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ABSTRAK

Nama : Yenny
Program Studi : Program Doktor Ilmu Kedokteran
Judul disertasi : Hubungan antara Genotip dan Fenotip CYP2D6 dengan

Kadar Z-Endoksifen pada Subjek Kanker Payudara yang
Diterapi Tamoksifen

Tamoksifen (TAM) merupakan prodrug yang perlu diaktivasi oleh CYP2D6
menjadi Z-endoksifen (Z-END). Efek antiestrogen TAM bersifat concentration
dependent, dan diketahui dari penelitian sebelumnya bahwa minimal threshold
concentration (MTC) Z-END adalah 5,9 ng/mL.

Penelitian ini bertujuan menentukan persentase penderita kanker payudara (KPD)
yang mencapai MTC Z-END pada saat steady state, hubungan genotip, fenotip, dan
berbagai variabel terhadap pencapaian kadar Z-END dalam plasma, dan variabel
yang paling berperan dalam pencapaian kadar Z-END.

Penelitian cross sectional dilakukan di RS.Kanker Dharmais pada bulan Oktober
2017—Februari 2018 terhadap 125 penderita KPD rawat jalan yang mengonsumsi
TAM 20 mg/hari minimal 4 bulan. Tiga jam pasca minum sirup dekstrometorfan
30 mg dilakukan pengambilan darah untuk pemeriksaan kadar Z-END, serta
genotyping dan phenotyping CYP2D6. Analisis deskriptif dilakukan pada semua
variabel yang diteliti. Uji Chi-square dan Fisher digunakan untuk menentukan
hubungan genotip, fenotip, karakteristik demografik, dan klinis terhadap
pencapaian kadar Z-END. Analisis regresi logistik dilakukan pada variabel-varibel
yang memenuhi syarat untuk menentukan variabel yang paling berperan dalam
pencapaian kadar Z-END plasma. Batas kemaknaan statistik yang digunakan
adalah p < 0,05.

Penderita KPD yang mencapai kadar MTC Z-END > 5,9 ng/mL pada saat steady
state ada 52,8%. Persentase genotip CYP2D6*10 (c.100C>T) adalah C/C (22,4%),
C/T(29,6%), dan T/T (48%). Persentase poor metabolizer (48,8%) dan non-poor
metabolizer (51,2%). Tidak ditemukan hubungan bermakna antara genotip
CYP2D6*10 (c.100C>T), karakteristik demografik, dan karakteristik klinis
terhadap pencapaian kadar Z-END dalam plasma pada saat steady state. Analisis
multivariat menunjukkan fenotip merupakan satu-satunya variabel yang
berhubungan bermakna terhadap pencapaian kadar Z-END dalam plasma saat
steady state. (OR = 0,064; 95%IK 0,018-0,227; p < 0,001).

Simpulan: Fenotip merupakan satu-satunya variabel yang berhubungan secara
bermakna terhadap pencapaian kadar Z-END dalam plasma pada saat steady state
pada penderita KPD di Indonesia.

Kata Kunci: CYP2D6*10 (c.100C>T), fenotip, genotip, kanker payudara,
tamoksifen, Z-endoksifen
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ABSTRACT

Name : Yenny
Study Program : Doctoral Program
Dissertation title : Association of CYP2D6 Genotype and Phenotype with Z-

Endoxifen Concentration in Subjects with Breast Cancer
Treated with Tamoxifen

Tamoxifen (TAM) is a prodrug that needs to be activated by CYP2D6 into Z-
endoxifen (Z-END). The anti-estrogenic effect of TAM is concentration dependent
and it is known from previous studies that the minimal threshold concentration
(MTC) of Z-END is 5.9 ng/mL.

The purpose of the present study was to determine the percentage of patients with
breast cancer (BC) who attain steady state Z-END MTC, as well as the association
of the phenotype, genotype, and several other variables with the attainment of
plasma Z-END concentrations, and to find the variable with the greatest role in the
attainment of the Z-END concentrations.

This cross-sectional study was conducted at the Dharmais Cancer Hospital from
October 2017 to February 2018 on 125 ambulatory BC patients who consumed
TAM at 20 mg/day for a minimum of 4 months. Three hours after administration
of 30 mg dextrometorphan syrup the subjects underwent collection of venous blood
samples for determination of plasma Z-END concentration, as well as CYP2D6
genotyping and phenotyping. Descriptive analysis was performed on all variables
under study. The chi-square test and Fisher’s test were used to determine the
association of genotype, phenotype, demographic characteristics, and clinical
characteristics with attainment of Z-END concentrations. Logistic regression
analysis was used on variables meeting the requirements to determine the variable
with the greatest role in the attainment of the plasma Z-END concentrations. The
limit of statistical significance used was p < 0.05.

The proportion of BC patients who attained a steady state Z-END MTC of > 5.9
ng/mL was 52.8%. The percentages of the CYP2D6*10 (c.100C>T) genotypes C/C,
C/T, and T/T were 22.4%, 29.6%, and 48%, respectively. The percentages of poor
metabolizers and non-poor metabolizers were 48.8% and 51.2%, respectively.
There was no significant association of the CYP2D6*10 (c.100C>T) genotype,
demographic characteristics, and clinical characteristics with attainment of steady
state plasma Z-END concentrations. Multivariate analysis showed that phenotype
was the sole variable that had a significant association with attainment of steady
state plasma Z-END concentrations (OR = 0.064; 95%CI 0.018-0.227; p <0.001).

Conclusion: Phenotype is the sole variable that has a significant assoiation with
attainment of steady state plasma Z-END concentrations in BC patients in
Indonesia.

Keywords: breast cancer, CYP2D6*10 (c.100C>T), genotype, phenotype,
tamoxifen, Z-endoxifen
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kanker payudara (KPD) merupakan satu dari lima keganasan yang banyak
ditemukan di dunia,! termasuk di Indonesia. Data registrasi kanker RS. Kanker
Dharmais menunjukkan KPD merupakan keganasan tersering yang ditemukan pada
perempuan dan terjadi peningkatan prevalensi KPD dari 38,65% menjadi 43,4%
(tahun 2010-2013). Kejadian mortalitas KPD di Indonesia diketahui sebesar 18,6
per 100.000! ini menyebabkan Indonesia menduduki peringkat kedua dalam hal
mortalitas akibat KPD di dunia.? Besarnya masalah yang dihadapi menyebabkan

diperlukan perhatian dalam penanganan KPD.

Beberapa faktor prognostik (faktor—faktor yang berhubungan dengan disease-free
atau overall survival tanpa keberadaan terapi sistemik adjuvan)® diketahui dapat
memengaruhi respons terapi KPD antara lain keterlibatan kelenjar limfe nodus
aksilaris, ukuran tumor, reseptor estrogen o (ERa), reseptor progesteron (PgR),
kecepatan proliferasi (Ki-67), human epidermal growth factor-2 (HER2), stadium,
karakteristik histologi, subtipe molekular, invasi limfatik dan vaskular, usia pada saat
didiagnosis KPD,* 4 dan obesitas.’> Selain itu adanya perbedaan karakteristik

penderita KPD antar etnik merupakan faktor yang berperan dalam respons terapi.®’

Karakteristik penderita KPD di Indonesia paling banyak dijumpai pada kelompok
usia 45-55 tahun, dengan gambaran distribusi sebagai berikut: stadium 1 (4,5%),
stadium 2 (20,8%), stadium 3 (25,6%), 4 (15,1%), tidak diketahui (29,0%), dengan
reseptor hormon positif (76,12%).8 Adanya perbedaan karakteristik penderita KPD
Indonesia dengan etnik lainnya menyebabkan masih diperlukan identifikasi faktor

yang berperan dalam variasi respons terapi.

The St Gallen International Expert Consensus on the Primary Therapy of Early
Breast Cancer 2013° membagi KPD menjadi 4 subtipe molekular intrisik yaitu
lumial A, luminal B, HER2-positif (non-luminal), dan triple negatif breast cancer
(TNBC) berdasarkan ada atau tidaknya ekspresi ER, PgR, HER2-positif, dan
peningkatan antigen Ki-67. Berdasarkan subtipe molekular penderita KPD maka

akan ditentukan terapi yang diberikan.
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Tamoksifen (TAM) merupakan terapi hormon adjuvan, neoadjuvan, dan primer
yang digunakan saat ini pada penderita KPD pramenopause dan pascamenopause
dengan reseptor hormon positif (luminal A dan B),'®!! termasuk di Indonesia.!?
TAM merupakan prodrug yang perlu diaktivasi terutama oleh CYP2D6 menjadi
endoksifen (END).!3 Potensi antiestrogen 4-hidroksi-TAM (4-OH-TAM) dan END
dalam menekan proliferasi KPD dependen estrogen mencapai hingga 100 kali lipat
bila dibandingkan TAM.'* Pada subjek yang menggunakan TAM potensi END
sebanding dengan 4-OH-TAM, namun kadarnya dalam plasma lebih dari 6 kali
lipat kadar 4-OH-TAM. Hal ini menyebabkan END dianggap sebagai metabolit

utama yang berperan pada keberhasilan terapi.'> 6

Pada penggunaan TAM masih banyak penderita yang mengalami kekambuhan selama
terapi 5 tahun.!” Salah satu faktor yang berperan sebagai penyebab kekambuhan ini
adalah kadar Zusammen (Z)-END yang memperlihatkan variasi inter-individu yang
luas.'® Madlensky et al.'” menunjukkan kadar Z-END di atas minimal threshold
concentration (MTC) 5,9 ng/mL mempunyai risiko 26% lebih rendah mengalami
kekambuhan secara bermakna dibandingkan dengan kelompok yang kadar Z-END di
bawah 5,9 ng/mL. Berdasarkan hasil studi tersebut maka kadar Z-END potensial
digunakan sebagai indirect marker untuk memprediksi respons terapi TAM. Ada
banyak faktor yang menyebabkan bervariasinya kadar END dalam plasma antara lain
dosis TAM yang tidak adekuat,'® adherence,?® usia,?' indeks masa tubuh,??> variasi
musim,>* waktu pemberian obat,>* interaksi obat,>> 2 genotip CYP2D6,'”- 2> 28 dan

fenotip CYP2D6.%’

Tinggi rendahnya kadar MTC Z-END antara lain dipengaruhi oleh polimorfisme
genetik CYP2D6 yang akan mengubah fungsi dan atau jumlah produk gen yang
dihasilkan. Subjek yang memiliki dua null alleles/poor metabolizer dilaporkan
memiliki kadar Z-END yang lebih rendah dan respons terapi yang jelek.!” Di Asia
frekuensi poor metabolizer rendah (< 1 %),>-*! namun alel CYP2D6*10 yaitu alel
dengan fungsi berkurang/intermediate metabolizer sering ditemukan di Asia

(28,9-58,5%).3> 33

Lei et al.** melakukan studi yang melihat hubungan polimorfisme CYP2D6*10
(c.100C>T) dengan kadar END dan respons terapi (disease free survival (DFS) dan
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overall survival (OS)). Hasil studi di atas menunjukkan subjek KPD yang memiliki
genotip T/T mempunyai kadar END paling rendah dan respons terapi paling pendek
dibandingkan genotip lainnya (C/C dan C/T),3* namun tidak ditunjukkan oleh studi
Chamnanphon et al.’> Sementara data di Indonesia belum ada. Polimorfisme

CYP2D6*10 mengakibatkan bervariasinya kadar END (30-53%).!7-23

Studi-studi randomisasi berskala besar sepert the Breast International Group (BIG)
1-98 trial,*® the Arimidex, Tamoxifen, Alone or in Combination (ATAC) trial, >’ the
Austrian Breast and Colorectal Study 8 (ABCSG 8) trial, % dan the International
Tamoxifen Pharmacogenomics Consortium (ITPC) metaanalysis’® menunjukkan
hasil tidak konsisten dalam hal apakah ada hubungan antara polimorfisme genetik
CYP2D6 dengan respons terapi. Perbedaan hasil studi ini dapat disebabkan oleh
adanya perbedaan dalam desain studi, metode genotyping, sumber DNA, dan

jumlah sampel dari tiap studi.

De Andreas et al*® menunjukkan adanya ketidaksesuaian (disconcordace) antara
pengukuran fenotip secara langsung (phenotyping) dan estimasi fenotip berdasarkan
genotip. Genotip hanya menunjukkan alel potensial yang membawa dampak klinis
pada respons terapi, namun tidak dapat memberikan gambaran aktivitas enzim
CYP2D6 individu secara akurat. Untuk mendapatkan gambaran aktivitas metabolik
CYP2D6 secara akurat perlu dilakukan phenotyping menggunakan probe drug.
Dekstrometorfan 30 mg peroral dosis tunggal selama ini merupakan probe drug yang

dipakai untuk melakukan phenotyping aktivitas CYP2D6.4!

Tamminga et al.*?

DMP/DX) plasma jam ke-3 berkorelasi kuat dan bermakna dengan kadar Z-END.#?
Berdasarkan MR DMP/DX maka individu akan terdistribusi ke dalam 4 fenotip

menunjukkan rasio metabolik dekstrometorfan/dekstrorfan (MR

berdasarkan aktivitas metaboliknya yaitu poor metabolizer (PM), intermediate
metabolizer (IM), extensive metabolizer (EM) dan ultrarapid metabolizer (UM).

Berdasarkan hasil phenotyping dapat diramalkan aktivitas metabolik seseorang.

Studi yang bertujuan melihat peran genotip dalam memprediksi kadar Z-END
menunjukkan sebanyak 60% subjek (termasuk 30% subjek dengan fungsi aktivitas
CYP2D6 normal) mempunyai kadar Z-END di bawah 5,9 ng/mL.*} Genotip hanya

menjelaskan variabilitas kadar END sebesar 27%.4 Hasil studi menunjukkan
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pengukuran kadar Z-END plasma secara langsung saat steady state lebih baik
digunakan sebagai landasan untuk individualisasi dosis.** Studi yang bertujuan
mengevaluasi hubungan genotip dan fenotip CYP2D6 dengan kadar END plasma
menunjukkan genotip dan fenotip masing-masing menjelaskan 12% dan 26%

variabilitas kadar Z-END dalam plasma pada saat steady state.?’

Ada banyak faktor yang dapat menyebabkan bervariasinya respons terapi TAM,
sehingga ingin dicari hubungan antara genotip dan fenotip CYP2D6 dengan kadar
Z-END dalam plasma sebagai landasan penyesuaian dosis TAM pada penderita
KPD di Indonesia.

1.2 Perumusan Masalah

e  Efek antiestrogen TAM bersifat concetration dependent,*' sehingga diperlukan
rentang kadar terepeutik bagi END dalam menimbulkan keberhasilan terapi.
Hingga saat ini belum diketahui berapa banyak penderita KPD di Indonesia
yang memperoleh TAM 20 mg/hari yang dapat mencapai MTC Z-END (5,9
ng/mL). Pengetahuan ini diperlukan dalam memprediksikan respons terapi
jangka panjang.

e Bervarisinya respons terapi TAM antara lain disebabkan oleh adanya
polimorfisme genetik enzim CYP2D6 yang aktivitasnya bervariasi luas antar
interindividu dan etnik. Sampai saat ini belum diketahui hubungan variabel-
variabel yang dapat memengaruhi kadar Z-END dalam plasma pada penderita
KPD di Indonesia. Data in1 perlu diketahui untuk meramalkan efektivitas dan

keamanan TAM.

1.3 Tujuan Penelitian

1.3.1 Tujuan Umum

Menentukan hubungan genotip dan fenotip CYP2D6 dengan pencapaian kadar Z-
END dalam plasma pada saat steady state pada penderita KPD di Indonesia
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1.3.2 Tujuan Khusus
1.3.2.1 Tujuan Utama

Menentukan persentase penderita KPD yang mencapai MTC Z-END (5,9
ng/mL) dalam plasma dengan dosis TAM 20 mg/hari pada saat steady state.
Menentukan hubungan genotip CYP2D6*10 (c.100C>T) dengan pencapaian
kadar Z-END dalam plasma pada saat steady state pada penderita KPD di
Indonesia.

Menentukan hubungan fenotip CYP2D6 dengan pencapaian kadar Z-END

dalam plasma pada saat steady state pada penderita KPD di Indonesia.

1.3.2.2 Tujuan Tambahan

Menentukan hubungan karakteristik demografik (usia, indeks massa tubuh,
waist/hip ratio) dengan pencapaian kadar Z-END dalam plasma pada saat
steady state pada penderita KPD di Indonesia.

Menentukan hubungan karakteristik klinis (usia saat diagnosis, status
menopause, waktu minum obat TAM, ukuran tumor, jumlah nodul, metastasis,
stadium KPD, ER,PgR, HER-2, Ki-67, subtipe molekular, jenis terapi,
interaksi obat, kadar SGPT, rasio kadar SGPT/SGOT, non-alcoholic fatty liver,
riwayat kemoterapi, dan adherence) dengan pencapaian kadar Z-END dalam
plasma pada saat steady state pada penderita KPD di Indonesia.

Menentukan variabel yang berhubungan dengan pencapaian kadar Z-END

dalam plasma pada saat steady state pada penderita KPD di Indonesia.

1.4 Hipotesis

Genotip CYP2D6*10 (c.100C>T) berhubungan dengan pencapaian kadar Z-
END dalam plasma pada saat steady state pada penderita KPD di Indonesia.
Fenotip (MR DMP/DX) berhubungan dengan pencapaian kadar Z-END dalam
plasma pada saat steady state pada penderita KPD di Indonesia.

Karakteristik demografik berhubungan dengan pencapaian kadar Z-END
dalam plasma pada saat steady state pada penderita KPD di Indonesia.
Karakteristik klinis berhubungan dengan pencapaian kadar Z-END dalam
plasma pada saat steady state pada penderita KPD di Indonesia.
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e Fenotip merupakan variabel yang berhubungan dengan pencapaian kadar Z-

END plasma pada saat steady state pada penderita KPD di Indonesia.

1.5 Manfaat Penelitian

1.5.1 Akademik

Memberi sumbangan pengetahuan dalam bidang farmakologi dengan memprediksi
aktivitas metabolik seseorang dengan cara membandingkan MR DMP/DX pada jam
ke-3 pasca konsumsi DMP 30 mg per oral (single point plasma phenotyping) pada
penderita KPD yang memperoleh TAM di Indonesia.

1.5.2 Kebijakan Kesehatan

Pengetahuan mengenai hubungan antara genotip dan fenotip CYP2D6 terhadap
kadar Z-END diharapkan dapat menjadi data dasar untuk membuat panduan dalam
melakukan individualisasi dosis TAM sehingga dapat meminimalisasi efek

samping maupun kegagalan pengobatan penderita KPD di Indonesia.

1.5.3 Penelitian Lebih Lanjut

Apabila hasil studi ini dapat membuktikan adanya hubungan antara genotip dan
fenotip CYP2D6 terhadap pencapaian kadar Z-END dalam plasma diharapkan hasil
studi ini dapat menjadi dasar untuk dilakukan studi lanjutan untuk melihat

hubungan MTC dengan respons terapi (disease free survival/progression free

period).

1.6 Kebaruan Penelitian

Sudah diketahui ada perbedaan karakteristik penderita KPD antar individu dan
etnik dan hingga saat ini belum banyak informasi yang diketahui tentang variabel-
variabel yang dapat memengaruhi kadar Z-END dalam plasma pada populasi
Indonesia. Berdasarkan hasil studi ini diharapkan kita tahu variabel mana yang
paling reliabel untuk meramalkan pencapaian kadar Z-END dalam plasma sebagai
patokan dalam penyesuaian dosis TAM pada penderita KPD di Indonesia untuk

menghindari dosis subterapeutik dan kegagalan terapi.
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BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Kanker Payudara

2.1.1 Etiologi

Ada beberapa faktor risiko KPD yang telah berhasil diidentifikasi sebagai penyebab
KPD antara lain usia, lokasi geografi, status reproduksi (usia saat menarche,
menopause usia tua, nulipara), penggunaan hormon eksogen (terapi hormon,
kontrasepsi hormonal), gaya hidup (alkohol, makanan tinggi lemak, kurangnya
aktivitas fisis), obesitas, sosial ekonomi tinggi, faktor genetik, dan lain-lain.**
Dalam kaitannya dengan faktor genetik metaanalisis menunjukkan risiko relatif
perempuan yang memiliki 1, 2, dan 3 atau lebih kerabat lini pertama menderita KPD
untuk mengidap penyakit yang sama dibandingkan perempuan yang tidak

mempunyai kerabat menderita KPD masing-masing sebesar 1,8, 2,9. dan 3,9.4

Faktor genetik yang saat ini diketahui meningkatkan risiko KPD antara lain gen
dengan daya penetrasi tinggi (BRCA1, BRCA2, p53, PTEN, ATM, NBSI, atau
LKB1), gen dengan daya penetrasi rendah seperti gen sitokrom P450 (CYP1AI,
CYP2D6, CYP19), famili glutation S-transferase (GSTM1, GSTP1), alkohol dan
gen metabolisme karbon tunggal (ADHIC and MTHFR), gen-gen yang
memperbaiki DNA (XRCC1, XRCC3, ERCC4/XPF), genes encoding cell
signaling molecules (PgR, ER, TNFo or HSP70),* ampifikasi epidermal growth
factor reseptor (EGFR) yang meliputi HER2, neu, atau ErbB2 meningkatkan risiko
KPD sebesar 15-30% dan berkaitan dengan prognosis buruk dan berkurangnya

survival rate.*

2.1.2 Patogenesis
2.1.2.1 Estrogen.
Estrogen merupakan steroid C18 yang terdiri dari 1 cincin benzen, grup hidroksil-
fenolik pada C3 dan sebuah grup hidroksil (173-estradiol) atau sebuah grup keton
(estron) pada posisi C17. Estrogen utama yang ditemukan dalam sirkulasi tubuh

manusia adalah estron (E1), 173-estradiol (E2), dan hidroksiestriol/estriol (E3).
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Gambar 2.1. Jalur Sintesis Estrogen’

Singkatan: steroidogenic acute regulatory protein (StAR); CYP11A1, side-chain cleavage of P450;
CYP17Al, 17-hydroxylase/17,20- Iyase; HSD3B2, 3b-hydroxysteroid dehydrogenase-D5,4
isomerase type 2; CYP19A1, aromatase; HSD17B1, 17b-hydroxysteroid dehydrogenase type 1

Di antara ketiga jenis estrogen, E2 merupakan estrogen dengan aktivitas biologis
paling besar. E2 terutama disekresi oleh sel granulosa ovarium (terletak dekat sel
teka) yang sintesisnya di bawah regulasi follicle stimulating hormone (FSH). Estron
secara reversibel dikonversi menjadi E2 melalui kerja enzim 17p-hidroksisteroid
dehidrogenase. Androstenedion yang merupakan produk paling penting dari sel
teka selama fase folikular siklus menstruasi tidak aktif secara biologis, namun
berperan sebagai prekursor E1 dan testosteron di dalam ovarium dan jaringan
perifer. Testosteron dikonversi menjadi E2 berdasarkan kerja enzim aromatase di
dalam jaringan perifer. E1 dan E2 masing-masing disintesis dari aromatisasi
androstenedion dan testosteron melalui kerja enzim aromatase (CYP19), sementara
E3 disintesis dari E1 melalui perantaraan 16a-hidroksitestosteron (Gambar

2.1.).48:49
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Status menopause merupakan faktor yang ikut berperan dalam menentukan jenis
estrogen yang dominan ditemukan dan tempat biosintesisnya. Pada perempuan
pramenopause E2 merupakan estrogen yang dominan ditemukan dalam sirkulasi,
dihasilkan oleh ovarium, sementara pada perempuan pascamenopause estrogen
utama yang ditemukan dalam sirkulasi adalah E1 dihasilkan dari jaringan
ekstragonad dan bekerja secara lokal pada tempat disintesisnya seperti pada sel
mesenkim jaringan adiposa (termasuk yang terdapat pada payudara), osteoblas,

kondrosit tulang, sel otot polos aorta, endotel vaskular, dan beberapa bagian otak.>

2.1.2.2 Reseptor Estrogen

Reseptor estrogen merupakan faktor transkripsi yang berperan mengatur ekspresi
gen pada pembelahan sel dan memegang peran penting di dalam perkembangan sel
payudara.’! E2 merupakan ligan alamiah ER yang mengikat ER dengan afinitas
tinggi (Kq ~ 0,26 nM).> Efek biologis estrogen dimediasi melalui ikatan E2 dengan
salah satu dari ER (ERa atau ER3). Kedua ER diekspresikan secara luas pada tubuh
manusia dengan distribusi sebagai berikut: ERa banyak ditemukan dalam jaringan
payudara, endometrial, ovarium, dan hipotalamus sementara ERP lebih banyak
ditemukan di dalam otak, tulang, endotel, jantung, usus, ginjal, paru, dan jaringan

prostat.>3

ERao maupun ERP disandi oleh dua gen yang terletak pada kromosom yang
berbeda, yaitu pada lokus 6g25.1 (ERa) dan lokus 14q23-24 (ERp).>* ERa dan
ERB memperlihatkan fungsi yang overlapping namun masing-masing juga
mempunyai peran unik pada mekanisme kerja in vivo yang tergantung pada
estrogen. Kedua ER ini mempunyai aktivitas transkripsi yang berbeda pada ligan,
tipe sel, dan promoter tertentu. Bila kedua ER diekspresikan bersamaan, ER[3

memperlihatkan efek penghambatan ekspresi gen yang dimediasi oleh ERa..3?

Tipe ER yang telah berhasil diketahui saat ini antara lain wild-type ER (ERo-66 dan
ERB1) beberapa isoform varian multipel masing-masing wild-type ER. Isoform ERa
berasal dari pemangkasan protein atau mutasi asam amino tunggal, sementara
isoform ER berasal dari alternative splicing ekson yang dikoding paling akhir

(ekson 8). Isoform ERa yang paling sering dirujuk adalah ERa-46 dan ERa36,
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sementara isoform ERf terdiri dari ERB2, ERB3, ERB4, dan ERB5 (tidak punya
kemampuan untuk memulai aktivitas transkripsi gen dan hanya dapat membentuk

heterodimer dengan ERB1 untuk memodulasi aktivitas transkripsi gen).>

Pada kelenjar payudara dapat ditemukan kedua jenis ER yaitu ERa dan ERf. ERa
diekspresikan terbatas pada sel luminal tetapi ER( didistribusikan secara luas pada
sel epitel basal dan luminal, fibroblas, sel adiposa, limfosit, dan sel endotelial.>*
Pada sel epitelial payudara ER diekspresikan dengan persentase yang berbeda yaitu
ERa (< 10%), sementara ERB (70-80%). Selain pada sel epitelial payudara ERf3
juga diekspresikan di dalam stroma dan sel imun yang terdapat di dalam

payudara.>

Estrogen penting perannya untuk homeostasis kelenjar payudara normal.>* Pada
payudara ERo mempunyai peran penting pada pertumbuhan dan proliferasi kelenjar
payudara.’’ Aktivasi ERa oleh estrogen berlebihan akan menginduksi pembelahan
sel dan menstimulasi pertumbuhan sel sehingga menyebabkan pemulaan dan
perkembangan kanker. Evaluasi keberadaan ekspresi ERal di dalam spesimen KPD
penting untuk pemilihan terapi, namun respons individu terhadap terapi hormon tidak

dapat secara tepat diprediksi berdasarkan status ERa. saja.>*

ERp dapat mengurangi pertumbuhan tumor payudara dengan menurunkan ekspresi
vascular endothelial growth factor dan platelet-derived growth factor [ yang akan
menyebabkan perlambatan transisi pembelahan sel ke fase-S.>* Pada sel kultur
michigan cancer foundation-7 (MCF-7). ERPB memperlihatkan kerja anti-
proliferatif dengan merepresi transkripsi gen c-myc, cyclin D1, dan cyclin A, dan
meningkatkan ekspresi p21 (Cipl) dan p27 (Kip) yang akan menyebabkan
penghentian pembelahan sel KPD pada fase G(2).%® ERB dapat berinteraksi dengan
atau menghambat ERa secara langsung maupun tidak langsung, menyupresi

pertumbuhan sel, dan memengaruhi responsivitas terhadap terapi hormon.>?

2.1.2.3 Reseptor Estrogen sebagai Reseptor Nukleus
Kedua ER merupakan anggota superfamili reseptor nukleus yang terdiri dari 48
faktor transkripsi pada manusia.”? Secara struktural, kedua subtipe ER memiliki

arsitektur yang sama terdiri dari enam regio (A—F). Terbentang dari gugus amin
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(NH2-) hingga karboksi (COO-) terminal. Terdapat tiga domain fungsional yaitu
N-terminal domain (NTD), DNA-binding domain (DBD), dan ligand-binding
domain (LBD). Aktivator function (AF) berperan dalam regulasi aktivitas traskripsi
ER. Pada NTD terdapat regio A/B yang mengandung AF-1 yang aktivasinya
independen terhadap hormon. Regio C-terminal (di dalam DBD domain)
memodulasi transkripsi gen dengan cara spesifik ligan dan memengaruhi dimerisasi
ER. DBD tempat berikatan dengan sekuen DNA spesifik yang disebut sebagai
estrogen response elements (ERE) terletak dekat regio promotor atau enhancer dan
mempunyai peran di dalam memodulasi rekrutmen koaktivator. Di antara DBD dan
LBD terletak regio D (“hinge domain™) yang berperan di dalam modulasi ikatan
DNA untuk beberapa reseptor. Pada LBD terdapat hormone binding pocket yaitu
tempat terjadinya interaksi dengan koregulator, dan penghubung homo- atau
heterodimerisasi. Regio E meliputi LBD mengandung AF-2 yang aktivasinya
dependen terhadap hormon. Regio paling akhir adalah regio F hanya ditemukan

pada beberapa reseptor dan masih belum jelas fungsinya. (Gambar 2.2.).°> 5

Protein ERa terdiri dari 595 asam amino sementara ER-3 yterdiri dari 530 asam
amino. Wild-type receptor ER (ERa-66 dan ERB1) memiliki kesamaan jumlah
penyusun asam amino pada DBD (96%), LBD (58%) menunjukkan ER[} dapat
berikatan dengan target gen yang sama dengan ERa tetapi keduanya mempunyai
ligan spesifik yang berbeda.’* Regio NTD ERp lebih pendek dari ERa. (kesamaan
asam amino 15%). Selain adanya perbedaan nyata dari regio NTD, kedua ER

berbeda dalam komposisi hinge region dan C-terminal domain (Gambar 2.2).%°

&
| NTOVAFY | DBD | § | AF-2 | |
1 = = I - Tr |
ERa N DD LBD C

1 180 263 202 553 595

ERpY N DBD LBD C
I
1 144 227 255 504 530
Hemology & 16 97 30 58 18

Gambar 2.2. Struktur Reseptor Estrogen™
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Domain struktural reseptor nukleus diberi label A-F, dengan jumlah asam amino penyusun tiap
domain ditunjukkan di bawahnya. Posisi relatif domain fungsional yang diketahui direpresentasikan
dalam bentuk batang solid. Persentase asam amino homolog antara ER-o dan ER-B juga
ditunjukkan. Regio A/B berhubungan dengan N-terminal domain mengandung domain activation
fuction-1 (AF1) dengan fungsi independen ligan dan domain koregulator yang bertanggungjawab
untuk rekrutmen koaktivator dan korepresor. Regio C berhubungan dengan DNA-binding domain
(DBD), yang diperlukan untuk berikatan dengan estrogen response elements (ERE) spesifik di
dalam regio promotor proksimal atau pada distal elemen regulator gen yang responsif terhadap
estrogen. Regio E karboksi-terminal dan F berhubungan dengan ligand binding domain (LBD)
mengandung activation fuction-2 (AF-2) yang mempunyai fungsi transaktivasi dependen ligan.
Regio ini juga berfungsi untuk berikatan dengan protein ko-regulator dan chaperone, demikian juga
untuk dimerisasi reseptor dan translokasi nukleus. Regio D mengandung beberapa domain
fungsional, termasuk hinge domain, bagian dari ligand-dependent activating domain dan signal

lokalisasi nukleus.

Pada kebanyakan reseptor terikatnya agonis (ligan sintetis berukuran kecil yang
meniru kerja ligan endogen) pada LBD menghasilkan perubahan konformasi yang
mengakibatkan rekrutmen protein koaktivator yang akan meningkatkan transkripsi
gen target. Obat yang berkerja sebagai antagonis (ligan sintetis yang menghambat
kerja ligan endogen) saat terikat dengan LBD akan mencegah perubahan
konformasi yang ditimbulkan oleh agonis sehingga mencegah rekrutmen
koaktivator dan stimulasi proses transkripsi. Bila agonis parsial berikatan dengan
LBD akan menyebabkan perubahan konformasi yang hanya menyebabkan aktivasi
parsial proses transkripsi karena kurang lengkapnya rekrutmen koaktivator. Agonis
parsial akan berkompetisi dengan agonis penuh dan mengurangi kadar intrinsik

transaktivasi pada agonis penuh.>?
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17B-estradiol Raloxifen Flufestrant (IC182,780)
Konformasi agonis konformasi antagonis konformasi antagonis murni

Gambar 2.3. Konformasi Heliks 12 terhadap Agonis dan Antagonis pada
Ligand Binding Domain Reseptor Estrogen>?

Pada gambar ini heliks 12 berwarna biru dan ligan berwarna hitam. Struktur LBD dari ER
menunjukkan ciri-ciri struktural berkontirubusi terhadap sifat agonis dan antagonis yang diinduksi
oleh ligan. A). Agonis alamiah (17p-estradiol), mengaitkan diri dalam LBP dan menempatkan heliks
12 pada konformasi sebagai agonis atau konformasi aktif. Konformasi ini membentuk coactivator-
binding surface seperti yang dideskripsikan pada Gambar 2.3.B. Sebaliknya, ketika raloxifen terikat
di dalam LBP helix 12 akan berotasi terhadap konformasi agonis sehingga dia berikatan di dalam
AF-2 coactivator-binding surface dan menghambat ikatan koantivator via motif LXXLL.
Konformasi ini menyebabkan timbulnya sifat antagonis, atau konformasi represif/inaktif. C). Ligan
lain seperti fluvestrant dapat menghambat AF-2 coactivator-binding surface dan tidak menstabilkan
heliks 12, ligan ini disebut sebagai antagonis murni.

Posisi heliks 12 (H12) yang dihasilkan sebagai respons terhadap terikatnya ligan
merupakan penentu penting fungsi ligan apakah sebagai agonis maupun antagonis

(Gambar 2.3.).>?

2.1.2.4 Aktivasi Reseptor Estrogen pada Kanker Payudara

KPD merupakan hormone-dependent cancer karena estrogen terlibat dalam
pertumbuhan dan perkembangannya.’* Salah satu fungsi estrogen adalah dalam
regulasi faktor transkripsi yang berperan dalam pertumbuhan dan diferensiasi
payudara, namun bila proliferasi sel yang dimediasi oleh ER terjadi berlebihan

maka akan menginduksi timbulnya KPD."!

Pada sel KPD, sinyal yang diberikan estrogen di dalam sel kanker akan
menginduksi sintesis estrogen lebih banyak untuk memenuhi kebutuhan tumor
dengan cara meregulasi enzim-enzim penting yang berperan dalam biosintesis
estrogen. Melalui kerja non-transkripsi yang berlangsung cepat, E2 menstimulasi
fosforilasi enzim aromatase di dalam sel KPD sehingga meningkatkan aktivitas
enzim tersebut. E2 juga meningkatkan aktivitas transkripsi hidroksisteroid (17-
beta) dehidrogenase (HSD17B), enzim yang berperan mengubah E1 menjadi E2.
Efek ERo dalam menstimulasi faktor transkripsi gen untuk memulai proliferasi sel-
sel KPD tergantung pada sintesis lokal E2, sementara ER3 memperlihatkan efek

yang berlawanan pada proliferasi sel KPD.®

Aktivasi ER terjadi dengan dua mekanisme yaitu tergantung dari keberadaan ligan

(ligand-dependent activation of ER) dan tanpa keberadaan ligan (ligand-
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independent activation of ER). Pada mekanisme aktivasi jalur klasik ER (/igand-
dependent activation of ER), ER-a terletak di dalam sitoplasma dalam kondisi
inaktif dalam bentuk kompleks dengan heat-shock protein (Hsp) 50, 70, dan 90
yang akan menstabilisasi ER. Pada saat ligand-binding pocket ditempati oleh
ligannya maka Hsp akan mengalami disosiasi ER dan DBD reseptor akan terbuka.
Saat berikatan dengan DNA, reseptor merekrut p160 famili ko-regulator seperti
steroid receptor coactivator (SRC). Struktur ligan yang memasuki /igand-binding
pocket dan memengaruhi konformasi reseptor maupun koaktivator dan korepresor

yang direkrut.®!

ER juga dapat diaktivasi oleh mekanisme ligand-independent via cross-talk dengan
jalur penyinal lainnya. Kedua ER dapat diaktivasi via fosforilasi oleh MAPK dan
fosfatidilinositid 3-kinase (PI3K), lebih jauh lagi epidermal growth factor receptor
(EGFR) dan insulin-like growth factor receptor (IGFR) pada saat diaktivasi oleh
ligan peptida yang asalnya sama dapat mengaktivasi serin/treonin kinase (ERK dan
Akt) yang kemudian akan mengatalisasi fosforilasi dan aktivasi ER. Aktivasi ER-
o oleh kinase dianggap memainkan peran penting pada terjadinya kanker

panyudara (Gambar 2.4.).%!
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Gambar 2.4. Mekanisme Aktivasi Reseptor Estrogen ¢!

Ligan (estradiol/E2) berikatan dengan ER dan kompleks ligan-ER mengalami dimerisasi dan
berikatan dengan DNA pada sekuen elemen respons spesifik yang dikenal sebagai estrogen respons
elemen (ERE). Pada tempat ini, ER berinteraksi dengan kompleks multiprotein koaktivator (CoA)
atau korepresor (CoR) untuk mengaktivasi atau merepresi transkripsi gen. Inti kompleks
multiprotein ini adalah koaktivator atau korepresor aktif terfosforilasi (P) yang merekrut protein
koregulator seperti histon asetiltransferase (HAT) dan ubiquitine ligase (UL). ER secara alternatif
dapat mengatur ekspresi gen dengan berinteraksi dengan faktor transkripsi binding DNA direk
lainnya (TF). Berdasarkan mekanisme kerja ini, ER dapat berikatan dengan motif ERE yang berada
dekat elemen respons (RE) faktor transkripsi yang berinteraksi atau secara tidak langsung
berinteraksi dengan kromotin dengan cara menambatkan diri pada partner faktor transkripsi.
Estrogen yang berikatan dengan ER berlokasi dalam sitoplasma (ERa dapat mengalami metilasi
(M) atau pada membran sel dapat berinteraksi dengan SRC, PI3K dan protein G (GP) dan memediasi
sinyal non-genomik. Hasil akhir sinyal ini melalui aktivasi kaskade protein kinase menghasilkan
fosforilasi dan aktivasi TF target. TF sendiri dapat mengatur transkripsi melalui RE site. Growth
factor receptors, seperti epidermal growth factor receptor (EGFR), termasuk ERBB2 (yang juga
diketahui sebagai HER2 dan neu) dan insulin-like growth factor receptor (IGFR) sebagai respons
terhadap growth factor (GR) dapat mengaktivasi ERK dan AKT serin/treonin kinase, yang
kemudian dapat memfosforilasi dan mengaktivasi ER dengan cara independen ligan.

2.1.3 Klasifikasi Kanker Payudara
Hingga saat ini ada banyak klasifikasi KPD yang dikenal antara lain berdasarkan

the American Joint Committee on Cancer, histologi, molekular, dan the St Gallen.
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2.1.3.1 Klasifikasi KPD menurut the American Joint Committee on Cancer.

Klasifikasi KPD menurut stadium berdasarkan the American Joint Committee on
Cancer Staging of Breast (AJCC)%? dibuat berdasarkan besar tumor primer (T),
keterlibatan kelenjar getah bening regional (N), ada atau tidaknya metastasis jauh

(M) (Tabel 2.1.).

Tabel 2.1. Stadium Kanker Payudara Berdasarkan Klasifikasi
the American Joint Committee on Cancer 2010

Stadium Tumor (T) KGRB regional (N) Metastasis (M)

0 Tis NO MO
1A Tl NO MO
1B TO-T1 Nlmi MO
A TO-T1 N1 MO

T2 NO MO
1B T2 N1 MO

T3 NO MO
IITA TO-T2 N2 MO

T3 N1-N2 MO
111B T4 NO-N2 MO
e Setiap T N3 MO
v Setiap T Setiap N Ml

Sumber: Edge et al.%?

Tumor primer (T)

Klasifikasikan tumor primer sama untuk klasifikasi klinis maupun patologi. Bila
pengukuran dibuat berdasarkan pemeriksaan fisis, maka digunakan major heading (T1,
T2, dan T3), namun apabila pengukuran menggunakan mamografi atau patologi
digunakan subset major heading. Tumor harus diukur dalam satuan terdekat dengan

0,1 cm. Klasifikasi tumor primer menurut AJCC adalah sebagai berikut :

Tx . tumor primer tidak dapat dinilai

TO : tidak ada bukti tumor primer

Tis : karsinoma in situ

Tis (DCIS) : duktal karsinoma in situ

Tis (LCIS) . lobular karsinoma in situ

Tis (Paget’s) : Paget’s disease pada puting payudara tanpa tumor
Catatan :

Paget’s disease yang berhubungan dengan tumor
diklasifikasikan berdasarkan ukuran tumor, tumor <2 cm pada

dimensi terbesar.
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T1 : tumor <2 cm pada dimensi terbesar

T1 mic : mikroinvasi tumor < 0,1 cm pada dimensi terbesar

Tla : tumor > 0,1 cm tetapi < 0,5 cm pada dimensi terbesar

T1b : tumor > 0,5 cm tetapi < | cm pada dimensi terbesar

Tlc : tumor > 1 cm tetapi < 2 cm pada dimensi terbesar

T2 : tumor > 2 cm tetapi < 5 cm pada dimensi terbesar

T3 : tumor > 5 cm pada dimensi terbesar

T4 . tumor berukuran apapun dengan ekstensi langsung ke dinding

dada dan/atau ke kulit (ulserasi/nodul kulit)
T4a . ekstensi ke dinding dada tidak termasuk otot pektoralis
T4b :  Edema (termasuk peau d’orange) atau ulserasi kulit payudara,
dan/atau nodul kulit satelit dan/atau pada payudara yang sama.
T4c : gabungan T4a dan T4b

T4d . inflammatory carcinoma

Kelenjar Getah Bening Regional (N)
Klasifikasi kelenjar getah bening regional dibuat berdasarkan klasifikasi klinis
dan patologis.

