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Abstrak

Kematian yang diakibatkan oleh kanker ovarium masih tetap tinggi meskipun sudah dengan pena-
nganan yang agresif. Pemberian kemoterapi merupakan bagian penting selain tindakan operasi di dalam
pengobatan kanker ovarium. Obat sitostatika yang digunakan bertujuan mempengaruhi DNA dan pada
akhirnya memicu henti siklus sel dan apoptosis.

Untuk mengetahui aktifitas caspase 3 sebagai indikator terjadinya apoptosis pada sel kanker ovarium
setelah terpapar dengan sitostatika.

Penelitian in vitro dengan memaparkan sel kanker ovarium primer yang berasal dari asites dan/atau
“established” sel kanker ovarium dengan sitostatika dengan dosis dan waktu yang berbeda. Kemudian
dilakukan perhitungan aktifitas caspase 3 dari kedua sel kanker ovarium tersebut.

Penelitian ini dilakukan terhadap penderita kanker ovarium yang dilakukan operasi pada “Yale New
Haven Hospital”. Sel tumor yang berasal dari cairan asites menjalani isolasi dan kultur untuk menda-
patkan kultur primer. Dilakukan pemaparan sel kanker ovarium primer dan “established” dengan carbo-
platin dan docetaxel selama 24 dan 48 jam dengan dosis yang berbeda. Apoptosis yang terjadi diketahui
dengan melihat aktifitas spesifik caspase 3 dari masing-masing kelompok sel kanker ovarium tersebut.

Dari 11 pasien kanker ovarium stadium lanjut (III-IV, FIGO) dengan jenis epithelial didapatkan bahwa
carboplatin dosis 100-400mg/ml dapat menginduksi aktifitas caspase 3 dari “established” sel kanker ova-
rium maupun sel kanker ovarium primer. Docetaxel dosis 5ng/ml dan 500ng/ml juga dapat menginduk-
si aktifitas caspase 3 pada kedua kelompok sel kanker ovarium.

Aktifitas caspase 3 dapat ditimbulkan dengan melakukan pemaparan sel kanker ovarium baik primer
maupun “established” terhadap carboplatin dan docetaxel.

Kata kunci: caspase 3, apoptosis, kanker ovarium.

Abstract

Despite of aggressive treatments of ovarian cancer are already establish, the death due ovarian cancer still high.
Chemotherapy is important after a certain surgery in ovarian cancer management and cytotoxic agent have a purpose to
stop and to kill cancer cells.

This research has a purpose to fine out if caspase 3 could establish as an indicator of apoptosis after ovarian cancer
cell treated with cytotoxic agent.

This is in vitro research was conducted at Yale New Haven Hospital. Tumor’s cell was established by isolation pro-
cedure and its came from ascites. After culturing with carboplatin and or docertaxel for 24 and 48 hours with different
dosage, than caspase 3 activities was counted for every ovarian cancer groups.

From 11 advanced epithelial ovarian cancer patients (stage III-IV, FIGO), carboplatin dosage 100400 _g/ml and doc-
etaxel 5 ng/ml induced activity of caspase 3 from “established” ovarian cancer cell and primary ovarian cancer cell as
well, respectively.

Caspase 3 activity can be induced by exposure ovarian cancer cell with carboplatin and docetaxel.

Keywords: caspase 3, apoptosis,cancer ovarium

PENDAHULUAN

Salah satu masalah yang sering dihadapi dalam
penanganan kanker ovarium adalah, hampir sebagian
besar penderita (75%) datang dalam stadium yang su-
dah lanjut. Hal ini disebabkan kanker ovarium jarang
memberikan keluhan yang spesifik sebelum penyakit-

nya menjadi lanjut dan seperti sudah diperkirakan
prognosisnya sangat berhubungan dengan stadianyal.
Selain itu, sudah dikenal beberapa faktor yang berpe-
ngaruh terhadap hasil keluaran outcome dari peng-
obatan dan hal tersebut dikenal sebagai faktor-faktor
prognostik. Beberapa diantaranya dapat dikelompok-
kan sebagai faktor-faktor patologik seperti: jenis his-
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tologik, bentuk lesi dan derajat diferensiasi sel, faktor-
faktor biologik: ploidi sel, ekspresi proto-onkogen dan
onkogen, faktor-faktor klinik: stadium (FIGO), sisa tu-
mor pasca operasi, asites, usia pasien dan penampilan
pasien!2, Akhir-akhir ini para ilmuwan menambah-
kan apoptosis sebagai faktor yang baru dimana hal ini
diperkirakan dapat menggantikan faktor lain yang
kekuatannya kurang. Kerr dkk pada 1972 mengusul-
kan istilah apoptosis, yaitu untuk menggambarkan
kematian sel yang secara morfologik dapat dibedakan
dengan nekrosis, merupakan cara kematian pasip
yang terjadi akibat kerusakan seluler. Selain itu apop-
tosis harus dilihat sebagai proses penting pada tingkat
seluler yang fisiologik3.

