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Abstrak—Keberhasilan kemoradioterapi ditentukan oleh faktor biologi dan faktor fisika. Bim dan MDM2 merupakan
biomarker yang terkait dengan pertumbuhan dan kematian sel kanker. Tujuan penelitian ini untuk mengetahui korelasi
antara Bim dan MDM2 sebelum kemoradioterapi dan ekspresinya di respon kemoradioterapi yang berbeda dari kanker
servik. Penelitian dilakukan dengan cara mengamati ekspresi protein Bim dan MDM2 dengan teknik immunohistokimia
pada sediaan mikroskopik jaringan kanker servik dari 25 pasien sebelum menerima pengobatan. Respokemoradioterapi
diamati setelah pesien selesai menerima pengobatan. Tingkat ekpresi Bim dan MDM2 diamati dengan teknik IRS
(Immuno Reactive Score) dan respon radioterapi pada organ servik dengan metode pelvic control. Diperoleh data tidak
adanya korelasi antara ekspresi Bim dan MDM2 (p=0,32) sebelum radioterapi, tidak ditemukan perbedaan ekspresi
MDM2 (p=1,00) dan kecenderungan perbedaan ekspresi Bim pada respon terhadap kemoradioterapi yang berbeda
(p=0,20). Dapat disimpulkan bahwa ekspresi Bim yang tinggi cenderung memberikan respon sel kanker yang lebih baik
terhadap kemoradioterapi.

Kata Kunci: Bim, MDM2, kanker servik, radioterapli

Abstract — The success of chemoradiotherapy is determined by biological and physical factors. Bim and MDM2 are
biomarkers that related to growth and death of cancer cell. The purpose of this study was to determine the correlation
between Bim and MDM?2 before treatment and its expression in different chemoradiotherapy response of cervical cancer.
The study was conducted by observing Bim and MDM2 protein expression by immunohistochemistry on microscopic
slide of cancer tissue of 25 patients before receiving treatment of chemoradiotherapy. Chmemoradiotherapy response
observed after completion of treatment by pelvic control method. Bim and MDM2 level expression was observed with the
IRS (Immuno Reactive Score) technique and the response to radiotherapy in cervical organs pelvic control method. The
results show that no correlation was found between Bim and MDM2 expression (p= 0.32) prior to radiotherapy and
there was a tendency of positive association between Bim expression in response to chemoradiotherapy (p =0.20). In
conclusion that high expression of Bim tend give the better response of cancer cells to chemoradiotherapy.

Key words: Bim,MDM2, Cervical Cancer, Radiotherap

I. PENDAHULUAN Bim adalah protein yang termasuk dalam BH3 (Bcl-2

Kanker serviks merupakan penyakit yang sering
ditemukan di negara berkembang. Di Indonesia
berdasarkan kasus yang tercatat berdasarkan registrasi
Pusat Patologi Anatomi di Sejumlah Rumah Sakit di
Indonesia, kanker servik menempati urutan kedua setelah
kanker payudara. Penderita biasanya datang ke rumah
sakit dalam stadium lanjut lokal. Salah satu pengobatan
kanker servik stadium lanjut lokal adalah radioterapi,
pengobatan radioterapi juga dapat dilakukan dalam
bentuk concurrent kemoradioterapi [1-3].

Apoptosis adalah kematian sel yang terprogram,
bentuk kematian aktif sel ini sangat penting secara
fungsional dan biologis[4,5]. Tingkat apoptosis dikaitkan
dengan respons radiasi pada jaringan kanker dan berperan
dalam pengobatan kanker dengan 2 alasan Pertama,
apoptosis terkait dengan radiosensitivitas, (salah satu
bentuk kematian sel akibat radiasi), kedua bahwa
apoptosis juga memengaruhi proliferasi sel [6,7].

