapi tumor akan mengecil dan lebih
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mudah untuk dilakukan pembedahan, sehingga pembedahan menjadi lebih sederhana dan

juga untuk mematikan sel-sel mikrometastasis (Fisher et al., 1997).

Penggunaan rejimen kemoterapi kombinasi lebih “efektif dibandingkan -dengan

penggunaan rejimen tunggal, hal ini dikaitkan dengan fakta bahwa paparan beberapa agen

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS




sitotoksik-dengan mekanisme kerja yang berbeda namun sinergis dan tidak menyebabkan
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toksisitas kumulatif yang lebih-besar akan memberikan efikasi terapi lebih besar, serta akan

meminimalisir resistensi terhadap salah satu jenis kemoterapi. Pemilihan rejimen kombinasi

l

kemoterapi- didasarkan pada stadium kanker payudara, status hormonal, ekspresi HER2,
status kelenjar getah bening, subtipe dan kondisi. klinis pasien. Pemberian rejimen
kombinasi kemoterapi memungkinkan zat kemoterapi yang berbeda akan bekerja bersama-
sama secara sinergis pada berbagai kondisi kanker payudara atau akan bekerja dimana

pun ketika sel kanker akan-menghindar secara imunologis, serta tanpa terjadi overlapping
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efek samping (Cleator et al., 2002).

e

Dari berbagai jenis kombinasi kemoterapi-untuk kanker payudara, salah satu rejimen

yang banyak dipakai dan menjadi standar yang direkomendasikan oleh berbagai. guideline
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di seluruh dunia antara lain oleh National Comprehensive Cancer Guideline (NCCN) dari
Amerika Serikat,. European- Saciety For Medical. Oncology (ESMO) dan juga di Indonesia

adalah rejimen kombinasi berbasis antrasiklin - FAC ~ (5-FU, doksorubisin/epirubisin,

siklofosfamid) seperti yang digunakan dalam penelitian ini.

2.4.4. Resistensi kemoterapi

Resistensi obat merupakan faktor utama yang membatasi efikasi kemoterapi. Tumor
dapat secara intrinsik resisten sebelum pemberian kemoterapi, atau.resistensi dapat juga

diperoleh selama masa pengobatan kanker yang awalnya sensitif menjadi tidak  sensitif
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terhadap kemoterapi. Selanjutnya akibat- mekanisme immunosuveilance sel kanker dapat
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menjadi  resisten terhadap berbagai agen kemoterapi, yang akhirnya menyebabkan
kegagalan pengobatan pada lebih dari 90 % pasien kanker metastasis (Longley et al.,

2005).
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Dari data satu penelitian dinilai hubungan antara respons kemoterapi neoajuvan

dengan hasil klinis pada tiga subtipe kanker payudara. Analisis molekular ditentukan dengan
profil imunohistokimia. Pasien diterapi -dengan kemoterapi neoajuvan berbasis antrasiklin,

yaitu doksorubisin plus siklofosfamid. Respons klinis terhadap rejimen ini lebih tinggi pada
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kelompok HER2+/ER- (70%) dan basal-like (85%) dibandingkan pada subtipe Luminal
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(47%) (p<0,001). Respons komplit patologis ditunjukkan pada 36% kelompok HER2+/ER-,

27% kelompok basal-like, dan hanya 7% pada Luminal (p=0,01). Walaupun begitu, pasien

l

dengan basal-like dan- HER2+/ER- tetap menunjukkan survival dan metastasis yang lebih
buruk (p=0,02), juga risiko rekurensi lebih besar secara signifikan (p=0,003) (Carrey et el.,
2006)

Resistensi kemoterapi dapat timbul melalui sejumlah mekanisme yang berbeda,

termasuk perubahan dalam: farmakokinetik obat dan 'metabolisme, juga modifikasi ekspresi
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sasaran obat atau fungsi -amplifikasi gen. Kelainan isotipe [(-tubulin,. dan mutasi

e

topoisomerase Il pembatasan obat dalam organel sel, perbaikan kerusakan DNA akibat

obat, perubahan jalur sinyal apoptosis seperti-mutasi: p53, dan ekspresi protein lain yang
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secara langsung mempengaruhi transportasi obat seluler. Karena itu mekanisme resistensi
kemoterapi pada kanker payudara secara umum. dapat dijelaskan oleh sebab gangguan

transportasi, modifikasi zat aktif obat, perbaikan DNA, apoptosis dan inaktifasi obat.

Mekanisme resistensi-kemoterapi pada kanker payudara secara umum -dapat dijelaskan
sebagai mutasi pada:

a. Transportasi:-antrasiklin, taksan, alkaloid vinka, epipodofilotoksin, antifolat

b. Modifikasi target obat: paklitaksel

c. Perbaikan DNA: epirubisin, doksorubisin, metosantron
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d. Apoptosis: antrasiklin, siklofosfamid

2
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e. Inaktivasi obat: siklofosfamid (Kratz et-al., 2007)
Ekspresi_ pompa seperti P-gp atau MRP1 memberikan kemampuan bagi sel-sel

tumor-untuk menghindari-obat kemoterapi. P-gp adalah glikoprotein 170 kDa yang dikode
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oleh gen MDR1. Membran transporter yang bergantung pada ATP ini berfungsi sebagai

pompa berbagai' kemoterapi ‘untuk ‘melintasi membran sel dan keluar ‘dari sel, termasuk

antrasiklin, taksan,. alkaloid vinca, epipodofilotoksin dan. antifolate.. Peran fisiologis. P-gp
yang normal masih belum diketahui, tetapi mungkin berfungsi melindungi jaringan normal

dari produk-produk beracun-dan xenobiotik. Ekspresi P-gp bervariasi pada kanker payudara,

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS




sesuai dengan metode pengujian yang digunakan. Sebuah penelitian metaanalisis
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menunjukkan bahwa protein ‘ini- diekspresikan dalam sekitar 40% dari semua karsinoma

payudara, meskipun penelitian lain melaporkan nilai setinggi 66%. Peningkatan ekspresi P-

l

gp ini-dikaitkan dengan tiga kali lipat peningkatan risiko kegagalan respons kemoterapi.
Paparan kemoterapi dapat meningkatkan ekspresi P-gp pada kanker payudara, seperti yang
terlihat pada beberapa pasien setelah’ kemoterapi: neoajuvan. Dalam ‘satu metaanalisis,
kemoterapi sebelumnya atau terapi hormonal ditemukan untuk meningkatkan frekuensi

tumor-dengan P-gp-positif hampir 1,8 kali lipat (Longley et al., 2005).
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Pada penelitian lain dengan RT-PCR, MRP1 ditemukan hampir pada semua kanker

e

payudara. MRP1 bertanggung jawab atas resistensi terhadap agen seperti alkaloid vinka,

antrasiklin, dan dosis.tinggi metotreksat, tetapi tidak untuk paklitaksel atau mitoksantrone.
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Beberapa studi ‘menunjukkan bahwa ekspresi MRP1  berkorelasi ‘dengan ' buruknya
kelangsungan hidup. -pasien :dengan - kanker payudara. stadium -dini  yang mendapatkan

kemoterapi, meskipun hubungan kausalnya belum jelas (Cizmarikova, 2010).

2.5 Faktor-prognostik dan faktor prediktif kanker-payudara

Berbagai modalitas terapi kanker payudara menunjukkan peningkatan kualitas dalam
beberapa dekade terakhir baik dengan teknik operasi, terapi hormonal, -radioterapi,
kemoterapi- kombinasi maupun targetted therapy. Kemoterapi merupakan salah - satu

modalitas yang sangat penting dimana terapi ini dapat berfungsi sebagai neoajuvan, ajuvan
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maupun terapi paliatif. Diantara semua fungsi tersebut, kemoterapi neoajuvan yang paling
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berkembang, karena kemoterapi ini dapat menilai secara in vivo langsung tumor pada tubuh
pasien sebelum dilakukan pembedahan. Kemoterapi neoajuvan menjadi pilihan utama pada

pasien Local Advanced Breast Cancer (LABC) atau stadium lanjut lokal, antara lain stadium
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I1IB, karena dapat menurunkan ukuran tumor dan mematikan sel kanker mikrometastasis

(Schwartz et al., 2004).

Kemoterapi - neoajuvan: terus berkembang sebagai pengobatan . kanker. payudara
terutama untuk pengecilan ukuran (downsizing) kanker payudara sehingga dapat dilakukan

operasi. -Selain - itu,. kemoterapi - juga. -dapat - membunuh. sel-sel. mikrometastasis- yang
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menyebabkan pertumbuhan tumor dan meningkatkan “hasil klinis sehingga tumor dapat
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dioperasi dengan bersih.  Kemoterapi - neoajuvan - pertama sekali diperkenalkan  oleh

Haagensen pada tahun 1970 dan menjadi perhatian- khusus sesudah keberhasilan

l

penelitian yang dilakukan oleh Fischer pada tahun 1998. Wanita yang menderita kanker
payudara stadium lanjut lokal yang belum mengalami metastasis memiliki_ pilihan untuk
mendapatkan kemoterapi:-neoajuvan sebelum tindakan operasi definitif (Fisher et al., 1997).

Satu penelitian - multisenter menunjukkan bahwa 36% pasien yang menerima

kemoterapi neoajuvan dengan  doksorubisin dan siklofosfamid menunjukkan respons  klinis
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yang komplit dan prognosis yang baik terutama terhadap disease free survival (p=0,001)

e

(Fissher et al., 1998). Pada studi EORTC, dilaporkan bahwa hampir 23% pasien yang

sebelumnya. tidak . dapat dilakukan operasi breast -conserving . surgery. menjadi dapat
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dilakukan operasi tersebut sesudah kemoterapi neoajuvan. Namun, banyak juga ditemukan
kasus kemoresistensi- pada. pasien yang diterapi dengan kemoterapi neoajuvan, sehingga

waktu dan efek samping kemoterapi menyebabkan kerugian untuk pasien tanpa didapatkan

keuntungan sedikit pun (Cleator et al., 2011). Oleh sebab itu, peneliti berasumsi bahwa
perlu “suatu prediktor yang lebih akurat lagi yang- diharapkan ke depan dapat
mengidentifikasi- prediktor kanker payudara untuk menilai sensitifitas terhadap. kemoterapi
dan menghindari efek samping lebih berat apabila ternyata pasien tersebut kemoresisten.

Ada berbagai macam faktor prognostik dan’ prediktif dari respons modalitas terapi
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kanker payudara termasuk penilaian respons kemoterapi. Sebenarnya kedua jenis faktor

2
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prognostik dan prediktif ini-hampir sama, hanya bahwa faktor prognostik adalah suatu faktor
konstitusi pada tubuh pasien yang dapat memberikan informasi prospektif mengenai

prognosis pasien secara umum, sedangkan faktor prediktif lebih kepada informasi terhadap
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prediksi. hasil terapi. Beberapa protein penanda biomolekuler dapat bersifat prognostik

maupun prediktif (Tonini et al.; 2008)..

Faktor prediktif yang digunakan secara konvensional adalah status kelenjar getah
bening dan ukuran tumor (Rakha et al., 2010). Survival pasien berdasar status KGB

(kelenjar getah bening) adalah: bila 1-3 KGB yang.positif 82,8%; 4-12 KGB 73%; 4-12 KGB
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berkisar 45,7%; dan 28,4% untuk KGB >12. Akan tetapi, tidak ada perbedaan survival yang
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signifikan antara kelompok kontrol dengan kelompok yang memiliki-pembesaran kelenjar

getah bening (KGB) (p=0,052). Walaupun begitu, pada penelitian International Breast

l

Cancer Study Group; -ditemukan 20% metastasis: KGB melalui pemeriksaan histopatologi
tetapi tidak terdeteksi pembesaran dalam pemeriksaan fisik. Penelitian lain. menunjukkan
bahwa prediktor yang paling layak untuk -menilai responss kemoterapi adalah ukuran tumor
(Yu et al., 2007). Pasien dengan ukuran tumor <1 cm memiliki survival rate 99%, 1-3 cm

memiliki survival rate 89% dan 86% untuk 3-5'cm. Pada pasien tanpa pembesaran KGB,
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ukuran tumor menjadi suatu faktor prognosis yang penting dalam terapi di-mana ukuran

e

tumor >2 cm memiliki risiko rekurensi 20% (Shien et al., 2009).

Sebuah, penelitian  terhadap.. 1928 orang . pasien menunjukkan .bahwa 91%
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menunjukkan respons kemosensitifitas yang baik, 6% stabil, dan 3% memburuk. Faktor
prediktor - utama. yang dinilai: adalah . ukuran tumor : (p=0,002), klasifikasi: histopatologi

(p=0,005) dan kadar Ki-67 (p=0,002), dan status reseptor estrogen/progesteron (p<0,001)

(Caudle et al., 2010). Banyak -sekali- faktor-faktor prediktif baik berupa faktor-fator klinis
berupa variasi stadium, variasi histopatologis,” maupun -faktor-faktor biomolekuler yang
nampaknya ‘masih  memberikan banyak variasi- hasil terapi yang belum bisa menjawab
dengan baik prediksi respons kemoterapi, oleh karena itu penelitian-penelitian untuk

mengeksplorasi dan menemukan prediktor-prediktor biomolekuler lain masih menjadi sangat
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penting dan dibutuhkan.
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2.6 EMT (epithelial to mesenchymal transtition), Vimentin dan E-cadherin
EMT (epithelial to mesenchymal transtition) pada awalnya didefinisikan sebagai

gambaran morfologis, namun saat ini tidak hanya dilihat dari sudut pandang morfologis saja
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tapi juga komponen selular dan faktor molekular. Proses ini melibatkan berbagai jenis sel

sehingga transisi selular sangat tergantung pada derajat perubahan'dan keterlibatan faktor

molekular secara bersamaan. EMT. merupakan . serangkaian.perubahan. sel epitel. yang
mulai kehilangan karakteristiknya melalui jalur sinyaling yang melibatkan berbagai molekul

protein yang saling- berkaitan: sehingga menjadi-sel yang menunjukkan  karakteristik sel
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mesenkim' - yang lebih “labil. “EMT - memfasilitasi’ pergerakan sel dan ~menunjang
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perkembangan jaringan baru yang kemudian berkontribusi pada metastasis sel kanker

(Michael et al., 2014).

Sel epitel baik secara in vivo maupun in vitro menunjukkan karakteristik antara lain:
a. Mempunyai interaksi antar sel sehingga memungkinkan untuk membentuk formasi
lapisan sel yang berjajar.
b. Terdapat 3 tipe bagian membran yaitu apikal, lateral dan basal.

c. 'Terdapat tight junction antara apikal dan lateral.
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d. Mengandung berbagai organel dan sitoskeleton yang polar.

4
-
s

e. Tidak ada mobilisasi sel.

Berdasarkan komponen tersebut, lapisan epitel. mempunyai fungsi fisiologis diantaranya :
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a. - Membentuk lapisan permukaan untuk fungsi pertukaran (epitel alveoli).

b. . Pertukaran molekul makro: melalui.absorbsi, transitosis dan sekresi.

c. - Melapisi permukaan rongga/lumen (intestinal dan neural tube).

d. - Memisahkan kompartemen biologis dengan kesesuaian permeabilitas masing-masing

§ sel (Kalluri et al., 2009).

<
2 — Gambaran perbedaan: antara sel epitel dan sel mesenkim dapat dilihat-pada gambar: di
= B
v
& " bawah.
>
> =
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. M Tight junction == E-cadherin
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Epithelial cells Mesenchymal cells

Sumber:Kalluri et-al. (2009)

Gambar 2.2. Gambaran sel epitel dan mesenkim
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Gambar 2.2. dapat dilihat sel epitel mengandung protein  junctional - khusus,

mempunyai bagian apico-basal yang terpolarisasi dengan sedikit kemungkinan untuk terjadi

l

disosiasi dan migrasi. -Sel mesenkim tidak mempunyai kompleks adesi dengan bentuk sel
yag tidak beraturan dan menunjukkan kemampuan migrasi'sel. Selama EMT sel epitel akan
berubah ‘menjadi sel mesenkim, termasuk juga terjadi perubahan ekspresi penanda atau
marker sel mesenkim. Sel mesenkim juga mempunyai karakteristik tertentu yang berbeda

dengan karakter sel epitel; diantaranya :
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a. Tidak ada interaksi antar sel sehingga tidak terbentuk lapisan sel yang bersambung.

A
‘."‘.-

b. Tidak mempunyai'membran apikal danlateral.
c. Sebaran sitoskeletal dan organel bersifat non polar.

d. Sel' mempunyai kemampuan motilitas dan pada = beberapa kasus mempunyai
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kemampuan invasi.

Epithelial-mesenchymal  transition (EMT) merupakan morfogenetik multistep

dimana sel epitel mengalami penurunan regulasi komponen epitelial. sehingga tidak ada lagi
ikatan antar sel dan - membentuk karakteristik sel mesenkim (Kalluri et al., 2009). Beberapa
kondisi ‘patologis -yang -terjadi -dalam proses: EMT. di-antaranya adalah ketidakstabilan
hubungan antar sel, reorganisasi aktin sitoskeleton, peningkatan motilitas dan kemampuan

invasi- sel,penurunan- regulasi dan relokasi dari E-chaderin, penurunan regulasi yang
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menyebabkan translokasi B-catenin dari membran sel ke inti sel, peningkatan pengeluaran

&
£

marker molekuler dari- mesenkim seperti Vimentin, Fibronectin dan N-chaderin (Dejuan et
al., 2011).

EMT ditemukan pada tumor solid berhubungan dengan transisi sel tumor metastasis
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yang mempunyai- kemampuan migrasi melalui. sirkulasi darah yang pada sebagian kasus

akan ‘membentuk tumor ‘sekunder: ditempat lain. ‘Mekanisme EMT membuat sel kanker
menjadi- sangat invasif dan mampu melakukan metastasis melalui sirkulasi dan sebagai
dasar dari munculnya manifestasi sistemik pada progresi tumor ‘ganas. Hal' ini dikaitkan

dengan: peningkatan. perubahan. sel . epitel--menjadi sel neoplastik yang. mempunyai
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karakteristik sel mesenkim yang mempunyai kemampuan invasi dengan motilitas tinggi (Li
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et al.; 2009). Tahapan progresi tumor yang menjelaskan mekanisme EMT pada invasi lokal,

intravasasi ke sistem sirkulasi sampai kemampuan survival sel tumor pada sistem sirkulasi

dan ekstravasasi ke jaringan baru, dapat dilihat pada gambar di-bawah:ini:
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Sumber: Ghuwalewala et al. (2016)
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Gambar 2:3. Mekanisme invasi sel pada progresi tumor
Gambar 2.3 menjelaskan bahwa berbagai faktor yang menyebabkan peningkatan
aktifitas  oncogenic mutation -akan. mengaktifasi  EMT ‘dengan peningkatan: motilitas sel,

kerusakan hubungan antar sel dan membrana basalis yang memungkinkan intravasasi sel
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kanker menuju sistem ‘sirkulasi. Di dalam sistem 'sirkulasi' sel kanker mengekspresikan

CD44 yang - akan melindungi sel kanker. dari -mekanisme fagositosis dan juga

P
£

mengekspresikan TrkB 'yang 'akan ‘melindungi sel kanker- dari- mekanisme apoptosis.

Kemampuan homing sel kanker pada area sekunder sesudah menginvasi sistem sirkulasi
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dipegaruhi oleh beberapa protein termasuk solubel mediator (chemotaxic) atau molekul aktif
yang mampu membentuk. ikatan .permukaan/active binding ito a surface. bound . molecule

(haptotaxis). Salah satu kemoatraktan yang memandu sel kanker payudara untuk homing

adalah RANK dan CXCR-4 (Quail et al., 2014).
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EMT merupakan program embrionik yang ditandai dengan hilangnya karakteristik sel
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epitel dan terbentuknya sel mesenkim yang berperan penting pada mekanisme progresi

tumor ganas (EMT tipe Ill), penyembuhan luka atau regenerasi jaringan (EMT tipe Il), serta

l

pada kondisi embriogenesis (EMT tipe 1). Mekanisme seluler dari EMT sendiri terjadi akibat
rangkaian proses yang dinamik dari beberapa jalur regulasi baik proses intraseluler ataupun
interseluler.  EMT  merupakan rangkaian perubahan sel ' epitel 'yang mulai - kehilangan
karakteristiknya melalui jalur. sinyaling yang melibatkan berbagai molekul . protein yang

saling berkaitan sehingga menjadi sel yang menunjukkan karakteristik sel mesenkim yang
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lebih labil. Studi mengenai regulasi molekuler dari EMT  telah dikemukakan melalui

e

beberapa kajian kultur jaringan yang menunjukkan bahwa beberapa aktifator ekstraseluler

bertindak sebagai pencetus proses EMT yang direspons oleh jalur komunikasi-seluler antara
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aktifator dan represor EMT. Aktifasi jalur EMT mempunyai beberapa hasil akhir antara lain
penurunan- regulasi- ekspresi E-chaderin. dan> peningkatan ekpresi- dari EMT. assosiated

genes lainnya. EMT dicetuskan melalui berbagai sinyal ekstraseluler di antaranya

komponen- extracellular matrix (ECM). seperti- kolagen dan hyaluronic acid, ataupun oleh
paparan soluble growth factor seperti-transforming growth factor-B2 (TGF-f32), fibroblast
growth factor (FGF), epidermal growth factor (EGF) dan scatter factor/hepatocyte growth
factor (SF/HGF). Akibat paparan beberapa ligan tersebut di atas akan merangsang receptor

mediated singaling untuk mengaktifasi: molekul efektor intraseluler seperti famili small GTP-
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ase -Ras, Rho dan Rac- dan beberapa famili dari Src Tyrosine-kinase. Rangkaian aktifasi

2
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efektor tersebut ‘akan menyebabkan kerusakan ‘junctional complex —dan - perubahan
sitoskeletal, selain itu aktifasi jalur ini juga akan menyebabkan aktifasi regulator transkripsi

seperti Snail (SNAI-1) dan- Slug (SNAI-2) yang mengatur perubahan jalur ekspresi gen
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selama proses EMT. EMT mempermudah pergerakan sel dan menunjang perkembangan

jaringan baruyang berperan pada patogenesis penyakit termasuk keterlibatannya pada

progresi tumor. Berdasarkan hal tersebut maka identifikasi penanda molekuler EMT. mulai
diteliti sebagai indikator progresi tumor pada patomekanisme kanker payudara (Kalluri et al.,

2009).
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EMT sangat berperan pada tahap invasi, hal ini berkaitan dengan serangkaian
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mekanisme EMT ' yang menghasilkan kondisi- peningkatan = motilitas seluler, degradasi

membran basalis dan peningkatan ekspresi beberapa gen yang berhubungan dengan

l

plastisitas sel dan kemampuan invasi (Nguyen, 2009). Pada tumor payudara, - mekanisme
invasi dan migrasi didasari oleh perubahan morfogenesis dari sel epitel normal yang
menciptakan kondisi' hiperplasia sel dalam bentuk sel yang imatur:(progenitor) yang dalam
keadaan ganas terjadi perubahan sel yang bersifat mesenkimal. Berdasarkan sifat dasar sel

progenitor: ‘mempunyai kemampuan ' invasi secara instrinsik ‘dan 'mampu melakukan
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transformasi maligna secara independen. Selanjutnya eskpresi gen yang berperan dalam

e

progresi metastasis pada area tumor primer seperti PTGS2/ COX2, MMP-1, EGFRL akan

meningkatkan angiogenesis. Saat gen-gen ini terekspresi pada sel kanker yang ada pada
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sistem sirkulasi maka rangkaian gen tersebut akan meningkatkan kemampuan sel untuk

ekstravasasi dan menyebar. menuju jaringan organ.jauh, terutama parenkim paru. (Li et al.,

2009).