Dalam penanganan kanker ovarium, pemberian
khemoterapi merupakan modalitas pengobatan yang
pemberiannya pada umumnya diberikan setelah tin-
dakan operasi. Khemoterapi dapat diberikan secara
tunggal maupun kombinasi dengan khemoterapi
laint, Pemberian khemoterapi bertujuan untuk men-
geliminasi seluruh sel kanker di dalam tubuh, khusus-
nya di dalam rongga perut. Idealnya, sitostatika itu
hanya berefek pada sel kanker, akan tetapi, efek samp-
ing yang ditimbulkannya (juga pada organ-organ
tubuh lainnya) berbanding lurus dengan dosis yang
diberikan. Hal lain yang akhir-akhir ini harus mulai
diperhatikan adalah munculnya sel-sel kanker yang
resisten terhadap sitostatika tertentu. Oleh karena itu
lebih dipertimbangkan pemberian kombinasi sitosta-
tika dari 2 atau lebih obat. Akhir-kahir ini sitostatika
dan kombinasi sitostatika dalam pengobatan kanker
ovarium adalah (1) Obat-obat dengan basis platinum
seperti cis-platin, carboplatin, (2) Taxan (paclitaxel
dan docetaxel), suatu anti kanker yang dapat mensta-
bilkan mikrotubul sehingga mempengaruhi pertum-
buhan sel, atau (3) gabungan dari (1) dan (2)4. Para pe-
neliti telah membuktikan bahwa apoptosis (program-
med cell death) adalah penyebab kematian sel kanker
akibat sitostatika. Setelah cisplatin memasuki sel, ma-
ka secara langsung ataupun tidak langsung ikatan de-
ngan chlorin akan digantikan oleh air, ikatan ini be-
reaksi dengan makromolekul yang ada di DNAS. Ikat-
an cisplatin di dalam DNA terjadi pada 2 lokasi se-
hingga terbentuk “interstrand cross-links dan inter-
strand adducts”é, yang akhirnya akan mencetuskan
terhentinya siklus sel dan apoptosis5’. Kedua taxan,
paclitaxel (Taxol-Bristol Myers-Squibb) dan docetaxel
(Taxotere-Aventis) akan mengikat b-subunit dari tu-
bulin yang berakibat menstabilkannya, non-functional
microtubule bundles dan berpengaruh terhadap proses
mitosis. Paclitaxel berperan pada fase G2/M dan
docetaxel di fase S. Selain itu taxan juga menginduksi

'

proses apoptosis dan mempunyai efek sebagai anti-
angiogeniks.

BAHAN DAN CARA KERJA

Penelitian ini merupakan hasil kerjasama antara
departemen Obstetri dan Ginekologi “Yale Univer-
sity”, “Therapeutic Radiology at Yale University dan
“University of New Haven”. Didapatkan 11 pasien
yang memenuhi kriteria.

Semua pasien dilakukan operasi oleh satu orang
ginekologik-onkologik (TR) di “Yale New Haven Hos-
pital”. Faktor-faktor klinis seperti umur, stadium (FI-
GO 1988), histolo-patologik, derajat diferensiasi, asites
(ada or tidak), jenis operasi (optimal or non-optimal
debulking atau operasi sito-reduksi), kondisi pasien
saat ini seperti tidak ada penyakit, masa bebas pe-
nyakit, kambuh, atau meninggall91011,

Tahapan penelitian:

Tahap LA:

Pada tahap ini dilakukan optimalisasi sistim yang
akan digunakan. Dimulai dengan melakukan kultur
terhadap “established ovarian cancer cell lines” yaitu
A2780 dan CP 70. A2780 adalah sel kanker ovarium
yang sensitif terhadap cisplatin.sedangkan CP 70 ada-
lah sel kanker ovarium yang resisten terhadap cispla-
tin. Kultur sel dilakukan selama 24 dan 48 jam dengan
memperhatikan teknik kultur, mencegah terjadinya
pencemaran, kurva pertumbuhan, konsentrasi awal
sel pada awal kultur.

Tahap L.B:

Pada tahapan ini dilakukan perlakukan pada “esta-
blished ovarian cancer cell lines” dengan memberikan
sitostatika selama periode waktu kultur tertentu dan
kemudian dilakukan “harvesting” dari protein yang
dihasilkan sel-sel tersebut. Kadar protein dihitung de-
ngan menggunakan metoda Bradford.

Tahap I1.C:

Pada tahap ini sesuai dengan tahap I.B hanya saja
juga dilakukan evaluasi ekspresi Caspase-3 dengan
menggunakan Promega CaspACE’ kit (Promega, cat.
# GG7220). Sistem esei kolorimetri CaspACE’ berdasar-
kan penilaian kuantitas dari aktifitas protease cas-
pase-3 (DEVDase). Prinsipnya adalah kolorimetri sub-
strat (Ac-DEVD-pNA) yang disertakan pada sistem
esei “CaspACE’ Assay System” yang dilabel dengan
chromophore p-nitroaniline (pNA). pNA akan dile-
paskan jika terjadi pemotongan substrat oleh
DEVDase. PNA yang bebas akan menghasilkan warna
kuning yang dapat dimonitor secara spektrophotome-
tri dengan menggunakan panjang gelombang 405nm.
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Intensitas warna kuning yang dihasilkan proses pe-
motongan tersebut akan sebanding dengan aktifitas
DEVDase yang terdapat di dalam sampel.

Tahap II:

Pada tahapan ini dilakukan perlakuan seperti
tahap I.C dengan menggunakan sel kanker yang
berasal dari pasien yang sudah melalui tahapan-taha-
pan seperti preparasi cairan asites, kultur sel kanker,
pemberian sitostatika dan sebagai tahap akhir adalah
“memanen sel”, analisa protein dan aktifitas capase-3.