Klasifikasi KGB regional berdasarkan klinis :

Nx :  KGB regional tidak dapat dinilai (misalnya sudah diangkat)

NO : tidak ada metastasis KGB regional

N1 . metastasis pada KGB aksila ipsilateral yang masih dapat
digerakkan

N2 :  Metastasis pada KGB aksila ipsilateral yang terfiksir satu

sama lain (matted), atau KGB mamaria interna yang terdeteksi

secara klinis* jika tidak terdapat metastasis KGB aksila secara

klinis

N2a . metastasis 4-9 KGB aksila (paling tidak 1 tumor berukuran > 2
mm)

N2b :  metastasis terdeteksi secara klinis pada KGB mamaria interna

tanpa adanya metastasis ke KGB aksila
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N3

N3a
N3b
N3c

Catatan :

metastasis pada KGB infraklavikula ipsilateral dengan atau
tanpa keterlibatan KGB aksila, atau pada KGB mamaria
interna yang terdeteksi secara klinis* dan jika terdapat
metastasis KGB aksila secara klinis; atau metastasis pada
KGB supraklavikula ipsilateral dengan atau tanpa keterlibatan
KGB aksila atau mamaria interna.

metastasis pada KGB infraklavikula ipsilateral

metastasis pada KGB mamaria interna ipsilateral dan KGB aksila.

Metastasis pada KGB supraklavikula ipsilateral

* terdeteksi secara klinis maksudnya terdeteksi pada pemeriksaan

pencitraan (tidak termasuk lymphoscintigraphy) atau pada pemeriksaan fisis atau

terlihat jelas pada pemeriksaan patologis.

Klasifikasi KGB regional berdasarkan patologi

pNO

pN1lmi
pNla

pN1b

pNlc

pN2

pN2a
pN2b

pN3

tidak ada metastasis KGB regional yang teridentifikasi secara
histologis

mikrometastasis > 0,2 mm tetapi < 2 mm

metastasis 1-3 KGB aksila, paling tidak 1 metastasis
berukuran >2 mm

Metastasis pada KGB  mamaria interna  dengan
mikrometastasis atau makrometastasis yang terdeteksi melalui
SLNB tetapi tidak terlihat secara klinis

metastasis 1-3 KGB aksila dan KGB mamaria interna dengan
mikrometastasis atau makrometastasis yang terdeteksi melalui
SLNB tetapi tidak terdeteksi secara klinis

metastasis 4—9 KGB, atau secara klinis terdeteksi pada KGB
mamaria interna tanpa adanya metastasis pada KGB aksila
metastasis 4-9 KGB aksila (paling tidak 1 tumor berukuran >2 mm)
metastasis terdeteksi secara klinis pada KGB mamaria interna
tanpa metastasis ke KGB aksila

metastasis > 10 KGB aksila, atau infraklavikula, atau

terdeteksi secara klinis pada KGB mamaria interna ipsilateral
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dengan keberadaan 1 atau lebih KGB aksila positif, atau lebih
dari 3 KGB aksila dan KGB mamaria interna dengan
mikrometastasis atau makrometastasis terdeteksi dengan
SLNB namun tidak terdeteksi secara klinis, atau metastatis
KGB supraklavikula ipsilateral

pN3a : metastasis > 10 KGB aksila (paling tidak 12 tumor berukuran
>2 mm), atau metastasis ke KGB infraklavikula

pN3b : metastatis terdeteksi secara klinis pada KGB mamaria interna
ipsilateral dengan keberadaan 1 atau lebih KGB aksila positif,
atau lebih dari 3 KGB aksila dan KGB mamaria interna
dengan mikrometastasis atau makrometastasis terdeteksi
dengan SLNB namun tidak terdeteksi secara klinis.

pN3c : metastatis KGB supraklavikula ipsilateral

Metastasis jauh (M)
Klasifikasi metastasis jauh dibuat berdasarkan pemeriksaan klinis dan pencitraan.

Klasifikasi metastasis jauh menurut AJCC adalah sebagai berikut :

Mx : metastasis jauh tidak dapat dinilai
MO : tidak ada metastasis jauh
Ml : terdapat metastasis jauh

2.1.3.2 Klasifikasi Kanker Payudara Menurut Histologi

Berdasarkan histologi KPD dikategorikan ke dalam dua golongan besar yaitu
karsinoma in situ dan karsinoma invasif (infiltrasi). Karsinoma in situ disub-
klasifikasikan menjadi karsinoma duktal in situ (DCIS) atau karsinoma lobular in
situ (LCIS). DCIS lebih sering ditemukan dibandingkan LCIS dan mempunyai
variasi histologi yang besar terbagi menjadi komedo, kribiform, mikropapilare,

papilare, dan solid, sementara LCIS mempunyai variasi histologi yang rendah.®?

Sama halnya dengan karsimoma in situ, karsinoma infiltrasi terdiri dari kelompok
tumor dengan variasi histologi yang besar antara lain karsinoma duktal infiltrasi

(IDC), lobular invasif, duktal/lobular, musinous (koloid), tubular, medulare dan
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papilare. Dari semua karsinoma infiltrasi, IDC merupakan subtipe yang paling

sering ditemukan (70-80%).93

Dalam kaitannya dengan tatalaksana, penentuan biomarker molekular (ER,PgR,
dan HER2/neu) diperlukan pada IDC untuk menentukan respons penderita terhadap
terapi yang diberikan (misalnya TAM atau inhibitor aromatase; Al) pada penderita
dengan ER+/PR+ dan trastuzumab/lapatinib untuk penderita dengan HER/neu+),
sebaliknya pada DCIS penentuan biomarker molekular masih menjadi

perdebatan.®

2.1.3.3 Klasifikasi Kanker Payudara Menurut Molekular

Klasifikasi molekular KPD dibuat berdasarkan subtipe molekular intrinsik KPD
yang diidentifikasi melalui analisis microarray DNA tumor penderita terdiri dari :
(a). Luminal A (£ 40%) bila ER+, HER2 -, protein Ki-67 rendah, dan PR tinggi,
(b).Luminal B (+ 20%) bila ER+, HER2+/-, dan salah satu protein Ki-67 tinggi, dan
PR rendah; (c).Basal-like breast cancer (15-20%) umumnya berkurangnya
ekspresi target molekular yang berperan dalam timbulnya respons terapi; (d). 7riple-
negative breast cancer (TNBC) bila ER-, PR-, HER2-. TNBC banyak ditemukan
pada KPD dengan ekspersi BRCA1 dan pada tipe histologi tertentu seperti
karsinoma medulare dan karsinoma cystic adenoid; (e¢).HER2+/ERBB2 (10—15%)
bila HER2+, ER-; (f).Claudin low (12—14%) merupakan kelas yang baru ditemukan
seringkali triple negative, yang membedakan adalah rendahnya ekspresi protein sel-

sel junction termasuk E-cadherin.%®®*

2.1.3.4 Klasifikasi Kanker Payudara Menurut the St Gallen International
Expert Consensus on the Primary Therapy of Early Breast Cancer.
The St Gallen International Expert Consensus on the Primary Therapy of Early

Breast Cancer.®

mengadopsi penggunaan klasifikasi subtipe molekular intrinsik
dalam aplikasi praktis menggunakan patokan ER, PR, HER2, dan ki-67 (marker
proliferasi sel). Karena tidak selalu memungkinkan memperoleh gen untuk
melakukan pemeriksaan DNA, maka guideline tersebut di atas mengunakan kriteria
klinikopatologi yang mirip namun tidak identik dengan subtipe molekular intrinsik

(Tabel 2.2.).
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Tabel 2.2 Subtipe Molekular Intrinsik dan Klinikopatologi
Kanker Payudara °

Subtipe molekular Klinikopatologi Keterangan
Luminal A Luminal A-like ER+, PR+, HER2-, Ki-67 rendah
Luminal B Luminal B-/ike (HER2-) ER+, HER2- dan paling tidak
salah satu dari Ki-67 tinggi, PR-
/rendah
Luminal B-/ike (HER2+) ER+, overexpression/amplifikasi
HER2,

apapun Ki-67, apapun PR

Erb-B2 overexpression HER2+ (non-luminal) Overexpression/amplifikasi
HER?2 tanpa keberadaan ER dan
PR

Basal-like Triple negative (ductal) Tanpa keberadaan ER, PR, dan
HER2-

Ki-67 tinggi bila >20%.
Sumber: Goldhirsch ef al. ¢

2.1.4 Diagnosis

Pendekatan diagnosis KPD meliputi anamnesis keluhan dan pemeriksaan klinis
(palpasi bimanual payudara, kelenjar limfe lokoregional, dan penilaian adanya
metastasis), disertai dengan pemeriksaan penunjang untuk menegakkan diagnosis
yang meliputi pencitraan (mamografi, ultrasonografi, dan magnetic resonance
imaging/MRI), dan pemeriksaan patologi yang dilakukan dua kali sebelum dan

sesudah operasi.®

2.1.5 Tatalaksana

Tatalaksana utama KPD meliputi pembedahan, terapi radiasi (RT), terapi
endokrin/hormonal (ET), dan terapi target. Tatalaksana pembedahan biasanya
digunakan pada KPD terlokalisasi diikuti dengan terapi ajuvan untuk memastikan
kepulihan penuh dan meminimalkan risiko metastasis. RT adalah proses saat sel-
sel KPD dipajankan dengan radiasi tingkat tinggi secara langsung digunakan untuk
membunuh sel-sel kanker yang tidak terlihat pada saat pembedahan bertujuan untuk
mengurangi risiko kambuhan lokal. Pemberian RT dalam kombinasi dengan

kemoterapi (ChT) pasca bedah akan menyusutkan KPD.%?

Pemilihan terapi sistemik adjuvan harus dimulai 2—6 minggu pasca bedah dan

dipilih berdasarkan: (a). Prediksi sensitivitas terhadap tipe terapi tertentu dan
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manfaat penggunaannya, (b). Risiko kekambuhan individual. Keputusan akhir
dalam pemilihan terapi sistemik adjuvan harus menggabungkan prediksi treatment

sequelae, usia, status kesehatan umum, komorbid, dan preferensi penderita.'!

2.1.5.1 Terapi Hormon

Terapi hormonal merupakan terapi sistemik KPD yang ditujukan pada sel kanker
yang memiliki reseptor hormon positif. Definisi reseptor hormon positif adalah ER
dan/PR positif > 1% dengan pewarnaan imunohistokimia. Status menopause
penderita KPD harus dipertimbangkan dalam memilih terapi hormon

(pramenopause atau pascamenopause).'?

Secara umum penetapan status menopause dibagi sebagai berikut: a) Pramenopause
adalah kelompok yang masih menstruasi secara teratur tanpa menggunakan
kontrasepsi oral atau terapi hormon.; b) Pascamenopause bila memenuhi salah satu
di bawah ini umur lebih dari 60 tahun, telah dilakukan bilateral oophorectomy,
perempuan umur kurang dari 60 tahun dan tidak menggunakan kontrasepsi oral atau
terapi hormon dengan diketahui mempunyai uterus yang intak dan tidak menstruasi
paling sedikit 1 tahun sebelum terdiagnosis KPD; c) Uncertain (perimenopause)
adalah kelompok yang tidak memenuhi kriteria di atas.’

Bila status menopause tidak jelas maka penentuan pascamenopause adalah sebagai
berikut: amenorea lebih dari 12 bulan tanpa penggunaan alat kontrasepsi atau
pengaruh obat-obatan, bilateral oophorectomy, usia lebih dari 55 tahun, kastrasi
radiasi/amenorea lebih dari 3 bulan, menggunakan terapi hormon pada usia >35
tahun. Bila kriteria di atas tidak terpenuhi maka status menopause ditentukan
dengan pengukuran follicle stimulating hormone dan estradiol minimal 4 minggu

setelah berhenti menggunakan terapi hormon atau kontrasepsi oral.!?

2.1.5.1.1 Jenis Terapi Hormon

Ovarium merupakan sumber estrogen pada perempuan pramenopause. Saat ini ada
jenis terapi yang bertujuan mengurangi estrogen yaitu ablasi dan kompetitif. Pada
terapi ablasi hambatan fungsi ovarium permanen bila dilakukan bilateral salfingo-
ooforektomi, radioablasi (radioterapi pada daerah ovarium), dan tidak permanen
dengan medikamentosa. Bila menggunakan medikamentosa maka terapi hormon

dianjurkan selama 5 tahun.'?
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Prinsip terapi hormon menggunakan medikamentosa adalah i). Menekan produksi
hormon estrogen oleh ovarium (analog luteinizing hormone releasing hormone
diberikan pada perempuan menopause. Contoh: gasorelin, leuprolid; i1). Menekan
produksi hormon estrogen perifer (aromatase inhibitor) diberikan pada perempuan
pascamenopause. Contoh: anastrozol, letrozol, dan exemestan; iii). Down
regulation reseptor estrogen (selective estrogen receptor down-regulator)

diberikan pada perempuan pascamenopause. Contoh: fulvestrant.

Prinsip terapi hormon secara kompetitif yaitu memblokade atau mendahului
berikatan dengan reseptor hormon secara selektif dengan menggunakan selective
estrogen receptor modulator (SERM) sehingga estrogen tidak dapat berikatan
dengan reseptor hormon. Diberikan pada penderita pramenopause dan

pascamenopause. Contoh: tamoksifen.!?

2.1.5.1.2 Indikasi Terapi Hormon

Ada berapa indikasi hormon yang sudah diketahui antara lain: (a). Terapi adjuvan
pada KPD dini baik monoterapi/kombinasi dengan kemoterapi pada KPD stadium
awal baik dengan KGB positif maupun negatif; (b). Terapi primer pada KPD
dengan metastasis jauh; (c). Terapi neoadjuvan (terapi hormon preoperatif) untuk
mengecilkan ukuran tumor dan KGB dalam usaha untuk mengubah penyakit non-
operable menjadi operable atau mengurangi radikalitas operasi; (d).
Chemoprevention adalah pemberian obat-obat hormon sebagai salah satu strategi
untuk mencegah KPD pada populasi normal dengan risiko tinggi mutasi pada
BRCA2. Obat yang biasa diberikan adalah golongan tamoksifen. Berbeda dengan
poin a, b. ¢ yang syaratnya adalah ER/ dan PR positif, maka pada chemoprevention
tidak harus memiliki ER dan/PR positif.'?

2.1.5.3 Tatalaksana Kanker Payudara Menurut Beberapa Guideline

The St Gallen International Expert Consensus on the Primary Therapy of Early
Breast Cancer 2013° dan 2015'"! menyatakan pemilihan terapi adjuvan sistemik harus
berdasarkan panduan fenotip intrinsik yang ditentukan berdasarkan ER/PR, HER2,
dan Ki-67 bila memungkinkan. Bagi tipe histologi tertentu ET diberikan pada
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histologi yang responsif (kribriform, tubular, dan musinous), sementara ChT bagi

non-responsif endokrin (apokrin, medular, sistik adenoid, dan metaplastik).’ !

Mengacu pada the St Gallen, the Eropean Society for Medical Oncology (ESMO)
clinical practical guideline °* merekomendasikan pemilihan ajuvan terapi sistemik
menggunakan panduan ekspresi biomarker dan fenotip intrinsik dapat dilihat pada

Gambar 2.5.
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Gambar 2.5. Pemilihan Terapi Ajuvan Sistemik Berdasarkan
Ekspresi Biomarker dan Fenotip Intrinsik.%

ER=reseptor estrogen, HER-2=reserptor human epidermal growth factor-2, ChT=kemoterapi,
ET=terapi endokrin, T=trastuzumab.

Semua kanker luminal harus diterapi dengan terapi hormon (ET). KPD luminal A
tidak memerlukan kemoterapi, kecuali dengan risiko tinggi kekambuhan (extensive
nodal involvement). Luminal B, HER-2 negatif pada umumnya diberikan ET dan

ChT. Indikasi ChT tergantung dari risiko kekambuhan individual (grade,
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proliferasi, dan invasi vaskular). Luminal B, HER-2 positif ET, ChT, dan
trastuzumab (anti-HER-2). HER-2 positif (non-luminal) diberikan ChT+ antiHER-
2. Triple negative (ductal) diberikan ChT.%

Pada penderita pramenopause, TAM 20 mg/hari selama 5-10 tahun merupakan
standar terapi. Bila penderita menjadi pascamenopause dalam 5 tahun pertama
selama terapi TAM, tatalaksana ditukar dengan letrozole/Al. Bila penderita KPD
mempunyai kontraindikasi dengan TAM, agonis Gonadotropin-releasing hormone
(GnRH) dalam kombinasi dengan AI harus digunakan, namun bila ada

kontraindikasi pada kedua obat maka agonis GnRH saja dapat digunakan.®

The St Gallen guideline 2015'"" merekomendasikan pada penderita yang responsif
endokrin dengan risiko rendah dapat diberikan TAM selama 5 tahun, sementara
pada penderita dengan risiko tinggi relaps (status masih pramenopause pasca
komoterapi, keterlibatan 3—4 KGB aksila, usia < 35 tahun) dapat dipertimbangkan
pemberian ovarian fuction suppression (OFS) dengan TAM atau exemestane. Pada
penderita risiko tinggi yang telah menyelesaikan terapi TAM selama 5 tahun,
direkomendasikan perpanjangan lama terapi menjadi total 10 tahun dengan TAM

atau Al (pada yang sudah pascamenopause).

ASCO guideline®® merekomendasikan pemberian TAM 5 tahun pada penderita
pramenopause dengan reseptor hormon positif. Jika perempuan pra- atau
perimenopause dan sudah memperoleh TAM 5 tahun, ditawarkan perpanjangan

terapi menjadi 10 tahun.

Pada penderita pascamenopause, Al (non-steroid dan steroid) dan TAM merupakan
pilihan utama. The St Gallen guideline 2015'! merekomendasikan penggunaan
TAM saja pada penderita dengan risiko rendah, sementara pada penderita dengan
risiko tinggi digunakan Al. ASCO guideline® merekomendasikan minimum lama
terapi 5 tahun terapi adjuvan dengan inhibitor aromatase atau TAM diikuti dengan
inhibitor aromatase (berurutan). Jika perempuan pascamenopause dan sudah
memperoleh TAM 5 tahun, ditawarkan untuk meneruskan TAM atau ditukar

dengan Al dengan total lama terapi 10 tahun.

National Comprehensive Cancer Network (NCCN) guideline!® merekomendasikan

terapi hormon berdasarkan status menopause. Bila penderita pada saat didiagnosis
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KPD mempunyai status pramenopause maka dapat diberikan beberapa alternatif:
dapat diberikan (a). TAM selama 5 tahun £ supresi ovarium atau ablasi. Bila
perempuan menjadi menopause setelah 5 tahun dapat dilanjutkan dengan inhibitor
aromatase (Al) selama 5 tahun/TAM hingga 10 tahun. Bila perempuan tetap
pramenopause setelah 5 tahun terapi dapat diberikan TAM hingga 10 tahun/tidak
diberikan terapi hormon lagi, (b). Al 5 tahun + supresi ovarium atau ablasi. Supresi
ovarium pada perempuan pramenopause dengan risiko tinggi rekurensi (usia muda,
grade tumor yang tinggi, keterlibatan kelenjar getah bening, (c). Al selama 5 tahun,
dan (d). TAM selama 2-3 tahun dilanjutkan dengan AI hingga lengkap terapi
hormon 5 tahun. Pada penderita pascamenopause saat diagnosis KPD dapat
diberikan beberapa alternatif terapi hormon antara lain: (a). Al selama 2—3 tahun
dilanjutkan TAM hingga lengkap 5 tahun terapi, (b). TAM selama 4,5-6 tahun
dilanjutkan dengan Al selama 5 tahun/TAM selama 5 tahun lagi hingga lengkap 10
tahun, (c). Perempuan dengan kontraindikasi, menolak/tidak toleran dengan Al

dapat diberikan TAM selama 5 tahun/10 tahun terapi.'®

Perhimpunan Ahli Bedah Onkologi Indonesia (PERABOI)!? membagai
penatalaksanaan KPD berdasarkan stadium KPD. Terapi adjuvan KPD stadium dini
berupa radioterapi, kemoterapi, terapi target, dan terapi hormon. Perempuan
pramenopause dengan ER+ diberikan TAM/GnRH/bilateral salfingo-ooforektomi
(BSO), sedangkan pascamenopause diberikan TAM, Al (anastrozol, letrozol,
exemestane), dan fluvestrant dengan total lama pemberian 5 tahun. KPD stadium
lanjut lokal (stadium III (TO-3, N2, MO0), IIIB, dan IIC) diberikan ChT
neoadjuvan/hormonal. KPD stadium lanjut diberikan terapi paliatif. Penderita KPD
stadium lanjut dengan reseptor hormon positif yang belum pernah diterapi hormon

(naive) harus diberikan terapi hormon sebagai terapi primer.

2.2 Respons Terapi
Obat yang terbukti efektif pada banyak penderita seringkali tidak memperlihatkan
respons terapi pada penderita lain, adakalanya bila suatu obat bekerja seringkali

menimbulkan efek samping serius hingga kematian pada sebagian kecil penderita.
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Variasi respons terapi dapat meliputi sebagian besar orang dalam suatu populasi
(variabilitas populasi), atau terjadi pada orang yang sama pada waktu tertentu

(variabilitas intraindividu).¢’

Pemberian suatu obat pada dosis tertentu menimbulkan respons terapi berupa
efikasi (kemampuan obat mencapai efek yang diinginkan/efektivitas) dan efek
samping (respons terhadap obat yang tidak diinginkan/merugikan). Pemberian
dosis lebih tinggi akan meningkatkan efek terapi obat tetapi secara simultan
meningkatkan kecenderungan untuk timbulnya efek samping. Dosis obat yang
merupakan rentang antara efek terapi dan timbulnya efek samping didefinisikan

sebagi therapeutic window (Gambar 2.6.).5
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Gambar 2.6. Kurva Dosis — Respons Terapi ¢’

A. Dose-dependent=pemberian dosis obat menimbulkan efikasi lebih besar dibandingkan toksisitas
obat. Therapeutic window didefinisikan sebagai dosis yang merupakan rentang antara efek
terapeutik dan timbulnya efek samping. Gambar B dan C merupakan atypical dose-response curve.
B=pemberian dosis obat menimbulkan efikasi tidak seberapa besar dengan toksisitas yang sama,

dan C=pemberian dosis obat meningkatkan efikasi dan toksisitas jauh lebih besar.
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Pada banyak obat, dosis optimum yang dibutuhkan untuk terapi efektif dan aman
bervariasi bermakna dari satu penderita ke penderita lain. Dosis obat yang sudah
berada dalam therapeutic window pada sebagian penderita dalam populasi dapat
terlalu rendah atau terlalu tinggi pada sebagian penderita yang memiliki atypical
dose-response curve untuk efek terapeutik obat, toksisitas, atau keduanya sehingga
menghasilkan efek samping yang tidak diinginkan. Variasi individual umumnya
menpunyai pengaruh lebih besar pada obat-obat dengan narrow therapeutic

window misalnya warfarin.¢’

2.2.1 Faktor-Faktor yang Memengaruhi Respons Terapi Individu

Faktor yang menyebabkan variasi dalam respons terapi banyak dan komplek antara
lain faktor genetik (enzim pemetabolisme obat, transporter, target terapi obat),
faktor lingkungan (bahan kimia di lingkungan, pemberian obat bersamaan,
merokok, minum alkohol, dan makanan), dan faktor fisiologis (usia, jenis kelamin,
penyakit, kehamilan, olahraga, circadian rhythm, dan kelaparan) dapat memberikan
kontribusi di dalam variasi farmakokinetik maupun farmakodinamik obat. Faktor
genetik pada umumnya menyebabkan perubahan permanen fungsi protein,
sementara faktor lingkungan, dan fisiologis serta pengaruhnya pada respons obat
bersifat sementara pada kebanyakan kasus. Faktor genetik dan non-genetik dapat
menyebabkan variabilitas individual dalam respons terapi dengan cara memodulasi

dose-response curve efikasi dan toksisitas obat (Gambar 2.6.).5

2.2.1.1 Faktor Genetik dalam Respons Terapi

Polimorfisme genetik protein-protein yang terlibat dalam target obat (misalnya
farmakodinamik) metabolisme dan transpor obat (misalnya farmakokinetik)
seringkali merupakan sumber variabilitas individual paling penting. Variasi genetik
dapat mengubah struktur protein target melalui mutasi bagian gen penyandi atau
jumlah protein yang diekspresikan dengan modulasi regulasi gen, pada akhirnya
keduanya akan mengubah fungsi protein atau kecepatan dan kinetic constant
enzim. Polimorfisme genetik enzim pemetabolisme obat dan transporter dapat
memengaruhi absorbsi, distribusi, metabolisme, dan eliminasi obat dengan cara

demikian memengaruhi kadar plasma dan jaringan.5’
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Variasi genetik dapat dihasilkan dari single nucleotide polymorphism (SNP),
insersi, delesi, atau duplikasi rantaian DNA. SNP merupakan variasi genetik yang
paling sering ditemukan, dan lebih dari 90% gen manusia mengandung paling
sedikit 1 SNP. Lebih dari 14 juta SNP telah berhasil diidentifikasi dalam genom
manusia, dan lebih dari 60.000 SNP ditemukan di dalam regio penyandi di dalam
gen. Kebanyakan SNP tidak punya pengaruh pada fungsi gen, namun beberapa SNP
yang ditemukan pada regio penyandi atau pada tempat mulainya transkripsi dapat
menimbulkan implikasi klinis.®’
A 50— Fastacetylators ) [ H
40-

-

;5
9
£ 204
7]
104
0 + T v T T T T
0 2 R 6 b3 10 12
Plasma isoniazid concentration (pg/ml)
EM ™
B 1o i
N TNy
J
20 4 oM
>
2
£
v 104
o T T T T
001 0.1 1 10 100
Uninary debnisoquine: 4-hydroxy debrsoguine rato
40
, 304
]
¢ 204
=
3
)
10 4

0 L ' ¥ L] T ¥ ¥ L]
<20 20+=10-10-0 0~10 10-20 20-30 30-40 >40

Change in FEV, from baseline, %
Gambar 2.7. Distribusi Fenotip Populasi akibat Respons Terapi®’
A. Distribusi bimodal kadar plasma isoniazid sebagai hasil dari polimorfisme NAT2 pada subjek
yang memperoleh isoniazid. B. Distribusi multimodal ratio debrisokuin dan 4-hidroksidebrisokuin
urin sebagai hasil polimorfisme CYP2D6 pada subjek yang mengkonsumsi debrisokuin. C.
Distribusi luas perubahan volume ekspirasi paksa pada subjek yang memperoleh steroid untuk terapi

antiasma.
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Efek dosis terhadap gen akibat monogenetic inheritance bermanifestasi pada
distribusi fenotip polimorfisme genetik dalam suatu populasi. Ada tiga tipe genetik
berdasarkan distribusi fenotip yang dihubungkan dengan respon obat yang telah
dikenali antara lain bimodal, multimodal, atau luas tanpa adanya antimode yang

nyata (Gambar 2.7.).57

Asetilasi isoniazid digambarkan sebagai distibusi bimodal, monogenik. Individu
dibagi menjadi dua subpopulasi yaitu asetilator cepat atau asetilator lambat dalam
hubungannya dengan genotipe NAT2, sementara 4-hidroksilasi debrisokuin oleh
CYP2D6 mengikuti distribusi multimodal, monogenik yang membagi populasi
menjadi PM bila CYP2D6 inaktif, UM bila memiliki banyak kopi CYP2D6 dengan
aktivitas sangat tinggi, IM bila aktivitas CYP2D6 berkurang, dan EM bila memiliki

kecepatan metabolisme yang normal.’

2.2.1.2 Faktor-Faktor Lain yang Berperan dalam Respons Terapi Kanker
Payudara

Ada banyak faktor yang dapat memengaruhi prognosis suatu penyakit dan respons
terapi yang diberikan. Faktor prognostik adalah setiap pengukuran yang tersedia
pada saat pembedahan yang berkorelasi dengan disease-free survival (DFS) atau
overall survival (OS) tanpa keberadaan terapi sistemik adjuvan. Sebaliknya faktor
prediktif adalah setiap pengukuran yang dapat digunakan untuk memprediksi
respons terapi seseorang. Faktor prognostik berhubungan dengan perjalanan
alamiah penyakit sehingga dapat memilah pasien yang paling sering mengalami
kambuhan tanpa terapi adjuvan, sementara faktor prediktif dapat mengidentifikasi
terapi yang tepat bagi seorang pasien. Faktor prognostik harus dibedakan dari faktor
prediktif, namun ada beberapa faktor seperti reseptor hormon dan overekspresi
HER-2 yang merupakan faktor prognostik tetapi juga sekaligus merupakan faktor
prediktif.?

Saat ini ada beberapa faktor prognostik yang diketahui dapat memengaruhi respons
terapi KPD antara lain keterlibatan kelenjar limfe nodus aksilaris, ukuran tumor,
ERa, PgR), Ki-67, HER2, stadium, karakteristik histologi, subtipe molekular,

invasi limfatik dan vaskular, usia pada saat di diagnosis KPD,* 4 obesitas.’ Studi
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menunjukkan frekuensi positif dan kadar ER dan PgR dan HER2 negatif meningkat
dengan bertambahnya wusia, dengan kadar tertinggi pada perempuan
pascamenopause. ER dan PgR negatif dan HER2 positif dihubungkan dengan
penyakit yang lebih lanjut dan luaran yang buruk.%

Respons terhadap terapi endokrin pada KPD berkorelasi dengan status ER dan PgR.
Penelitian yang bertujuan melihat prognosis hormon reseptor positif tunggal (ER-
PgR+ dan ER-PgR+) dibandingkan dengan double hormon reseptor (ER+ PgR+)
positif tanpa keberadaan HER-2 memperlihatkan hasil reseptor hormon positif
tunggal tanpa overekspresi HER-2 dihubungkan dengan lebih buruknya survival
dibandingkan kelompok yang memiliki double hormon reseptor positif, sebanding

dengan buruknya survival pada triple negative breast cancer (ER-, PgR-, HER-2).%

Studi yang dilakukan di Jepang membandingkan faktor prognostik pasien KPD. The
48-month DFS rate untuk luminal A, luminal B, HER2, dan BBC subtipe masing-
masing sebesar 94,2%, 71,3%, 70,6%, dan 76,2%, p < 0,01. Rekurensi KPD lebih
sering pada subtipe luminal B, HER2 vs. luminal A, namun overall survival tidak
berbeda bermakna di antara kelompok subtipe.”” Subtipe luminal A KPD
mempunyai prognosis yang baik independen faktor prognostik lainnya seperti
stadium TNM,”! sementara subtipe luminal B KPD pada perempuan muda

merupakan prediktor kuat untuk terjadinya rekurensi.”?

Studi menggunakan data the Japanese Breast Cancer Registry bertujuan melihat
apakah usia muda saat diagnosis KPD merupakan faktor prognostik KPD
menunjukkan pasien usia muda (< 35 tahun) dihubungkan dengan stadium TNM
lanjut dan karakteristik KPD agresif (HER2 positif dan ER) dibandingkan usia
pertengahan (35-50 tahun), dan tua (> 50 tahun). Usia muda merupakan faktor
prognostik independen untuk DFS (HR = 1.73; 95 %IK=1.42-2.10; p < 0.001) dan
OS (HR = 1.58; IK95% 1.16-2.15; p = 0.004).7

Studi yang dilakukan di Cina menggunakan the Surveillance, Epidemiology, and
End Results (SEER) database pada subjek dengan KPD primer non-metastasis
menunjukkan usia pertengahan (> 40 tahun) secara bermakna dihubungkan dengan
meningkatnya survival kecuali pasien dengan stadium III penyakit, dan lansia

perempuan (usia > 60 tahun) merupakan prediktor independen yang bermakna
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untuk prognosis buruk dibandingkan usia muda.”* Kedua studi tersebut

menunjukkan faktor usia berperan sebagai perdiktor independen prognostik KPD.

Hubungan antara ERB2 dan respons terapi masih bersifat kontradiksi. Studi
retrospektif menunjukkan tingginya ekspresi protein ERP2 secara independen
dihubungkan dengan lebih rendahnya rekurensi KPD (34%), sehingga berdasarkan
studi tersebut ERB2 dapat digunakan sebagai marker prediktif untuk terapi TAM.”>

Studi lain pada penderita KPD dengan terapi ajuvan TAM monoterapi
menunjukkan ERPB1 dihubungkan dengan lebih baiknya survival secara
bermakna.’® Hasil yang berbeda ditunjukkan oleh studi lain yang mendapatkan
ekspresi ERB2 pada lesi primer dihubungkan dengan respons terapi yang buruk
terhadap TAM, terutama pada kanker dengan rendahnya skor Allred untuk PgR.”’

Tinjauan sistematik dan metaanalisis menunjukkan status ER[3 merupakan faktor
prognostik yang berhubungan dengan DFS dan OS penderita KPD. Penderita KPD
dengan ERa positif, ERP positif tidak dihubungkan dengan perbaikan DFS atau
OS, sebaliknya pada penderita ERo negatif ekspresi ERP secara bermakna
dihubungkan dengan perbaikan DFS dan OS.”® Keberadaan ERB1 atau ER[2
tampaknya mengganggu fungsi ERa dan menyebabkan down regulation gen ERa
downstream. Keberadaan ERB1 dan ER[32 dapat memengaruhi sensitivitas terhadap

obat yang secara langsung dapat berikatan dengan ERa seperti halnya TAM.>

Adiposa dihubungkan dengan meningkatnya risiko KPD dan mortalitas.
Mekanisme yang mendasari adalah interaksi leptin, insulin, dan berbagai mediator
inflamasi dapat memengaruhi pertumbuhan KPD.” Tinjauan sistematik dan
metaanalis yang dilakukan oleh Chan et al.”’ bertujuan melihat hubungan Indeks
Massa Tubuh (IMT) dan survival pada perempuan dengan KPD. Obesitas
dihubungkan dengan OS lebih buruk pada perempuan KPD baik pra- dan
pascamenopause. Perempuan pra-dan pascamenopause dengan obesitas (IMT > 30)
mempunyai risiko relatif 1,75 kali dan 1,34 kali mengalami kematian. Tiap
peningkatan 5 kg/m? peningkatan IMT sebelum, < 12 tahun setelah, dan > 12 bulan
setelah diagnosis meningkatkan risiko 17%, 11%, dan 8% mortalitas total, dan 18%,

14%, dan 29% mortalitas akibat KPD.> Studi lain menunjukkan perempuan dengan
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kadar adiposa yang tinggi (IMT dan WHR) lebih sering ditemukan pada basal-like
tumor, tetapi lebih jarang ditemukan pada tumor luminal. IMT tinggi (> 30) pasca
diagnosis KPD bersamaan dengan basal-like tumor dan waist-to-hip ratio yang
tinggi (> 0,84) dihubungkan dengan mortalitas luminal. Berdasarkan hasil studi
tersebut survival KPD dapat bervariasi dan dihubungkan dengan subtipe intrinsik

dan adiposa.?”

Terikatnya SERM pada ER menyebabkan hambatan poten pada sinyal estrogen
yang dapat memperlemah oksidasi asam lemak dan menyebabkan timbulnya
NAFLD. Pada penggunaan SERM (TAM dan toramifen) selama 3 tahun pertama
dihubungkan dengan kejadian nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD).

Studi Zheng ef al.3! bertujuan meneliti hubungan NAFLD dengan luaran survival
pasien KPD menunjukkan penderita yang mengalami NAFLD mempunyai DFS
meningkat 41% dibandingkan kelompok yang tidak mengalami kejadian tersebut
(HR = 0,59; 1K95% 0,36-0,96; p = 0,033). Timbulnya kejadian NAFLD akibat
SERM secara independen dihubungkan dengan meningkatnya DFS dan berguna
untuk memprediksi respons terapi pada pasien KPD yang menggunakan SERM.3!

Sebagian mekanisme yang menjelaskan hubungan tersebut adalah karena NAFLD
dihubungkan dengan berkurangnya IGF-1,%? Adanya crosstalk antara IGF-1R dan
ER, demikian juga MAPK/ERK dan PI3K/AKT signaling downstream dari sinyal
IGF. Ekspresi berlebihan insulin-like growth factor-1 (1GF-1) dihubungkan dengan
meningkatnya aktivitas reseptor tirosin kinase yang menyebabkan resistensi

terhadap TAM dan fulvestrant.®’

2.3 Sitokrom P450

2.3.1 Famili Sitokrom P450

Sitokrom P450 (CYP) merupakan famili enzim utama yang terlibat dalam enzim
metabolisme fase 1, yang berfungsi mengoksidasi sebagian besar substansi endogen
(misalnya eikosanoid dan steroid) dan xenobiotik (misalnya obat dan substansi
yang ada di lingkungan) menjadi substansi yang lebih hidrofilik (lebih larut dalam

air).
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Hingga saat ini pada manusia ada 57 gen CYP fungsional dan 58 pseudogen yang
dikelompokkan dalam 18 famili (misalnya CYP1-5, 7, 8, 11, 17, 19-21, 24, 26, 27,
39, 46, dan 51).3 Famili CYP 1, 2, dan 3 merupakan subfamili yang
bertanggungjawab pada 70-80% metabolisme obat dan xenobiotik. CYP yang
paling banyak diekspresikan di hepar adalah CYP3A4, 2C9, 2C8, 2E1, dan 1A2,
sementara CYP2A6, 2D6, 2B6, 2C19 and 3A5 ditemukan dalam jumlah kecil di
hepar, dan CYP 2J2, 1Al, dan 1B1 terutama diekspresikan di ekstrahepatik.
Sebagian besar oksidasi obat pada manusia diperantarai oleh CYP sebagai berikut
1A2 (8,9%), 2A6 (3,4%), 2B6 (7,2%), 2C8 (4,7%), 2C9 (12,8%), 2C19 (6,8%),
2D6 (20%), 2E1 (3%), 2J2 (3%), dan 3A4/5 (30,2%).54

2.3.2 Substrat CYP2D6

CYP2D6 merupakan satu dari CYP yang paling banyak diteliti secara intensif
dalam kaitannya dengan polimorfisme. CYP2D6 ditemukan dalam kadar kecil
pada hepar (2-4%), namun enzim ini memetabolisme + 25% obat di hepar. Tipikal
substrat CYP2D6 bersifat lipofilik, dan meliputi beberapa obat antara lain
antidepresan trisiklik dan generasi kedua (aminotriptilin, paroxetin, venlafaxin),
antipsikotik (aripiprazole, risperidon), antiaritmia (propafenon, mexiletin,
flecainid), antiemetik (ondansetron, dolansetron, metoklopramid), antagonis [3-
adrenoreseptor (metoprolol, atenolol, bisoprolol, timolol, dll), dan opioid (kodein,

tramadol), antikanker selective estrogen receptor modifier (SERM).%

2.3.3 Lokus Gen CYP2D6

Gen CYP2D6 dipetakan dalam kromosom 22q13.1 yang terdiri dari 9 ekson yang
terdiri dari 4.378 pasang basa (bp), dengan open reading frame yang terdiri dari
1491 pasang basa yang mengkode 497 asam amino.®® Gen CYP2D6 diapit oleh dua
pseudogen CYP2D7P dan CYP2DS8P yang memiliki 95% untaian homolog dengan
CYP2D6. CYP2D7 berada downstream dari CYP2D8P mengandung sebuah insersi
T di dalam ekson 1, sementara CYP2D8P meliputi multipel delesi dan insersi di

dalam ekson (Gambar 2.8.).%
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Gambar 2.8. Pengelompokan Gen CYP2D6 pada Manusia dan Single
Nucleotide Polimorphisms yang Umum Ditemukan pada Gen CYP2D6%

CYP2D6 dikelompokkan dalam kelompok pseudogen CYP2D7P dan CYP2D8P inaktif dengan
sifat homolog yang sangat tinggi. Gen CYP2D6 terdiri dari 9 ekson. (a). Semua gen dapat dihapus
(CYP2D6*5); (b). Duplikasi atau multiplikasi CYP2D6 (tandem copy N=2-12); (c). Lokus
CYP2D6; dan (d). Single nucleotide polimorphism (SNP) yang umum ditemukan di dalam gen
CYP2D6. CYP=sitokrom P450; UTR=untranslated region.

Sebagian besar varian alel CYP2D6 ditandai oleh kehadiran satu atau lebih single
nucleotida variations (SNV) yang meliputi variasi 1 pasang basa dalam sekuens
gen (single nucleotide polimorphisms/ SNP), insersi atau delesi satu atau sebagian
kecil nukleotida (basa penyusun asam nukleat). Tergantung dari variasi dan lokasi
di dalam gen, alel dapat bersifat non-fungsional misalnya CYP2D6*4 (splice
defect), CYP2D6*3 dan *6 (single nucleotide deletion causing frame shifts),
CYP2D6*7 (pertukaran asam amino), CYP2D6*10 (pertukaran asam amino)

memengaruhi stabilitas enzim.3¢

Universitas Indonesia



36

CYP2D6 merupakan gen yang kompleks dan sulit untuk dilakukan genotyping
karena banyaknya jumlah varian gen tersebut. Hingga saat ini ada lebih dari 100
varian alel CYP2D6 yang telah berhasil diidentifikasi dengan aktivitas metabolik
berbeda. Ditambah lagi dengan adanya delesi/insersi, duplikasi, multiplikasi, dan
pseudogen menambah kekompleksan dalam melakukan genotyping.®® Pada
Gambar 2.9. dapat dilihat polimorfisme pada alel CYP2D6*10 dan alel lainnya
pada gen lokus CYP2D6 beserta efek yang timbul terhadap aktivitas metaboliknya
(prediksi fenotip berdasarkan alel).
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Gambar 2.9. Polimorfisme Alel CYP2D6*10 (c.100C>T) dan Efek
yang Timbul terhadap Aktivitas Metaboliknya

Polimorfisme gen CYP2D6 lokus dan pseudogen CYP2D7P dan CYP2DS8P (a), ada lebih dari 100
varian alel yang telah berhasil diidentifikasi yang meliputi SNP, insersi/delesi, duplikasi,
multiplikasi (b), Alel CYP2D6*10 (substitusi C100T pada ekson 1) merupakan SNP yang sering
ditemukan pada etnik Asia (b,c), CYP2D6*10 (pertukaran asam amino) memengaruhi stabilitas
enzim yang akan mengurangi aktivitas metabolik enzim yang dikenal sebagai intermediate

metabolizer (d)

Penamaan alel CYP2D6*10 diberikan berdasarkan database the human
cytochorome P450 allele nomenclature. Saat ini ada 4 varian alel CYP2D6 yang
sudah diketahui yaitu *10A, *10B, *10C dan *10D yang secara kolektif disebut

sebagai *10 untuk tujuan diagnostik.’® Pada semua varian alel CYP2D6*10
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ditemukan substitusi pada c¢.100C>T. Substitusi c¢.100C>T pada ekson 1
menyebabkan terjadinya substitusi prolin dengan serin (Pro34Ser) sehingga

terbentuknya enzim tidak stabil dengan aktivitas yang rendah.