2.7 Peranan EMT pada tahap metastasis
Metastasis: merupakan proses multistep yang diawali -dari pergerakan sel kanker
primer menuju organ jauh atau jaringan sekunder. Keseluruhan tahap dalam metastasis

tergantung pada kemampuan kesintasan dan kemampuan komunikasi sel kanker sehingga

<
<
=
<
o
0

UNIVERSITAS

membentuk interaksi yang komplek dengan matrik ekstraseluler, sitokin, growth factor,
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membrana basalis, lapisan-endotel, sel darah dan:lingkungan mikro area sekunder dimana
sel kanker akan tumbuh dan berkembang membentuk metastatic focus. Jalur metastasis

diawali kondisi- mutasi yang membentuk tumor melalui- kemampuan -proliferatif yang tidak
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terbatas, toleransi defek pembelahan sel, ketidakstabilan genom, pertahanan progenitor

fenotif dan peran beberapa sel terhadap transformasi sel onkogenik (Nguyen et al., 2009).
Pada proses. pembentukan. tumor lokal yang agresif (tumor.sekunder). maka . sel
tumor harus masuk dalam sistem sirkulasi kemudian keluar menginfiltrasi organ jauh,

namun ‘mekanisme- ini - sangat - unik . karena tidak - semua ‘organ- -mampu -memberikan
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lingkungan -mikro yang memungkinkan- sel tumor tetap survive yang akhirnya membentuk
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koloni agresif yang tidak terkendali. Gen dan aktifitas yang menunjang metastasis bekerja

melalui beberapa tahap, diantaranya gen yang mengatur metastasis pada tahap awal,

l

progresi dan virulensi metastasis. Pada tahap awal .gen metastasis: mengendalikan motilitas
sel, EMT, degradasi ekstraselular matrik, mobilisasi sel progenitor, angiogenesis dan
aktifitas sistem imun: Beberapa gen yang berperan pada tahap awal adalah Snai 1, Snai 2
(Slug). Metastasis diinisiasi oleh supresi non-coding RNA seperti Mir-126 dan Mir-335,

peningkatan ekpresi gen ‘inisiasi metastasis menunjukkan prognosis buruk pada beberapa
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tipe kanker (Ellen et al., 2010).

e

Paparan -growth factor dapat menghambat p53 yang merupakan. tumor. supresor

gene, hal ini akan menstimulasi siklus sel yang berlangsung tanpa melalui check point dan
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menyebabkan pertumbuhan 'sel tanpa kontrol sebagai-mekanisme- dasar- dari - progresi

kanker. Selain itu growth factor TGF-B berperan sebagai pencetus EMT yang paling

potensial (Foubert, 2010), dimana EMT berperan pada tahapinvasi dan metastasis  dari
progresi kanker. Pada proses EMT terjadi perubahan bentuk sel epitel menjadi sel
mesenkim; dimana sel mesenkim  sendiri merupakan ' sumber: produksi growth factor
sehingga jumlah. growth factor dalam tubuh sangat berlebihan.  Jika —growth factor

menempati reseptor di- membran permukaan sel maka ikatan tersebut akan menyebabkan
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fosforilasi beberapa protein .intraseluler yang mengaktifasi  jalur sinyal transduksi® dan
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mempengaruhi fungsi sel. Overekspresi growth factor akan meningkatkan proliferasi sel dan
meningkatkan potensi metastasis. yang akan memperburuk, prognosis. Blokade growth
factor receptor-akan 'menghambat proliferasi sel maligna ‘'dan juga“akan berpengaruh pada

fungsi angiogenesis, motilitas sel dan invasi. Sehingga dimungkinkan untuk dikembangkan
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beberapa obat-obatan yang -bersifat- kompetitif- inhibitor terhadap growth factor. Jumlah

growth factor tidak dipengaruhi - oleh agen sitotoksik, hal ini dikarenakan fungsi-inhibisi p53

dan mekanisme kerja agen sitotoksik yang hanya berperan pada tahap pembelahan sel.

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS




Sehingga jika growth factor tetap ada maka EMT akan terus terjadi dan E-cadherin -akan
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tetap menurun dan sebaliknya terjadi peningkatan-Vimentin (Ellen et al., 2010).

EMT pada kanker payudara merupakan tahapan penting dalam proses metastasis

l

dan invasi tumor, serta menunjukkan peningkatan resistensi. terhadap apoptosis dan obat-
obat kemoterapi (Shih, 2011 dan Hemalatha, 2013). Dalam dekade terakhir beberapa studi
menunjukkan bahwa peningkatan Vimentin merupakan penanda terjadinya proses EMT

pada kanker payudara yang juga meningkatkan risiko terjadinya metastasis dan prognosis
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yang.lebih buruk (Kallergi et al, 2011). Di sisi lain studi yang dilakukan oleh Hofmann pada

tahun-2005' mengukur-soluble E-cadherin pada 133 orang pasien sebelum- dan sesudah

e

diberikan kemoterapi - neoajuvan .dengan menggunakan - enzyme  based immunoassay

technique dan -menunjukkan hasil bahwa ada hubungan yang positif antara sE-Cad dengan
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ukuran tumor pada kondisi pre atau post kemoterapi (Repetto et al., 2014).

2.8 EMT dan resistensi kemoterapi.

Pentingnya EMT secara in vivo telah dikaitkan dengan resistensi terhadap
kemoterapi pada kanker paru. Resistensi kemoterapi ‘berkorelasi dengan adanya sistem
pompa molekul dalam membran sel kanker yang aktif memompa keluar obat kemoterapi
dari‘dalam sel. Hal ini-memungkinkan sel-sel tumor untuk menghindari efek toksik dari-zat

kemoterapi atau proses molekuler lainnya dalam inti ataupun sitoplasma. Sistem pompa ini
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menjadi- penyebab utama terjadinya resistensi- kemoterapi -pada kanker payudara yang
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ditandai: .dengan : adannya. P-glycoproteinl (PGP). yang. juga .dikenal sebagai MDR1
(multidrug resistence 1). Meningkatnya ekspresi MDR1 pada proses EMT berkaitan dengan

resistensi sel kanker payudaraterhadap kemoterapi antrasiklin(Li et al., 2009).
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Satu penelitian multistudi ‘menunjukkan bahwa resistensi sel kanker terhadap obat

kemoterapi paklitaksel/dosetaksel dan 5-florourasil juga berkaitan dengan mekanisme EMT.

Lebih lanjut EMT-associated resistant phenotype ‘dilaporkan juga berhubungan dengan
terjadinya resistensi terapi hormonal tamoksifen dan targetted therapy lainnya pada cell-line

kanker payudara. Pada penelitian cell-line kanker payudara lainnya juga menunjukkan
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bahwa EMT berhungan dengan resisitensi trastuzumab -pada cell-line kanker payudara
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dengan ekspresi HER2 positif (Oliveras-Ferraros et al., 2012).

Beberapa penelitian telah menunjukkan bahwa EMT ‘menjadi mekanisme utama yang

l

mengarah kepada  resistensi. obat, 'EMT memainkan  peran penting: dalam mengatur
resistensi sel kanker terhadap. kemoterapi, kekambuhan dan juga peningkatan metastasis.
Selama proses EMT; sel-sel epitel kehilangan-polaritas ‘sel, interaksi sel-sel dengan sekitar
sel tumor atau sel stroma berkurang, dan terjadi peningkatan kemampuan migrasi dan

invasi, ketahanan terhadap apoptosis dan kemampuan untuk ‘menekan matriks -ekstra
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selular. Perubahan molekul yang terjadi selama EMT mencakup hilangnya molekul epitel

e

adesi sel seperti E-cadherin, dan munculnya penanda mesenkimal seperti Vimentin dan

Fibronektin (Li et al., 2009).
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Transformasi growth factor beta (TGF-B) sering digunakan untuk menginduksi sel-sel

epitel untuk berubah menjadi sel-sel: mesenkim:in vitro.: Beberapa peneliti telah melaporkan

bahwa sel-sel kanker payudara dapat mengalami EMT setelah pemberianTGF-f3. Pada sel

kanker payudara yang diberikan TGF-[3 terjadi peningkatan resistensi terhadap taxol dan
doksorubisin. "Penelitian lain juga menunjukkan bahwa -kanker payudara epitelial -lebih
sensitif terhadap agen kemoterapi, sedangkan sebagian besar sel-sel kanker payudara
mesenkimal menunjukkan resistensi terhadap agen kemoterapi (Li et al., 2009).

Program EMT ini dapat diaktifasi oleh berbagai proses seperti perbaikan jaringan,
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stres patologis, peradangan kronik dan karsinoma. stadium lanjut.. Semua kondisi ini

2
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menimbulkan peningkatan - aktifitas signalling cell melalui Wnt dan TGF[, sehingga terjadi
transisi sel epitel menjadi sel mesenkim yang dikenal dengan istilah Epithelial Mesenchymal

Transition. EMT pada umumnya ditandai dengan hilangnya protein E-cadherin sel epitel dan
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sitokeratin bersamaan dengan munculnya molekul-molekul mesenkimal yang salah satunya

adalah Vimentin 'yang terdapat pada membran basal sel dan termasuk dalam komponen

Ekstra Celullar Matrix/ECM (Kalluri et al., 2009).
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Obat kemoterapi umumnya -memicu apoptosis termasuk siklofosfamid, — 5-
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florodeoksiuridin, 5-fluorourasil, dan antrasiklin (doksorubisin dan epirubisin). Kemoterapi ini

menginduksi kerusakan DNA dan ekpresi p53 yang berperan penting dalam mengatur

l

apoptosis sel melalui regulasi- protein proapototik (Bax) dan regulasi-negatif protein Bcl-2,
Selanjutnya p53 menginduksi gen Bax dan mengekspresi antigen Fas maupun menekan
secara simultan proto-onkogen seperti:Bcl-2, karena: itu penurunan ekspresi p53 ini akan
menyebabkan terjadinya resistensi (Hamilton et al., 2000).

Vimentin yang diekspresi karena proses'EMT akan berikatan dengan reseptor yang
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terdapat pada permukaan sel-dan mempengaruhi molekul adesi sel-sel lainnya. Ikatan ini

A
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menghasilkan sinyal yang berasal dari matriks ekstraseluler dan diteruskan ke sitoplasma,

yang selanjutnya dapat mengaktifasi jaras sinyal intrasel yang salah.  satunya adalah
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signalling ERK" (Extracellular Sinyal-Regulated Kinases). Sinyal pada sel ini- menyebabkan

IkB. (Inhibitor ‘Kappa Beta). 'mengalami fosforilasi- dan- terurai. Sehingga NFkB. (Nuclear

Faktor Kappa Beta) akan teraktifasi dan bermigrasi ke dalam nukelus merangsang faktor

transkripsi-gen spesifik yang menyandi protein (survival dan. apoptosis) yang berperan
penting dalam siklus sel, diantaranya adalah protein anti- apotosis Bcl-2 dan protein pro-
proliferasi yaitu Myc. Ketika p53, Bax dan Bad mempromosikan-kematian sel, Bcl-2 dan-Bcl-
xI bekerja berlawanan proses tersebut. Sedangkan E-cadherin merupakan protein adesi

transmembran yang sangat tergantung pada kadar kalsium  dengan berat molekul 120 kDa
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dan terletak pada adherens junction, protein ini sering disebut sebagai marker sel epitel
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normal (Chen et al., 2014).

Banyak  penelitian klinis melakukan analisis terhadap. hubungan mekanisme EMT

| REPOSITORY.UB,ACID |

dengan prognosis pasien yaitu 'survival penderita kanker payudara. Berbagai penelitian yang

menganalis_hubungan klinis marker yang berhubungan dengan EMT dapat dilihat pada gambar di

bawah.
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i - Study N Method Markers Clinical Outcome p-Value
| <
| «E’ Lin ef al. [26] 441 HC Low E-cadherin, High Slug, High Vimentn  Associated with Low DFS and Low OS5 <0.01
% Aleskandarany ef al. [27] 1035 IHC RPPA Low E-cadhurin and High N-cadherin =~ Associated with Low DFS and Low OS5 <0.001
; 8 CD44"/CD24™ vs. CD4M4 /DA™ 0.05
| & Wu et al. [37] 126 HC o £ _ B Asgociated with Low DFS
[} CD24 " CD44 vs. CD44 /CD24 0.016
Lin et al. [40] 147 THC cpagligh cypqlow Associated with Low DFS and Low 08 <0.05
< Ma et ol [98] 45 RT-gPCR miR9 Associated with Metastasis <0.01
><- Bonnie ¢f al. [127) 492 HC Low E-cadherin Increased HR of all-cause mortality  <0.03
V) — High cytosolic f-catenin 0.0005
< — Ehramtsov et al [128] 117 HC Assoctated with Low OS
E ; Or High o High nuclear p-catenin 0.039
m . - . Spe
T < High Twist High mortality ns.
% m Martin ef al. [129] 180 RT-gPCR High Snail High meortality 1.
S0 Hich Stug Hish metastasis 0.05
i _ o _ No association with DFS and OS; ES
Mylona et al. [130] 155 HC CD44 /CD24 ;CD24 " CD44

Associated with low DFS and O3 <0.05
Guwak et af [131] 205 THC, RT-gPCR miR0 Associated with low DFS and OS <0.05
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Sumber:; Wei et al.. (2012)

Gambar 2.4 Hubungan klinis marker yang berhubungan dengan EMT

Gambar 2.4 menggambarkan studi Klinis nilai prognostik -marker survival yang

berhubungan dengan EMT, tampak bahwa semua data di atas menunjukkan prognosis
penderita dan kesintasan pasien, tapi tidak ada studi yang meneliti marker prediktif biologi
yang jelas terhadap terapi dan resistensi kemoterapi. Karena itu perlu dilakukan penelitian
dan: pengembangan untuk -menemukan biomarker < prediktor yang lebih “baik  yang

berhubungan dengan EMT dan resistensi kemoterapi untuk kepentingan klinis selanjutnya

<
<
s
<L
o
o0

UNIVERSITAS

(Wei et al., 2012).
Berdasarkan data dari penelitian terhadap model kultur in vitro, peran EMT pada
terjadinya resistensi-kemoterapi- maupun- targetted therapy lainnya menjadi perhatian dan

terus diteliti. Beberapa penelitian lain mengalami_kesulitan: karena adanya. keterbatasan
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pada desain penelitian dan jumlah sampel yang kurang, karena itu dibutuhkan penelitian

Klinis...yang - bisa. menghubungkan:. EMT dengan. terjadinya  resistensi. terapi. : Seperti

disebutkan di atas bahwa sebagian besar penelitian'yang menghubungkan' progresifitas sel
kanker dan resistensi kemoterapi dilakukan pada cell line kanker dan binatang coba, karena

itu relevansinya pada sel kanker manusia masih menjadi sangat penting dan perlu dilakukan
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penelitian lebih lanjut. Penemuan biomarker valid “yang berhubungan dengan EMT menjadi
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sangat penting di dalam menilai terjadinya resistensi kemoterapi dan metastasis. Penemuan

prediktor biologis langsung pada pasien dapat memberikan informasi langsung mengenai

l

prediksi pasien dan sangat penting dalam menentukan pemilihan protokol terapi yng lebih

selektif dan juga akan menentukan seberapa agresif kita memberikan terapi selanjutnya.

2.9 Peranan protein CD44 dan CD24 pada EMT dan resistensi

CD44 merupakan suatu’ komplek glikoprotein transmembran  dengan berat 80 — 85
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kDa, yang mempunyai peranan baik dalam proses fisiologis maupun proses patologis, adesi

e

sel, inflamasi dan perkembangan tumor.  Ekspresi CD44 diregulasi oleh faktor intraseluler

ataupun _ekstraseluler, dimana. CD44 merupakan target pada jalur Wnt (Hanxiao et al.,
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2015). CD44 merupakan reseptor glikoprotein transmembran yang berperan dalam adesi
sel, dan: ekspresinya. di regulasi oleh kondisi lingkungan mikro yang hipoksia.: Overekspresi

CD44 ditemukan pada progresi kanker yang agresif sehingga memungkinkan CD44 menjadi

target pengembangan terapi untuk eliminasi sel kanker yang agresif (Jin et al., 2016). Pada
kebanyakan kasus kanker CD44 terekspresi pada permukaan sel kanker yang berperan
besar pada tahap inisiasi, metastatik dan tumarigenesis (Appalaraju et al., 2012). Karakter
sel yang mengekspresikan CD44 menunjukkan perilaku sel yang lambat membelah, dan

mempunyai tingkat resistensi yang tinggi terhadap kemoterapi- dan radiasi. Sel yang
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mempunyai kecepatan pembelahan lambat tidak bisa menjadi sasaran dari kebanyakan

2
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rejimen kemoterapi, karena mekanisme umum kemoterapi adalah menghambat fase sel
yang sedang membelah dengan cepat, baik itu.sel tumor maupun sel yang sehat, termasuk

leukosit ‘dan prekusor bone “marrow ' (Genevieve ‘et al., 2011). ' Kemoterapi sebenarnya

| REPOSITORY.UB,ACID |

efektifitasnya tidak bekerja pada. semua pasien kanker mengingat pada kanker dengan

pembelahan sel yang lambat ‘atau jenis tumor arrested in growth efektifitas kemoterapi sulit

diharapkan. Dalam. aplikasi. laboratorium. pemeriksaan ekspresi. CD44 dan CD24. menjadi
satu paket pemeriksaan yang dapat dilakukan analisis dengan baik. Menurut Brunna et al.

(2014) melalui studi-invivo-maupun: invitro menunjukkan bahwa ZEB 1 (faktor transkripsi)
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mempunyai korelasi yang signifikan dengan ekspresi CD44 pada jaringan tumor. Diketahui

[ reposiToRY.UBACID |

bahwa overekspresi dari ZEB 1 mampu menginduksi EMT, dan ZEB 1 berperan dalam

melawan kemampuan motilitas dan invasi dari sel kanker (Hanxiao et al., 2015). Mekanisme

dan jalur sinyaling yang di induksi oleh CD 44 dapat dilihat pada gambar di bawah.
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Cytoplasm

Sumber: Hanxiao et al. (2015)

Gambar 2.5. Representasi-jalur sinyaling yang.di-induksi oleh CD 44

Gambar 2.5 di atas dijelaskan-bahwa pada kanker payudara CD44 menyebabkan

fosforilasi STAT3, sehingga STAT3 mengalami translokasi ke nukleus dan berikatan dengan
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NFkB-untuk mengaktifkan hTERT yang selanjutnya akan meningkatkan ekspresi dari:CD44.

e
75

Selain itu peningkatan aktivitas gen yang menghambat ekspresi E-cadherin selama EMT
akan juga berdampak pada terlepasnya ikatan komplek E-cadherin dan B-catenin yang

secara  fisiologis - berperan dalam menjaga komplek. sel-sel adesi. Terlepasnya ikatan
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komplek E-cadherin dan B-catenin akan menyebabkan translokasi 3-catenin ke nukleus dan

menyebabkan peningkatan ekspresi berbagai jenis growth factor dan mengaktifasi gen yang

berhubungan dengan invasi dan migrasi sel (ZEB dan Snail). Sedangkan perubahan bentuk

CD44. dianggap sebagai penentu .pada aktifitas EMT, perubahan isoform :CD44. menjadi
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CD44s penting untuk EMT pada kanker payudara dimana perubahan itu akan mengaktifasi
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sinyaling Akt yang kemudian akan meningkatkan aktivitas EMT (Hanxiao et al., 2015).

Telah- dijelaskan bahwa peningkatan ekspresi CD44 berhubungan dengan ekspresi

l

profilEMT, dimana ekspresi CD44 berbanding terbalik dengan E-cadherin:dan menunjukkan
hubungan yang positif dengan ekspresi Vimentin (Mima et al., 2013).

Tampilan CD44 yang berhubungan dengan EMT  merupakan kombinasi© dengan
molekul lain seperti CD29 dan CD24. Penelitian lain menunjukkan bahwa pada kanker

payudara ekspresi' CD44/CD24 berhubungan ‘dengan berbagai ekspresi gen terkait EMT
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seperti - Vimentin, Zebl, Zeb2, [-catenin, dan Matriks metaloproteinase-1. Telah

e

disampaikan bahwa karakter sel yang mengekspresikan CD44 menunjukkan perilaku sel

yang lambat membelah; mempunyai tingkat resistensi yang tinggi pada kemoterapi primer
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dan radiasi (Ghuwaewala et al., 2016).
Berbeda dengan CD44, maka CD24 merupakan = molekul protein: - yang dapat

dijumpai di permukaan sel yang tertambat pada glycosyl-phosphotidyl-inositol  (GPI)

(Appalaraju et al., 2012). Twist-juga dianggap sebagai represor transkripsi dari. CD24 dan
memungkinkan peningkatan kemampuan resistensi sel kanker terhadap kemoterapi melalui
kemampuan sel melakukan reflux obat kemoterapi keluar dari intrasel (Farhad et al., 2009).
Baumann et al. (2005] menunjukkan CD24 dapat meningkatkan kemampuan invasi,

sedangkan ' Schabath et al. (2006) menunjukkan ekspresi CD24 menghambat invasi dan
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metastasis.  Pada intinya nilai prognostik dari protein penanda ini pada kasus kanker
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payudara ‘masih 'kontroversi sehingga masih ‘diperlukan penelitian- lebih lanjut tentang
keterbatasan yang berkaitan dengan ekspresi CD24 (Appalaraju et al., 2012).

Kesimpulan ~sebuah “studi' ‘oleh dinyatakan ' bahwa sel  payudara ' manusia
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epitelial/lhuman._mammary epithelial cells (HMLE) mengekspresikan . CD44+(tinggi) dan

CD24-(rendah) ' menunjukkan 'sel''yang mempunyai fenotip ‘mesenkimal ‘yang - telah

mengalami. .proses.. EMT. . Fenotip . sel yang. mengekspresikan .CD44+ .dan: CD24-
meningkatkan level ekspresi Snail, Slug, Twist, N-cadherin dan menurunkan “E-cadherin.

