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ABSTRACT

The management of locally advanced breast cancer is still
an issue and challenge for every oncologist, including low
patient survival rates, high recurrences and unpredictable
chemotherapy responses. Aggressive behavior of cancer
cells is a determinant of poor therapeutic outcomes,
predominantly due to inhibition of tumor suppressor
p33 activity. This study aims to examine the response
of neoadjuvant chemotherapy based on p53 expression
in cancer tissue prior to administration of neoadjuvant
chemotherapy. At least 80 patients with locally advanced
breast cancer who will receive neoadjuvant chemotherapy
regimens of taxane or anthracycline types were included
in this retrospective cohort study. The results of cancer
tissue biopsies before chemotherapy were isolated for the
process of p53 staining using the immunohistochemical
method, followed by monitoring the response after giving
neoadjuvant chemotherapy for 3 cycles with an interval of
4 weeks each administration. Chemotherapy response was
based on RECIST 1.1 criteria by validating changes in tumor
volume before and after administration of neoadjuvant
chemotherapy. The results of this study indicated that p53
expression in locally advanced breast cancer tissue did not
affect differences in response to neoadjuvant chemotherapy
(p=0,6,21), p53

the positive response after administration of taxane-

expression  significantly  increased
based chemotherapy better than anthracycline-based

chemotherapy ( OR 4.64,p=0.036). Based on these findings,

it can be concluded that the presence of p53 contributes to
the efficacy of neoadjuvant chemotherapy regimens but
cannot be used as a clinical predictor of response. It is still
necessary to study the mechanism of the role of p53 in the
drug efflux mechanism pathway which increases the risk of

a negative chemotherapy response.
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PENDAHULUAN

Kanker payudara adalah bentuk kanker yang
paling umum pada wanita, melansir data
Globocan tahun 2020, jumlah kasus baru kanker
payudara mencapai 68.858 kasus (16,6%) dari
total 396.914 kasus baru kanker di Indonesia.'
Sementara itu, 70% kasus kanker payudara
diidentifikasi dalam kondisi yang telah lanjut
dengan estimasi 40.000 wanita meninggal karena
penyakit ini setiap tahunnya, biasanya setelah
metastasis atau munculnya sel tumor yang resistan
terhadap obat. Metastasis dan resistensi obat telah
banyak dikembangkan sebagai kandidat target
terapi kanker melalui pengendalian proliferasi sel
kanker.?*

Disfungsi atau mutasi tumor supresor gen
pS3 yang terletak pada pada kromosom 17
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merupakan protein pro-apoptotik yang banyak
dikaitkan dengan kanker payudara invasif. p53
tidak hanya berperan menginduksi penghentian
siklus sel dan apoptosis, namun juga menghambat
angiogenesis yang tergantung pada vascular
endothelial growth factor (VEGF) sebagai
mediator pertumbuhan tumor secara cepat dan
resistensi obat.*® Aktivitas p53 dimulai ketika
stimulus penyebab kerusakan deoxyribonucleic
acid (DNA) secara masif memodulasi akumulasi
p53 di mitokondria diikuti dengan perubahan
permeabilitas membran mitokondria atau yang
disebut dengan mitochondrial outer membrane

(MOMP).>¢  Peningkatan
mitokondria menyebabkan

permeabilization
permeabilitas
pelepasan sehingga protein pro-apoptosis yang
menginduksi kematian sel. Program ini tidak
saja penting untuk homeostasis perbaikan DNA
namun juga menjadi bagian penting regulasi self
renewal cancer stem cells (CSCs) terkait dengan
fungsi penekan tumor.%’:

Tumor supresor seringkali ~mengalami
penurunan atau delesi pada kanker, dan paling
banyak ditemui adalah tipe mutasi p53 yang
menyebabkan hilangnya fungsi penekan tumor
diikuti dengan aktivitas onkogen yang menunjang
pertumbuhan tumor.”'® Mutasi atau gangguan
fungsi p53 terutama pada DNA-binding domain,
umumnya dikaitkan dengan perubahan kecepatan
proliferasi sel, respons anti kanker yang buruk
serta prognosis penderita yang lebih jelek.!'!
Berdasarkan hal ini maka pentargetan p53 untuk
terapi kanker merupakan strategi yang menarik

dan menjanjikan pada penanganan kanker.