2.3.4 Prediksi Fenotip CYP2D6 Berdasarkan Alel
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Gambar 2.10. Distribusi Genotip dan Fenotip CYP2D6 Akibat Metabolisme
Oksidasi Spartain pada Populasi®®
Aktivitas metabolik CYP2D6 berdasarkan alelnya bisa diklasifikasikan sebagai
normal (¥1, *2, *33, *35), berkurang (*9, *10, *17, *29, *41, *69), tidak ada (*3,
*4 %6, ¥7, *8, ¥11-*15, *18-*21,*31, *38, *40, *42, *44), atau meningkat (*2XN,
*35X2).88

Polimorfisme gen CYP2D6 akan menimbulkan variasi fenotip yang akan membagi
populasi berdasarkan aktivitas fungsional enzimnya. Poor metabolizer (PM):
keberadaan dua alel non-fungsional (null allele), misalnya *3 dan *4; extensive
metabolizer (EM): keberadaan satu/dua alel dengan fungsi normal, misalnya *2;
intermediate metabolizer (IM) : keberadaan 1 null allel dan 1 alel dengan fungsi
berkurang, atau 2 alel dengan fungsi berkurang, misalnya *10; dan wultrarapid
metabolizer (UM) : varian dengan fungsi lebih akibat duplikasi gen fungsional

(gain-of-function variant) (Gambar 2.10.).34
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Implikasi klinis polimorfisme enzim pemetabolisme obat harus dipertimbangkan di
dalam konteks farmakologi. Bila obat secara farmakologi aktif varian dengan fungsi
yang hilang akan menyebabkan berkurangnya clearance dan meningkatnya kadar
obat dalam plasma sehingga meningkatkan efek obat bahkan dapat timbul efek
samping obat, sementara varian dengan fungsi lebih akan menyebabkan
meningkatnya clearance dan lebih rendahnya kadar obat dalam plasma sehingga
akan mengurangi efek obat. Bila suatu obat diaktivasi secara metabolik (prodrug),
hasil yang bertolak belakang akan terjadi, dan metabolit yang aktif secara
farmakologi atau metabolit toksik harus dipertimbangkan sebagai dampak dari

adanya polimorfisme genetik.?*

2.3.5 Distribusi Polimorfisme Genetik CYP2D6 antar Etnik

Gen CYP2D6 sangat polimorfik sehingga menimbulkan variabilitas luas dalam
distribusi alel CYP2D6 yang berdampak pada bervariasinya persentase PM, IM,
EM, UM interindividu dan etnik.®> Alel CYP2D6*10 (alel dengan fungsi
berkurang) lebih sering ditemukan pada populasi Asia (40%), sementara alel
CYP2D6*4 (alel non-fungsional) lebih sering ditemukan pada populasi Kaukasia
(11,7%), namun di Asia sangat jarang ditemukan (< 1%).%° Pada etnik Asia

umumnya mempunyai fenotip IM (30-57%).3?

Alel CYP2D6*10 merupakan alel yang sering ditemukan di Asia yang berkaitan
dengan fenotip IM. Frekuensi alel CYP2D6*10 pada beberapa etnik Asia antara
lain: di Thailand (53%),*° Vietnam (58,5%) dan Filipina (52,4%),** etnik Melayu
Malaysia (28,9%), dan Cina (57,1%),”° Mereka akan rentan untuk kurang
mendapatkan terapi optimal pada penggunakan TAM. Polimorfisme CYP2D6

mengakibatkan bervariasinya kadar END sebesar 30—-53%.!7-23

2.4 Modulator Reseptor Estrogen

Saat ini ada beberapa modulator ER yang telah dikenal dengan indikasi yang
berbeda-beda. Beberapa modulator reseptor estrogen yang ada saat ini antara lain:
TAM, raloksifen, lasofoksifen, toramifen., fluvestrant, klomifen, ormeloksifen,

femarelle, bezedoksifen, arzoksifen, dan afimoksifen.
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2.4.1 Tamoksifen

2.4.1.1 Struktur

Tablet TAM (Novaldex®) 20 mg mengandung TAM sitrat yang equivalen dengan
20 mg TAM. Secara kimia Novaldex merupakan transisomer derivat trifeniletilen.
Nama kimianya adalah (Z)2-[4-(1,2-diphenyl-1-butenyl)phenoxy]-N, N-
dimethylethanamine 2 hydroxy-1,2,3- propanetricarboxylate (1:1). TAM sitrat
mempunyai berat molekul 563.62, dan pKa = 8.85. Struktur dan formula empirisnya
dapat dilihat pada Gambar 2.11.°!

(CH3)zN(CH2),0 —

& K * CgHg07

I CoHs

(C3;H37NOg)

Gambar 2.11. Struktur Kimia dan Formula Empiris Tamoksifen Sitrat.’!

2.4.1.2 Mekanisme Kerja

TAM adalah antagonis ER yang merupakan selective estrogen receptor modulator
(SERM) yang digunakan saat ini untuk tatalaksana KPD dengan ekspresi ER (+).
Mekanisme kerja TAM adalah dengan cara berkompetisi dengan E2 dan berikatan
dengan LBD pocket ER. Terikatnya metabolit TAM akan menginduksi perubahan
konformasi. Heliks 12 di dalam LBD berfungsi sebagai molecular switch
mengadopsi konformasi aktif dengan keberadaan agonis (E2) menyebabkan
interaksi protein koregulator dengan AF-2 coregulator-binding surface. Pemberian
TAM yang dikonversi menjadi 4-hidroksiTAM (metabolit) menyebabkan heliks 12
mengalami rotasi dan menempati AF-2 coregulator-binding surface sehingga
menghasilkan efek antagonisme transkripsi.’’ 32 Imbas efek di atas adalah

berkurangnya akumulasi E2 di dalam jaringan target E2 pada manusia.>?
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Studi in vitro menunjukkan beberapa metabolit TAM seperti END dan N-desmetil-
TAM juga merupakan inhibitor poten enzim aromatase (CYP19).”2 Potensi
metabolit ini dalam menghambat aktivitas aromatase sebanding dengan efek

letrozole, obat yang memang merupakan inhibitor aromatase.”?

TAM memperlihatkan aktivitas campuran agonis dan antagonis tergantung dari
besarnya dosis yang diberikan, sel, jaringan, dan spesies. Pada sel KPD manusia
dan uterus tikus pemberian TAM dosis rendah menghasilkan efek stimulasi
(agonis) pada pertumbuhan sel, sementara pemberian TAM dosis tinggi
menyebabkan konversi aktivitas agonis menjadi antagonis (menghambat

pertumbuhan sel).”?

Tergantung dari jaringan dan spesiesnya, TAM memperlihatkan efek campuran
agonis/antagonis pada jaringan manusia dan tikus, namun bersifat agonis murni
pada tikus dan marmot.”> Pada manusia TAM mempunyai efek estrogenik dan
antiestrogenik tergantung pada jaringan target. TAM memperlihatkan efek
campuran yaitu sebagai antagonis estrogen pada jaringan payudara dan secara
kompetitif menghambat sel KPD memperoleh estrogen yang diperlukan untuk
perkembangannya dan sebagai agonis (efek stimulasi) pada uterus (meningkatkan

proliferasi sel endometrium) dan jaringan tulang.”3

Efek farmakologi campuran yang dimiliki oleh TAM tergantung pada ekspresi
regulator protein yang selektif terhadap jaringan, yang akan berinteraksi dengan ER
pada promotor gen sehingga menimbulkan efek meningkatkan atau merepresi
transkripsi gen dependen ER. Contohnya steroid receptor coactivator 1
(SRCI/NCOAT) diekspresikan pada kadar tinggi di uterus dan kadarnya rendah di
jaringan payudara. TAM menginduksi rekrutmen SRCI1 pada promotor gen
dependen ER di dalam jaringan uterus dan menginduksi rekrutmen korepresor pada

promotor gen ER di dalam jaringan payudara.>?

Efek farmakologi SERM yang unik dapat dijelaskan dengan 3 mekanisme sebagai
berikut: (a). Adanya perbedaan ekspresi ER pada jaringan target; (b). Perbedaan
konformasi ER tergantung pada ligan yang berikatan dengan ER; (c). Perbedaan
ekspresi dan ikatan dengan protein regulator transkripsi (koaktivator atau

korepresor). Mekanisme kerja SERM dapat dilihat pada Gambar 2.12.
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Gambar 2.12. Mekanisme Kerja Selective Estrogen
Receptor Modulator pada Reseptor Estrogen®

Tiap kelas SERM (simbol warna orange) walaupun mempunyai bentuk yang berbeda semuanya
terikat pada ER. Pada saat estrogen, antiestrogen, atau SERM pada ER, ER mengalamai perubahan
konformasi yang menyebabkan terjadinya dimerisasi spontan dan selanjutnya memfasilitasi
interaksi antara dimer dengan estrogen response elemen (ERE) yang terletak di dalam sel target.
Kompleks ligan dan ER kemudian berikatan dengan berbagai protein koregulator yang akan
menimbulkan konformasi struktur yang; bervariasi tergantung ligan. Beberapa komplek ER-SERM
merekrut korespresor (warna ungu tua) yang akan meningkatkan aktivitas antagonis, sementara
rekrutmen koaktivator lainnya (warna biru) meningkatkan aktivitas agonisnya. Beberapa SERM
juga dapat memfasilitasi interaksi ER dengan koaktivator yang belum diidentifikasi (hijau).
Estrogen maupun antiestrogen tidak akan berikatan dengan normal. Estrogen memfasilitasi
interaksinya dengan ER dengan koaktivator, sementara antagonis mengaktivasi ER terutama melalui
korepresor. Ikatan berbagai SERM pada ER menyebabkan reseptor mengadopsi perubaan
konfomasi yang berbeda satu dnegan lainya dan juga berbeda dari induksi oleh agonis atau antagonis
estrogen klasik. Aktivitas SERM akan dipengaruhi oleh kadar relatif ekspresi protein koregulator
(korepresor dan koativaator) yang diekspresikan pada sel target berbeda.

2.4.1.3 Farmakokinetik

Setelah pemberian dosis tunggal TAM 20 mg per oral, rerata kadar puncak plasma
40 ng/mL (berkisar antara 35-45 ng/mL) tercapai dalam 5 jam setelah pemberian
obat. Eliminasi TAM bersifat bifasik dengan waktu paruh eliminasi terminal
berkisar 5—7 hari. Rerata Steady state plasma concentration (Css) TAM dan N-
desmetil-TAM setelah pemberian 20 mg TAM sekali sehari selama 3 bulan adalah
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122 ng/mL (berkisar 71-183 ng/mL) dan 353 ng/mL (berkisar 152—706 ng/mL).
Css TAM tercapai dalam + 4 minggu sementara untuk N-desmetilTAM adalah + 8
minggu dengan waktu paruh eliminasi + 14 hari.”! Kadar END dalam serum
manusia berkisar antara 10—150 nM, konsentrasi END dalam jaringan 10-100 kali

lebih tinggi (10 uM) daripada kadar dalam serum.

Studi in vitro yang dilakukan oleh Gjerde et al.®> menunjukkan kadar TAM dan
metabolitnya dalam jaringan KPD berhubungan secara bermakna dengan kadar
serumnya, bahkan kadar dalam jaringan KPD lebih tinggi 5-10 kali dibandingkan
kadar yang terukur di serum, kecuali untuk metabolit TAMNox. Tingginya kadar
dalam jaringan KPD konsisten dengan luasnya volume distribusi TAM pada
manusia yaitu 50—60 liter/kg. Selain volume distribusi obat yang luas, faktor lain
yang menyebabkan lebih lamanya pajanan jaringan terhadap obat adalah
panjangnya waktu paruh NDMT (£ 14 hari), dengan waktu paruh END lebih

panjang dari 14 hari.”!

Metabolisme TAM bersifat kompleks dan terjadi secara ekstensif oleh enzim hati
melibatkan jalur metabolisme primer dan sekunder manghasilkan metabolitnya
masing-masing. Studi in vitro memperlihatkan ada banyak isoform CYP (CYP3A,
CYP2D6, CYP2C9, CYP2C19, CYP2B6, dan CYP1A2) yang terlibat di dalam
biotrasformasi TAM menghasilkan metabolit primer.”® Hasil metabolisme TAM
menghasilkan 2 metabolit primer yaitu N-desmetil-TAM dikatalisasi terutama oleh
CYP3A4/5 dan 4-hidroksi-TAM terutama oleh CYP2D6. Tiap metabolit primer
mengalami metabolisme kembali menjadi metabolit sekunder yaitu (Z)-4-hidroksi-
N-desmetil-TAM (END) sebagian besar melalui biokonversi N-desmetil-TAM
(CYP2D6) dan sebagian kecil dari 4-hidroksi-TAM (CYP3A4/5). Hasil studi ini
menunjukkan isoform CYP2D6 mempunyai peran besar di dalam pembentukan

END maupun 4-hidroksi-TAM (Gambar 2.13.)."3

TAM merupakan antiestrogen yang dianggap sebagai prodrug karena efek
antiestrogen timbul diketahui terutama akibat terbentuknya 2 metabolit aktif yaitu
(Z)-4-hidroksi-N-desmetil-TAM (END) dan 4-hidroksi-TAM. Efek antiestrogen 4-
hidroksi-TAM 30-100 kali lebih poten dibandingkan TAM (parent drug), namun

jalur hidroksiksilasi hanya memberikan kontribusi £ 7% di dalam metabolisme
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TAM, sementara jalur N-demetilasi memberikan kontribusi pada £ 92% di dalam

metabolisme TAM.??
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Gambar 2.13. Biotransformasi Tamoksifen Menjadi Endoksifen'®
CYP3A4/5 merupakan isoform utama yang berperan dalam pembentukan N-desmetil-TAM.
Pembentukan 4-hidroksi-TAM dan END secara predominan dikatalisis oleh CYP2D6.! Isoform
CYP lainnya seperti CYP2C19, CYP2C9, dan CYP2B6 tampaknya memainkan peran kecil dalam
metabolisme. Kadar 4-hidroksi-TAM relatif lebih rendah dibandingkan N-desmetil-TAM
menunjukkan jalur metabolisme utama TAM (parent drug) melalui N-demetilasi. Jalur metabolisme
primer TAM menjadi END awalnya melalui N-demetilasi oleh CYP3A4 manjadi N-desmetil-TAM
diikuti oleh hidroksilasi oleh CYP2D6 menghasilkan END. Sulfotransferase Family 1A Member 1
(SULT1A1) juga berperan dalam sulfalasi 4-hidroksi-TAM dan berperan dalam klirens END. !¢

END dan 4-hidroksi-TAM mempunyai potensi antiestrogenik yang serupa, namun
kadar plasma END lebih tinggi di atas 10 kali lipat dibandingkan 4-hidroksiTAM
(dengan variabilitas interindividu yang luas).”” Selain itu, END secara unik
mempunyai target kerja pada ERa (yang dikode oleh gen ESR1) yang berperan
dalam terjadinya degradasi proteasomal, sehingga END dapat mengurangi kadar
protein ERa, sementara metabolit lain semata-mata menstabilkan mereka.”® Kedua
hal itu menyebabkan END merupakan metabolit utama yang berperan di dalam

keberhasilan terapi TAM.
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Inaktivasi TAM dan metabolitnya melalui glukuronidasi dan sulfatasi melalui
perantaraan UGT dan SULT. Glukuronidasi merupakan jalur eliminasi
predominan. Sebanyak 65-75% dosis TAM yang diberikan diekskresi melalui

saluran empedu dan feses dalam = 2 minggu.’!

2.4.1.3.1 Prodrug dan Metabolit aktif

Clearance obat dari tubuh terjadi melalui tiga mekanisme yaitu ekskresi renal obat
utuh, ekskresi bilier obat utuh diikuti dengan eliminasi melalui feses, dan
metabolisme. Pada clearance metabolik, sebuah obat dikonversi menjadi metabolit.
Pada sebagian besar kasus, metabolit terbentuk karena adanya perubahan kimia
pada parent drug yang menyebabkan kapasitas untuk berikatan dengan reseptornya
sebagian besar berkurang atau hilang. Namun pada beberapa kasus metabolit dapat
mempunyai aktivitas intrinsik (berikatan pada target tanpa keberadaan salah satu
dari faktor-faktor lain yang terjadi pada sistem yang lebih kompleks seperti
organisme utuh, jaringan, atau pemeriksaan selular in vitro) pada reseptor target

yang akan memberikan kontribusi pada efek farmakologi in vivo.”

Prodrug adalah parent drug yang tidak aktif secara farmakologi. Untuk jadi aktif
dan menimbulkan efek farmakologi harus mengalami konversi oleh serangkaian
reaksi metabolisme menjadi metabolit aktif. Prodrug pada umumnya dibentuk
untuk mengatasi absorbsi obat yang jelek atau memperpanjang waktu paruh.
Beberapa obat yang mempunyai metabolit aktif dipertimbangkan sebagai

accidental prodrug.”®

Pajanan reseptor target terhadap metabolit aktif ditentukan oleh beberapa faktor
seperti kecepatan dan lamanya pembentukan metabolit, kecepatan metabolisme
metabolit diikuti dengan clearance, penetrasi jaringan target, dan fraksi bebas.
Pengetahuan ini penting di dalam menentukan dosis obat yang diperlukan untuk
efikasi dan penyebab variasi interindividual dalam dose concentration effect

relationship.”

2.4.1.3.2 Efek Metabolit Aktif terhadap Farmakokinetik
Berdasarkan sudut pandang farmakokineik, metabolit (aktif dan inaktif) seringkali
dihubungkan mempunyai formation rate-limiting kinetics atau elimination rate-

limiting kinetics. Bila kecepatan eliminasi metabolit tidak melebihi kecepatan
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eliminasi parent drug asalnya disebut formation rate-limiting kinetics ditandai
dengan t1/2 lebih pendek dibandingkan bila metabolit dibentuk setelah pemberian
parent drug, clearance lebih tinggi dan/atau volume distribusi lebih rendah bila
dibandingkan parent drug.’® Pada elimination rate-limiting kinetics, t1/2 dari
metabolit lebih panjang dibandingkan parent drug, dan nilai ini akan sama terlepas
apakah metabolit timbul setelah pemberian parent drug atau metabolit diberikan
secara langsung. Bila metabolit menunjukkan elimination rate-limiting kinetics,
pada pemberian berulang parent drug, metabolit potensial mengalami akumulasi
dalam jumlah yang lebih besar dibandingkan parent drug pada saat steady state.
(Gambar 2.14.).%°

Fenomena distribusi sebagian besar ditentukan oleh interaksi kapasitas yang tinggi,
ikatan nonspesifik antara obat dengan makromolekul jaringan dan struktur
makromolekul (misalnya membran fosfolipid). Interaksi ini sangat ditentukan oleh
sifat fisikokimia obat, terutama lipofilisitas dan status ionisasi. Lipofilisitas dan
ionisasi berupakan sifat yang menyebabkan peningkatan ikatan nonspesifik dengan
struktur makromolekular jaringan. Sebagian besar reaksi biotransformasi
menyebabkan berkurangnya sifat lipofilisitas, metabolit cenderung tidak

menembus ke dalam jaringan sebaik parent drug.”®
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Gambar 2.15. Formation Rate-Limiting dan Elimination
Rate-Limiting Kinetics Metabolit®

Metabolit 1 menunjukkan formation rate-limiting kinetics karena t1/2 metabolit sama dengan
parent drug. Metabolit 2 menunjukkan elimination rate-limiting kinetics karena metabolit
mempunyai t1/2 lebih panjang dibandingkan parent drug.

Universitas Indonesia



46

Kemampuan metabolit aktif menembus jaringan target relatif terhadap parent drug
juga diperlukan untuk memahami apakah metabolit itu sebenarnya merupakan
metabolit aktif. Walaupun metabolit aktif memiliki potensi intrinsik sebanding
dengan parent drug, bila kadar bebas metabolit di dalam jaringan lebih rendah
dibandingkan parent drug, metabolit tidak akan memberikan kontribusi sebanyak

parent drug.”®

Penetrasi membran seringkali juga merupakan fungsi polar surface area (PSA).
peningkatan PSA seringkali mengurangi penetrasi ke dalam jaringan. Hampir semua
reaksi biotransformasi menghasilkan peningkatan PSA yang menyebabkan metabolit
cenderung menjadi kurang permeabel terhadap membran dibandingkan parent drug.
Bila metabolit masih tetap permeabel terhadap membran, namun masih lebih rendah
permeabilitasnya dibandingkan parent drug, akan menyebabkan lebih lamanya
waktu yang dibutuhkan metabolit untuk mencapai steady state di dalam jaringan

dibandingkan waktu yang dibutuhkan oleh parent drug.”

2.4.1.4 Efek Samping

Efek samping TAM yang paling sering ditemukan adalah hot flashes (kulit
kemerahan), kelelahan, perubahan mood, vaginal discharge, hiperplasia
endometrial, tromboemboli, stroke, katarak, gangguan fungsi hati.”! Hingga saat ini
hubungan antara kadar END dan efek samping hof flashes yang sering ditemukan
pada penggunakan TAM masih kontradiksi. Studi yang dilakukan oleh Perez et
al.'” menunjukkan efek samping hot flashes lebih sering ditemukan pada subjek
berusia < 50 tahun (59%). Studi yang dilakukan oleh Lorizio et al.!°! menunjukkan
efek samping yang umum ditemukan pada penggunaan TAM adalah hot flashes
(64%), kekeringan vagina (35%), gangguan tidur (36%), peningkatan berat badan
(6%), depresi, iritabilitas, dan mood swing (6%). Prediktor efek samping yang
berhasil diidentifikasi pada penggunaan TAM adalah lama terapi, usia muda,

penggunaan terapi hormon pascamenopause sebelumnya, dan kadar END. ¢!

Perempuan yang menggunakan TAM > 12 bulan lebih jarang melaporkan efek
samping (OR = 0,15; 1K95% 0,04-0,58) dan efek samping berat (OR = 0,05;
IK95% 0,005-0,58) dibandingkan perempuan yang menggunakan TAM < 12

bulan. Berdasarkan usia, dibandingkan perempuan yang berusia < 50 tahun maka
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perempuan berusia 60—70 tahun (OR = 0,22; 1IK95% 0,03—1,35) dan > 70 tahun
(OR =0,13; IK95% 0,01-0,99) lebih jarang melaporkan efek samping. Perempuan
yang sebelumnya menggunakan terapi hormon pascamenopause lebih sering
melaporkan efek samping yang berat. Perempuan dengan kadar END yang lebih
tinggi lebih sering melaporkan efek samping (OR = 1,67; IK95% 1,01-2,77), rerata
kadar END populasi 8,77 + 6,31 ng/mL. Subjek yang tidak melaporkan efek
samping kadar END-nya lebih rendah 2 ng/mL. Studi yang dilakukan oleh Larizio
et al.'" menunjukkan kadar serum END dihubungkan dengan meningkatnya risiko

hot flashes walaupun tidak bermakna secara statistik.

Pada Arimidex, Tamoxifen, Alone or in Combination (ATAC) Trial,®” yang diikuti
3964 subjek, sebanyak 37,5% subjek yang melaporkan efek samping 4ot flashes
dalam 3 bulan pertama mempunyai rekurensi secara bermakna lebih rendah
dibandingkan subjek yang tidak melaporkan efek samping, HR = 0.84; IK95%
0.71-1.00, p = 0.04. Berdasarkan hasil studi tersebut kadar END dapat digunakan
untuk memprediksikan efek samping maupun risiko kekambuhan pada subjek yang

menggunakan TAM.

Berbeda dengan hasil studi sebelumnya yang menunjukkan ada hubungan antara
kadar END dan /ot flashes ada beberapa studi yang menunjukkan hasil sebaliknya.
Studi yang dilakukan oleh Irvin et al'°? menunjukkan tidak ditemukannya
hubungan antara kadar END dan kot flashes pada awal terapi maupun setelah 4
bulan dilakukan peningkatan dosis. Studi yang dilakukan oleh Jager et al.'®
menunjukkan Aot flashes bukan merupakan prediktor kadar serum TAM dan END.
Studi tersebut menunjukkan terlihat adanya hubungan positif antara indeks massa

tubuh yang tinggi dengan frekuensi (p = 0,04) dan beratnya /ot flashes (p <0,0001).

Salah satu efek samping END adalah penebalan dinding endometrium. Studi di
Turki memperlihatkan pada penggunaan TAM 20 mg/hari terlihat adanya hubungan
bermakna antara hiperplasia dinding endometrial dengan fenotip PM yang
ditemukan pada alel *3/*4 CYP2D6 dan *6/*6 yang ditemukan pada 5,2% subjek
(p = 0,01).'% Hasil berbeda ditunjukkan pada studi yang dilakukan di Jepang, yang
memperlihatkan tidak ada hubungan antara penebalan dinding endometrium dan

alel *10/*10 CYP2D6, wild-type/wild-type CYP2D6, wild-type/*10 CYP2D6;
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polimorfisme yang ditemukan adalah 15-20%'% Studi lain menunjukkan risiko
kanker endometrial meningkat dengan semakin lamanya penggunaan TAM secara
bermakna dengan risiko relatif (RR)= 2; 1IK95% 1,2-3,2 pada penggunaan 2-5
tahun dan RR = 6,9; IK95% 2,4-19,5 pada penggunaan paling sedikit 5 tahun
dibandingkan subjek yang tidak menggunakan TAM (dosis kumulatif lebih
tinggi).!%6

Penggunaan terapi TAM dihubungkan dengan meningkatnya risiko kejadian baru
fatty liver sebesar 3,69 kali (HR = 3,69; IK95%1,67-8,13) dan memperburuk fatty
liver yang sudah ada sebesar 2,11 kali secara bermakna (HR = 2,11; 1K95%
1,02-4,35).197 Terlihat hubungan bermakna antara penggunaan TAM dan
meningkatnya risiko diabetes melitus sebesar 1.31 kali secara bermakna pada
penderita KPD yang mengkonsumsi TAM dibandingkan penderita yang tidak
menggunakan TAM. (adjusted HR = 1,31; IK95% 1,19-1,45).!% Masih belum
diketahui secara pasti efek samping jangka panjang penggunaan TAM dosis
40-120 mg/hari, untuk itu masih dibutuhkannya studi jangka panjang yang
menghubungkan pajanan TAM dan metabolitnya terhadap timbulnya efek samping.

2.4.1.5 Adherence dan Persistence

Aspek lain yang perlu diperhatikan dalam keberhasilan terapi TAM adalah
adherence dan persistence. Adherence didefinisikan sebagi kepatuhan penderita
dalam mengonsumsi obat yang diresepkan (dihitung dari medication possession
ratio (MPR) > 80%) dan persistence didefinisikan sebagai penghentian terapi
dalam 180 hari. Studi menunjukkan sebanyak 31% subjek yang menggunakan
terapi hormon menghentikan terapi, dan dari mereka yang meneruskan terapi
sebanyak 28% non-adherence.?® Hasil studi di atas juga menunjukkan penghentian

terapi dini dan non-adherence merupakan prediktor independen mortalitas.?’

Tinjauan sistematik yang dilakukan oleh Murphy et al.'® untuk melihat efek
adherence dan persistence terhadap terapi hormonal pada penderita KPD di praktik
klinis menunjukkan prevalensi adherence pada penggunaan TAM berkisar antara
41-88%. Prevalensi subjek yang menghentikan terapi TAM pada tahun pertama
berkisar 15-20%, dan pada akhir tahun ke-5 adalah 31-60%.'" Studi lain
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menunjukkan penghentian terapi TAM lebih sering terjadi pada tahun pertama dan

hanya + 50% yang menyelesaikan terapi selama 5 tahun.!!*

Banyak faktor yang dihubungkan dengan non-adherence dan persistance antara
lain, usia ekstrem (lebih tua atau lebih muda), meningkatnya out of pocket cost,
perawatan follow up ke dokter umum daripada ke ahli onkologi, aktivitas CYP2D6
lebih tinggi, perpindahan satu terapi ke terapi lain. Efek samping terapi tidak
berhubungan dengan adherence/persistence. Penggunaan lebih banyak obat pada
awal terapi, rujukan ke ahli onkologi, diagnosis pada awal tahun terapi juga

109,110 Selain faktor yang telah

dihubungkan dengan adherence/persistence.
disebutkan di atas, aktivitas alel CYP2D6 dapat digunakan untuk memprediksikan
kecenderungan untuk penghentian terapi TAM. Penderita dengan fenotip EM (alel
fungsional) yang mempunyai fungsi CYP2D6 yang aktif memperlihatkan

adherence yang rendah.!!!

2.5. Endoksifen

2.5.1 Antiproliferatif Endoksifen (Studi in vitro)

Studi in vitro yang dilakukan oleh Wu et al.”® menunjukkan END merupakan
antiestrogen poten yang menyebabkan degradasi reseptor estrogen oo (ERa) oleh
proteasome dalam sel-sel KPD pada kadar tinggi (100—-1000 nM/L), namun tidak
terjadi pada kadar rendah (20—40 nM/L) seperti yang dijumpai pada subjek
CYP2D6 PM. Selain itu END juga menghambat akrivitas transkripsi ERo dan
menghambat proliferasi KPD yang diinduksi estrogen. END merupakan metabolit
utama yang berperan dalam efektivitas TAM pada tatalaksana penderita dengan

ER positif bersifat tergantung kadar END dalam darah.

Studi in vitro lainnya yang dilakukan oleh Wu et al.''> memperlihatkan keberadaan
ERPB meningkatkan sensitivitas sel KPD terhadap efek antiestrogen END bersifat
tergantung kadar (concentration dependent). END kadar rendah (20—40 nM/L)
seperti yang diperlihatkan pada penderita dengan defisiensi aktivitas CYP2D6
menghambat kecepatan proliferasi sel KPD dengan keberadaaan ER[ melalui
induksi ERo/ERf heterodimerisasi, semetara dibutuhkan kadar END lebih tinggi
tanpa keberadaan ERf.
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Hawse et al.''’ memperlihatkan mekanisme kerja molekular END (interaksi
ERa/DNA) berbeda dengan 4-OH-TAM. Efek antiestrogen END bergantung
kadar. Peningkatan kadar END secara dramatis memengaruhi profil ekspresi gen,
dan progresivitas pembelahan sel MCF7, dengan kadar tertinggi (1000 nM/L)
memperlihatkan efek terbesar. Studi tersebut mendukung pendapat bahwa kadar

END memengaruhi efek terapi TAM.

2.5.2 Polimorfisme CYP2D6 dan Respons Terapi

Berbagai studi telah dilakukan untuk melihat hubungan antara polimorfisme
CYP2D6 dengan respons terapi. Beberapa studi besar dan metaanalisis
memperlihatkan hasil yang masih bersifat kontradiksi. Pada the BIG 1-98 trial’®
dan ATAC trial’’ tidak ditemukan hubungan antara genotip CYP2D6 dan rekurensi
KPD, namun kedua studi tersebut dikritrik dalam kaitan dengan desain studi.!''*
Pada the BIG 1-98 trial’® ditemukan adanya deviasi kuat Hardy-Weinberg
equilibrium (HWE) sebagian disebabkan karena penggunaan teknik PCR dan
penggunaan DNA somatik dari jaringan tumor KPD (daripada germline DNA)
untuk genotyping. ATAC trial®’ dikritik karena mempunyai power statistik yang

kecil karena kurang dari 19% (n = 588) penderita yang dirandomisasi untuk

memperoleh TAM ikut dianalisis.

Sebaliknya, beberapa studi dan metaanalisis menunjukkan polimorfisme genetik
CYP2D6 dapat menjadi prediktor respons terapi pada penderita KPD yang
memperoleh terapi ajuvan TAM. ABCSG 8 trial*® membandingkan pemberian
TAM 5 tahun diikuti dengan anastrozole (inhibitor aromatase) memperlihatkan bila
dibandingkan EM dan PM CYP2D6, maka PM CYP2D6 secara bermakna
mempunyai angka rekurensi dan kematian lebih tinggi pada penderita yang
memperoleh monoterapi TAM saja selama 5 tahun. Penderita yang mempunyai 2
alel PM mempunyai risiko 2,45 kali (OR = 2,45; 1K95% 1,05-5,73; p = 0,04)
mengalami rekurensi secara bermakna sementara penderita yang mempunyai 1 alel
PM mempunyai risiko 1,67 kali (OR = 1,67; 1K95% 0,95-2,93; p = 0,07)
mengalami rekurensi secara bermakna.*® Schroth et a/.''> menemukan hasil yang
sama pada studinya, yaitu penderita dengan aktivitas CYP2D6 yang kurang

(mempunyai satu atau dua alel PM) secara bermakna mempunyai waktu rekurensi
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yang lebih singkat masing-masing sebesar 1,4 kali (HR = 1,40; IK95% 1,04-1,90)
dan 1,9 kali (HR = 1,90; IK95% 1,10-3,28). Selain itu bila dilakukan perbandingan
antara subjek yang memiliki alel dengan fenotip EM dengan subjek yang memiliki
alel PM homozigot maupun heterozigot, terlihat adanya perbedaan bermakna
terhadap DFS (HR = 1,29; IK95% 1,03—-1,61), namun tidak ditemukan adanya
perbedaan bermakna terhadap overall survival (OS) (HR= 1,15; IK95%
0,88—1,51).11

Metaanalisis oleh Jung et al.!'® menunjukkan hasil meningkatnya risko rekurensi
secara bermakna pada penderita yang memiliki varian CYP2D6 sebesar 1,6 kali
(HR = 1,60; IK95% 1,01-2,62) pada random effect model implemented dalam R
dan 1,64 kali (HR = 1,64; IK95% 1,07-2,62) pada non-random effect model
implemented (NONREM).

Metaanalisis ITPC* bertujuan untuk menjawab pertanyaan apakah genotyping
CYP2D6 dapat dijadikan panduan dalam penggunaan TAM pada penderita KPD.
Metaanalisis ITPC menunjukkan pada perempuan pascamenopause dengan ER+
yang memperoleh TAM 20 mg/hari selama 5 tahun (kriteria 1, n = 1996), status
fenotip PM CYP2D6 dihubungkan dengan lebih pendeknya DFS sebesar 1,25 kali
(HR = 1,25;1K95% 1,04-2,47; p = 0,009),*° namun genotip CYP2D6 menjadi tidak
bermakna secara statistik apabila tidak dilakukan penetapan lama terapi TAM,
status menopause, follow-up rutin (kriteria 2), atau bila tidak diterapkannya eksklusi

studi (kriteria 3) pada analisis statistik lanjut.

Hasil metaanalisis ITPC ini harus diinterpretasikan secara hati-hati karena
bermakna ganda yaitu kriteria 1 memberikan bukti yang mendukung CYP2D6
sebagai biomarker yang penting bagi respons terapi dalam hal ini DFS, sementara
kriteria 2 dan 3 menunjukkan tidak ditemukannya hubungan antara genotip
CYP2D6 dengan DFS. Pada review yang dilakukan Goetz et al.!'”- 113 disebutkan
ada banyak faktor yang berperan sebagai penyebab bervariasinya outcome studi
TAM antara lain: (a). Kurangnya senter yang dapat melakukan pemeriksaan ER
menyebabkan ada kemungkinan penderita dengan ER negatif ikut serta dalam
terapi; (b). Penggunaan desain studi retrospektif seperti kohort menyebabkan

terjadinya bias dalam ketersedian spesimen tumor; (c¢). Ada variasi dalam lama
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terapi TAM (2-5 tahun) dan dosis (20—40 mg/hari); (d). Faktor perancu yang
diketahui dapat memengaruhi respon terapi berupa terapi tambahan dalam terapi
KPD misalnya kemoterapi, inhibitor aromatase; (e). Tidak mempertimbangkan

penggunaan inhibitor CYP2D6; dan (f). Asal germline untuk pemeriksaan
genotyping.

2.5.3 Hubungan Kadar Endoksifen Plasma dan Respons Terapi

Murdter et al.’’’ menunjukkan kadar END terbesar ditemukan pada CYP2D6
fenotip UM (77 nM/L) dan EM (36,9 nM/L) dan terendah pada PM (9,9 nM/L)
secara bermakna (p = 107!6). Kadar END pada PM mencapai 25% dari kadar yang
terukur pada subjek EM dan meningkat dengan bertambahnya jumlah alel
fungsional. Hasil studi tersebut menunjukkan ada hubungan bermakna antara

fenotip CYP2D6 dengan kadar END dalam darah.

Beberapa studi telah dilakukan untuk melihat hubungan antara kadar END dan
respons terapi. Madlensky et al.!” menunjukkan kadar END yang tinggi yaitu di
atas MTC (5,9 ng/mL atau 15,8 nM/L) mempunyai risiko 26% lebih rendah
mengalami kekambuhan pada 1370 perempuan yang memperoleh TAM dengan
rerata lama terapi 7,3 tahun pada Women'’s Healthy Eating and Living (WHEL)
trial’’(HR = 0,70; IK95% 0,52-0,94). Selain itu, perempuan dengan fenotip PM,
dan IM lebih sering mempunyai kadar END di kelompok kuartil bawah dan terlihat
mempunyai risiko rekurensi yang lebih tinggi. Berdasarkan studi Madlensky et
al.'” maka diambil cut-off kadar Z-END yang dapat memprediksikan rekurensi
adalah sebesar 5,9 ng/mL. Saladores et al.'”® menunjukkan kadar Z-END yang
rendah (< 14 np atau 5,30 ng/mL) dihubungkan dengan lebih pendeknya DRFS
1,94 kali secara bermakna dibandingkan kadar tinggi (> 35 nu) (HR = 1,94; 1IK95%
1,04-4,14). Kedua studi tersebut menggunakan desain retrospektif dan
menggunakan pendekatan a posteriori multiplikatif untuk mencari faktor-faktor
yang dapat memprediksi risiko kekambuhan (genotip CYP2D6, prediksi aktivitas
fenotip CYP2D6, kadar END, rasio metabolik, dan lain-lain). Studi yang dilakukan
Love et al.'?! menunjukkan rekurensi tidak hanya terjadi pada kadar END rendah,

tapi juga terjadi pada kadar tinggi.
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Studi yang dilakukan Love ef al.'*'menggunakan pendekatan a priori untuk melihat
hubungan antara rekurensi dan kadar END menggunakan desain kasus kontrol.
Hasil studi tersebut memperlihatkan hasil yang bertentangan dengan studi yang
dilakukan Madlensky ef al.!” dan Saladores et al.'?® Penderita yang mengalami
kekambuhan mempunyai rerata kadar END lebih besar (> 70ng/mL) dibandingkan
penderita yang tidak mengalami kekambuhan.!'?! Studi-studi tersebut menunjukkan

diperlukannya rentang kadar optimal bagi END dalam menimbulkan respons terapi.

Beberapa studi dengan subjek etnik Asia telah dilakukan untuk melihat hubungan
antara polimorfisme genetik CYP2D6*10 (c.100C>T) dengan luaran klinis yang
tidak konsisten. Penderita KPD di Thailand dengan genotip CYP2D6*10/*10
mempunyai kadar END yang lebih rendah dibandingkan dengan CYP2D6*1/*10
maupun CYP2D6*1/*1,33 dan dihubungkan dengan lebih pendeknya disease-fiee
survival (DFS) dibandingkan CYP2D6*10 heterozigot dan genotip lainnya (p =
0,046).%° Studi yang dilakukan di Cina menunjukkan genotip CYP2D6*10 T/T
mempunyai kadar 4-OH-TAM serum lebih rendah dan DFS yang lebih buruk 4,7
kali secara bermakna dibandingkan C/C atau C/T.'??

Studi lain yang dilakukan di Cina menunjukkan CYP2D6*10 T/T mempunyai
kadar END paling rendah bila dibandingkan dengan genotip lainnya secara
bermakna, dan hasil analisis subgrup menunjukkan penderita berusia di bawah 40
tahun dengan genotip T/T mempunyai (DFS dan OS lebih rendah dibandingkan
genotip lainnya (p < 0,01).3* Ukuran tumor (> 2 cm) dan grade tumor merupakan
faktor prognostik independen untuk DFS setelah dilakukan penyesuaian.’* Studi
yang dilakukan di Jepang menunjukkan CYP2D6*10/*10 secara bermakna
mempunyai rekurensi lebih tinggi 16,63 kali setelah operasi dalam jangka waktu 10
tahun dibandingkan alel CYP2D6*1.!2* Genotip CYP2D6 dan ukuran tumor
merupakan faktor independen yang memengaruhi recurrence-free survival.'3® Hasil
yang berbeda ditunjukkan oleh studi yang dilakukan Toyama et al.'?* menunjukkan
tidak ada hubungan antara CYP2D6*10 dengan survival pada pasien KPD dengan

nodus negatif yang memperoleh terapi adjuvan TAM.