homologi 3 domain) yang merupakan keluarga dari Bcl-2
(B-sel limfoma-2), memiliki peran penting terhadap
apoptosis [8]. Ekspresi dari Bim dapat menyebabkan
apoptosis dan menghambat pertumbuhan sel kanker [9].
MDM2 (Murine Double Minute) merupakan protein
yang dapat menginaktivasi protein P53. Fungsi P53
adalah pengaturan siklus sel dan apoptosis.  Dari
penelitian oleh Hae et al. [10] pada sel fibroblast paru-
paru manusia yang diradiasi in vitro ditemukan adanya
peningkatan apoptosis akibat radiasi dengan cara
peningkatan aktivasi P53 dan penurunan fungsi MDM2.
Sejumlah  publikasi telah menjelaskan adanya
hubungan antara apoptosis sebelum radioterapi dengan
respon positif jaringan kanker terhadap radioterapi
[10,12,13]. Masih sedikit publikasi yang membahas
hubungan antara biomarker yang terkait dengan dan
respon radioterapi.  Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui hubungan antara Bim dan MDM2 serta
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hubungannya dengan respon kanker servik terhadap
kemoradioterapi.

Il. METODE PENELITIAN

2.1. Sediaan Mikroskopik

Sediaan mikroskopik berasal dari 25 sampel jaringan
biopsi yang diambil 3 - 5 hari sebelum pemberian
kemoradioterapi. Jaringan biopsi diambil dari penderita
karsinoma sel skuamosa servik uteri (KSS) stadium lanjut
lokal yang dirujuk oleh Departemen Obstetrik Ginekologi
ke Departemen Radioterapi di RSCM (Rumah Sakit
Cipto Mangun Kusumo, Jakarta) atau RSHS (Rumah
Sakit Hasan Sadikin, Bandung) tahun 2010-2012 untuk
memperoleh tindakan kemoradioterapi. Penelitian ini
telah mendapat persetujuan dari Komisi Etik Penelitian
Fakultas Kedokteran  Universitas Indonesia  (PT
02.FK/Etik/2010) dan RSHS (LB 04.01/
AO05/EC/061/V1/2012). Sebelum dipulas dengan teknik
immunohistokimia. jenis sel tumor diverifikasi oleh ahli
patologi (BS, BSW).

2.2 Pulasan Immunohistokimia Bim dan MDM2
Jaringan mikroskopis dilakukan deparafinasi dengan
xilol, rehidrasi dengan etanol konsentrasi menurun.
inkubasi dalam Buffer Antigen Retrieval suhu 94 °C 20
menit dan pendinginan 20 menit, inkubasi pada Blok
Peroksidase dan diinkubasi over night dengan anti bodi
Bim atau MDMZ2 suhu 4 °C,,diikuti dengan larutan post
primary dan post protein 15 — 30 menit dan dengan
antibodi ke 2 60 menit pada suhu ruang, counter stain,
dehidrasi penjernihan dengan xilol, dan mounting [13].

2.3 Pengamatan Ekspresi BIM dan MDM2

Ekspresi BIM dan MDM2 diamati dengan
menggunakan mikroskop dan tingkat ekspresinya
dikelompokkan berdasarkan IRS (Immuno Reactive
Score) seperti yang dilakukan oleh Ramelle and Ramelle
[14], pada Tabel 1.

IRS protein Bim dan MDM2 sebelum tindakan
kemoradioterapi dilakukan dengan cara menghitung
persentase sel kanker yang positif dan tingkatan intensitas
warna dari sel kanker tersebut. Persentase sel yang
positif dapat dinilai dari inti sel dan sitoplasma yang
terwarnai oleh Bim atau MDM2.

2.4 Respon kemoradioterapi.

Respon kemoradioterapi diamati oleh dokter ahli
radioterapi secara langsung melalui pengamatan pelvic
control yang dilakukan oleh dokter radioonkologi
(IR,TK,SS) dengan metode pelvic control, respons
sebagian di mana pengurangan ukuran jaringan kanker
terlihat lebih dari 50% (partial response) dan respon
keseluruhan, jaringan kanker relatif tidak terlihat lagi
(complete respons) [15].