‘Persiapan carian asites :

Tahapan melakukan isolasi dimaksudkan sebagai
upaya memisahkan sel tumor terhadap sel-sel lain se-
perti sel limfosit, sel darah merah (SDM, sel darah pu-
tih (SDP) dan sel-sel lainnya (debris). Pengemparan
dan pengemparan dengan menggunakan larutan ga-
ram berimbang ditujukan untuk memisahkan sel-sel
berdasarkan ukurannya dan densitasnya. Pengempar-
an dengan kecepatan rendah akan memisahkan SDM
dan SDP dengan sel-sel tumor. Larutan penyangga
pemisah limfosit digunakan untuk menarik limfosit
sehingga terpisah dari larutan. Tahap akhir dari pro-
ses separasi adalah teknik “immuno-magnetic”12

Kultur sel dan perlakuan kultur sel:

Sel A2780 (diperoleh dari Dr. T.C. Hamilton) ditum-
buhkan pada media DME/F12 (Sigma, cat # D8900)
yang disuplemen dengan serum 10% fetal bovine
(Gibco) dan L-glutamine dengan konsentrasi akhir
584 mg/ml pada kondisi 37°C, 5% CO, dan 95% “hu-
midified air”.

Sel kanker ovarium primer yang diperoleh dari
cairan asites dikultur pada media M105/199 (Sigma,
cat # M6395 and cat #5017) yang disuplemen dengan
serum 15% fetal bovine (Gibco, cat # 160000-036), He-
pes buffer (Gibco, cat # 12379-012), MEM non essential
amino acids (Gibco, cat # 1140-050), 100mM sodium
pyruvate (Gibco, cat # 11360-070), penicillin/strepto-
mycin dan 0.Ing/ml epidermal growth factor pada
kondisi 37°C, 5% CO, and 95% “humidified air”.

Sel A2780 dan sel kanker ovarium primer dikultur
pada tabung T25 sampai mencapai kepadatan 70%-
80% sebelum dilakukan perlakuan. Sel dilepaskan da-

ri tabung kultur dengan melakukan tripsinasi dengan -

memberikan 0.05% trypsin dan 0.02% EDTA (Sigma)
selama 1-2 minutes. Tahapan untuk ekstraksi protein
akan diterangkan berikutnya.

Semua perlakukan dilakukan secara duplo, 1 (satu)
tabung sebagai kontrol atau tanpa perlakuan. Sitosta-
tika seperti carboplatin (Catalog # C2538, Sigma Che-
mical Co., St. Louis, MO) disiapkan sebagai stok 10
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mg/ml dalam ddH,O. Taxotere (Sigma Chemical Co.)
disiapkan sebagai stok 1 mg/ml stock dalam Dime-
thyl Sulfoxide (DMSO). Dilakukan pemaparan sel ter-
hadap Carboplatin dengan dosis 50 mg/ml, 100
mg/ml, 200 mg/ml, dan 400 mg/ml selama 24 jam
atau 50 mg/ml, 100 mg/ml, 200 mg/ml selama 48
jam. Sel-sel juga dipaparkan terhadap Taxotere den-
gan dosis 5ng/ml, 50ng/ml, dan 500ng/ml untuk 24
dan 48 hours.

1. Ekstraksi protein dan Esei aktivitas Caspase 3:

Dilakukan lisis dari sel dan ditampung dalam ke-
adaan dingin dalam 10 M Tris, pH 7.5, 10mM Na
Phosphates buffer, 130 mM NaCL, 1% Triton X-100,
10mM Na Pyrophosphate yang ditambahkan Protease
Inhibitor Cocktail (20ml/ml, Sigma P8340) and 2mM
PMSE. Lisat diinkubasi di dalam es selama 30 menit,
dilakukan pencampuran setiap 5 menit secara vortex-
ing. Debri-debri di endapkan dengan jalan mengem-
par pada 4°C, > 10,000x g selama 5 min. Supernatan
yang diperoleh dibekukan dan disimpan pada suhu
-700C. Kadar protein ditentukan dengan esei “BioRad
Protein Assay” (BioRad).

2. Sensitivitas sel terhadap khemoterapi:

Aktivitas spesifik Caspase-3 menunjukkan bahwa
sel sedang dalam proses apoptotik, hal ini digunakan
untuk menentukan sensitifitas sel terhadap obat sito-
statika tertentu. Untuk sel-sel kanker yang baku
seperti A2780 telah dibuktikan sensitif terhadap cis-
platin (Henkels et al, 1997). Oleh karena carboplatin
dan cisplatin berada dalam satu golongan maka
A2780 juga diasumsikan sensitif terhadap carboplatin.
Selain itu, akhir-akhir ini telah dibuktikan bahwa
A2780 sensitif terhadap taxoterel3.

3. Dosis obat dan waktu paparan.

Dalam penelitian ini dosis obat dan lama paparan
sel terhadap obat carboplatin adalah 50, 100, 200, dan
400mg/ml selama 24 dan 48 jam. Untuk docetaxel do-
sisnya adalah 5, 50, 500ng/ml, selama 24 dan 48 jam.
Dosis dan lama paparan diambil berdasarkan penelit-
ian yang dilakukan oleh Flick dkk, dan Mor dkk415.

