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ABSTRACT

Epithelial ovarian cancer is a deadly cancer, cancer recurrence and resistance post surgical staging and chemotherapy
are major problems which will eventually occur in most advanced stage ovarian cancer. Recent investigations have
unravelled the role of CSC/ Cancer Stem Cell in the cancer recurrence and therapy resistance, CD44 has been reported
as a CSC marker in ovarian cancer, investigator wanted to analyse CD44 expression as recurrence prognostic factor in
stage Il epithelial ovarian cancer.

Purpose: to analyse the role of CD44 expression as recurrence prognostic factor in stage Ill epithelial ovarian cancer.
Metode: Hystorical Cohort, ICH CD44 examination was performed on the pathological ovarian cancer sample which
diagnosed with platinum resistant recurrence (study sample) and platinum sensitive recurrence (control sample). CD44
expression was measured, the role as recurrence prognostic factor evaluated, influence of CD44 expression increase
towards earlier recurrence analysed, and the CD44 expression differences between 2 groups based on grade; pathological
type; and stadium were measured and analysed.

Results: 40 research subjects were involved in the research, with 20 among them were platinum resistant and the other
20 were platinum sensitive. Mean CD44 expression in the platinum resistant group was 36,80+29,54; while in the
resistant platinum was 7,05+9,58. There was a significant difference of CD44 expression between 2 groups (p=0,000).
There was a strong correlation between CD44 expression with the timing of recurrence (p=0,894). With the cut off of
12,5; 85% platinum resistant subject had CD44>12,5; 85% platinum sensitive subject had CD44<12,5; with 85%
sensitivity and 85% specificity as a good recurrence prognostic factor. Relative Risk (RR) of CD44 Expression is 5,667, RR
of tumor residue post surgical staging is 2,513. Through logistic regression analysis, it was concluded that high
expression of CD44 and tumor residue are risk factors for recurrences, patient with CD44 expression of > 12,50 has
possibility of earlier recurrence (< 6 months) 48,487 times compared with patient with CD44 expression of < 12,50 and
patient with tumor residue of < 1cm has possibility of earlier recurrence 13,013 times compared with patient without
macroscopic residue.

Conclusion: This research found that CD44 expression can be used as recurrence prognostic factor in stage lll epithelial
ovarian cancer, CD44 expression was significantly higher in the platinum resistant group, there was negative correlation
between CD44 expression with the timing of recurrence. CD44 expression as recurrence prognostic factor was not
influenced with grade and pathologic type, but influenced by stage. Expression of CD44 and tumor residue post surgical
staging are good predictors for recurrence timing.

Keywords: stage Il epithelial ovarian cancer, CSC, CD44, platinum sensitive, platinum resistance, recurrence prognostic
factor, IHC, grade, pathologic type, stage

ABSTRAK
Kanker ovarium tipe epitel adalah suatu kanker yang mematikan. Kekambuhan dan resistansi kanker pasca-surgical
staging dan kemoterapi merupakan masalah utama yang akan terjadi pada sebagian besar kanker ovarium stadium

Indonesian Journal of Cancer Vol. 11, No. 3 | July - September 2017 | 119



Ekspresi CD44 (Penanda Sel Punca Kanker) sebagai Faktor Prognostik Kekambuhan pada Kanker Ovarium Tipe Epitel Stadium l 119-129

lanjut. Penelitian-penelitian terbaru mengemukakan peran CSC (Cancer
Stem Cell) dalam proses kekambuhan dan resistansi terapi. CD44 telah
dilaporkan sebagai marker CSC pada kanker ovarium. Peneliti ingin
meneliti ekspresi CD44 sebagai faktor prognostik kekambuhan kanker
ovarium tipe epitel stadium III.

Penelitian ini bertujuan menganalisis peran ekspresi CD44 sebagai
faktor prognostik kekambuhan pada kanker ovarium tipe epitel stadium
Ill. Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah

hystorical cohort, di mana dilakukan pemeriksaan IHC CD44 pada
sampel PA pasien kanker ovarium yang mengalami kekambuhan resistan
platinum (sampel studi) dan sensitif platinum (sampel pembanding).
Ekspresi CD44 diukur, peran sebagai faktor prognostik kekambuhan
dievaluasi, pengaruh peningkatan ekspresi CD44 pada kekambuhan yang
lebih dini dianalisis, dan perbedaan ekspresi CD44 dinilai pada 2
kelompok berdasarkan grade, tipe PA, dan stadium.

Sebanyak 40 subjek penelitian dengan rincian 20 kelompok resistan
platinum dan 20 kelompok sensitif platinum diikutkan dalam penelitian
ini. Rerata ekspresi CD44 pada kelompok resistan adalah 36,80+29,54
dan kelompok sensitif platinum 7,05+9,58. Didapatkan perbedaan
signifikan ekspresi CD44 di antara dua kelompok (p=0,000). Didapatkan
pula hubungan yang kuat antara ekspresi CD44 dengan waktu
kekambuhan (p=0,894). Dengan cut off 12,5; 85% sampel resistan
platinum memiliki CD44>12,5 dan 85% sampel sensitif platinum
memiliki CD44<12,5 dengan sensitivitas 85% dan spesifisitas 85%
sebagai faktor prognostik kekambuhan yang baik. Didapatkan RR
ekspresi CD44 sebesar 5,667, RR residu tumor pasca-surgical staging
sebesar 2,513. Melalui analisis regresi logistik, didapatkan bahwa
ekspresi CD44 yang tinggi dan adanya residu merupakan faktor risiko
kekambuhan. Penderita dengan ekspresi CD44 > 12,50 berisiko kambuh
< 6 bulan sebesar 48 487 kali penderita dengan ekspresi CD44 < 12,50;
dan penderita dengan residu < 1 ¢cm berisiko kambuh <6 bulan sebesar
13,013 kali penderita tanpa residu makroskopik.

Penelitian ini menyimpulkan bahwa ekspresi CD44 dapat dipakai sebagai
faktor prognostik kekambuhan pada kanker ovarium tipe epitel stadium
111, ekspresi CD44 secara signifikan lebih tinggi pada kelompok resistan
platinum, serta ada hubungan negatif antara ekspresi CD44 dengan
waktu terjadinya kekambuhan. Ekspresi CD44 sebagai faktor prognostik
tidak dipengaruhi oleh grade dan tipe PA, tetapi dipengaruhi oleh
stadium kanker. Ekspresi CD44 dan residu tumor pasca-surgical staging
merupakan indikator prediktif yang baik untuk kecepatan kekambuhan.