Penelitian ini bertujuan untuk membuktikan
relevansi ekspresi pS3 pada jaringan hasil biopsi
kanker payudara sebelum pemberian kemoterapi
neoajuvan sebagai determinan respons kemoterapi
neoajuvan penderita kanker payudara stadium
lanjut lokal.
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METODE

Skrining partisipan

Penetapan pasien kanker payudara stadium lanjut
lokal didasarkan pada expert judgement konsultan
bedah onkolog merujuk pada penduan penetapan
stadium [IIA (T3N1MO dan any T, N2MO), stadium
B (T4NOMO, TANIMO, TAN2MO) dan stadium
HIC (Any T, N3MO) menurut sistem 7Tumor-
Node-Metastasis (TNM) dari The American Joint
Commitee on Cancer (AJCC) edisi kedelapan
tahun 2018 yang ditegakkan melalui triple
diagnostik dan pemeriksaan penunjang lainnya
(thorax foto dan USG abdomen). Penelitian ini
dilakukan di poli rawat jalan onkologi Rumah
Sakit Umum Daerah (RSUD) dr. Saiful Anwar
Malang pada periode bulan Januari 2021 hingga
Juni 2022.

Pasien yang pernah menjalani prosedur
open biopsi sebelum kemoterapi neoajuvan dan
telah mendapatkan terapi neoajuvan 3 siklus
baik berbasis taksan ataupun antrasiklin direkrut
dalam penelitian ini. Selanjutnya berdasarkan
data pasien, selanjutnya dilakukan validasi
ketersediaan jaringan di laboratorium Patologi
Anatomi RSUD dr. Saiful Anwar Malang. Data
pasien yang lengkap termasuk ukuran tumor
sebelum dan setelah kemoterapi neoajuvan 3
siklus dan jaringan yang tersedia dengan kualitas
bagus dimasukkan dalam kriteria partisipan.

Praparasi sampel

Preparasi sampel jaringan hasil open biopsi yang
sudah tersimpan dalam bentuk blok parafin yang
masih bagus dilakukan pemotongan dengan
ukuran 1-4uM kemudian diletakkan di atas gelas
objek diikuti dengan persiapan pemulasan anti
human p53. seluruh proses preparasi sampel
jaringan hingga pemulasan dan interpretasi
dilakukan oleh tim Patologi Anatomi RSUD dr.
Saiful Anwar Malang.
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Pengukuran ekspresi pS3 jaringan

Ekspresi p53 diperiksa menggunakan metode
imunohistokimia dengan anti-human p53 (DO-
1: sc-126) merujuk pada protokol pemulasan
(staining) jaringan yang ada pada data sheet
antibodi. Pewarnaan terdeteksi dengan sistem
deteksi I-View DAB." Kuantifikasi hasil staining
didasarkan pada kategori negative staining dan
positive staining.

Kemoterapi neoajuvan

Pengobatan kanker sitotoksik
antineoplasma yang diberikan secara intravena

dengan obat

dengan dosis berdasarkan body surface area
(BSA) sebelum terapi utama pembedahan dengan
regimen berbasis antrasiklin (AC/EC/FAC/FEC)
sebanyak minimal tiga kali pemberian dengan
selang waktu 21 hari (AC: doksorubisin 60 mg/
m’—siklofosfamid 600 mg/m?, EC: epirubisin
100mg/m*-siklofosfamid 600 mg/m?;, FAC (5FU
500mg/m*-doksorubisin 60 mg/m?-siklofosfamid
500 mg/m?); FEC (5FU 500mg/m?-epirubisin
100mg/m?-siklofosfamid 500 mg/m?) atau dengan
regimen berbasis taksan (TC) sebanyak minimal
tiga kali pemberian dengan selang waktu 3 minggu
(TC: doksetaksel 75 mg/m’*siklofosfamid 600
mg/m? atau paclitaxel 175 mg/m?-siklofosfamid
600mg/m?)

Evaluasi respon kemoterapi

LABC dapat dikelompokkan menjadi T2 (2cm - <
Scm); T3 (>5cm); serta T4 berupa ukuran diameter
terpanjang dalam satuan cm menggunakan alat
tumorimeter atau jangka sorong caliper dan
diukur dalam dua kali kesempatan, yaitu sebelum
dilakukan kemoterapi neoajuvan dan sesudah
dilakukan kemoterapi neoajuvan. Respons yang
dinilai yaitu respons positif (complete response
dan partial response) dan respons negatif (stable
disease dan progressive disease).

PRINT ISSN: ..., ONLINE ISSN: ...

Analisis data

Data yang terkumpul kemudian di analisis dengan
menggunakan software STATA 14 dengan batas
signifikansi < 0,05. karakteristik data partisipan
meliputi usia, stadium, staging TNM, grading,
subtipe molekuler, jenis kemoterapi dan subtipe
histopatologi dianalisis dengan wuji deskriptif.
Hubungan ekspresi p53 dengan respons
kemoterapi di validasi dengan Chi2 test dan
analisis regresi logistik.

