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Abstrak

Karsinoma ovarium merupakan keganasan kelima terbanyak dan penyebab kematian ginekologi pertama
di dunia. Kemoterapi merupakan modalitas terapi utama karsinoma ovarium dengan stadium lanjut
setelah dilakukan pembedahan. Poly (ADP-Ribose) Polymerase (PARP) dan B cell Lymphoma-2 (Bcl-
2) merupakan petanda imunohistokimia yang berfungsi dalam proses DNA repair dan anti-apoptosis
yang merupakan bagian dari lingkaran mekanisme kerja regimen kemoterapi pada sel tumor. Oleh
karena itu dua mekanisme tersebut dianggap memegang peranan penting terhadap terjadinya resisten
kemoterapi bahkan rekurensi. Tujuan penelitian ini adalah melihat hubungan imunoekspresi PARP dan
Bcl-2 dengan respons kemoterapi pada karsinoma ovarium. Penelitian ini menggunakan desain analisis
observasi secara potong lintang dengan menggunakan blok parafin pasien yang didiagnosis sebagai
karsinoma ovarium selama periode tahun 2012—2015 di Departemen Patologi Anatomi RSUP Dr Hasan
Sadikin Bandung. Jumlah sampel sebanyak 58 kasus yang terdiri atas 30 kasus kemoterapi sensitif dan
28 kasus kemoterapi resisten, keseluruhan sampel dilakukan pulasan imunohistokimia PARP dan Bcl-2.
Analisis data menggunakan uji Chi-Square dengan taraf signifikansi 5%. Hasil dari penelitian ini adalah
60% sampel terekspresi PARP kuat dengan proporsi terbesar pada kelompok resisten (p=0,001) dan 74%
sampel terekspresi Bcl-2 lemah dengan proporsi sama pada tlap kelompok respon kemoterapi (p=0,45).

Respons kemoterapi sangat dipengaruhi oleh proses DNA repair yang dapat dinilai dengan pemeriksaan
imunoekspresi PARP. Semakin tinggi imunoekspresi PARP maka semakin tinggi kemampuan DNA
repair sehingga semakin tinggi kemungkinan kemoterapi resisten.

Kata kunci: Bcl-2, karsinoma ovarium, kemoterapi, PARP

Poly (ADP-Ribose) Polymerase Immunoexpression as
Chemoresistance Marker in Ovarian Carcinoma

Abstract

Epithelial ovarian cancer (EOC) is the fifth most common cancer and the main cause of gynecological
cancer death worldwide. Chemotherapy is the main therapy in advanced stage of EOC. Poly (ADP-
Ribose) Polymerase (PARP) dan B cell Lymphoma-2 (Bcl-2) are immunohistochemistry markers
that represent influential factors in chemotherapy response which have roles in DNA repair and anti-
apoptosis. The aim of this study was to review the correlation between PARP and Bcl-2 expression
with chemotherapy response in EOC. This research was performed as analytic-observational with
cross-sectional design using paraffin block of patients diagnosed as EOC in 2012-2015 at Anatomical
Pathology Department, Hasan Sadikin Hospital Bandung. Total sample was 58 cases which were
divided into chemotherapy sensitive and resistant. All samples were stained by immunohistochemistry
PARP and Bcl-2 and analysed using Chi-Square test with significant level of 5%. The results of this
study showed that 60% of all samples have strong PARP expression whereas the largest proportion is
in chemotherapy resistant group (p=0.001) and 74% of all samples have weak Bcl-2 expression in each
group (p=0.45). The conclusion of this study in chemotherapy response was influenced by PARP. Higher
PARP immunoexpression showed higher tumour cell ability to repair DNA and higher chemotherapy
resistance.
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Pendahuluan