Dari-studi Klinis-in vitro cell-line-dan -in.vivo binatang :coba tikus menunjukkan. bahwa sel
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dengan fenotipe CD44+ dan CD24- menunjukkan sel kanker tersebut berhubungan dengan
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peningkatan risiko metastasis jauh yang lebih tinggi (Mima et al., 2013).

Data dari satu studi prospektif berhasil diidentifikasi dan diisolasi sel-sel tumorigenik

l

yang mengekspresikan CD44+ dan CD24- pada delapan dari sembilan-pasien. Sedikitnya
100 sel dengan fenotipe ini mampu membentuk tumor pada tikus, sedangkan puluhan ribu
sel-sel dengan fenotipe lainnya 'gagal untuk  membentuk tumor. Selanjutnya ~dalam
pembiakan subpopulasi sel yang mengandung CD44+ dan CD24- ini menghasilkan sel

subpopulasi’ yang bersifat tumorigenik ' dan- ‘mengandung - sel-sel- ' ‘tumor ~baru- yang
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mengandung - CD44+ dan CD24-. Keberhasilan secara . prospektif =mengidentifikasi
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tumorigenic marker sel-sel kanker ‘ini-akan memudahkan penjelasan jalur yang mengatur

pertumbuhan dan kelangsungan hidup. sel kanker payudara. Selain itu, pemahaman tentang
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sel-sel yang mengekspresikan CD44+ dan CD24- yang memicu perkembangan ‘tumor,

maka dimungkinkan didapatkannya strategi untuk memberikan terapi-yang lebih efektif (Al-

Hajj et al., 2013).

2.10. - Kemoterapi-neoajuvan antrasiklin dan . EMT
Semua obat kemoterapi berfungsi untuk membatasi pertumbuhan dan progresi sel

kanker melalui  peningkatan aktifitas ‘apoptosis  melalui jalur p53, induksi p21 dan
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pembentukan. apoptosom. Berikut ini akan dijelaskan lebih lanjut tentang peranan agen
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kemoterapi neoajuvan pada mekanisme EMT.

Pada satu “uji- insilico "dengan uji- “docking 'molekuler menunjukkan bahwa
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doksorubisin menghambat PI3K secara kompetitif dengan ATP. Penghambatan PI3K/Akt

oleh doksorubisin dapat memacu terjadinya apoptosis. Perlu-diketahui' bahwa doksorubisin

adalah salah satu regimen kemoterapi jenis antrasiklin. Pemberian kemoterapi doksorubisin
akan mengganggu fungsi p53. Sehingga akan akan berpengaruh pada pemacuan apoptosis

dan cell cycle arrest - Penelusuran lebih lanjut didapatkan bahwa peningkatan apoptosis
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melalui p53 independent pathway memang masih perlu dilakukan untuk mengetahui fokus
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target doksorubisin (Lacroix et al., 2006).

Mekanisme terjadinya epithelial to meschenchymal transition (EMT) dengan

resistensi kemoterapi dapat digambarkan di dalam bagan di bawah.
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A 4

GO — G1 cell cycle arrest

Gambar 2.6. Mekanisme EMT pada resistensi kemoterapi antrasiklin

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS




Apoptosis pada sel kanker payudara yang mengalami mutasi p53 melalui-jalur
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Fas/caspase 8 dan Akt/ Bad. Fas mengaktifasi pro-caspase-8/10 kemudian dilanjutkan

dengan aktivasi caspase-3, 6, 7 yang mengeksekusi apoptosis. Caspase-8 -juga

l

mengaktifkan t-Bid ' yang - memacu - mitokondria . untuk . melepaskan - sitokrom-C- yang
selanjutnya membentuk apoptosome dengan Apaf-1 dan dATP. Caspase-3 juga teraktifasi
pada sel kanker payudara yang diberikan doksorubisin. Doksorubisin: juga terbukti mampu
menginduksi apoptosis melalui peningkatan aktifasi Fas pada sel kanker payudara (El-

Mahdy et al., 2005).
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Dari: sebuah data yang dianalisis menunjukkan bahwa EMT yang diinduksi oleh

e

faktor-faktor Snail dan Twaist akan meningkatkan ekspresi p53 mutan dan KRAS-G12D,

sehingga akan terjadi peningkatan metastasis dan dan resistensi kemoterapi (Zheng et al.,
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2015). Demikian pula dengan:Fisher-et al. menunjukkan-bahwa EMT yang terjadi melalui

aktifasi jalur Snail dan Twist berhubungan dengan peningkatan metastasis dan peningkatan

resistensi ~kemoterapi. Hubungan  secara Jlangsung antara ‘EMT dengan  resistensi
kemoterapi - memang belum jelas, tetapi pada penelitian terhadap binatang coba tikus (mice)
jelas sekali'nampak bahwa supresiterhadap EMT meningkatkan sensitifitas kemoterapi dan

memperbesar angka kesintasan (Zheng et al, 2015; Fischer et al., 2015).

2.11. Interaksi protein
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Protein adalah molekul 'yang sangat penting dalam sel, sebagian besar fungsi
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protein adalah berinteraksi dengan molekul lain, terutama dengan sesama protein. Interaksi
protein mengalami regulasi dan terkonservasi pada evolusi. Hal ini terjadi karena interaksi

tidak sempurna yang dipicu oleh mutasi.random, dapat -menyebabkan disfungsi molekul.
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Oleh sebab itu, area interaksi interface molekul berada dibawah tekanan oleh seleksi alam

dan lebih terpelihara dibandingkan dengan bagian lain pada protein. Sejalan dengan

semakin lengkapnya sekuens genom, ‘interaktomik struktural’ protein untuk memetakan
semua interaksi domain  protein menjadi semakin penting. Sekarang  ilmuwan dapat

memetakan seluruh interaktom manusia secara, hamun masih banyak sekali rahasia yang
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belum terungkap, karena itu pemahaman tettang interaksi protein dengan protein (PPI)
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menjadi sangat penting (Gong et al., 2005).

Protein dapat berinteraksi dengan banyak jenis molekul. Interaksi ini dapat berupa

l

intermolekular (antara protein dan bagian yang melekat secara kovalen) atau intramolekul
(interaksi protein non-kovalen dengan molekul lain). Interaksi semacam itu terkait dengan
fungsi mereka dan karena itu merupakan obyek studi dalam biologi molekular. Interaksi

protein dapat diklasifikasikan sebagai:
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Interaksi protein-ligan

A
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Interaksi protein-protein (PPI)
Interaksi protein-lipid

Interaksi protein-karbohidrat
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Interaksi protein-polinukleotid

Interaksi Protein-DNA

Interaksi protein-polifenol

Interaksi protein-pelarut

Interaksi antar “protein (protein-proteininteraction) yang selanjutnya disingkat PPI
adalah kontak fisik spesifik yang terbentuk antara dua atau lebih molekul protein sebagai

akibat dari peristiwa biokimia 'yang dikendalikan ‘oleh 'gaya elektrostatik termasuk efek
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hidrofobik. Banyak kontak fisik dengan asosiasi molekular antara rantai yang terjadi dalam
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sel atau organisme hidup -dalam konteks biomolekular- tertentu. Protein jarang bertindak

sendiri karena fungsinya cenderung diatur secara sistemik. Banyak proses molekular dalam
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sel-dilakukan oleh mesin molekular yang dibangun dari sejumlah besar komponen protein

yang diatur oleh-interaksi protein dengan protein. Interaksi.ini membentuk apa yang disebut

interactomics organisme, sementara interaksi protein’ dengan protein  (PPl)  yang
menyimpang adalah -dasar. dari-beberapa penyakit terkait agregasi, seperti--Creutzfeldt-
Jakob, penyakit Alzheimer, dan dapat menyebabkan kanker. PPI telah dipelajari dari

perspektif yang berbeda -secara biokimia, kimia -kuantum, dinamika: molekular, dan
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transduksi sinyal. Aktifitas sel diatur oleh sinyal ekstraseluler. Penghantaran sinyal di-dalam
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dan atau di sepanjang bagian dalam sel tergantung pada interaksi protein dengan protein

(PPI) antara berbagai molekul sinyal. Rekrutmen jalur sinyal melalui PPI disebut transduksi

l

sinyal-dan memainkan: peran mendasar dalam banyak proses biologis dan dalam banyak

penyakit termasuk penyakit degenaratif dan kanker (Archakov et al., 2003).

Penggambarkan jenis interaksi antar protein atau (protein-protein interaction, PPI)

penting untuk memikirkan bahwa protein dapat berinteraksi dengan cara sementara (untuk
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menghasilkan beberapa efek spesifik dalam waktu singkat) atau untuk berinteraksi dengan

protein  ‘lain dengan cara  permanen untuk - membangun - kompleks “multiprotein- yang

e

merupakan mesin molekular dalam sistem kehidupan. Suatu penyusunan kompleks protein

dapat ‘menghasilkan pembentukan kompleks homooligomer atau heterooligomer. ‘Selain
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kompleks. konvensional, sebagai penghambat' enzim dan -antigen antibodi, -interaksi. juga

dapat dibentuk antara domain-domain dan domain-peptida. Interaksi yang melibatkan

protein yang berinteraksi-untuk waktuyang lama, akan. mengambil bagian dari kompleks
permanen sebagai subunit, untuk melaksanakan peran struktural atau fungsional. Ini
biasanya ' kasus homo-oligomer ‘(misalnya sitokrom c¢), dan beberapa protein hetero-
oligomer, sebagai subunit ATPase. Di sisi lain, protein dapat berinteraksi secara singkat dan

reversibel dengan protein lain hanya dalam konteks seluler tertentu, tipe sel, tahap siklus
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sel, faktor “eksternal, keberadaan protein pengikat -lainnya, seperti..yang. terjadi pada

2
£

sebagian besar protein yang terlibat dalam kaskade biokimia, interaksi ini disebut disebut
interaksi transien. Sebagai contoh, beberapa reseptor berpasangan protein G hanya terikat
secara sementara ke protein’' ‘G1/0- ketika mereka ‘diaktifkan - oleh ' ligan- ‘ekstraseluler

(Salwinski, 2004).
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Interaksi-molekular dapat terjadi antara- molekul yang termasuk keluarga biokimia

yang berbeda (protein, asam nukleat, lipid, karbohidrat, dll., tapi juga dapat terjadi di dalam
satu famili - misalnya  protein dengan protein. Setiap  kali . molekul-molekul  tersebut

dihubungkan oleh interaksi fisik, mereka membentuk network interaksi molekular yang
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umumnya diklasifikasikan oleh sifat dari senyawa yang terlibat. Paling sering, interactome
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mengacu pada interaksi protein-protein, misalnya protein interactome Sirt-1 dan interactome

ds famili Sirt family adalah satu network yang melibatkan-Sirt-1 dan berinteraksi langsung

l

dengan protein di mana sebagai urutan kedua interactome menggambarkan interaksi-antara
protein yang berfungsi dan berposisi berdekatan. Jenis interaksi yang. lain adalah protein
dengan DNA interactome, yang juga disebut network pengaturan  gen, network yang
dibentuk oleh faktor transkripsi, protein pengaturan kromatin, dan gen target. Bahkan

network metabolik dapat 'dianggap' sebagai network ‘interaksi ‘molekular. metabolit, yaitu
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senyawa kimia dalam sel, diubah menjadi satu. sama lain oleh enzim, yang harus mengikat

A
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substrat mereka secara fisik. Faktanya, semua jenis yang berinteraksi saling berhubungan,

sebagai. .contoh,. protein interctome mengandung banyak enzim yang. pada. gilirannya
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membentuk network biokimia. Demikian pula, network regulasi gen dapat tumpang tindih

secara substansial dengan.network interaksi protein dan network pensinyalan (Gong- et al.,

2015).

Proses komunikasi sinyal di dalam sel-sel dibagi menjadi tiga tahap, yaitu:

1. Penerimaan (reception) , merupakan pendeteksian sinyal yang berasal dari luar sel
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target. Sinyal kimiawi ini-akan terdeteksi apabila sinyal terikat pada protein ‘seluler

yang -ada pada permukaan. sel yang target.
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2. Transduksi sinyal, tahapan ini diawali- dengan pengikatan -molekul sinyal yang
mengubah protein reseptor. Pada tahap ini akan ada perubahan sinyal menjadi satu

bentuk yang dapat menimbulkan respons seluler:spesifik: Transduksi sinyal ini dapat
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terjadi melalui satu langkah, namun lebih sering terjadi. melalui serangkaian langkah

urutan perubahan dalam sederet molekul yang berbeda jalur transduksi sinyal.

Transduksi sinyal meliputi-aktifitas sebagai berikut:
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a. Pengenalan berbagai sinyal dari luar terhadap reseptor spesifik yang terdapat
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pada membran permukaan sel.

b.  Penghantaran sinyal melalui -membran sel dalam sitoplasma. Penghantaran

sinyal pada molekul efektor spesifik pada bagian membran sel atau efektor
spesifik- dalam sitoplasma. Hantaran sinyal spesifik ini-kemudian-menimbulkan
respon spesifik terhadap sinyal tersebut. Respons spesifik - yang timbul

tergantung pada jenis sinyal yang diterima. Respons dapat berbeda berupa
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peningkatan atau penurunan aktifitas dari enzim-enzim metabolik, rekonfigurasi

sitoskeleton, ‘perubahan permeabilitas ‘membran- sel, aktifasi sintesis* DNA,

4
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perubahan ekspresi protein ataupun-aktifasi program-apoptosis.
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3. Terputusnya rangkaian sinyal terjadi apabila rangsangan dari-luar mulai berkurang,

terputusnya sinyal juga akan terjadi apabila terdapat tidak aktifnya sebagian-atau

pun semua molekul penghantaran sinyal (Reynolds et al:, 2008).

2.12. Interaksi genetik kanker

Interaksi genetik kanker adalah keadaan saling mempengaruhi antar beberapa gen
yang mengalami mutasi. Tipe interaksi gen merupakan hasil interaksi diantara gen-gen dan
menghasilkan produk dari aktivitas 2 gen atau lebih. Interaksi ini mungkin berada pada

level gen-gen itu sendiri, aksi dari produk-produk yang dihasilkan pada kegiatan sitoplasma
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atau merupakan interaksi sel-sel atau organ-organ yang gen-gennya mengalami
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perubahan. Produk dari semua aspek fenotipe bergantung pada keseluruhan gen yang
membentuk genome. Seiring dengan perkembangan waktu maka penelitian-penelitian yang
menjelaskan tentang interaksi gen semakin berkembang. Salah satunya adalah

dipahaminya bahwa dominansi suatu alel terhadap alel lain tidak selalu terjadi. Perubahan
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pengaruh dominansi ini timbul akibat perubahan intralokus atau intralelik atau intragenik,

perubahan interlokus atau intergenik dan perubahan interaksi gen dengan lingkungan
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Analisis genetik dapat mengidentifikasi gen yang berinteraksi dalam menentukan
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suatu sifat atau gen-gen yang terdapat dalam lintasan biologi yang khusus. Kunci utamanya

adalah bahwa interaksi gen menyebabkan perubahan rasio turunan. Terdapat beberapa

jenis interaksi yang menimbulkan berbagai modifikasi fenotipe. Perbedaan penting adalah
adanya interaksi gen yang berada dalam lintasan biologi yang sama dan terdapat juga
interaksi gen yang berada dalam lintasan yang berbeda, antara lain (Tischler et al., 2008):
1. Interaksi gen dalam lintasan biologi yang berbeda

2. Interaksi gen dalam lintasan biologi yang sama
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a. Intralokus atau intralelik atau intragenik adalah interkasi yang terjadi antar 2 atau lebih
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alel yang berasal dari lokus yang sama, untuk menghasilkan suatu fenotipe.

b. Interlokus atau intergenik
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Interaksi ini merupakan peristiwa dimana dua atau lebih gen kanker dari lokus yang berbeda

berinteraksi mempengaruhi suatu karakter dan suatu gen/lokus menutupi gen/lokus kanker

lainnya dan dikenal dengan istilah epistasi. Epistasis artinya menutupi gen lain dan gen

yang ditutup disebut juga dengan hipostatis. Pemunculan sifat satu alel dapat berubah
karena adanya kehadiran atau ketidakhadiran salah satu alel atau lebih pada lokus yang
berlainan. Proses ini berlangsung bila paling sedikit ada 2 lokus yang mengendalikan
pemunculan satu sifat/karakter kanker (Asworth et al., 2011).

Masih banyak hal yang masih menjadi misteri di dalam pemahaman interaksi,
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diantaranya interaksi antar protein dengan protein di dalam proses penghantaran transduksi

e
i

sinyal, demikian pula di dalam interaksi antar genetik di dalam karsinogenesis. Sangat
mungkin terjadi interaksi di dalam pensinyalan transduksi antar protein mau pun interaksi
genetik antara gen-gen Vimentin, E-cadherin, CD44 dan CD24, sehingga mempunyai
pengaruh yang berbeda ketika protein-protein tersebut bekerja sendiri-sendiri di dalam

mekanisme EMT dengan ketika semua protein marker tersebut bekerja bersama-sama
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dimana akan terjadi interaksi yang saling berpengaruh secara keseluruhan terhadap

progresifitas sel kanker payudara maupun respons terhadap kemoterapi.
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2.13. Kerangka teori
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Berdasarkan berbagai teori dan data temuan hasil penelitian-penelitian di dalam

studi pustaka di atas maka dapat disusun kerangka teori di-bawah ini.

Sitokin proinflamasi

A\ 4
Aktivasi STAT 3

) 4 v
Ekspresi ZEB 1 Snail Signaling Twist Signaling
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EMT(epi’EbeIial to mesenchymal trgrnsition)

| |
' | ¢

Motilitas dan migrasi P53 Kerusakan
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struktur adesi sel
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Gambar 2.7. Kerangka teori
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Gambar 2.3 menjelaskan progresifitas kanker akibat crosstalk berbagai protein yang

terlibat membentuk lingkungan mikro tumor dipengaruhi oleh paparan growth factor, kondisi
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hipoksia dan sitokin proinflamasi yang akan mengubah ekspresi berbagai gen seperti ZEB1.

Gen tersebut akan meningkatkan ekspresi sebagian gen serta menekan ekspresi gen yang

lain “ pula seperti gambaran keterlibatan dan peran ' ZEB1 pada aktifasi epithelial to
mesenchymal transition: (EMT). Aktifitas EMT menyebabkan perubahan ekspresi baik pada

protein E-cadherin - maupun Vimentin “serta ekspresi dari CD44 dan CD24. Telah diketahui
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bahwa aktifasi EMT akan berdampak pada perubahan kemampuan sel menjadi lebih invasif
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dengan matilitasnya yang tinggi sehingga memungkinkan sel kanker untuk menembus

sirkulasi dan menyebabkan metastasis kanker di area sekunder. Namun perubahan

l

ekspresi  CD44 dan: CD24 belum bisa: dijelaskan keterkaitannya terhadap ' progresifitas
kanker, diduga bahwa peningkatan ekspresi CD44 dan CD24 berhubungan dengan
kecenderungan resistensi “kemoterapi. -Sehinggadimungkinkan - analisis sebuah “logika
bahwa penurunan atau blokade pada aktifasi EMT akan mengakibatkan penghambatan

progresivitas sel kanker, penurunan risiko metastasis' kanker, dan -peningkatan respons
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kemoterapi. .
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Berbagai jenis sitokin proinflamasi akan menyebabkan fosforilasi komplek STAT 3

dan NFkB (Rel A) di membran sel, fosforilasi tersebut akan menyebabkan STAT 3
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translokasi-ke nukleus untuk mengaktifasi berbagai- ekspresi- gen - seperti-Spingosine 1

Phosphate (S1P) yang akan meningkatkan produksi sitokin proinflamasi, Twist signaling

yang, -menyebabkan - blokade -ekspresi-: CD24 -dan ' E-cadherin; -Snail- signaling yang
meningkatkan ekspresi Vimentin dan aktivasi gen ZEB dimana ZEB bersama dengan gen
hTERT akan meningkatkan ekspresi dari CD44. Selain penekanan dari ekspresi E-cadherin,
peningkatan ekspresi CD44 akan menyebabkan fosforilasi. komplek (-catenin dan E-

cadherin sehingga menyebabkan translokasi p-catenin ke nukleus yang juga akan
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menyebabkan stabilisasi ekspresi CD44. Pada sebuah penelitian pada kanker payudara

&
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didapatkan ekspresi CD44 dan CD24 terdeteksi pada cairan efusi pleura metastasis.
Sebaliknya peningkatan jumlah CD24 telah teridentifikasi pada sel kanker metastasis pasien
kanker payudara. Karena itu sangat mungkin CD44 'dan CD24 pada sel-sel kanker payudara

inilah yang menginisiasi proses metastasis (Shmelkov et al., 2008).
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KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS PENELITIAN

3.1. Kerangka konsep penelitian

Berdasarkan' penelusuran “teori-dan konsep yang telah dilakukan -di-Bab Tinjauan

s Pustaka, maka dapat disusun kerangka konsep seperti gambar di bawah ini.
<
e
= = sitory Universitas >
& ! TGF-B, hipoksiadan R ]
w < v . o | ZEB1
> o i sitokin pro-inflamasi o :
Zm i dilingkungan mikro ! ,
E-CADHERIN
1 KEMOTERAPI T
o "] (Epithelial cell) | T
berbasis CD4 | 0 A <] CD2
antrasiklin ' MMP E"\ EMT +4 Twist i
:re.‘ - : I I !
2 S .. .
12 | Kerussken ! y P53 i
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| Wnt :
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Gambar 3.1. Kerangka Konsep
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Keterangan kerangka-konsep

Kanker payudara berasal dari sel-sel epitel yang kemudian berubah menjadi sel

mesenkim karena proses EMT. Pada kondisi tertentu terjadi peningkatan aktivasi sinyalling
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cell melalui- Wnt dan TGFB maka akan terjadi transisi sel epitel menjadi sel mesenkim yang
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dikenal dengan istilah Epithelial Mesenchymal Transition. Pada kondisi ini terjadi penurunan

E-cadherin -dan peningkatan ekspresi glikoprotein Vimentin yang terdapat pada basement

l

membran sel yang termasuk dalam komponen Ekstra Celullar Matrix-(ECM). Protein CD44
pada permukaan membran sel juga akan memberikan sinyal transduksi yang akan
merangsang Snail dan MMT1-MMP:yang selanjutnya ' akan memicu terjadinya EMT.
Sedangkan CD24 mengaktifasi EMT melalui jalur aktivasi Snail, Slug dan Twist. Vimentin

akan berikatan 'dengan reseptor yang terdapat pada permukaan:sel dan mempengaruhi
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molecule adhesion sel-sel lainnya. lkatan ini-dapat meneruskan sinyal yang berasal dari

e

matriks ekstraseluler yang berakibat sinyal survival dilepaskan ke sitoplasma. lkatan ligand

Vimentin dengan reseptor yang ada pada permukaan membran sel dapat mengaktifasi jaras
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sinyal intrasel yang salah satunya adalah signalling ERK (extracellular signal-regulated
kinases). Signaling .ini- masuk: ke. dalam  nukleus sel dan memicu. faktor transkripsi yaitu

NFKkB. NfKB merupakan faktor transkripsi yang dapat merangsang ekspresi gen-gen spesifik

yang menyandi protein yang berperan. penting dalam siklus sel, diantaranya adalah protein
anti apotosis Bcl-2, Bcl-xl, dan protein pro-proliferasi -yaitu Myc, dimana kemoterapi
antrasiklin - menyebabkan  kerusakan- DNA dan memicu ekspresi p-53, kemudian p-53
menginduksi ekspresi protein pro apoptosis seperti Bak/Bax (Kresno, 2012). Bcl-2 dan Bcl-

xl yang meningkat dapat menghambat protein Bax yang dipicu oleh kemoterapi sehingga
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apoptosis yang diharapkan tidak terjadi. Apoptosis yang menurun memberikan pengaruh

2
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terhadap respons' kemoterapi: pasien kanker payudara dan _akan menyebabkan respons
kemoterapi menurun (Lo and. Yu-Li, 2012). Masing-masing protein prediktor mempunyai

pengaruh langsung terhadap EMT maupun terhadap respons kemoterapi, namun diketahui
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juga bahwa di antara masing-masing protein perdiktor satu dengan protein prediktor lainnya

mempunyai interaksi ‘genetik (Ashworth' et al., 2011) yang akan mengubah ‘pengaruh

keseluruhan. protein. terhadap proses. EMT, migrasi, metastasis, apoptosis: dan respons

kemoterapi.
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3.2. Hipotesis penelitian
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Kombinasi' Vimentin, E-cadherin, CD44 dan CD24 dapat digunakan sebagai satu

model prediktor respons kemoterapi neoajuvan berbasis- antrasiklin pada pasien kanker

payudara stadium |lIB subtipe Luminal, oleh karena:itu hipotesis penelitian ini adalah:

1. Terdapat hubungan antara ekspresi- Vimentin yang rendah dengan respons kemoterapi
neoajuvan berbasis-antrasiklin pada pasien kanker payudara stadium 1l subtipe Luminal.