Kata Kunci: kanker ovarium tipe epitel stadium Ill, CSC, CD44, sensitif
platinum, resistan platinum, faktor prognostik kekambuhan, IHC, grade,
tipe PA, stadium

PENDAHULUAN

I<anker ovarium tipe epitel adalah suatu kanker
yang sangat mematikan. Tidak ada metode

penapisan efektif untuk deteksi stadium dini,

mayoritas (2/3 dari total pasien) didiagnosis pada

stadium lanjut di mana penyakit sudah menyebar
di abdomen dan di luarnya. Modalitas terapi utama
di seluruh dunia saat ini meliputi operasi
pengangkatan tumor/debulking secara radikal diikuti
dengan kemoterapi berbasis platinum dan taxan.
Penemuan terapi terbaru meliputi targeted therapy
dan kemoterapi intra-peritoneal telah meningkatkan
disease-free interval, tetapi gagal meningkatkan angka
kesembuhan jangka panjang untuk kebanyakan pasien.!
Kanker ovarium menempati urutan ke-3 dari
jumlah seluruh penderita baru kanker ginekologi di
dunia, dan urutan ke-7 dari jumlah seluruh kanker
pada wanita di dunia (238.700 kasus baru tahun
2012). Kanker ovarium juga menjadi penyebab
kematian nomor 2 dari seluruh kanker ginekologi
dan nomor 8 dari seluruh kanker pada wanita
(151.900 kematian pada tahun 2012). Dengqn
demikian, dapat dikatakan bahwa kanker ovarium
memiliki rasio mortalitas dibandingkan kasus
tertinggi pada kanker ginekologi. Jumlah kasus kanker
ovarium merupakan 23% dari total kanker ginekologi,
tetapi kematian akibat kanker ovarium merupakan
47% dari total kematian akibat kanker ginekologi.?
Data di RS Dr. Soetomo Surabaya sejak Januari
2014-April 2015 menunjukkan 221 pasien baru
dengan kanker ovarium tipe epitel yang menjalani
terapi, dengan 102 pasien (46% kasus) memiliki stadium
[Il. Selama pengamatan pasca-terapi didapatkan 46
pasien (31% kasus) mengalami kekambuhan sensitif
platinum dan 26 pasien (18% kasus) mengalami
kekambuhan resistan platinum. Jumlah pasien baru
kanker ovarium yang dirawat di Rumah Sakit Dr.
Soetomo, Surabaya, pada tahun 2014, 2015, dan
2016 secara berurutan adalah 164, 119, dan 211,
walau angka kematiannya tidak diketahui.?
Resistansi kemoterapi, terutama pada kasus
kekambuhan, adalah masalah utama yang akan
terjadi pada mayoritas pasien kanker ovarium
stadium lanjut. Walaupun mekanisme kemoresistansi
masih menjadi subjek penelitian, strategi ke depan
dengan target jalur dan mekanisme di belakang
timbulnya resistansi kemoterapi pada kanker ovarium
dapat secara signifikan memperbaiki hasil akhir
pengobatan pasien. Studi terkini mengenai sel punca
kanker/CSC (Cancer Stem Cell) menyatakan perannya
dalam proses kekambuhan dan resistansi terapi.*
CSC menurut American Association for Cancer
Research (AACR) adalah suatu sel di dalam tumor
yang memiliki kemampuan untuk self-renew dan
membentuk suatu heterogenous lineages dari sel
kanker yang akan membentuk tumor itu sendiri.
Definisi dari self-renewal adalah kemampuan untuk
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membuat keturunan yang bisa mempertahankan
karakteristik stemness. Walaupun masih kontroversial,
hipotesis CSC ini sedang secara intensif diteliti dan
dibuktikan dalam manajemen kanker ovarium.’
CD44 adalah protein permukaan membran yang
berikatan dengan hyaluronan, berperan pada ikatan
sel dengan sel maupun sel dengan matriks. CD44
diekspresikan secara berlebihan pada sel punca
kanker ovarium tipe epitel. Ekspresi CD44 yang
berlebihan tidak hanya berhubungan dengan invasi,
metastasis, rekurensi, dan resistansi obat pada
neoplasma, namun juga dianggap sebagai petanda
permukaan (surface marker) dari CSC ovarium.®
Beberapa penelitian in vivo menemukan bahwa
adanya peningkatan CD44* pada sampel sel kanker
ovarium akan meningkatkan kemoresistansi,
menurunkan disease-free survival, meningkatkan
kemungkinan metastase, dan meningkatkan
kemungkinan rekurensi. CD44 sendiri memiliki peran
dalam efflux obat & drug resistance oleh MDR
(Multidrug-resistant) 1, juga menghambat apoptosis
melalui aktivasi PI3K (Phosphatidylinositol 3-Kinase)-
Akt dan IAP (Inhibitor of Apoptosis) sehingga akan
menurunkan aktivasi caspase 3 serta hambatan
apoptosis yang diinduksi kemoterapi.”#1°
Sarjana Lin melakukan studi meta-analisis pada
18 publikasi studi yang menilai peran CD44 pada
evaluasi PA sebagai faktor prognostik kanker ovarium,
di mana 2.161 pasien terlibat dalam semua penelitian
tersebut. Disimpulkan bahwa ekspresi CD44 yang
tinggi pada kanker ovarium berhubungan secara
signifikan dengan stadium kanker yang tinggi dan
angka ketahanan hidup 5 tahun yang buruk. Ekspresi
CD44 tidak berhubungan dengan grade tumor,
metastasis KGB, usia pasien, ukuran residu tumor,
respons kemoterapi, atau volume ascites. Data-data
tersebut menyatakan bahwa ekspresi CD44 pada
evaluasi PA dapat digunakan untuk memprediksi
prognosis kanker suatu pasien di masa depan.'
Walaupun kekambuhan hampir pasti akan terjadi
pada stadium lanjut, muncul pertanyaan bahwa
dengan terapi yang sama (operasi dan 6 siklus
kemoterapi carboplatin dan paclitaxel) mengapa lama
interval bebas tumor pasca-pemberian kemoterapi
bervariasi antara kelompok sensitif platinum dan
resistan platinum? Seperti kita ketahui bahwa pada
kelompok sensitif platinum masih ada harapan
kesembuhan, di mana kelompok resistan platinum
hanya akan mendapat terapi yang bersifat paliatif.
Peneliti berusaha mengidentifikasi dan
menganalisis peran reseptor sel permukaan CD44
sebagai faktor prognostik kekambuhan kanker

ovarium tipe epitel. Peneliti berharap pemeriksaan
ini dapat membantu kita memprediksi respons terapi
dan perilaku tumor, dan di masa depan akan
ditemukan individualized treatment berbasis sel
punca, dengan sasaran utama CSC sebagai Cancer
Initiating Cell yang akan menghasilkan kesembuhan
kanker ini dengan lebih baik.