Kanker ovarium merupakan keganasan
tertinggi peringkat lima di dunia, keganasan
ginekologi kedua terbanyak, namun menjadi
penyebab kematian utama pada keganasan
ginekologi.'” Insidensi di Amerika Serikat
pada tahun 2016 diperkirakan mencapai 22.280
kasus dan kematian mencapai 14.240 kasus.'
Secara umum, di Indonesia kanker ovarium
menempati urutan ketiga penyebab kematian
akibat kanker pada wanita setelah kanker
payudara dan serviks.* Karsinoma ovarium
memiliki kemampuan bermetastasis dengan
tingkat rekurensi tinggi dan resisten terhadap
kemoterapi, dan hal tersebut menyebabkan
tingkat mortalitas tinggi.> Angka kesintasan
hidup lima tahun pasien karsinoma ovarium
stadium lanjut hanya mencapai 20-30%
walaupun telah mandapatkan pembedahan
sitoreduksi dan kemoterapi yang lengkap.°
Kemoterapi dengan regimen dasar platinum/
karboplatin dikombinasi dengan paclitaxel
masih menjadi standar kemoterapi pada
karsinoma ovarium, akan tetapi resisten
terhadap platinum masih menjadi salah satu
faktor utama yang memengaruhi prognosis
pasien.” Respons pasien yang dapat diprediksi
terhadap platinum akan membantu pasien
mendapatkan terapi individu yang selektif.
Based excision repair (BER) merupakan
salah satu mekanisme DNA repair yang
memiliki peran untuk memperbaiki kerusakan
pada satu basa di untai tunggal DNA (single
strand DNA (ssDNA)), termasuk pada DNA
yang rusak akibat kemoterapi platinum.®’
Poly (ADP-ribose) polymerase (PARP)
merupakan enzim yang berperan dalam BER
dan bertanggung jawab dalam memulai
mekanisme BER pada DNA repair.®'° PARP
memiliki kemampuan untuk mengenali lokasi
kerusakan DNA akibat kemoterapi sehingga
mengakibatkan ADP-ribose teraktivasi untuk
memulai proses DNA repair.”!® Peningkatan
imunoekspresi PARP telah ditemukan pada
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beberapa jenis tumor, yaitu karsinoma
payudara, karsinoma lambung, dan karsinoma
colorectal yang memiliki kecenderungan
resisten terhadap kemoterapi platinum.'"
Hal tersebut disebabkan sel tumor memiliki
kemampuan untuk mengendalikan regulasi
perbaikan DNA. Bila kondisi enzim PARP
tersebut dikendalikan oleh sel tumor, maka
kematian sel tumor akibat kemoterapi tidak
terjadi dan sebaliknya yang terjadi adalah sel
tumor bertahan dan dapat memperbaiki DNA
yang rusak akibat kemoterapi.'? Faktor utama
lain yang memengaruhi resisten terhadap
kemoterapi platinum yaitu mekanisme
apoptosis, terutama faktor yang menghambat
terjadinya apoptosis akibat pemberian
kemoterapi.'* B cell lymphoma-2 (Bcl-2)
merupakan protein membran intraseluler
yang mengkode 26 kD dan memiliki peran
menghambat apoptosis. Protein ini terletak
pada membran luar mitokondria sehingga
memengaruhi mekanisme apoptosis melalui
jalur intrinsik (mitochondrial pathway)."
Peningkatan ekspresi Bcl-2 pada beberapa
jenis tumor, termasuk karsinoma payudara,
karsinoma paru, dan karsinoma wurothelial
memiliki respons yang buruk dan resisten
terhadap pemberian kemoterapi platinum.'*'®

Perkembangan berbagai penelitian dengan
menggunakan petanda biomolekular dalam
memprediksi respons kemoterapi pada seluruh
jenis kanker terus meningkat, termasuk dengan
menggunakan biomolekular PARP dan Bcl-
2. Penemuan akan terapi target baru sebagai
antisipasi terjadinya resistensi terhadap
kemoterapi, yaitu anti-PARP dan anti-Bcl-2
beserta penggunaannya, telah berkembang
pada berbagai tipe kanker terutama pada
karsinoma payudara. Akan tetapi, mekanisme
dan hubungan antara kedua petanda tumor
tersebut dengan respons kemoterapi
pada karsinoma ovarium masih menjadi
kontroversi, dan hingga saat ini penggunaan
terapi target baru tersebut pada karsinoma
ovarium masih dalam proses pengembangan.
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Berdasarkan hal tersebut, penelitian ini
bertujuan mengetahui imunoekspresi PARP
dan Bcl-2 sebagai petanda tumor dalam
memprediksi respons kemoterapi sehingga
diharapkan akan membantu pasien karsinoma
ovarium agar mendapatkan terapi yang tepat
dan selektif.

Metode

Persetujuan etik penelitian ini diperoleh dari
komite etik penelitian kesehatan Universitas
Padjadjaran dengan nomor 420/UN6.C.10/
PN/2017.