HASIL

Pada penelitian ini didapatkan 11 sel “lines” kanker
ovarium primer yang diisolasi dari asites. Seluruh pa-
sien menjalani operasi yang dilakukan oleh 1 (satu)
orang ginekologis onkologis (TR) di “Yale New Haven
Hospital”. Cairan asites dikumpulkan pada waktu
operasi, untuk kemudian disiapkan untuk kultur sel.
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Tabel 1. Karakteristik sel kanker ovarium primer dan faktor prognostik

“Cell Faktor Prognostik
lines” Umur Diff Histo Stad Surg Res Asc
R182 77 Well Pap-ser IC/R Debulk O] ™)
R218 57 Mod End&Clear B Debulk ) (-)*
R127 67 Poor AdenoCa v No ) )
R178 38 Mod Pap-ser IC/R Debulk O] (&)
R229 55 Poor Pap-ser mc Debulk ) )
R186 70 Well Bor-Mucin I Debulk ) (-)*
R203 48 Poor Endo IIC Debulk 8 O*
R222 ==
R250 69 Well Ser IC Debulk ) ™)
R257 48 Poor Ser mc Debulk ) )
Catatan : sisa tumor setelah operasi primer. Keluaran (outcome)
Umur (tahun) pasien, sekitar 42.8% (3 dari 7) pasien meninggal,
Diff  :Diferensiasi (baik, sedang, buruk), 57.1% (4 dari 7) pasien masih hidup dan tidak didap-
Histo : Histological cell type (pap-ser: atkan data 4 dari 11 pasien.
papillary serous, bor-mucin:
borderline mucinous, endo: Toksisitas dan sensitifitas sel
endometrioid, endo&clear: mixed Toksisitas-sensitifitas sel terlihat sebagai kematian
endometrioid and clear, endo&pap: sel yang diakibatkan oleh pemaparan sel-sel dengan
mixed endometrioid and serous, khemoterapi yang akan mencetuskan kematian sel
adenoca: adenocarconoma) yang terprogram atau apoptosis.
Stadia :I: A, B, C;II: A, B, G II: A, B, C; '
IV (FIGO) Toksisitas Carboplatin terhadap “established ovarian
Surg :surgery cancer cell lines”
Asc  :ascites (+ or -) Sebagai langkah awal dilakukan pemantapan sistim
Res  :residu yang ada dengan melakukan tahapan-tahapan per-

Tabel 1 menginformasikan tentang karakteristik,
faktor prognostik dari setiap pasien atau “cell lines”.
Usia rata-rata adalah 58 tahun. Seluruh pasien adalah
kanker ovarium jenis epithelial dengan jenis seperti:
papillary serous cell”, “clear cell”, “mucinous cell”,

“endometrioid” and “mixed endometrioid-clear cell”, .

derajat diferensiasi tumor antara baik sampai buruk.
Sebagian besar kasus adalah kanker ovarium stadium
lanjut (III-IV, FIGO). Semua kasus menjalani operasi
sito-reduksi or debulking. Sekitar 66.6% kasus, dari
laporan sitologi ditemukan sel kanker di dalam cairan
asites atau bilasan peritoneum, tetapi tidak ditemukan
pada 3 kasus (*) lainnya. Hanya 1 kasus didapatkan

lakukan pada 2 “established ovarian cancer cell lines”
yaitu A2780 (sensitif) dan CP 70 (resistan). Dilakukan
pemaparan terhadap carboplatin dengan berbagai
dosis obat selama 24 dan 48 jam. Hasil yang diperoleh
adalah carboplatin dapat menimbulkan aktivitas cas-
pase-3 untuk A2780, dan juga CP 70. Seperti kita bisa
melihat pada gambar 1, pemaparan terhadap carbo-
platin selama 24 jam, dosis 200mg/ml akan mengin-
duksi aktivitas caspase-3 tertinggi untuk A2780; kon-
disi yang sama dapat terjadi untuk CP 70 tetapi me-
merlukan dosis 400mg/ml. Dalam pemaparan selama
48 jam dosis 200mg/ml akan menginduksi aktivitas
caspase-3 kedua-duanya, A2780 dan CP 70. Selain itu
terlihat aktifitas caspase-3 A2780 lebih tinggi jika di-
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bandingkan pada aktivitas caspase-3 CP70, sehingga
dapat dikatakan bahwa A2780 lebih sensitif terhadap
carboplatin jika dibandingkan terhadap CP 70. Maka
disimpulkan bahwa aktifitas caspase-3 dapat ditimbul-
kan dengan memberikan atau memaparkan dengan
dosis tinggi tetapi dalam waktu singkat atau dosis ren-
dah tetapi membutuhkan waktu yang lebih lama.

Data LDs, pemberian carboplatin untuk CP 70 ada-
lah 75.7 mg/ml dan untuk A2780 adalah 3.4 mg/ml.
Hal ini berarti CP 70 lebih resisten jika dibandingkan
(Flick M),

Gambar 1. Aktifitas caspase-3 terpapar dengan
carboplatin
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Toksisitas Docetaxel pada “established ovarian can-
cer cell line”

Gambar 4 dan 5 menunjukan pemaparan A2780 ter-
hadap docetaxel selama 24 dan 48 jam dan akan
menginduksi aktifitas spesifik caspase-3. Seperti da-
pat dilihat pada gambar 4, pemaparan selama 24 jam
dengan dosis 50ng/ml akan menginduksi aktivitas
spesifik caspase-3 yang tertinggi, sedangkan dalam
pemaparan selama 48 jam (gambar 5), dosis 5ng/ml
menginduksi aktivitas spesifik caspase-3 tertinggi se-
belum turun ke level yang lebih rendah.

