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ABSTRACT

The locally advanced cervical cancer is common in Indonesia and with limitation of radiation, chemotherapy is used as
a neoadjuvant treatment. However the clear mechanism of accumulation chemotherapy in cervical cancer is still
unclear. The purpose this study to determine CTRI and ATP7B expression as a predictor of response to neoadjuvant
chemotherapy cisplatin in cervical cancer IIB

The design of this research is observational analytic form prospectively on 30 sample cervical cancer stage IIB. Before
chemotherapy, Cervical biopsy was taken to evaluate expression CTR1 and ATP7B and MRI was done to measure the
tumor volume. Furthermore, four cycles neoadjuvat chemotherapy (NAC) cisplatin 50mg/m2 every weeks. Two - three
weeks after complete chemotherapy, repeated MRI examination. Assessment response to chemotherapy was
catagorized by RECIST.

Results: 30 samples obtained from the study of cervical cancer, before chemotherapy the smallest volume 23.35 cm3
and the greatest 276.23 cm3. After chemotherapy smallest 2.14 cm3 and largest 422.11 cm3. Chemotherapy response
obtained Partial Response (PR) 23 (76.7%), Stable Disease (SD) 5 (16.6%), Progressive Disease (PD) 2 (6.7%). Relationship
CTR 1 expression and response to chemotherapy according to RECIST obtained p value 0.002. Relationship ATP7B
expression and chemotherapy response according to RECIST obtained with p value 0.009. In multiple logistic
regression analysis obtained CTR 1 with p 0.006 and p value 0.454 ATP7B.

Conclusions: CTRI1 and ATP7B expression can be used as a predictor of response to chemotherapy neoadjuvant
cisplatin in cervical cancer IIB, CTR expression more better as a predictor of response to neoadjuvant chemotherapy.

Keyword: Neoadjuvant chemotherapy, MRI, Cisplatin, RECIST, CTR1 ATP7B

ABSTRAK

Kanker serviks lokal lanjut masih menjadi masalah umum di Indonesia. Dengan keterbatasan radiasi maka kemoterapi
sebagai neoadjuvan dipakai sebagai alternatif pengobatan. Mekanisme pasti akumulasi obat kemoterapi masih belum
jelas. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui ekspresi CTR1 dan ATP7B sebagai prediktor respons terhadap
kemoterapi cisplatin pada kanker serviks IIB.

Rancangan penelitan ini adalah analitik observasional dengan bentuk prospektif. Dari 30 sampel penelitian kanker
serviks 1IB, dilakukan pemeriksaan MRI untuk mengukur volume serviks dan parametrium serta biopsi serviks untuk
dilakukan pemeriksaan IHC (immunochemistry) CTR1 dan ATP7B. Selanjutnya diberikan Neoadjuvat chemotherapy
(NAC) cisplatin 50 mg/m? tiap minggu 4 kali. Setelah 2-3 minggu setelah NAC dilakukan pemeriksaan MRI ulangan.
Penilaian respons kemoterapi dilakukan dengan RECIST.

Hasil penelitian menunjukkan dari 30 sampel penelitian sebelum kemoterapi, volume serviks dan parametrium terkecil
23,35 cm?® dan terbesar 276,23 cm®. Setelah kemoterapi, terkecil 2,14 cm?® dan terbesar 422,11 cm®. Respons kemoterapi
didapatkan Partial Response (PR) 23 (76.7%), Stable Disease (SD) 5 (16.6%), Progressive Disease (PD) 2 (6.7%).
Hubungan ekspresi CTR 1 dan respons kemoterapi sesuai RECIST didapatkan dengan nilai p 0,002. Hubungan ekspresi
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ATP7B dan respons kemoterapi sesuai RECIST didapatkan dengan nilai p
0,009. Pada analisis regresi logistik ganda didapatkan CTR 1 dengan nilai
p 0,006 dan ATP7B nilai p 0,454.

Penelitian ini menyimpulkan bahwa ekspresi CTR1 dan ATP7B dapat
dijadikan sebagai prediktor respons Neoadjuvant chemotherapy
cisplatin pada kanker serviks 1IB. Bila dibandingkan, ekspresi CTR 1 lebih
baik sebagai prediktor respons kemoterapi neoadjuvant.