Pasien

Pasien dengan karsinoma ovarium diperoleh
dari data RSUP Hasan Sadikin, Bandung,
Indonesia selama periode tahun 2012—-2015.
Selama periode tersebut diperoleh 254 kasus,
namun hanya 58 kasus yang memenuhi syarat
kriteria inklusi berdasarkan ketersediaan blok
paraffin untuk pewarnaan imunohistokimia,
mendapatkan kemoterapi platinum lengkap,
dan memiliki data respons kemoterapi berupa
nilai CA-125 dan pemeriksaan ultrasonografi.
Data karakteristik klinikopatologi berupa usia,
jenis histopatologi, dan respons kemoterapi
diperoleh dari data rekam medis. Berdasarkan
kesepakatan dari Gynaecologic Cancer
InterGroup (GCIG), respons kemoterapi
ditentukan dengan perubahan nilai CA-125
dalam darah dan keberadaan massa baru
berdasar atas pemeriksaan ultrasonografi.'

Imunohistokimia (IHC)

Prosedur standar pewarnaan IHC menggunakan
antibodi PARP (GT6212, Genetex, USA)
dan antibodi Bcl-2 (Clonel24, Cell Marque,
USA). Intensitas imunoekspresi PARP dan
Bcl-2 dinilai dengan skala 0-3 (0, tidak
terwarna; 1+, terwarna lemah; 2+, terwarna
sedang; 3+, terwarna kuat) dan distribusi
dinilai dengan skala 04 (0, negatif; 1+, <20%;
2+, 20-50%; 3+, 50-80%; 4+, >80%)."
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Penilaian imunoekspresi PARP dan Bcl-2
ditentukan berdasar atas pengalian intensitas
dan distribusi dengan total histoskor lemah
0—4 dan kuat dengan histoskor 6—12.

Analisis statistik

Data penelitian dianalisis dengan menggunakan
uji Chi-Square SPSS 21.0 untuk Windows.
Hasil signifikan berdasar atas perhitungan
statitik bila didapatkan nilai p<0,05.

Hasil

Hasil data pada penelitian ini dikelompokkan
berdasarkan usia, jenis histopatologi dan
respons kemoterapi. Rentang usia pasien
pada penelitian ini yaitu 1667 tahun dan
memiliki pola distribusi normal (mean= 46,95
dan median= 47,50). Sebagian besar pasien
(25 kasus) berada dalam kelompok dengan
rentang usia 41-50 tahun. Berdasarkan jenis
histopatologi, pada penelitian ini diperoleh
data jenis histopatologi serous carcinoma
merupakan jenis terbanyak yang ditemukan
yaitu sebanyak 24 kasus (Tabel 1).

Hasil analisis statistik pada penelitian ini
menunjukkan hubungan signifikan antara
imunoekspresi PARP dan respons kemoterapi
dengan nilai p=0,001. Berbeda halnya
dengan imunoekspresi Bcl-2, berdasarkan
perhitungan statistik diperoleh nilai p=0,45
sehingga tidak diperoleh hubungan yang
signifikan antara ekspresi Bcl-2 dan respons
kemoterapi (Tabel 2).

Hasil histopatologi karsinoma ovarium
menggunakan antibodi PARP dan Bcl-2
menunjukkan adanya variasi ekspresi dan
distribusi protein tersebut (Gambar 1). Inti
sel tumor pada seluruh tipe histopatologi
karsinoma ovarium akan berwarna coklat
setelah diinkubasi menggunakan antibodi PARP
dan menunjukkan intensitas serta distribusi
yang bervariasi: ekspresi lemah (A), ekspresi
sedang (B), ekspresi kuat (C). Sitoplasma dan
membran sel tumor pada karsinoma ovarium
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Tabel 1 Karakteristik Klinikopatologi Karsinoma Ovarium

Variabel n %

Usia

<40 tahun 12 21

41-50 tahun 25 43

>50 tahun 21 36
Jenis histopatologi

Serous carcinoma 24 41

Mucinous carcinoma 11 19

Endometrioid carcinoma 16 28

Clear cell carcinoma 7 12
Respons kemoterapi

Sensitif 30 52

Resisten 28 48
Total (3) 58 100

akan berwarna coklat setelah diinkubasi
menggunakan antibodi Bcl-2 dengan berbagai
intensitas dan distribusi: ekspresi lemah (D),
ekspresi sedang (E), dan ekspresi kuat (F).

Pembahasan

Penelitian ini dilakukan pada 58 kasus yang
telah mendapatkan kemoterapi platinum
lengkap dan memiliki keterangan nilai CA-125
dan melakukan pemeriksaan ultrasonografi
setelah 6 bulan terapi di RSUP Hasan Sadikin
Bandung selama periode tahun 2012-2015.
Selama periode tersebut, diperoleh sebanyak
254 pasien yang didiagnosis karsinoma
ovarium. Tingginya insidensi kasus karsinoma
ovarium dengan pertumbuhan yang agresif,
terdiagnosis pada saat stadium lanjut, dan
munculnya resistensi terhadap kemoterapi
menjadi dasar dalam sejumlah penelitian.