2. Terdapat hubungan antara ekspresi E-cadherin yang tinggi dengan respons kemoterapi

neoajuvan berbasis antrasiklin. pada pasien ‘kanker payudara -stadium B subtipe
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Luminal.

4
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3. Terdapat hubungan antara ekspresi CD44 yang rendah dengan respons kemoterapi
neoajuvan : berbasis - antrasiklin pada. pasien_ kanker. payudara .stadium llIB . subtipe

Luminal.
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4. Terdapat hubungan antara ekspresi CD24. yang tinggi dengan. respons -kemoterapi

neoajuvan berbasis antrasiklin pada pasien kanker payudara stadium 1B subtipe

Luminal.

5. Kombinasi Vimentin, E-cadherin, CD44 dan CD24 dapat digunakan sebagai satu model
yang dapat  dipertanggungjawabkan secara ilmiah - untuk - memprediksi - respons
kemoterapi neoajuvan berbasis antrasiklin pada pasien kanker payudara stadium 11I1B

subtipe Luminal.
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METODE PENELITIAN

4.1.  Desain penelitian

l

Penelitian ini-menggunakan desain penelitian. experimental dengan jenis penelitian
pre-experimental. Menurut Zainuddin® (2011), eksperimental adalah suatu penelitian
hubungan sebab ' akibat yang dilakukan terhadap:kejadian/fenomena yang terjadi akibat
adanya intervensi dari peneliti. Pada penelitian eksperimental persoalan pokok penelitian

adalah kejadian yang akan terjadi akibat adanya intervensi (treatment) oleh peneliti. Salah
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satu jenis eksperimental adalah pre-experimental yaitu rancangan eksperimental yang. tidak

e

memenuhi tiga syarat, syarat yang tidak dapat terpenuhi antara lain tidak ada kelompok

kontrol dan tidak menggunakan sampel random.
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Rancangan percobaan yang digunakan adalah one group pretest-post test design
yang merupakan. salah satu jenis pre-experimental, dimana penelitian hanya menggunakan

satu kelompok perlakuan dan diamati sebelum dan sesudah perlakuan yang terjadi akibat

adanya - intervensi dari peneliti - (Zainudin, 2011). Perlakuan  dari--penelitian ini adalah
pemberian kemoterapi neoajuvan. Penelitian ini merupakan penelitian invivo pada pasien
kanker payudara. Kanker payudara yang dilakukan penelitian adalah stadium 11B. Dipilihnya
kanker payudara stadium [lIB mengingat pada stadium ini terapi standarnya adalah

pemberian kemoterapi neoajuvan, dimana penilaian respons kemoterapi dapat diukur dari
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perubahan ukuran dan kondisi tumor secara invivo langsung pada tubuh pasien.
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Penelitian ini ‘'mengukur - variable klinis ukuran klinis 'tumor- sebelum ' pemberian
kemoterap neoajuvan pada jaringan kanker payudara hasil biopsi pasien kanker payudara

stadium lanjut. lokal ' [lIB - subtipe ‘Luminal serta variabel biomolekuler berupa ekspresi
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Vimentin, E-cadherin CD44 dan CD24 dari jaringan kanker payudara sebelum pelaksanaan

kemoterapi. Jadi perlakuan dalam ‘penelitian "ini-adalah kemoterapi- yang diberikan oleh

peneliti. langsung . terhadap..sampel. penelitian yang dilakukan sebanyak 3 kali. perlakuan.
Hasil respons kemoterapi dianalisis dan dihubungkan dengan hasil ekspresi E-cadherin,

Vimentin, CD44 dan.- CD24. Dari. hasil korelasi-dianalisis dan. dibuat pemodelan- untuk
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menentukan kemampuan biomarker sebagai prediktor -respons kemoterapi neoajuvan
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berbasis antrasiklin pada pasien kanker payudara stadium [lIB subtipe Luminal di RSUD dr.

Saiful Anwar Malang.

4.2. Lokasi-dan waktu Penelitian
4.2.1  Lokasi
Pengambilan sampel dari subjek penelitian dilakukan di Rumah Sakit Umum Daerah

dr. Saiful Anwar Malang. Persiapan, pemeriksaan dan analisis imunohistokimia Vimentin, E-
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cadherin CD44 dan CD24 yang dilakukan di laboratorium Patologi Anatomi Fakultas

4
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Kedokteran  Universitas Brawijaya/RSUD dr. Saiful Anwar Malang. Dipilihnya fasilitas di

kedua tempat tersebut karena kedua institusi tersebut. sangat memadai, lengkap. dan bisa
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dijangkau oleh peneliti.

4.2.2 Waktu

Penelitian ini dilaksanakan selama 22 minggu, Januari 2017 hingga Juli 2017.

4.3. - Populasi penelitian
Subyek - dalam penelitian _ini adalah pasien kanker -payudara stadium [lIB subtipe

Luminal, hal ini dikarenakan kelompok tersebut yang paling banyak ditemukan (lebih kurang
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55%) di RSUD dr. Saiful Anwar Malang.
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Tabel 4.1 Klasifikasi kanker payudara berdasarkan molekular subtipe

2] Prevalensi Kecenderungan Prognosis
|<
é Basal like 15 - 20% ER/PR/HERZ2 negatif Buruk
| &
=]
HER2+ 10 ~ 15% ER (), PR (-), HER2.(+) Buruk
40%

Luminal A ER dan atau PR (+); HER2 (-)-low
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Ki67 Baik
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Luminal B 10 - 15% ER dan atau PR (+), HER2'(-) Sedang
high Ki67

Sumber; Goldhirsch et al. ( 2011)

Subtipe Luminal (A dan B) adalah ~merupakan jenis kanker payudara dengan
karakteristik ER/PR positif, tampilan Klinis keduanya hampir sama seperti dalam Tabel 4.1

klasifikasi Goldhirsch, 2011 di atas, karenaitu beberapa penelitian kedua subtipe itu
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dikelompokkan ke dalam satu.yaitu subtipe Luminal.
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4.3.1 Populasi target
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Pasien. kanker payudara stadium IlIB subtipe Luminal yang mendapat kemoterapi

neoajuvan berbasis antrasiklin.

4.3.2  Populasi terjangkau
Pasien kanker payudara stadium 111B subtipe Luminal yang mendapat kemoterapi

neoajuvan di Rumah Sakit Umum. Daerah dr. Saiful Anwar-Malang.

4.4.  Kriteria subyek penelitian
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Subyek penelitian diseleksi dari poliklinik rawat jalan dan rawat inap Subdivisi Bedah

P
£

Onkologi Rumah Sakit Umum Daerah Dr. Saiful Anwar Malang yang dapat dijangkau oleh

peneliti.
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4.4.1. Kriteria inklusi

Kriteria inklusi yang ditetapkan dalam penelitian.ini adalah:

1) Pasien kanker payudara stadium I11B “subtipe Luminal (A dan B)

2) - Usia maksimal 65 tahun
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3) Skala Performance Karnofsky > 70%
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4.4.2. Kriteria eksklusi

Kriteria eksklusi yang ditetapkan dalam penelitian ini adalah:

1) Terdapat morbiditas lain yang merupakan kontraindikasi pemberian kemoterapi, seperti
kelainan jantung kongestif, riwayat serangan jantung akut (acute myocardial infarction),
penyakit hati kronis, gangguan fungsi ginjal kronis

2) 'Penderita - pernah ‘menjalani' pembedahan, '=mendapatkan 'pengobatan ' dengan
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kemoterapi yang lain sebelumnya atau pemberian terapi hormonal.

4
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4.4.3 Kriteria drop. out
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Penderita yang tidak dapat menyelesaikan ‘pemberian “kemoterapi neoajuvan

sebanyak 3 seri, baik karena efek samping yang berat atau atas permintaan pasien sendiri.

4.5. Besar sampel

Ukuran sampel dihitung berdasarkan rumus (Dahlan, 2009), sebagaimana di bawah.

=

o

<<
L —
5=
2 2 -
g < r (Z:x +ZEJ Séab]
= o ~ (}_{1 == }_{2):
>

& Keterangan:
2 (ny—-1)5% ¥ (ny-1)SE
Sgab —in J

ng+ rig— 2

Kelompok I: mean = X; = 12,29 SD1=4,5
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Kelompok II: mean =X,=14,66 SD2=3,28

Taraf signifikansi < =0,05 Zo< = 1,960 (2 pihak)

Kekuatan uji: 1 —f = 80% f=20% Zp = 1,282 (2 pihak)
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l:_.z:c+zs:}5ng:|L

]

| 5 o= e

E Rumus (R%)

| &

(2

| &

¥

13 % (n:—1)5% + (ng—1)s2 “[(30-1)(4,5)% +(30-1)(3.28)*

8 52 S USE 2 na 1) [0S 250 -15,5042
l; iy Tome— 4 (30+30-2)

1[(1360+1.282)* (15,5042 )
ir (12,25 -14,66)2

]= 34,01207

dibulatkan ke atas maka diperoleh 35, jadi dalam penelitian ini ukuran sampel yang

digunakan adalah 35 orang.

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS

")
%

4.6.  Cara pengambilan sampel
Sampel diambil dengan cara consecutive sampling sesuai kriteria ‘inklusi: dan

eksklusi.
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4.7. - Variabel penelitian

A. Variabel bebas:
1. Umur
2. Ukuran tumor
3. Grading histopatologis

4. Ekspresi Vimentin

<
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5. Ekspresi E-cadherin

e
75

6. Ekspresi CD44
7. Ekspresi CD24

B. Variabel tergantung: respons kemoterapi, datanya. bersifat kategorik ada dua yaitu
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kelompok respons dan kelompok tidak respons.
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s Hubungan antar variabel di atas dapat digambarkan dalam bagan di bawah ini:
V) — Kanker
aremn i Respons
é B payudara St 1lIB Kemo'terapl P
) . neoajuvan
o subtype Luminal
W] <
>
=g o
S0 - Umur
- - Ukuran tumor
.‘:,;
- Grading ﬂ
Histopatologi
Variabel bebas —=| . vimentin Variabel tergantung
:S - E-cadherin
| <
ré - CD44
& - CD24
&

Gambar 4.1.
Bagan hubungan antar variabel
4.8. - Definisi operasional
Parameter yang akan. diukur dalam penelitian ini adalah penanda epithelial to

mesenchymal transition (EMT) yang akan dilihat ekspresinya sebelum dilakukan kemoterapi
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melalui- pemeriksaan imunohistokimia jaringan kanker payudara dari_hasil prosedur biopsi

P
£

yang sudah menjadi prosedur tetap ‘di rumah sakit sehingga peneliti bisa memanfaatkan
jaringan: yang didapat tanpa menambah. prosedur pengambilan jaringan diluar. prosedur.
Penanda yang diukur dengan pemeriksaan imunohistokimia adalah ekspresi E-cadherin,
ekspresi -Vimentin, - ekspresi ekspresi-CD44 dan. ekspresi . CD24 .di- jaringan biopsi- tumor

primer dan kemudian semua marker penanda dibandingkan dengan respons kemoterapi.
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1. Kanker payudara adalah kanker payudara stadium 1B yang memenuhi- Kriteria
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stadium lanjut ‘lokal -menurut UICC/AJCC 2009 dan secara histopatologis adalah

Carcinoma (Benson, 2010) dan yang termasuk subtipe Luminal (Blows et al., 2010).

i

Pemeriksaan imunohistokimia (IHK) kelima protein parameter Vimentin, ‘E-cadherin,
CD44, CD24 diambil dari jaringan kanker payudara hasil biopsi insisi sebelum
diberikan kemoterapi neoajuvan.

3. E-cadherin adalah suatu protein yang berada di membran sel yang merupakan

penanda sel epitel yang akan diamati ekspresinya betrwarna coklat di permukaan sel
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yang diidentifikasi dengan menggunakan E-cadherin (EP700Y) rabbit monoclonal

e

primary . antibody yang dibeli dari Rabmab technology dari Abcam ' dengan

pemeriksaan. imunohistokimia jaringan tumor, diukur secara kuantitatif dengan nilai
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persen, ekspresi pada kanker payudara diprediksi berhubungan dengan respons
yang baik terhadap kemoterapi.

4. Vimentin adalah suatu protein yang hanya akan diekpresi pada saat aktifasi EMT dan

merupakan penanda fenotif sel. mesenkim, yang akan diamati- ekpresinya berwarna
coklat di permukaan sel yang diidentifikasi dengan menggunakan Vimentin- (V9)
mouse monoclonal antibody - dari sigma-aldrich .company = dari - pemeriksaan
imunohistokimia jaringan tumor, diukur secara kuantitatif dengan nilai persen,

ekspresinya ‘diprediksi berhubungan dengan respons yang buruk (tidak respons)
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terhadap kemoterapi.

2
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5. CD44 adalah ekpresi populasi-protein yang mengindikasikan ‘adanya pertumbuhan
yang melambat dari sel dan meningkatkan risiko kemoresistensi yang ekspresinya

diamati dari'jaringan tumor, dihitung populasi dengan melihat ekspresinya berwarna
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coklat di- permukaan sel yang diidentifikasi dengan menggunakan. antibody doubel

staining dengan CD44 (MRQ-13) ‘mouse monoclonal antibody-rabbit ‘policlonal anti-

CD44. antibody .ab199140. abcam melalui. analisis. histokimia: dan diukur secara
kuantitatif dengan  nilai ‘persen, ekspresinya pada kanker payudara diprediksi

berhubungan dengan respons buruk (tidak.-respons) terhadap kemoterapi.
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6. CD24 adalah ‘ekpresi populasi- protein yang mengindikasikan potensi resistensi
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kemoterapi yang ekspresinya diamati dari biopsi jaringan tumor sebelum kemoterapi

neoajuvan, dihitung populasi dengan melihat ekspresinya berwarna coklat permukaan

l

sel kanker dengan ‘menggunakan: rabbit policlonal anti-CD24 antibody ab199140

;t_ abcam melalui analisis histokimia dan diukur secara kuantitatif dengan nilai persen,
N S’ ekspresinya pada kanker payudara diprediksi berhubungan dengan respons terhadap
S re—a
7 B kemoterapi.

G <L
% o 7. Ekspresi Vimentin, E-cadherin, CD44 dan CD24 dinilai dari kuantitas immunostaining,
S

yang dikelompokan berdasarkan reaksi pewarnaan positif dan negatif, kemudian sel

A
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yang positif ‘di' hitung per 100 sel di bawah mikroskop dengan pembesaran 400x

(Bircan et al., 2006; Honeth, 2008).
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8. Kemoterapi neoajuvan adalah pemberian obat anti kanker kombinasi berbasis

antrasiklin. yang diberikan sebelum pembedahan (Kaufman et al.. 2006), diberikan

sebanyak 3 siklus.

9. Respons kemoterapi dikelompokkan menjadi dua, yaitu respon dan tidak respons,

dengan mengacu pada standar Response Evaluation Criteria in Solid Tumors
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(RECIST), sebagai berikut:
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1. RESPONS, terdiri dari:

1. Complete response adalah keadaan dimana. tumor payudara sesudah
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pemberian kemoterapi kombinasi-heoajuvan berbasis antrasiklin sebanyak 3
seri secara klinis tumor primer menghilang.

2. Partial response adalah  keadaan dimana ukuran tumor sesudah pemberian

kemoterapi - neoajuvan berbasis -antrasiklin. sebanyak 3. seri-menunjukkan
pengecilan tumor primer lebih dari 30%.

2. - TIDAK RESPONS, terdiri dari:
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1. Stable disease adalah keadaan dimana tumor payudara sesudah pemberian
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kemoterapi kombinasi neoajuvan berbasis antrasiklin sebanyak 3 seri, tumor

primer mengecil kurang dari 30% dari membesar kurang dari 20%

ISR

Progressive ~disease adalah keadaan: dimana tumor payudara sesudah
diberikan kemoterapi kombinasi neoajuvan berbasis antrasiklin sebanyak 3 seri
membesar lebih dari 20% atau tumbuh tumor baru di tempat lain (Bogaerts et
al., 2009).

4.9. ~ Prosedur pemeriksaan
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4.9.1. Bahan pemeriksaan imunohistokimia (IHC)

A
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Dibutuhkan jaringan tumor payudara yang telah difiksasi dengan buffer formalin 10%,

selambat-lambatnya 30 menit sesudah spesimen diambil dan selambat-lambatnya 48 jam
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spesimen sudah diproses dalam bentuk blok parafin.

4.9.2. Cara pemeriksaan imunohistokimia (IHC)

Sebelum pemeriksaan ‘atau pengecatan immunohistokimia (IHC), spesimen jaringan
yang akan diperiksa harus difiksasi terlebih dahulu dengan tujuan untuk mencegah autolisis,
mempertahankan - antigenitas  jaringan, memperkuat indeks refraksi dari bagian-bagian

jaringan, dan memperkuat elemen sel terhadap proses pengecatan jaringan. Proses

UNIVERSITAS

berikutnya meliputi dehidrasi jaringan, menghilangkan atau membersihkan jaringan dari
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agen dehidrasi, infiltrasi oleh media/bahan embedding, dan pemotongan/pengirisan jaringan
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untuk - dicat dengan antibodi. - Fiksasi ' dipergunakan ‘adalah ' ‘buffered formalin 10%.

Pengecatan tergantung dari-masing-masing produk kit antibodi monoklonal. Produk kit
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antibodi ini, sebelum dipergunakan harus disimpan dalam suhu kamar antara 20° — 25°C
dan harus selalu dikalibrasi. Suhu kamar juga harus dipertahankan selama  proses

pengecatan dilaksanakan.  Demikian juga gelas obyek tetap dalam kondisi-basah dan tidak

boleh kering. selama proses. pengecatan. Kekeringan dapat. menyebabkan peningkatan.non

specific staining, dan dapat menimbulkan interpretasi berbeda.
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4.10 Alur penelitian
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Untuk ‘memperjelas dan mempermudah penelitian ini maka dibuat alur penelitian

seperti pada gambar. di bawabh ini.

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

Kanker payudara Stadium IIIB

Y

Kriteria inklusi Kriteria eksklusi

v

Ukur diameter terpanjang tumor
Biopsi insisi : ER, PR, HER2, Ki67
(Subtype Luminal)

v

VIMENTIN, E-CADHERIN, CDA44,
CDh24

'

KEMOTERAPI NEOAJUVAN
Berbasis antrasiklin 3 X
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v
Ukur diameter terpanjang tumor
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V‘ A 4
Respons Tidak respons
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Gambar 4.2. Alur penelitian
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4.11 Pelaksanaan penelitian

7.11.1. Penerbitan ethical clearance

l

Penerbitan ethical clearance dari Komisi Etik Penelitian RSUD dr. Saiful Anwar

Malang.

7.11.2. Proses seleksi subyek penelitian

Subjek penelitian yang -memenuhi kriteria inklusi dan eksklusi penelitian ini diseleksi
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dari ‘instalasi rawat jalan dan rawat inap Subdivisi Bedah Onkologi-Rumah" Sakit

A
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Umum dr. Saiful Anwar Malang.

7.11.3. Proses imunohistokimia
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Pemeriksaan- terhadap. -Vimentin,, E-cadherin, CD44 dan CD24 adalah dengan

menggunakan IHK (imunohistokimia) yang sudah diperdagangkan dengan

menggunakan antibodi-monoklonal terhadap protein yang diidentifikasi.

7.11.4. Proses penilaian respons Klinis
Proses penilaian respons klinis dievaluasi-berdasarkan Response Evaluation Criteria
in Solid. Tumors. (RECIST) (Bogaerts et al., 2009), dengan cara membandingkan

ukuran tumor sebelum dan sesudah diberikan kemoterapi neoajuvan.
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Cara pengukuran. diameter tumor:
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1. Tumor payudara sebelum kemoterapi ditentukan lokasinya dan digambar pada
permukaan  kulit payudara, kemudian. diukur diameter terpanjang. tumor dan
dicatat.

2. Sesudah kemoterapi neoajuvan 3 kali, ukuran diameter terpanjang tumor. diukur
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kembali dengan cara yang sama dan dicatat.

3. -Tingkat respons tumor diukur dengan-membandingkan -ukuran awal dengan
ukuran tumor sesudah kemoterapi neoajuvan 3 kali, kemudian ditentukan

responnya.
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Tabel 4.2. Respons kemoterapi

i Jenis respons Tumor mengecil Obyektif
< A. Respons
>
2 S, Respons komplit Menghilang Menghilang
-
Z) B Respons parsial Mengecil > 30% Tersisa < 70%
& T
e B. Tidak respons
2
>0 , .
Stabil/ tetap Mengecil < 30% Membesar < 20%
.L\',_.
Progresif Membesar > 20% Membesar >20%

Sumber: Bogaerts et al., (.2009).
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412 Analisis data

Analisis data dilakukan dengan metode statistika, seperti pada uraian berikut.