MATERI DAN METODE

Penelitian ini adalah Hystorical Cohort yang
dilakukan di Rumah Sakit Umum Daerah Dr. Soetomo,
FK UNAIR, Surabaya, Februari sampai Mei 2017.
Untuk itu, dilakukan analisis melalui rekam medis
di Poli Onkologi Kandungan RSUD Dr. Soetomo,
Surabaya, untuk memilih sampel pasien kanker
ovarium stadium III sesuai dengan kriteria inklusi
dan eksklusi. Pada pasien tersebut dilakukan
pencatatan data mengenai data diri, usia, diagnosis,
stadium, optimalitas operasi, residu, tipe PA, grade
PA, dan waktu terjadinya kekambuhan sejak
kemoterapi berbasis platinum terakhir.

Kriteria inklusi sampel studi adalah wanita
dengan kanker ovarium tipe epitel stadium III yang
telah menjalani operasi (Optimal Surgical Staging)
dan kemoterapi paclitaxel-carboplatin 6 seri di RSUD
Dr. Soetomo, dinyatakan complete respons, dan
mengalami kekambuhan < 6 bulan pasca-pemberian
kemoterapi terakhir, disebut juga resistan platinum.
Sedangkan kriteria inklusi sampel pembanding adalah
wanita dengan kanker ovarium tipe epitel stadium
Il yang telah menjalani operasi (Optimal Surgical
Staging) dan kemoterapi paclitaxel-carboplatin 6
seri di RSUD Dr. Soetomo, dinyatakan complete
respons, dan mengalami kekambuhan > 6 bulan
pasca-pemberian kemoterapi terakhir, disebut juga
sensitif platinum. Kriteria eksklusinya adalah lost
of follow up, data atau spesimen Patologi Anatomi
tidak tersedia, jadwal kemoterapi tidak sesuai.

Terhadap semua sampel penelitian dilakukan
optimal surgical staging, yang berarti bahwa ada
yang memiliki residu pasca-operasi < 1 ¢cm dan ada
juga yang tanpa residu makroskopis. Pasien
dinyatakan kambuh apabila ada bukti pertumbuhan
baru dari tumor ganas pada seluruh tubuh, dibuktikan
dengan adanya masa pada pemeriksaan radiologis,
baik foto thorax maupun CT scan.

Sediaan PA sampel tumor ovarium primer
(didapat pasca surgical staging) berupa Paraffin
Block dari kedua kelompok dipinjam ke bagian PA
RSUD Dr. Soetomo dan dilakukan pembuatan slide
baru.
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Kemudian dilakukan pemeriksaan IHC CD44 pada
slide dari 20 pasien kanker ovarium yang mengalami
kekambuhan resistan platinum (sampel studi) dan
20 pasien sensitif platinum (sampel pembanding).
Pemeriksaan IHC CD44 dilakukan menggunakan
mesin pewarnaan otomatis (ChemMate 500, Bio Tek
Solusi). Slide dicelupkan ke dalam larutan xylol
selama 5 menit dan diulang 4 kali. Lalu dicelupkan
ke dalam ethanol absolut selama 3 menit dan
diulang 3 kali. Kemudian dicelupkan ke dalam larutan
ethanol 70% selama 3 menit dan diulang 2 kali.
Selanjutnya dicuci 3 kali dengan Aquabidest,
dibersihkan pinggir slide dengan tisu, ditetesi H202
3%, dan diinkubasi suhu kamar selama 10 menit.
Lalu cuci 3 kali dengan PBS, bersihkan pinggir slide
dengan tisu, teteskan trypsin 0,025%, inkubasi suhu
370C selama 6 menit, lalu dicuci 3x PBS, bersihkan
pinggir slide dengan tisu, kemudian diteteskan ultra
V block, inkubasi suhu kamar selama 5 menit,
bersihkan pinggir slide (tidak perlu dicuci). Berikutnya
teteskan monoklonal anti-CD44 vyang sudah
diencerkan (1 : 100), inkubasi suhu kamar + 25 — 30
menit, selanjutnya dicuci PBS 3x, bersihkan pinggir
slide dengan tisu, lalu teteskan biotinilated, inkubasi
suhu kamar selama 10 menit, kemudian dicuci PBS
3x, bersihkan pinggir slide dengan tisu. Selanjutnya
teteskan HRP polymer, inkubasi suhu kamar selama
10 menit, cuci PBS 3%, dan bersihkan pinggir slide
dengan tisu. Langkah berikutnya teteskan DAB
chromogen (20ul/1 ml substrat), inkubasi suhu kamar
selama 5 - 15 menit (dark room), lalu dicuci
Aquabidest 3x, bersihkan. Kemudian lakukan
pengecatan dengan Meyer Hematoxylin, inkubasi
suhu kamar selama 6 — 15', cuci dengan air mengalir
3X, pencucian terakhir diremdam dalam air selama
10 menit, selanjutnya dikeringkan-Mounting.

Penelitian ini menggunakan Anti CD44 Antibody
[EPR1013Y] ab51037 yang merupakan primer antibodi
poliklonal dari Abcam’s RabMab Technology dan
Anti-Polyvalent HRP/DAB TP-015-HD yang merupakan
sekunder antibodi dari Thermo Fischer Scientific
untuk pemeriksaan ekspresi CD44 pada jaringan.
Mikroskop Leica DM 750 digunakan untuk menghitung
ekspresi CD44.