Kata kunci: Neoadjuvant chemotherapy, MRI, cisplatin, RECIST, CTR1
ATP7B

PENDAHULUAN
I<anker serviks masih menjadi masalah kesehatan
utama di dunia. Pada tahun 2008, terdapat
530.000 wanita terdiagnosis kanker serviks dengan
angka kematian 52%.' Di Indonesia, kanker serviks
masih menjadi kanker terbanyak pada wanita. Data
dari berbagai rumah sakit pendidikan di Indonesia
2007 menunjukkan kanker serviks masih menjadi
kanker tersering, diikuti kanker ovarium, kanker
uterus, kanker vulva, dan vagina.? Di Rumah Sakit
dr. Soetomo, Surabaya, pada 2014 didapatkan total
kasus baru kanker kandungan sebesar 1.106. Kasus
baru kanker serviks sebanyak 857 (77,48%); diikuti
kanker ovarium 162 (14,64%) dan kanker endometrium
39 (3,52%). Dari kasus kanker tersebut, stadium IIIB
sebanyak 567 ( 66,16%) dan stadium 1IB 211 (24,62%).
Pilihan pengobatan pada kanker serviks stadium
[IB sesuai standar FIGO (Federation Internationale
de Gynecologie et d’obstetrique) adalah kemoradiasi.
Protokol di RS dr. Soetomo, Surabaya, tidak
memberikan kemoradiasi sebagai pengobatan kanker
serviks stadium lanjut lokal, tetapi memberikan
kemoterapi neoadjuvan diikuti dengan operasi.
Rasionalisasi pemberian kemoterapi neoadjuvan di
antaranya untuk mengurangi ukuran tumor. Ini berarti
mengurangi distorsi pelvis karena massa tumor.
Pengurangan massa tumor juga berhubungan dengan
lebih memudahkan tugas operator waktu operasi,
meningkatkan radiosensitivitas dan mengurangi fraksi
hipoksik sel, serta mengontrol mikrometastasis.
Penderita kanker serviks IIB diberikan kemoterapi
neoadjuvan cisplatin 50 mg/m2 setiap minggu 4x,
kemudian dilakukan evaluasi apakah menjadi bisa
dioperasi atau tidak. Penelitian Askandar dan Santoso
menunjukkan respons kemoterapi neoadjuvan sebesar
22 4%.32 Penelitian Tambaro menunjukkan angka
respons pengobatan neoadjuvan kemoterapi sebesar
48%.* Resistansi obat merupakan masalah utama
dalam kemoterapi kanker dan bertanggung jawab
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atas kegagalan kemoterapi untuk menyembuhkan
mayoritas pasien kanker. Beberapa mekanisme terlibat
dalam resistansi cisplatin, termasuk penurunan
akumulasi intraseluler obat dan/atau peningkatan
pengeluaran obat (Influx or efflux). Sementara itu,
peneliti Stewart menunjukkan cisplatin masuk ke
dalam sel melalui bantuan CTR 1 (Copper Transporter
1) dan terdapat hubungan antara copper transporter
Copper Transporter 1 (CTR1) dengan akumulasi
kadar cisplatin dalam sel. Pada 2014, Kim melakukan
penelitian terhadap NSCLC (nonsmall cell lung
cancer) mendapatkan bahwa low expression CTRI1
berhubungan dengan respons yang jelek pada
cisplatin.” Penelitian oleh Stewart terhadap pada
kanker esofagus, kanker kepala, dan leher menunjukkan
ekspresi tinggi ATP7B berhubungan dengan prognosis
yang buruk.® Penelitian pada kanker ovarium
menunjukkan bahwa ekspresi ATP7B bisa menjadi
marker kemoresistan yang baru.” Namun, penelitian
tentang ekspresi CTR1 dan ATP7B sebagai prediktor
respons kemoterapi neoadjuvan cisplatin pada kanker
serviks belum ada.

MATERI DAN METODE

Subjek penelitian adalah penderita karsinoma
serviks stadium IIB yang mendapatkan kemoterapi
neoadjuvan cisplatin 50 mg/m? tiap minggu 4x dan
memenuhi kriteria inklusi. Sebelum kemoterapi
dilakukan pemeriksaan Magnetic Resonance Imaging
(MRI) untuk mengukur volume serviks dan parametrium
serta biopsi serviks untuk dilakukan pemeriksaan
[HC CTR1 dan ATP7B. Dua sampai tiga minggu
setelah kemoterapi neoadjuvan dilakukan, pemeriksaan
MRI ulang. Respons kemoterapi dinilai dengan
Response Evaluation Criteria in Solid Tumor
(RECIST). Confounding factor pada penelitian ini
adalah umur, P53, BAX, Bcl2, Caspase 3.