1) Pengujian hipotesis 1, 2, 3dan 4

Pengujian hipotesis 1,2, 3 'dan 4 menggunakan analisis Chi-square untuk melihat
hubungan variabel bebas. yang meliputi ekspresi. Vimentin, E-cadherin, CD44 dan CD24
pada jaringan kanker payudara stadium 111B subtipe Luminal dengan respons-kemoterapi

neoajuvan - berbasis. antrasiklin. Pengunaan analisis: Chi-square dengan pertimbangan
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bahwa variabel respons kemoterapi neoajuvan memilik data kategori dengan skala nominal,

P
£

yaitu skor 1 = tidak respons dan 2 = respons.
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2) Pengujian hipotesis 5
Pengujian hipotesis 5 menggunakan analisis diskriminan yaitu permodelan statistika

dengan variabel tergantung yang memiliki data kategorik (skor 1 = tidak respons dan 2 =
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respons). ' Pertimbangan digunakan analisis diskriminan mengingat model yang dianalisis
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adalah dengan variabel prediktor/variabel bebas;, yaitu X1 = Vimentin, X, = E-cadherin, Xz =

CD44 dan X4 = CD24 memiliki data numerik (kuantitatif), sedangkan variabel tergantung Y =

l

respons kemoterapi, memiliki- data kategorik (skor 1 = tidak respons dan 2 = respons).
Analisis ini dapat digunakan untuk mengidentifkasi prdiktor sebagai pembeda (berpengaruh)
paling kuat terhadap respons kemoterapi neoajuvan pada kanker payudara stadium 1lIB
subtipe Luminal. Di samping itu, model atau fungsi diskriminan juga dapat digunakan untuk

melakukan ' prediksi-respons “kemoterapi: neoajuvan pada kanker payudara stadium 1B
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subtipe Luminal berdasarkan pemeriksaan Vimentin, E-cadherin, CD44 dan CD24.
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(1) Model atau Fungsi-Diskriminan

Y =Bo+PBiXe+PoXo+PaXz+PaXs+e
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Di mana:

Y. = Respons kemoterapi (skor .1 = tidak respons dan 2 =-respons)

X1 =Vimentin, X, = E-cadherin, X3 = CD44 dan X; = CD24

Bi = Koefisien fungsi diskriminan
€ =error
(2) Asumsi Analisis Diskriminan
(a) Terdapat perbedaan yang signifikan dari variabel X antar kategori variabel Y (uji

dengan MANOVA).
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(b) Variabel X berdistribusi normal (ganda).
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(c) Homokedastisitas.
(3) Evaluasi Fungsi Diskriminan
(a) Uiji-signifikasi dengan Bartlet test (Chi Square)
(b) Peranan relatif: besarnya peranan fungsi bersangkutan relatif terhadap

keseluruhan fungsi

| REPOSITORY.UB.ACID |

(c) Korelasi. kanonik: - - Korelasi . antara . skor diskriminan. .(Y; duga). dengan. Y
(observasi). Kuadrat dari korelasi kanonik mirip dengan koefisien ‘determinasi

(R? pada analisis regresi
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(d) Akurasi model dapat dilihat dari Hit ratio
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(4). Evaluasi Fungsi Diskriminan

Variabel X dengan koefisien pada fungsi diskriminan standardize semakin besar

berarti merupakan pembeda/berpengaruh kuat
Zy = p1Zx1+ P2Zxe + P3s Zxz+ P3Lxs
Nilai pi paling besar, berarti variabel tersebut merupakan pembeda atau berpengaruh
paling kuat.

(5) Prediksi dengan Fungsi Diskriminan
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Prediksi atau pengelompokan neggunakan Metode Fisher, yaitu alokasikan atau
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prediksi P (pasien atau individu  yang “akan dikelompokan) ke -dalam ‘kelompok

(kategori) ke k, jika:

REPOSITORY.UB.AC.D |

é (Ym r Vkm)2 £ é. (Ym I th)Z

m=1 m=1

Dimana: -kt h

- Ym =.skor diskriminan individu yang dikelompokan

i g centroid fungsi ke m kategori ke k
Atau alokasikan atau prediksi-pasien atau individu ke dalam kelompokkan k1 jika

skor diskrimian fungsi ke 1. lebih besar dari-skor diskriminan fungsi lainnya. Proses
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perhitungan dilakukan dengan bantuan software statistika SPSS.
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BAB V

HASIL PENELITIAN DAN ANALISIS DATA

5.1. Karakteristik pasien partisipan
Partisipan dalam penelitian ini'adalah pasien:di rumah sakit dr. Saiful Anwar Malang
bulan Januari 2017 hingga Juli 2017 sebanyak 35 orang yang.didiagnosis kanker payudara

stadium 1lIB sub' type: Luminal 'yang menjalani kemoterapi neoajuvan sebelum operasi.
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Adapun sebaran data karakteristik partisipan dijelaskan pada tabel di bawah ini.
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Tabel 5.1. Karakteristik pasien partisipan

- Variabel ReratatSD Frekuensi Persen (%)
1S Usia pasien (tahun) 49.51+5.28 [ 3
s Grading i
; 1 - 15 11.42
|2 2 16 42.85
|8 3 45,71
| & Ukuran tumor (cm): - -
e Sebelum terapi 8.51+5.86
Sesudah terapi 3.23+2.55
< Kelenjar getah bening: -
- Tidak ada 8 22.86
(< Ada positif 20 57.14
2 - Ada multiple 5 14.29
= Ada infraklafikular 2 5.71
2 ; Estrogen reseptor (+) - 35 100
T < Progesteron reseptor (+) - 35 100
=0 HER2. : -
Son - (negatif) 8 22.86
+ (negatif) 20 57.14
2 ++ . (negatif) 5 14.29
» +++ (positif) 2 5.71
Ki67: -
Tinggi 28 80
Rendah 7 20
Vimentin (%) 30.63+16.02 - -
E-cadherin (%) 48.89+27.79 - -
CD 44(%) 35.48+18.80 - -
CD24 (%) 46.57+28.03 . :
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Tabel 5.1 menjelaskan sebaran data usia pasien partisipan dalam penelitian ini rata-
rata berumur 49.51 tahun dengan rentang usia antara 44 tahun hingga 55 tahun. Tampak

bahwa pasien partisipan dengan kasus kanker payudara ini sebagian besar berusia di atas
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40 tahun. Dari sebaran data pasien partisipan berdasarkan grading tumor, yang termasuk
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dalam kategori grade | sebanyak 4 pasien (11.42%), grade Il sebanyak 15 pasien (42.85%)

dan 45.71% (16 pasien) termasuk dalam kategori grade Ill. Sedangkan untuk data ukuran

l

tumor sebelum operasi rata-rata 8.51 cm dengan rentang ukuran tumor berkisar.antara 2.65
cm sampai dengan 14.37 cm. Sedangkan ukuran tumor sesudah menjalani kemoterapi
menjadi rata-rata berukuran 3.23 cm dengan rentang ukuran tumor antara 0.68 cm sampai
5.78 cm. Hal ini berarti bahwa secara umum terjadi penurunan ukuran tumor setelah pasien

menjalani kemoterapi neoajuvan sebanyak 3 kali.

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS

Pemeriksaan metastasis kelenjar getah bening pada semua partisipan ternyata

e

ditemukan antara lain tidak ditemukan penyebaran pada kelenjar getah bening ada 8 orang

(22.86%),. sedangkan yang didapatkan adanya penyebaran pada kelenjar .getah bening
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sebanyak 20 orang (57.14%). Yang termasuk kategori penyebaran kelenjar getah bening
multipel-ada 5 orang (14.29%) dan paling sedikit pada kategori penyebaran: infraklafikular

sebanyak 2 orang (5.71%).

Keseluruhan  pasien partisipan yaitu 35 orang (100%) -adalah -subtipe - Luminal
dengan hasil menunjukkan hasil pemeriksaan imunohistokimia estrogen reseptor/ER(+) dan
atau progesteron reseptor/PR(+). Sedangkan untuk hasil pemeriksaan HER2(-) sejumlah 8
orang (22.86%), HER2(+1) sejumlah20 pasien partisipan (57.14%), HER2 (+2) sejumlah 5

pasien partisipan (14.29%) dan 2 pasien partisipan (5.71%) termasuk dalam kategori

<
<
=
<
o
0

UNIVERSITAS

HER2(+3). © Selanjutnya pemeriksaan terhadap Ki67, 28 pasien partisipan  (80%)

2
£

menunjukkan ekspresi Ki67 tinggi' dan ekspresi Ki67 rendah ditemukan pada 7 pasien
partisipan (20%).

Sedangkan ekspresi Vimentin sebelum menjalani- kemoterapi menunjukkan rata-rata
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30.63 dengan kisaran antara 14.61 sampai 46.65. Sedangkan ekspresi:E-cadherin sebelum

menjalani kemoterapi menunjukkan rata-rata 48.89 ‘dengan-kisaran antara 21.1 sampai

76.68.. Nilai . rata-rata. CD44 sebelum.menjalani kemoterapi 35.48 .dengan sebaran data
kisaran 16.68 sampai dengan 54.29 dan untuk rerata jumlah sel yang mengekspresikan

marker CD24 adalah 46.57 dengan rentang sebaran data pada kisaran 18.53 sampai 74.61.
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5.2.  Analisis uji asumsi
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Data penelitian ini berskala rasio yaitu usia sampel, Vimentin, E-cadherin, CD44, dan

CD24 dilakukan uji normalitas dengan menggunakan uji Shapiro-Wilk. Pada hasil analisis uji

l

normalitas data dengan menggunakan uji Shapiro-Wilk dijelaskan secara lengkap tampak

;t_ pada Tabel 5.2 di bawah ini.
N S, Tabel 5.2. Hasil uji normalitas data
S re—a
7 B p-value
G T :
e Yayiabsl Ada Tidak ada Distribusi
2 pengamatan
Sm respons respons
(n=19) (n=16)
‘l}’.‘
Usia sampel (tahun) 0.516 0.666 Normal
. .
. Vimentin, (%) 0.391 0.509 Normal
| 9 i f
li E-cadherin 0.423 0.667 Normal
: § CD44 0.559 0458 Normal
g CD24 0.135 0.080 normal

Keterangan: . Jika p-value<0.05 berarti data tidak terdistribusi-normal dan jika p-value = 0.05 berarti
data terdistribusi normal.

Tabel 5.2 menjelaskan bahwa berdasarkan hasil uji Shapiro-Wilk diperoleh data usia
sampel,. Vimentin, E-cadherin, CD44, dan CD24. untuk masing-masing kelompok

pengamatan telah ‘menunjukkan nilai p-value yang semuanya lebih besar dari angka
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signifikansi o .= 0.05. Jadi semua data telah memenuhi uji prasyarat parametrik, yaitu data

&
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terbukti terdistribusi normal. ‘Selanjutnya” data  dianalisis  lebih lanjut dengan' uji ‘statistika
parametrik-guna membuktikan hipotesis penelitian yang telah diajukan.

5.3. Statistik diskriptif data penelitian
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5.3.1.- Ekspresi-Vimentin

Dalam_ penelitian ini partisipan adalah semua pasien penderita kanker payudara

stadium 111B' subtipe: Luminal yang berada di rumah sakit dr. Saiful-Anwar Malang bulan

Januari 2017 hingga Juli 2017. Adapun hasil pemeriksaan imunohistokimia Vimentin pada
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jaringan kanker payudara stadium 1B subtipe Luminal sebelum pasien menjalani
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kemoterapi neoajuvan ditunjukkan pada gambar di bawah ini.
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Keterangan Hasil positif .imunohistokimia ditandai-dengan membranous
staining berwarna coklat melingkari sel kanker dengan pembesaran 400x.
Gambar 5.1. Ekspresi Vimentin pada jaringan kanker payudara

Gambar 5.1 memperlihatkan ekspresi Vimentin yang diamati pada jaringan kanker

payudara dari pasien kasus penderita: kanker payudara tipe Luminal stadium 111B sebelum

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

mendapatkan kemoterapi neoajuvan yang berada di rumah sakit dr. Saiful Anwar Malang.
Jaringan 'kanker ‘tersebut diperiksa - dengan ' pemeriksaan  ‘imunohistokimia, - hasil
pemeriksaan menunjukkan hasil yang positif dan pada gambar diperlihatkan - dengan
membranous staining yang -berwarna coklat melingkari sel kanker dengan pembesaran 400x

yang ditunjukkan dengan tanda anak. panah berwarna merah pada Gambar 5.1. Adapun
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dari hasil pemeriksaan Vimentin diperoleh data yang tersebar ditunjukkan pada tabel di
bawah.

Tabel 5.3. Ekspresi Vimentin jaringan kanker payudara stadium Il1B subtipe Luminal

8, Selang
Keloriiok awijayd g afeposSREPRRAGE as PRI
g bawah(%) atas(%)
i Respons 19 18.68 9.57 . 27.79
Tidak respons 16 44.81 35551 /1saiqy 0c 0:000
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Tampak pada Tabel 5.3 bahwa dari pasien partisipan kanker payudara stadium 11IB

| REPOSITORY.UB.ACID |

subtipe Luminal yang kelompok respons terhadap kemoterapi neoajuvan sebanyak 19

pasien dengan rerata Vimentin 18.68% dan tersebar disekitar 9.57% - 27.79%. Hal ini

berarti: bahwa apabila: pasien kanker payudara kelompok respons-terhadap:kemoterapi
neoajuvan 3 kali maka akan menunjukkan ekspresi’ Vimentin yang lebih rendah
dibandingkan kelompok tidak respons hal ini dibuktikan dengan nilai signifikansi 0.000 yang
berarti terdapat perbedaan ekspresi Vimentin pada dua kelompok pangamatan berdasarkan

respons kemoterapi. Sedangkan pasien: kanker payudara yang ‘tidak respons terhadap
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kemoterapi neoajuvan sebanyak 16 orang pasien dengan rerata 44.81% dan tersebar
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disekitar 35.51% - 54.11%. Dengan kata lain pasien partisipan yang tidak respons terhadap
kemoterapi neoajuvan 3 kali maka akan menunjukkan: ekspresi-Vimentin yang. lebih tinggi
bila dibandingkan dengan pasien partisipan kelompok respons.

5.3.2.. . Ekspresi E-cadherin

Berikut disajikan ‘gambaran imunohistokimia E-cadherin dari potongan jaringan

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

biopsi kanker payudara sebelum diberikan kemoterapi neoajuvan berbasis antrasiklin yang
distaining dengan antibodi E-cadherin” untuk  dianalisis ekspresinya per seratus sel

pengamatan mikrosop dengan pembesaran 400x.
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| REPOSITORY.UB.ACID |

Keterangan: Gambar A dan B:menunjukkan hasil positif immunoreactivity yang ditandai dengan
membranous staining berwarna coklat melingkari sel kanker.

Gambar 5:2. Ekspresi E-cadherin pada jaringan kanker payudara
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Gambar 5.2 memperlihatkan ekspresi E-cadherin yang diamati pada jaringan kanker
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payudara dari pasien stadium 1lIB subtipe Luminal sebelum mendapatkan kemoterapi

neoajuvan di RSUD dr. Saiful Anwar Malang. Jaringan kanker tersebut dilihat dengan

l

pemeriksaan imunohistokimia, ~hasil -pemeriksaan: menunjukkan hasil :-yang rpositif pada
gambar diperlihatkan dengan membranous staining yang berwarna coklat melingkari sel
kanker dengan pembesaran 400x yang ditunjukkan dengan ditandai anak panah berwarna
merah pada Gambar 5.2 bagian A maupun bagian B.

Adapun hasil ‘pemeriksaan pemeriksaan E-cadherin diperoleh data yang tersebar
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ditunjukkan pada tabel di bawah.
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Tabel 5.4." Ekspresi E-cadherin jaringan kanker payudara stadium IlIB subtipe
Luminal

Selang kepercayaan

5
| g Kelompok n ' Rerata 95% p»:gl;e
& Batas Batas
|z bawah atas
L= Respons 19 '69.16 48.75 89.57

Tidak respons 16 24.81 14.24 35.38 0.0

Tampak pada Tabel 5.4 bahwa pada kelompok sampel pasien kanker payudara

stadium 1lIB subtipe Luminal yang respons terhadap kemoterapi neoajuvan sebanyak 19
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orang pasien dengan rerata E-cadherin 69.16 dan tersebar disekitar 48.75 — 89.57. Hal ini
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berarti bahwa apabila pasien kanker payudara yang termasuk kelompok respons terhadap
kemoterapi  neoajuvan: maka ‘akan ' menunjukkan ‘ekspresi E-cadherin yang ‘lebih tinggi
dibandingkan kelompok tidak. respons. Sedangkan pasien. kanker payudara yang tidak
respons. terhadap kemoterapi neoajuvan sebanyak 16 orang pasien dengan rerata E-

cadherin 24.81 dan tersebar disekitar 14.24 — 35.38. Hal ini berarti bahwa apabila pasien
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kanker payudara tidak respons terhadap kemoterapi neoajuvan akan menunjukkan ekspresi
E-cadherin yang lebih rendah bila dibandingkan dengan yang respons. Pernyataan tersebut

divalidasi- dengan hasil analisis uji beda dua kelompok ' pengamatan pasca kemoterapi
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terkait ekspresi E-cadherin sebelum pemberian kemoterapi-neoajuvan 3 siklus menunjukkan

| REPOSITORY.UB.ACID |

p-value 0.000 sehinga dapat disimpulkan bahwa terdapat perbedaan ekspresi E-cadherin

yang bermakna pada dua kelompok pengamatan respons kemoterapi neoajuvan pada

pasien: kanker payudara stadium 1lIB subtipe Luminal.
5.3.3. Ekspresi CD44

Berikut hasil hitung sel dari jaringan kanker payudara pasien partisipan stadium 1lIB
subtipe Luminal dengan staining anti CD44. Jaringan kanker diamati dengan pemeriksaan

imunohistokimia, setelah jaringan sebelumnya diproses dalam bentuk blok parafin'sehingga
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didapatkan irisan jaringan untuk proses pengamatan imunohistokimia di-mikroskop di
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Laboratorim Patologi  Anatomi FK ‘Universitas Brawijaya/RSUD dr. Saiful Anwar Malang.
Adapun hasil pemeriksaan menunjukkan CD44 positif dengan mikroskop pembesaran 400x
di dapatkan gambaran membranous staining yang berwarna coklat pada sel kanker, yang

visualisasinya ditunjukkan dengan tanda anak panah seperti gambar di bawah:ini.
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Keterangan:Hasil CD44 positif -imunohistokimia ditandai dengan
membranous staining berwarna coklat pada sel kanker.

Gambar 5.3. Ekspresi CD44 pada jaringan kanker payudara

Pada = Gambar 5.3 memperlihatkan ekspresi CD44 yang diamati dengan

pemeriksaan imunohistokimia pada jaringan kanker payudara dari pasien kasus penderita

| REPOSITORY.UB.ACID |

kanker payudara stadium [IB Subtipe Luminal sebelum mendapatkan kemoterapi
neoajuvan di RSUD: dr. Saiful' Anwar Malang. Adapun hasil-pemeriksaan CD44 diperoleh

data yang tersebar ditunjukkan pada tabel di bawabh.
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Tabel 5.5. EKspresi CD44 jaringan kanker payudara stadium llIB subtipe Luminal
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Selang kepercayaan

! 95% p.value
| VG IBAYReran Batas Batas t-test
i bawah atas
Respons 19 40.47 17.84 63.10
0.001
Tidak respons 16 29.56 1872 40.40

Tampak pada Tabel 5.5 bahwa pada“kelompok sampel pasien kanker payudara

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS

stadium. IlIB subtipe Luminal-yang memberikan respons terhadap kemoterapi neoajuvan
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sebanyak 19 orang pasien dengan rerata CD44 ' 40.47 dan tersebar disekitar 17.84 -

63.10. Hal ini berarti bahwa apabila pasien kanker payudara respons terhadap . kemoterapi

REPOSITORY,UB.AC.ID |

neoajuvan, maka akan menunjukkan CD44 yang lebih- tinggi dibandingkan dengan yang

tidak respons. Sedangkan pasien kanker payudara yang respons.terhadap kemoterapi

neoajuvan sebanyak 16 ‘orang pasien dengan rerata CD44 29.56 dan tersebar disekitar

18.72 —40.40. Hal ini berarti bahwa apabila pasien kanker payudara tidak respons terhadap
kemoterapi-neoajuvan 3 kali maka menunjukkan CD44 yang lebih rendah bila dibandingkan
dengan  yang respons. Hasil: analisis 'uji beda dua: kelompok - terkait. ekspresi- CD44
menunjukkan p-value 0.001 sehingga dapat disimpulkan bahwa terdapat perbedaan

ekspresi CD44 pre kemoterapi yang signifikan antara dua kelompok pengamatan respons
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kemoterapi neoajuvan pada pasien kanker payudara stadium IlIB subtipe Luminal.
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5.3.4. Ekspresi CD24
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Hasil analisis ekspresi CD24 pada sel kanker payudara stadium [lIB subtipe Luminal
di RSUD dr. Saiful Anwar. Malang diuraikan sebagai. berikut. . Hasil . pemeriksaan

imunohistokimia yang didapatkan dari hasil hitung jumlah sel kanker pasien partisipan yang

menunjukkan  positif staininganti CD24 perseratus sel yang. diamati. dibawah mikrosop

dengan pembesaran 400x, tergambar pada gambar di bawah ini.
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Gambar 5.4. Ekspresi CD24 pada jaringan kanker payudara

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS

Keterangan: Hasil positif immunoreactivity ditandai dengan membranous
Staining berwarna coklat pada sel kanker.
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Gambar 5.4 menunjukkan ekspresi CD24 yang diamati pada jaringan kanker
payudara dari pasien- kasus  penderita kanker ‘payudara stadium “llIB ‘subtipe Luminal
sebelum mendapatkan kemoterapi neoajuvan yang berada di.Rumah Sakit Umum Daerah

dr. ‘Saiful  Anwar = Malang. Jaringan kanker tersebut dilihat dengan - pemeriksaan

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

imunohistokimia, dari hasil pemeriksaan menunjukkan hasil yang positif pada gambar

S diperlihatkan dengan membranous staining yang berwarna coklat pada sel kanker dengan
<
b pembesaran 400x yang ditunjukkan dengan ditandai anak. panah. Adapun dari hasil
=
2 E penghitungan ekspresi CD24 diperoleh data yang tersebar ditunjukkan pada tabel di bawah.
w
% oc Tabel 5.6. Ekspresi CD24 jaringan kanker payudara stadium |11B subtipe Luminal
S0
Selang kepercayaan
95% p-value
AR i Batas Batas t-test
bawah atas
Respons 19 ' 52.63 13.65 71.89
0.882
Tidak respons 16 ' 51.31 24.20 78.18
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Dari Tabel 5.6 dapat dilihat bahwa pada kelompok sampel pasien kanker payudara
stadium: IlIB. subtipe. Luminal yang respons terhadap kemoterapi- neoajuvan: sebanyak 19

orang pasien dengan rerata CD24 52.63 dan tersebar disekitar 13.65 = 71.89. Hal ini berarti
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bahwa apabila pasien kanker payudara-respons terhadap kemoterapi neoajuvan maka akan
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menunjukkan CD24 yang lebih rendah dibandingkan yang tidak respons. Sedangkan pasien

kanker payudara yang tidak respons terhadap kemoterapi neoajuvan sebanyak 16 orang

l

pasien: dengan rerata ‘CD24 51.31 dan tersebar disekitar 24.20 = 78.18. Hasil analisis uji
beda dua kelompok terkait ekspresi CD24 menunjukkan p-value 0.882 yang berarti bahwa
terdapat perbedaan 'tidak  bermakna' ekspresi CD24 'sebelum  pemberian - kemoterapi
neoajuvan 3 siklus di dua kelompok pengamatan berdasarkan respons terhadap kemoterapi

neoajuvan

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS

A
‘."‘.-

5.4. Analisis uji hipotesis

5.4.1. Hubungan antara ekspresi Vimentin, E-cadherin, CD44, CD24 dengan respons
kemoterapi neoajuvan berbasis antrasiklin

REPOSITORY,UB.AC.ID |

Untuk melihat hubungan antara ekspresi:Vimentin, E-cadherin, CD44, CD24 dengan

respons terhadap kemoterapi neoajuvan peneliti menggunakan analisis chi-square test

dengan validasi nilai- koefisien linear by linear association ‘seperti pada tabel di bawah ini.