Tabel. 1. Pengamatan Ekspresi Bim dan MDM2

Persentase Sel X Intensitas =IRS (0-12)

Positif Pewarnaan

0 = tidak ada sel 0 = tidak ada reaksi 0 -1 negatif

positif warna

1 =< 10% sel 1 = reaksi warna 2-3lemah

positif lemah

2=10-50%sel 2 = reaksi warna 4-8ringan

positif moderat

3 = 51-80% sel 3 =reaksiwarnakuat 9 -12 positif

positif kuat

4 =>80% sel

positif

Nilai IRS Klasifikasi IRS

0-1 0 = negatif

2-3 1 = positif,

lemah
4-8 2 = positif,
ringan

9-12 3 = positif, kuat

2.5 Analisis Statistik
Hubungan antara IRS Bim dan IRS MDM2

dianalisis dengan uji Korelasi Spearman,

hubungan antara IRS Bim dengan respon terhadap
kemoradioterapi  dianalisis dengan uji ANOVA (One
Way Analysis of Variance)

IV. HASIL DAN PEMBAHASAN

Dari pelaksaan penelitian didapatkan IRS, Bim,
MDM2 dan respon kemoradioterapi dengan umur rerata
49,6 tahun, terdiri dari stadium klinik 11B, I11A dan I1IB
masing- masing 9, 1 dan 15 orang.

3.1 Sebelum Kemoradioterapi

Pengamatan pada pulasan Immunohistokimia Bim,
MDM2 dapat dilihat pada Gambar 1 a,b,c, dan korelasi
antara Bim dengan MDM2 dapat dilihat pada Gambar 2.

Ekspresi protein Bim dijumpai dalam sitoplasma sel
kanker berwarna coklat dengan IRS nya 3-10 atau dari
lemah sampai kuat, yakni 12 (48%) lemah, 10 ringan
(40%) dan 3 kuat (12%) (1a). Ekspresi MDM2 dalam
inti sel (1b), terdiri dari 3 lemah, 13 ringan dan 9 kuat.
Frank et al. [16] ekspresi Bim pada kanker kolon juga
ditemui pada sitoplasma sel kanker dan 82% dan 18% sel
kanker tidak ditemukan ekspresi protein Bim. Variasi
ekspresi Bim disebabkan oleh perbedaan proliferasi atau
pertumbuhan sel antara sel kanker kolon dan kanker
servik. Troncone et al. [17] ekspresi MDM2 pada inti sel
jaringan servik normal 4% dan 10%, pada jaringan
kanker servik, MDMZ2 juga diamati pada inti sel kanker.
Beskow et al. [18] adanya variasi ekspresi MDM2 yang
pada kanker servik, dan 6 dari 109 sediaan, tidak
menunjukkan ekspresi MDM2, dengan persentase area
positif 10-100% mediannya 68%, 59% terlihat pada inti
sel dan 41% pada bagian sitoplasma. Intensitas
pewarnaan lemah atau menengah 40 dan 36 kasus, dan 24
kasus memperlihatkan ekspresi yang kuat dan tidak ada
korelasinya dengan respon awal radioterapi yang diamati
secara patologis.
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Gambar 1. Ekspresi Bim berwarna coklat pada sitoplasma
sel, (a), ekpresi MDM 2 pada inti sel kanker (b),
dan  kontrol negatif dengan  pewarnaan
Hemoatoksilin (c) (perbesaran 10 x 40).

Walaupun tidak dijumpai perbedaan bermakna secara
statistik antara nilai IRS Bim dan MDM2 (P=0,32, r=-
0,20), terlihat adanya kecenderungan korelasi negatif
antara IRS Bim dan MDM2 seperti pada Gambar 2.
Sejauh ini belum ditemukan publikasi yang menjelaskan
hubungan langsung antara ekspresi Bim dan MDM2 pada
jaringan kanker baik ataupun secara in vitro, diduga
kecendrungan korelasi negatif ini mungkin disebabkan
oleh penekanan fungsi P53 oleh MDM2, selanjutnya P53
tidak dapat mengaktivasi Bim sebagai salah satu protein
fungsinya terkait dengan apoptosis.