2.5.4 Efek Peningkatan Dosis Tamoksifen terhadap Kadar Endoksifen
Beberapa studi telah dilakukan untuk melihat efek peningkatan dosis TAM
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terhadap peningkatan kadar END plasma penderita yang diprediksi atau memiliki
aktivitas genotip CYP2D6 yang berkurang atau pada penderita yang memiliki kadar
END yang rendah sudah dilakukan sebelumnya.Ringkasan pustaka dari studi-studi
yang melakukan peningkatan dosis TAM terhadap peningkatan kadar END dapat
dilihat pada Tabel 2.3.
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2.5.5 Faktor Lain yang Memengaruhi Kadar Endoksifen dalam Plasma
Faktor - faktor yang dapat memengaruhi kadar END dalam darah antara lain: usia,
indeks masa tubuh, variasi musim, waktu pemberian obat, interaksi obat. Semakin
bertambah usia (usia tua) dihubungkan dengan semakin tingginya kadar serum
END pada taraf mantap, dan semakin tingginya variasi interindividu.?! Kadar END
lebih rendah pada subjek dengan indeks masa tubuh > 24,4 kg/m2 bila
dibandingkan <21,5 kg/m2.22 Musim dingin mengurangi kadar END sebanyak 20%
dan juga dihubungkan dengan lebih rendahnya kadar vitamin D dalam darah.?3
Waktu konsumsi obat pada pagi hari meningkatkan pajanan sistemik END sebesar
15% (AUCy-24) dibandingkan bila dikonsumsi malam hari.?* Penggunaan TAM
bersama obat yang dimetabolisme oleh enzim sitokrom P450 yang sama dapat
memengaruhi kadar END dalam darah. Penggunaan TAM bersama penginduksi
enzim rifampisin mengurangi kadar END sebanyak 28-85%.% Penggunaan
antidepresan inhibitor poten CYP2D6 (fluoksetin, paroksetin) juga dapat
mengurangi kadar END.?

2.6. Phenotyping Aktivitas Metabolik CYP2D6

Aktivitas CYP2D6 dapat ditentukan dengan genotyping, namun genotyping saja
tidak cukup untuk memprediksikan aktivitas CYP2D6 secara aktual karena banyak
faktor yang dapat memengaruhi aktivitas CYP2D6 selain genetik. Untuk
menentukan aktivitas enzim CYP2D6 secara aktual (phenotyping), diperlukan
probe drug yang diberikan sebelum pengukuran obat maupun metabolit dari cairan
tubuh. Beberapa probe drug yang telah digunakan untuk mengukur aktivitas
CYP2D6 antara lain debrisoquin, spartein, DMP, metoprolol, dan tramadol.*!

Debrisokuin dan spartein sudah tidak diproduksi di Indonesia.

Aktivitas CYP2D6 direfleksikan dengan mengukur parameter farmakokinetik
melalui pengukuran clearance partial kadar parent drug terhadap kadar metabolit
dalam cairan tubuh/ratio persentase dosis parent drug yang diekskresi dalam bentuk
utuh terhadap persentase dosis parent drug yang diekskresi sebagai metabolit yang
dinyatakan sebagai ratio metabolik (MR) yang diukur melalui cairan tubuh dengan

menggunakan metode analitik kuantitatif, contohnya high performance liquid
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chromatography (HPLC), atau liquid chromatography mass spectrometry/mass
spectrometry (LCMS/MS).

Ratio metabolik CYP2D6 dari probe drug akan memperlihatkan frekuensi
distribusi bimodal atau bahkan trimodal, yang akan merefleksikan fenotip menjadi
EM, (IM), dan PM.*! Saat CYP2D6 menjadi saturasi pada kadar substrat yang
relatif rendah, dosis probe drug dengan sensitivitas tinggi akan tetap rendah
sehingga akan mengurangi kejadian efek samping.13! Tanpa keberadaan
inhibitor CYP2D6, semua substrat phenotyping merefleksikan tidak ada atau paling
tidak adanya satu alel fungsional.

Definisi kriteria validasi phenotyping sitokrom CYP2D6: (a). Ada korelasi dengan
clearance partial parent drug/metabolit yang diperantarai CYP2D6, (b).
Reproduksibilitas (coefficient of variation rendah pada tes berulang); (c). Ada
korelasi dengan AUC parent drug CYP2D6; (d). Ada korelasi dengan probe drug
CYP2D6 lain vyang telah tervalidasi (misalnya MR debrisokuin/4-
dehidrodebrisokuin dalam urin 0-8 jam; DMP/dekstrofan dalam urin 0-24 jam; (e).
Hasil merefleksikan polimorfisme genetik; (f). Indenpenden pH urin dan fungsi
ginjal; (g). Metode invasif yang rendah (risiko efek samping rendah, tidak
memerlukan pengambilan darah); (h). Prosedur mudah bagi subjek; (i). Risiko

kesalahan yang rendah saat pengumpulan sampel.'3!

Genotyping CYP2D6 saat ini banyak digunakan untuk mengevaluasi aktivitas
enzim CYP2D6, namun aktivitas metabolik CYP2D6 hanya dapat ditentukan
dengan melakukan penilaian hasil tes phnotyping melibatkan obat spesifik (probe
drug). Debrisoquin dan DMP merupakan obat terbaik untuk phenotyping aktivitas
CYP2D6, namun karena ketersediaan debrisoquin yang sangat terbatas maka DMP
merupakan probe drug yang banyak dipakai untuk phenotyping aktivitas metabolik
CYP2D6 #!

2.6.1 Dekstrometorfan
Dekstrometorfan merupakan agonis reseptor opioid yang umumnya digunakan

sebagai antitusif dengan dosis 15—30 mg/hari diminum 3—4x/hari. Farmakokinetik
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DMP adalah sebagai berikut: setelah diberikan per oral DMP cepat diabsorbsi
melalui saluran cerna dengan kadar pucak tercapai dalam 2-2,5 jam. Waktu paruh

DMP berkisar 2—4 jam. Metabolisme DMP terjadi di hepar.!3?

CO H.CO
CYP3A ‘
——
N-demethylation
K,=232 £ 38pM
. N—CH, '

dextromethorphan unchanged: 3-methoxymorphinan
renal elimination
(-demethylation: (-demethylation:
K, =37+ 1.2pM CYP2D6 CYP2D6 | K.=50x04pM

HO HO
CYP3A
——-
N-demethylation
K, =724 £ 213pM
' N—CH, ' NH
glucuronidation

h and unchanged: J

dextrorphan renal elimination 3-hydroxymorphinan

Gambar 2.15. Jalur Metabolisme Dekstrometorfan®!

Jalur metabolisme DMP adalah sebagai berikut DMP dimediasi oleh O-demetilasi
menjadi dekstrofan via CYP2D6, dan O-demetilasi menjadi 3-methoxy-
morphinanan (3-MEM) via CYP3A4/5. 3-MEM dimetabolisme lebih jauh menjadi
3-hydroxymorphinan (3-OHM) oleh CYP2D6. DX dan 3-MEM dimetabolisme
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lebih jauh dengan glukuronidasi dan kemudian dieliminasi via ginjal. DX juga
dieliminasi oleh N-demetilasi via CYP3A4/5 menjadi 3-OHM (Gambar 2.15.).%!
DMP dieliminasi melalui ginjal dalam bentuk utuh atau metabolit demetilasi.

Dekstrofan merupakan metabolit aktif utama mempunyai waktu paruh 3,5-6 jam.!32

2.6.2 Phenotyping Menggunakan Dekstrometorfan

MR DMP/DX urin 8 jam banyak dipakai untuk membedakan fenotip EM dan PM.*!
Phenotyping dengan mengukur sampel urin kurang invasif, namun tidak nyaman
untuk pasien rawat jalan karena mesti menampung urin selama 8 jam. Ozdemir et
al.'*3 menunjukkan ada perbedaan sensitivitas probe drug untuk mengukur aktivitas
CYP2D6 tidak hanya ditentukan oleh variasi genetik CYP2D6 tetapi juga oleh
variasi derajat keasaman urin (pH) yang disebabkan oleh faktor makanan,
perbedaan ras dalam ekskresi renal. Tanpa mengendalikan pH urin, pengukuran
aktivitas metabolik CYP2D6 lebih sering tidak tepat menggunakan DMP maupun

metoprolol sebagai probe drug dibandingkan debrisokuin.!33

Metode phenotyping dengan menggunakan one single point plasma sampel telah
dikembangkan. Ratio metabolik DMP terhadap DX (MR DMP/DX) yang diukur
pada sampel plasma tunggal (3 jam pasca dosis) mengindikasikan korelasi yang

kuat dengan MR DMP/DX yang diukur pada sampel urin (0—4 jam pasca dosis).'3*

Studi de Graan et al.'3® menunjukkan pemberian DMP 30 dosis tunggal per oral
yang diberikan 2 jam pasca TAM menunjukkan adanya korelasi yang kuat dan

bermakna antara AUCo.6 jam DMP dan kadar END (r =-0,70; p <0,001).

Studi yang dilakukan Tamminga et al.#’ menunjukkan bahwa MR DMP/DX plasma
jam ke-3 cukup baik, dan berkorelasi dengan nilai AUCo.12 jam secara bermakna (r
= 0,999; p = 0,000). Antimode yang jelas membedakan antara fenotip berbeda
antara etnik. Studi di Cina menunjukkan antimode fenotip PM dengan EM jelas
terlihat pada nilai 2,0.!%¢ Studi di India menunjukkan fenotip PM = MR DMP/DR <
1,39, EM/IM = MR DMP/DR > 1,39."*7 Pengukuran MR DMP/DR plasma jam ke-
3 merupakan alternatif yang baik dalam melakukan phenotyping aktivitas CYP2D6

enzim yang juga terlibat dalam metabolisme TAM.
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2.7 Kerangka Teori

Penderita KPD yang mengkonsumsi TAM 20 mg/hari di klinik memperlihatkan
variabilitas respons terapi. Banyak faktor yang menyebabkan bervariasinya respons
terapi antara lain faktor prognostik. Beberapa faktor prognostik sudah diketahui
dapat memengaruhi respons terapi KPD antara lain Usia saat diagnostik ERa, PgR,
HER-2, Ki-67, subtipe molekular, karakteristik histologi, ukuran tumor, status
limfe nodus aksilaris, invasi limfatik dan vaskular, stadium KPD, etnik, dan
obesitas. Selain itu variabilitas respons terapi TAM dapat juga disebabkan oleh
kadar Z-END. Studi menunjukkan efek antiestrogen TAM bersifat concentration
dependent sehingga dalam menimbulkan efek terapi diperlukan kadar Z-END di
atas MTC 5,9 ng/mL. Banyak faktor penyebab variasi respons terapi antara lain
dosis TAM yang tidak adekuat, faktor fisiologis (usia, indeks masa tubuh, variasi
musin, ritme sirkadian (waktu minum obat), dosis TAM tidak adekuat, efek
samping, adherence dan persistence, gangguan fungsi hati, interaksi obat
(pemberian bersama penginhibisi atau penginduksi CYP2D6), fenotip, dan genotip
CYP2D6. Pada Gambar 2.16. dapat dilihat kerangka teori studi ini.
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2.8 Kerangka Konsep

Studi ini bertujuan menentukan hubungan karakteristik demografik (usia, tinggi
badan, berat badan, indeks massa tubuh, lingkar pinggang, lingkar pinggul,
waist/hip ratio) dan klinik (usia saat diagnosis KPD, status menopause, lama terapi,
waktu minum obat, ukuran tumor (T), keterlibatan kelenjar getah bening (N),
metastatis (M), stadium KPD, ERa, PgR, HER-2, Ki-67, subtipe molekular, tipe
histologi, indikasi terapi, jenis terapi, kadar SGPT, rasio kadar SGPT/SGOT, non-
alcoholic fatty liver disease, riwayat kemoterapi, interaksi obat potensial,
adherence) dalam pencapaian kadar Z-END plasma. Studi ini juga akan
menentukan hubungan genotip CYP2D6*10 (c.100C>T) dan fenotip dengan
pencapaian kadar Z-END dalam plasma. Pada Gambar 2.17. dapat dilihat

kerangka konsep studi ini.
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(G N

enotip:
Alel CYP2D6*10
(c.100C>T)
-C/C
-C/T

-T/T

- )

Kadar
Z-END

Fenotip:
-PM

-Non-PM
(EM/IM)

Gambar 2.17. Kerangka Konsep Hubungan Genotip CYP2D6*10
(c.100C>T), Fenotip, Karakteristik Demografik, dan Klinik dengan

Pencapaian Kadar Z-END

IMT= indeks massa tubuh, TAM=tamoksifen, KPD= kanker payudara, ER o= reseptor estrogen alfa,

PgR= progesteron reseptor, HER-2= human epidermal growth factor-2, SGPT= serum glutamic

piruvat transaminase, SGPT= serum glutamic oxaloasetic transaminase CYP=sitokrom P450,

PM=poor metabolizer, IM=intermediate metabolizer, EM=extensive metabolizer, UM=ultrarapid

metabolizer.C/C=homozigot wild type, C/T= heterozigot mutan, T/T=homozigot mutan

Universitas Indonesia






BAB3
METODE

3.1 Desain:
Jenis penelitian yang digunakan adalah analitik observasional dengan pendekatan
rancangan potong lintang (cross sectional) yang digunakan untuk menjawab

masalah dan mencapai tujuan penelitian.

3.2 Tempat dan Waktu:
RS. Kanker Dharmais (Jakarta), Oktober 2017— Februari 2018 (4 bulan)

3.3 Populasi dan Sampel
3.3.1 Populasi Target
Penderita KPD rawat jalan yang memperoleh terapi TAM

3.3.2 Populasi Terjangkau

Penderita KPD rawat jalan yang memperoleh terapi TAM di RS. Kanker Dharmais
dan beberapa RS. di luar RS.Kanker Dharmais antara lain: RSCM, RS.Pertamina,
RS. Omni TB.Simatupang yang bersedia mengikuti protokol penelitian.

3.3.3 Subjek

Penderita KPD rawat jalan yang memperoleh terapi TAM di RS. Kanker Dharmais
dan beberapa RS. di luar RS.Kanker Dharmais antara lain: RSCM, RS.Pertamina,
RS. Omni Alam Sutera yang sudah mengonsumsi TAM minimal 4 bulan pada bulan

Oktober 2017 berdasarkan data rekam medis.

3.4. Kriteria Seleksi
3.4.1 Kriteria Inklusi:

e  Sudah mengonsumsi TAM selama terus menerus minimal 4 bulan

e Bersedia menandatangani informed consent

3.4.2 Kriteria Eksklusi
e  Gangguan fungsi hati (serum glutamic pyruvic transaminase > 2,5 kali di atas

nilai batas normal)
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3.5 Besar sampel:

Perhitungan sampel dilakukan terhadap tujuan utama penelitian menggunakan

data dari studi pendahuluan (preliminary study) menggunakan data dari 20 orang

subjek studi.

e Estimasi besar sampel untuk tujuan diketahuinya persentase penderita KPD
yang mencapai MTC Z-END (5,9 ng/mL) dalam plasma dengan dosis TAM
20 mg/hari pada saat steady state. dilakukan menggunakan rumus proporsi

tunggal.

[Za\/no(l-no)+zﬁ\/ﬂ?1(l‘m) }2
n=

o - T
Keterangan:

n = jumlah subjek

Za. = simpang baku normal untuk o.

Untuk a= 0,05, hipotesis 2 arah diperoleh Za= 1,96 (2 tailed)
Zp3 = simpang baku normal untuk B (1 tailed)
Untuk $=0,2 maka diperoleh Z3= 0,842
o = proporsi subjek yang memperoleh terapi TAM 20 mg/hari yang
mencapai MTC Z-END = 0,55
(1 - mo) = proporsi subjek yang memperoleh terapi TAM 20 mg/hari dan
tidak mencapai MTC Z-END = 0,45
i\ = proporsi yang diinginkan mencapai MTC Z-END = 0,41
(25% dari mo ).
(1 -m1) = proporsi subjek yang tidak dapat mencapai MTC Z-END yang
tidak diinginkan = 0,59

o - 11 = perbedaan proporsi antara 2 kelompok

E,% V0,55 x 0,45 + 0,842 V0,41 x 0,59 ] 2
0=

0,55-0,45
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[1,96 V0,2475 + 0,842 \0,2419 2 }2
n =

0,14

0,975 + 0,4147)2
]
0,14
1,384
v
0,14

n= (9,9)

n= 98 orang

Estimasi jumlah sampel yang dibutuhkan untuk mencapai tujuan di atas adalah

sebesar 98 orang.

e Estimasi besar sampel untuk tujuan hubungan genotip CYP2D6*10
(c.100C>T) dalam pencapaian kadar Z-END dalam plasma pada saat
steady state pada penderita KPD dilakukan menggunakan rumus proporsi
dua kelompok.

Za\2xpl (1-pl)+ZBNpi(1-p)+p2(1-p2) |2
nl =n2 :[

pl—p2
Keterangan:
nl=n2 = total jumlah subjek yang diperlukan masing-masing kelompok
Zo. = simpang baku normal untuk a.
Untuk a= 0,05, hipotesis 2 arah diperoleh Za. = 1,96 (2 tailed)
7B = simpang baku normal untuk B (1 tailed)
Untuk $=0,2 maka diperoleh Z3 = 0,842
pl = proporsi subjek dengan genotip non-T/T yang memperoleh
terapi TAM 20 mg/hari yang mencapai MTC Z-END = 0,8
(1 —pl) = proporsi subjek dengan genotip non-T/T yang memperoleh
terapi TAM 20 mg/hari yang tidak mencapai MTC Z-END = 0,2
p2 = proporsi subjek dengan genotip T/T yang memperoleh terapi
TAM 20 mg/hari yang mencapai MTC Z-END = 0,3
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(1 —p2) =proporsi subjek dengan genotip T/T yang tidak dapat
mencapai MTC Z-END yang tidak diinginkan = 0,7

po-p1 = perbedaan proporsi antar dua kelompok genotip.

:[1,96 V2 x0,8%0,2 +0,842V0.81 x 0,2 + 0,3 x 0,7}2
nl=n2

0,8-0,3

nl=n2=

(1,96 V0,32 + 0,842 V0,37 T

~ 0,5

nl=n2=

(71,1087 +0,512 } 2
— 0.5

nl=n2 = 3,24?
nl=n2 =10,49 = 11 orang

Estimasi jumlah sampel yang dibutuhkan untuk mencapai tujuan di atas adalah

sebesar 11 orang untuk masing-masing genotip.

e  Estimasi besar sampel untuk tujuan hubungan fenotip CYP2D6 terhadap
pencapaian kadar Z-END dalam plasma pada pada saat steady state pada

penderita KPD dilakukan menggunakan rumus proporsi dua kelompok.

[Zoc V2 xpl (1-pl)+ZBVpi(1-p1)+p2(1 p2)] 2
nl=n2=

pl —p2

Keterangan:
nl=n2 = total jumlah subjek yang diperlukan masing-masing kelompok

Za. = simpang baku normal untuk o.

Untuk a= 0,05, hipotesis 2 arah diperoleh Zo= 1,96 (2 tailed)
7B = simpang baku normal untuk B (1 tailed)

Untuk $=0,2 maka diperoleh Zp= 0,842
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pl = proporsi subjek dengan fenotip non-PM yang memperoleh
terapi TAM 20 mg/hari yang mencapai MTC Z-END= 0,84
(1 —pl) = proporsi subjek dengan fenotip non-PM yang memperoleh
terapi TAM 20 mg/hari yang tidak mencapai MTC Z-END = 0,16
p2 = proporsi subjek dengan fenotip PM yang memperoleh terapi
TAM 20 mg/hari yang mencapai MTC Z-END= 0,14
(1 — p2) = proporsi subjek dengan genotip T/T yang tidak dapat
mencapai MTC Z-END yang tidak diinginkan= 0,86
po-p1 = perbedaan proporsi antar dua kelompok genotip= 0,7

:[1,96 V2x0,84x0,16 + 0,842 V0,84 x 0,16 + 0,14 x 0,86} 2
nl=n2

0,84 —-0,14

1,96 \]0,2688 + 0,842 V0,2548 2
nl=n2
0,7
1,016 +0,425 2
nl=n2
0,7

nl=n2 = 2,058 2

nl=n2 =4,2 =5 orang

Estimasi jumlah sampel yang dibutuhkan adalah 5 orang untuk masing-masing

fenotip

3.6 Bahan dan Cara Kerja
3.6.1 Genotyping Gen CYP2D6*10 (c.100C>T)
3.6.1.1 Bahan dan Alat

Bahan
Sampel darah (whole blood) sebanyak 5 mL darah vena diambil dan disimpan
dalam tabung yang mengandung ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA),

QiAamp DNA blood Mini Kit (QIAGEN) yang terdiri dari proteinase K, buffer AL,
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buffer AE, buffer AW1, buffer AW2, QIAmp Spin column dan tabung koleksi
(collection tube) 2 mL, mikropipet ukuran 1000 uL, 200 pL, 20 uL, 10 puL, dan 2,5
uL (Eppendorf), mikrotips biru, kuning, dan putih (Axygene), etanol absolut, kim
wipes, buffer AE (QIAGEN), air bebas nuklease (QIAGEN), HotstarTaq Master
Mix (QIAGEN), bubuk agarose (Bioron), tris borate EDTA (TBE), ethidium
bromide (EtBr), kertas timbangan, loading dye 6x (Thermo Fisher Scientific),
marker 50 bp (Thermo Fisher Scientific), silk, parafilm, enzim Hphl (New England
Biolabs), cut smart buffer 10x (New England Biolabs), forward (F) primer 5'—
TCAACACAGCAGGTTCA-3’ dan  reverse  (R)  primer 5—
CTGTGGTTTCACCCACC-3" (Integrated DNA Technology), dan QIAquick
Purification kit (QIAGEN) yang terdiri dari Qiaquick spin column, bufer PB, bufer
PE, dan bufer EB.

Alat:

Spektrofotometer Nano Drop 2000 (Thermo Fisher Scientific), Thermal Cycler
T100 (Bio Rad), Genetic Analyzer 3500 (Applied Biosystem), vortex mixer
(Thermolyne), microcentrifuge/spindown (LX-100), sentrifuge (Kit Man), heat
block (Major Science), timer, tabung mikro 1,5 mL (Biologix), isofreeze, balok
kuningan pendingin, timbangan analitik (Precisa 300A), spatula, labu erlenmeyer,
perangkat gel elektroforesis (Takara), gel doc EZ Imager (Bio Rad), sisir (comb)
dan cetakan gel agarose, microwave (Sanyo), gelas ukur, dan Genetic Analyzer

3500 (Applied Biosystem).

3.6.1.2 Isolasi DNA

Isolasi DNA dilakukan menggunakan QIAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN).
Cara kerja:

Sebanyak 20 puL proteinase K dipipet dan dimasukkan ke tabung mikro 1,5 mL.
Tabung darah EDTA dibolak-balik sebanyak 4 hingga 5 kali untuk
menghomogenisasi sampel darah. Sebanyak 200 uL sampel darah ditambahkan ke
dalam tabung 1,5 mL, kemudian diresuspensi menggunakan mikropipet. Setelah itu
ditambahkan 200 pL buffer AL. Campuran kemudian dihomogenkan menggunakan
vorteks selama 15 detik dan diinkubasi pada suhu 56 °C selama 10 menit

(spindown). Selanjutnya ditambahkan 200 pL etanol absolut ke dalam tabung,
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campuran kemudian dihomogenkan menggunakan vorteks selama 15 detik. Seluruh
campuran kemudian dipindahkan ke dalam QIAamp spin column lalu disentrifugasi
dengan kecepatan 8.000 rpm selama 1 menit. Cairan flowtrough beserta tabung
koleksinya (collection tube) dibuang kemudian spin colum diletakkan pada tabung

koleksi yang baru.

Sebanyak 500 puL buffer AWI1 ditambahkan ke dalam QIAamp spin column, lalu
disentrifugasi dengan kecepatan 8000 rpm selama 1 menit. Cairan flowtrough beserta
tabung koleksinya dibuang kemudian QIAamp spin colum diletakkan pada tabung
koleksi yang baru. Sebanyak 500 pL buffer AW2 ditambahkan ke dalam QIAamp spin
column, lalu disentrifugasi dengan kecepatan 12.000 rpm selama 3 menit. Cairan
flowtrough beserta tabung koleksinya dibuang kemudian QIAamp spin colum
diletakkan kembali pada tabung koleksi. Setelah itu disentrifugasi kembali dengan

kecepatan 12000 rpm selama 1 menit untuk menghilangkan sisa etanol.

QIAamp spin column lalu ditempatkan di tabung mikro 1,5 mL steril. Sebanyak 50
puL buffer AE lalu ditambahkan tepat di tengah membran pada QIAamp spin
column, lalu didiamkan pada suhu ruang selama 5 menit agar larutan meresap
dengan membran. Selanjutnya disentrifugasi dengan kecepatan 8.000 rpm selama
1 menit. QIAamp spin column dibuang, sampel DNA yang berada dalam tabung
mikro 1,5 mL dihitung konsentrasi dan kemurniaannya dengan menggunakan
Spetrofotometer Nano Drop 2000. Sampel DNA disimpan dalam fireezer -20 °C
untuk analisis selanjutnya. DNA yang digunakan adalah yang memiliki kemurnian

DNA (rasio A260/A280 sekitar 1.8 dan rasio A260/A230 sekitar 2,0-2,2).

3.6.1.3 Polymerase Chain Reaction Gen CYP2D6%10
Untuk memperbanyak gen CYP2D6 dilakukan proses amplifikasi dengan metode

polymerase chain reaction (PCR)

Cara kerja:

Encerkan sampel DNA menjadi konsentrasi 25 ng/ul. dengan menambahkan air
bebas nuklease. Buat master mix PCR dengan komposisi per reaksi sebagai berikut
air bebas nuklease 6 uL, Hotstar Taq Master Mix 12,5 uL, primer forward (10 uM)
1,25 uL, primer reverse (10 uL) 1,25 pL, sampel DNA (100 ng) 4 pL, sehingga
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didapatkan volume total 25 pL. Hitung volume masing-masing komponen PCR
untuk membuat master mix. Perhitungan master mix PCR dilakukan dengan
mengalikan setiap komposisi reaksi selain sampel DNA dengan jumlah sampel
ditambah 1 reaksi NTC (no template control) dan angka 0,5 dalam perkalian untuk
menghindari berkurangnya larutan master mix PCR. Setiap komposisi reaksi PCR
dicampurkan sesuai dengan volume yang telah dikalikan ke dalam tabung 1,5 mL,
kemudian dihomogenkan dengan diresuspensi menggunakan mikropipet. Sebanyak
21 pL larutan master mix PCR didistribusikan ke dalam masing-masing tabung
PCR. Tambahkan 4 uL air bebas nuklease untuk 1 tabung NTC dan 4 pL sampel
DNA untuk masing-masing tabung sampel. Kemudian divorteks dan dispin down

agar seluruh cairan tercampur dan terjatuh ke bawah tabung.

Reaksi PCR dijalankan pada mesin thermal cylcler dengan pengaturan kondisi
sebagai berikut: denaturasi awal (initial denaturation) pada suhu 95 °C selama 15
menit sebanyak 1 siklus, denaturasi pada suhu 95 °C selama 30 detik, annealing
pada suhu 56 °C selama 30 detik, dan extension pada suhu 72 °C selama 30 detik
(diulang 30 siklus), final extension pada suhu 72 °C selama 15 menit (1 siklus).
Visualisasi produk PCR dengan melakukan elektoforesis menggunakan gel agarose

2,5%, 35 menit, 100 V.

3.6.1.4 Pembuatan Gel Agarose
Visualisasi produk PCR dan hasil digesti menggunakan gel agarose 2.5%.

Cara kerja:

Timbang 2,5 gram bubuk agarose pada timbangan analitik (Precisa), kemudian
campurkan dengan buffer tris borat EDTA (TBE) 1x (yang telah dicampur ethidium
bromide/EtBr) di dalam tabung erlenmeyer. Tutup tabung erlenmeyer dengan silk
lalu ditusuk sebanyak 2 atau 3 kali untuk membuat lubang agar uap tidak
terperangkap di dalam tabung. Masukkan tabung erlenmeyer ke dalam mikrowave
(Sanyo) dengan pengaturan sebagai berikut: power = 450 Watt, time = 3 menit lalu
tekan tombol start. Setelah itu, keluarkan tabung dari mikrowave lalu digoyangkan
kuat agar larutan merata. Ulangi proses yang sama dengan waktu = 2,5 menit.
Setelah selesai, keluarkan tabung erlenmeyer dari mikrowave. Tunggu suhu larutan

turun (jadi hangat) sambil menggoyang-goyangkan tabung (agar larutan tidak

Universitas Indonesia



79

mengeras). Jika sudah hangat, segera tuangkan seluruh larutan ke dalam cetakan
yang sudah dipasangi sisir. Tunggu hingga gel agarose mengeras (+ 30 menit). Jika
sudah mengeras lepaskan sisir dan pindahkan gel beserta cetakannya ke chamber

elektroforesis untuk dilakukan proses elektroforesis.

3.6.1.5 Elektroforesis
Elektroforesis dilakukan untuk memvisualisasi produk PCR dan hasil digesti

dengan enzim restriksi.

Cara kerja:

Masukkan gel agarose yang sudah mengeras ke dalam chamber elektroforesis yang
telah berisi buffer TBE 1x (pastikan gel agarose terendam buffer TBE). Untuk
elektroforesis produk PCR, campurkan 2 uL produk PCR dengan 1 puL loading dye
6x di atas lembaran parafilm menggunakan mikropipet, lalu campuran dipipet
seluruhnya di dalam masing-masing sumur di gel agarose 2.5%. Untuk
elektroforesis hasil digesti enzim restriksi, campurkan 20 pL produk hasil digesti
dengan 4 pL loading dye 6x di atas lembaran parafilm menggunakan mikropipet,
lalu campuran di pipet seluruhnya ke dalam masing-masing sumur gel agarose
2.5%. Sebagai marker elektroforesis hasil digesti, pipet 3 uL marker 50 bp (Thermo
Fisher Scientific) ke dalam sumur gel agarose. Proses elektroforesis dilakukan
dengan mengatur voltase menjadi 100 V selama 35 menit. Hasil elektroforesis

divisualisasi menggunakan gel doc (Bio Rad).

3.6.1.6 Purifikasi Produk PCR
Purifikasi produk PCR dilakukan sebelum proses digesti dengan enzim restriksi

guna mengoptimalkan kerja enzim restriksi dalam proses digesti.

Cara kerja:
Campurkan 1 volume produk PCR (23 uL) dengan 5 volume buffer PB (115 pL)

kemudian resuspensi menggunakan mikropipet. Pindahkan seluruh campuran ke
dalam Qiaquick spin colum, dilanjutkan dengan sentrifugasi dengan kecepatan
13.000 rpm selama 1 menit. Buang cairan flowtrough dari tabung koleksi lalu
kembalikan spin colum ke tabung koleksi. Tambahkan 750 uL bufer PE ke dalam

spin column lalu sentrifugasi dengan kecepatan 13.000 rpm selama 1 menit. Buang
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cairan flowtrough lalu kembalikan spin colum ke tabung koleksi. Setelah itu
sentrifugasi dengan kecepatan 13.000 rpm selama 1 menit. Pindahkan spin column
ke tabung 1,5 mL steril. Tambahkan 30 puL bufer EB ke dalam spin column tepat di
tengah membran lalu diamkan selama 1 menit. Sentrifugasi dengan kecepatan
13.000 rpm selama 1 menit. Ukur konsentrasi dan kemurnian produk PCR hasil

purifikasi menggunakan spektrofotometer Nano Drop 2.000.

3.6.1.7 Digesti Produk PCR dengan Enzim Restriksi

Genotyping alel CYP2D6*10 (100C>T) dilakukan menggunakan polymerase chain
reaction restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) berdasarkan metode
Bagheri et al'*® Digesti produk PCR dengan enzim Hphl dilakukan untuk
menganalisa pola pemotongan yang dihasilkan untuk sampel dengan genotipe C/C

(wild type), C/T heterozigot mutan, dan T/T homozigot mutan.

Cara kerja:

Persiapkan reaksi digesti dengan komposisi sebagai berikut: enzim HpHI 1 pL, cut
smart buffer 10 x 5 pL, air bebas nuklease 19 pL, produk PCR yang telah
dipurifikasi (375-1.000 ng) 25 pL sehingga didapatkan total volume 50 pL.
Campur larutan reaksi dengan meresuspensi larutan menggunakan pipet kemudian
dispindown dengan mikrosentrifuge. Inkubasi campuran larutan reaksi pada suhu
37 °C selama 30 menit untuk mengaktivasi enzim HpHI dan inkubasi pada suhu 65
°C selama 20 menit untuk menginaktivasi enzim HpHI. Visualisasi hasil digesti
produk PCR dilakukan dengan melakukan elektroforesis menggunakan gel agarose

2,5% dengan arus listrik 100 V, selama 35 menit

3.6.1.8 Sekuensing Gen CYP2D6*10 (¢.100C>T)

Sekuensing gen CY2D6*10 dilakukan pada 3 sampel yang masing-masing
mewakili genotip CY2D6 wildtype (C/C), homozigot mutan (T/T), dan heterozigot
mutan (C/T) untuk mengkonfirmasi hasil PCR RFLP dan tipe mutasi yang terjadi
pada daerah gen CYP2D6 yang dianalisis. Jika tidak ditemukan produk PCR
menggunakan primer dari referensi Bagheri et al.'’® maka akan digunakan primer

dari referensi Modaresi-nejad et al.'** dengan primer sebagai berikut 5'-
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GTCAACACAGCAGGTTCACTCAC-3"  (primer  forward)  dan  5'-
GTATAAATGCCCTTCTCCAGGAAGT-3" (primer reverse).

Proses sekuensing dilakukan di Bagian Penelitian dan Pengembangan Rumah Sakit
Kanker Dharmais menggunakan Genetic Analyzer 3500 (Applied Biosystem). Hasil
sekuensing kemudian dianalisis menggunakan sofiware SeqScape. Hasil sekuensing
dicocokkan dengan sekuens referensi gen CYP2D6 di  GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov>genbank) dengan accession number M33388.

3.6.2 Pengukuran Kadar Z-endoksifen, Dekstrometorfan, dan Dekstorfan
dalam Plasma

3.6.2.1 Bahan dan Alat
Pengukuran kadar Z-END, DMP, dan DX dalam plasma dalam plasma dilakukan
secara simultan ditentukan dengan menggunakan ultra performance liquid

chromatography-tandem mass spectrometric (UPLC-MS)

Bahan

(E/Z)  Endoxifen  hydrochloride  hydrate  (batch  no. 145M4619V),
dextromethorphan HBr (batch no. LRAAS5631), dan dextrorphan tartrate (batch
no. 0000010551) dibeli dari dari Sigma-Aldrich. Standar internal Bisoprolol
Fumarat (batch no. 00313007) sebagai standar internal dibeli dari Kolosal Pratama
(Rusan Pharma). Semua bahan kimia memiliki level pada nilai analitis atau lebih
tinggi. Asetonitril (HPLC grade), metanol (HPLC grade), dan asam format dibeli
dari Merck (Kenilworth, NJ, USA). Blank plasma EDTA manusia dibeli dari
Palang Merah Indonesia (Jakarta).

Alat (Spesifikasi)

Sistem UPLC/MS terdiri dari Sample Manajer UPLC Waters Aquity (Waters,
Acquity BSM KOSUP B 461M, Waters,Acquity SM KO8UP A 050M), kolum
(Agilent PoroShell 120 EC-Cisg (1,7 um) 2,1 mm x 50 mm yang digabungkan ke
Waters TQ Detektor (Waters, TQD QBA 060). Kuantifikasi dilakukan dengan

menggunakan Quanlynx seperti yang diterapkan pada perangkat lunak MassLynx
V4.1. Analytical balance (Denver TB 215 D, Denver TB 413), mikropipet
(Soccorex), sentrifuge (Hettoch Rotofix 32 A, Hettich Micro 200), vortex mixer
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(Barnstead, Thermoline Maxi Mix II), Evaporator (Turbo Vap LV), Magnetic stirer
(IKA).

3.6.2.2 Kondisi Kromatografi dan Spektrofotometri Massa

Analisis dipisahkan pada kolom Poroshell Agilent 120 EC-C18 (2,7um) 2,1 mm x
50 mm pada laju alir 0,3 mL/ menit, temperatur kolom 35 °C, dengan fase isokratik
asetonitril dan asam format 0.1% (40:60). Spektrometri massa tandem dilakukan

pada mode ionisasi ion positif.

3.6.2.3 Penyiapan Larutan Kerja, Standar Kalibrasi, dan Sampel Kontrol
Kualitas

Larutan induk untuk END, DMP, dan DX dilarutkan dalam asetonitril 50% pada
masing-masing kadar sebagai berikut : 1000 ug/mL, 1000 pg/mL, dan 500 pg/mL
yang kemudian disimpan pada suhu 2-8 °C. Larutan kerja yang mengandung
konsentrasi 5-500 ng/mL dari END, DMP, dan DX dilarutkan dalam 50%
asetonitril dan disimpan pada suhu 2—8 °C yang akan digunakan selama validasi
untuk standar kurva kalibrasi. Standar kurva kalibrasi dibuat dengan penambahan
larutan kerja ke dalam blanko plasma manusia yang mengandung EDTA pada
beberapa kadar berikut : 0,5, 2, 5, 10, 20, 30, and 50 ng/mL dari END, DMP, dan
DX. Sampel kontrol kualitas (QC) disiapkan dalam plasma manusia yang
mengandung EDTA pada konsentrasi 0,5 ng/mL (batas bawah kuantifikasi/
LLOQ), 1,5 ng/mL (low QC ), 25 ng/mL (medium QC), dan 50 ng/mL (high QC)
untuk END, DMP, dan DX.

3.6.2.4 Persiapan Sampel Plasma

Pada tabung mikro 2 mL yang berisi 0,4 mL plasma tambahkan 50 pL larutan
standar internal bisoprolol dengan konsentrasi 0,8 pg/mL. Tambahkan larutan asam
format 0,1% dalam asetonitril sebanyak 600 pL. Selanjutnya, sampel di vortex
selama 30 detik dan kemudian disentrifugasi pada kecepatan 14000 rpm pada suhu
kamar selama 5 menit. Fase organik dari hasil sentrifugasi dipindahkan ke dalam
tabung gelas 10 mL dan kemudian diuapkan dengan nitrogen pada suhu 55 °C. Sisa
penguapan dipekatkan kembali (rekonstitusi) dengan menambahkan larutan asam

format 0,1% dalam asetonitril 50% sebanyak 300 pL, vortex 20 detik. Setelah
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direkonstitiusi, sampel dipindahkan ke dalam botol 2 mL dan aliquot 15
uLdisuntikkan ke kolom UPLC/MS.

3.6.2.5 Validasi Metode Analisis UPLC-MS

Validasi metode UPLC-MS untuk pengukuran kadar END, DMP, dan dekstrofan
dalam plasma mengikuti European Medicine Agency (EMA) Guideline on
bioanalytic method validation. Beberapa parameter validasi metode bioanalitik
yang penting untuk memastikan reliabilitas hasil pengukuran antara lain:
selektivitas, carry over, akurasi dan presisi, lowest limit of quantification (LLOQ),
kurva kalibrasi, dilution integrity, efek matriks, dan stabilitas analit dalam plasma
dan internal standar dalam stock dan working solution selama periode penyimpanan

dan pada saat pemeriksaan sampel.

3.6.2.5.1 Selektivitas

Parameter selektivitas dilakukan dengan membandingkan 6 sumber blanko plasma
individual dibandingkan dengan blanko plasma yang ditambahkan analit dengan
kadar terendah yang dapat terukur (LLOQ). Luas area analit kurang dari 20% dari

area LLOQ dan luas area standar internal kurang dari 5%.

3.6.2.5.2 Carry Over

Parameter carry over dilakukan dengan menganalisa sample blanko yang
diinjeksikan setelah konsentrasi penginjeksian sampel kadar tertinggi dari kurva
kalibrasi (ULOQ). Kromatogram dari blanko sampel setelah injeksi ULOQ
diletakkan di atas kromatogram LLOQ. Luas area analit dan internal standar yang
terukur pada sampel blanko tidak boleh lebih dari 20% dari luas area pada LLOQ

dan 5% dari luas area internal standar.

3.6.2.5.3 Lowest Limit of Quantification/ LLOQ

Parameter ini menunjukkan konsentrasi terendah analit dalam sampel yang dapat
terukur yang memenuhi persyaratan akurasi dan presisi yaitu penyimpangan nilai
kadar dan koefisien variasi tidak lebih dari 20%. LLOQ merupakan standar
kalibrasi terendah. Sinyal analit dari sampel LLOQ paling sedikit 5 kali sinyal dari

blanko plasma.
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3.6.2.5.4 Kurva Kalibarasi/Linearitas

Sebelum melakukan validasi metoda analitik sebaiknya diketahui rentang konsentrasi
yang diharapkan. Rentang konsentrasi ini harus bisa tercakup dalam rentang kurva
kalibrasi yang meliputi LLOQ dan upper limit of quantification (ULOQ). Minimum 6
kadar berbeda digunakan untuk membuat kurva kalibarasi, blanko sampel (tanpa analit
dan IS), dan zero sample (plasma dengan IS). Kurva kalibarasi diperoleh dari rasio luas
area analit dan IS dengan konsentrasi larutan standar. Standar kurva kalibrasi dibuat
dengan penambahan larutan kerja ke dalam plasma blank manusia yang mengandung
EDTA pada beberapa konsentrasi berikut : 0,5, 2, 5, 10, 20, 30, and 50 ng/mL dari
END, DMP, dan DX. Perhitungan kembali kadar analit pada larutan standar kalibrasi
tidak lebih dari 15%, kecuali LLOQ tidak lebih dari 20%.

3.6.2.5.5 Akurasi dan Presisi

Akurasi metoda bioanalitik mendeskripsikan kedekatan nilai yang didapat dari
metode pengukuran dengan kadar analit (%). Akurasi harus dinilai dari sampel yang
di-spike dengan analit dengan jumlah yang sudah diketahui, quality control sample

(QC samples), dan dilaporkan dalam persentase dari nilai nominal.

Presisi metoda analitik mendeskripsikan kedekatan hasil pengukuran individual
saat dilakukan pengukuran berulang-ulang. Presisi diekspresikan sebagai coeffisien
of variation (CV). Akurasi dan presisi harus diperlihatkan pada LLOQ, low,
medium, dan high QC sampel dalam satu hari (within run) dan hari yang berbeda
(between run) paling sedikit selang 2 hari. Penilian akurasi dan presisi dilakukan
dengan mengukur pada 4 kadar yang berbeda sebanyak 5 kali pengukuran untuk
tiap kadar yaitu pada konsentrasi 0,5 ng/mL (LLOQ), 1,5ng/mL (low QC), 25
ng/mL (medium QC), dan 50 ng/mL (high QC) untuk END, DMP, dan DX. Hasil
pengukuran konsentrasi tidak boleh lebih dari 15% untuk sampel QC dan 20%
untuk LLOQ pada parameter akurasi, serta koefisien variasi tidak boleh lebih dari

15% untuk sampel QC dan 20% untuk LLOQ pada parameter presisi.