< Tabel 5.7. Hasil chi square test hubungan ekspresi Vimentin, E-cadherin, CD44, CD24
- dengan respons kemoterapi
<
2
= g Chi-square test Asymptotic
o Linear-by-Linear Association Nilai Significance
w < :
S (2-sided)
S
S Vimentin 23.114 0.000
<L
E-cadherin 22.120 0.000
] CD44 99.120 0.002
=
S CD24 0.023 0.878
é

Hasil analisis Tabel 5.7 menunjukkan bahwa nilai linear-by-linear assosiation dari

Vimentin 23.114 dan p.value 0.000 menunjukkan angka yang lebih kecil dari nilai o, maka
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dapat disimpulkan bahwa terdapat hubungan yang signifikan antara ekspresi Vimentin
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dengan respons kemoterapi berbasis antrasiklin pada pasien kanker payudara stadium 111B

subtipe Luminal. Nilai linear-by-linear assosiation dari E-cadherin 22.120 dan p.value 0.000

l

menunjukkan angka yang lebih kecil -dari nilai- o, maka dapat disimpulkan bahwa terdapat
hubungan yang signifikan antara ekspresi E-cadherin dengan respons kemoterapi berbasis
antrasiklin pada pasien kanker payudara stadium HIB: subtipe Luminal. Nilai linear-by-linear
assosiation dari CD44 99.120 dan p.value 0.002 menunjukkan angka yang lebih kecil dari

nilai o, maka dapat disimpulkan bahwa terdapat hubungan yang signifikan antara ekspresi
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CD44 dengan respons  kemoterapi berbasis  antrasiklin pada pasien kanker payudara

e

stadium 11IB subtipe Luminal. Sedangkan Nilai linear-by-linear assosiation dari CD240.023

dan p.value 0.878 menunjukkan angka yang lebih kecil dari nilai o, maka dapat disimpulkan
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bahwa terdapat hubungan yang tidak signifikan antara ekspresi CD24 dengan respons

kemoterapi berbasis antrasiklin pada pasien kanker payudara stadium [lIB subtipe Luminal.

5.4.2.- Analisis - diskriminan peran - Vimentin,. E-cadherin, .CD44. dan CD24. sebagai
prediktor respons kemoterapi neoajuvan_berbasis antrasiklin pada pasien
kanker payudara stadium 1lIB - subtipe Luminal

Tahap: analisis _selanjutnya dari penelitian ini_adalah; untuk mendapatkan prediktor

respons kemoterapi neoajuvan, maka lebih lanjut peneliti- melakukan analisis potensi
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masing-masing: parameter. independen termasuk ekspresi Vimentin, E-cadherin, CD44 dan
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CD24 sebagai prediktor respons kemoterapi neoajuvan berbasis antrasiklin pada pasien
kanker ‘payudara . stadium - llIB- - subtipe. Luminal -dengan 'analisis - diskriminan. - Analisis
diskriminan- merupakan tehnik yang akurat untuk memprediksi sebuah sampel termasuk

dalam- kategori apa, dengan catatan data-data yang dilibatkan atau dianalisis terjamin
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akurasinya. Analisis diskriminan pada dasarnya merupakan bagian dari analisis statistik

multivariat yang bertujuan untuk melihat dependensi antara variabel dependen (yang berupa
data kualitatif) dengan variabel independen (yang berupa data kuantitatif). dengan cara

membentuk fungsi atau model diskriminan. Untuk membentuk fungsi diskriminan yang
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digunakan' peneliti adalah simultaneus " estimation, dimana semua variabel independen
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dimasukkan secara bersama-sama kemudian dilakukan proses diskriminan. Keseluruhan

analisis diskriminan yang dipilih peneliti ditujukan untuk menjawab hipotesis penelitian

l

apakah ada perbedaan yang jelas pada kelompok variabel dependen-berdasarkan ekspresi
keempat variabel independen yang diamati. Adapun proses. analisis diskriminan meliputi
melalui beberapa tahapan analisis'sebagai berikut :

5.4.2.1. Fungsi Diskriminan

Pada penelitian ‘ini ‘digunakan analisis ‘diskriminan, 'dan- diperoleh ''canonical
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discriminant function coefficient (pada lampiran) yang dirumuskan menjadi suatu persamaan

A
‘."‘.-

sebagai berikut :

Y =-1.549 -0.076 X1+0.031X2+0.033X3+0.021X4

A
Ik:’
|2 Keterangan:
|2
'§' Y . = Respons kemoterapi (1 = tidak respons; 2 = respons)
b X1 =Vimentin

X2 = E-cadherin

X3 =CD44

X4 =CD24

Persamaan ini merupakan hasil dari kombinasi linier dari berbagai variabel bebas (Vimentin,

E-cadherin, CD44 dan CD24) terhadap variasi hasil variabel tergantung (respons
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kemoterapi), yang  kemudian digabungkan dan membentuk: sebuah:rumus. persamaan.

&
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Persamaan ini dimaksudkan untuk “mengetahui bentuk fungsi linear variabel respons

terhadap variasi . ekspresi keempat variabel ‘bebas yang dianalisis peneliti. Persamaan

| REPOSITORY.UB,ACID |

fungsi linear antar variabel ini kemudian diuji kekuatan signifikansinya dengan uji Wilks’

lambda, jika nilai Wilks' ini berada dalam interval O sampai 1 dan semakin nilainya

mendekati 0 berarti menunjukkan semakin signifikan keempat variabel tersebut sebagai
pembeda kelompok responds yang diamati. Kombinasi linear dari masing-masing variabel

akan membentuk suatu fingsi diskriminan. Dalam peneltian ini hasil analisis Wilks’ lambda
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menunjukkan p-value 0.000 sehingga bisa disimpulkan bahwa Vimentin, E-cadherin, CD44

REPOSITORY.UB.AC.ID |

dan CD24 signifikan sebagai penentu atau pembeda respons kemoterapi pada partisipan

yang diamati dengan nilai korelasi kanonikal sebesar 0.899. Nilai korelasi yang dimaksud ini

l

ditujukan untuk melihat seberapa besar kekuatan hubungan keempat varibel bebas sebagai
penentuan keragaman variabel tergantung (respons kemoterapi), disini berarti bahwa
variabel bebas mampu menjelaskan sebesar 80.82% (hasil kuadrat nilai 0.899) keragaman
yang ada pada variabel tergantung, sedangkan sisanya sekitar. 19.18 persen dijelaskan oleh

residual atau variabel bebas lain di luar model.
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5.4.2.2. Prediktor paling kuat

e

Dari keempat variabel yang. diukur yaitu ekspresi-Vimentin, E-cadherin, CD44 dan

CD24 selanjutnya dianalisis kekuatan prediktor dari masing-masing variabel terhadap
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prediksi- respons - kemoterapi: neoajuvan berbasis. antrasiklin. didasarkan -hasil  analisis

koefisien fungsi  diskriminan canonical yang terstandar  didapatkan hasil sebagai

persamaan berikut :

Zy = - 0.697Zvimentin + 0,525Z¢-cadherin + 0,487Zcp44 + 0,5297cD24
Berdasarkan hasil tersebut dapat diamati bahwa < Vimentin merupakan prediktor respons
kemoterapi paling kuat dengan nilai -0.697, berturut-turut kemudian disusul dengan

prediktor kedua CD24 (0.529), kemudian E-cadherin (0.525) dan yang paling lemah adalah
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CD44 dengan nilai 0.487. Angka negatif yang ditunjukkan pada prediktor paling kuat yang

2
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dalam hal ini adalah Vimentin - menunjukkan arah hubungan yang berbanding terbalik artinya
semakin tinggi nilai ataupun ekspresi Vimentin akan cenderung tidak memberikan respons
pasca kemoterapi neoajuvan berbasis-antrasiklin-pada pasien kanker payudara stadium HIB

subtipe Luminal, sehingga peningkatan ekspresi Vimentin dalam penelitian kali ini dianggap
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sebagai penentu paling kuat terhadap respons kemoterapi neoajuvan berbasis antrasiklin.

Namun perlu diketahui. bahwa Vimentin bukan satu-satunya penentu respons. kemoterapi
model prediktor yang dianalisis terkait dengan kadar ataupun ekspresi keempat variabel

bebas yang dikur dalam penelitian ini.
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5.4.2.3. Prediksi respons kemoterapi

Berdasarkan klasifikasi fungsi dari masing-masing variabel bebas terhadap respons

kemoterapi' dapat diprediksi bahwa kombinasi dari variabel Vimentin, E-cadherin, CD44 dan
CD24 yang diukur melalui Fisher’s linear discriminant function analysis dan didapatkan
persamaan berikut :

YNR = -28,466 + 0.883 Vimentin + 0,410 E-cadherin + 0,131 CD44 + 0,041 CD24
YR =-33,947 + 0.580.Vimentin + 0,536 E-cadherin + 0,262 CD44 + 0,123 CD24

Keterangan :
YNR = tidak respons
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YR = respons

Prediksi  respons  kemoterapi- ‘berdasarkan nilai- masing-masing - prediktor - Vimentin; - E-
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cadherin, CD44 dan CD24 dianalisis dengan Fisher’s linear discriminant function analysis

program excel ‘dan ' didapatkan ' dari' persamaan  di ‘atas. Persamaan: tersebut dapat

diaplikasikan secara klinis dengan contoh kasus sebagai berikut :

Kasus 1

Seorang wanita_usia 50 tahun dirawat dengan diagnosis invasif carsinoma NST grade lll,
status  histopatologi ER(+), PR(+), HER2(-), Ki67 high expression, ukuran tumor = pre

kemoterapi 10 ecm. hasil pemeriksaan Vimentin-15%, E-cadherin 89%, CD44 31% dan CD24
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100%. Seperti- apa prediksi respons kemoterapi neoajuvan berbasis antrasiklin berdasarkan

P
£

data pasien di atas?

Jawabannya ada pada Gambar 5.11 model excel yang ada di bawah ini:

| REPOSITORY.UB.ACID |
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Model Prediksi Respon Kemoterapi

Model Fisher Tidak Ada Respon: YT =-28,466 + 0.883 Vimentin + 0,410 E_cadherin + 0,131 CD44 + 0,041 D24
Model Fisher AdaRespon YA =-33,947+0.580 Vimentin + 0,536 E_cadherin+ 0,262 D44 + 0,123 (D24

< AKURASI, SENSITIVITAS DAN SPESIFISITAS:
>. Predicted Group
N S Kelompok T;lembasnzp Total
< — ak
t—n_' ; Respons Rigpins
o Tidak 5 1 15
g § Original Respons | Akurasi= 97,1428
> Respons [ 0 9 | 19 Sensitivitas = 100
S>00
Totd 55 i ES) Spesifisitas = 8,235
-‘\
PREDIKTOR
Vimentin{%) =? 15
5l E-cadherin=? 89
g (D44 =7 3
‘§ (D24=7 100
k-
|9 HASIL PREDIKSI

Skor Diskriminan Tidak Respons: 2045
Skor Diskriminan Respons: 4 g52
Hasil Prediksi: Respons

Gambar 5.11. Model prediksi:respons kemoterapi kasus 1
Dari kasus 1 tersebut, keempat hasil IHK Vimentin, E-cadherin, CD44 dan CD24 masing-

masing dimasukkan di- dalam aplikasi: model prediksi respons - kemoterapi program: excel
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SPSS. Gambar 5.11 menunjukkan bahwa untuk melakukan prediksi respons kemoterapi

=
7l

neoajuvan berbasis antrasiklin. pada pasien tersebut, kemudian data‘Vimentin, E-cadherin,

CD44 dan CD24 dimasukkan dalam persamaan di atas dengan cara seperti berikut :

YNR =-33,947 + (0.580*15) .+ (0,536*89) + (0,262*31) + (0,123*100)
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YR =-28,466 + (0.883*15) + (0,410*89) + (0,131*31) + (0,041*100)

Prediktor
Vimentin {%) = 15
E-cadherin = 89
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CD44 = 31
CD24 = 100

[ reposiToRY.UBACID |

Hasil Prediksi
Skor Diskriminan Tidak Respons: 2945

Skor Diskriminan Respons: 42.852*
Hasil Prediksi: Respons

Kesimpulan' akhir nilai' ‘prediksi respons kemoterapi -ditentukan dari- ‘angka atau . skor
diskriminan. respons. yang lebih tinggi bila dibandingkan -dengan. skor  diskriminan. . tidak

respons. Jika hasil aplikasi model prediksi ini dibandingkan dengan data medik Kklinis
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sesiungguhnya pada pasien pasca pemberian kemaoterapi-neoajuvan berbasis-antrasiklin 3
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kali maka hasilnya sebagai berikut:

Ukuran tumor pasca kemoterapi =4.cm
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Respons pasca kemoterapi berdasarkan diameter tumor pasca kemoterapi termasuk dalam

kategori respons parsial (respons terhadap kemoterapi neoajuvan).

Hasil prediksi dengan menggunakan model

prediktor respons kemoterapi penelitian Hasil data sesungguhnya
rekam: medis pasien

Respons Repons parsial (respons)
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Hasil -analisis ‘berdasarkan rumusan. model prediktor  respons. kemoterapi neoajuvan

P
£

berbasis antrasiklin pada pasien kanker payudara stadium [lIB-subtipe Luminal tersebut juga

diketahui bahwa model ini mempunyai:
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Akurasi 197,14
Sensitifitas 2100
Spesifisitas, - ' : 92,23

Kasus 2
Seorang wanita.usia 46:tahun.dirawat dengan diagnosis.Carcinoma Mamma Sinistra grade

I, status-histopatologi ER(+), PR(+) ‘HER2(++), Ki67 low expression, ukuran-tumor  pre
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kemoterapi-8 cm. Hasil pemeriksaan Vimentin 56%, E-cadherin 39%, CD44 28% dan CD24
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100%. Seperti apakah prediksi respons kemoterapi neoajuvan- berbasis antrasiklin

berdasarkan data pasien di atas?

Jawabannya ada di dalam model prediksi pada Gambar 5.12 di bawah ini:

&
L=
=
S
[T <
=
>0oc = .
S| Model Prediksi Respon Kemoterapi
= Model Fisher Tidak Ada Respon: YT =-26466+0.863 Vimentin + 0410 E_cadherin+ 0,131 CD44 + 0,041 (D24
Model Fisher Ada Respon YA=:33947 + 0.580 Vimentin + 0,536 E_cadherin+ 0,262 D44+ 0,123 (D24
B AKURASI, SENSITIVITAS DAN SPESIFISITAS:
3 Predicted Group
8 Kelompok _— |
& . Respons
=§ Respons P
; © Tidak " ! "
s Original Respons | g Akurasi= 97,1428
snn Respons | 0 19 19 Sensitivitas = 100
< Totd 5| 0| % Spesifistas = 8 2359
-
" PREDIKTOR
< Vimentin{%) =7 56
2 ; E-cadherin =" 39
m < (D4=? 2B
S0 =7 10
>0
HASIL PREDIKSI

-g'\,;.

Skor Diskriminan Tidak Ada Respon: 44,76
Skor DiskriminanAda Respon: 39,046
Hasil Prediksi: Tidak ada Respon
Pada kasus 2, keempat hasil IHK Vimentin, E-cadherin, CD44 dan CD24

masing-masing dimasukkan di dalam aplikasi model prediksi respons
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kemoterapi program excel.

Gambar 5.12. Model prediksi respons kemoterapi kasus 2
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Pada Gambar 5.12 di atas, bahwa untuk melakukan prediksi respons kemoterapi neoajuvan
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berbasis antrasiklin.pada pasien diatas maka data-Vimentin, E-cadherin, CD44 dan CD24

dimasukkan dalam persamaan yang telah sebutkan di atas-dengan cara seperti berikut -

s YNR = -28,466 + (0.883*56) + (0,410*39) + (0,131*28) + (0,041*100)
<L
g:’ YR =-33,947 + (0.580*56) + (0,536*39) + (0,262*28) + (0,123*100)
5=
o
& <L
= .
= oc Prediktor
oM Vimentin {%) = 56
& E-cadherin = 39
- CD44 = 28
CD24 = 100
f Hasil Prediksi
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Skor Diskriminan Tidak Respons: 44.76*
Skor Diskriminan Respons: 39.046

Hasil Prediksi:  Tidak Respons

Bila‘dibandingkan dengan data sesungguhnya dari rekam medik pasien pasca pemberian
kemoterapi neoajuvan berbasis antrasiklin 3x sebagai berikut:

Ukuran tumor pasca kemoterapi =6cm

Respons pasca kemoterapi berdasarkan diameter tumor pasca kemoterapi termasuk dalam

kategori stable disease (tidak respons).
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Hasil prediksi dengan menggunakan model

prediktor respons kemoterapi penelitian Hasil data sesungguhnya
dari rekam medis pasien

Stable disease
(tidakrespons)
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Tidak respons

Berarti bahwa bila hasil-hasil ekspresi- keempat parameter ini bila dimasukkan ke dalam

model aplikasi prediktor kombinasi ini ternyata sesuai dan cocok dengan kondisi riil secara
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faktual pada pasien. Hal ini tentu saja akan sangat berguna bila nantinya diterapkan kepada
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pasien yang akan diberikan kemoterapi.

Dari- Gambar 5.11 dan Gambar 5.12 di atas dan setelah semua data ke 35 orang

l

pasien: dimasukkan di ‘dalam model aplikasi, 'maka tergambarkan bahwa: data hasil
imunohistokimia variabel bebas yang dimasukkan dalam model prediksi menunjukkan
kesesuaian dengan data medik faktual sesungguhnya respons kemoterapi berdasarkan
ukuran tumor pasca kemoterapi neoajuvan berbasis antrasiklin pasien partisipan, dan

dilakukan analisis validitas.
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Validitas test model prediksi:

A
‘."‘.-

Akurasi 1 97.14
Spesifitas : 88.23

Sensitifitas 2100
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Hasil analisis model prediksi respons kemoterapi yang didapatklan menunjukkan- nilai

akurasi 97.14, sensitifitas 100, spesifitas 88,23%, dimana nilai tersebut merupakan sebuah
penghitungan, statistik untuk menilai akurasi dari sebuah prediksi. Pada dasarnya setiap
model- prediksi dibuat sebelum nilai dari entitas yang diprediksi tersebut dikenal. Oleh
karena itu, dperlukan sebuah metode untuk mengevaluasi akurasi dari berbagai prediksi

terebut (Gonen et al., 2007). Selanjutnya kemudian analisis lanjutan mengacu pada sebaran
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data pasien partisipan, -dimana. sensitivitas diukur . berdasarkan proporsi jumlah pasien
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partisipan yang menunjukkan-respons terhadap kemoterapi neoajuvan berbasis antrasiklin
sedangkan nilai spesifitas didefinisikan sebagai proporsi dari jumlah pasien partisipan yang
tidak respons terhadap kemoterapi neoajuvan berbasis antrasiklin.-Selanjutnya setiap data
dari-hasil pemeriksaan. IHK ekspresi-Vimentin, E-cadherin, CD44 dan CD24 ketiga puluh

lima (35 orang) partisipan dimasukkan satu per satu di dalam aplikasi model prediksi di atas,
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dimana semua hasilnya ada di dalam lampiran.

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS




REPOSITORY.UB.AC.ID |

BAB-VI

PEMBAHASAN

l

6.1. Karakteristik sampel penelitian
Partisipan dalam penelitian ini sebanyak 35 orang pasien dengan diagnosis kanker
payudara stadium |lIB subtipe Luminal yang ditetapkan melalui beberapa prosedur

diagnostik ' standar “antara lain - penilaian staging’ TNM, pemeriksaan  histopatologi dan

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS

pemeriksaan imunohistokimia-ER, PR, HER2, Ki67, yang direncanakan untuk diberikan

A
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kemoterapi neoajuvan. Dari hasil biopsi jaringan 'kanker payudara sebelum kemoterapi,

dilakukan. pemeriksaan - imunohistokimia untuk - menilai. ekspresi_ parameter.. molekuler
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Vimentin, E-cadherin, CD44 dan CD24. Pemilihan subtipe Luminal karena jenis tersebut

yang paling banyak ditemukan (lebih kurang 55%) di RSUD dr. Saiful:Anwar-Malang. Sel

tumor Luminal adalah sel tumor yang muncul dimulai dari sel kanker yang berada di dalam

lumen (sel-inner-dari duktus laktiferus). Secara klinis praktis subtipe Luminal, yaitu Luminal
A dan Luminal B ditandai dengan hasil imunohistokimia ER (estrogen reseptor) positif dan
atau PR (progesteron reseptor) positif, apapun hasil ekspresi HER2 dan Ki67 maka pasti
termasuk subtipe Luminal A atau subtipe Luminal B. Subtipe Luminal ini mempunyai survival

yang relatif lebih baik dari pada subtipe non-Luminal dan merupakan jumlah terbanyak dari
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keseluruhan subtipe kanker payudara. Selain termasuk jenis dan type kanker payudara
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yang paling sering dijumpai, baik subtipe Luminal A ataupun Luminal B secara epidemaologi
mempunyai angka rekurensi- 27.8 - 30% dan angka metastatis 10 - 20 % dan waktu
rekurensi 1.6 - 2.2 tahun (Lim et al, 2011; Castellano et al., 2013; Cheang et al., 2009), dan
hanya 7% dari keseluruhan. partisipan yang menunjukkan respons komplit terhadap

kemoterapi dengan p.0.01 pada penelitian Carey et al., 2007.
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Stadium lanjut lokal (locally .advanced breast cancer), yaitu stadium-IlIA, 1B, IIIC,
sedangkan dalam  penelitian ini stadium yang dipilih adalah stadium 111B saja, yaitu tumor

berukuran > 5 sm, terdapat infiltrasi sel kanker pada kulit antara lain ulkus, nodul satelit. dan
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peau d'orange (kulit payudara seperti kulit jeruk). Standar terapi kanker payudara stadium
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lanjut lokal (salah satunya stadium [lIB) ini adalah kemoterapi neoajuvan yang diberikan

sebelum prosedur pembedahan (Loibl et al.,” 2006) - dan diharapkan efektif “untuk

l

menurunkan ukuran tumor dan mematikan sel mikrometastatik - (Kim et -al., :2010),
sedangkan untuk kasus kanker payudara stadium dini (I dan 1) umumnya dilakukan
prosedur pembedahan terlebih dahulu -barudilanjutkan' dengan  pemberian - kemoterapi
ajuvan.