HASIL

Karakteristik dasar partisipan

Dari 80 partisipan yang dilibatkan dalam penelitian
ini, sebagai besar partisipan berusia 35-55 tahun
dengan stadium terbanyak adalah IIIB. Subtipe
Luminal A dan B mendominasi sebagai besar
kasus kanker payudara, sebagaimana disebutkan
pada beberapa publikasi terdahulu.'*'¢

Tabel 1. Karakteristik dasar partisipan kanker payudara
stadium lanjut lokal

Karakteristik n(%)
Usia
<35 tahun 1(1,4)
35-45 tahun 32 (41,7)
45-55 tahun 33 (41,7)
>55 tahun 14 (15,3)
Stadium
1A 24 (31,9)
1B 52 (62,5)
1ic 4 (5,6)
Subtipe
Luminal A 24 (29,2)
Luminal B HER2 (-) 19 (22,2)
Luminal B Her2 (+) 20 (26,4)
HER2 type 8 (11,1)
Basal Like / TNBC 3(2,8)
Luminal type her 2 eq 6 (8,3)
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Staging T
T2 (2cm - < 5cm) 34,2)
T3 (> Scm) 21 (27.,8)
T4(ukuran berapapun) 56 (68,1)
Staging N
NO 5(5,6)
N1 62 (76,4)
N2 9(12,5)
N3 4(5,6)
Jenis Histologi PA
Ductal Ca invasive /NST 67 (84,7)
Lobular Ca invasive 10 (11,1)
Metaplastic ca 1(1,4)
Mucinous Ca 1(1,4)
Mixed Ca 1(1,4)
Gradasi HistoPA
Grl 12 (16,7)
GrlI 35(41,7)
Gr 11T 33 (41,7)
Jenis Kemoterapi
Antrasiklin 41 (92,7)
Taksan 39 (87,2)

Sebagian besar kategori staging partisipan
adalah T4 yang merupakan batasan kanker dengan
perluasan pada dinding dada dan kulit dengan
perubahan makroskopis, dan kategori N1 dimana
kanker dengan metastasis ipsilaterla level I dan 11
di kelenjar life aksila.!” Merujuk pada tabel 1. jenis
kanker payudara stadium lanjut lokal menurut
kategori histopatologi, sebagian besar partisipan
termasuk pada tipe ductal cancer invasive
dengan grade II dan III. Jumlah partisipan yang
mendapatkan kemoterapi neoajuvan berbasis
taksan ataupun antrasiklin dalam penelitian ini
mempunyai proporsi yang hampir sama.

Gambaran respons kemoterapi pasien kanker
payudara stadium lanjut lokal pasca pemberian
kemoterapi neoajuvan 3 siklus

Berdasarkan  analisis respons  kemoterapi
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neoajuvan, diketahui bahwa sebagian besar
jaringan yang mengekspresikan p53 menunjukkan
kecenderungan respons kemoterapi yang positif,
meski tidak didapatkan perbedaan respons
kemoterapi neoajuvan yang signifikan antara
pasien yang mengekspresikan p53 tinggi ataupun
negatif (p=0,621). Setidaknya terdapat 36,7%
pasien dengan ekspresi p53 postif menunjukkan
respons negatif (stabel disease ataupun progresive
disease) pasca pemberian kemoterapi neoajuvan

(Tabel 2).

Tabel 2. Respons kemoterapi pasien kanker payudara stadium
lanjut lokal berbasis ekspresi p53

Ekspresi p53
Respons
Kemoterapi Tinggi Negatif Nilai p
n(%)
(m=71) (n=8
A. Positif 43(54,4) 4(5,1)
0,621
B. Negatif 29(36,7) 4(5,1)

Nilai p=Chi-square test

Ekpresi p53 pada jaringan hasil open biopsi
kanker payudara stadiun lanjut lokal memprediksi
peluang respons positif pasca pemberian
kemoterapi neoajuvan berbasis taksan selama
3 siklus lebih baik dibandingkan nilai prediksi
respons kemoterapi berbasis antrasiklin dengan
0dd Ratio (OR) 4,64 (Tabel 3).