3.6.2.5.6 Efek Matriks
Parameter matrix factor (MF) dihitung dengan dilakukan dengan membandingkan
rasio luas area analit dalam matriks dan tanpa matriks (murni larutan analit). IS

normalised MF dihitung dengan membagi MF dengan MF dari IS dengan
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menggunakan 6 sumber yang berbeda pada konsentrasi tinggi dan rendah
(maksimal 3 kali pada LLOQ dan mendekati ULQC). Koefisien variasi dari IS-

normalized MF pada keseluruhan konsentrasi di bawah 15%.

3.6.2.5.7 Stabilitas

Evaluasi stabilitas harus dilakukan pada tiap langkah metoda analitik mulai dari
preparasi sampel, analisis,dan kondisi penyimpanan untuk memastikan bahwa
konsentrasi analit tidak dipengaruhi. Uji stabilitas dilakukan pada 3 tahap yaitu
short term stability, post preparative stability, dan long term stability. Short term
stability dilakukan dengan menyimpan QC konsentrasi rendah dan tinggi pada
temperatur ruang selama 0, 3, 6, dan 24 jam. Nilai deviasi konsentrasi yang terukur
pada uji stabilitas tidak lebih dari 15% dari konsentrasi awal. Post preparative
stability dilakukan dengan meletakkan QC konsentrasi sampel dalam autosampler
selama 0, 6, 12, dan 24 jam. Nilai deviasi konsentrasi yang terukur pada uji stabilitas
tidak lebih dari 15% dari konsentrasi awal. Long term stability dilakukan dengan
menyimpan QC konsentrasi rendah dan tinggi dalam sel darah merah pada
temperatur beku (maksimum -20 °C) selama 0, 2, 17, dan 44 hari. Nilai deviasi
konsentrasi yang terukur pada uji stabilitas tidak lebih dari 15% dari konsentrasi

awal.

3.6.2.5.8 Integritas Dilusi (Dilution Integrity)

Dilusi sampel tidak boleh memengaruhi akurasi dan presisi. Integritas dilusi
dilakukan dengan menambahkan analit pada konsentrasi di atas ULOQ (konsentrasi
di atas 50 ng/mL) blank plasma kemudian dilakukan dilusi dengan blank palsma.
Akurasi dan presisi tidak lebih dari 15%.

3.7 Variabel Penelitian

3.7.1 Variabel Bebas

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah:
e Karakteristik subjek studi:

Karakteristik demografik:

Usia, indeks massa tubuh, waist/hip rasio.
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Karakteristik klinik:

Usia saat diagnosis, status menopause, waktu minum TAM, ukuran tumor,
keterlibatan kelenjar getah bening, metastasis, stadium KPD, ER, PgR,
HER-2, Ki-67, subtipe molekular, tipe histologi, indikasi terapi, jenis terapi,
interaksi obat, kadar SGPT, rasio kadar SGPT/SGOT, non-alcoholic fatty
liver disease, riwayat kemoterapi, dan adherence.

e Genotip alel CYP2D6*10 ¢.100C>T (T/T dan non-T/T)

e Fenotip CYP2D6 (PM dan non-PM)

3.7.2 Variabel Tergantung

Variabel tergantung dalam penelitian ini adalah kadar Z-END dalam plasma.

3.8 Definisi Operasional

Pada Tabel 3.1 dapat dilihat definisi operasional dari berbagai variabe
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3.9 Alur Kerja Studi

Pada awal studi untuk mengetahui apakah sampel penelitian mencukupi atau tidak,
dilakukan identifikasi pasien-pasien rawat jalan yang menggunakan TAM dari 1
Januari 2017 hingga 31 Juli 2017 di Rumah Sakit Kanker Dharmais. Berdasarkan
data permintaan obat TAM di farmasi tercatat ada 265 pasien yang mengonsumsi
TAM minimal 4 bulan. Setelah lolos kaji etik penelitian dari FK.UI dan RS.Kanker
Dharmais diperoleh, dimintakan surat izin lokasi penelitian dan dilakukan
penandatanganan material transfer agreement (MTA) dengan RS.Kanker

Dharmais sebelum perekrutan subjek studi dilakukan.

Subjek studi diidentifikasi dari poli rawat jalan Polionkologi 2 RS.Kanker
Dharmais pada saat kunjungan ke rumah sakit. Bagi subjek yang memenuhi kriteria
perekrutan subjek akan dicatat nama, nomor rekam medis, dan nomor telepon yang
bisa dihubungi (Lampiran 4.). Subjek akan diminta kesediaannya untuk ikut serta
dalam penelitian secara langsung pada saat kunjungan ke rumah sakit atau
dihubungi melalui telepon bila tidak dapat ditemui saat kunjungan ke rumah sakit.
Sebelum dilakukan pengumpulan data, kepada subjek terlebih dahulu diberikan
penjelasan mengenai penelitian yang akan dilakukan, termasuk tujuan penelitian,
pemeriksaan yang akan dilakukan, risiko dan manfaat dalam mengikuti penelitian
(Lampiran 5.), dan diberikan waktu yang cukup untuk memutuskan
keikutsertaannya dalam penenelitiaan. Apabila bersedia ikut serta dalam penelitian,
subjek diminta untuk mengisi dan menandatangani lembar informed consent

(Lampiran 6.).

Subjek studi diminta minum obat TAM 20 mg/hari pada waktu biasanya minum
obat dan datang ke lokasi penelitian pada waktu yang telah ditentukan dalam
kondisi puasa untuk diberikan %2 sendok makan atau 10 mL sirup obat batuk (DMP
30 mg) per oral yang diminum dengan segelas air putih (£ 200 mL). Sebelum
minum DMP akan dilakukan wawancara untuk mencocokkan identitas, kemudian
dilakukan pengukuran antropometrik (berat badan, tinggi badan, IMT, lingkar
pinggang, lingkar pinggul, rasio weist/hip) terhadap subjek studi. Setelah
pengukuran antropometrik akan dilakukan pencatatan data karakteristik
demografik dan klinik lainnya yang diisikan pada kuesioner pengumpulan data

(Lampiran 6.).
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Pada waktu 2 jam setelah mengkonsumsi DMP subjek studi dizinkan untuk sarapan
dengan makanan ringan yang disiapkan oleh peneliti. Pada 3 jam setelah minum
DMP subjek studi akan diambil darahnya. Darah diambil menggunakan tabung
vacuetainer yang menggandung antikoagulan EDTA. Total jumlah darah vena yang
diambil dari tiap subjek studi sebanyak + 15 mL dengan perincian sebagai berikut:
untuk pemeriksaan genotyping CYP2D6 (3 mL), dan untuk pengukuran kadar Z-
END dan MR DMP/DX (9 mL), untuk fungsi hati (3 mL).

Untuk kadar Z-END dan MR DMP/DX, darah yang terkumpul segera dilakukan
sentrifugasi dengan kecepatan 3000 rpm selama 10 menit. Pisahkan plasma ke
dalam microtube yang telah dilabel kemudian disimpan pada suhu -80 °C sampai
saat dilakukan analisis. Untuk pemeriksaan genotyping CYP2D6 darah yang terkumpul
segera dilakukan isolasi DNA dengan menggunakan kit. DNA hasil isolasi disimpan pada
suhu -20 °C sebelum dilakukan pemeriksaan genotyping. Pemeriksaan fungsi hati segera

setelah disentrifugasi segera diperiksa pada hari yang sama dengan saat pengambilan darah.
Alur perekrutan subjek studi dapat dilihat pada Gambar 3.1.

Obat-obat lain yang diminum bersama TAM (komedikasi) dan adverse event yang

dialami/dilaporkan subjek studi juga ikut dicatat.
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Penderita KPD yang menkonsumsi
TAM 20 mg/hari
Kriteria inklusi (+) dan eksklusi (+)

A 4

Informed consent

Tidak Ya

DMP (30 mg) per oral

3 jam pasca konsumsi DMP

v l v

Pencatatan: Pengukuran: Pengambilan darah:
- Demografis - BB, TB, - Genotyping CYP2D6
- Klinis IMT, lingkar - Z-END
pinggang, - MR DMP/DX
lingkar
pinggul,
weist/hip ratio

l

Analisis data

A 4

A

Gambar 3.1. Alur Perekrutan Subjek
BB= berat badan, TB= tinggi badan, IMT= indeks massa tubuh
Z-END (zusammen- endoksifen), DMP= dekstrometorfan, DX=dekstrorfan

3.10 Analisis Data

Analisis deskriptif dilakukan pada variabel penderita KPD yang mencapai MTC-Z-
END, genotip CYP2D6*10 (c.100C>T), fenotip CYP2D6 karakteristik
demografik, dan klinik. Data dipersentasikan dalam bentuk n (%) untuk data
kategorikal dan rerata = SB, median (minimal-maksimal), atau median (25-75%)

untuk data kontiniu, baik dalam bentuk tabel maupun histogram.

Normalitas distribusi kadar Z-END dan rasio DMP/DEX diperiksa dengan
menggunakan uji Kolmogorof Smirnov menunjukkan distribusi data tidak normal
pada variabel Z-END dan rasio DMP/DEX (p < 0,001). Dilakukan normalitas data
dengan transformasi nilai ke log. Distrubusi kadar Z-END dapat berubah menjadi

normal (p < 0,200), namun distribusi data tetap tidak normal untuk rasio

Universitas Indonesia



99

DMP/DEX dan DEX (p < 0,001) sehingga digunakan uji non-parametrik pada

analisis studi ini.

Untuk menentukan fenotip seseorang dilakukan uji Kruskal-Wallis untuk melihat
adanya perbedaan antara MR DMP/DX pada ke-3 kelompok genotip (gold
standard). Bila ditemukan adanya perbedaan bermakna (p < 0,05) maka dilanjutkan
dengan analisis post-hoc dengan uji Mann-Whitney untuk melihat kelompok mana
yang memberikan perbedaan. Titik potong fenotip PM dan nonPM adalah sebesar

1.01 ditentukan menggunakan receiver operator curve (ROC).

Uji Kruskal-Wallis digunakan untuk melihat adanya perbedaan median kadar Z-
END pada ke-3 kelompok genotip (p < 0,001), maka dilanjutkan dengan analisis
post-hoc dengan uji Mann-Whitney untuk melihat kelompok mana yang

memberikan perbedaan.

Analisis bivariat menggunakan uji Chi-square atau Fisher digunakan untuk tujuan
menentukan hubungan genotip CYP2D6 (C/C, C/T, dan T/T), fenotip CYP2D6
(PM dan nonPM), karakteristik demografik, karakteristik klinik dalam dengan
pencapaian MTC Z-END dalam plasma pada saat steady state pada penderita KPD
di Indonesia. Hasil dipresentasikan dalam odds ratio (OR), interval kepercayaan

95% (IK95%), dan p value.

Untuk menentukan variabel yang paling berperan terhadap pencapaian kadar Z-
END dalam plasma maka variabel-variabel yang memenuhi syarat persyaratan
multivariat (p < 0,25), dilanjutkan dengan analisis regeresi logistik. Hasil
dipresentasikan dalam OR, IK 95%, dan p value. Batas kemaknaan statistik yang
digunakan adalah p < 0,05.

3.11 Etika Penelitian

Studi ini dilaksanakan sesuai dengan persyaratan dari Deklarasi Helsinki dan telah
mendapatkan persetujuan Komisi Etik Fakultas Kedokteran Universitas Indonesia
(Nomor: 613/UN2.F1/ETIK/2017) dan Komite Etik Rumah Sakit Kanker Dharmais
(Nomor:  054/KEPK/VIII/2017). Penelitian ini sudah diregistrasi ke
clinicaltrials.gov dengan nomor NCT.03504631.
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BAB 4
HASIL

4.1 Alur Pelaksanaan Studi

Pada studi ini dilakukan studi pendahuluan pada 20 orang subjek untuk estimasi
besar sampel yang dibutuhkan untuk mencapai tujuan penelitian. Jumlah sampel
yang dibutuhkan untuk tujuan mengetahui persentase penderita KPD yang
mencapai MTC Z-END dengan dosis TAM 20 mg/hari pada saat steady state adalah
sebesar 98 orang, namun pada saat pelaksanaan studi dilakukan penambahan
jumlah subjek sebanyak 30 orang untuk mengantisipasi adanya data yang tidak

lengkap yang mengharuskan pengeliminasian data.

Pasien yang mengkonsumsi TAM minimal 4 bulan (n = 265)

Eksklusi (n = 137):

- Tidak bisa dihubungi (n =128)
- Menolak berpartisipasi (n = 5)
- Menghentikan terapi (n = 4)

\ 4

Informed consent

(n=128)
A 4
Wawancara, pengukuran
antropometri, dan pemeriksaan Eksklusi (n = 3):
laboratorium. o| - Fungsi hati >2.5 kali nilai batas atas (n =2)
- Genotyping CYP2D6 - Tidak mengkonsumsi TAM (n = 1)
- Z-END
- MR DMP/DX
A 4
Analisis
(n=125)

Gambar 4. 1. Diagram Partisipasi Subjek Studi
Z-END = zusammen- endoksifen, MR DMP/DX= rasio metabolik dekstrometorfan/dekstrorfan

Studi potong lintang dengan pemilihan subjek secara konsekutif dilakukan sejak
bulan Oktober 2017—-Februari 2018 di RS.Kanker Dharmais. Tercatat sebanyak 265
penderita KPD yang mengonsumsi TAM minimal selama 4 bulan berdasarkan data
penggunaan obat TAM dari instalasi Farmasi rumah sakit tersebut. Dari 265 orang

sebanyak 128 tidak dapat dihubungi nomor telponnya, 5 orang menolak
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berpartisipasi, dan 4 orang menghentikan terapi TAM (ditukar terapi lainnya).
Informed consent diberikan pada 128 subjek yang dapat dihubungi dan bersedia
ikut berpartisipasi. Bagi subjek yang memberikan informed consentnya dilakukan
wawancara, pengukuran antropometri, dan pengambilan darah untuk pemeriksaan
laboratorium genotip CYP2D6, pengukuran kadar Z-END, dan MR DMP/DX. Pada
akhir studi sebanyak 125 subjek dianalisis hingga akhir studi setelah dilakukan
eksklusi pada 3 subjek karena fungsi hati tinggi (n = 2), dan tidak minum obat (n =
1). Diagram partisipasi subjek studi dapat dilihat pada Gambar 4.1.

4.1 Karakteristik Dasar Subjek Studi

Data karakteristik dasar subjek studi yang meliputi karakteristik demograrik (usia,
IMT, waist/hip ratio), karakteristik klinik (usia saat diagnosis, status menopause,
waktu minum obat TAM, ukuran tumor, jumlah nodul, metastasis, stadium KPD,
ER, PgR, HER2, Ki-67, subtipe molekular, tipe histologi, indikasi terapi, jenis
terapi, interaksi obat potensial, kadar SGPT, rasio kadar SGPT/SGOT, non-
alcoholic fatty liver, riwayat kemoterapi, dan adherence) dapat dllihat pada Tabel
4.1.

Tabel 4.1. Distribusi Karakteristik Dasar Subjek Studi (n = 125)

Karakteristik Dasar Rerata + SB n (%)
Karakteristik demografik
- Usia (tahun) 445+ 74
Non-lansia 119 (95,2)
Lansia 6 (4,8)
- IMT (kg/m?) 245+3,9
Berat badan kurang 5(4,0)
Berat badan normal 41 (32,8)
Berat badan lebih 29 (23,2)
Obesitas 50 (40,0)
- Waist/hip ratio [median (min—mak)] 0,86 (0,7-1,1)
Normal 29 (23,2)
Tinggi 96 (76,8)
Karakteristik klinik
- Usia saat diagnosis (tahun) 42,25+7,0
Dewasa muda 13 (10,4)
Dewasa tua 112 (89,6)
- Status menopause
Pramenopause 98 (78,4)
Pascamenopause 27 (21,6)
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Karakteristik Klinik Rerata + SB n (%)
- Waktu minum obat TAM
Bukan malam 44 (35,2)
Malam 81 (64,8)
- Ukuran tumor (cm)
0-2 36 (28,8)
>2-5 69 (55,2)
>5 20 (16,0)
- Jumlah nodul (buah)
0 50 (40,0)
1-3 36 (28,8)
4-9 29 (23,2)
10 -20 10 (8,0)
- Metastasis
Ya 15 (12,0)
Tidak 110 (88,0)
- Stadium KPD
Stadium dini 72 (57,6)
Stadium lanjut lokal 44 (35,2)
Stadium lanjut 9(7,2)
- Reseptor Estrogen
Positif 114 (91,2,)
Negatif 11(8,8)
- PgR
Positif 104 (83,2)
Negatif 21 (16,8)
- HER-2
Positif 23 (18,4)
Negatif 96 (76,8)
Meragukan 6 (4,8)
- Ki-67
Tinggi 68 (54,4)
Rendah 57 (45,6)
- Subtipe molekular
Luminal A 49 (39,2)
Luminal B-like (HER2-) 43 (34,4)
Luminal B-like (HER2+) 17 (13,6)
Lainnya 12 (12,8)
Tipe histologi
Invasive carcinoma of no special type 104 (83,2)
Invasive lobular carcinoma 10 (8,0)
Lainnya 11 (8,8)
Indikasi terapi
Adjuvan 110 (88,0)
Primer 15 (12,0)
Jenis terapi
Tamoksifen 106 (84,8)
Tamoksifen + goserelin asetat 18 (14,4)
Tamoksifen + radioterapi 1(0,8)
Interaksi Obat Potensial
Ya 18 (14,4)
Tidak 107 (85,6)
Kadar SGPT (U/L) [median (min—mak)] 17,0 (6,0-56)
Normal 99 (79,2)
Tinggi 26 (20,8)
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Tabel 4.1. Sambungan

Karakteristik Klinik Rerata + SB n (%)

Rasio Kadar SGPT/SGOT (U/L) 0,88 £0,262

Normal 94 (75,2)

Tinggi 31(24,8)
Nonalcoholic fatty liver disease

Tidak 110 (88,0)

Ya 15 (12,0)
Riwayat kemoterapi sebelumnya

Tidak 50 (40)

Ya 75 (60)
Adherence

Rendah 32 (25,6)

Sedang 54 (43,2)

Tinggi 39 (31,2)

Keterangan:

Definisi variabel dari karakteristik demografik dan klinik dari Tabel 4.1 dapat dilihat pada bagian
definisi operasional studi ini.

4.3 Genotyping Gen CYP2D6%10 (¢.100C>T)

A00bp e e e —+ 362 bp
300 bp e——
250 bgc—— S 262 bp
—_—
e
100 bp < S 100 bp
— —— 7 1 bp
50 bp e

Gambar 4. 2. Hasil PCR RFLP Gen CYP2D6*10 (¢.100C>T)
dengan Enzim Hphl

Hasil elektroforesis gel agarose 2,5% (100 V, 35 menit) dengan pewarna etidium bromide 8%.
Sampel pada jalur 1 adalah homozigot wild type C/C (362 bp dan 71 bp), sampel pada jalur 2 adalah
heterozigot mutan C/T (362 bp, 262 bp, 100 bp, 71 bp), dan sampel pada jalur 3 adalah homozigot
mutan T/T (262 bp, 100 bp, 71 bp). M adalah marker 50 bp.

Produk PCR (amplikon) yang dihasilkan berukuran 433 bp. Genotip ditentukan
berdasarkan ukuran bp fragmen DNA yang terbentuk setelah didigesti oleh enzim
HpHI. Pattern yang terbentuk setelah elektroforesis pada gel adalah sebagai berikut
homozigot wild-type (C/C= 362 bp + 71 bp), heterozigot mutan (C/T= 362 bp, 262
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bp, 100 bp, 71 bp), dan homozigot mutan (T/T= 262 bp, 100 bp, 71 bp) (Gambar
4.2).

Dari total 125 subjek, sebanyak 120 subjek berhasil dilakukan genotyping dengan
menggunakan metode Bagheri ef al.,'*® namun ada 5 subjek yang tidak ditemukan

produk PCRnya dengan menggunakan primer berdasarkan metode di atas.

Untuk mengonfirmasi hasil PCR-RFLP secara random dipilih 3 subjek yang
mewakili genotip C/C, C/T, dan T/T. Adapun sampel yang dilakukan sekuensing
adalah subjek nomor (SN) 9 (genotip mutan homozigot), SN.3 (genotip mutan
heterozigot), dan SN.41 (genotip wild-type homozigot) yang sebelumnya telah
dianalisis dengan metode PCR-RFLP (Gambar 4.3.).

chcrccacccnc ACCAGGCCCCCTGCCACTGC  _, Sekuen referensi

Jl 2
H Q A P C H C

XGGCTGCACGCTAC CACCAGGCCCCCTGCCACTGC)
GGCTGCACGCTAC CCAGGCCCCCTGCCACTGC

? n A/ ~  Mutan homozigot (T/T)
/|

CACCAGGCCCCCTGCCACTGC
CACCAGGCCCCCTGCCACTGC

XMHW\ JAMWAAM Mutan heterozigot (C/T)

GGCTGCACGCTAC ACCAGGCCCCCTGCCACTGC
GGCTGCACGCTAC CCAGGCCCCCTGCCACTGC

A AN AAHAAJ%.‘FAAA !

Gambar 4.3. Hasil Sekuensing Tiga Sampel dengan
Genotipe CYP2D6*10 yang Berbeda

Hasil sekuensing produk PCR berukuran 433 bp (Bagheri et al.'®). Titik mutasi terletak pada posisi

i
4 A

}l \ \ﬂ

gCGCTGCACGCTAC
BGGCTGCACGCTAC

basa ke-270. Mutan homozigot (T/T) memiliki basa T, mutan heterozigot (C/T) memiliki basa C
atau T (Y), dan wild-type homozigot (C/C) memiliki basa C.

Titik mutasi terletak pada posisi basa ke-270 pada sekuens produk PCR (433 bp).
Pada basa ke-270, hasil sekuensing produk PCR sampel mutan homozigot (T/T)
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menunjukan basa T, sampel mutan heterozigot (C/T) menunjukkan basa C atau T
yang ditandai dengan huruf Y, dan sampel wild-type homozigot (C/C) akan
menunjukkan basa C (Gambar 4.3.). Hasil sekuensing dicocokkan dengan sekuens

referensi gen CYP2D6 di GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov>genbank)

dengan accession number M33388.

Hasil genotyping pada 120 subjek menunjukkan frekuensi genotip homozigot
mutan (T/T) adalah 23 subjek (19,2%), heterozigot mutan (C/T) adalah 37 subjek
(30,8%), dan homozigot mutan adalah 60 subjek (50%).

Pada 5 sampel dengan produk PCR negatif dengan primer Bagheri et al.’3
digunakan primer Moderasi-Nejad et al.'*® Produk PCR yang dihasilkan berukuran
503 bp kemudian dilanjutkan dengan sekuensing. Hasil sekuensing untuk kelima

sampel dapat dilihat pada Gambar 4.4.

cCAACGCTGGRCTGCACGCTACLCLRCCAGGCCCCCTGCCACTGC — Sekuen referensi

oo
o
—
oo
L=
—
oo
~J
—
oo
o0
—
oo
=]
—

jcaacgctgggetgcacgetacccaccagyccccctyccactyc

! ¢ R W A A R Y|P P 6 P L P I
cCAACGCTGGGCTGCACGCTACCCACCAGGCCCCCTGCCACTGC >Subjek26
SCAACGCTGGGCTGCACGCTACLLACCAGGCCCCCTGCCACTGC >Subjek33
;CAACGCTGGGCTGCACGCTACCLACCAGGCCCCCTGCCACTGC>Subjek 52
cCAACGCTGGGCTGCACGCTACCLACCAGGCCCCCTGCCACTGC>Subjek 103
CCAACGCTGGACTGCACGCTACLLGCCAGGCCCCCTGCCACTGC>Subjek115

Gambar 4.4. Hasil Sekuensing Lima Sampel PCR Negatif

Hasil sekuensing produk PCR berukuran 503 bp menggunakan primer metode Moderasi-nejad et

al.’3. Subjek 26, 33, 52 103, dan 119 memiliki basa C pada posisi basa ke-271 dari produk PCR.
Berdasarkan hasil sekuensing dapat disimpulkan bahwa genotip kelima sampel

adalah wild-type homozigot yang dapat dilihat dari adanya basa C pada urutan basa
ke-271 produk PCR (503 bp).
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Pada Gambar 4.5. dapat dilihat persentase genotip CYP2D6*10 (c.100C>T) pada
125 subjek studi. Persentase genotip terbanyak subjek studi adalah homozigot
mutan/T/T (48,0%).

60
50 ) _’fi -
°\° _Er AL ,"‘ )
5 0 e
) 29,6 e
s : == s B
o - R AR
€ 20 g 1] nf“.'? 1'}? .
3 e G ]
10 - —— —] X e a0
e = ~ YA

Homozigot wild- Heterozigot mutan (C/T) Homozigot mutan (T/T)
type(C/C)
Genotip CYP2D6*10 (c.100C>T)

Gambar 4.5. Persentase Genotip CYP2D6*10 (¢.100C>T)

Median (25-75%) kadar Z-END subjek studi dari masing-masing genotip adalah
sebagai berikut: genotip C/C = 9,58 (0,7-6,0) ng/mL, C/T = 9,86 (0,7-26,6)
ng/mL, dan T/T = 3,76 (0,9-26,6) ng/mL. Hasil analisis dengan uji Kruskal Wallis
menunjukkan ada perbedaan yang bermakna secara statistik antara ketiga kelompok
genotip (p < 0,001). Analisis post- hoc dengan Mann Whitney menunjukkan ada
perbedaan bermakna antara kelompok genotip T/T dengan kelompok genotip C/C,
dan C/T (p <0,001)
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Gambar 4.6. Median Kadar Z-END Berdasarkan Genotip CYP2D6*10
$ Uji Mann Whitney C/C vs.T/T (p <0,001); *C/T vs. T/T (p < 0,001)

4.4 Validasi Metode Bioanalitik

Suatu upaya yang dilakukan untuk membuktikan bahwa metode yang digunakan
memenuhi persyaratan penggunaannya adalah dengan melakukan validasi metode
bioanalitik. Parameter validasi bioanalitik yang dilakukan dalam pengukuran ketiga
analit dalam plasma meliputi selektivitas, carry over, lowest limit of quantification
(LLOQ), kurva kalibrasi/linearitas (calibration curve), akurasi, presisi, efek matriks

(matrix effect), stabilitas (short term, post preparative, post term stability).

4.4.1 Selektivitas

Selektivitas merupakan parameter validasi untuk melihat apakah metode yang
digunakan dapat mengukur analit. Menurut EMA guideline parameter ini dilihat
dari persentase area pengotor (% interference) antara LLOQ dengan blanko plasma,
tidak lebih dari 20% untuk analit dan 5% untuk internal standar. Hasil pengukuran
6 subjek yang berbeda menunjukkan bahwa % area pengotor untuk DMP dalam
blanko plasma berkisar 9,21-18,66%. Tidak ada interferensi dari Z-END, DX, dan
bisoprolol (IS) dalam blanko plasma. Hasil validasi metode bioanalitik parameter

selektivitas memenuhi kriteria EMA untuk ketiga analit.
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4.4.2 Carry Over

Carry over merupakan parameter validasi untuk melihat pengaruh pengukuran ULOQ
terhadap blanko plasma. Area analit dan internal standar pada blanko tidak lebih dari
20% dan 5% dari LLOQ. Hasil pengukuran menunjukkan tidak carry over (0%) dari
Z-END, sementara untuk DMP adalah 9,25%, DX 4,49% dari area LLOQ. Carry over
DMP adalah 0,10% dari area standar internal. Hasil validasi metode bioanalisis

parameter carry over memenuhi kriteria EMA untuk ketiga analit

4.4.3 Lowest Limit of Quantification

LLOQ merupakan batas terendah yang dapat terukur secara kuantitatif. LLOQ
untuk Z-END, DMP (0,50 ng/mL), dan DX dalam plasma adalah sebesar 0,50
ng/mL. Adapun batas LLOQ menurut ketentuan EMA yaitu sinyal analit (luas area
analit) dari sampel LLOQ paling sedikit 5 kali dari luas area blanko plasma. Hasil
validasi metode bioanalitik parameter lower limit of quantification memenuhi

kriteria EMA untuk ketiga analit.

4.4.4 Kurva Kalibrasi

Kurva kalibrasi mencakup rentang kadar yang diharapkan dalam metode bioanalitik
ini yang meliputi LLOQ) dan ULOQ. Hasil metode bionalitik menunjukkan deviasi
kadar Z-END pada perhitungan ulang dari kadar semula berada dalam rentang
7,63—15,49% (LLOQ) dan -14,44-12,78% (untuk konsentrasi lainnya) dengan
koefisien korelasi (r) = 0,99. Deviasi kadar DMP pada perhitungan ulang dari kadar
semula berada dalam rentang 1,73-12,53% (LLOQ) dan -9,43— 14,96 % (untuk
konsentrasi lainnya) dengan r = 0,99. Deviasi kadar DX pada perhitungan ulang dari
kadar semula berada dalam rentang -9,07—(-6,19)% (LLOQ) dan -13,19-14,91 %

(untuk konsentrasi lainnya) dengan r = 0,99. !!2

Syarat yang diterima menurut standar EMA adalah pada perhitungan ulang kadar
analit pada standar kalibrasi menunjukkan penyimpangan rerata kadar (CV) dari
nilai sebenarnya tidak boleh lebih dari +15%, kecuali untuk LLOQ (£20%). Paling
sedikit 75% dari standar kalibrasi harus memenuhi kriteria ini termasuk LLOQ dan
ULOQ untuk LLOQ. Hasil validasi metode bioanalisis parameter kurva validasi

memenuhi kriteria EMA untuk ketiga analit.
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4.4.5 Akurasi

Akurasi dilakukan untuk menunjukkan tingkat kedekatan hasil analisis dengan nilai
sebenarnya. Akurasi dapat dilakukan dengan within run (dalam satu hari) dan
between run (beda hari) dengan tujuan untuk melihat apakah ada perbedaan hasil
jika dilakukan pada hari yang sama atau berbeda hari. Baik within run accuracy
maupun between run accuracy dikerjakan pada 4 kadar (LLOQ, low QC, medium
QC, dan high QC) pada 5 replicate, untuk between run accuracy dikerjakan paling
sedikit pada 2 hari yang berbeda.

Hasil within run accuracy pada metode bioanalisis ini adalah penyimpangan kadar
Z-END sebesar 0,88% untuk LLOQ, dan berkisar antara 0,86—13,94% untuk kadar
lainnya. Penyimpangan kadar DMP sebesar -4,26% untuk LLOQ dan berkisar
antara -3,19-14,43% untuk kadar lainnya. Penyimpangan kadar DX sebesar
10,95% untuk LLOQ dan berkisar antara -10,52—14,69% untuk kadar lainnya. Hasil
between run accuracy pada metode bioanalisis ini adalah penyimpangan kadar Z-
END sebesar 3,88% untuk LLOQ, dan berkisar antara -1,97—(-7,95)% untuk kadar
lainnya. Penyimpangan kadar DMP sebesar -4,68% untuk LLOQ dan berkisar
antara -2,01-0,69% untuk kadar lainnya. Penyimpangan kadar DX sebesar -10,48%
untuk LLOQ dan berkisar antara 3,99-7,63% untuk kadar lainnya.

Syarat yang diterima menurut standar EMA adalah penyimpangan rerata kadar dari
nilai sebenarnya tidak boleh lebih dari 15% untuk sampel QC dan 20% untuk LLOQ
untuk kedua jenis akurasi. Hasil validasi metode bioanalitik parameter within run

dan between run accuracy memenuhi kriteria EMA untuk ketiga analit.

4.4.6 Presisi

Presisi dilakukan untuk menunjukkan kedekatan hasil pengukuran bila dilakukan
pengukuran berulang. Hasil within run precision pada metode bioanalitik ini adalah
nilai CV untuk END adalah 19,19% untuk LLOQ dan berkisar antar 2,34—12,33%
untuk kadar lainnya. Nilai CV untuk DMP adalah 16,12% untuk LLOQ dan
berkisar antar 1,8—-6,95% untuk kadar lainnya. Nilai CV untuk DX adalah 15,61%
untuk LLOQ dan berkisar antar 6,59—10,96% untuk kadar lainnya. Hasil between

run precision pada metode bioanalisis ini adalah nilai CV untuk Z-END adalah
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9,11% untuk LLOQ dan berkisar antar 3,87—-8,15% untuk kadar lainnya. Nilai CV
untuk DMP adalah 13,24% untuk LLOQ dan berkisar antar 8,14—9,98% untuk
kadar lainnya. Nilai CV untuk DX adalah 5,60% untuk LLOQ dan berkisar antar
5,34-6,16% untuk kadar lainnya.

Syarat yang diterima menurut standar EMA adalah CV dari masing-masing analit
tidak boleh lebih dari 15% untuk sampel QC dan 20% untuk LLOQ. Hasil validasi
metode bioanalitik untuk parameter within run dan between run accuracy

memenuhi kriteria EMA.

4.4.7 Efek Matriks

Parameter ini dilakukan untuk melihat apakah ada pengaruh matriks (plasma)
dalam pengujian analit pada kadar tinggi dan rendah dalam plasma. Hasil validasi
metode bioanalitik ini menunjukkan persentase CV IS-normalized MF untuk Z-
END adalah 14,97% untuk low QC dan 13,92% untuk high QC. Persentase CV IS-
normalized MF untuk DMP adalah 13,08% untuk /low QC dan 10,52% untuk high
QC. Persentase CV IS-normalized MF untuk DX adalah 14,62% untuk /ow QC dan
11,94% untuk high QC.

Syarat yang diterima menurut standar EMA adalah persentase koefisien variasi IS-
normalized MF yang dihitung dari 6 sumber matriks yang berbeda di bawah 15%.

Hasil validasi metode bioanalisis parameter efek matriks memenubhi kriteria EMA.

4.4.8 Stabilitas

Short term stability diperoleh hasil deviasi rerata kadar Z-END sebelum disimpan
pada suhu beku berkisar -13,25—(-8,10)% dan -2,03-3,52% untuk /ow dan high QC.
Deviasi rerata kadar DMP sebelum disimpan pada suhu beku untuk /ow QC (-
11,26—0,98%) dan high QC (-2,03-3,52%). Deviasi rerata kadar dekstorfan
sebelum disimpan pada suhu beku untuk /ow QC (-1,63-7,40%) dan high QC (-
11,93-9,28%). Hasil short term stability menunjukkan sampel plasma stabil pada

suhu ruang selama 24 jam.

Post preparative stability diperoleh hasil deviasi rerata kadar Z-END sebelum
disimpan pada suhu beku berkisar 5,62—-8,51% dan 11,91-14,25% untuk low dan

Universitas Indonesia



112

high QC. Deviasi rerata kadar DMP sebelum disimpan pada suhu beku untuk low
QC (-8,43—(-1,58)% ) dan high QC (-7,41-7,55%). Deviasi rerata kadar dekstorfan
sebelum disimpan pada suhu beku untuk /ow QC (3,09—-12,56%) dan high QC (-
0,41-4,42%). Hasil post preparative stability menunjukkan sampel plasma stabil

pada autosampler selama penyimpanan 12 jam.

Long term stability diperoleh hasil deviasi rerata kadar Z-END sebelum disimpan
pada suhu beku berkisar -14,99-6,52% dan -4,47—7,13% untuk low dan high QC.
Deviasi rerata kadar DMP sebelum disimpan pada suhu beku berkisar -
10,35-3,50% dan -1,25-11,10% untuk low dan high QC. Deviasi rerata kadar
dekstorfan sebelum disimpan pada suhu beku berkisar 8,06-13,60% dan -
2,01-12,01% untuk low dan high QC. Hasil long term stability menunjukkan
sampel plasma stabil pada suhu di bawah -20 °C selama 44 hari.

Syarat yang diterima menurut standar EMA adalah deviasi kadar yang terukur pada
uji stabilitas tidak lebih dari 15% dari konsentrasi awal pada short term, post
preparative, dan long term stability. Hasil validasi metode bioanalisis parameter

stability memenuhi kriteria EMA.

4.4.9 Dilution Integrity

Parameter dilution integrity dilakukan untuk melihat nilai keakuratan dan presisi
dari kadar setelah pengenceran. Pada saat pengukuran kadar Z-END, DMP, dan DX
tidak diperlukan pengenceran. Validasi parameter dilution integrity tidak

dikerjakan karena sampel tidak memerlukan pengenceran.

Validasi metode bioanalitik dilakukan terhadap metode UPLC-MS/MS sebelum
dilakukan pengukuran kadar Z-END, DMP, dan DX dalam plasma subjek studi
dengan menggunakan blanko plasma (Gambar 4.7.a) yang ditambahkan (spike)
dengan END, DMP, dan DX dengan konsentrasi terendah/lowest limit of
quantification (LLOQ) (Gambar 4.7.b), konsentrasi tertinggi/upper limit of
quantification (UPLQ) (Gambar 4.7.c), dan pada sampel (Gambar 4.7.d).
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Gambar 4.7. Kromatogram Endoksifen, Dekstrometorfan,

dan Dekstrorfan

a. Blanko Plasma,, b.Standar (spike sampel konsentrasi rendah), c. Standar (spike sampel konsentrasi

tinggi), dan d. Sampel (subjek studi)
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4.5 CYP2D6 Phenotyping

Fenotip subjek studi ditentukan berdasarkan MR DMP/DX. Tiga jam pasca
konsumsi DMP 30 mg per oral median (25-75%) kadar DMP subjek studi adalah
5,83 (2,93-18,77) ng/mL dan rerata £ SB DX adalah 6,43 + 2.97 ng/mL. Kadar
DMP dan DX dalam plasma pada subjek studi sangat bervariasi antar subjek studi
dengan rentang kadar 0,68—52,52 ng/mL (DMP) dan 0,25—-15,6 ng/mL (DX). Kadar
DMP dapat terukur pada semua subjek dengan metode pengukuran yang digunakan.
Pada 4 subjek kadar DX tidak dapat dideteksi karena di bawah LLOQ dari alat
pengukuran yaitu (0,5 ng/mL). Pada ke-4 subjek tersebut maka nilai DX ke-4
subjek ini dianggap sebesar 0,25 ng/mL (1/2 LLOQ) dari alat UPLC-MS/MS. Nilai
MR DMP/DX pada 4 subjek ini adalah 131,2 (SN.57), 146,0 (SN.109), 159,2
(SN.26), dan 176,0 (SN.103).

Nilai median (25-75%) MR DMP/DX adalah 0,91 (0,43-3,15). Terlihat adanya
perbedaan yang sangat mencolok antara MR DMP/DX terendah (0,13) dan
tertinggi (176,0). Histogram MR DMP/DX dapat dilihat pada Gambar 4.8.

4.5.1 Rasio Metabolik Dekstrometorfan/ Dekstrorfan (MR DMP/DX)
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Gambar 4.8. Histogram Rasio Metabolik Dekstrometorfan/Dekstrorfan
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Pada Gambar 4.8. dapat dilihat histogram MR DMP/DX memperlihatkan paling
tidak ada distribusi bimodal. Untuk mengkonfirmasi hasil dari Gambar 4.8.
dilakukan uji statistik untuk melihat apakah MR DMP/DX (phenotyping) dapat
menggantikan genotyping dalam memprediksi kadar Z-END adalah dengan melihat
apakah ada perbedaan bermakna antara MR DMP/DX dibandingkan gold standard
(genotip). Karena distribusi data tidak normal dan ada lebih dari dua kelompok yang
akan diuji maka digunakan uji non-parametrik dalam hal ini uji Kruskal-Wallis.
Dengan uji Kruskal-Wallis diperoleh nilai p < 0.001, maka paling tidak terdapat
perbedaan antara dua kelompok. Untuk mengetahui kelompok mana yang
mempunyai perbedaan harus dilakukan analisis post-hoc dengan uji Mann-
Whitney. Hasil uji Mann-Whitney menunjukkan tidak ada perbedaan antara EM
dengan IM, namun ada perbedaan antara EM dan IM (nonPM) dengan PM (p <
0,001) (Tabel uji Kruskal Wallis dan Mann-Whitney dapat dilihat pada Lampiran
16.). Hasil uji statistik ini mengkonfirmasi bahwa terdapat 2 jenis fenotip, sehingga

dapat dilanjutkan dengan uji ROC.
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Gambar 4.9. Kurva ROC Ratio Metabolik Dekstrometorfan/Dekstrofan
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Penentuan titik potong (cut-off’) PM dan non-PM dilakukan menggunakan receiver
operator curve (ROC). Pada Gambar 4.9. dapat dilihat kurva ROC menunjukkan
MR DMP/DX mempunyai nilai determinasi yang baik karena kurva jauh dari garis
50% dan mendekati 100%. Nilai diskriminasi antara nonPM dan PM diketahui
dengan melihat nilai area under the curve (AUC) yaitu sebesar 88,0% (IK95% =
0,815-0,946%); p < 0,001) yang berarti secara statistik nilai diskrimiasi uji ROC
cukup kuat untuk dapat menentukan titik potong subjek yang masuk kriteria nonPM
maupun PM. Nilai p < 0,05 menunjukkan bahwa fenotip dapat digunakan untuk
memprediksi kadar Z-END dalam plasma (Tabel penentuan nilai AUC dapat dilihat
di Lampiran 8).