Ekspresi CD44 diamati pada membran sel sebagai
bagian kecil dari sel-sel kanker yang positif di daerah
tumor secara keseluruhan. Sel CD44 positif akan
memberikan reaksi positif terhadap anti-CD44 dengan
pewarnaan IHC yang ada pada membran sel,
sitoplasma, dan daerah ekstraselular sekitar membran
sel akan menunjukkan warna kecoklatan.
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Gambar 1: Struktur CD44 pada transmembran CSC ovarium (Dikutip dari
Zoller, 2011).12

CD44v /

Penghitungan jumlah CD44 dilakukan dalam 10
area (masing-masing area seluas 625p2) dan
dijumlahkan totalnya. Kemudian digolongkan ke
dalam kelompok negatif, positif lemah, positif
sedang, positif kuat, dan positif sangat kuat
berdasarkan nilai kuartil statistik. Nilai cut off jumlah
CD44 akan dianalisis menggunakan kurva ROC.
Nilainya ditentukan pada sensitivitas dan spesifisitas
terbaik sebagai uji prognostik.

HASIL

Penelitian ini dilakukan mulai Februari 2017
sampai Mei 2017. Selama kurun waktu tersebut
didapatkan 40 subjek penelitian kanker ovarium tipe
epitel stadium III, di mana ada 20 subjek resistan
platinum dan 20 subjek sensitif platinum yang
memenubhi kriteria inklusi serta eksklusi.

Perhitungan statistik dalam penelitian ini
menggunakan tingkat kemaknaan 0,05 (5%) sehingga
apabila dalam uji statistik didapatkan p < 0,05
diartikan bermakna dan apabila p > 0,05 diartikan
tidak bermakna.

Pada tabel 1 dapat dilihat distribusi kedua
kelompok subjek. Tidak ada perbedaan bermakna
antara kedua kelompok subjek berdasarkan grade,
tipe PA, dan stadium kanker.
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Tabel 1: Distribusi kedua kelompok subjek berdasarkan grade, tipe PA,
dan stadium kanker

Kelompok

Karakteristik Kiink  Resistan platinum ~ Sensitif platinum Tota

(kambuh <6 bulan)  (kambuh 6 bulan)
Grade
Gl 2(10,0%) 5(25,0%) 7(17,5%)
G2 1(5,0%) 4(20,0%) 5(12,5%)
G3 17 (85,0%) 11 (55,0%) 28 (70,0%)
Total 20(100,0%) 20(100,0%) 40(100,0%)
Exact prob = 0,135
Tipe PA
Serous 11 (55,0%) 8(40,0%) 19 (47,5%)
Mucinous 0(0,0%) 3(15,0%) 3(7,5%)
Endometrioid 4(20,0%) 7(35,0%) 11(27,5%)
Clear Cell 2(10,0%) 0(0,0%) 2((5,0%)
Undifferentiated Ca 3 (15,0%) 2(10,0%) 5(12,5%)
Total 20(100,0%) 20(100,0%) 40(100,0%)
Exact prob = 0,166
Stadium
A 2(10,0%) 3(15,0%) 5(12,5%)
B 2(10,0%) 1(5,0%) 3(7,5%)
e 16 (80,0%) 16 (80,0%) 32 (80,0%)
Total 20(100,0%) 20(100,0%) 40(100,0%)

Exact prob = 1,000

Terhadap 40 sampel PA subjek penelitian
dilakukan pengecatan IHC dengan anti-CD44 dan
dinilai ekspresi CD44 di Bagian Mikroskop Elektron
FK Universitas Airlangga, Surabaya. Ekspresi CD44
diamati pada membran sel sebagai bagian kecil dari
sel kanker yang positif di daerah tumor secara
keseluruhan. Sel CD44 positif akan memberikan
reaksi positif terhadap anti-CD44 dengan pewarnaan
[HC. Pada membran sel, sitoplasma, dan daerah
ekstraselular sekitar membran sel akan menunjukkan
warna kecoklatan (gambar 2). Ini sesuai dengan
rumus bangun CD44 yang terdiri dari link domain
ekstraselular dekat wilayah transmembran dan
wilayah transmembran/TM dan ekor sitoplasma/CP
(gambar 1). Kemudian dilakukan pemeriksaan
mikroskop dengan pembesaran 400x.

Penghitungan jumlah CD44 dilakukan dalam 10
area (masing-masing area seluas 625u2) dan
dijumlahkan totalnya. Kemudian digolongkan ke
dalam kelompok negatif, positif lemah, positif
sedang, positif kuat, dan positif sangat kuat
berdasarkan nilai kuartil statistik.

Gambar 2; Sel CD44 positif ditandai dengan warna kecoklatan pada
daerah membran, sitoplasma dan ekstrasel sekitar membran sel
kanker {panah hitam), spesimen PA dengan pengecatan IHC anti CD4,
pembesaran 400x.

Gambar 3: Sel CD44 negatif pada spesimen PA dengan pengecatan IHC
anti-CD4, pembesaran 400x

Tabel 2: Deskripsi ekspresi CD44 pada kedua kelompok

Ekspresi CD44

Kelompok n X . .

X SD  Median Minimum  Maksimum
Resisten oy 3680 2050 3250 1 116
platinum
Sensit 0,000*
ensiti
platinum 20 7,06 9,58 3,00 0 33

Keterangan: *signifikan pada o = 0,05

Tabel 2 memperlihatkan hasil pemeriksaan ekspresi
CD44 yang menunjukkan rerata 21,93 = 26,40 dengan
ekspresi terendah 0 dan tertinggi 116. Data ekspresi
CD44 tidak berdistribusi normal pada kedua
kelompok (Shapiro-Wilk, p<0,05). Analisis dengan
Mann-Whitney test menunjukkan adanya perbedaan
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ekspresi CD44 antara kelompok resistan platinum
dengan kelompok sensitif platinum (p<0,05).

Bila ekspresi CD44 dikategorikan berdasarkan
nilai kuartil, didapatkan distribusi seperti yang
terlihat pada tabel 3, di mana didapatkan 5 kelompok,
antara lain kelompok negatif (0); lemah (< 2,25);
sedang (2,25 -< 12,5); kuat (12,5 -< 33,75); dan
sangat kuat (= 33,75).