Pemeriksaan immuno histokimia dilakukan
dengan mencelupkan slide dalam larutan Xylol 3x
@ 5 menit, dilanjutkan dengan mencelupkan dalam
larutan alkohol secara bertahap dengan konsentrasi
menurun, berturut-turut 95%, 80%, hingga 70%,
masing-masing selama @ 5 menit. Rendam dalam
Tris pH 7,6 selama 5 menit. Rendam dalam Buffer
Citrate pH 6,0 dipanaskan dalam microwave dengan
level low selama 10 menit. Rendam dalam tris selama
5 menit. Tetesi 100 ul antibodi primer pengenceran
100x selama 1 jam pada suhu kamar Lalu cuci
dengan tris selama 5 menit. Tetesi 100 ul antibody
second selama 30 menit pada suhu kamar. Cuci
dengan tris selama 5 menit. Tetesi 100 pl DAB (20



PUTU AGUS SUARTA, BRAHMANA ASKANDAR, JULIATI HOOD 65-70

ul DAB+ 1 ml substrat berchromogen) selama 10
menit. Cuci dengan aquadest. Rendam dalam
Hematoxylin Meyer selama 5 menit. Cuci dengan
aquadest. Rendam dalam alkohol 70%, 80%, 95% @
5 menit. Rendam dalam Xylol Ix @ 5 menit.
Kemudian dikeringkan dengan udara, dimounting
dengan entelan + tutup dengan cover glass. Baca
di bawah mikroskop dengan perbesaran 400 x dalam
10 lapang pandang.

Untuk interpretasi hasil imunohistokimia, derajat
ekspresi pewarnaan CTRI dan ATP7B dilihat dari
persentase kelompok sel yang terwarna dan intensitas
pewarnaan yang dilihat pada sitoplasma dan plasma
membran. Persentase didapatkan dari hasil
penjumlahan sel yang positif pada seluruh lapangan
pandang sediaan tumor yang diperiksa dengan
memakai mikroskop cahaya. Skor O- bila tidak ada
sel yang terwarnai atau tidak terdapat sel
immunoreaktif; skor 1- bila sel positif berjumlah
1-25%; skor 2- bila sel positif antara 26-50%; dan
skor 3- bila sel positif 51-75%; dan skor 4 bila sel
positif antara 76-100%. Sedangkan intensitas
pewarnaan skor 0 (negative), skor 1 (weak), skor 2
(intermediate), dan skor 3(strong). Hasil skoring
selanjutnya diinterpretasi sebagai high expression
bila intesitas pewarnaan > 2 dan prosentase positif
sel > 2 dan low expression bila intesitas pewarnaan
< 2 dan prosentase positif sel < 2.

Respons kemoterapi dinilai berdasarkan kriteria
Response Evaluasion Criteria for Solid Tumor
(RECIST ): complete response (CR), partial response
(PR), progressive disease (PD), dan stable disease
(SD). Disebut responsder (CR + PR) dan non
responsder (SD+PD).

HASIL

Uji statistik untuk korelasi variabel CTR1 , ATP7B
terhadap RECIST dihitung dengan regresi logistik
ganda. Probabilitas dianggap bermakna secara
statistik apabila didapatkan nilai p<0,05 dengan
selang kepercayaan 95%.

Pemeriksaan IHC dilakukan di Bagian Patologi
Anatomi untuk menilai level ekspresi CTRI dan
ATP7B pada Juli — Desember 2014. Tabel 1 menyajikan
profil klinikopatologik penderita. Karakteristik yang
dievaluasi adalah umur, paritas, dan jenis
histopatologi kanker serviks.

Dari 30 subjek penelitian, umur yang termuda
adalah 31 tahun dan tertua 57 tahun, dengan rata-
rata umur 44,8 tahun ( SD= 7,3 tahun) dan paritas
terbanyak adalah 7. Hasil histopatologis terbanyak

adalah jenis squamous carcinoma 17 (56,6%).
Sementara, tipe adenocarcinoma 11( 36,7%) dan
tipe adenosquamous carcinoma 2 (6,7% ).

Tabel 1: Karakteristik subjek penelitian menurut umur dan paritas

variabel Rerata Maksimum ~ Minimum Standar deviasi
Umur 448 57 31 7,30
Paritas 2,5 7 0 1,63

Tabel 2: Distribusi subjek penelitian menurut histopatologis

Hasil histopatologis Jumlah %
Adeno carcinoma 11 36,7
Squamous carcinoma 17 56,6
Adenosquamous carcinoma 2 6,7
Jumlah 30 100

Gambar 1: (gambaran hasil pengecatan imunohistokimia CTR1 (A) Jow
expression (B), high expression (pembesaran 400 x).
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Tabel 3: Korelasi antara CTR 1 terhadap respons kemoterapi