Berdasarkan nilai coordinates of the curve dari ROC ditentukan titik potong dari
nonPM maupun PM yaitu sebesar 1,01 berdasarkan nilai sensitivitas (85,0%) dan
spesivisitas (84,6%) yang sama besar. Pada Gambar 4.10. dapat dilihat nilai
sensitivitas dan spesivisitas yang digunakan untuk menentukan titik potong dari

fenotip subjek studi.
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Gambar 4.10. Penentuan Titik Potong Fenotip CYP2D6

Berdasarkan sensitivitas dan spesifisitas sama besar (= 85%) diperoleh titik potong fenotip

CYP2D6 subjek studi sebesar 1,01
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4.5.2 Frekuensi Poor Metabolizer dan Non-Poor Metabolizer dari Gen CYP2D6
Menggunakan titik potong 1,01 sebagai pembeda fenotip PM dan non-PM maka
diperoleh persentase fenotip PM ditemukan sebesar 48,8% pada subjek studi
(Gambar 4.11.).
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Gambar 4.11. Persentase Poor Metabolizer (PM) dan
non-Poor Metabolizer (NonPM) dari Gen CYP2D6
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Gambar 4.12, Median Kadar Z-END Berdasarkan Fenotip CYP2D6
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Median (25-75%) kadar Z-END berdasarkan kelompok fenotip, fenotip non-PM
sebesar 9,81 (7,36—14,59) dan PM sebesar 3,32 (2,51-4,66) ng/mL. Analisis
dengan Mann Whitney menunjukkan adanya perbedaan bermakna antara kedua

kelompok fenotip ( p <0,001)

Pada penggunaan probe drug DMP 30 mg per oral dosis tunggal secara umum dapat
ditoleransi pada 96,8% (120 orang) subjek studi. Terdapat laporan adverse event
pada 3,2% (5 subjek) berupa pusing (3 subjek) yaitu SN.9 (MR DMP/DX = 1,92),
SN.10 (MR DMP/DX = 0,6), SN.87 (MR DMP/DX = 2,70, mual disertai buang air
besar cair sebanyak 2 kali (2 subjek) yaitu SN.34 (MR DMP/DX = 2,51), SN.50
(MR DMP/DX = 3,89) pasca konsumsi DMP di mana efek ini sifatnya reversibel
dan hilang dalam waktu + 3-5 jam.

4.6 Kadar Z-Endoksifen dalam Plasma

Jumlah Subjek (%)
A M b b U U0
A N 0o O O -

IS
[

IS
IS

Z-END <5.9 Z-END 25.9
Kadar Z-Endoksifen (ng/mL)

Gambar 4.13. Persentase Subjek Studi yang Mencapai MTC Z-Endoksifen

Median (25-75%) kadar Z-END dalam plasma adalah 6,63 (3,18—10,56) ng/mL,
dengan rentang kadar Z-END terendah dan tertinggi sebesar 0,7 dan 36,6 ng/mL.
(data tidak ditampilkan dalam gambar). Kadar Z-END sangat bervariasi antar
subjek (variasi kadar Z-END antar subjek sebesar 52,3 kali lipat antar subjek). Pada
penelitian ini hanya 52,8% subjek mencapai MTC Z-END (Gambar 4.13.).
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4.7 Hubungan Karakteristik Demografik, Klinik, Genotip, dan Fenotip
dengan Pencapaian Kadar Z-END Plasma

Untuk melihat hubungan antara karakteristik demografik, klinik, genotip, dan

fenotip subjek studi dengan pencapaian kadar Z-END plasma digunakan analisis

bivariat dengan menggunakan uji Chi-Square/Fisher (Tabel 4.2.).

Tabel 4.2. Hubungan Karakteristik Demografik, Klinik Genotip, dan
Fenotip Subjek Studi dengan Pencapaian Kadar Z-END Plasma (n = 125)

Z-END (ng/mL)
Variabel <59 >59 OR?* p value IK95%
n (%) n (%)

Karakteristik demografik

- Usia (tahun)
Non-lansia (< 60) 56 (47,1) 63 (52,9) 0,89° 1,00 0,17-4,58
Lansia (= 60) 350,00  3(50,0) 1

- Indeks massa tubuh (kg/m?)
Berat badan kurang — normal 21(45,7) 25(54,3) 0,906 0,80 0,44 1,88
Berat badan lebih — obesitas 38 (48,1) 41(51,9) 1

- Waist/hip ratio (mean = SD)
Normal 10 (34,5) 19(65,5) 0,505 0,12* 0,21-1,20
Tinggi 49 (51,0) 47 (49,0) 1

Karakteristik klinik

- Usia saat diagnosis (tahun)
Dewasa muda 8(61,5) 5(38.5) 1,914 0,27 0,59-6,21
Dewasa tua 51(45,5) 61 (54,5) 1

- Status menopause
Pramenopause 50(51,0) 48(49,0) 2,083 0,10%* 0,85-5,09
Pascamenopause 9(33,3) 18(66,7) 1

- Waktu minum obat
Bukan malam 22 (50,0) 22(50,0) 1,189 0,64 0,57-2,48
Malam 37 (45,7) 44 (54,3) 1

- Ukuran tumor (cm)
<2 19(52,8) 17(47,2) 1,369 0,43 0,63-2,98
>2 40 (44,9) 49 (55,1) 1

- Jumlah nodul (buah)
0 26 (52,0) 24(48,00 1,379 0,38 0,67-2,83
>1 33 (44,0) 42 (56,0) 1

- Metastasis
Tidak 54 (49,1) 56(50,9) 1,929 0,25 0,62-6,01
Ya 5333 10 (66,7) 1

- Stadium KPD
Stadium dini 35(48,6) 37(51,4) 1,143 0,71 0,56-2,33
Stadium lanjut lokal — lanjut 24 (45,3) 29 (54,7) 1

- Reseptor estrogen
Positif 53 (46,5) 61(53,5) 0,724 0,61 0,21-2,51
Negatif 6(54,5)  5(45.)5) 1

- PgR
Positif 49 (47,1) 55(52,9) 0,980 0,9 0,38-2,51
Negatif 10 (47,6) 11(52,4) 1
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Tabel 4.2. Sambungan

Z-END (ng.mL)

Variabel <59 >5,9 OR* p value IK95%
n(%) n(%)
- HER2
Positif — meragukan 15(51,7) 14(48,3) 1,266 0,58 0,55-2,91
Negatif 44 (45,8) 52 (54,2) 1
-Ki-67
Tinggi 35(51,5) 33(48,5) 1,458 0,30 0,72-2,96
Rendah 24 (42,1) 33(57,9) 1
- Subtipe molekular
Luminal A 20 (40,8) 29(59,2) 0,712 0,38 0,33-1,51
Non-luminal A 31(49,2) 32 (50,8) 1
Tipe histologi
Invasive carcinoma of no special type 47(45,2) 57(54,8) 0,618 0,32 0,24-1,59
Lainnya 12(49,1) 9(50,9) 1
Indikasi terapi
Adjuvan 54(57,1) 56(42,9) 1,929 0,25 0,62-6,01
Primer 5(33,3) 10(66,7) 1
Jenis terapi
Tamoksifen 47(44,3) 56(55,7) 0,465 0,13* 0,17-1,27
Tamoksifen + lainnya 12(63,2) 7(36,8) 1
Interaksi Obat Potensial
Tidak 51(47,7)  56(52,3) 1,138 0,80 0,42-3,12
Ya 8 (44,4) 10 (55,6) 1
Kadar SGPT
Normal 43 (43,4) 56 (56,6) 0,480 0,10%* 0,19-1,16
Tinggi 16 (61,5) 10(38,5) 1
Rasio Kadar SGPT/SGOT
Normal 43 (45,7) 51(54,3) 0,790 0,57 0,35-1,78
Tinggi 16 (51,6) 15(48,4) 1
Nonalcoholic Fatty Liver Disease
Tidak 49 (44,5) 61 (55,5) 0,402 0,11%* 0,13-1,25
Ya 10 (66,7) 5(33,3) 1
Riwayat kemoterapi sebelumnya
Tidak 24 (48,0) 26(52,00 1,055 0,88 0,51-2,16
Ya 35(46,7)  40(53,3) 1
Adherence
Adherence tidak tinggi 48 (55,8) 38(44,2) 3215 0,004* 1,42-7,28
Adherence tinggi 11(28,2) 28(71,8)
Genotip
Non-T/T (C/C, C/T) 13(20,0) 52(80,0) 0,076 <0,001"  0,03-0,18
T/T 46 (76,7) 14 (23,3) 1
Fenotip
Non-PM (EM, IM) 9(14,1) 55(85,9) 0,036 <0,001"  0,01-0,09
PM 50(82,0) 11(18,0) 1
Keterangan:

HER-2: human epidermal growth factor-2, SGOT: serum glutamic oxaloacetic transaminase,
SGPT: serum glutamic pyruvic transaminase, NAFLD: nonalcoholic fatty liver disease, EM:
extensive metabolizer, IM: intermediate metabolizer, PM: poor metabolizer,C/C: homozigot wild-
type, C/T: heterozigot mutan, T/T: homozigot mutan. Angka dinyatakan dalam jumlah orang (%).

2= yji Pearson Chi-Square, b= uji Fisher, OR= odds ratio, p < 0,25 = memenuhi syarat dilakukan

uji multivariat
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Hasil analisis bivariat menunjukkan terdapat 8 variabel yang memenuhi syarat
untuk dilakukannya uji multivariat menggunakan analisis regresi logistik ganda (p
< 0,25), dan dari 8 variabel tersebut ada 3 variabel yang menunjukkan hubungan
bermakna dengan pencapaian kadar Z-END yaitu adherence (p < 0,004), genotip (p
<0,001), dan fenotip (p <0,001).

4.8 Analisis Multivariat

Untuk melihat variabel yang berperan dalam pencapaian kadar Z-END plasma,
analisis regresi logistik ganda dilakukan pada variabel yang dengan uji bivariat
mempunyai nilai p <0,25 yaitu waist/hip ratio, status menopause, jenis terapi, kadar
SGPT, non-alcoholic fatty liver disease, adherence, genotip, dan fenotip. Hasil

analisis regresi logisitik ganda dapat dilihat pada Tabel 4.3.

Tabel 4.3. Analisis Regresi Logistik Ganda antara Genotip, dan Fenotip
dengan Pencapaian Kadar Z-END Plasma (n = 125)

Variabel Adjusted p value IK 95%
OR*

Genotip
Non-T/T (C/C, C/T) 3,01 0,05 0,98-9,22
T/T 1

Fenotip
Non-PM (EM/IM) 14,42 <0,001" 4,68-44,35
PM 1

Keterangan:

C/C= homozigot wild-type, C/T= heterozigot mutan, T/T= homozigot mutan, poor metabolizer
(PM), extensive metabolizer (EM), intermediate metabolizer (IM),°= Analisis regresi logistik ganda,
OR= odds ratio, P value <0,05*= bermakna secara statistik

Hasil analisis multivariat menunjukkan fenotip merupakan satu-satunya variabel
yang berhubungan secara bermakna dengan pencapaian kadar Z-END dalam
plasma. Genotip tidak berhubungan dengan pencapaian kadar Z-END plasma (p =
0,05), namun dimasukkan dalam pemodelan akhir karena secara substansi
mempunyai kontribusi yang besar di dalam penentuan fenotip subjek studi. Genotip

dan fenotip mempunyai R square = 55,2%.

Probabilitas subjek dengan genotip non-T/T untuk mencapai kadar Z-END > 5,9
ng/mL adalah 45,6%, sementara fenotip non-PM sebesar 71,7%. Probabilitas
subjek yang memiliki genotip non-T/T dan fenotip non-PM untuk mencapai kadar

Z-END > 5,9 ng/mL adalah 88,3%
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4.9 Penggunaan Obat Lain Bersama Tamoksifen

Dari total 125 subjek yang hanya menggunakan TAM saja ada 60 subjek (48%) dan
sebanyak 65 subjek (52%) menggunakan TAM bersama dengan obat lain. Pada
Tabel 4.4. dapat dilihat obat-obat yang digunakan bersama dengan TAM oleh
subjek studi.

Tabel 4.4. Obat-Obat Lain yang Digunakan Bersama Tamoksifen (n = 65)
Nama Obat Jumlah Subjek (orang)

Goserelin asetat 19
Kalsium-vitamin D3
Obat tradisional
Amlodipin
Warfarin
Spirolonakton
Bisoprolol
Vitamin B
Metformin
Glikuidon
Lansoprazol
Valsartan
Obat tiroid (propiltiourasil, levotiroksin)
Asam ibandronat
Sertralin
Klorfeniramin
Simvastatin
Alprazolam
Insulin
Telbivudin
Isosorbid dinitrat
Ursodeoxycholic Acid
Teofilin
Salbutamol
Etambutol
Isoniazid
Rifampisin
Ofloksasin

Kererangan:

Satu subjek dapat menggunakan satu atau lebih obat secara bersamaan

;—»—t»—t»—t»—»—»—»—~>—»—»—»—~NNNNNWWWWMOO\D§

4.10 Interaksi Obat Potensial

Metabolisme TAM menjadi Z-END melibatkan banyak enzim CYP-P450, pada
penggunaan TAM bersama dengan obat-obat lain yang dimetabolisme oleh enzim
CYP-P450 memungkinkan terjadinya interaksi dalam proses metabolisme. Pada
Tabel 4.5. dapat dilihat nama obat-obat yang pada penggunaan bersama TAM dapat

memengaruhi enzim yang memetabolisme TAM.
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Tabel 4.5. Penggunaan Obat-Obat Lain yang dapat Memengaruhi
Enzim yang Memetabolisme Tamoksifen

Sitokrom P- Inducers Inhibitors Substrat
450 (CYP)
CYP2D6 Rifampisin (n = 1) Klorfeniramin (n =1) Bisoprolol
Sertralin (n =1) Klorfeniramin
Lansoprazol (n =2) Lansoprazol
Simvastatin (n =1) Sertralin
CYP3A4 Rifampisin (n = 1) Isoniazid (n =1) Alprazolam (n = 1)
Simvastatin (n = 1) Amlodipin (n =9) Amlodipin (n =9)
Spironolakton (n = 3) Simvastatin (n = 1)

Klorfeniramin (n = 1)
Bisoprolol (n = 3)
Teofilin (n=1)
Glikuidon (n = 2)

CYP2C9 Rifampisin (n = 1) Isoniazid (n=1) Warfarin (n = 5)
Valsartan (n = 2)
Ibuprofen (n=1)

CYP2C19 Rifampisin (n= 1) Lansoprazol Lansoprazole (n = 2)
Warfarin (n = 5)

CYP1A2 Insulin (n=1) Ofloksasin (n =1) Toefilin (n=1)
Warfarin (n = 5)

4.11 Adverse Event

Selama pelaksanaan semua keluhan yang dirasakan subjek studi dicatat sebagai
adverse event (AE) pada penggunaan TAM. Dari total 125 subjek studi sebanyak
44 subjek (35,2%) tidak melaporkan adanya AE sementara sebanyak 81 subjek
(64,8%) melaporkan adanya ADR selama penggunaan TAM. Pada Tabel 4.6. dapat
dilihat data ADR yang dilaporkan oleh subjek studi.
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Tabel 4.6. Adverse Event Subjek Studi Tamoksifen (n = 125)

Adverse Event Jumlah subjek Persentase (%)
Tidak mengalami 44 35,2
Hot flushes 37 29,6
Muskuloskeletal 30 24,0
(tulang ngilu kaku dan nyeri otot)
Mudah lelah 16 12,8
Berat badan naik 8 6,4
Depresi 7 5,6
Keputihan 7 5,6
Hiperplasia endometrial 6 4,8
Rambut rontok 6 4.8
Kaki kram 6 4.8
Hiperkoagulasi 5 4
Kesemutan 5 4
Kulit gatal 5 4
Vagina kering 4 3,2
Suka lupa 4 3,2
Instabilitas emosi 4 3,2
Sakit kepala 4 3,2
Mata kabur 3 2,4
Nyeri daerah pelvis 3 2,4
Susah tidur 2 1,6
Vagina gatal 1 0,8
Sariawan 1 0,8
Berat badan turun 1 0,8
Keterangan:

Satu subjek bisa melaporkan beberapa adverse drug reaction. Depresi diukur menggunakan kuesioner
Zung’s self-rating depresion scale."** Hot flashes diukur menggunakan Hot flashes Diary'#

Pada Tabel 4.7. dapat dilihat hubungan antara adverse event (hot flashes, sistem
muskuloskeletal, depresi, dan hiperplasia endometrial) dengan pencapaian kadar

Z-END dalam plasma.

Tabel 4.7. Adverse Event dan Pencapaian MTC Z-END (n = 125)

Adverse Event Z-END <5,9 Z-END >5,9 p value* 95% IK
ng/mL ng/mL
n (%) n (%)
Hot flashes
Tidak 41 (41,5) 47 (53,4) 0,83 0,43-1,99
Ya 18 (48,6) 19 (51,4)
Sistem muskuloskeletal
Tidak 41 (43,2) 54 (56,8) 0,11 0,22—-1.17
Ya 18 (60,0) 12 (40,0)
Depresi
Tidak 55 (46,6) 63 (53.4) 0,71° 0,14-3,05
Ya 4 (57,1) 3(42,9)
Hiperplasia endometrial
Tidak 57 (47,9) 62 (52,1) 0,68° 0,32-10,42
Ya 2 (33,3) 4 (66,7)

4 = yji Pearson Chi-Square, b = uji Fisher, p < 0,05 = bermakna secara statistik
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5.1 Persentase Penderita KPD yang Mencapai MTC Z-END

Hasil studi ini menunjukkan hanya 52,8% subjek yang mencapai MTC Z-END (5,9
ng/mL) pada penggunaan TAM 20 mg/hari pada saat steady state. Beberapa studi
potong lintang sudah dilakukan untuk melihat berapa persen penderita KPD yang
mengonsumsi TAM 20 mg/hari yang dapat mencapai kadar > 5,9 ng/mL. Studi yang
dilakukan Jager et al.'® di Amsterdam menunjukkan sebanyak 78% pasien mencapai
kadar Z-END 5,9 ng/mL, sementara studi yang dilakukan oleh Hennig e al.® di
Polandia menunjukkan sebanyak 40,1% pasien mempunyai kadar Z-END di atas 5,9
ng/mL. Persentase subjek KPD pada studi ini yang mencapai MTC Z-END lebih
tinggi dibandingkan studi yang dilakukan oleh Hennig ef al.,** namun lebih rendah

dibandingkan studi yang dilakukan oleh Jager et al."®

Medlensky et al.'” menunjukkan 30% lebih tingginya risiko relaps pada pasien
KPD dengan ER positif yang memiliki kadar Z-END < 5,97 ng/mL (< 14,2 nM).
Saladores et al.'>* menunjukkan lebih tingginya relaps jangka panjang pada pasien
dengan kadar Z-END yang rendah (5,08 ng/mL atau < 14,15 nM) vs. tinggi (12,72
ng/mL atau > 35 nM). Helland et al.'* menunjukkan kadar Z-END yang rendah (<
3,27 ng/mL atau < 9,00 nM) mempunyai breast cancer specific survival pada tahun
ketiga lebih tinggi sebesar 27% vs. tinggi (= 3,27 ng/mL atau> 9,00 nM). Berbeda
dengan studi-studi di atas yang menunjukkan tingginya rekurensi pada subjek
dengan kadar END yang rendah, studi yang dilakukan oleh Love et al.!’!
menunjukkan kadar Z-END > 70 ng/mL dihubungkan dengan lebih tingginya
rekurensi. Studi-studi tersebut menunjukkan rekurensi KPD tidak hanya dapat

terjadi pada END kadar rendah tapi juga dapat terjadi pada kadar tinggi.

Beberapa studi in vitro mendukung bahwa kadar END secara substansial ikut
berkontribusi untuk efektivitas TAM. END menyebabkan degradasi ERa oleh
proteosom dalam sel KPD pada kadar tinggi (100—1.000 nM/L), namun tidak terjadi
pada kadar rendah (20—40 nM/L).”® Kemampuan END menginduksi penghentian
pembelahan KPD pada sel kultur MCF-7 dan apoptosis terjadi pada kadar tinggi
(100-1000 nM) berbeda dengan antiestrogen lainnya.''> Murdler et al.'"®

125 Universitas Indonesia



126

menunjukkan dibutuhkan kadar END 4,7 ng/mL agar dapat menghambat 90% ER
(IC90). Hingga saat ini belum diketahui pasti berapa kadar Z-END yang dapat
digunakan sebagai acuan untuk menekan rekurensi, namun tampaknya diperlukan
therapeutic threshold concentration tertentu bagi Z-END untuk menentukan

keberhasilan terapi.'4’

Ada banyak faktor yang menyebabkan perbedaan hasil studi ini dengan studi
lainnya antara lain polimorfisme genetik dalam enzim pemetabolisme TAM.
Metabolisme TAM bersifat kompleks karena melibatkan banyak isoform sitokrom
P450. Z-END merupakan metabolit TAM paling aktif yang dibentuk terutama
melalui perantaraan CYP2D6. Adanya polimorfisme genetik CYP2D6 selama ini
digunakan sebagai faktor prediktor dalam metabolisme TAM menjadi metabolit

aktifnya dan dalam respons terapi.'*®

Frekuensi alel berbeda antar etnik, alel CYP2D6*10 (alel dengan fungsi berkurang)
sering ditemukan pada populasi Asia (40%), sementara alel CYP2D6*4 (alel non-
fungsional) lebih sering ditemukan pada populasi Kaukasia (11,7%), namun di Asia
sangat jarang ditemukan (< 1%).%° Adanya perbedaan etnik antara subjek Indonesia
(Asia) dan Kaukasia juga membawa dampak dalam perbedaan kadar Z-END dalam

plasma.

Median (25-75%) kadar Z-END dalam plasma pada subjek studi adalah 6,63
(3,18-10,56) ng/mL. Kesulitan dalam membandingkan hasil studi ini dengan studi
lainnya adalah tidak normalnya distribusi kadar Z-END menyebabkan kadar Z-
END dipresentasikan sebagai median (25-75%) sementara studi lainnya
menggunakan rerata + SB kadar Z-END, selain itu studi ini secara spesifik hanya
mengukur Z-END sementara banyak studi yang sudah dilakukan mengukur total
END (E- dan Z-END). Hasil studi ini konsisten dengan studi Antunes et al.?’ yang
menunjukkan median kadar END pada subjek KPD di Brazil sebesar 6,21 ng/mL.

Beberapa studi lain yang dilakukan pada etnik Kaukasia menunjukkan rerata kadar

Z-END berkisar dari 4,8—84,1 ng/mL.!%- 43 149

Median (min—maks) lama konsumsi TAM subjek studi adalah 16 (4-90) bulan.
Steady state concentration (Css) Z-END dalam plasma berhubungan dengan lama

terapi TAM. Sudah merupakan rule of thumb bahwa Css suatu obat dalam darah
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akan tercapai dalam waktu 5 kali waktu paruh (ti2)."’° Berdasarkan t;» metabolit
primernya (+ 14 hari),”! maka diperkirakan Css Z-END sudah dapat tercapai + 2,5
bulan, namun Jin ef al.'® menyatakan diperlukan waktu 4 bulan bagi Z-END untuk
mencapai Css. Berdasarkan Jin ef al.'® maka kriteria inklusi subjek penelitian ini
adalah penderita KPD yang sudah mengkonsumsi TAM secara terus menerus + 4
bulan untuk memastikan kadar Z-END sudah mencapai Css. Berdasarkan informasi
di atas maka lama terapi pada studi ini sudah mencukupi untuk memastikan Z-END

sudah mencapai Css.

Rentang kadar Z-END terendah dan tertinggi dalam plasma pada subjek studi ini
adalah 0,7-36,6 ng/mL. Kadar Z-END dalam plasma memperlihatkan variasi
interindividual sebesar 52,3 kali lipat antar subjek. Hasil studi ini konsisten dengan
studi Fotoohi et al..!® Murdter et al.,'"® dan Woo et al.'>! yang juga memperlihatkan
tingginya variasi interindividual kadar END plasma pada subjek yang
mengkonsumsi TAM 20 mg/hari.

Selain faktor genetik yang dipengaruhi oleh etnik, faktor lingkungan juga dapat
memengaruhi kadar Z-END dalam plasma. Estrogen dapat menyebabkan terjadinya
kolestasis intrahepatik pada perempuan pramenopause yang menggunakan
kontrasepsi oral, atau pada perempuan pascamenopause yang memperoleh terapi
sulih hormon.

Koh et al.'>? dan Pan et al.'> menunjukkan pemberianl7a-ctinilestradiol pada
hewan coba CYP2D6-humanized transgenic (Tg-CYP2D6) dapat menginduksi
terjadinya kolestasis sehingga akan mengaktivasi reseptor asam empedu farnesoid
X receptor (FXR) diikuti dengan peningkatan ekspresi small heterodimer partner
(SHP) yang akan merepresi transaktivasi hepatocyte nuclear factor (HNF)4a dari
promotor CYP2D6 sehingga terjadi represi ekspresi CYP2D6.!92 133 Efek ini tidak
hanya terjadi pada dosis tinggi tapi juga terjadi pada dosis rendah (yang tidak
menyebabkan kolestasis). Pajanan estrogen tersebut akan meningkatkan SHP
(hingga ~50%) dan mengurangi ekspresi gen CYP2D6 (hingga 1,5 kali).!>? Variasi
kadar Z-END antar subjek pada studi ini mungkin salah satunya bisa disebabkan
oleh terjadinya kolestasis akibat asupan hormon estrogen dari penggunaan

kontrasepsi hormonal atau dari sumber lainnya.
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5.2 Genotyping Gen CYP2D6*10 (c.100C>T)

Alel CYP2D6*10 merupakan alel yang sering ditemukan pada etnik Asia.'>* Alel
CYP2D6*10 dihasilkan dari transisi ¢.100C>T di dalam exon 1 menyebabkan
substitusi asam amino prolin 34 menjadi serin (Pro34Ser) akan menghasilkan

enzim yang tidak stabil dengan aktivitas enzim yang rendah (PM).!>

Metaanalisis bertujuan mengevaluasi efek polimorfisme CYP2D6*10 (c.100C>T,
rs1065852) terhadap outcome klinis pasien KPD etnik Asia yang memperoleh
terapi adjuvan TAM menunjukkan adanya hubungan bermakna antara genotip

*10/*10 (T/T) dengan DFS dan rekurensi.!>®

Hasil studi ini menunjukkan persentase genotip CYP2D6*10 (c.100C>T)
homozigot mutan (T/T) merupakan genotip yang terbanyak yaitu sebesar 48.0%,
diikuti heterozigot mutan (C/T) yaitu sebesar 29.6%, dan homozigot wild-type
(C/C) yaitu sebesar 22.4%.

Berbeda dengan hasil studi ini, persentase genotip terbanyak di Filipina dan Cina
adalah C/T dengan persentase masing-masing sebesar 56%,'>° dan 43%.* Hasil
studi ini mengonfirmasi walaupun sesama etnik Asia prevalensi CYP2D6*10
(c.100C>T) berbeda antar etnik. Subjek KPD di Indonesia perlu mendapat
perhatian lebih karena berbeda dengan kedua studi di atas, di Indonesia persentase

terbesar penderita KPD yang mendapatkan TAM adalah genotip T/T (48%).

Hasil studi ini menunjukkan median (25-75%) kadar Z-END pada genotip C/C,
C/T, dan T/T masing-masing 9,58 (0,7-6,0) ng/mL, 9,86 (0,7-26,6) ng/mL, dan
3,76 (0,9-26,6) ng/mL. Median kadar Z-END dalam plasma pada genotip T/T
secara bermakna paling rendah dibandingkan ke-2 genotip lainnya (p < 0,001).
Berdasarkan hasil studi ini dapat dilihat bahwa subjek yang memiliki genotip C/T
tidak mengubah kadar Z-END dalam plasma secara bermakna, sebaliknya pada
subjek dengan genotip T/T dapat mengubah kadar Z-END dalam plasma secara

bermakna.

Tidak banyak studi yang membandingkan kadar END berdasarkan genotip
CYP2D6*10 (c.100C>T). Studi yang dilakukan di Cina oleh Lei et al’
menunjukkan hasil yang sama dengan hasil penelitian ini yaitu kadar genotip T/T

memiliki kadar END secara bermakna paling rendah dibandingkan kedua genotip
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lainnya. Median kadar Z-END pada genotip T/T pada studi ini sebesar 3,76
(0,9-26,6) ng/mL, sementara pada studi Lei et al.>* rerata = SB kadar Z-END
adalah (10,72 £ 4,00 ng/mL). Cukup sulit untuk membandingkan studi ini dengan
studi yang dilakukan oleh Lei ef al.3* karena adanya perbedaan dalam distribusi data
yang menyebabkan timbulnya perbedaan dalam presentasi data yang diberikan
(median vs. rerata). Walaupun ada perbedaan presentasi data antara studi ini dengan
studi Lei ef al.,** hasil studi ini menunjukkan bahwa kadar Z-END dalam plasma
akan berubah bila substitusi basa/mutasi terjadi pada kedua basa penyusun alel

CYP2D6*10 yang fungsional.

Studi yang dilakukan oleh Kiyotani et al.'*’ di Jepang bertujuan melihat hubungan
genotip CYP2D6*10 terhadap kadar END. Median kadar END pada wt/wt (wild-
type/wild-type), wt/V (wild-type/variant), dan V/V (variant/variant) masing-
masing sebesar 35,4 ng/mL, 27,2 ng/mL, dan 15,5 ng/mL. Konsisten dengan hasil
studi ini, Kiyotani ef al.'>” juga menunjukkan ada perbedaan bermakna pada kadar

END dengan kadar terendah ditunjukkan pada genotip V/V (p = 0,0000043).157

Studi yang dilakukan oleh Love et al.'?! pada subjek KPD Filipina dan Vietnam yang
mendapatkan terapi adjuvan TAM bertujuan untuk melihat hubungan antara genotip
CYP2D6 terhadap kadar END menunjukkan rerata + SB kadar END pada alel dengan
fungsi normal (*1,*2) adalah 48,2 + 39,7 ng/mL, alel dengan fungsi berkurang
(heterozigot *10, *41) adalah 39,3 + 26,6 ng/mL, dan alel dengan aktivitas buruk
(homozigot *10, *41, dan satu atau lebih alel nonfungsional/nul alel) adalah 24,0 +
22,3 ng/mL. Studi tersebut menunjukkan ada perbedaan bermakna kadar END dengan
kadar terendah pada alel dengan aktivitas buruk/nonfungsional (p < 0,0001)

Studi yang dilakukan oleh Lei et al.,’* Kiyotani et al.,'>” dan Love et al.'?! dilakukan
pada subjek dari Asia. Adanya perbedaan kadar Z-END dapat disebabkan adanya
perbedaan etnik yang menyebabkan terjadinya polimorfisme CYP2D6*10.
Perbedaan lainnya adalah ketiga studi yang dilakukan tersebut mengukur total END
(isomer E- dan Z-END), sementara kita tahu bahwa isomer E-END merupakan
agonis lemah dengan afinitas < 1% pada ER dibandingkan dengan isomer Z-END.
Studi yang dilakukan pada subjek KPD di Indonesia ini mengukur kadar Z-END

secara spesifik, sementara studi yang dilakukan oleh Kiyotani et al.">” mengukur
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CYP2D6*10 pada kedua alel, studi yang dilakukan oleh Love et al.'?! tidak hanya
spesifik pada *10, sementara pada studi yang dilakukan ini dan studi Lei et al.>* hanya
mengukur mutasi pada 1 alel yaitu CYP2D6*10 (c.100C>T) seperti halnya pada studi
ini. Terlepas dari adanya perbedaan di antara studi yang ada, konsisten dengan studi
yang telah dilakukan sebelumnya studi ini juga menunjukkan adanya perbedaan

kadar END antar ke-3 genotip.

5.3 Hubungan Genotip Gen CYP2D6%10 (c100C>T) dengan Kadar Z-END
Plasma

Berdasarkan fungsinya dalam metabolisme TAM menjadi Z-END, genotip T/T
diperkirakan akan memiliki kadar Z-END lebih rendah dari C/C atau C/T karena

fungsinya dalam metabolisme tidak optimal.

Hasil studi ini menunjukkan sebanyak 46 subjek (76,7%) genotip T/T mempunyai
kadar Z-END < 5,9 ng/mL, namun ada 14 subjek (23,3%) genotip T/T memiliki
kadar Z-END di atas MTC Z-END. Hasil studi ini konsisten dengan studi yang
dilakukan oleh Fox ef al.'?® yang menunjukkan subjek dengan PM CYP2D6 genotip
umumnya memiliki kadar Z-END < 5,9 ng/mL, namun sama seperti hasil studi ini
ada sebagian subjek dengan PM CYP2D6 memiliki kadar END > 5,9 ng/mL (> 15
nM/L). Hasil studi ini menunjukkan walaupun sebagian besar subjek studi dengan
genotip T/T mempunyai kadar Z-END di bawah MTC, genotip tidak bisa
sepenuhnya menjelaskan variabilitas kadar Z-END pada subjek studi.

Analisis bivariat menunjukkan ada hubungan bermakna secara statistik antara
genotip dengan pencapaian kadar Z-END (p < 0,001) (Tabel 4.2.). Hasil penelitian
ini konsisten dengan Antunes et al.?’ dan Schroth ef al.'>® yang mendukung bahwa
polimorfisme genotip CYP2D6 hanya dapat menjelaskan 12—-58% dari variabilitas
kadar Z-END pada saat steady-state.

Ada multipel faktor yang dapat memengaruhi kadar Z-END dalam plasma selain
genotip CYP2D6 antara lain penggunaan TAM bersama dengan obat lain seperti
paroxetin/fluoksetin,'® 2° rifampisin,>> dan adherence juga dapat memengaruhi

kadar Z-END.

Fenomena yang menjelaskan subjek dengan genotip T/T memiliki kadar Z-END >

5,9 ng/mL tampaknya berkaitan dengan peran isoform sitokrom P450 lainnya
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ditunjukkan pada studi-studi in vitro di bawah ini. Desta et al.'*> menunjukkan peran
eksklusif CYP2D6 di dalam transformasi metabolik dari N-desmetil-TAM menjadi
END. Jin et al.'® menunjukkan CYP2D6 mempunyai kontribusi sebesar 50% di
dalam metabolisme TAM menjadi END.'® Studi Murdter et al.''® menunjukkan
selain CYP2D6, CYP2C9 juga mempunyai peran dalam pembentukan END
melalui N-demetilasi dari 4-hidroksi-TAM yang merupakan 20-30% sumber dari
Z-END. CYP3A4 paling sedikit memberikan kontribusi sebesar 20-30% dalam
pembentukan END dari biotransformasi dari hidroksi-TAM.!!® Hasil studi yang
dilakukan oleh Murdter et al.'' menunjukkan tidak ditemukan hubungan antara
varian CYP2D6, CYP2C19, dan CYP3AS5 dengan kadar Z-END, namun CYP2C9
(*2,*3) yang merupakan alel dengan fungsi berkurang mempunyai kadar Z-END
yang rendah (p < 0,004). Studi-studi tersebut menunjukkan diperlukan jalur
metabolisme lainnya selain CYP2D6 dalam pembentukan END.

Studi pada manusia mengonfirmasi hasil studi in vitro dalam hal adanya
keterlibatan sitokrom P450 selain CYP2D6 yang dapat memengaruhi kadar END
antara lain oleh CYP3A4. Teft et al.?* menunjukkan lebih tingginya kadar Z-END
pada pasien karier alel CYP3A4*22 dengan risiko 2 kali lipat lebih rendah untuk
mempunyai kadar Z-END subterapeutik. Studi yang dilakukan Antunes et al.'>
menunjukkan pasien dengan gangguan aktivitas metabolisme CYP2D6 dan karier
CYP3A4*22 mempunyai kadar END sebanding dengan EM CYP2D6. Keberadaan
CYP3A4*22 dapat mengkompensasi kurangnya kadar END akibat inaktivitas
CYP2D6, terutama karena peningkatnya kadar hidroksi-TAM.!® Kedua studi
tersebut menunjukkan walaupun CYP2D6 merupakan enzim utama dalam
pembentukan END, pada kondisi berkuranganya aktivitas CPY2D6, alel *22 dari
CYP3A4 tampaknya mengompensasi sebagian gangguan metabolisme CYP2D6.

Eliminasi TAM secara primer terjadi melalui metabolisme oksidatif di hepar, dan
sekitar 75% dari dosis diekskresi ke dalam traktus biliaris sebagai glukuronida.?!
Eliminasi TAM dan metabolitnya 4-OH-TAM dan END via glukuronidase yang
dikatalisis oleh wuridine-5’-diphospho-glucuronosyltransferase (UGT). Selain
mengalami N-glukuronidase, enzim hati utama yang terlibat dalam O-
glukuronidase dari (E)- dan (Z)- isomer END adalah UGT2B7 dan UGT2B15.
Ekspresi UGT2B15 dilaporkan 4 kali lebih tinggi dibandingkan UGT2B7.!6°
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Chanawong et al.'®! menunjukkan pada sel kultur MCF7, sama halnya dengan 17j3-
estradiol maka END dapat menstimulasi ekspresi UGT2B15 mRNA sehingga akan
meningkatkan metabolisme lokal dan inaktivasi END dan mengurangi efikasi
TAM. Sutiman et al.'%> menunjukkan UGT2B7 dan UGTB15 mempunyai efek
minor dalam hubungannya dengan kadar Z-END dalam plasma. UGT1A4*3
(142T>G, L84V) dihubungkan dengan lebih tingginya kadar metabolit aktif TAM-

N-glucuronide secara bermakna.'®?

Berbeda dengan hasil studi di atas, studi yang dilakukan Murdter et al!"
menunjukkan tidak ada korelasi genotip UGT2B7, UGT2B15*2, maupun UGT1A4
dengan kadar Z-END dalam plasma. Studi yang dilakukan oleh Murdter et al.!'
pada etnik Kaukasia, sementara studi yang dilakukan Sutiman et al.'6> pada
penderita KPD dari etnik Asia (Cina, Melayu, dan India). Berdasarkan hasil studi
di atas dapat disimpulkan bahwa faktor etnik tampaknya ikut berkontribusi dalam
ekspresi enzim UGT.

Hasil studi ini dapat dilihat median kadar Z-END pada genotip T/T sebesar 3,76
ng/mL adalah di bawah MTC Z-END yang ditetapkan berdasarkan studi Madlensky
et al.'” Hingga saat ini belum diketahui pasti apakah MTC Z-END tersebut akan
memengaruhi efikasi TAM pada penderita KPD di Indonesia, dan berapa target
kadar Z-END dalam plasma pada populasi Indonesia. Masih diperlukan penelitian

lebih lanjut berkaitan dengan hal ini.

Perlu disadari bahwa kadar obat dalam darah tidak hanya dipengaruhi genotip
CYP2D6, tapi juga ada faktor lain misalnya obat-obat lain yang diminum

bersamaan dengan TAM dan adherence.'¥’

Pada studi ini obat-obat lain yang
dikonsumsi pada saat pengambilan data dan adherence ikut dicatat namun, tidak

dilaporkan pada studi yang dilakukan oleh Lei et al.**

Hingga saat ini masih belum jelas apakah efikasi terapi TAM dipengaruhi oleh
kadar END. Beberapa studi menunjukkan pasien KPD yang memiliki kadar Z-END
< 5,9 ng/mL mengalami peningkatan risko rekurensi KPD.!7- 120 Berkaitan dengan
target kadar Z-END, beberapa studi melakukan eskalasi dosis TAM menggunakan
acuan genotip CYP2D6 atau kadar END dalam darah. Pada subjek dengan aktivitas
berkurang (PM/IM) peningkatan dosis dari 20 mg menjadi 40 mg menunjukkan
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terjadi peningkatan kadar END tanpa meningkatkan efek samping,!0% 125 126, 130
Martinez de Duenas et al.'* melakukan peningkatan dosis TAM dari 20 mg ke
40-60 mg pada pasien PM dapat meningkatkan kadar END 2 hingga 3 kali lipat
sebanding dengan EM, namun ada 1 orang (menggunakan dosis TAM 40 mg/hari)
dihentikan dari studi karena mengalami perdarahan uterus akibat hiperplasia polip

endometrial.

Berbeda dengan studi Martinez de Duenas et al.'?® yang menggunakan acuan
genotip CYP2D6 sebagai dasar peningkatan dosis, studi yang dilakukan Fox et
al.’? mendukung peningkatan dosis berdasarkan kadar END dalam plasma saja

tanpa perlu dilakukannya pemeriksaan genotip CYP2D6.

Pemilihan sumber garis germinal (germline) untuk genotyping CYP2D6 dapat
memengaruhi frekuensi genotip. Pada penderita KPD diketahui terdapat instabilitas
kromosom akibat delesi alel pada kromosom 22q13, daerah di mana terletak gen
CYP2D6.'% Penggunaan formalin-fixed parafin-embededed (FFPE) dari jaringan
tumor payudara sebagai materi germline untuk genotip CYP2D6 dapat
mengakibatkan misinterpretasi data karena hilangnya heterozigositas pada lokus
CYP2D6 sampel sehingga menyebabkan deviasi dari prinsip Hardy-Weinberg. 64
Pada studi ini materi germline diperoleh dari darah, sehingga diharapkan tidak ada

bias dalam melakukan pengukuran genotip CYP2D6*10.

Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium (CPIC) Guideline for
CYP2D6 and Tamoxifen Therapy!® saat ini mengeluarkan rekomendasi pada
perempuan pascamenopause dengan IM CYP2D6 dan CYP2D6*10/*10 atau
CYP2D6*10/alel dengan fungsi berkurang dipertimbangkan untuk penggunaan
terapi hormon alternatif (misalnya: Al), sementara pada perempuan pramenopause
direkomendasikan penggunaan Al bersama dengan supresi fungsi ovarium. Pada
IM CYP2D6 bila Al dikontraindikasikan maka dipertimbangkan untuk
memberikan TAM dosis 40 mg/hari (dosis tertinggi yang disetujui oleh FDA), yang

diketahui akan meningkatkan kadar END tanpa meningkatkan toksisitas. '3 163

Aromatase (CYP19A1) merupakan enzim yang terlibat di dalam biosentesis

estrogen, sehingga dipakai sebagai terapi alternatif pada kanker payudara yang

165

tergantung dari estrogen, dan direkomendasikan oleh CPIC guideline '°> sebagai
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alternatif TAM pada subjek dengan polimorfisme CYP2D6. Ada 88 polimorfisme
CYPI19A1 yang menghasilkan 44 haplotypes dan 4 tipe varian alel utama yang telah
ditemukan saat ini.!®¢

Studi yang dilakukan oleh Colomer et al.'%” pada pasien KPD metastasis dengan
reseptor hormon positif menunjukkan single nucleotide polymorphism pada non-
coding area di dalam gen aromatase CYP19 berhubungan dengan efikasi letorazole
pada pasien kanker payudara. Time fo progression subjek dengan varian CYP19
rs4646 SNP lebih panjang secara bermakna dibandingkan wildtype (p = 0,02).*’

Efektivitas Al tampaknya dipengaruhi juga oleh polimorfisme genetik yang masih

perlu diteliti pada subjek Indonesia.