Tabel 3: Distribusi kedua kelompok berdasarkan kelompok kategori
ekspresi CD44

Kelompok

Ekspresi CD44 Resistan platinum ~ Sensitf plativum

{kambuh <6 bulan)  {kambuh >6 buian)
Negatif (0) 0(0,0%) 2(10,0%) 2 (5,0%)
Lemah (< 2,25-<12,50) 1 (5,0%) 7(35,0%) 8(20,0%)
Sedang (2,25-<12,50) 2 (10,0%) 8 (40,0%) 10 (25,0%)
Kuat (12,50-<33,75)  7(35,0%) 3(15,0%) 10 (25,0%)
Sangat kuat (=33,75) 10 (50,0%) 0(0,0%) 10 (25,0%)
Total 20 (100,0%) 20 (100,0%) 40(100,0%)

Exact prob = 0,000

Analisis lebih lanjut dengan kurva ROC didapatkan
nilai cut off ekspresi CD44 sebesar 12.50. Dengan
nilai cut off tersebut diperoleh distribusi seperti
tercantum pada tabel 4, di mana pada kelompok
resistan platinum 17 (85%) subjek memiliki ekspresi
CD44 > 12,5 (kuat dan sangat kuat) dan hanya 3
(15%) subjek yang memiliki ekspresi CD44 < 12,5
(negatif, lemah dan sedang). Sebaliknya, pada
kelompok sensitif platinum hanya 3 (15%) subjek
memiliki ekspresi CD44 > 12,5 (kuat dan sangat
kuat) dan 17 (85%) subjek yang lain memiliki ekspresi
CD44 < 12,5 (negatif, lemah dan sedang). Dengan
nilai cut off 12,50 didapatkan sensitivitas 85% dan
spesifisitas 85%.

Tabel 4: Distribusi kedua kelompok berdasarkan ekspresi CD44
dengan cut off 12,5

Kelompok

Ekspresi CD44 Resistan platinum ~ Sensitf platium .

(kambuh <6 bulan)  (kambuh >6 bulan)
<12,50 3(15,0%) 17 (85,0%) 20 (50,0%)
>12,50 17 (85,0%) 3(15,0%) 20 (50,0%)
Total 20 (100,0%) 20 (100,0%) 40 (100,0%)
Chi Square corrected p = 0,000 Koefisien Phi = -0,700
p =0,000

Hasil analisis tabel 5 menunjukkan adanya
perbedaan bermakna tingkat ekspresi CD44 antara
kelompok resistan platinum dengan kelompok sensitif
platinum pada grade I (p=0,049) dan grade 3
(p=0,000), sedangkan pada grade 2 tidak didapatkan
perbedaan bermakna (p=0,221).

Tabel 5: Distribusi ekspresi CD44 per kelompok menurut grade kanker

Grade D44 Resistan Sensitif  p (Mann-
tumor platinum platinum  Whitney)
CD44 negatif 0(0,0%) 1(20,0%)
CD44 lemah 0(0,0%) 2 (40,0%)
Gl (D44 sedang 0(0,0%) 2(40,0%) 0,049~
CD44 kuat 1 (50,0%) 0(0,0%)
CD44 sangat kuat 1(50,0%) 0(0,0%)
CD44 negatif 0(0,0%) 0(0,0%)
CD44 lemah 01(0,0%) 0(0,0%)
G2 (D44 sedang 0(0,0%) 3(75,0% 0,221
CD44 kuat 1(100,0%) 1 (25,0%)
CD44 sangat kuat 0(0,0%) 0(0,0%)
CD44 negatif 0(0,0%) 1(9,1%)
CD44 lemah 1 (5,9%) 5 (45,5%)
G3 (D44 sedang 2(11,8%) 3(27,3%) 0,000*
CD44 kuat 5(29,4%) 2(18,2%)
CD44 sangat kuat 9(52,9%) 0(0,0%)

Keterangan: *signifikan pada o = 0,05 (Mann Whitney test)

Tabel 6: Distribusi ekspresi CD44 per kelompok menurut tipe PA kanker

TipePA o (Mt Wi
CD44 negatif 0(0,0%  2(25,0%)
CD44 lemah 0(0,0%  3(37,5%)
Serous tumors  CD44 sedang 1(9,1%) 2(25,0%) 0,001*
CD44 kuat 6(54,5%) 1(12,5%)
CD44 sangat kuat 4 (36,4%)  01(0,0%)
CD44 negatif 0(0,0%  0(0,0%)
CD44 lemah 0(0,0%  1(33,3%
WOMOUS Cagsedang  0(0.0%)  1(333%)
umors
CD44 kuat 0(0,0%  1(33,3%)
CD44 sangat kuat ~ 0(0,0%)  01(0,0%)
CD44 negatif 0(0,0%  0(0,0%)
CD44 lemah 0(0,0%  2(28,6%)
ENJOMEON cpgg sedang  00,0%  4(57,1%  0,008"
CD44 kuat 1(25,0%  1(14,3%)
CD44 sangat kuat ~ 3(75,0%)  01(0,0%)
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CD44 negatif 0(0,0%  0(0,0%)
CD44 lemah 0(0,0%  0(0,0%)
clar el 64 sedang 1(50,0%  0(0,0%)
CD44 kuat 0(0,0%  0(0,0%)
CD44 sangat kuat ~ 1(50,0%)  01(0,0%)
CDA44 negatif 0(0,0%  0(0,0%)
. ‘ CD44 lemah 1(33,3%) 1(50,0%)
Undifeertiated chagsegang  0(0,0%  1(50,0% 0,361
CD44 kuat 0(0,0%  0(0,0%)
CD44 sangat kuat 2 (66,7%)  01(0,0%)

Keterangan: *signifikan pada o = 0,05 (Mann Whitney test)

Hasil analisis tabel 7 menunjukkan adanya
perbedaan bermakna tingkat ekspresi CD44 antara
kelompok resistan platinum dengan kelompok sensitif
platinum pada tipe serous (p=0,001) dan endometrioid
(p=0,008), sedangkan pada ipe undifferentiated
carcinomas tidak didapatkan perbedaan bermakna
(p=0,361). Pada tipe mucinous dan clear cell tidak
bisa dinilai adanya perbedaan karena tidak ada
sampel pada salah satu kelompok subjek.

Hasil analisis tabel 7 menunjukkan adanya
perbedaan bermakna tingkat ekspresi CD44 antara
kelompok resistan platinum dengan kelompok sensitif
platinum pada stadium III A (p=0,046) dan III C
(p=0,000), sedangkan pada stadium III B tidak
didapatkan perbedaan bermakna (p=0,221).