Salah satu hal yang menjadi permasalahan
pada karsinoma ovarium yaitu resistensi
terhadap kemoterapi. Kemoterapi lini pertama
pada karsinoma ovarium adalah platinum.
Namun, terdapat beberapa faktor yang dapat
memengaruhi respons terhadap kemoterapi
platinum, di antaranya yaitu akumulasi agen
kemoterapi intraseluler yang dipengaruhi
oleh reseptor pada membran sel, proses DNA
repair dan apoptosis.'*

PARP dan Bcl-2 berperan dalam mekanisme
DNA repair dan proses apoptosis. Enzim
PARP yang berperan dalam mekanisme DNA
repair pada beberapa tipe sel tumor dapat
dikendalikan peranannya, sehingga pada
beberapa tipe sel tumor tersebut, termasuk di
antaranya karsinoma ovarium, enzim PARP
diubah regulasinya sebagai salah satu jalan
bagi sel tumor untuk bertahan dari kematian
sel yang diakibatkan oleh agen kemoterapi.'

Tabel 2 Analisis Statistik Imunoekspresi PARP dan Bcl-2 dengan Respons Kemoterapi

Respons Kemoterapi

— - Total (n=58) p-value
Sensitif (n=30) Resisten (n=28)
PARP 0.001*
Kuat 12 23 35
Lemah 18 5 23
Bcl-2 0.45
Kuat 9 6 15
Lemah 21 22 43

Keterangan: *=signifikan
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o

Gambar 1 Imunoekspresi PARP dan Bcl-2 pada Karsinom

%

a Ovarium. (A) PARP ekspresi lemah,

s
-

(B) PARP ekspresi sedang, (C) PARP ekspresi kuat, (D) Bcl-2 ekspresi lemah, (E) Bel-2 ekspresi
sedang, (F) Bcel-2 ekspresi kuat. Ukuran skala S0pm.

Sama halnya dengan Bcl-2 yang berperan
dalam proses apoptosis, diaktivasinya Bcl-
2 pada sel tumor akan mengakibatkan
terhambatnya kematian sel yang diharapkan
setelah pemberian kemoterapi yang kemudian
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menyebabkan terjadinya proliferasi sel yang
berlebihan dan menjadikan resisten terhadap
kemoterapi.'* PARP dan Bcl-2 juga memiliki
peranan lain terutama dalam perkembangan
tumor, progresivitas, dan terapi. Akan
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tetapi, mekanisme kerja protein tersebut
secara sinergis dalam memengaruhi respons
kemoterapi pada karsinoma ovarium belum
diketahui secara pasti.

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa
PARP terekspresi pada sebagian besar
sampel penelitian yaitu sebanyak 60%. PARP
terekspresi pada seluruh jenis histopatologi
pada sampel penelitian dan berdasarkan
penilaian statistik, jenis histopatologi tidak
memengaruhi ekspresi PARP (p=0,29). Hasil
yang serupa didapatkan pada penelitian
Godoy dkk.** yang menunjukkan bahwa
ekspresi PARP ditemukan pada sebanyak 61%
kasus dengan berbagai jenis histopatologi
karsinoma ovarium. Hasil penelitian ini
terbukti signifikan secara statistik (p=0,001)
bahwa semakin tinggi ekspresi PARP maka
semakin tinggi kemungkinan kemampuan sel
tumor pada karsinoma ovarium untuk resisten
terhadap kemoterapi platinum. Berdasarkan
hal tersebut, PARP dapat menjadi salah satu
petanda biomolekular untuk memprediksi
respons kemoterapi platinum.

DNA repair memiliki peran yang sangat
penting. Kegagalan pada mekanisme tersebut
akan dapat menyebabkan terjadinya resisten
terhadap kemoterapi. Kini, pada mekanisme
DNA repair ditemukan satu konsep baru yang
disebut “synthetic lethality”, yaitu apabila
ditemukan satu mekanisme DNA repair
hilang atau terganggu, maka sel tumor akan
menggunakan mekanisme perbaikan yang
lain, sehingga mekanisme alternatif tersebut
menjadi pilihan penentu untuk dihambat
atau dihilangkan sehingga dapat memastikan
terjadinya kematian sel. Konsep baru tersebut
mulai berkembang terutama pada karsinoma
ovarium dengan mutasi BRCA 1/2.!