5.4 Phenotyping CYP2D6

DMP merupakan probe drug yang banyak digunakan untuk menilai aktivitas
metabolik CYP2D6 in vivo karena ketersediaannya.*! Metoda penentuan aktivitas
metabolik CYP2D6 (phenotyping) yang lazim dikerjakan untuk membedakan
antara EM dan PM adalah dengan menggunakan MR DMP/DX urin 4—8 jam.!34 168
Mengumpulkan urin 4-8 jam tidak bersifat invasif, namun ada bagi pasien rawat

jalan tindakan ini tidak nyaman dan memakan banyak waktu.

Phenotyping CYP2D6 pada studi ini menggunakan DMP 30 mg per oral dosis
tunggal, kemudian ditentukan MR DMP/DX dalam plasma 3 jam pasca minum
DMP. Studi yang dilakukan Borges et al.'® menunjukkan MR DMP/DX urin tidak
dapat digunakan untuk mendeteksi aktivitas metabolik CYP2D6 karena tidak
mencerminkan clearance DMP yang diberikan peroral, dan dibutuhkan jumlah

subjek yang besar (524 orang) untuk studi cross-sectional (effect size 30)

Pada studi ini nilai median (25-75%) MR DMP/DX adalah 0,91 (0,43-3,15)
dengan perbedaan yang sangat mencolok dari nilai terendah (0,13) dan tertinggi
(176,0). Adanya variasi interindividual yang besar pada kadar DMP (0,68-52,52
ng/mL) dan DX (0,25-15,6 ng/mL) menyebabkan MR DMP/DX bervariasi besar
konsisten dengan studi yang dilakukan sebelumnya oleh Antunes et al.,?” dan Pfaff

et al'?
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Studi in vitro yang dilakukan oleh von Moltke ef al.'”' menunjukkan CYP2D6
memberikan kontribusi sebesar 83,1% dalam pembentukan DX, sementara
CYP2D9 (13,3%), dan CYP2C19 (3,6%). Pada kadar DMP < 5 umol/L (1,85
ng/mL), CYP2D6 diprediksi berperan dalam > 70% pembentukan DX, saat
konsentrasi DMP meningkat 30—40 pmol/L (11,1-14,8 ng/mL) maka CYP2C9
menjadi isoform CYP predominan yang bertanggungjawab dalam pembentukan
DX. Hasil studi di atas menunjukkan besarnya dosis DMP yang diberikan

menentukan isoform yang berperanan dalam pembentukan DX.

Studi yang dilakukan oleh Streetman et al.'”> membandingkan beberapa dosis DMP
(56 mg, 84 mg, vs. 30 mg) dan melihat apakah akan terjadi saturasi CYP2D6 pada
metabolisme lintas pertamanya di hepar (hepatic first-pass metabolism) pada
peningkatan dosis DMP. Hasil studi tersebut menunjukkan terjadi peningkatan
kadar DMP dalam plasma pada penggunaan dosis lebih besar dari 30 mg (dose
dependency metabolism) dan mendukung penggunaan DMP dosis 30 mg (0,05-0,3
mg/kg) untuk phenotyping.

Pada subjek dengan genotip yang sama dapat dilihat adanya variasi MR DMP/DX.
Yang perlu dipahami phenotyping tidak mutlak dipengaruhi oleh faktor genetik
tetapi juga dipengaruhi oleh faktor non-genetik yang dapat memengaruhi
farmakokinetik obat antara lain: aliran darah ke hati, ikatan protein, distribusi
setelah metabolisme dan eksresi renal juga dapat menyebabkan bervariasinya MR

DMP/DX.

Pada studi ini ada 4 subjek yang kadar DX dalam plasmanya tidak dapat terdeteksi
karena ada di bawah LLOQ (0,5 ng/mL). Pada ke-4 subjek ini diambil nilai 1/2
LLOQ (0,25 ng/mL) sebagai kadar DX supaya memiliki nilai MR DMP/DX. Ada
beberapa hal yang mungkin dapat menyebabkan tidak terdeteksinya kadar DX dan
sudah berusaha dipikirkan sebelum pelaksanaan studi salah satunya adalah
penentuan waktu pengambilan sampel darah dan besar dosis DMP yang akan

digunakan.

Penentuan fenotip berdasarkan MR DMP/DX, maka penentuan waktu pengambilan
sampel darah sudah mempertimbangkan farmakokinetik DMP dengan mengingat

kadar puncak tercapai dalam waktu + 2,5-3 jam, dengan waktu paruh berkisar 2—4
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jam,'3? maka waktu pengambilan darah yang terlalu lama atau cepat akan
mengakibatkan kadar DX menjadi sangat rendah atau bahkan sudah tidak dapat
dideteksi karena sudah dieliminasi dari tubuh mengingat obat ini hanya diberikan
dosis tunggal. Pada subjek dengan aktivitas CYP2D6 yang fungsional maka
besarnya dosis parent drug (DMP) akan memengaruhi jumlah metabolit DX yang
terbentuk. Dosis yang terlalu rendah dikhawatirkan kadar DX tidak dapat terdeteksi

melalui alat pengukuran.

Titik potong fenotip studi ini hanya bisa membedakan fenotip subjek studi ke dalam
PM dan nonPM, namun tidak berhasil menemukan fenotip IM. Tidak tampaknya
distribusi bimodal pada kelompok EM dan IM pada penderita KPD di Indonesia
disebabkan probe drug yang digunakan pada studi ini tidak mempunyai daya
diskriminasi yang cukup untuk membedakan fenotip EM dan IM pada populasi
studi karena metabolisme probe drug tersebut tidak murni diperantarai oleh

CYP2D6 tapi juga melibatkan banyak enzim sitokrom yang lain.

Nilai titik potong fenotip PM dan non-PM pada studi ini ditentukan menggunakan
ROC yaitu sebesar 1,01. Nilai titik potong pada studi ini berbeda dengan studi lain
yang sudah dilakukan sebelumnya pada etnik yang berbeda. Beberapa studi sudah
dilakukan untuk mencari nilai titik potong fenotip EM dan PM menggunakan dosis,

sediaan DMP, dan waktu pengambilan sampel darah yang bervariasi.

Studi yang dilakukan oleh Kohler et al.'”® menggunakan larutan yang mengandung
DMP 20 mg, sampel plasma diambil 1 jam dan menggunakan nilai titik potong
fenotip EM dan PM (0,01-2,53). Shiran et al.!” menggunakan kapsul DMP 15 mg
dan sampel plasma diambil 3 jam pasca dosis, dan menggunakan nilai titik potong
0,1 sebagai antimode untuk membedakan fenotip EM dan PM. Chladek et al.!3*
menggunakan dosis DMP 30 mg dalam formula sirup obat batuk, sampel plasma
diambil 3 jam pasca dosis, dan melihat korelasi antara MR DMP/DX urin 4 jam dan
plasma 3 jam. Jurica et al.'®® menggunakan dosis DMP 30 mg dalam sirup obat
batuk, sampel serum diambil 3 jam pasca dosis, dan menggunakan ROC dengan
nilai titik potong untuk membedakan IM+PM dari EM adalah 0,02081 (spesifisitas
70,03%, sensitivitas 70,37%), EM dari IM saja 0,0206 (spesifisitas 70,83%,
sensitivitas 61,9%), IM dari PM antara 0,215 dan 0,742 (sensitivitas dan
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spesifisitas 100%), PM dari IM + EM dalam rentang 0,21-0,742 (sensitivitas dan
spesifisitas 100%).

Perbedaan titik potong fenotip hasil studi ini dengan studi lainnya sudah bisa
diprediksi karena sama seperti halnya TAM, DMP juga dimetabolisme oleh
CYP2D6 yang sudah diketahui aktivitasnya berbeda-beda tergantung etnik.

Pada studi ini pada penggunaan DMP 30 mg per oral dosis tunggal secara umum
dapat ditoleransi pada 120 subjek (96,8%). Terdapat laporan adverse events (AE)
pada 5 subjek (3,2%) berupa pusing, mual disertai buang air besar cair yang hilang

dalam waktu £+ 3—5 jam.

Dosis DMP sebagai antitusif untuk orang dewasa yang disetujui penggunaannya
adalah sebesar 15-30 mg yang diberikan 3—4 kali sehari.'*? Pada studi ini
penggunaan dosis DMP 30 mg per oral dosis tunggal masih relatif aman untuk
diberikan pada subjek studi karena masih dalam rentang dosis yang
direkomendasikan sebagai antitusif. Pada rentang dosis yang direkomendasikan AE
yang dilaporkan < 1% (antara lain: pusing, mengantuk, mual, gangguan

gastrointestinal, dan lain-lain)!3?

Adverse events yang dialami subjek yang mengkonsumsi DMP tampaknya ada
hubungannya dengan besarnya dosis DMP yang diberikan. Funck-Brentano et al.'”
menggunakan DMP 80 mg untuk phenotyping menunjukkan sebanyak 16,5% orang
mengalami  ADR berupa pusing, mual, mengantuk atau gangguan
gastrointestinal.!”> Mortimer ef al.!’”® menggunakan DMP 120 mg yang diberikan
dalam dosis terbagi dalam 5 jam (dosis harian tertinggi yang direkomendasikan oleh
physicians drug reference/PDR Swedia) untuk phenotyping menunjukkan 12 dari
29 subjek mengalami ADR berupa pusing, vertigo, ataksia, kecemasan, dan

muntah.

Studi yang dilakukan oleh Fuck-Brentano et al.'”> menunjukkan prediktor adverse
events yang berhubungan secara bermakna setelah pemberian DMP adalah MR
DMP/DX dan fenotip PM. Pada studi ini kelima subjek yang mengalami ADR
memiliki MR DMP/DX berkisar 0,6—3,89, sementara nilai median (min—maks.)
MR DMP/DX subjek studi adalah 0,91(0,22—-89,79). Ditemukan kedua fenotip pada
kelima subjek yang mengalami ADR. Tidak diketahui pasti apakah ada hubungan
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antara MR DMP/DX terhadap timbulnya ADR pada studi ini. Masih yang

diperlukan penelitian lebih lanjut berkaitan dengan hal ini.

5.5 Hubungan Fenotip CYP2D6 terhadap Pencapaian Kadar Z-END

Pada studi ini terlihat adanya perbedaan yang bermakna secara statistik terhadap
median (25-75%) kadar Z-END berdasarkan kelompok fenotip. Fenotip PM yaitu
sebesar 3,32 (0,8-11,3) ng/mL dan non-PM sebesar 9,81 (0,7-36,6) ng/mL; (p <
0,001). Median kadar Z-END pada fenotip PM adalah di bawah MTC Z-END yaitu
5,9 ng/mL.

Hasil studi ini menunjukkan sebanyak 82,0% subjek dengan fenotip PM dan 14,1%
subjek fenotip non-PM memiliki kadar Z-END plasma di bawah MTC. Hasil
analisis bivariat menunjukkan terdapat hubungan yang bermakna secara statistik
antara fenotip dengan pencapaian kadar Z-END dalam plasma (p < 0,001) (Tabel
4.2.). Hasil studi ini sesuai dengan hipotesis studi, dan konsisten dengan studi
Antunes et al.?” yang menunjukkan ada hubungan antara bermakna antara fenotip

terhadap kadar Z-END plasma dengan kadar terendah dimiliki oleh fenotip T/T.

Berdasarkan hipotesis fenotip PM dan genotip T/T seharusnya memiliki kadar Z-
END < 5,9 ng/mL, namun ditemukan ketidaksesuaian (disconcordance) antara
genotip dan fenotip terhadap kadar Z-END. Pada studi ini ditemukan subjek dengan
fenotip PM (18,0%) dan genotip T/T (23,3%) memiliki kadar Z-END > 5,9 ng/mL.
Ada perbedaan persentase sebesar 5% lebih besar pada fenotip dalam hal jumlah
subjek yang mencapai MTC Z-END dibandingkan genotip. Fenotip tampaknya
lebih besar kemampuannya untuk menjelaskan variasi kadar Z-END antar individu.
Hasil studi ini konsiten dengan studi yang dilakukan oleh Shiran et al.!” dan
Niewinski ef al.!”” yang juga menunjukkan ada disconcordance antara genotip dan

fenotip.

5.6 Hubungan Berbagai Variabel Dasar dan Klinik terhadap Kadar Z-END
Plasma

5.6.1 Usia
Hasil studi ini menunjukkan rerata + SB usia subjek studi adalah 44,5 + 7,4 tahun

dengan persentase terbesar adalah non lansia yaitu 119 (95,2%). Hasil studi ini
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konsisten dengan studi Lei ef al.,>* Woo et al.,'>' dan Kiyotani et al.'>’ yang telah
dilakukan pada subjek Asia bahwa rentang usia penderita KPD berkisar + 45-51
tahun. Leong et al.'”® menunjukkan ada perbedaan mencolok pada puncak usia
kejadian KPD yaitu 40—-50 tahun di negara-negara Asia, sementara puncak usia di
negara di negara Barat (etnik Kaukasia) adalah 60-70 tahun. Sementara
berdasarkan data the Central for Disease Control and Prevention'” dengan subjek
etnik Kaukasia terjadi peningkatan prevalensi KPD yaitu mulai dari usia 50 tahun

dengan puncak tertinggi pada usia 79 tahun.

Hasil studi ini menunjukkan tidak ditemukan adanya hubungan bermakna secara
statistik antara usia dengan pencapaian kadar Z-END dalam plasma (p < 0,888).
Hasil studi ini berbeda dengan studi Lien et al.?! dan Wu et al.?? yang menunjukkan
semakin bertambah usia (usia tua) dihubungkan dengan semakin tingginya kadar

serum END plasma pada Css secara bermakna.

Perbedaan hasil studi ini dengan studi yang dilakukan oleh Lien ef al.?' dapat
disebabkan adanya perbedaan rentang usia subjek studi. Subjek studi Lien et al. 2!
mempunyai median (min—maks) usia: 57 (32—-85) tahun, sementara pada studi ini
45 (25-68) tahun, dalam arti usia penderita KPD pada studi ini lebih rendah

dibandingkan dengan studi di atas.

TAM merupakan prodrug yang harus dimetabolisme oleh CYP2D6 menjadi Z-
END. Pada proses penuaan berkurangnya massa hepar dan aliran darah ke hepar
termasuk enzim-enzim yang terlibat dalam proses metabolisme fase 1 (via sitokrom
P450)!8 diperkirakan dapat mengganggu konversi TAM menjadi Z-END sehingga
mengurangi kadar Z-END dalam plasma. Tidak ditemukan adanya hubungan antara
usia tua dengan pencapaian kadar Z-END dapat disebabkan karena kecilnya jumlah
subjek lansia pada studi ini yaitu 6 orang (4,8%). Selain itu perlu diingat bahwa
proses penuaan tidak sama pada semua individu karena ada faktor lain yang
memengaruhi seperti penyakit lain yang diderita (komorbid), dan obat-obat lain
yang diminum bersama TAM juga dapat memengaruhi kadar Z-END dalam

plasma.
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5.6.2 Indeks Massa Tubuh dan Waist/Hip Ratio

Hasil studi ini menunjukkan rerata = SB IMT subjek studi ini adalah 24,5 + 3,9
kg/m?. Sebagian besar subjek studi memiliki berat badan lebih (63,2%) dan
mengalami obesitas sentral (76,8%). IMT subjek studi ini berbeda dengan IMT
subjek studi dari Woo ef al.'>' dengan subjek orang Korea dengan median (kisaran)
sebesar 22,9 (16,8-36,4) kg/m?. Dalam arti sebagian besar subjek studi ini
mempunyai berat badan lebih, sementara subjek studi Woo et al.!>! mempunyai

berat badan normal.

Adiposa dihubungkan dengan meningkatnya risiko KPD dan mortalitas akibat
interaksi leptin, insulin, dan berbagai mediator inflamasi yang dapat memengaruhi
pertumbuhan KPD.” Tinjauan sistematik dan metaanalisis menunjukkan
perempuan pra- dan pascamenopause dengan obesitas (IMT > 30) masing-masing

mempunyai risiko relatif 1,75 kali dan 1,34 kali mengalami kematian.’

Tinjauan sistematik dan metaanalis yang dilakukan oleh Chan et al.> menunjukkan
tiap peningkatan 5 kg/m? peningkatan IMT sebelum, < 12 bulan setelah, dan > 12
bulan setelah diagnosis KPD masing-masing meningkatkan risiko sebesar 17%,
11%, dan 8% mortalitas total, dan 18%, 14%, dan 29% dari mortalitas akibat KPD.
Sun et al.®® menunjukkan ada hubungan antara post-diagnosis adiposa dengan
survival di mana subjek dengan WHR tinggi (> 0,84) mempunyai risiko 1,5 kali
lebih besar mengalami kematian akibat semua penyebab secara bermakna, namun

tidak demikian halnya dengan IMT.

Hasil studi ini menunjukkan subjek dengan berat badan lebih—obesitas lebih banyak
yang memiliki kadar Z-END di bawah MTC dibandingkan subjek dengan berat
badan normal (48,1% vs. 45,7%), namun tidak bermakna secara statistik (p =
0,906). Subjek dengan waist/hip ratio tinggi lebih banyak yang memiliki kadar Z-
END di bawah MTC dibandingkan dengan waist/hip normal (49,5% vs. 40,6%),

namun tidak bermakna secara statistik (p = 0,699).

Hasil studi ini konsisten dengan studi Wu et al.?> yang menunjukkan tidak ada
hubungan bermakna antara besarnya IMT dan WHR dengan kadar Z-END, namun
berbeda dengan studi Madlensky e al.!” yang menunjukkan IMT yang tinggi
dihubungkan dengan lebih rendahnya kadar Z-END secara bermakna.
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TAM dan metabolitnya Z-END merupakan obat yang bersifat larut lemak sehingga
mempunyai volume distribusi yang luas (50-60 L/kg). Peningkatan komposisi
lemak tubuh pada subjek studi akan meningkatkan volume distribusi obat larut
lemak dalam hal ini TAM yang akan menyebabkan lebih rendahnya kadar puncak

obat dalam darah.

Pada studi ini tidak ditemukan adanya hubungan bermakna antara IMT dan waist/
hip ratio dengan pencapaian kadar Z-END, namun cukup besarnya persentase
subjek studi yang mengalami berat badan lebih/obesitas dan obesitas sentral pada

studi ini perlu mendapatkan perhatian khusus.

I saat ini

The Nutrition and Physical Activity Guidelines for Cancer Survivors's
mengeluarkan rekomendasi bagi penderita kanker untuk menghindari peningkatan
berat badan dan mempertahankan berat badan normal selama terapi dengan cara
pengaturan pola makan dan latihan fisik secara teratur karena adanya evidence yang
berkaitan dengan rekurensi dan survival pada penderita kanker yang memiliki berat

badan lebih/obesitas.

5.6.3 Usia Saat Diagnosis

Hasil studi ini menunjukkan rerata =SB usia subjek saat didiagnosis adalah 42,25 +
7,0 tahun. Hasil studi ini konsisten dengan studi yang dilakukan Park et al.'®* di
Taiwan yang menunjukkan median usia saat diagnosis 45,8 tahun. Sebagian besar
subjek studi didiagnosis pada usia dewasa tua > 35 tahun, namun ada 13 subjek
(10,4%) yang didiganosis pada usia < 35 tahun. Usia saat diagnostik merupakan
faktor prognostik karena KPD yang didiagnosis pada usia yang lebih muda pada
umumnya lebih agresif dan kurang responsif terhadap terapi sehingga mempunyai
prognosis yang lebih buruk.’® 8% 134 Banyak faktor berperan pada usia saat
diagnosis KPD antara lain stuktur dari populasi, faktor genetik, dan faktor

lingkungan.

5.6.4 Status Menopause
Hasil studi ini menunjukkan sebagian besar subjek studi adalah pramenopause

(78,4%). Lebih banyaknya persentase subjek studi pramenopause pada studi ini
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disebabkan karena TAM memang terapi hormonal yang direkomendasikan

terutama untuk perempuan pramenopause.

Hasil studi ini menunjukkan subjek pramenopause lebih banyak yang mempunyai
kadar Z-END di bawah 5,9 ng/nL (51,0% vs. 33,3%), namun perbedaan persentase
ini tidak bermakna secara statistik dalam hubungannya dengan pencapaian kadar Z-
END (p = 0,103). Hasil studi ini berbeda dengan studi Wu et al?’ yang
menunjukkan perempuan pascamenopause secara bermakna mempunyai kadar
END lebih tinggi dibandingkan pramenopause bila diklasifikasikan berdasarkan
kelompok usia (p < 0.009).

Lien ef al.'® menunjukkan ada perbedaan farmakokinetik TAM pada penderita
KPD pra- dan pascamenopause dapat menyebabkan meningkatnya beberapa
metabolit TAM pada perempuan pascamenopause. Rendahnya kadar Z-END pada
subjek pramenopause pada studi ini salah satu penyebabnya dapat karena lebih
besarnya IMT subjek pramenopause sehingga dapat mengubah farmakokinetika

(volume distribusi) Z-END yang sudah dipaparkan sebelumnya.

Lamanya terapi TAM juga dapat memengaruhi kadar estradiol dalam plasma.
Jordan er al'%® dan Lum er al'®” menunjukkan pada penderita KPD yang
memperoleh terapi jangka panjang TAM (4-72 bulan) bahwa terjadinya
peningkatan kadar estradiol dalam serum, yang mungkin disebabkan oleh hambatan

mekanisme umpan balik antar ovarium dan hypothalamo-pituitary axis.

Studi yang dilakukan oleh Margolin et al.!®® menunjukkan ada perbedaan outcome
antara perempuan pra- dan pascamenopause. Perempuan pramenopause lebih
sering mengalami dampak akibat aktivitas CYP2D6 yang berkurang. Pada
umumnya perempuan pramenopause memiliki kadar hormon estrogen dan

progesteron lebih tinggi dibandingkan perempuan pascamenopause,'®’

sehingga
bila ada faktor yang memengaruhi terapi TAM akan lebih menonjol pada

perempuan pramenopause.

CYP2C19 selain berperan di dalam metabolisme TAM juga berperan di dalam
metabolisme hormon estrogen dan progesteron. Studi kohort yang dilakukan oleh
Sim et al.'¥ menunjukkan respons TAM dipengaruhi oleh kombinasi genotip

CYP2C19 dan CYP2D6. Hasil studi tersebut menunjukkan luaran yang buruk dan
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lebih tingginya rekurensi terjadi pada subjek dengan aktivitas TAM yang rendah
(CYP2D6 PM) dan mempunyai kadar hormon kelamin yang rendah akibat
meningkatnya metabolisme CYP2C19 (HR = 2,94; IK95% 1,24-6,97),'® terutama
pada kelompok wanita pramenopase. Berdasarkan hasil studi tersebut dapat dilihat
bahwa hormon kelamin merupakan faktor penting dalam modulasi risiko rekurensi
KPD, namun karena jumlah subjek wanita pramenopause pada studi tersebut maka
peneliti menyarankan diperlukan studi kohort dengan jumlah subjek yang lebih

besar untuk mengkonfirmasi hasil studinya.

Berdasarkan kepustakaan pembentukan Z-END dari TAM dan metabolisme
hormon estrogen keduanya melibatkan enzim CYP2D6, CYP2C19, CYP3A4/5,
dan SULTIAL1."0 Adanya kesamaan enzim dalam proses metabolisme dapat
menyebabkan terjadinya kompetisi antara TAM dengan estradiol membawa

dampak berkurangnya kadar Z-END dalam plasma.

Terlepas dari hipotesis di atas, hambatan bersaing (competitive inhibitor) dalam
enzim yang memetabolisme TAM akan terjadi bila enzim yang memetabolisme
obat hanya ada satu dan enzim tersebut mengalami mutasi, substrat yang diberikan
dalam jumlah banyak, yang tampaknya agak sulit terjadi pada TAM karena

metabolismenya melibatkan banyak enzim sitokrom P-450.

Studi yang dilakukan Meltzer et al.'®! menunjukkan terjadinya kompetisi dalam
enzim mikrosom hati antara TAM dan metabolitnya (N-desmetil dan 4-hidroksi-
TAM). Pembentukan metabolit Z-END (4-hidroksi-N-desmetil-TAM) mengalami

kedua proses metabolisme di atas.

Pada studi ini tidak dilakukan pengukuran kadar estrogen sebelum dan sesudah
terapi TAM, sehingga tidak diketahui pasti apakah ada hubungannya kadar estrogen
subjek studi dengan rendahnya kadar Z-END pada subjek pramenopause. Masih
belum diketahui pasti apakah keberadaan estradiol dalam tubuh penderita KPD
dapat mengurangi pembentukan Z-END karena hambatan bersaing dalam
metabolisme obat, dan apakah kompetisi dalam enzim mikrosom hati juga dapat

terjadi antara TAM dengan Z-END masih perlu diteliti lebih lanjut.
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5.6.5 Waktu Minum Tamoksifen

Hasil studi ini menunjukkan sebagian besar subjek studi mengkonsumsi TAM pada
malam hari (64,8%), namun tidak tidak ditemukan hubungan bermakna secara
statistik antara waktu minum obat TAM dengan pencapaian kadar Z-END.
Binkhorst ef al.** menunjukkan waktu minum obat TAM memengaruhi kadar END
di dalam darah. Waktu konsumsi obat pada pagi hari meningkatkan paparan
sistemik END sebesar 15% (AUCy.24) dibandingkan bila dikonsumsi malam hari.?*
Hasil studi ini menunjukkan waktu minum TAM memberikan kontribusi pada

variasi kadar END dalam darah.

TAM merupakan obat yang bersifat lipofilik.”! Hasil studi Binkhorst et al.?* selaras
dengan teori yang menyatakan absorbsi obat lipofilik lebih cepat pada pemberian
pagi hari, disebabkan secara fisiologi lebih cepatnya waktu pengosongan lambung
pada pagi hari dan tingginya sekresi asam lambung pada malam hari akan
mengurangi absorsi obat larut lemak.!®?> Hipotesis ini menjelaskan mengapa waktu
konsumsi TAM (lipofilik) pada pagi hari dapat menyebabkan lebih tingginya kadar

END dibandingkan bila dikonsumsi malam hari.

Ohno et al.'”® menunjukkan adanya variasi diurnal intraindividual sebesar 2,8 kali
dalam aktivitas CYP3A4, yang juga terlibat dalam metabolisme TAM. Lebih
tingginya kadar Z-END pada konsums pagi menimbulkan dugaan bahwa aktivitas

CYP2D6 juga dipengaruhi oleh variasi sirkadian.?*

5.6.6 Tumor, Nodul, Metastasis dan Stadium KPD

Saat ini sudah diketahui keberadaan ERa, PgR, Ki-67, HER2, subtipe molekular
intrinsik, ukuran tumor, keterlibatan kelenjar getah bening, stadium KPD
merupakan faktor prognostik KPD.* 4 Beberapa faktor juga diketahui memiliki

peranan sebagai faktor prognostik dan prediktif antara lain ERa, PgR, HER2.3:4

Hasil studi ini menunjukkan sebagian besar subjek studi memiliki ukuran tumor > 2—-5
cm (55,2%), keterlibatan KGB positif (60%). Subjek studi yang mengalami metastasis
(12%), dan berada pada stadium dini (57,6%). Hasil studi ini konsisten dengan studi
Aryandono ef al.'** yang dilakukan di Indonesia, dan Ernst ef a/.'*® di India.
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Berbeda halnya dengan hasil studi ini yang menemukan ukuran tumor pada saat
terdeteksi kanker payudara paling banyak (> 2—5 cm), pada umumnya ukuran tumor
pada pasien KPD di negara barat pada saat terdeteksi berukuran < 2 cm, dan tanpa
ketelibatan KGB yang disebabkan oleh lebih cepatnya deteksi dini dan program

skrining yang dilakukan di negara barat.!?6-19%

5.6.7 Reseptor Estrogen, PgR, HER-2, Ki-67, dan Subtipe Molekular

Tatalaksana KPD mengacu pada the St. Gallen International Expert Consensus on
the Primary Therapy of Early Breast Cancer 2015 '' menggunakan klasifikasi
subtipe molekular intrinsik KPD (luminal-A-like, luminal-B-like, HER2 positif,
dan basal like) yang ditentukan berdasarkan pemeriksaan imunohistokimia dari

evaluasi keberadaan ER, PgR, HER-2, dan Ki-67.!!

Hasil studi ini menunjukkan sebagaian besar subjek studi memiliki ER positif
(91,2%), PgR positif (83,2%), HER2 negatif (76,8%), Ki-67 tinggi (54,4%), dengan
subtipe molekular terbanyak adalah luminal A (39,2%).

Hasil studi ini konsisten dengan studi yang telah dilakukan sebelumnya pada subjek
KPD di Indonesia oleh Setyawati e al.'”® dan Widodo et al.?® di RS. Dr. Sardjito
Yogyakarta yang menemukan subtipe molekular terbanyak adalah Luminal A
dengan persentase masing-masing sebesar 41,3% dan 38,1%. Persentase luminal A
pada studi ini tampaknya lebih rendah dibandingkan Thailand (59,3%),2°' Malaysia
(48%),22 dan Taiwan (57-67%).2> Berbeda dengan hasil studi ini subtipe
molekular terbanyak di Mianmar adalah luminal B (HER-) sebesar 39,6%.%04

Tinjauan sistematik dan metaanalisis yang dilakukan oleh Lambertini et al.?*
menunjukkan faktor reproduktif berperan dalam risiko timbulnya KPD berdasarkan
subtipe. Usia lebih tua pada saat melahirkan meningkatkan risiko KPD subtipe
luminal 1,15 kali, sementara paritas, menyusui dihubungkan dengan mengurangi
risiko KPD subtipe molekular luminal.?®> Adanya perbedaan etnik dan usia

menyebabkan adanya perbedaan ekspresi dari subtipe molekular.2%

Pada studi ini tidak ditemukan adanya hubungan antara ER, PgR, HER-3, K-67,
dan subtipe molekular KPD dengan kadar Z-END. Saat ini peneliti belum
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menemukan hubungan antara afinitas ER, PgR, HER-2, dan Ki-67 terhadap kadar
Z-END yang dapat mempengaruhi kadar Z-END plasma.

5.6.8 Serum Glutamic Pyruvic Transaminase

Hasil studi ini menunjukkan tidak ada hubungan bermakna antara kadar SGPT dan
kadar Z-END. Gangguan fungsi hati ditandai salah satunya dengan peningkatan
enzim hati dapat memengaruhi metabolisme obat yang diperantarai oleh enzim
sitokrom P-450. McConn et al>*’ dan Yang et al.?°® menunjukkan berkurangnya
ekspresi protein sitokrom P-450 dan aktivitas katalitiknya dalam memetabolisme
obat secara bermakna terjadi pada pasien sirosis hepatis. Dalam kaitannya dengan
TAM adanya gangguan fungsi hati dikhawatirkan dapat mengganggu konversi
TAM menjadi Z-END sehingga dapat mengurangi kadar Z-END dalam darah.

Toksisitas pada hepar akibat pemberian TAM ditandai dengan peningkatan enzim
hati. Moreira et al.?®” menunjukkan pada tikus betina yang dilakukan pengangkatan
ovarium pemberian TAM secara bermakna meningkatkan enzim alkali fosfatase
(ALP) dan aspartat aminotrasferase (AST) dibandingkan kelompok kontrol.
Carthew et al?'® menunjukkan pada hewan coba yang diberikan makanan
mengandung TAM selama 3 bulan terjadi kerusakan DNA hati yang akan
berkembang menjadi karsinoma hepatoselular. White el a/.*'' menunjukkan efek
kerusakan DNA hati akibat pemberian TAM dapat terjadi pada waktu yang singkat
(4 hari) pada penggunan dosis yang lebih tinggi (45 mg/kg/hari). Gao et al*"?
menunjukkan pemberian TAM pada dosis yang relatif rendah pada mencit (25
mg/kg/hari) dengan dosis yang equivalent dengan TAM 20 mg/hari (0,33
mg/kg/hari) pada manusia dapat meningkatkan kadar AST dan ALT serum.
Peningkatan kadar AST dan ALT serum akibat pemberian TAM terjadi akibat

kebocoran enzim dari hepatosit yang rusak disertai dengan perubahan mikroskopik

dan makroskopik pada hati sudah dimulai bahkan pada awal terapi (+ 2 minggu).

TAM mengalami akumulasi di dalam mitokondria.?!3 Efek hepatotoksistas TAM
disebabkan oleh kemampuan obat ini menimbulkan terjadinya disfungsi
mitokondria.?!#2!5 Kadar metabolit END di dalam jaringan hepar bervariasi, namun
relatif lebih tinggi dibandingkan TAM. Dalam kaitannya dengan disfungsi

mitokondria, END pada rentang kadar yang tercapai di jaringan tidak memengaruhi
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fungsi mitokondria pada hati tikus, sementara pada konsentrasi yang sama TAM
dapat menginduksi lebih banyak kebocoran proton yang berkaitan dengan

kerusakan membran mitokondria.2!¢

TAM dapat menimbulkan hepatotoksisitas (kerusakan mitokondria hepar) yang
menyebabkan berkurangnya fungsi metabolisme enzim sitokrom P-450 sehingga
membawa dampak berkurangnya konversi TAM menjadi END tidak terjadi pada
semua individu. Faktor genetik, metabolik, dan lingkungan tampaknya juga dapat
memberikan kontribusi dalam timbulnya disfungsi mitokondria sampai manifestasi
hepar maupun ekstrahepatik (miopati, neuropati perifer, asidosis laktat, dan

lainnya) dapat muncul.>'4

Pada studi ini ada 26 subjek (20,8%) dengan nilai SGPT di atas cut- off (> 31 U/L),
pada 2 subjek dieliminasi karena fungsi hatinya di atas 2,5 kali batas atas normal yaitu
SN.31 dan SN.63. Pada kedua subjek ini Z-END (genotip/fenotip) adalah 2,09 ng/mL
dengan (T/T/PM) dan 6,1 ng/mL (C/T/non-PM). Berdasarkan hasil studi ini
tampaknya fenotip subjek dan kemampuan hati dalam memetabolisme TAM tidak
mengalami gangguan walaupun terjadi peningkatan SGPT > 2,5 kali lipat. Hasil
penelititan ini konsisten dengan Larrey ef al?'” yang melakukan studi bertujuan
melihat efek penyakit hati terhadap kapasitas oksidasi dan fenotip seseorang. Hasil
studi tersebut menunjukkan kapasitas oksidasi DMP terganggu pada pasien dengan
sirosis hepatis dan sedikit terganggu pada subjek non-sirosis, namun gangguan fungsi

hati ini tidak merubah penentuan fenotip seseorang.?!’

5.6.9 Rasio Serum Glutamic Pyruvic Transaminase/Serum Glutamic Oxaloacetic
Transaminase dan Nonalcoholic Fatty Liver Disease

Hasil studi ini menunjukkan sebanyak 24,8% subjek studi mempunyai rasio
SGPT/SGOT yang tinggi. Rasio SGPT/SGOT yang > 1 (tinggi) digunakan sebagai
indikator untuk kemungkinan adanya nonalcoholic-fatty liver disease (NAFLD).
Penggunaan TAM merupakan faktor risiko terjadinya NAFLD.?'® Penegakan
diagnosis NAFLD selain melalui identifikasi faktor risiko, eksklusi penyakit
lainnya, rasio SGPT/SGPT, dan melalui hepatic imaging menggunakan
ultrasonografi/magnetic resonance imaging.*'® Ratio SGPT/SGOT atau AST/ALT
(kadar serum SGPT lebih besar dari SGOT) merupakan salah satu prediktor
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independen  keberadaan NAFLD.?" Diperkirakan ada hubungan antara rasio

SGPT/SGOT dengan kadar Z-END plasma.

Pada hepar, ERa. merupakan isoform ER yang paling banyak diekspresikan, sementara
ERp diekspresikan dalam jumlah sedikit.??® Estrogen melalui ERo. mempunyai peran di

dalam regulasi trigliserid baik di hepar maupun jaringan adiposa.?!

Studi yang dilakukan oleh Pan et al!°7 di Taiwan menunjukkan terapi TAM
dihubungkan dengan meningkatnya risiko timbulnya fatty liver yang baru sebesar
3,9 kali dan memperburuk fatty liver yang sudah ada sebesar 2,1 kali. Studi yang
dilakukan oleh Yang et al*?*> di Korea menunjukkan terapi TAM dihubungkan
dengan risiko meningkatnya ALT 2,2 kali, timbulnya fatty liver 3,6 kali.??? Studi
yang dilakukan oleh Liu e al.?** di Taiwan menunjukkan fatty liver dapat muncul
dalam 3 bulan setelah terapi TAM dan bertahan 4 tahun setelah penghentian
TAM.??3 Studi-studi di atas mensuport ada hubungan bermakna antara terapi TAM
dan timbulnya fatty liver pada subjek Asia.

Nonalcoholic fatty liver disease ditandai dengan akumulasi lemak pada hepatosit
yang dimulai dengan steatosis dan berkembang menjadi non-alcoholic
steatohepatitis (NASH) dan dapat berlanjut dengan fibrosis hepar progeresif.
NASH ditemukan pada 2,2% penderita KPD yang diterapi TAM.??*

Studi yang dilakukan oleh Zhao et al.??> menunjukkan hepatosit yang diberikan
perlakuan dengan TAM terjadi steatosis hepatik dan peningkatan sintesis asam
lemak pada hepatosit melalui upregulasi sintesis sterol regulatory element-binding
protein-1c (SREBP-1¢), yaitu faktor transkripsi yang mempromosi ekspresi gen
lipogenik seperti fatty acid synthase (FAS), acetyl-CoA (ACC), dan stearoyl-CoA
desaturase (SCD).

Lee et al.?*® melakukan analisis gen pada hati tikus menunjukkan mekanisme
molekular TAM dapat menginduksi steatosis hepatik adalah dengan merepresi Sa.-
dihidrotestosteron maka TAM akan menginduksi aktivasi reseptor androgen dan
fungsi transaktivasi intrinsik retinoid acid receptor-related orphan receptor o-1
(RORal), hepatocyte nuclear factor 4o (HNF4a), dan nuclear receptor subfamily
2 group F member 1 (NF2F1); reseptor nucleus yang terlibat dalam metabolisme

karbohihdrat dan lemak.
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Larosche et al. '3 menunjukkan pada studi in vitro menggunakan hepar tikus TAM
dapat mengurangi sekresi trigliserid oleh hepar dengan cara terakumulasi di
mitokondria dan mengganggu [B-oksidasi dan respirasi, selain itu TAM juga
menghambat topoisomerase dan sintesis DNA mitokondria kemudian secara
progresif mengurangi DNA mitokondria hepar in vivo. Berbeda dengan studi di
atas, Miyashita ef al.??” menunjukkan TAM mempunyai kemampuan mengurangi
akumulasi lemak dan inflamasi di hati, sehingga TAM menunjukkan efek
hepatoprotektif terhadap steatosis dan non-alcoholic steatohepatitis pada hewan
coba melalui mekanisme peningkatan fosforilasi extracellular signal-regulated

kinase yang erat kaitannya dengan proliferasi dan regenerasi sel hati.

Liu ef al.>*® menunjukkan penderita KPD yang diberikan terapi TAM 10 mg 2 kali
sehari, kadar trigliserid serum meningkat bermakna (di atas 400 mg/dL) pada 14
subjek pasca 15 bulan terapi, dan saat dosis TAM diturunkan menjadi 10 mg/hari
kadar trigliserid turun ke kadar aman pada 10 subjek dari 14 subjek.??® Studi
tersebut menunjukkan penggunaan TAM dapat memicu peningkatan trigliserida
dan penurunan dosis TAM menjadi 10 mg/hari dapat mengurangi peningkatan

kadar trigliserida pada beberapa penderita KPD.

The Italian Tamoxifen Chemoprevention Trial ** menunjukkan penggunaan TAM
meningkatkan risiko timbulnya non-alkoholic steatohepatitis, dan faktor-faktor
yang dikaitkan sebagai prediktor timbulnya kelainan tersebut adalah subjek dengan

overweight, obesitas, hiperkolesterolemi, dan hipertensi.

Telepas dari apakah TAM dapat menyebabkan terjadinya NAFLD, perlu dicatat
bahwa hasil studi ini menunjukkan sebagian besar subjek studi mempunyai berat
badan lebih/obesitas, dan ada yang menderita diabetes melitus yang merupakan
faktor risiko NAFLD. Selain itu tidak dilakukan pemeriksaan hepar dengan
USG/MRI sebelum pemberian TAM sehingga kita tidak tahu pasti apakah NAFLD
terjadi pada studi ini akibat permberian TAM atau tidak. Penggunaan SGPT untuk
screening adanya NAFLD mempunyai limitasi antara lain adanya perbedaan batas
atas normal dari SGPT dari tiap laboratorium, selain itu tingginya kadar SGPT tidak

selalu sejalan/sesuai dengan beratnya kelainan histologi dari NAFLD.?3¢
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Studi yang dilakukan oleh Ahmad et al?*' menunjukkan pemberian END dosis
multipel harian 2—4 mg/hari akan memberikan pajanan END sama dengan yang
ditemukan pada penderita KPD yang diberikan terapi TAM 20 mg/hari dengan
fungsi CYP2D6 normal. Pemberian END tidak menimbulkan adanya perubahan
hematologi, biokimia dan kadar kolesterol maupun trigliserid. Studi yang dilakukan
oleh peneliti di atas menggunakan END dosis tunggal yang dilakukan pada
sukarelawan sehat sehingga belum diketahui pasti efeknya pada penderita KPD.

Belum diketahui dengan pasti apakah END merupakan alternatif yang lebih baik
dari TAM bagi penderita KPD dalam kaitannya dengan polimorfisme genetik
CYP2D6, disfungsi mitokondria maupun perubahan profil lipid akibat pemberian
TAM.