RECIST

Jumlah p RR (CI 95%)
Responsder Nonresponsder
Frekuensi % Frekuensi % Frekuensi % 2,35
) (1,104-5,108)
CTR1 High 19 82,6 1 14,3 20 66.7 0.002
Low 4 17,4 6 85,7 10 33,3 '
Total 23 100 7 100 30 100
Tabel 4: Hubungan ekspresi ATP7B dengan respons kemoterapi
RECIST
Jumlah D RR (CI 95%)
Responsder Nonresponsder
Frekuensi % Frekuensi % Frekuensi %
1,889
ATP7B Low 17 73,9 1 14,3 18 60,0 0009  10613,363)
High 6 26,1 6 85,7 12 40,0
Total 23 100 7 100 30 100

Gambar 2: Ekspresi ATP7B pada kanker serviks (gambaran hasil pengecatan imunohistokimia CTR1). (A) Low expression; (B) High Expression

(pembesaran 400x).

Subjek penelitian dengan high expression CTR
1 yang responsder sebesar 19 (82,6%) dan yang
nonresponsder sebesar 1 (14,3%). Sedangkan low
epression CTR1 yang responsder 4 (17,4%) dan yang
nonresponsder sebesar 6 (85,7%). Dari analisis
statistik dengan Fisher exact test didapatkan nilai
p= 0,002 (< 0,05) dengan RR (relative risk CI 95%)
2,35 (1,104 — 5,108).

Subjek penelitian yang high expression ATP7B
dan responsder sebesar 6 (26,1%), nonresponsder
6 (85,73%), sedangkan yang low expression dan
responsder 17 (73,9%) dan nonresponsder 1(14,3%).
Analisis statistik dengan fisher exact test didapatkan
nilai p = 0,009 (< 0,05) dengan RR (relative risk CI
95%) 1,889 (1,061-3,363).
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Tabel 5: Korelasi antara CTR 1 dan ATP7B terhadap respons kemoterapi

Variabel B Harga p RR (CI 95%)

CTR1 3,35 0,006 28,5 (2,649 - 306,638)
ATP7B 1,171 0,454 3,226 (0,151 - 69,094)
Konstanta -2,944 0,004

Korelasi ekspresi CTR1, ATP7B terhadap RECIST
dihitung menggunakan regresi logistik ganda.
Didapatkan nilai p untuk CTRI 0,006 (<0,05) dan
nilai p ATP7B adalah 0,454. Dengan RR (CI 95%)
28,5 (2,649-306,638).
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DISKUSI

Subijek penelitian dengan proporsi terbesar adalah
pada kelompok umur 35-44 (43,3%); diikuti kelompok
umur 45-55 (36,7%) dengan usia rata rata 44,7 tahun
(SD=7,34). Insiden kanker serviks di Indonesia paling
tinggi ditemukan pada kelompok umur 45-54 tahun
(36,7%), tetapi data ini mencakup semua stadium
kanker.? Pada penelitian di Rumah Sakit Dr. Cipto
Mangunkusumo, Jakarta, 2010, didapatkan rerata
umur penderita kanker serviks adalah 51,42 tahun
( SD=9,64).% Paritas pada subjek penelitian berkisar
antara 07, dengan proporsi terbanyak adalah subjek
penelitian yang mempunyai paritas 2 sebesar 30%.
Menurut Parazzini, paritas terbanyak kanker serviks
paritas 2 (27%). Didapatkan peningkatan risiko kanker
serviks sesuai dengan banyaknya paritas dengan relative
risk (RR) 4,39.° Jenis histopatoligi terbanyak adalah
karsinoma sel skuamosa, yaitu 56,7%; diikuti jenis
adenokarsinoma sebesar 36,7% dan adenoskuamous
karsinoma 6,7%. Hasil penelitian ini hampir sama
dengan penelitian oleh Anggraini mengenai distribusi
usia, stadium, dan histopatologi kanker serviks
menggunakan data registrasi kanker serviks di Rumah
Sakit Cipto Mangunkusumo, Jakarta, 2006-2010.
Penelitian tersebut mendapatkan tipe karsinoma sel
skuamo 57,6%; adenokarsinoma 12,4%; adenoskuamous
karsinoma 8,4%; serta 0,5% kasinoma clear sel ®Pada
penelitian ini, ekspresi CTR1 dibedakan menjadi high
expression dan low expression. Dari 30 sampel,
pemeriksaan imunohistokimia CTR1 (Copper
Transporter 1) yang high expretion 20 (66,7%) dan
low expretion 10 (33,3%). Bila dihubungan dengan
respons kemoterapi sesuai RECIST, subjek penelitian
dengan high expression CTR 1 yang responsder
sebesar 19 (82,6%) dan yang nonresponsder sebesar
1 (14,3%). Sedangkan low epression CTRI yang
responsder 4 (17,4%) dan yang responsder 6 ( 85,7%).
Secara statistik, nilai p 0,002 (bermakna).” Penelitian
Kim dkk., pada 2012 juga menyebutkan bahwa CTR1
berkontribusi dalam konsentrasi cisplatin.'® Pada
tahun 2014, Kim melakukan penelitian pada Non
Small Cell Lung Cancer (NSCLC) dan mendapatkan
bahwa low expression CTRI1 berhubungan dengan
respons yang jelek terhadap cisplatin. Lee dkk.,
2011, yang melakukan penelitian terhadap kanker
ovarium mengatakan bahwa high expression CTR 1
berhubungan sangat signifikan dengan sensitivitas
cispaltin dan meningkatkan survival, sedangkan low
expression CTRI berhubungan dengan resistansi
cisplatin (platinum)."