Gambar 2, Aktifitas Caspase-3 selama paparan 24 jam
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Gambar 2 menunjukkan aktifitas caspase-3 dari
“established ovarian cancer line”, A2780 dan “ovarian
cancer line” primer. Maka terlihat hampir semua
“ovarian cancer cell lines” primermenunjukkan aktifi-
tas caspase-3 yang lebih rendah dibandingkan A2780
ketika sel-sel tersebut dipaparkan pada carboplatin
selama 24 jam dengan konsentrasi obat yang berbeda.
Dosis obat tertinggi (400 mg/ml) cenderung mengaki-
batkan aktifitas caspase-3 yang tinggi pula dibanding-
kan dosis rendah. Sel R 182 menunjukkan aktifitas
caspase-3 tertinggi pada dosis 200mg/ml untuk ke-
mudian aktifitas caspase-3 turun pad dosis yang lebih
tinggi (400mg/ml) jika dibandingkan dengan A2780.
Fenomena tersebut juga terlihat pada R218 hanya saja
pada dosis obat yang berbeda (100mg/ml). Pada dosis
carboplatin 100mg/ml, sel-sel (R218 and R182) me-
nunjukkan aktifitas spesifik caspase-3 tertinggi jika
dibandingkan dengan “ovarian cancer cell line”
primer lainnya. Pada posisi ini kedua “cell lines” R218
dan R182 lebih sensitif dibandingkan A2780.

Gambar 3. Aktifitas caspase-3 dalam paparan 48 jJam
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Gambar 3 menunjukkan bahwa A2780, “establish-
ed ovarian cancer cell line” mempunyai aktifitas cas-
pase-3 tertinggi jika dibandingkan dengan “ovarian
cancer cell line” lainnya yang terpapar carboplatin se-
lama 48 jam dengan berbagai dosis obat. Dosis carbo-
platin 100ug/ml dapat dipertimbangkan sebagai “cut
off point” atau ambang, dimana seluruh sel menun-
jukkan aktifitas caspase-3 tertinggi sebelum turun ke
<level yang lebih rendah, kecuali untuk R 178. Bebe-
rapa “ovarian cancer cell lines” primer seperti R 182, R
127, R 186 juga menunjukkan fenomena tersebut, ha-
nya saja aktifitas caspase-3 nya tidak setinggi yang di-
tunjukkan oleh A2780.

Pada gambar 4 terlihat bahwa beberapa “ovarian
cancer cell line” primer, aktifitas caspase-3 tertinggi ji-
ka sel-sel tersebut dilakukan treatmen dengan doce-
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Gambar 4. Aktifitas caspase-3 dalam paparan 24 jam
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taxel dengan dosis 50ng/ml selama 24 jam; kemudian
beberapa sel (R 186 dan R229) akan kehilangan aktifi-
tas caspase-3nya. Sedangkan untuk sel-sel seperti
A2780, R182, R127, R222 dan R178, aktifitas caspase-3
tertinggi jika mereka dilakukan tretmen dengan doce-
taxel dengan dosis 500ng /ml selama 24 jam. Dosis-do-
sis docetaxel 50ng/ml dan 500ng/ml merupakan do-
sis penting dalam paparan selama 24 jam.

Gambar 5. Aktifitas caspase-3 dalam paparan 48 Jam
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Jika “ovarian cancer cells lines” primer terpapar
dengan docetaxel selama 48 jam maka dosis 5ng/ml
dan 50ng/ml meupakan titik ambang dari aktifitas
caspase-3, pada dosis yang lebih tinggi maka seluruh
sel akan terlihat kehilangan aktifitas caspase-3 nya
(gambar 5).

DISKUSI

Kejadian kanker ovarium jenis epithelial jarang ter-
jadi pada anak gadis atau perempuan muda, akan te-
tapi kejadiannya akan meningkat dengan bertambah-
nya umur'é, Pada penelitian ini didapatkan umur

rata-rata adalah 58 years. Hal ini sama seperti di
dalam kepustakaan berkisar antara 50 — 55 tahun.

Selain itu didapatkan gambaran klasik penderita
kanker ovarium yaitu 6 dari 11 pasien berada dalam
stadium lanjut, ITI-IV ketika pertama kali datang bero-
bat. Hal ini ditunjang oleh penelitian Schwartz PE1”7
yang mendapatkan hampir 70% penderita tidak mera-
sakan adannya gejala (symptomless) atau gejalanya ti-
dak spesifik sampai penyakitnya sudah menyebar le-
bih lanjut.

Dari berbagai faktor-faktor prognosis, stadium pe-
nyakit yang lanjut (III-IV, FIGO) akan memberikan ha-
sil keluaran yang lebih buruk jika dibandingkan sta-
dium awal (I-II, FIGO). Dalam penelitian ini 10 dari 11
penderita adalah penderita kanker ovarium stadium
II-IV. Dalam mengobati kanker ovarium, stadium
lanjut adalah keadaan yang tidak menguntungkan ke-
tahanan hidup pasien1819. Selain itu ketika sel-sel kan-
ker menyebar ke jaringan sekitarnya dan pembuluh
darah dan limfe, maka akan terjadi pembentukan cair-
an di dalam perut yang dikenal sebagai. Penelitian
yang dilakukan oleh Chi dkk!8; dan Puls dkk20 menda-
patkan adanya hubungan yang sangat erat antara sta-
dium lanjut dan adanya asites, walaupun masing-
masing tidak saling bergantung dan keduanya dihu-
bungkan dengan kurangnya qutcome penderitanya.