Tabel 7: Distribusi ekspresi CD44 per kelompok menurut stadium kanker

Stadium D44 Resistan Sensitif  p (Mann-
tumor platinum platinum  Whitney)
CD44 negatif 0(0,0%) 0(0,0%)

CD44 lemah 0(0,0%) 0(0,0%)

[IrA CD44 sedang 0(0,0%  3(100,0% 0,046*
CD44 kuat 01(0,0%) 01(0,0%)

CD44 sangat kuat 2 (100,0%) 0(0,0%)

CD44 negatif 0(0,0%) 0(0,0%)

CD44 lemah 0(0,0%) 0(0,0%)

e CD44 sedang 0(0,0%  1(100,0%) 0,221
CD44 kuat 1 (50,0%) 01(0,0%)

CD44 sangat kuat 1(50,0%) 0(0,0%)

CD44 negatif 0(0,0%) 2(12,5%)
CD44 lemah 1 (6,25%) 7(43,75%)
e (D44 sedang 2(12,5%) 4(25,0%) 0,000*
CD44 kuat 6(37,5%  3(18,75%)
CD44 sangat kuat ~ 7(43,75%)  01(0,0%)

Tabel 8: Penghitungan RR ekspresi CD44

Kelompok
Ekspresi CD44 Resistan platinum  Sensitf platim .
(kambuh <6 bulan)  (kambuh 6 bulan)
>12,50 17 (85,0%) 3(15,0%) 20 (50,0%)
< 12,50 3(15,0%) 17 (85,0%) 20 (50,0%)
Total 20 (100,0%) 20 (100,0%) 40 (100,0%)

Chi Square (Corrected)p = 0,000  Koefisien Phi =-0,700 p = 0,000
RR = 5,667

Hasil analisis tabel 8 menunjukkan adanya
perbedaan kecepatan kekambuhan antara penderita
dengan ekspresi CD44 > 12,50 dan CD44 < 12,50.
Didapatkan RR sebesar 5,667.

Tabel 9: Penghitungan RR residu tumor pasca-surgical staging

Kelompok
Residu Platinum Resistan ~ Platinum Sensitf .
(kambuh <6 bulan)  (kambuh 6 bulan)
<1 13(65,0%) 4(20,0%) 17 (42,5%)
0 7(35,0%) 16 (80,0%) 23(57,5%)
Total 20 (100,0%) 20 (100,0%) 40 (100,0%)

Chi Square (corrected) p = 0,011
RR=2513

Koefisien Phi = 0,455 p =0,004

Hasil analisis tabel 9 menunjukkan adanya
perbedaan kecepatan kekambuhan antara penderita
dengan residu < lcm dan residu 0/ tidak ada re
sidu makroskopik. Didapatkan RR sebesar 2,513.

Tabel 10: Penghitungan RR residu tumor pasca-surgical staging

Varlabel 95% Cl untuk
Independen B P Exp (B) 7&“’7(3)
Lower  Upper

Ekspresi CD44
>12,50

<1250
(pembanding)

3,881 0,001 48,487 4958 474144

Residu
<1 2,566
0 (pembanding)

0,030 13,013 1,287 131,598

Konstanta -3,011 0,005

Penderita dengan ekspresi CD44 > 12,50 memiliki

risiko kambuh < 6 bulan sebesar 48,487 kali penderita
dengan ekspresi CD44 < 12,50 dan penderita dengan
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residu < Icm memiliki risiko kambuh <6 bulan sebesar
13,013 kali penderita tanpa residu makroskopik.
Berdasarkan hasil analisis tersebut didapatkan
persamaan sebagai berikut.
1
Probabilitas =
(platinum resistant)

1 +e3,01 1-3,881*(ekspresi CD44)-2,566* (residu)

Keterangan: jika ekspresi CD44 > 12,50, skor=1
jika ekspresi CD44 < 12,50, skor=0
jika residu < 1, skor=1
jika residu = 0, skor=0

DISKUSI

Kanker ovarium tipe epitel adalah suatu kanker
yang sangat mematikan. Mayoritas (2/3 dari total
pasien) didiagnosis pada stadium lanjut (Il dan
IV). Modalitas terapi utama di seluruh dunia saat
ini meliputi operasi pengangkatan tumor/ debulking
secara radikal diikuti dengan kemoterapi berbasis
platinum dan taxan. Resistansi kemoterapi, terutama
pada kasus kekambuhan adalah masalah utama
yang akan terjadi pada mayoritas pasien kanker
ovarium stadium lanjut dan berujung ke tingginya
angka kematian kanker ini. Faktor prognostik
keberhasilan terapi saat ini adalah tipe PA, grade,
stadium, dan diameter maksimum residu penyakit
setelah operasi sitoreduksi.

Hipotesis CSC sedang secara intensif diteliti dan
dibuktikan dalam manajemen kanker ovarium. CD44
sebagai surface marker dari CSC ovarium dalam
literatur memiliki potensi sebagai faktor prognostik
kekambuhan kanker ovarium, yang apabila dapat
diketahui akan mengubah paradigma pengobatan
kanker menjadi individualized treatment berbasis
sel punca, dengan sasaran utama CSC sebagai cancer
initiating cell yang akan menghasilkan kesembuhan
kanker ini dengan lebih baik.

Pada penelitian ini dilakukan analisis melalui
rekam medis untuk memilih sampel pasien kanker
ovarium stadium III yang sensitif platinum (sampel
kontrol) dan sampel pasien yang resistan platinum
(sampel kasus), sesuai dengan kriteria inklusi dan
eksklusi. Pada pasien tersebut dilakukan pencatatan
data. Kemudian dilakukan pembuatan slide dari
paraffin block tumor primer saat surgical staging,
diikuti pengecatan IHC dengan antibodi anti-CD44
dan pembacaan ekspresi CD44. Data tentang ekspresi
CD44 ditabulasi dan dianalisis sebagai faktor
prognostik kekambuhan.

Empat puluh (40) subjek penelitian dengan rincian
20 kelompok resistan platinum dan 20 kelompok
sensitif platinum diikutkan dalam penelitian ini.