Ekspresi ATP7B dibedakan atas low expression
dan high expression. Dari 30 sampel pemeriksaan

imunohistokimia ATP7B, 18 (60%) di antaranya low
expression dan 12 (40%) high expression. Bila
dihubungkan dengan respons kemoterapi sesuai
RECIST, high expression ATP7B dan yang responder
sebesar 6 (26,1%); nonresponder 6 (85,73%);
sedangkan low expression yang responder 17 (73,9%)
dan nonresponder 1(14,3%). Menurut perhitungan
statistik, nilai p= 0,009 (bermakna). Penelitian
Sugeno Hidekasu dkk., 2004, terhadap kanker
hepatoselular menyatakan bahwa overexpression
ATP7B berhubungan dengan luaran terapi yang
kurang baik pada pasien dengan kemoterapi
cisplatin.'? Katagiri dkk., 2012 mendapatkan bahwa
ekpresi ATP7B pada tipe clear cell signifikan lebih
tinggi dari tipe serous carcinom. Hal ini berhubungan
dengan perbedaan respons kemoterapi cisplatin.'?
Demikian juga Miyashita dkk., 20003, yang melakukan
penelitian terhadap kanker mulut tipe skuamosa.
Hasil penelitian ini menyatakan bahwa kadar ekspresi
ATP7B berhubungan dengan respons kemoterapi
cisplatin. Ekspresi yang tinggi ATP7B berhubungan
dengan outcome/luaran klinik yang kurang baik.
ATP7B bisa dipilih sebagai indikator sebelum
pengobatan kemoterapi cisplatin.*Korelasi ekspresi
CTR1, ATP7B terhadap respons kemoterapi (RECIST)
dihitung menggunakan regresi logistik ganda.
Didapatkan nilai p untuk CTRI 0,006 (<0,05) dan
nilai p ATP7B adalah 0,454; dengan RR (CI 95%)
28,5 (2,649-306,638). Secara statistik, korelasi antara
ekspresi CTRI dan ATP7B dengan respons kemoterapi
(RECIST) bermakna. Artinya, CTR1 lebih berperan
dalan akumulasi konsentrasi cisplatin yang
memengaruhi respons kemoterapi sesuai RECIST
dibandingkan ekspresi ATP7B. Hasil penelitian ini
sama dengan penelitian Chen Helen dkk., 2011,
yang melakukan penelitian terhadap NSCLC (Non
Small Cell Lung Cancer) dan mendapatkan over
expression CTRI1 pada 68% dan ATP7B 74%, tetapi
over expresion CTR1 lebih berperan dalam respons
kemoterapi cisplatin.” Penelitian oleh Song dkk.,
2004, pada SCLC (Small Cell Lung Cancer)
menyatakan bahwa CTrl lebih bermakna memengaruhi
respons kemoterapi dibandingkan ATP7B.'® Kim dkk.,
2012, juga meneliti pada NSCLC (Non Small Cell
Lung Cancer) dan menyatakan bahwa over expression
CTRI1 lebih berhubungan dengan luaran klinis
dibandingkan dengan ekspresi ATP7B."

KESIMPULAN
Ekspresi CTR 1 dan ATP7B bisa menjadi prediktor
respons neoadjuvant chemotherapy cisplatin pada
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kanker serviks 1B, tetapi ekspresi CTR1 lebih baik
dalam memprediksi respons neoadjuvant chemo-
therapy cisplatin pada kanker serviks IIB dibandingkan
ATP7B.

Perlu penelitian lanjutan untuk mengevaluasi
pengaruh ekspresi CTR1, ATP7B terhadap angka
ketahanan hidup dan kadar cisplatin dalam sel.
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