Tabel 3. Relevansi Respons kemoterapi pasien kanker
payudara stadium lanjut lokal berbasis ekspresi p53 dan jenis

kemoterapi
Ekspresi p53 OR
Jenis
Kemoterapi Nilai z Nilai p Respons
positif
A. Antrasiklin -0,75 0,453 0,39
B. Taksan 1,57 0,118 4,64

Nilai OR hasil analisis regresi logistik

PEMBAHASAN

Resistensi obat sitotoksik masih menjadi salah
satu issue yang dihadapi dalam pengobatan
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kanker payudara. Sebagian mekanisme resistensi
obat terjadi akibat ketidakseimbangan aktivasi

pro-drug metabolik dan inaktivasi obat,
perubahan target molekuler, serta mekanisme
mengenai perbaikan atau modifikasi DNA

dalam keseimbangan pro dan antiapoptosis.'®*°
Mekanisme resistensi terhadap agen antikanker
juga terkait dengan mutasi p53 pada sel kanker
yang kemudian memodulasi sejumlah perubahan
lingkungan mikro tumor sebagai hallmark of
cancers.”' Perubahan fungsi ekstraseluler wild-
type p53 membentuk sejumlah kaskade dalam
jaringan tumor yang merubah aktivitas onkogenik
di fase awal melalui jalur peningkatan aktivitas
mTOR.>>%

Temuan pada penelitian ini menunjukkan
bahwa p53 yang terekspresi tinggi pada jaringan
hasil open biopsi kanker payudara stadium
lanjut lokal, cenderung menunjukkan respons
kemoterapi yang positif pasca pemberian
kemoterapi neoajuvan, meski tidak signifikan
secara statistik. Hal ini menunjukkan bahwa,
fungsi untuk

mempromosikan lingkungan mikro penekan

keberadaan p53 mempunyai

tumor melalui pengendalian sejumlah protein
target yang mengatur siklus sel. p53 mengatur
sekresi seluler serta memodulasi parameter
lingkungan mikro, termasuk pH, vaskularisasi,
dan struktur ekstraselular matriks sehingga
memengaruhi perilaku sel melalui pengaturan
kecepatan penuaan sel (senescence), apoptosis
dan pengaturan produksi reactive oxygen spescies

(ROS).

Interaksi p53 dengan regimen kemoterapi
neoajuvan, sebagaimana disebutkan pada
studi yang dilakukan Wu et al, (2021) yang
menyatakan bahwa aktivasi pS3 memediasi efek
apoptosis paclitaxel in vitro.” Studi tersebut
mendukung temuan Lanni et al, (1997) yang
menyatakan bahwa pactitaxel menginduksi
produksi Tumor Necrosis Factor alpha (TNF-a)
yang menyebabkan aktivasi p53 dan apoptosis.?’

Kesimpulan studi tersebut menyatakan bahwa
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kemanjuran paclitaxel in vivo mungkin tidak
hanya disebabkan oleh aktivitas penstabil
mikrotubulusnya,?® tetapi juga kemampuannya
untuk mengaktifkan pelepasan sitokin penginduksi
apoptosis secara lokal.?® Disisi lain, antrasiklin
meningkatkan ekspresi protein p53 in vitro dalam
sel wt-p53 tetapi tidak dalam sel mt-p53 yang
kemudian mengaktivasi caspase 3/7 dan clavage-
PARP (fragmentasi protein PARP).?*% Studi lain
juga menyatakan temuan bahwa mutasi p53 yang
divalidasi dengan metode PCR tidak memprediksi
respons terhadap kemoterapi neoajuvan yang
intens pada dua subtipe kanker payudara TNBC
dan HER2-positive.’® Hal menunjukkan
bahwa ada jalur yang kemungkinan menjelaskan

ini

hubungan tidak langsung p53 dengan respons
kemoterapi neoajuvan yang masih perlu dikaji
pada studi lebih lanjut dimasa mendatang.

KESIMPULAN
Keberadaaan p53 memberikan  kontribusi
peningkatan  efikasi  regimen  kemoterapi

neoajuvan namun belum bisa digunakan sebangai
prediktor klinis respons kemoterapi neoajuvan
pada kasus kanker payudara stadium lanjut
lokal. Sebagai tindak lanjut kajian ini maka,
masih perlu dikembangkan kajian mekanisme
peran p53 terhadap mekanisme drug efflux yang
meningkatkan risiko prognosis respons negatif
kemoterapi sehingga dapat menjelaskan jalur
crosstalk resistensi obat.
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Abbreviation

AJCC : The American Joint Commitee on
Cancer

BSA  : body surface area
CSC  : cancer stem cells
DAB : 3,3’-diaminobenzidine
DNA : Deoxyribonucleic Acid

HER2 : human epidermal growth factor
receptor

MOMP : mitochondrial outer membrane
permeabilization

mTOR : mammalian target of rapamycin
NFkB : nuclear factor kappa beta
PARP : Poly (ADP-ribose) polymerase
PCR  : Polymerase Chain Reaction

pH . Potencial of Hydrogen

ROS  : reactive oxygen spescies

RSUD : Rumah Sakit Umum Daerah
TNBC : triple negative breast cancer
TNF-a : Tumor Necrosis Factor alpha
TNM  : Tumor-Node-Metastasis

VEGF : vascular endothelial growth factor
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