Dari tabel 2 didapatkan rerata ekspresi CD44
pada kelompok resistan adalah 36,80+29,54; pada
kelompok sensitif platinum adalah 7,05+9,58. Analisis
dengan Mann-Whitney test menunjukkan adanya
perbedaan signifikan ekspresi CD44 antara kelompok
resistan platinum dengan kelompok sensitif platinum
(p=0,000). Hasil analisis menunjukkan pada ekspresi
CD44 yang lebih tinggi cenderung terjadi kekambuhan
yang lebih cepat dari 6 bulan (resistan platinum).
Sebaliknya, pada ekspresi CD44 yang lebih rendah
cenderung terjadi kekambuhan yang lebih lama dari
6 bulan (sensitif platinum).

Analisis dengan koefisien Eta menunjukkan bahwa
ada hubungan yang kuat antara ekspresi CD44
dengan waktu kekambuhan (kurang dari 6 bulan
dan 6 bulan ke atas) (0,894 = >0,7).

Hal di atas sesuai dengan hipotesis penelitian
bahwa ekspresi CD44 lebih tinggi pada kelompok
resistan platinum dibandingkan dengan kelompok
sensitif platinum. Selain itu, juga diketahui adanya
hubungan negatif antara ekspresi CD44 dengan
waktu terjadinya kekambuhan kanker ovarium tipe
epitel stadium III, di mana pada ekspresi CD44
tinggi, kekambuhan akan terjadi lebih cepat.

Penelitian sarjana Kayastha menunjukkan bahwa
tumor dengan ekspresi CD44 yang tinggi akan
memiliki disease free survival yang secara signifikan
lebih rendah dibandingkan tumor dengan ekspresi
CD44 yang rendah.’ Dalam studinya, Sarjana Meng
juga menyatakan bahwa peningkatan ekspresi CD44
akan meningkatkan kemoresistansi, mempersingkat
progression free survival, dan meningkatkan
kemungkinan rekurensi pada pasien kanker ovarium
tipe epitel.'

Analisis lebih lanjut dengan kurva ROC
mendapatkan nilai cut off ekspresi CD44 sebesar
12.50. Dengan nilai cut off tersebut, diperoleh
distribusi seperti tercantum pada tabel 4, di mana
pada kelompok resistan platinum 17 (85%) subjek
memiliki ekspresi CD44 > 12,5 (kuat dan sangat
kuat). Sebaliknya, pada kelompok sensitif platinum
17 (85%) subjek yang lain memiliki ekspresi CD44
< 12,5 (negatif, lemah dan sedang). Didapatkan
sensitivitas 85% dan spesifisitas 85%.

Dari analisis kami, CD44 dapat digunakan sebagai
faktor prognostik kekambuhan dengan akurasi yang
baik (85%). Hal ini sesuai dengan tujuan penelitian
kami dan sejalan dengan studi meta-analisis oleh
sarjana Lin yang menyatakan bahwa pemeriksaan
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ekspresi CD44 pada evaluasi PA dapat digunakan
untuk memprediksi prognosis kanker seorang pasien
di masa depan."

Dari analisis tabel 5 diketahui bahwa subjek
dengan grade 1 dan grade 3 secara konsisten
menunjukkan bahwa tingkat ekspresi CD44 dapat
dijadikan sebagai faktor prognostik kekambuhan, di
mana subjek dengan ekspresi CD44 > 12,5 akan
mengalami kekambuhan lebih dini (resistan
platinum). Sebaliknya, subjek dengan ekspresi CD44
< 12,5 akan mengalami kekambuhan yang lebih
lama (sensitif platinum).

Hal ini sesuai penelitian meta-analisis yang
dilakukan sarjana Lin yang menyatakan bahwa
pemeriksaan ekspresi CD44 pada evaluasi PA dapat
digunakan untuk memprediksi prognosis kanker
seorang pasien di masa depan, tidak berhubungan/
dipengaruhi oleh grade tumor. Maksudnya, pada
setiap grade, ekspresi CD 44 yang tinggi secara
konsisten merupakan faktor prognostik kekambuhan
yang lebih dini (resistan platinum).!"

Dari analisis tabel 6 diketahui bahwa jumlah
subjek dengan tipe mucinous dan clear cell yang
ada terlalu sedikit. Bahkan, tidak adanya subjek
pada salah satu kelompok (resistan platinum pada
tipe mucinous, sensitif platinum pada kelompok
clear cell) menyebabkan secara statistik tidak bisa
dinilai tingkat ekspresi CD44 sebagai faktor prognostik
kekambuhan.

Dari analisis kami, subjek dengan tipe serous
dan tipe endometrioid secara konsisten menunjukkan
bahwa tingkat ekspresi CD44 dapat dijadikan sebagai
faktor prognostik kekambuhan, di mana subjek
dengan ekspresi CD44 > 12,5 akan mengalami
kekambuhan lebih dini (resistan platinum). Sebaliknya,
subjek dengan ekspresi CD44 < 12,5 akan mengalami
kekambuhan yang lebih lama (sensitif platinum).
Pada penelitian ini didapatkan sampel yang cukup
dari kedua tipe PA tersebut karena merupakan tipe
tersering dari kanker ovarium tipe epitel.

Hal ini sesuai penelitian meta-analisis yang
dilakukan sarjana Lin yang menyatakan bahwa
pemeriksaan ekspresi CD44 pada evaluasi PA dapat
digunakan untuk memprediksi prognosis kanker
seorang pasien di masa depan, tidak berhubungan/
dipengaruhi oleh tipe PA. Maksudnya, pada setiap
tipe PA, ekspresi CD44 yang tinggi secara konsisten
merupakan faktor prognostik kekambuhan yang lebih
dini (resistan platinum)."

Dari analisis tabel 7 diketahui bahwa subjek
dengan stadium III A dan stadium Il C secara
konsisten menunjukkan bahwa tingkat ekspresi CD44

dapat dijadikan sebagai faktor prognostik kekambuhan,
di mana subjek dengan ekspresi CD44 > 12,5 akan
mengalami kekambuhan lebih dini (resistan platinum).
Sebaliknya, subjek dengan ekspresi CD44 < 12,5
akan mengalami kekambuhan yang lebih lama
(sensitif platinum).