Pada penelitian ini 8 dari 11 penderita menjalani
operasi sitoreduksi atau debulking dengan tanpa atau
kurang dari 1 cm sisa tumor. Situasi ini sangat meng-
untungkan untuk penderita secara teoritis maupun
klinis. Tujuan dari operasi sitoreduksi adalah meng-
usahakan melakukan pengangkatan massa tumor se-
banyak-banyaknya. Pembenaran tindakan operasi si-
toreduksi adalah berdasarkan penelitian empiris yang
dilakukan oleh Griffiths?!. Mereka menemukan dan
juga penelitian lainnya mendukung konsep semakin
sedikit sisa-tumor pada operasi pertama semakin be-
sar kesempatan pasien untuk sembuh dan mempun-
yai masa hidup yang panjang (Hoskins)2. Sitoreduksi
yang optimal tidak meninggalkan sisa tumor setelah
operasi. Diameter tumor pada saat operasi tidak ber-
hubungan dengan survival, akan tetapi sisa tumor be-
sar dari 2 cm akan mempengaruhi survival pende-
rita?324,

Tidak seperti tumor-tumor lain, penegakan sta-
dium kanker ovarium dilakukan setelah tindakan
operasi. Oleh karenanya seorang ahli patologik me-
megang peran penting dalam penegakan stadium. Se-
bagian besar kanker ovarium berasal dari lapisan epi-
tel dan jenis histopatologik serous merupakan jenis
yang tersering ditemukan. Jenis-jenis kanker ovarium
epithelial lain adalah musinous, endometrioid, sel jer-
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nih, dan campuran (“mixed type”). Tipe serosa mem-
punyai outocome yang lebih buruk dibandingkan je-
nis yang lain2. Dalam penelitian ini, seluruh jenis his-
tologis kanker ovarium adalah epithelial dengan spe-
sifikasi 1 adenocarcinoma, 5 serous dan atau/papil-
lary serous cell adenocarcinoma, 1 mucinous border-
line adenocarcinoma, 1 endometrioid adenocarcino-
ma, 1 mixed type endometrioid dan clear cell adeno-
carsinoma, dan tidak didapatkan data pada 2 kasus.
Jenis histopatologik yang sreing ditemukan adalah
serous adenocarcinoma2?. Kami menemukan 5 dari
(55%) adalah. Jenis ini mempunyai sifat yang lebih
agresif dibandingkan jenis yang lain.

Toksisitas-sensitivitas Carboplatin dan doksetaxel
terhadap ovarian cancer cell lines

Pengobatan utama pada kanker ovarium lanjut
(stadium IIT atau IV) adalah pengobatan sistemik. Pa-
da era 70an, melphalan adalah jenis khemoterapi yang
digunakan. Penelitian yang dilakukan oleh “Gyneco-
logic Oncology Group” dan juga “Eropean scientist”
menemukan bahwa kombinasi dengan platinum lebih
efektip dibandingkan platinum secara tunggal dan
penggantian cisplatin dengan carboplatin memberi-
kan hasil pengobatan. Mereka juga mempertimbang-
kan menggunakan kombinasi berbasis taxan sebagai
khemoterapi standard pada kanker ovariaum stadium
lanjut?5%, Penggunaan obat platinum masih tetap
penting sebagai khemoterapi pada kanker ovarium,
akumulasi toksisitas dapat menghambat penggunaan-
nya. Toksisitasnya dapat berupa nefrotoksik, neuro-
toksik dan ototoksik untuk cisplatin dan mieolosupre-
si untuk carboplatin?.

Pada penelitian ini efek toksik carboplatin terhadap
“established ovarian cancer cell lines” diindikasikan
dengan adanya aktivitas caspase-3. Seperti kita ke-
tahui, kematian sel yang terprogram adalah bentuk
bunuh diri yang ada di alam. Proses tersebut di cetus-
kan oleh beberapa rangsangan/stimulan diantaranya
cytokine, hormon, virus, dan zat beracun. Zat anti
kanker diperkirakan menginduksi terjadinya apopto-
sis pada sel-sel yang memungkinkan?. Budihardjo
dkk? melakukan evaluasi jaras apoptosis dan mene-
mukan bahwa didapatkan pada jaras apoptosis terjadi
pengaktifan caspase 3; yang berperan dalam regulasi
kematian sel yang terprogram dan juga berperan
eksekutor pada proses apoptosis. Dalam penelitian ini
aktifitas caspase-3 dapat terjadi pada pemberian car-
boplatin dosis tinggi dalam waktu pendek atau carbo-
platin dosis rendah dalam waktu yang lebih lama
(gambar 1). Efek sitotoksik dari cisplatin dan carbo-
platin terhadap panel sel kanker ovararium dengan
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menggunakan esei MTT dilakukan oleh Fanning
dkk3. Mereka menemukan median 50% inhibitory
concentration (IDs;) untuk carboplatin adalah
490mg/ml, dan efek itu menjadi lebih besar setelah
terpapar lebih dari 24 jam jika dibandingkan terpapar
selama 1 jam. Perez dkk3! menemukan bahwa efek
carboplatin sebagai obat anti kanker sebagai akibat
terjadinya ikatan pada DNA (inter atau intra-strand)
yang menimbulkan kerusakan pada DNA yang dike-
nal sebagai “DNA adducts”. Efek sitotoksik carbo-
platin dan derivat cisplatin pada “human ovarian car-
cinoma cell lines”, A2780 dan CP 70 juga akan terjadi
walaupun lebih lambat jika dibandingkan cisplatinZ,