MDM?2 berikatan dengan protein penekan tumor P53
dan menghambat transaktivasi P53. Pada waktu yang
sama amplifikasi gen MDM2 dijumpai pada sejumlah
sarcoma dan P53 nya masih bersifat normal [19,20].
Ekspresi yang berlebihan MDM2 dapat menginaktivasi
P53 dalam proses transformasi kanker. Secara biokimia
fungsi MDM2 melalui ubiquitin E3 berperan dalam
ubiquinasi dan degradasi P53 [21]. Proses ini berlangsung
dengan melibatkan protein E1, E2 dan E3 [22].

3.2 Setelah kemoradioterapi

Pada Gambar 3 walaupun tidak ada capaian yang
bermakna, ekspresi Bim pada jaringan kanker respon
komplet (baik) lebih besar dibanding dengan respon
parsial (buruk) (p=0,26). Ekspresi Bim yang tinggi
cenderung memberikan respon sel kanker yang lebih baik
terhadap kemoradioterapi dibanding ekspresi yang
rendah. Diduga aktifitas protein Bim akan memacu
apoptosis. Sebaliknya Bim yang mengalami penguraian
tidak terjadi apoptosis. Pada kanker ovari pengaturan
ekspresi Bim melalui sejumlah mekanisme baik melalui
jalur transkripsi atau paska translasi pada sintesis protein.
Akibat fosforilasi terjadinya penurunan stabilitas Bim dan
mengurangi interaksinya dengan protein lain dalam
pengaturan apoptosis [23,24]. Bim juga menekan aktifitas
protein anti apoptosis lain Bcl-2 [25].

Dari Gambar 4 terlihat tidak ada perbedaan antara
ekspresi MDM2 pada respon kanker komplet dan parsial
(p=1,00). Tingkat ekspresi MDM2 pada sebelum
kemoradioterapi diduga tidak mementukan respon kanker
terhadap pengobatan. MDM2 mengatur ekspresi protein
P53(protein yang mengatur respon sel terhadap stress)
dengan cara degradasi protein p53 pada sitoplasma sel
[26]. MDMZ2 tidak dapat menguraikan P53 mutan, pada
sejumlah kanker termasuk kanker servik P53 termutasi.
walau dalam penelitian ini tidak dilakukan analisis mutasi
P53 nya. Sejumlah mutan P53 dan MDM2 tidak
ditemukan adanya beberapa domain spesifik yang
dibutuhkan dalam dalam menguraikan P53. Tidak adanya

domain tersebut pada P53 mutan menyebabkan MDM2
tidak dapat menguraikan p53 [27,28].

12 H x x = = x
14 =« .
10
S 9
S =
£ 7
- 6 . o= o= - -
5 ]
4 T . - . . "
LV 2 4 [ 5 10 12
IRS Bim
Gambar 2. Korelasi antara Bim dan MDM2 pada sel

kanker servik sebelum radioterapi.

Bim yang tinggi dapat menjadi salah satu faktor
prediksi respon sel kanker terhadap pengobatan
kemoradioterapi. erbukti peningkatan aktifitas Bim juga
berpotensi  dijadikan sebagai salah satu metode
pengobatan kanker melalui target terapi seperti yang
dijumpai pada publikasi Akiyama et al.[8] dan Wang et
al.[29]. Ekspresi MDM2 tidak memengaruhi respon
kemoradioterapi walau diperlukan penelitian pada pasien
yang sama untuk memastikan status P53 baik mutan
ataupun normal

% 84 p=10.20

Parsial Komplet
Respon Kemoradioterapi

Gambar 3. Ekspresi Bim pada respon kemoradioterapi
berbeda.

12 S —_—r p=1,00

"

B <
6 4

IRS MDM

(]
1

Parsial Komplet

Respon Kemoradioterapi

Gambar 4. Ekspresi MDMZ2 pada respon kemoradioterapi
berbeda.
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V. KESIMPULAN

Ekspresi Bim yang kuat akan memberikan respon

radioterapi lebih baik dibandingkan ekspresi Bim yang
lemah.
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