Hal ini sesuai dengan penelitian meta-analisis
yang dilakukan sarjana Lin yang menyatakan bahwa
pemeriksaan ekspresi CD44 pada evaluasi PA dapat
digunakan untuk memprediksi prognosis kanker
suatu pasien di masa depan, dan berhubungan
dengan stadium tumor. Maksudnya, pada stadium
yang lebih tinggi, ekspresi CD 44 yang tinggi secara
konsisten merupakan faktor prognostik kekambuhan
yang lebih dini (resistan platinum). Dalam penelitian
ini kami menggunakan semua subjek dengan stadium
tinggi (stadium I11)."

Tabel 8 menunjukkan adanya perbedaan kecepatan
kekambuhan antara penderita dengan ekspresi CD44
> 12,50 dan CD44 < 12,50. Didapatkan RR sebesar
5,667 yang berarti penderita dengan ekspresi CD44
> 12,50 memiliki risiko kambuh < 6 bulan (resistan
platinum) sebesar 5,667 kali dibandingkan penderita
dengan ekspresi CD44 < 12,50.

Hal ini sesuai dengan hipotesis penelitian kami
bahwa ada hubungan negatif antara ekspresi CD44
dengan waktu terjadinya kekambuhan kanker ovarium
tipe epitel stadium III. Pada ekspresi CD44 yang
tinggi, kemungkinan terjadi kekambuhan dini akan
lebih tinggi.

Tabel 9 menunjukkan adanya perbedaan kecepatan
kekambuhan antara penderita dengan residu < lcm
dan residu 0/ tidak ada residu makroskopik.
Didapatkan RR sebesar 2,513 yang berarti penderita
dengan residu < 1 cm memiliki risiko kambuh < 6
bulan (resistan platinum) sebesar 2,513 kali
dibandingkan penderita dengan tidak ada residu
makroskopik.

Hal ini sesuai dengan literatur yang menyatakan
bahwa indikator prognostik terpenting pada pasien
kanker ovarium stadium lanjut adalah volume residu
penyakit setelah operasi debulking/ surgical staging.*

Pada tabel 10 melalui analisis regresi logistik
dengan variabel independen ekspresi CD44 dan
residu dan variabel dependen kecepatan kekambuhan,
didapatkan bahwa ekspresi CD44 dan residu tumor
pasca-surgical staging merupakan indikator prediktif
yang baik untuk kecepatan kekambuhan. Ekspresi
CD44 yang tinggi dan adanya residu merupakan
faktor risiko terjadinya kekambuhan.

Penderita dengan ekspresi CD44 > 12,50 memiliki
risiko kambuh < 6 bulan sebesar 48,487 kali penderita
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dengan ekspresi CD44 < 12,50 dan penderita dengan
residu < 1 ¢m memiliki risiko kambuh < 6 bulan
sebesar 13,013 kali penderita tanpa residu makroskopik.

Berdasarkan hasil analisis tersebut didapatkan
persamaan sebagai berikut.

1

Probabilitas =
(platinum reSiStant) 1+e3,011-3,88]‘(ekspresi CD44)-2,566*(residu)

Keterangan: jika ekspresi CD44 >12,50, skor=1;
jika ekspresi CD44 <12,50, skor=0
jika residu <1, skor=1;

jika residu =0, skor=0.

Hal di atas menjawab rumusan masalah penelitian
kami bahwa ekspresi CD44 (bersama dengan residu
tumor pasca surgical staging) dapat digunakan
sebagai faktor prognostik kekambuhan pada kanker
ovarium tipe epitel stadium III, sehingga dapat dibuat
model prognostik berdasarkan kedua faktor tersebut.

KESIMPULAN

Ditemukan perbedaan yang signifikan ekspresi
CD44 antara kelompok resistan platinum dengan
kelompok sensitif platinum pada pasien kanker
ovarium tipe epitel stadium III. Ekspresi CD44 dapat
digunakan sebagai faktor prognostik kekambuhan
pada kanker ovarium tipe epitel stadium III.

Ditemukan hubungan yang signifikan dengan
kekuatan hubungan kuat antara ekspresi CD44
dengan waktu kekambuhan pada pasien kanker
ovarium tipe epitel stadium III. Semakin tinggi
ekspresi CD44, kekambuhan kanker ovarium akan
terjadi lebih cepat.

Ditemukan perbedaan yang signifikan ekspresi
CD44 berdasarkan grade kanker antara kelompok
resistan platinum dengan kelompok sensitif platinum
pada pasien kanker ovarium tipe epitel stadium III.

Ditemukan perbedaan yang signifikan ekspresi
CD44 berdasarkan tipe PA antara kelompok resistan
platinum dengan kelompok sensitif platinum pada
pasien kanker ovarium tipe epitel stadium III.

Ditemukan perbedaan yang signifikan ekspresi
CD44 berdasarkan stadium kanker antara kelompok
resistan platinum dengan kelompok sensitif platinum
pada pasien kanker ovarium tipe epitel stadium III.

Didapatkan RR ekspresi CD44 sebesar 5,667 yang
berarti penderita dengan ekspresi CD44 > 12,50
memiliki risiko kambuh < 6 bulan (resistan platinum)
sebesar 5,667 kali dibandingkan penderita dengan
ekspresi CD44 < 12,50.

Didapatkan RR residu tumor pasca-surgical
staging sebesar 2,513 yang berarti penderita dengan
residu < lcm memiliki risiko kambuh < 6 bulan
(resistan platinum) sebesar 2,513 kali dibandingkan
penderita dengan tidak ada residu makroskopik.

Melalui analisis regresi logistik, didapatkan
ekspresi CD44 dan residu tumor pasca-surgical
staging merupakan indikator prediktif yang baik
untuk kecepatan kekambuhan. Ekspresi CD44 yang
tinggi dan adanya residu merupakan faktor risiko
terjadinya kekambuhan. Penderita dengan ekspresi
CD44 > 12,50 memiliki risiko kambuh < 6 bulan
sebesar 48,487 kali penderita dengan ekspresi CD44
< 12,50 dan penderita dengan residu < lcm memiliki
risiko kambuh <6 bulan sebesar 13,013 kali penderita
tanpa residu makroskopik. Didapatkan persamaan
probabilitas:

1
Probabilitas =

(platinum resistant)

_ ‘ i (resi
1+e3‘0]1 3,881*(ekspresiCD44)2,566*(residu)

Keterangan: jika ekspresi CD44 >12,50, skor=1;
jika ekspresi CD44 <12,50, skor=0
jika residu <1, skor=1;

jika residu =0, skor=0
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