Berdasarkan data karakteristik- sampel hasil penelitian ini menunjukkan bahwa rerata
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usia pasien adalah 49.51 tahun yang tersebar mulai usia 43 tahun sampai 55 tahun. Pasien

e

dengan kasus kanker payudara biasanya diderita wanita usia menjelang 50 tahun atau

premenopouse: Setelah menjalani 3 kali kemoterapi heoajuvan, dari keseluruhan responden
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19 orang pasien memperlihatkan respons positif (respons komplit dan respons parsial)
terhadap kemoterapi neoajuvandan 16 orang pasien menunjukkan tidak respons. (respons

stabil dan respons progresif) setelah pemberian kemoterapi neoajuvan 3 kali.

Berdasarkan data hasil penelitian-ini diketahui bahwa untuk penilaian kelenjar getah
bening pada semua sampel diketahui ada 22.86% responden yang tidak ditemukan
penyebaran pada kelenjar getah bening dan 57.14% partisipan ditemukan- positif terjadi
penyebaran pada kelenjar getah bening. Ada berbagai macam faktor prognostik dan

prediktif respons terhadap berbagai ‘modalitas terapi kanker payudara termasuk respons
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terhadap kemoterapi neoajuvan. Secara konvensional selama ini status kelenjar getah
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bening dan' ukuran tumor digunakan sebagai dasar prediktif respons kemoterapi neoajuvan.
Namun memang masih terdapat kontroversi dimana pada beberapa. studi. seperti yang

dilakukan 'Hansen menyebutkan bahwa tidak ada perbedaan survival yang signifikan-antara
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kelompak kontrol tanpa pembesaran kelenjar getah bening dengan kelompok yang terdapat

pembesaran kelenjar getah bening (KGB) (p=0,052) (Rakha et-al., 2010).

Pada penelitian. ini,. pemeriksaan. imunohistokimia ekspresi.estrogen reseptor (ER)
yang menunjukkan positif adalah pada semua sampel penelitian yaitu 35 orang (100%).

Demikian pula pada pemeriksaan. progesteron reseptor menunjukkan semua sampel 35
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orang ditemukan hasil positif karena memang pasien dengan ER(+) dan PR(+) merupakan
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responden yang dipilih sesuai kriteria subtipe ‘Luminal. Reseptor hormon steroid seperti

estrogen reseptor (ER), progesteron reseptor (PR) dan onkogen ErbB-2/reseptor human

l

epidermal growth  factor-2 (HER2): merupakan: faktor  prediktif -yang penting: pada
pengelompokan kanker payudara dan untuk menentukan respons terhadap terapi dan
prognosis penderita’ (Nofech-Mozes ~et-al., 2009). Didukung  pula dari- studi lain yang
menyatakan bahwa subtipe Luminal kanker payudara ditandai dengan imunohistokimia ER

(estrogen reseptor) positif dan° PR (progesteron reseptor) positif, mempunyai-survival yang
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relatif lebih baik dari pada subtipe non-Luminal dan merupakan jumlah terbanyak dari

e

keseluruhan subtipe kanker payudara (Blows et al., 2010). Demikian pula dengan temuan

dari Creighton et al.. (2012), bahwa subtipe Luminal mencakup 10-20% dari-kasus kanker

REPOSITORY,UB.AC.ID |

payudara, dari pemeriksaan histokimia ditandai ER(+) dan atau PR(+), dan ekspresi
HER2(+).

Sedangkan hasil pemeriksaan pada HER2 menunjukkan ada 8 orang negatif

(22.86%). Pemeriksaan terbanyak ditemukan ada HER positif (+1) ada 20 orang (57.14%).
Selanjutnya ditemukan pada double positive (+2) ada 5 orang (14.29%) dan terakhir ada 2
orang (5.71%) ditemukan triple positive (+3). Pada kanker payudara dengan HER2 positif
menunjukkan peningkatan jumlah protein HER2 yang terdapat pada permukaan sel tumor.

Tingkat ekspresi HER2 yang tinggi menunjukkan bahwa kanker payudara sangat ganas dan
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penyakit ini pada umumnya sangat kurang memberikan respons terhadap kemoterapi. Jika
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hasil tes ‘menunjukkan HER2' positif artinya protein tersebut ditemukan dalam jumlah
berlebih, dan bertindak sebagai reseptor yang mendorong. pertumbuhan sel. Sekitar 15

hingga 20 persen kasus kanker payudara di ‘dunia merupakan kanker payudara dengan
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HER2 positif. Kanker payudara dengan HER2 positif terdapat mutasi atau perubahan

abnormal dalam 'DNA yang dapat ' menghasilkan protein HER2 berlebih dalam  sel kanker

payudara. Mutasi genetik yang menyebabkan kanker. payudara.positif HER2 disebut mutasi
diakuisisi. Kanker dengan HER2 berlebih cenderung tumbuh dan menyebar lebih cepat

daripada jenis kanker payudara lainnya.. Pada berbagai - penelitian. menunjukkan bahwa
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HER2 yang positif mempengaruhi prognosis sekitar 20-30 persen wanita penderita kanker
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payudara. Didalam kepentingan klinis praktis penilaian hasil imunohistokimia HER2, bila

HER2 (+3) maka direkomendasikan- untuk diberikan targetted therapy trastuzumab,

l

sedangkan bila HER2(+2) harus dilakukan validasi-dengan pemeriksaan fluorescent in situ
hybridization (FISH), sedangkan HER2 (+1) dianggap negatif.

Pada pemeriksaan Ki67, ditemukan Ki67 yang tinggi diantara 35 orang pasien ada
28 orang (80%) dan yang rendah ditemukan 7 orang (20%). Hal ini serupa dengan

penelitian Creighton (2012), bahwa subtipe Luminal B mencakup 10-20% dari kasus kanker
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payudara dan dari pemeriksaan imunohistokimia ditandai. dengan Ki67 yang tinggi.

e

Pengamatan klinis yang peneliti dapatkan selama ini menunjukkan bahwa pasien dengan

HERZ2 (+3) secara klinis cenderung lebih ganas, dan Ki67 high expression.menunjukkan
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kemampuan proliferatif yang progresif, namun pada hasil analisis statistik parameter ini
tidak- menunjukkan, korelasi- dengan: parameter biomolekuler: lain. ataupun-dengan respons

kemoterapi.

Penilaian obyektif . respons pemberian kemoterapi- terdiri -dari' perubahan ukuran
tumor, dan- perubahan gejala klinis misal rasa nyeri, perdarahan, ulkus dan bau yang
mengganggu. Respons  Klinis ‘kanker payudara terhadap kemoterapi didasarkan pada
RECIST (Response Evaluation Criteria in Solid Tumors), dimana terdapat 4 (empat)

respons yaitu respons komplit, respons parsial, stable disesase dan progressive disease.
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Hasil penelitian ini menunjukkan rata-rata ukuran tumor sebelum pemberian kemoterapi

2
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neoajuvan 8.57+5.86 sedangkan pasca pemberian- kemoterapi nheoajuvan 3 siklus data
menunjukkan rata-rata ukuran tumor. 3.23+2.55.

Sebaran data ‘grading’ menunjukkan bahwa  dari hasil pemeriksaan mikroskopis
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imunohistokimia pada  jaringan kanker payudara stadium: IlIB subtipe Luminal antara

kelompok yang memperlihatkan respons terhadap kemoterapi-neoajuvan dengan yang tidak

respons: terhadap kemoterapi neoajuvan keduanya menunjukkan. sebaran yang. bervariasi
pada skala ordinal. Sebaran data grade antara kelompok sampel yang respons ada 19

orang-(54,3%) dan kelompok sampel yang tidak respons ada 16 orang (45.7%), jadi-di sini
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menunjukkan ada pengaruh yang bermakna (p=0.013<x) pemeriksaan grade terhadap
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perubahan ukuran tumor sebagai efek dari kemoterapi neoajuvan. Pada kelompok sampel

yang respons terhadap kemoterapi neoajuvan terbanyak pada grade ke-3 yaitu 13 orang

l

(68.4%) dibandingkan-dengan grade yang lain, hal ini berarti respons kemoterapi lebih
besar bila grade lebih tinggi. Sedangkan pada kelompok sampel yang tidak respons
terhadap - kemoterapi -neoajuvan ‘terbanyak pada grade ke-2 vyaitu 10 orang (62.5%)

dibandingkan dengan.grade yang lain.
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6.2. Ekspresi Vimentin pada pasien kanker payudara stadium 1lIB subtipe
Luminal

e

Migrasi sel memainkan peranan penting dalam perkembangan janin, penyembuhan

luka, regenerasi, inflamasi dan respons imun terhadap sel kanker. Vimentin sudah diketahui
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merupakan protein -penanda kemampuan migrasi sel, meskipun-peranVimentin -dalam

migrasi sel masih belum jelas. Studi terkini menjelaskan fungsi Vimentin terkait kemampuan

migrasi sel yang disebabkan oleh adanya polaritas seluler, regulasi formasi ikatan seluler
dan transport: sinyal protein pada pergerakan seluler. Pada dasarnya migrasi-merupakan
pergerakan sel secara langsung sebagai respons terhadap stimulus ekstraseluler antara lain
sitokin, growth factor. dan perubahan. kimia dan-substrat mekanik. Peningkatan ekspresi

Vimentin pada sel kanker berhubungan dengan peningkatan kemampuan migrasi dan invasi
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sel kanker baik-menuju sirkulasi sistemik ataupun-ke jaringan: sekitar. Pada kebanyakan

2
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tumor epitelial, ekspresi Vimentin akan meningkat selama proses metastasis, dan terjadi
pula  peningkatan motilitas dan kemampuan  invasif - sel tumor. ‘Peningkatan ekspresi

Vimentin pada sel tumor berdampak pada motilitas sel dan-kemampuan invasi (Kalluri et al.,
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2009):

Pemeriksaan imunohistokimia jaringan kanker payudara I1I1B subtipe Luminal diambil

sebelum pasien menjalani kemoterapi neoajuvan, kemudian dinilai ‘ekspresi Vimentinnya
dengan. pengamatan di bawah mikroskop, . hasil yang positif akan memperlihatkan

membranous staining yang berwarna'coklat melingkari sel kanker. Sepertidijelaskan oleh
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Thieri et al. (2009) yang menyebutkan bahwa Vimentin ‘merupakan protein dengan berat
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molekul 57 KD intermediated filament terekspresi pada sel mesenkim, teridentifikasi melalui

membranous staining pada berbagai jenis kanker epitelial termasuk kanker payudara dan

l

diketahui perannya dalam menjaga integritas dan kekebalan seluler terhadap stress-agent.
Overekspresi Vimentin pada sel tumor berhubungan dengan peningkatan pertumbuhan
tumor, invasi dan prognosis yang buruk (Zheng et al., 2015). Secara epidemologi ekspresi
Vimentin meningkat pada sel epitelial kanker termasuk di antaranya adalahkanker

payudara yang mempunyai- karakteristik reseptor estrogen (ER) yang rendah/negatif. Dari
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penelitian ini, keseluruhan responden kelompok dengan rerata Vimentin 18.68% tersebar

e

pada kisaran- rentang 9.57% - 27.79% cenderung ‘menunjukkan respons terhadap

pemberian kemoterapi. heoajuvan 3 siklus. Dan_pada kelompok dengan rerata ekspresi
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Vimentin 44.81% dan tersebar disekitar 35.51% - 54.11% menunjukkan respons terhadap
kemoterapi neoajuvan-yang lebih rendah. Ekspresi. Vimentin .selama aktifasi mekanisme

EMT menunjukkan hubungan berbanding lurus dengan kemampuan motilitas seluler,

peningkatan ekspresi gen yang-berhubungan dengan plastisitas sel dan kemampuan invasi
(Li-et al., 2015). Dari hasil data rerata Vimentin pada penelitian ini didapatkan - bahwa
ekspresi Vimentin - menunjukkan  peningkatan. respons kemoterapi yang: buruk  jika nilai
ekspresinya berada pada batasan angka = 44.81%, demikian pula berdasarkan penelitian

ini salah satu hal yang harus diperhatikan untuk memprediksi peluang respons komplit
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terhadap kemoterapi adalah bila pasien menunjukkan hasil ekspresi Vimentin < 18.68%.
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Hasil perbandingan kedua kelompok tersebut menunjukkan ‘ada perbedaan yang

bermakna (p=0.000<x) antara kelompok yang respons terhadap kemoterapi neoajuvan

dengan yang tidak respons’ terhadap kemoterapi. Ekspresi Vimentin-pada kelompok yang
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respons: terhadap. kemoterapi .neoajuvan (18.68+9.11) lebih kecil -dibandingkan :dengan

Vimentin pada kelompok tidak respons terhadap kemoterapi neoajuvan (44.81+9.30),

sedangkan hasil analisis -uji beda dua kelompok-menunjukkan- p-value 0.000 yang ‘berarti

bahwa ada perbedaan ekspresi Vimentin pada kedua kelompok pengamatan baik yang
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menunjukkan respons terhadap kemoterapi maupun yang tidak respons. Saat ini belum ada
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publikasi dari hasil penelitian yang menyebutkan batasan nilai normal (cut-off point) ekspresi

Vimentin pada sel epitelial kanker. Namun beberapa sebelumnya menyebutkan bahwa

l

ekspresi Vimentin berhubungan dengan lesi metastatik dan merupakan -indikator buruknya
prognosis. Hambatan ekspresi Vimentin melalui induksi withaferin-A pada jaringan sarkoma
menghambat pertumbuhan, rekurensi-dan metastasis. Di dalam salah satu kajian Vimentin
pada tumor prostat model tikus ataupun studi pada cell line menunjukkan bahwa pemberian

withaferin-A menunjukkan hambatan invasi, motilitas'dan migrasi sel kanker (Pasquier et al.,
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2015).

e

Penelitian-penelitian tersebut di atas juga sesuai dengan data hasil penelitian ini

yang menyebutkan . bahwa nilai korelasi. parameter Vimentin (-0.697) merupakan prediktor
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paling kuat dibandingkan dengan parameter lain yang dianalisis dalam penelitian ini seperti
E-cadherin (0.525), CD44..(0.487) ataupun CD24 (0.529). Nilai negatif dari. parameter

Vimentin - menunjukkan arah korelasi kedua variabel bahwa semakin tinggi ekspresi

Vimentin maka semakin meningkatkan risiko tidak respons (stable atau progresif). Hal ini
berkaitan dengan teori yang menjelaskan bahwa Vimentin merupakan regulasi terhadap
protein Axl, Slug dan Ras yang merupakan gen penginduksi kemampuan migrasi sel kanker
payudara (Satelli et al., 2011).

Hasil pemeriksaan imunohistokimia pada jaringan kanker: payudara menunjukkan
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bahwa ekspresi Vimentin dominan ditemukan pada jenis high grade ductal carcinoma
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dengan level estrogen reseptor (ER) yang rendah. ‘Namun pada penelitian ini tidak dikaji
korelasi. antara estrogen reseptor dengan ekspresi Vimentin karena secara prosedural

reseptor estrogen ER(+) dan progesteron receptor PR(+) merupakan kriteria inklusi yang
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sengaja. dipilih, sehingga dari keseluruhan partisipan penelitian ini menunjukkan ekspresi

ER(+) dan PR(+). Indikasi peran Vimentin terhadap peningkatan kemampuan migrasi sel

didasari- bahwa Vimentin. . memediasi - ikatan  antara . actin . dan . mikrotubul . termasuk
memfasilitasi struktur sitoskeleton  dan “meningkatkan efek ‘mekanik aliran ~darah dan

berkontribusi terhadap polaritas- dan motilitas seluler.
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6.3. Ekspresi E-cadherin pada pasien kanker payudara stadium 1B subtipe Luminal

Sel epitel ' secara fisiologis melekat satu sama lain dengan berbagai jenis protein

l

jucntions - yang .menjaga . integritas . fungsional jaringan. epitel.. . dan . ekspresi..E-cadherin
dihubungkan dengan fenotif sel ‘epitel. E-cadherin merupakan protein adesi transmembran
yang, sangat tergantung pada kadar kalsium ~dengan berat molekul .120kDa - dan terletak

pada adherens junction, protein ini- sering disebut sebagai marker ‘sel epitel normal.
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Kerusakan junctional epitelial akan meningkatkan progresifitas dan kemampuan metastasis

sel kanker, juga meningkatkan kemampuan pelepasan sel kanker dari tumor primer -menuju

e

sirkulasi atau sistem limfatik. Dengan kata lain penurunan ekspresi-E-cadherin (abberant

expression) berhubungan dengan progresifitas dan metastasis tumor.
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Batasan untuk ekspresi E-cadherin menurut:-pembagian  kategori-ekspresi normal

dan penurunan ekspresi E-cadherin merujuk pada C. Sucui et al., 2008 yang menyebutkan

batasan jumlah ''sel dengan  karakteristik E-cadherin ‘antibodi staining ‘positif <10% sel
menunjukkan  sel kanker mudah migrasi dan metastasis, sedangkan E-cadherin >20%
termasuk- dalam kategori ~ekspresi ‘normal. * Secara ‘umum tumor-dengan ekspresi E-
cadherin yang rendah_akan lebih invasif dan -mempunyai kemungkinan lebih besar untuk

invasi ke kelenjar getah bening. Ekspresi E-cadherin yang rendah pada kanker payudara
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berhubungan i dengan metastasis .kelenjar getah bening, grading yang: tinggi .dan. perilaku
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tumor yang buruk, namun beberapa studi menunjukkan bahwa metastatis kelenjar getah
bening pada kasus kanker payudara justru menunjukkan ekspresi E-cadherin yang rendah
dibandingkan dengan kasus kanker payudara tanpa metastatik kelenjar getah bening. Salah

satu hipotesis yang menyebutkan bahwa ekspresi. dan fungsi E-cadherin - menurun secara
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bertahap diduga berhubungan dengan migrasi sel tumor dalam sistem sirkulasi dan dalam

jaringan peritumoral (jaringan ' sekitar' tumor). Proses tersebut diikuti  oleh ‘mekanisme
reekspresi E-cadherin pada sel tumor, sehingga fakta ini dapat menjelaskan bahwa ekspresi

E-cadhein pada jaringan metastatik cenderung sama atau lebih tinggi dibandingkan dengan

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS




ekspresi pada tumor primer. Selain itu disebutkan juga ukuran tumor yang meningkat

REPOSITORY.UB.AC.ID |

berbanding lurus  dengan ekspresi ‘E-cadherin, hal ini- dibuktikan dengan studi  yang

menjelaskan bahwa ukuran tumor <2 cm menunjukkan ekspresi e-cadherin yang lemah <

l

14%, dan persentase tersebut meningkat sampai 25% pada tumor dengan ukuran lebih dari
2 cm (Suciu et al., 2008).

Hasil penelitian-ini-menunjukkan bahwa ekspresi'E-cadherin pada kelompok respons
terhadap kemoterapi neoajuvan berbasis antrasiklin. lebih tinggi dibandingkan dengan

kelompok ' ‘pengamatan ~yang tidak respons. Ekspresi E-cadherin ' diamati ' dengan
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pemeriksaan imunohistokimia pada jaringan kanker penderita kanker payudara stadium I11B

e

subtipe Luminal, pemeriksaan menunjukkan positif bila' ada membranous staining yang

berwarna. coklat melingkari sel kanker. Disebutkan bahwa E-cadherin merupakan penanda
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sel epitel yang merupakan protein transmembran yang bertanggungjawab terhadap  ikatan
antar _sel dan membentuk -adherens .junction serta secara fisiologis. E-cadherin berikatan

dengan o dan (3 Catenin (Heboort, 2015). Hilangnya ekspresi E-cadherin dikaitkan dengan

peningkatan ekspresi Snail, Zeb dan Twist yang diketahui sebagai respressor E-cadherin
selama aktivasi EMT.