Berdasar atas konsep tersebut, standar
terapi karsinoma ovarium mendapat tambahan
alternatif pilihan dalam penatalaksanaannya.
Saat ini, standar terapi pada karsinoma
ovarium dengan stadium lanjut adalah operasi
pengangkatan massa secara optimal (optimal
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surgical debulking) dan diberikan kemoterapi
dengan regimen platinum dan taxane.
Semakin tingginya kasus karsinoma ovarium
yang mengalami rekurensi menyebabkan
regimen kemoterapi berubah.?'** Adanya
konsep synthetic lethality pada proses DNA
repair menjadi salah satu pilihan terapi
yang menjanjikan yaitu dengan memberikan
terapi target baru yang akan dapat merusak
kemampuan sel tumor untuk bertahan dari
efek kemoterapi awal. Terutama pada PARP,
saat ini telah mulai dikembangkan terapi target
baru yang berperan sebagai anti-PARP baik
digunakan sebagai terapi tunggal (olaparib)
maupun dikombinasi dengan kemoterapi lain
seperti veliparib dan niraparib yang dapat
dikombinasi dengan cisplatin, carboplatin
dan bevacizumab. Regimen terapi tersebut
telah disetujui oleh The Food and Drug
Administration (FDA) sejak tahun 2014 dan
terus dikembangkan hingga saat ini.*"?

Berbeda dengan PARP, imunoekspresi
pada Bcl-2 pada penelitian ini menunjukkan
ekspresilemah padasebagian besarkasus yaitu
sebanyak 74%. Berdasarkan analisis statistik,
keberadaan jenis hitopatologi terhadap
ekspresi Bcl-2 menjadi salah satu faktor
yang memengaruhi, sedangkan faktor usia
bukan merupakan faktor yang memengaruhi.
Hasil yang serupa ditemukan pada penelitian
oleh Chudecka dkk.* yang memperlihatkan
hasil bahwa ekspresi Bcl-2 dipengaruhi
oleh jenis histopatologi dan oleh karenanya
ekspresi Bcl-2 tidak memiliki hubungan
signifikan dengan respons kemoterapi pada
karsinoma ovarium. Hasil dari penelitian ini
menunjukkan bahwa diperlukan penelitian
lebih lanjut untuk menggali peran protein-
protein pada proses apoptosis terhadap respons
kemoterapi.

Bcl-2 yang berperan sebagai anti-apoptosis
pada beberapa tumor dapat menunjukkan
imunoekspresi tinggi yang memperlihatkan
kemampuan sel tumor untuk menginhibisi
proses apoptosis.'®'® Chan dkk.* menjelaskan
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bahwa Bcl-2 (protein anti-apoptosis, Clone124)
memiliki karakteristik yang berbeda yang
akan menunjukkan ekspresi lemah hingga
negatif pada karsinoma ovarium. Hal ini
dipengaruhi oleh biomolekuler lain seperti
p53 yang merupakan salah satu penyebab
timbulnya karsinoma ovarium. Protein p53
yang ditemukan pada sel tumor tersebut akan
berinteraksi dan menurunkan regulasi Bcl-
2 sehingga bila dinilai dengan pemeriksaan
imunohistokimia akan menunjukkan ekspresi
lemah hingga negatif. Imunoekspresi lemah
pada Bcl-2 ini menjadi sulit untuk dinilai
dan pada penelitian ini imunoekspresi Bcl-
2 masih belum dapat digunakan sebagai
petanda biomolekuler untuk memprediksi
respons kemoterapi terutama pada karsinoma
ovarium. Terapi target pilihan yang muncul
dari mekanisme kerja Bcl-2 pun masih terus
dikembangkan. Berbagai jenis regimen terapi
anti-Bcl-2 yang ditemukan seperti HA-141,
Gossypol, ABT-737, ABT-263 dan masih
banyak jenis anti-Bcl-2 lainnya masih dalam
pengembangan dan belum digunakan secara
rutin sebagai terapi target. Mekanisme kerja
yang berbeda pada tiap jenis kanker merupakan
salah satu hambatan digunakannya terapi
tersebut.?%?’

Simpulan

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa
imunoekspresi PARP pada karsinoma ovarium
memiliki hubungan signifikan dengan respons
kemoterapi platinum. Imunoekspresi tinggi
pada PARP dapat digunakan sebagai petanda
untuk memprediksi kejadian kemoresisten
terhadap platinum pada pasien karsinoma
ovarium, namun tidak dengan Bcl-2. Penelitian
lebih lanjut mengenai mekanisme DNA
repair, proses apoptosis serta faktor-faktor
lain yang memengaruhi respons kemoterapi
sangat diharapkan dengan tujuan agar dapat
memberikan terapi terbaik dan selektif pada
seluruh pasien karsinoma ovarium.
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