Pada penelitian ini dibandingkan aktitivas spesifik
caspase-3 dari A2780 (“established ovarian cancer cell
lines) sebagai standar terhadap aktivitas spesifik cas-
pase-3 dari “primary ovarian cancer cell line” yang di-
peroleh dari asites. Henkels dan Turchi pada tahun
1997 membuktikan bahwa sel A2780 adalah “estab-
lished ovarian cancer cell line” yang sentitif terhadap
cisplatin. Mereka menemukan bahwa kematian sel A
2780 setelah dilakukan pemberian cisplatin selama 48
jam terjadi melalui proses apoptosis sebagai akibat
terjadi akumulasi kerusakan DNA oleh karena cispla-
tin. Apoptosis juga terjadi pada “cisplatin-resistant
ovarian cancer cell line” seperti CP70. Kojima dkk33
menemukan bahwa cisplatin dapat menimbulkan pe-
lepasan cytochrom c dan aktivasi caspase-3 oleh mito-
chondria.Hal lainnya, pada sel “human osteosarco-
ma”, cisplatin akan menginduksi terjadi apoptosis
melalui aktivasi yebr berurutan dari caspase -8, cas-
pase-3, dan caspase-634.

Kami mendapatkan bahwa A2780 “the established
ovarian cancer cell” menunjukkan aktifitas spesifik
caspase-3 yang tinggi setelah diobati dengan carbo-
platin atau docetacel. Tingginya aktifitas tersebut seca-
ra relatif terjadi pada inkubasi dengan obat berdosis
tinggi dalam waktu pendek atau obat dengan dosis
rendah dengan waktu yang lebih panjang di dalam
kultur media. Selain itu terlihat bahwa kepekaan
A2780 terlihat terhadap carboplatin dan/atau doc-
etaxel (gambar 2,3,4, dan 5). Pada penelitian ini menda-
patkan bahwa sel A2780 adalah sangat sensitive ter-
hadap cisplatin. Penemuan tersebut sesuai dengan
Zaffaroni dkk3, mereka melakukan penelitian efek
taxol dan cisplatin pada A2780 yang sensitive dan
A2780 yang resisten. Sel-sel itu dipaparkan terhadap
cisplatin selama 1 jam dan efek antiproliferasi dinilai
setelah 96 jam kemudian. Mereka menemukan bahwa
induksi terjadinya apoptosis dapat terjadi melalui
level kontrol siklus sel yang berbeda-beda.

Meskipun docetaxel adalah anggota keluarga tax-
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ane yang masih relatif baru, akan tetapi berbasis mo-
lar, docetaxel lebih superior dibandingkan paclitaxel.
Beberapa penelitian mendapatkan bahwa docetaxel
(taxotere) secara umum lebih toksik 1.3 sampai 12 kali
dibandingkan paclitaxel (taxotere)36-38, akan tetapi po-
tensi itu berhubungan dengan efek sampingnya.

Docetaxel diproduksi dari bakal yang bersifat non-
sitotoksik yang diekstraksi dari needles of the western
European yew, Taxus baccata. Dalam penelitian fase I
dan I, dosis docetaxel adalah 100 mg/m2 yang dibe-
rikan perinfus selama 1 jam dengan efek samping pru-
ritus, ruam, edem perifer, efusi pleura dan efusi peri-
kardial. Toksisitas lainnya adalah hipersensitifitas,
neuropati perifer, dan alopecia mungkin dapat dite-
mukan dalam persentase yang kecil. Dari seluruh
penelitian, edem perifer selelau ditemukan, dan meru-
pakan toksisitas yang nyata®.

Dalam penelitian ini didapatkan bahwa docetaxel
akan mengindus aktifitas spesifik caspase-3 terhadap
“ establish cisplatin-sensitive ovarian cancer cell line”,
A2780 dan pada banyak sel kanker ovarium primer
yang berasal dari asites. Pada A2780, aktivitas spesi-
fik caspase-3 tercapai jika sel terpapar dengan doce-
taxel dosis 500ng/ml selama 24 jam atau 5ng/ml se-
lama 48 jam, selain itu dosis-dosis tersebut juga mem-
berikan persentase peningkatan aktivitas caspase-3.
Kolfschoten dkk4 mendapatkan bahwa A2780 adalah
“cel line” yang paling sensitive setelah dipaparkan se-
lama 1 jam dengan docetaxel dan 72 jam tanpa obat.
Menurut mereka the IC (inhibitory concentration) s,
untuk A2780 adalah 2.8 (+ 0.7) X 10M dan aktivitas
caspase-3 tinggi pada pengobatan selama 72 jam. Kon-
sentrasi rata-rata untuk mendapatkan 50% hambatan
pertumbuhan adalah (ICy,) 5.1 x 10-°M untuk 6
“human ovarian carcinoma cell lines” yang diobati de-
ngan docetaxel selama 96 jam¥. Engblom dkk#! mela-
kukan paparan 7 “ovarian cancer cell lines” terhadap
beberapa obat-obat anti kanker dan menemukan ICj,
dari docetaxel adalah 0.23-2.3 nM, dengan nilai rata-
rata adalah 0.88nM. Secara molar, doxetacel adalah 1.2
sampai 2.6 kali lebih aktif dibandingkan dengan pacli-
taxel pada 6 “cell lines”. Dari beberapa penelitian di-
dapatkan estimasi dosis docetaxel yang dibutuhkan
untuk menurunkan survival sel sebesar 50% (ICs,)
(reviewed by Bissery MC)#2 berkisar antara 4 - 35ng/ml,
dan tergantung dengan waktu dan konsentrasi obat.
Selain itu Kolfschoten dkk!3 melakukan penelitian
kinetik dari apoptosis terhadap 4 “human ovarian
cancer cell lines”, termasuk A2780, setelah diberi ter-
api dengan docetaxel. Mereka mendapatkan bahwa
docetaxel dapat mengaktifkan caspase-3 dan menim-
bulkan apoptosis di dalam sel dan terlihat sebagai

G2/M “arrest”.