Hasil pemeriksaan E-cadherin pada kelompok pengamatan didapatkan bahwa
kelompok yang respons terhadap kemoterapi neoajuvan 3 siklus mempunyai rerata ekspresi

E-cadherin 69.16 tersebar pada rentangan 48.75 — 89.57. Angka tersebut lebih tinggi
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dibandingkan dengan kelompok yang tidak respons terhadap pemberian kemoterapi yang
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mempunyai rerata 24,81 yang tersebar pada rentangan 14.24 — 35.38. Hal ini berarti bahwa
ekspresi E-cadherin yang tinggi pada kondisi sebelum kemoterapi mempunyai peluang

prediktif respons yang lebih tinggi terhadap kemoterapi neoajuvan.
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Hasil perbandingan kedua kelompok tersebut menunjukkan ada perbedaan ekspresi

E-cadherin ' yang * bermakna - (p=0.000<x) antara ~kelompok yang 'respons ' terhadap

kemoterapi- neoajuvan-dengan yang tidak respons terhadap kemoterapi. E-cadherin pada

kelompok yang respons terhadap kemoterapi neoajuvan (69.16+20.41) lebih besar
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dibandingkan dengan E-cadherin pada kelompok yang tidak respons terhadap kemoterapi
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neoajuvan (24.81+10.57). Berarti bahwa ada hubungan ekspresi E-cadherin pre kemoterapi

pada pasien yang didiagnosis kanker payudara stadium 1lIB subtipe Luminal dengan

l

respons kemaoterapi neoajuvan. Hasil penelitian-ini pada dasarnya mengacu pada konsep
aktfitas. EMT yang menunjukkan bahwa E-cadherin merupakan protein yang berperan
sebagai supresi tumor-dan invasion-supressive role.. Penurunan atau gangguan ekspresi E-
cadherin dikaitkan dengan . penurunan disease-free survival dan berbagai indikator

prognosis 'yang buruk, ‘antara lain ‘pembesaran ukuran tumor, ‘peningkatan grading dan
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perkembangan metastasis jauh. Namun hilangnya. ekspresi E-cadherin tidak dapat

e

digunakan sebagai prediktor - tunggal terhadap potensi metastatik atau outcome  yang

negatif, hal ini dikaitkan dengan ekspresi E-cadherin yang mulai menurun terjadi pada tahap
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pra invasif (Kowalsky et al., 2003).
Pada kanker. payudara, mekanisme invasi- dan. migrasi. didasari oleh - perubahan

morfogenesis dari sel epitel normal akibat penurunan dari E-cadherin, yang kemudian

membentuk kondisi hiperplasia-sel dalam bentuk sel yang imatur (progenitor) yang-dalam
keadaan ganas akan terjadi perubahan sel yang bersifat mesenkimal, memiliki sifat dasar
sel progenitor yang mempunyai kemampuan invasi secara instrinsik-dan mampu melakukan
transformasi maligna secara independen. Selanjutnya ekspresi gen yang berperan dalam

progresifitas dan ‘metastasis pada area tumor primer seperti PTGS2/ COX2, MMP-1,
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EGFRL akan meningkatkan angiogenesis (Qualil et al., 2014).
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6.4. Ekspresi CD44 pada pasien kanker payudara stadium 11IB subtipe Luminal

CD44 merupakan reseptor glikoprotein - transmembran yang berperan dalam adesi
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sel, dan ekspresinya di regulasi oleh kondisi lingkungan mikro yang hipoksia, overekspresi

CD44 ditemukan pada progresi kanker yang agresif sehingga - memungkinkan CD44 menjadi

protein target dalam pengembangan terapi untuk mengeliminasi sel kanker yang agresif

(Jin etal.; 2016).
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Dari- hasil pemeriksaan CD44 pada kelompok dengan respons terhadap kemoterapi

neoajuvan menunjukkan rerata ekspresi CD44 40.47 (17.84 - 63.10). Sedangkan pada

kelompok tidak respons terhadap kemoterapi neoajuvan menunjukkan rerata ekspresi CD44
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29.56 (antara 18.72 -:40.40). Hasil perbandingan kedua kelompok tersebut menunjukkan
bahwa terdapat perbedaan yang bermakna (p=0.001>) antara kelompok vyang
memperlihatkan respons terhadap kemoterapi neoajuvan dengan yang tidak respons efek
kemoterapi.

CD44 merupakan suatu komplek glikoprotein transmembran dengan berat 80 — 85
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kDa, yang mempunyai peranan. baik dalam proses. fisiologis.- maupun-proses. patologis,
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termasuk di antaranya adalah adesi sel, inflamasi dan perkembangan tumor. Pada berbagai

jenis- kanker, CD44 terekspresi-pada. permukaan sel kanker yang berperan- besar pada
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tahap inisiasi, metastasis dan tumorigenesis. Berbeda dengan CD44, maka CD24
merupakan -molekul protein yang dapat dijumpai di permukaan sel yang tertambat pada

glycosyl-phosphotidyl-inositol (GPI) (Appalaraju et al., 2012). Sebenarnya ekspresi CD24

dapat ditemukan pada semua jenis tumor solid, namun pada pada beberapa penelitian
terhadap kanker payudara ekspresinya ditunjukkan dalam bentuk kombinasi double staining
CD44/CD24. Secara konseptual terdapat keterikatan antara mekanisme represi E-cadherin
dengan peningkatan ekspresi-CD44, hal ini dikarenakan translokasi (3-catenin ke nukleus

justru-akan menyebabkan efek -downstream berupa peningkatan ekspresi dan stabilisasi
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CD44. Hasil penelitian ini tidak menilai hubungan antara Vimentin dan E-cadherin terhadap
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ekspresi CD44.
Overekspresi dari populasi. CD44 yang: tinggi atau yang lazim disebut CD44+ dan

CD24 yang rendah atau yang ‘kemudian disebut CD24- berhubungan dengan' resistesi
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kemoterapi; -hal- inidikaitkan:‘dengan. kemampuan- sel-dengan: karakter -tersebut mampu

memompa keluar obat yang masuk kedalam sel dengan bantuan glikoprotein P.  Sel yang

menunjukkan CDA44 tinggi dan CD24 yang rendah mempunyai tingkat progresifitas yang

lebih lambat dibandingkan dengan sel yang mengekpresikan CD44 rendah dan CD24 yang
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tinggi.  Sedangkan  penelitian lain- menyebutkan ‘bahwa peningkatan ekpresi CD44 yang
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tinggi dan CD24 yang rendah mempunyai korelasi-kuat dengan metastasis kelenjar getah

bening dan-berhubungan dengan nilai hasil terapi yang buruk berdasarkan indikator faktor

l

prediktif grading histologi-tumor maupun indeks proliferasi sel (Wei et al.,-2012).

6.5. Ekspresi CD24 pada pasien kanker payudara stadium IlIB subtipe Luminal
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CD24 merupakan protein permukaan’ sel- yang- terkspresi pada granulosit dan

berbagai sel yang sedang berkembang termasuk sel B, keratinosit dan epitelial tubulus renal

A
‘."‘.-

dan juga terekspresi pada berbagai jenis keganasan. CD24 merupakan ligand dari P-

selectin dan dapat memicu penyebaran sel tumor dengan marker CD24 (Schostak et al.,
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2006):

Secara fungsional CD24 dapat meningkatkan potensi metastasis pada sel kanker

yang disebutkan juga oleh beberapa studi sebelumnya. Penelitian-penelitian tersebut yang
menyatakan bahwa overekspresi CD24 ditemukan pada banyak jenis jaringan kanker.
Senner menyebutkan dalam hasil penelitiannya bahwa CD 24 menstimulasi migrasi glioma
baik in vivo dan in vitro. CD24 pada beberapa studi disimpulkan sebagai marker penting

pada diagnosis dan prognosis kanker, pada kanker paru CD24 merupakan marker
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independen survival rate pasien. (Deng et al., 2012).

&
£

Dari penelitian ini- tampak bahwa nilai rerata + SD CD24 pada kelompok yang
respons: terhadap. kemoterapi: neoajuvan. (52.63+19.12). sedikit lebih besardibandingkan

dengan rerata + SD CD24 pada kelompok yang tidak respons terhadap kemoterapi
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neoajuvan (51.31+£26.99). Hasil perbandingan  kedua kelompok  tersebut menunjukkan

bahwa ada perbedaan yang tidak bermakna (p=0.88>X) antara kelompok yang respons

terhadap kemoterapi neoajuvan dengan yang tidak respons terhadap kemoterapi.
Tumorigenesis melibatkan mekanisme, biologis yang kompleks, karakteristik sel

tunggal mungkin tidak cukup- untuk ‘mengidentifikasi sel-sel dengan potensi ‘tumorigenik
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secara lengkap. Pemahaman keseluruhan dari tumorigenik sel pada kanker payudara telah
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banyak diteliti dengan melihat tumor marker permukaan sel CD44/CD24, namun, relevansi

fungsionalnya dalam tumorigenesis -masing-masing CD44 dan CD24 belum sepenuhnya

l

dipahami (Abraham et al., 2005).

Karakter sel yang mengekspresikan CD24 menunjukkan perilaku sel yang lambat
membelah, mempunyai tingkat resistensi yang tinggi: pada kemoterapi' primer dan radiasi.
Sel dengan kecepatan pembelahan yang lambat tidak bisa menjadi sasaran dari

kebanyakan zat kemoterapi. Secara umum hampir'semua pustaka menyebutkan ‘bahwa
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ekspresi CD24 pada kanker payudara menunjukkan karsinoma yang lebih invasif,

e

prognosis  yang buruk, grading histopatologi yang tinggi, ukuran tumor- lebih ‘besar,

metastasis kelenjar getah bening dan resisten terhadap kemoterapi. .Namun.dari berbagai
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penelitian memang terdapat perbedaan hasil seperti pada penelitian oleh Cao X. et al.,
2014, yang meneliti CD44. dan CD24 bahwa tidak ada. korelasi.yang signifikan antara

ekspresi CD24 dan waktu kelangsungan hidup secara keseluruhan (uji log-rank, P = 0,115).

Analisis regresi multivariat menunjukkan bahwa ekspresi CD44 (P. =.0,029), TNM staging (P
<0,001), dan invasi limfovaskular (P = 0,016), tetapi bukan ekspresi CD24 (P = 0,065),
merupakan faktor prognostik \independen dan resitensi terhadap kemoterapi. Beberapa
penelitian lain juga menunjukkan bahwa CD24 tidak berhubungan dengan faktor prognostik

dan prediktif, dan masih meninggalkan pertanyaan yang belum jelas. Karena itu dibutuhkan
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penelitian-penelitian lain untuk memperjelas hubungan ekspresi CD24 dengan kator-faktor

2
£

prognostik, prediktif kanker payudara dan respon terhadap kemoterapi.

6.6. Potensi kombinasi Vimentin, E-cadherin, CD44 dan CD24+ sebagai model
prediktor respons kemoterapi neoajuvan pada pasien kanker payudara stadium
llIB. subtipe Luminal
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Pendekatan diagnosis kanker payudara yang tepat sangat penting dikembangkan
mengingat berbagai faktor yang terlibat dalam keberhasilan terapi kanker payudara di

RSUD dr. Saiful Anwar Malang. Prosedur standar yang sampai saat ini digunakan untuk
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manajemen tumor payudara yang dicurigai sebagai ‘kanker payudara stadium lanjut-lokal
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1B ~adalah pemerilksaan - klinis, - penentuan - stadium TNM, biopsi. untuk  pemeriksaan

histopatologi, dan bila pemeriksaan- hispatologi positif kanker payudara maka dilanjutkan

l

dengan pemeriksaan imunohistokimia ekspresi ER,PR, HER2 dan Ki67 :sebelum diberikan
kemoterapi neoajuvan, namun ternyata hal ini belum secara keseluruhan memberikan
informasi 'yang cukup-tentang prediksi respon kemoterapi. Meskipun ‘hasil pemeriksaan
imunohistokimia menunjukkan hasil 'yang layak untuk . dilakukan kemoterapi pada

keseluruhan partisipan yang diamati pada penelitian‘ini- namun pada kenyataannya respon
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yang terjadi setelah pemberian kemoterapi yang berdasarkan perubahan diameter ukuran

e

tumor masih sangat bervariasi.

Merujuk pada pendekatan biomolekular, mekanisme invasi. dan. migrasi kanker
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payudara didasari oleh perubahan morfogenesis dari sel epitel normal akibat penurunan dari
E-cadherin, yang kemudian membentuk kondisi hiperplasia:sel dalam bentuk . sel yang

imatur (progenitor) yang dalam keadaan ganas akan terjadi perubahan sel yang bersifat

mesenkimal, dan memiliki sifat dasar sel progenitor yang mempunyai kemampuan invasi
secara instrinsik mampu melakukan transformasi maligna secara independen (Quail et al.,
2014) disertai dengan peningkatan ekspresi Vimentin. Beberapa publikasi-menyebutkan
kajian tentang ekspresi Vimentin dan E-cadherin yang berbanding terbalik dengan progresi

kanker payudara, termasuk dengan penelusuran kondisi resistensi terhadap kemoterapi
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yang dihubungkan dengan keterlibatan protein CD44 dan CD24, meski batasan yang

2
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disebutkan masih 'sebatas peningkatan dan ‘penurunan ekspresi-belum menyebutkan
batasan. nilai normal dari masing-masing parameter. Secara teori, peningkatan ekspresi

Vimentin, CD44 dan CD24 dan penurunan “ekspresiE-cadherin’ menunjukkan potensi
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prognosis yang buruk pada kasus kanker payudara. Fakta sampai saat;ini belum ada kajian

tentang  kombinasi keempat parameter biomolekuler ‘tersebut untuk digunakan sebagai

prediktor penyakit. Pada penelitian ini. peneliti: menghubungkan dengan respon. kemoterapi

berdasarkan ukuran diameter tumor. Fokus peneliti dalam studi ini-adalah untuk digunakan
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sebagai model prediktor respon kemoterapi berbasis antrasiklin ‘pada pasien kanker
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payudara stadium 111B subtipe Luminal.

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa keseluruhan faktor diskriminan (Vimentin, E-

l

cadherin, CD44 dan CD24) menunjukkan variasi fungsi.masing-masing yang signifikan
(p.value 0.000) untuk digunakan sebagai prediktor respons pasca kemoterapi berbasis
antrasiklin pada pasien kanker payudara stadium 1B subtipe Luminal dengan nilai korelasi
kanonikal sebesar 0.899. Keempat variabel bebas berkontribusi 80.82% terhadap

penentuan respons terhadap® kemoterapi neoajuvan berbasis ‘antrasiklin ‘3’ siklus yang
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didapatkan dari hasil kuadrat nilai korelasi kanonikal. Vimentin merupakan prediktor respons

e

kemoterapi paling kuat dengan nilai -0.697,  berturut-turut kemudian disusul ' dengan

prediktor kedua CD24 (0.529), kemudian E-cadherin (0.525) dan yang paling -lemah adalah
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CD44 dengan nilai 0.487.
Meskipun. Vimentin secara statistik menunjukkan sebagai prediktor paling kuat dalam

menentukan respon kemoterapi, namun jika dikaji dalam sebaran data partisipan tidak

selalu- peningkatan ekspresi ' Vimentin . diatas 50%  menunjukkan tidak respons - terhadap
kemoterapi, ada beberapa partisipan yang menunjukkan ekspresi Vimentin dibawah 50%
justru-- memberikan - respons - progresif. . Termasuk - dengan -ekspresi E-cadherin  pada
beberapa partisipan yang menunjukkan angka 100% justru hanya menunjukkan respon

parsial, sedangkan partisipan yang menunjukkan ekspresi E-cadherin yang lebih rendah
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justru menunjukkan respons komplit. Variasi respons juga tampak pada hasil hitung sel

2
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ekspresi CD44, respons parsial dan respons komplit justru muncul pada partisipan dengan
ekspresi CD44. yang lebih tinggi, dan hal ini justru bertentangan dengan publikasi pada

jurnal-sebelumnya yang menyatakan bahwa CD44 merupakan protein transmembran yang
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terlibat dalam inisiasi, metastatik dan agresivitas tumor (Appalaraju et al., 2012). CD24 yang

merupakan  protein penanda sel yang ‘lambat- membelah, -konsep -ini- banyak  dikaitkan

dengan - resistensi . kemoterapi - mengingat efek .obat. kemoterapi-. lebih .tepat. dan. akan
memberikan hasil baik jika diberikan pada fase progresi tumor atau karakter sel yang cepat

membelah seperti. yang telah dibahas pada subbab. sebelumnya. Sehingga agresifitas dan
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sifat ‘sel yang lambat membelah pada kasus kanker payudara hampir selalu dikaitkan
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dengan ekspresi CD44 dan CD24.

Dari- penelitian ini kita ketahui bahwa ekspresi prediktor Vimentin, E-cadherin, dan

l

CD44 -mempunyai hubungan yang bermakna dengan respons kemoterapi, kecuali ekpresi
CD24 yang berhubungan tidak bermakna dengan respons kemoterapi, demikian pula
masing-masing = prediktor ‘mempunyai -kekuatan “yang tidak sama dan bervariasi.
Keseluruhan konsep teori yang mendasari aktifitas masing-masing parameter yang diukur

dalam  penelitian " ini-‘akan *berbeda bila “dianalisis ' secara ‘terpisah = sendiri-sendiri

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS

dibandingkan bila keseluruhan parameter dikaji bersamaan dalam suatu rumus Fisher's

A
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linear discriminant function analysis sebagai rekonstruksi model prediktor respon kemoterapi

berbasis . antrasiklin . seperti pada hasil - penelitian. ini. . _Nilai akurasi: sebesar. 97% dan
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sensitivitas 100% dari gabungan empat variabel yang bergabung sebagai model prediktor

respon kemoterapi menunjukkan model ini sangat potensif untuk diaplikasikan secara Klinis

dan terbukti lebih baik dibandingkan dengan bila prediktor dianalisis secara sendiri-sendiri.

Masih menjadi pertanyaan di dalam pemahaman interaksi yang terjadi di dalam sel,
diantaranya interaksi antar protein dengan protein di dalam proses penghantaran transduksi
sinyal, demikian pula di dalam interaksi antar genetik di dalam karsinogenesis. Sangat
dimungkinkan terdapat interaksi di dalam pensinyalan transduksi antar protein maupun

interaksi genetik antara gen-gen Vimentin, E-cadherin, CD44 dan CD24, sehingga
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mempunyai pengaruh yang berbeda ketika protein-protein tersebut bekerja sendiri-sendiri

&
£

pada mekanisme EMT dengan bila seluruh protein marker tersebut bekerja bersama-sama

dimana akan terjadi interaksi yang bisa saling berpengaruh secara keseluruhan terhadap
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progresifitas sel kanker payudara maupun respons terhadap kemoterapi.
Meskipun penjelasan tentang perbedaan aktifitas keempat variabel jika dikaji secara

tunggal berdasarkan penelitian terdahulu dengan penggabungan ke empat variabel dalam

penelitian. ini masih. menjadi lingkaran. pertanyaan (black box). yang.masih -membutuhkan
lanjutan studi dan kajian untuk melihat aktivitas keempat variabel jika digabungkan secara

biomolekuler. Pendekatan .cross. sectional study.-yang peneliti gunakan . dalam kajian .ini
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menjelaskan bahwa keempat variabel tidak dapat berdiri sendiri untuk menentukan respons
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kemoterapi melainkan saling terkait dan menunjukkan perbedaan aktifitas bila dibandingkan

dengan penelusuran aktifitas masing-masing variabel secara tunggal. Secara logika ilmiah

l

besar kemungkinan keempat protein prediktor ini-ketika ada di dalam sel tubuh pasien akan
terjadi interaksi genetik yang saling terkait, saling mempengaruhi, sehingga penggunaan
aplikasi kombinasi parameter ekspresi Vimentin, E-cadherin, CD44 dan CD24 sebagai satu
model prediktor utuh secara keseluruhan sangat bisa digunakan sebagai salah satu

pedoman untuk pemberian kemoterapi neoajuvan pada kanker payudara.
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Keterbatasan penelitian

Keterbatasan. penelitian.ini adalah pada. jumlah sampel yang: masih. kurang luas,
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tidak meneliti- semua subtipe “molekular, tidak menggunakan berbagai jenis rejimen

kemoterapi dan.tidak dilakukan secara lebih luas multisenter.-di berbagai rumah sakit di

seluruh wilayah Indonesia. Keterbatasan ini bisa diatasi dengan penelitian uang lebih luas

dengan melibatkan berbagai’ jenis subtipe, berbagai macam kemoterapi, memperbanyak
sampel dan dilakukan multisenter. Diharapkan ada penelitian lanjutan tentang bagaimana
pemeriksan biomarker sebelum dan setelah kemoterapi, sehingga dapat diketahui pada

kondisi respons atau tidak respons apakah biomarker ikut berubah atau tidak.
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BAB VI

PENUTUP

l

7.1 . Simpulan
Berdasarkan hasi penelitian ini, didapatkan kesimpulan yaitu:
a. Terdapat hubungan yang bermakna antara ekspresi Vimentin yang rendah dengan

respons kemoterapi neoajuvan  berbasis antrasiklin ‘pada pasien kanker payudara
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stadium 111B subtipe Luminal dengan p.value 0.000.

o
¢
T4

Terdapat hubungan yang bermakna antara ekspresi E-cadherin yang tinggi dengan
respons - kemoterapi  neoajuvan berbasis  antrasiklin- pada pasien  kanker payudara

stadium Ill subtipe Luminal dengan p.value 0.000.
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c. Terdapat hubungan yang bermakna antara ekspresic CD44 tinggi: dengan respons

kemoterapi neoajuvan berbasis antrasiklin pada pasien kanker payudara stadium [11B

subtipe Luminal dengan p.value 0.002.

d. Terdapat hubungan yang tidak bermakna. antara ekspresi CD24 yang tinggi dengan
respons kemoterapi neoajuvan berbasis antrasiklin pada pasien kanker payudara
stadium 1l1B subtipe Luminal dengan p.value 0.878.

e. Keseluruhan faktor diskriminan Vimentin, E-cadherin, CD44 dan CD24 menunjukkan
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variasi fungsi masing-masing.yang bermakna. (p.value 0.000) untuk:digunakan sebagai
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prediktor respons terhadap kemoterapi berbasis antrasiklin pada  pasien kanker
payudara stadium 1lI1B. subtipe Luminal dengan nilai korelasi kanonikal sebesar 0,899.

Keempat variabel bebas berkontribusi 80.82% terhadap penentuan respons kemoterapi

| REPOSITORY.UB,ACID |

neoajuvan berbasis antrasiklin yang didapatkan dari hasil kuadrat nilai korelasi

kanonikal.

f.. - Vimentin merupakan prediktor respons kemoterapi paling kuat-dengan nilai -0.697,
berturut-turut kemudian disusul dengan prediktor kedua adalah CD24 (0.529), E-

cadherin (0.525) dan yang paling lemah adalah. CD44 dengan nilai 0.487.
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g. Kombinasi keseluruhan faktor diskriminan “Vimentin, E-cadherin, CD44 dan CD24
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sebagai satu model aplikasi yang sangat baik untuk dijadikan sebagai prediktor respons

terhadap kemoterapi berbasis antrasiklin pada pasien kanker payudara stadium [lIB

subtipe Luminal.

7.2. Saran-Saran

Berdasarkan hasil penelitian' dan pembahasan maka diajukan saran saran, antara
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lain:

4
\'?‘ 4

1 Melakukan penelitian lebih lanjut untuk melihat ekspresi Vimentin, e-cadherin, CD44

dan CD24 pasca pemberian kemoterapi-neoajuvan.
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2 Mengikuti responden stadium [IB subtipe Luminal sampai terjadinya rekurensi akan

meningkatkan - nilai.- data . dan.. potensi faktor : prediktif. yang digambarkan . pada

penelitian ini.

3 - Meneliti -perbandingan - pengukuran berbagai - subtipe  kanker -payudara - untuk
penajaman fokus penilaian faktor prediktif respons kemoterapi dan memprediksi
rekurensi yang bisa ditemukan pada kondisi pasien lebih dini.

4 Melakukan penelitian terhadap semua subtipe, dengan berbagai rejimen kemoterapi

yang lain, dengan jumlah sampel lebih besar dan lebih luas secara multisenter di
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berbagai rumah sakit di wilayah Indonesia.
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