Toksisitas-sensitifitas Carboplatin dan/atau Doce-

taxel terhadap “primary ovarian cancer cell lines”

Walaupun cisplatin dan analognya (e.g. carboplatin)
secara luas telah digunakan dalam pengobatan ber-
bagai penyakit keganasan, akan tetapi mekanisme
kematian sel yang diakibatkan DNA-adduct belumlah
betul-betul dikenal.

Meskipun dalam penelitian ini agen khemoterapi,
carboplatin dan docetaxel menyebabkan apoptosis
pada “established ovarian cancer cell line”, A2780,
dan juga “ovarian cancer cell lines” primer, akan teta-
pi bagaimana obat-obat tersebut menginduksi aktifi-
tas caspase-3 belumlah pasti. Seperti kita ketahui cas-
pase-3 adalah salah satu dari beberapa caspase yang
ikut pada regulasi dan eksekusi proses apoptosis, dan
di dalam sel normal berada sebagai ensim yang tidak
aktif. Saat ini telah dikenal dengan baik 2 jaras yang
meregulasi apoptosis: 1). Berawal dari reseptor kema-
tian dipermukaan sel, 2). Dicetuskan akibat peruba-
han integritas mitochondria (reviewed by Budihardjo et
al, 1999)». - g

Khemosensitivitas pada “ovarian cancer cell lines”
primer ditentukan oleh produksi aktivitas spesifik
caspase-3 setelah sel-sel diterapi dengan carboplatin
dan/atau docetaxel dengan berbagai dosis obat dan
waktu paparannya. Kesensitifan sel ditegakan berda-
sarkan perbandingan kadar aktivitas caspase-3 “ova-
rian cancer cell lines” primer terhadap A2780 degan
waktu paparan yang sama. Pada umumnya dosis car-
boplatin 400mg/ml selama 24 jam menunjukkan akti-
fitas caspase-3 yang tertinggi, kemudian diikuti oleh
dosis 200 mg/ml (tabel 8). Untuk paparan selama 48
hours jam dosis carboplatin 100mg/ml menunjukkan
aktifitas caspase-3 yang tertinggi untuk semua grup
sel. Fanning dkk3 mendapatkan dosis median carbo-
platin dalam pemberian 24 dan 48 jam untuk membe-
rikan 50% penghambatan adalah 319mg/ml dan
390mg/ml. Sebagai tambahan Agiostratidou dkk4
melakukan penelitian in vitro chemo-sensitivity/chemo-
resistance untuk mengevaluasi efek sitotoksik pada
penderita kanker ovarium. Sel-sel kanker diletakkan
di dalam tempat dan dikultur di dalam media yang

- berisi carboplatin dengan dosis 0.5mg/ml atau

5mg/ml selama 24 jam. Mereka menemukan bahwa
767% dari sampel adalah resistan untuk carboplatin do-
sis rendah (0.5mg/ml). Jika melihat hanya dari dosis
carboplatin yang digunakan agaknya dosis obat da-
lam penelitian ini sudah cukup tinggi untuk dapat
mengakibatkan efek toksik terhadap sel A2780 atau
“ovarian cancer cell lines” primer. Didapatkan 2 “cell
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lines” yaitu R182 dan R218, mereka adalah “ovarian
cancer cell lines” primer adalah sensitive secara kuali-
tatif dan kuantitatif terhadap carboplatin.

Kesimpulan

Penelitian ini bertujuan untuk melakukan eksplo-
rasi adanya hubungan antara toksisitas-sensitifitas sel
terhadap docetaxel dan carboplatin dengan waktu pa-
paran dan dosis yang berbeda-beda. Berdasarkan pe-
ngetahuan bahwa obat anti kanker dapat memodulasi
terjadinya apoptosis pada sel-sel kanker yang sensi-
tive dan aktifasi dari beberapa caspase merupakan
kunci terjadinya apoptosis dan juga adanya fakta bah-
wa caspase-3 berperan dalam proses regulasi dan ek-
sekusi proses apoptosis, maka kesimpulan penelitian
ini adalah:

1. Carboplatin dan/atau docetaxel akan menim-
bulkan aktifitas caspase-3 pada “establishing cis-
platin- sensitive”, A2780, atau “cisplatin resist-
ant”, CP70, “ovarian cancer cell lines”, dan juga
pada “ovarian cancer cell lines” primer yang
berasal dari asites.

2. Aktifasi caspase-3 dapat terjadi jika sel-sel terse-
but terpapar oleh carboplatin dan/atau docetaxel
dengan dosis tinggi dalam waktu paparan pen-
dek atau dosis rendah dengan waktu paparan
yang lebih panjang
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