5.6.10 Riwayat Kemoterapi

Pada studi ini sebanyak 75 subjek (60%) memperoleh kemoterapi sebelumnya,
namun tidak ditemukan adanya hubungan antara riwayat penggunaan kemoterapi
sebelumnya dengan kadar Z-END plasma (p = 0,88). Beberapa obat kemoteraputik
memerlukan peran sitokrom P-450 dalam aktivitasnya. Siklofosfamid bekerja
menghambat proliferasi sel dengan mengganggu repliksi DNA memerlukan peran
CYP2B6 dan CYP2C19 dalam aktivasinya.?3> Docetaxel memerlukan CYP3A4
untuk inaktivasinya, dan ekspresi kadar mRNA CYP3A4 pada tumor payudara

dapat menjadi prediktor respons individual terhadap efektivitas obat tersebut.?3?

Ada kesamaan isoform CYP-P450 antara kedua obat kemoterapeutik di atas dengan
TAM, sehingga potensial terjadi interaksi. Pada studi ini tidak ditemukan adanya
hubungan antara riwayat penggunaan kemoterapi sebelumnya dengan kadar Z-
END. Hal ini dapat disebabkan oleh karena pemberian kemoterapi dengan
penggunaan TAM dilakukan dalam rentang waktu yang berbeda sehingga
kemungkinan interaksi tidak mungkin terjadi, selain itu peneliti belum menemukan
studi yang melihat efek kemoterapi dalam mengubah ekspresi isoform P-450

sehingga dapat mempengaruhi kadar Z-END.
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5.6.11 Adherence

Hasil studi ini menunjukkan sebanyak 39 subjek (31,2%) mempunyai adherence
tinggi. Subjek yang memiliki adherence tidak tinggi mempunyai risiko 3,2 kali
lebih besar untuk memiliki kadar Z-END plasma di bawah 5,9 ng/mL dibandingkan
subjek dengan adherence tinggi secara bermakna (p = 0,004).

Berdasarkan tinjauan sistematik dilaporkan prevalensi adherence (41-72%) dan
penghentian terapi dalam 180 hari/non-persistence (31-73%) pada penggunaan
terapi hormonal yang diukur pada akhir tahun kelima.!® Studi yang dilakukan oleh
Lash et al.'' menunjukkan penghentian terapi TAM lebih sering pada tahun

pertama dan hanya + 50% yang menyelesaikan terapi pada tahun kelima.

Hershman et al.?°

menunjukkan adanya hubungan antara non-adherence dan
penghentian terapi hormonal dini dengan peningkatan mortalitas pada perempuan
penderita KPD dari negara Eropa. Studi yang dilakukan oleh Hsieh ef al.?3* pada
penderita KPD dari negara Asia ternyata menunjukkan hasil yang sama. Subjek
yang menghentikan terapi dini dan non-adherence masing-masing mempunyai

risiko masing-masing sebesar 1,32 kali dan 1,45 kali lebih besar mengalami

peningkatan kejadian mortalitas secara bermakna.

Kepustakaan menunjukkan efek TAM dalam menekan pertumbuhan tumor
diperantarai oleh END bersifat concentration dependent, dalam arti diperlukan
rentang kadar tertentu di dalam darah agar obat dapat berkerja maksimal dan
menekan rekurensi KPD. Hal ini mungkin dapat menjadi salah satu penjelasan
hubungan antara non-adherence dan penghentian terapi TAM dini dengan
peningkatan mortalitas pada penderita KPD. Kedua studi ini melihat mortalitas

secara umum dan tidak spesifik mortalitas akibat KPD.

Penilaian adherence pada studi ini menggunakan Morisky medication adherence
scale-8 (MMAS-8) yang hanya fokus terhadap kebiasaan subjek studi dalam
mengonsumsi TAM, terutama yang berkaitan dengan underuse seperti lupa minum
obat, dan kemudian mengidentifikasi derajat adherence dari subjek studi. Studi ini

tidak mencari penyebab lain dari non-adherence dari subjek studi.

Berdasarkan kepustakaan ada banyak sebab non-adherence. Tinjauan sistematik

menunjukkan ada hubungan negatif antara usia ekstrim (lebih tua atau lebih muda),
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obat yang dibeli sendiri, follow-up ke dokter umum dari pada ke onkologis,
tingginya aktivitas CYP2D6, pergantian terapi dari satu ke terapi lainnya, dan efek
samping dengan adherence/penghentian terapi dini.'” Studi yang dilakukan oleh
Cluze et al?® dan Gao et al.**® menunjukkan penderita KPD yang diberikan
kesempatan untuk menanyakan risiko dan maanfaat terapi yang diberikan pada saat
diagnosis lebih jarang untuk menghentikan TAM. Tampaknya komunikasi efektif
antara antara tenaga kesehatan dengan penderita KPD juga memberikan kontribusi
dalam adherance.

5.7 Analisis Multivariat

Hasil analisis regresi logistik ganda menunjukkan ada hubungan bermakna secara
statistic antara fenotip dengan pencapaian kadar Z-END dalam plasma (p < 0,001).
Genotip tidak berhubungan dengan pencapaian kadar Z-END plasma (p = 0,05),
namun dimasukkan dalam pemodelan akhir karena secara substansi mempunyai
kontribusi yang besar di dalam penentuan fenotip subjek studi. R square genotip
dan fenotip adalah sebesar 55,2% yang artinya kedua variabel ini memberikan
kontribusi sebesar 55,2% dalam pencapaian kadar Z-END dalam plasma. Hasil

penelitian ini sesuai dengan hipotesis awal dari studi ini.

Saat ini belum belum banyak studi yang membandingkan peranan genotip dan
fenotip CYP2D6 terhadap metabolisme TAM menjadi Z-END. Antune et al.?’
menunjukkan genotip dan fenotip masing-masing berkontribusi sebesar 12% dan
26% terhadap variabilitas kadar END. Tujuan dan analisis statistik yang berbeda
menyebabkan kita hanya bisa melihat bahwa konsisten dengan hasil studi ini
fenotip lebih besar peranannya dalam hubungannya dengan pencapaian kadar Z-

END.

Pada studi ini terbukti bahwa fenotip merupakan satu-satunya variabel yang
berhubungan dengan pencapaian kadar Z-END, maka berdasarkan hasil studi ini
fenotip bisa digunakan sebelum memulai terapi dan mudah untuk diaplikasikan

pada penderita KPD di Indonesia.

5.8 Obat-Obat yang Dikonsumsi Bersama Tamoksifen
Hasil studi ini menunjukkan sebanyak 18/65 subjek diberikan suplemen kalsium-

vitamin D3. Pemberian suplemen ini oleh dokter ketika ditanyakan pada subjek
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studi karena berkaitan dengan keluhan nyeri dan kaku pada sistem muskuloskeletal

yang dialami subjek studi.

Saat ini sudah ada beberapa studi yang dilakukan untuk melihat hubungan antara
waktu minum obat dan kadar END. Teft et a/.?> menunjukkan kadar END 20% lebih
rendah pada musim dingin dihubungkan dengan lebih rendahnya pajanan sinar
matahari dan kadar vitamin D. Pasien yang mengonsumsi suplemen vitamin D
cenderung mempunyai kadar END lebih tinggi dibandingkan dengan yang tidak
melakukannya.?> Antunes e al.?® menunjukkan kadar Z-END lebih tinggi 24%
pada musim panas dibandingkan dengan musim dingin, namun efek sinar matahari
yang mengandung vitamin D menginduksi aktivitas metabolik CYP3A4 tidak
berhasil dikonfirmasi oleh studi tersebut. Studi yang dilakukan oleh Teft et al.>3 dan

Antunes et al.?8

menunjukkan kadar Z-END akan lebih tinggi bila sampel darah
yang diambil saat musim panas atau semi dibandingkan musim dingin. Hasil yang
berbeda ditunjukkan oleh studi Marcath et al.?” yang menunjukkan kadar END
akan lebih tinggi pada musim dingin. Alasan adanya perbedaan ini tidak jelas, tetapi
dapat disebabkan oleh perbedaan pajanan sinar matahari tergantung geografis,
suplementasi vitamin D, meningkatnya adherence selama musim dingin karena
meningkatnya toleransi terhadap /ot flashes. Studi yang dilakukan oleh Thummel
et al.?®® dan Thirumaran et al.?*° menunjukkan interaksi 1,25-vitamin D3 dan
vitamin D receptor (VDR) dapat menginduksi ekspresi CYP3A4 intestinal.
Terikatnya VDR-retinoid X receptor (RXR) heterodimer dengan CYP3A RXR

response element akan menginduksi transkripsi gen yang akan meningkatkan

ekspresi CYP3A4 intestinal 238 2%

Indonesia adalah negara tropis yang berarti pajanan sinar matahari yang
mengandung vitamin D selalu tersedia sepanjang tahun sehingga diduga tidak akan
ditemukan defisiensi vitamin D dibandingkan negara Eropa yang terdiri dari 4
musim. Studi yang dilakukan oleh Setiati ef al.?*° dan Green et al.>*' menunjukkan
walaupun Indonesia mempunyai pajanan sinar matahari yang cukup. Sebanyak
35-63% perempuan Indonesia mempunyai kadar vitamin D suboptimal. Pada studi
ini kadar vitamin D subjek studi tidak diperiksa sehingga tidak dapat dihubungkan
dengan kadar Z-END dalam plasma, namun perlu diingat selain lamanya pajanan

dengan sinar matahari, asupan vitamin D dari makanan maupun suplemen vitamin
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D, penggunaan pakaian tertutup maupun tabir surya juga dapat memengaruhi kadar
vitamin D dalam darah dan mungkin ada korelasinya dengan kadar Z-END dalam

plasma.?*?

5.9 Interaksi Obat

Metabolisme TAM menjadi metabolit aktif Z-END bersifat kompleks. CYP2D6
merupakan enzim primer yang berperanan dalam pembentukan Z-END, namun
efikasi TAM juga dipengaruh oleh isoform CYP lain (CYP2B6, CYP2C9,
CYP2C19, dan CYP3A4), transporter P-glikoprotein (ABCB1, ABCC2), enzim
metabolisme fase II (glukuronidase), 2#243  Aktivitas enzim dan transporter ini
tidak hanya dipengaruhi oleh polimorfisme genetik (genotip) tapi juga obat lain
yang diberikan bersama dengan TAM.

5.9.1 Rifampisin
Hasil studi ini menunjukkan ada satu subjek (SN.79) yang mendapatkan obat

antituberkulosis yang mengandung rifampisin. Pada subjek ini genotipnya adalah

C/T dan kadar Z-END plasmanya sebesar 1,25 ng/mL.

TAM dan Z-END merupakan substrat untuk enzim dan transporter yang peka
terhadapat induksi rifampisin. Sebuah laporan kasus menunjukkan berkurangnya
kadar Z-END plasma pada perempuan yang diterapi rifampisin (600 mg/hari)
selama 10 hari. Kadar Z-END baseline sebelum diterapi rifampisin masih dalam
rentang terapeutik (46 nM atau + 17,4 ng/mL), namun 2 minggu setelah penggunaan
rifampisin 10 hari kadar Z-END berkurang menjadi subterapeutik (15,75 nM atau
5,9 ng/mL). Sepuluh minggu setelah rifampisin dihentikan, kadar END meningkat

menjadi 2 kali lipat.?4¢

Studi prospektif yang dilakukan oleh Binkhorst ef al.?’ yang bertujuan melihat
adanya kemungkinan pengaruh induksi enzim terhadap TAM pada pasien KPD
yang menggunakan TAM bersama dengan rifampisin 600 mg/hari selama 10—-15
hari per oral. Hasil studi tersebut menunjukkan rifampisin dapat mengurangi kadar
TAM 6,2 kali lipat, dan analisis interim pada 4 pasien menunjukkan berkurangnya

AUC END hingga sebanyak 70% setelah pemberian rifampisin.?
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Studi yang dilakukan oleh Scheer ef al.>*’ pada hewan coba menunjukkan CYP3A4
dan CYP2D6 keduanya diekspresikan di hati dan intestinal, dan terapi dengan
rifampin selama 3 hari meningkatkan ekspresi protein CYP3A4 pada kedua jaringan
tetapi tidak terjadi pada CYP2D6. Hasil di atas didukung oleh kepustakaan yang
menyatakan tidak seperti CYP1, CYP3, dan anggota CYP2 lainnya, CYP2D6

resisten terhadap induksi rifampisin dan obat lain yang bersifat menginduksi.>*

Selain berikatan dengan ER, END juga berikatan dengan ABCB1 dan merupakan
substrat dari transporter ABCB1 (P-glikoprotein) yang terlibat dalam resistensi
banyak obat termasuk TAM.?*® Studi yang dilakukan oleh Teft et al?¥
menunjukkan pada pasien dengan aktivitas ABCBI1 yang tinggi meningkatnya
rekurensi dan metastasis pasien KPD akibat lebih tingginya efluks END dari sel
kanker sehingga akan mengurangi efikasi TAM. Studi yang dilakukan oleh Teh et
al.»® menunjukkan pada subjek dengan aktivitas CYP2D6 yang berkurang (IM)
disertai dengan aktivitas ABCBI yang tinggi, median waktu yang dibutuhkan untuk
timbulnya rekurensi dan metastasis lebih singkat dibandingkan subjek dengan

CYP2D6 IM atau aktivitas ABCB1 yang lebih tinggi saja (12 bulan vs. 48 bulan).

Selain ABCBI, studi menunjukkan pada pasien KPD yang memperoleh terapi
TAM dengan aktivitas ABCC2 tinggi juga dihubungkan dengan rekurensi KPD'5’
dan meningkatnya risiko metastasis jauh?’! dibandingkan alel varian dengan
aktivitas yang berkurang. Selain itu pada subjek dengan kombinasi genotip aktivitas
ABCC2 (ABCC2 CC) dan aktivitas ABCB1 (ABCB1 CT + TT) yang lebih tinggi
dihubungkan dengan berkurangnya disease-free survival dibandingkan kombinasi

genotip ABCC2 dan ABCBI lainnya.?’!

Kemampuan rifampisin dalam mengurangi kadar END dalam plasma terjadi
melalui beberapa cara antara lain: mengurangi bioavailabilitas TAM (melalui
induksi ABCB1), meningkatkan metabolisme TAM melalui induksi CYP-P450
atau enzim glukuroniltrasferase (UGT). Selain itu tampaknya END juga mengalami
konjugasi dengan glukuronid via enzim UGT, sehingga ada kemungkinan
rifampisin dapat meningkatkan metabolisme fase II yang akan mengakibatkan

berkurangnya kadar END.?5?
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5.9.2 Sertralin

Pembentukan END terutama melalui CYP2D6. Penggunaan TAM bersama dengan
selective serotonin receptor inhibitor (SSRI) yang merupakan inhibitor CYP2D6
dapat mengakibatkan penghambat metabolisme TAM dan mengurangi
pembentukan END dalam plasma.'® 1514 Hasil studi ini menunjukkan ada satu
subjek (SN.24) yang mendapatkan obat antidepresi sertralin 50 mg sekali sehari.
Pada subjek ini genotipnya adalah T/T dan kadar Z-END plasmanya sebesar 3,05
ng/mL.

Ada perbedaan potensi dalam penghambatan aktivitas enzim CYP2D6 dari SSRI,
yang menimbulkan hambatan paling kuat (paroksetin, fluoksetin), sementara yang
lemah (sitalopram, escitalopram, sertralin, fluoksetin). Sertralin merupakan
selective serotonin receptor inhibitor yang dipakai untuk mengatasi depresi.
Besarnya dosis obat yang diberikan menentukan efek obat ini sebagai inhibitor
CYP2D6 lemah atau kuat. Pada dosis 50 mg/hari sertralin merupakan inhibitor
lemah CYP2D6, tetapi bila dosis ditingkatkan hingga 200 mg/hari maka obat ini

mempunyai efek sebagai inhibitor poten CYP2D6.2%3

Studi yang dilakukan oleh Jin et al.'® menunjukkan pada penderita KPD dengan
genotip wt/wt yang menkonsumsi TAM 20 mg/hari, bersama dengan SSRI
(paroksetin dan fluoksetin) yang merupakan inhibitor poten CYP2D6 dapat
mengurangi kadar END hingga 58% dibandingkan dengan subjek yang tidak
mengonsumsi. Pada genotip wt/v penggunaan TAM bersama inhibitor lemah
CYP2D6 dapat mengurangi kadar END 38% lebih rendah dibandingkan subjek

yang tidak mengonsumsi.'®

Studi yang dilakukan oleh Borges et al.'* pada penderita KPD penggunaan TAM
dengan inhibitor lemah CYP2D6 seperti halnya sertralin dapat menurunkan kadar
END 24% lebih rendah dibandingkan dengan subjek yang tidak menggunakan
inhibitor CYP2D6, sementara pada subjek yang menggunakan inhibitor poten
CYP2D6 (paroksetin) kadar END 72% lebih rendah.!¥

Binkhorst et al.?>* melakukan switching antidepresan penghambat kuat CYP2D6
(paroksetin, fluoksetin) dengan penghambat lemah CYP2D6 (escitalopram atau
venlafaksin) menunjukkan kadar END meningkat 3 kali lebih tinggi dibandingkan
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kadar pada penggunaan penghambat kuat CYP2D6 (387 [159—-637] vs. 99.2 [70.0—
210] nM_h; p = 0.012.>* Penggantian obat antidepresan tidak menimbulkan
problem psikiatrik atau efek samping yang berhubungan dengan penggunaan obat

antidepresan.?>

Hingga saat ini masih menjadi kontradiksi apakah penggunaan SSRI akan
memengaruhi efikasi TAM. Metaanalisis yang dilakukan oleh Cronin-Fenton et
al.?> pada 8 studi untuk melihat hubungan antara inhibitor CYP2D6 lemah dan
rekurensi/survival pada perempuan yang menggunakan TAM. Hasil metaanalisis
tersebut menunjukkan tidak terlihat ada perbedaan bermakna terjadinya
peningkatan risiko rekurensi KPD pada perempuan yang menggunakan inhibitor

lemah CYP2D6 bersama dengan TAM (effect estimate = 1,05; 1K95% 0,91-1,22).

Studi kohort yang dilakukan oleh Busby et al.?*® menunjukkan penggunaan SSRI
jangka panjang dihubungkan dengan meningkatnya mortalitas KPD sebesar 27%.
Studi kohort lainnya yang dilakukan Chubak er al.®” menunjukkan adanya
peningkatan risiko rekurensi KPD perempuan yang menggunakan paroksetin
bersama dengan TAM sebesar 1,49 kali, namun tidak bermakna secara statistik
(adjusted HR: 1,49; IK95%: 0,79-2,83). Studi kohort yang dilakukan oleh Haque
et al >*® meneliti hubungan penggunaan inhibitor kuat dan lemah CYP2D6 dengan
risiko KPD baru (rekurensi, metastasis, atau kolateral KPD) menunjukkan sangat

sedikit evidence terjadinya peningkatan KPD baru.

Studi nested case control yang dilakukan oleh Valachis ef al.?*® menunjukkan tidak
ada risiko lebih pada breast cancer specific mortality yang dihubungkan dengan
penggunaan SSRI dengan TAM. Studi kohort yang dilakukan Denneyong et al.?*°
mengklasifikasikan SSRI berdasarkan kemampuannya dalam menginhibisi
CYP2D6 yaitu pasien yang menggunakan penghambat kuat CYP2D6 (paroksetin,
fluoksetin), dan pasien yang menggunakan penghambat sedang—lemah CYP2D6
(sitalopram, escitalopram, fluoksetin, dan sertralin) bersama dengan TAM juga
tidak menemukan adanya hubungan di antara penggunaan SSRI dengan
meningkatnya mortalitas, namun pada analisis stratifikasi ditemukan lebih
tingginya risiko mortalitas pada perempuan di bawah 50 tahun yang menggunakan

penghambat kuat SSRI.
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Pada studi ini ada banyak obat yang digunakan oleh subjek studi yang
dimetabolisme oleh enzim isoform CY450 yang juga memetabolisme TAM
sehingga potensial terjadi interaksi, namun sebagian besar evidence lebih

menunjukkan adanya interaksi TAM bersama dengan SSRI atau rifampisin.

The Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium (CPIC) Guideline for
CYP2D6 and Tamoxifen Therapy'% saat ini merekomendasikan untuk menghindari
penggunaan TAM bersama dengan penghambat sedang dan kuat CYP2D6 pada
pasien yang diterapi TAM. Pada IM CYP2D6 penghambat lemah CYP2D6 juga
dikontraindikasikan.'%

5.9.3 Masalah Studi Interaksi Obat

Permasalahan sulitnya menilai studi interaksi obat adalah: (a). Oufcome dari
interaksi TAM dengan obat lainnya tidak dapat dinilai dalam waktu dekat karena
untuk timbulnya cancer-specific-endpoint seperti rekurensi KPD butuh waktu
bertahun-tahun, (b). Informasi mengenai adherence tidak tercatat dengan baik, (c).
Walaupun obat-obat yang diberikan bersamaan dengan TAM dimetabolisme oleh
enzim CYP-P450 yang sama, namun tidak semua interaksi obat itu memberikan

efek yang bermakna secara klinis. > 261

Dalam kaitannya dengan TAM, persoalan interaksi obat ini semakin kompleks
karena metabolismenya yang melibatkan banyak isoform CYP-P450. Studi yang
dilakukan Cotreau et al%> pada hewan coba memperlihatkan TAM dapat
menginduksi isoform CYP3A dan CYP2B. Studi in-vitro yang dilakukan oleh Zhao
et al.?®* menunjukkan TAM dan metabolitnya (N-desmetil-TAM, 4-hidroksi-TAM,
dan 3-hidroksi-TAM) dapat menghambat isoform CYP3A4/5. Berdasarkan data ini
maka TAM dan metabolitnya dapat berfungsi sebagai penginduksi maupun
penginhibisi isoform P450 yang dapat memengaruhi metabolismenya maupun obat
lain yang merupakan substat isoform P450 (khususnya CYP3A dan CYP2B) pada
pemberian bersama TAM. Semua kondisi ini semakin mempersulit untuk menilai

apakah interaksi TAM dengan obat lain bermakna atau tidak secara klinik.

5.10 Adverse Event
Penggunaan TAM jangka panjang dapat menyebabkan bermacam-macam AE

antara lain: hot flashes, perubahan ginekologi (vagina kering, dan vaginal
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discharge), depresi, instabilitas mood, peningkatan berat badan.!’! Selain itu ada
laporan AE yang cukup serius berupa hiperplasia endometrial/keganasan
endometrial, venous thromboembolic disease, dan kerusakan hati atau karsinoma

hepatoselular®! pernah dilaporkan

5.10.1 Hot flashes

Hasil studi ini menunjukkan hot flashes merupakan ADR yang paling banyak
dialami oleh subjek studi yang mengkonsumsi TAM ditemukan pada 38 subek
(30,4%). Prevalensi Kot flashes pada studi ini lebih rendah dari studi yang dilakukan
oleh Lorizio et al.'”! dan Bexter et al?** pada etnik Kaukasia yang melaporkan

kejadian hot flashes masing-masing sebesar 64% dan 77% .

The Arimidex, Tamoxifen, Alone or in Combination (ATAC) trial 7 menunjukkan
sebanyak 37,5% subjek yang melaporkan efek samping 4ot flashes dalam 3 bulan
pertama mempunyai risiko rekurensi lebih rendah secara bermakna dibandingkan subjek

yang tidak melaporkan efek samping (HR = 0,84; IK95% 0,71-1,00; p = 0,04).

Mekanisme yang mendasari timbulnya /ot flashes sampai saat ini masih belum
diketahui. 2%° Hipotesis yang ada menyatakan timbulnya gejala hot flashes terjadi
ketika ada fluktuasi kadar hormon estrogen (estrogen withdrawal) yang disebabkan

oleh adanya disfungsi termoregulator di hipotalamus.?%3

Hipotesis yang masih kontroversial adalah pada subjek dengan kemampuan
metabolisme yang baik (EM CYP2D6) akan lebih rentan mengalami hot flashes
dan efek samping lainnya karena aktivitas metabolismenya lebih baik. Beberapa
studi menunjukkan adanya hubungan bermakna antara genotip CYP2D6 dengan
gejala hot flashes. Studi yang dilakukan oleh Henry e al.?®® menunjukkan IM
CYP2D6 lebih sering mengalami 4ot flashes secara bermakna dibandingkan EM
dan PM. Subjek PM paling jarang mengalami efek tersebut. Studi yang dilakukan
oleh Bonanni et al.?’ menunjukkan subjek PM CYP2D6 juga mengalami /ot
flashes.?®” Studi yang dilakukan oleh Jansen et al.>%® menunjukkan beratnya hot
flashes yang dialami subjek yang mengkonsumsi TAM tidak bisa diprediksi dari
genotip CYP2D6 maupun kadar END.
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Hasil studi ini menunjukkan tidak ada hubungan antara hot flashes dengan
pencapaian kadar MTC Z-END (p = 0,83; IK 95% 0,43-1,99). Hingga saat ini
masih bersifat kontradiksi apakah kadar END berhubungan dengan timbulnya /4ot
flashes pada subjek yang mengkonsumsi TAM. Studi yang dilakukan oleh Lorizio
et al.'®! melihat apakah kadar END merupakan prediktor efek samping TAM
menunjukkan hasil perempuan dengan kadar END lebih tinggi lebih sering
melaporkan efek samping (OR = 1.67; IK95% 1.01-2.77 per simpangan baku
peningkatan END). Irvin ef al.'°> menunjukkan tidak ditemukan adanya hubungan
antara kadar END dengan hot flashes pada awal terapi maupun 4 bulan setelah
peningkatan dosis. Jager et al.'®* menunjukkan hot flashes tidak dapat digunakan
untuk memprediksi kadar TAM dan metabolitnya, namun ditemukan adanya
hubungan bermakna antara IMT dengan frekuensi (p = 0,04) dan beratnya hot
flashes (p < 0,0001), dan pasien dengan kadar estradiol yang rendah lebih sering
mengalami hot flashes yang berat (p = 0,02).'9 Bexter et al.>** menunjukkan ada
hubungan terbalik antara kadar END dengan severity score hot flashes, di mana
kadar END lebih tinggi cenderung diprediksi mempunyai severity score hot flashes
yang lebih rendah selama penggunaan TAM.?%* Berdasarkan evidence yang ada saat
ini masih bersifat kontradiksi apakah #hot flashes pada penggunaan TAM dapat
ditentukan berdasarkan genotip ataupun kadar END.

5.10.2 Sistem Muskuloskeletal

Di dalam tatalaksana KPD, penggunaan TAM menimbulkan beberapa laporan efek
samping yang berkaitan dengan simtom menopause akibat berkurangnya hormon
estrogen, salah satunya adalah efek pada sistem muskuloskeletal.”®® Hasil studi ini
menunjukkan keluhan pada sistem muskuloskeletal dilaporkan pada 24 subjek

(19,2%), dan merupakan keluhan kedua terbanyak dari ADR yang dilaporkan.

Bila dibandingkan antara TAM dan inhibitor aromatase maka efek samping pada
sistem muskuloskeletal akibat penggunaan TAM lebih rendah secara bermakna
dibandingkan inhibitor arotamatase (12—41% vs. 23-64%).?° Metaanalisis dari
randomized controlled trials membandingkan efikasi dan safety anastrozole
(aromatase inhibitor) vs. TAM menunjukkan lebih tingginya insiden atralgia (1,55

kali) dan nyeri tulang (1,31 kali) dibandingkan TAM.2"!

Universitas Indonesia



161

Hasil studi ini menunjukkan tidak ditemukan hubungan bermakna antara keluhan
sistem muskuloskeletal dengan pencapaian MTC Z-END (p = 0,11; 1K95%
0,22—-1,17). Hingga saat ini masih belum jelas dan ada banyak hipotesis yang
berkaitan dengan mekanisme TAM dalam  menimbulkan keluhan
muskuloskeletal/artromialgia. Salah satu penjelasannya adalah berkurangnya kadar
estrogen pada sendi akibat pemberian TAM, mengingat ER a juga diekspresikan

pada jaringan sinovial dan berperanan dalam proses inflamasi pada sendi.?’?

Vitamin D mempunyai peran penting dalam hemostasis kalsium dan metabolisme
tulang. Estrogen diketahui dapat meningkatkan aktivitas enzim 1-alfa-hidroksilase
yang bertanggungjawab dalam konversi 25-hidroksi-vitamin-D (25-(OH)-vitD)
menjadi bentuk aktifnya 1,25-di-hidroksi-vitamin D (1,25-(OH)-vit D) dan
meningkatkan aktivitas reseptor vitamin D. Defisiensi vitamin D (vit D)
menunjukkan gejala sindrom muskuloskeletal yang mirip dengan yang dialami oleh
subjek yang mengonsumsi TAM berupa nyeri mukuloskeletal yang tidak spesifik

dan bersifat menyeluruh, disertai kekakuan.?”

Studi observasional yang dilakukan oleh Shi et al.*”* pada perempuan KPD
menunjukkan sebanyak 23% subjek mengalami defisiensi vitamin D (< 30 nmol/L)
dan 48% subjek mengalami insufisiensi vitamin D (30—50 nmol/L). Hasil penelitian
tersebut menunjukkan penderita KPD juga mempunyai kadar vitamin D yang
rendah dibandingkan orang sehat. Studi yang dilakukan oleh Khan et al.?’> dan
Rastelli et al.?’® menunjukkan ada korelasi antara rendahnya kadar 25-OH-vit D
dengan tingginya probabilitas aromatase inhibitor-related arthralgia. Studi yang
dilakukan Prieto-Alhambra et al.>”’ menunjukkan timbulnya atralgia akibat terapi
inhibitor aromatase dapat dicegah bila kadar 25-OH-vit D dalam serum sebesar 40

ng/ml.

Studi yang dilakukan oleh Kim et al?’® pada perempuan pramenopause yang
didiagnosis dengan KPD nonmetastasis menunjukkan pasien yang memperoleh
terapi TAM memperlihatkan adanya peningkatan kadar 25-OH-vit D yang
bermakna pada 6 dan 12 bulan. TAM tampaknya mempunyai efek antiestrogen dan
agonis estrogen pada tulang. ERo yang juga diekspresikan di ginjal, ada

kemungkinan efek agonis estrogen TAM dapat meningkatkan reabsorbsi kalsium
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ginjal indepeden dari kadar hormon paratiroid dalam tubuh.?’”* Meknisme lainnya
adalah TAM dapat meningkatkan jumlah reseptor vitamin D pada jaringan KPD, di

mana efek ini bersifat dose dependent.?®°

Ada studi yang melihat hubungan END dan efeknya terhadap tulang. Gingery et
al.”®! melakukan pengangkatan ovarium pada hewan coba memperlihatkan END
memiliki efek yang mirip dengan TAM yaitu meningkatkan massa tulang kalkaneus
dan kortikal. Efek tersebut menguntungkan pada perempuan KPD

pascamenopause. Studi yang dilakukan oleh Gingery et al.?®?

pada hewan coba
menunjukkan END tidak menginduksi terjadinya hilangnya massa tulang pada
hewan coba dengan ovarium yang intak dan memperlihatkan efek agonis parsial
pada tulang pada hewan coba yang dilakukan pengangkatan ovarium. Berdasarkan
studi hewan coba ini masih belum jelas apakah efek END akan berbeda dengan

TAM.

Berdasarkan evidence yang ada, masih belum diketahui pasti pakah keluhan pada
sistem muskuloskeletal yang dialami oleh subjek studi terjadi akibat perjalanan
penyakit kanker, atau karena defisiensi vitamin D. Berkaitan dengan ini the
Endocrine Society of Australia, the Australian and New Zealand Bone & Mineral
Society, the Australia Menopause Society and the Clinical Oncology Society of

Australia?®3

saat ini merekomendasikan untuk melakukan penilaian dan
managemen kesehatan tulang secara rutin salah satunya dengan memberikan
kalsium dan vitamin D pada perempuan dengan ER positif yang menerima terapi
endokrin baik yang memperoleh terapi adjuvan maupun TAM dengan target 25-

OH-vit D sebesar 75 nmol/L (35 ng/mL) dalam serum.

5.10.3 Hiperplasia Endometrial

Hasil studi ini menunjukkan hiperplasia endometrial ditemukan pada 6 subjek
(4,8%). TAM merupakan selective estrogen receptor modulator yang dapat
berfungsi sebagai agonis atau antagonis terhadap ER bersifat spesifik terhadap
jaringan.?%* Pada jaringan payudara TAM berkerja sebagai antagonis ER-a,
sementara pada endometrium TAM menimbulkan efek sebagai agonis estrogen

(agonis ER-B) sehingga dapat menyebabkan meningkatnya abnormalitas
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endometrium seperti hiperplasia, hingga keganasan.”®> Adanya perbedaan efek
TAM terhadap uterus ini disebabkan karena protein regulator steroid receptor
coativator 1 (SRCI) diekspresikan dalam jumlah tinggi di uterus, namun hanya

sedikit diekspresikan di sel KPD.?

Hasil studi ini menunjukkan tidak ditemukan hubungan bermakna antara
hiperplasia endometrial dan pencapaian MTC Z-END (p = 0,68; 1K95%
0,32—-10,42). Studi hewan coba menunjukkan efek uterotropik TAM sebanding
dengan dosis TAM.?86: 282 Efek TAM terhadap uterus tergantung dari dosis dan
lama pemberian TAM (dose- and duration- dependent).*®” Ada studi dan
metaanalisis menunjukkan efek uterotropik TAM tidak ada hubungannya dengan
dosis harian TAM, tetapi dengan lama, dan akumulasi pemakaian.!'%6 283289 Studi
yang dilakukan Bergman et al.' menunjukkan risiko kanker endometrial
meningkat dengan semakin lamanya penggunaan TAM secara bermakna yaitu
sebesar 2 kali pada penggunaan 2—-5 tahun, dan 6,9 kali pada penggunaan paling
sedikit 5 tahun dibandingkan subjek yang tidak menggunakan TAM.!%
Metaanalisis dan tinjauan sistematik yang dilakukan oleh Fleming er al?®
menunjukkan risiko kumulatif keganasan endometrial meningkat 2 kali lipat yaitu
dari 1,5 menjadi 3,2% dengan perpanjangan terapi dibandingkan terapi standar

selama 5 tahun penggunaan TAM.

Status menopause tampaknya berperan dalam menentukan risiko mengalami efek
uterotropik TAM. Swerdlow ef al?® menunjukkan perempuan pra dan
pascamenopause mempunyai risiko yang sama untuk mengalami efek samping
keganasan endometrial, namun Davies et al.?*° yang membandingkan penggunaan
jangka panjang tamoksifen 10 tahun vs. 5 tahun dalam ATAC trial menunjukkan
perempuan pramenopause mempunyai risiko lebih rendah mengalami keganasan
endometrial dibandingkan perempuan pascamenopause. Vosse et al?!
menunjukkan perempuan pascamenopause mempunyai risiko tinggi mengalami
keganasan endometrial adalah yang mempunyai abnormalitas endometrium (polip
merupakan kelainan patologi yang pertama kali dan paling sering ditemukan)

sebelum terapi TAM dimulai.
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Beberapa studi telah dilakukan yang melihat hubungan antara genotip CYP-P50
dengan kejadian hiperplasia endometrial. Studi yang dilakukan oleh Dieudonne et
al.?*? di Belgia menunjukkan alel mutan rs1800716 variant CYP2D6 dihubungkan
dengan meningkatnya risiko secara barmakna mengalami penebalan endometrium
pada perempuan pascamenopause. Studi yang dilakukan Gunaldi ef al.' di Turki
memperlihatkan ada hubungan bermakna antara kejadian hiperplasia endometrial
dengan fenotip PM pada alel CYP2D6*3/*4 dan *6/*6 pada subjek yang
menggunakan TAM 20 mg/hari (p = 0,01).'* Hasil yang berbeda ditunjukkan oleh
oleh Okishiro et al.'® di Jepang. Tidak ada hubungan antara penebalan dinding
endometrium dengan alel CYP2D6 *10 wild-type maupun mutan, maupun

CYP2C19.

Terlepas dari efek uterotropik TAM, studi yang dilakukan oleh Garuti et al.’®
menunjukkan penderita KPD mempunyai risiko tinggi untuk mengalami proliferasi
endometrium termasuk hiperplasia endometrial ditunjukkan dari tingginya
prevalensi kelainan patologi yang ditemukan pada pemeriksaan penderita KPD

yang melakukan pemeriksaan endometrium sebelum memulai terapi TAM.?83

Berkaitan dengan abnormalitas endometrium penggunaan TAM, the American
College  of  Obstetricians and  Gynecologists ~ Committee  Opinion
merekomendasikan: bagi perempuan pascamenopause yang mengonsumsi TAM
harus dimonitor dengan ketat untuk gejala hiperplasia atau keganasan
endometrium, sementara pada perempuan pramenopause tidak memerlukan

monitoring tambahan selain pemeriksan ginekologi rutin.?*?

5.10.4 Depresi

Hasil studi ini menunjukkan depresi ditemukan pada 7 subjek (5,7%) penelitian
yang mengkonsumsi TAM. Enam subjek mengalami depresi ringan dan 1 subjek
dengan depresi berat. Tidak ditemukan hubungan bermakna antara depresi dan
pencapaian MTC Z-END (p = 0,71; IK95% 0,14-3,05). Penderita kanker pada
umumnya termasuk penderita KPD mempunyai risiko mengalami depresi.?**
Prevalensi depresi pada survivor KPD di Asia dikatakan berkisar antara

19-26%.295- 2%
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Tinjauan sistematik dari studi observasional menunjukkan ada multifaktor yang
menyebabkan penderita KPD mengalami depresi antara lain: faktor
sosiodemografik, faktor yang berkaitan dengan kanker dan terapi yang diberikan,

fisiologi subjek, gaya hidup, dukungan sosial, dan kualitas hidup.?®’

Hormon steroid kelamin (estrogen, progesteron) mempunyai peran penting di
dalam patogenesis ansietas melalui peningkatan jumlah noradrenalin, dan serotonin
(neurotransmiter) di SSP neurotrasmiter yang diketahui dan merupakan target obat-
obat yang bekerja di dalam regulasi mood dan mengurangi kepekaan terhadap
depresi.?*

Ada beberapa mekanisme yang menjelaskan mekanisme hormon steroid kelamin
dapat mencegah induksi depresi pada hewan coba antara lain dengan meningkatkan
sintesis serotonin melalui peningkatan kadar enzim triptofan hidroksilase,
menghambat degradasi serotonin oleh enzim monoamin oksidase, menghambat
reuptake serotonin dari selah sinap ke neuron presinaptik, dan meningkatkan kadar

reseptor serotonin melalui ekspresi gen.?”’

TAM sendiri mempunyai efek agonis parsial dalam arti efek antagonis yang dimilik
TAM dapat menghambat efek neuroprotektif estrogen yang akan membawa
dampak terjadinya down-regulation neurotransmiter yang berhubungan dengan

regulasi mood seperti halnya serotonin dan norepinefrin.3%

Hingga saat ini masih kontroversial apakah penggunaan TAM pada manusia dapat
menimbulkan efek depresi. Meningkatnya kejadian depresi *°! dan percobaan
bunuh diri*® dilaporkan pada penggunaan TAM, namun studi lain tidak

menemukan adanya hubungan antara penggunaan TAM dan depresi. 303304

Studi hewan coba yang dilakukan oleh Azizi-Malekabadi et al.’%> menunjukkan
TAM mempunyai efek ganda, tergantung dari ada tidaknya hormon ovarium dalam
menimbulkan efek terhadap ansietas atau depresi. TAM dapat menginduksi
terjadinya ansietas dan depresi pada kondisi terdapat hormon ovarium (tidak
dilakukan pengangkatan ovarium), diperkirakan karena TAM mengantagonis efek
hormon ovarium dalam mencegah terjadinya ansietas dan depresi. Studi yang

dilakukan oleh Calmarza-Font et al.>*® menunjukkan pada kondisi tidak terdapat
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hormon ovarium (dilakukan pengangkatan ovarium) TAM dapat mengurangi

depresi yang diinduksi oleh stres.

The American Society of Clinical Oncology (ASCO)**" dalam pedoman praktik
klinisnya yang berjudul management of depression in patients with cancer
mengeluarkan rekomendasi yang berkaitan dengan penggunaan obat antidepresan.
ASCO tidak merekomendasikan penggunaan antidepresan secara rutin pada gejala
depresi subtreshold (tidak jelas) atau depresi ringan, namun hanya untuk depresi
berat. Bila memungkinkan sebaiknya digunakan antidepresan dengan efek inhibisi
CYP2D6 rendah (misalnya: sitalopram/escitalopram, venlafaksin/desvenlafaksin,

sertralin dosis rendah (< 100—150 mg/hari) sebagai obat lini pertama.3"’

5.11 Kelebihan dan Keterbatasan Studi

Studi ini memiliki kelebihan dalam hal jumlah subjek yang cukup besar (125
orang). Pemilihan desain cross-sectional pada studi ini diharapkan dapat dipakai
sebagai data dasar untuk penelitian selanjutnya yang lebih konklusif. Data
penggunaan obat lain, adherence, dan adverse event yang terjadi ikut dilaporkan
pada studi ini. Studi ini berhasil membuktikan bahwa fenotip lebih besar perannya
secara bermakna dalam memprediksi kadar Z-END dalam plasma, sehingga dapat
digunakan untuk memprediksi status metabolisme CYP2D6 sebagai dasar

penentuan dosis TAM sebelum memulai terapi TAM.

Terlepas dari kelebihan di atas, studi ini juga memiliki kekurangan. Desain studi ini
adalah cross-sectional yang bertujuan untuk melihat efek berbagai variabel
terhadap kadar Z-END pada satu saat. Pemilihan desain studi ini menyebabkan
tidak memungkinkan untuk menentukan hubungan sebab dan akibat karena
pengambilan data risiko dan efek dilakukan pada satu saat yang bersamaan
(temporal relationship tidak jelas). Tidak dilakukan randomisasi pada subjek studi
menyebabkan dapat terjadi bias seleksi dan perancu karena tidak terbaginya

variabel-variabel yang tidak diteliti pada kedua kelompok. 12

Pemeriksaan genotip CYP2D6*10 (c.100C>T) pada studi ini juga memiliki limitasi

antara lain: idealnya pemeriksaan genotip dilakukan terhadap gen CYP2D6 secara
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utuh sehingga dapat diketahui semua varian yang ada,'® namun karena
keterbatasan dana penelitian maka pemeriksaan genotip hanya dilakukan pada 1
alel dengan frekuensi yang tinggi di Asia yaitu CYP2D6*10 (c.100C>T). Ada
beberapa upaya yang dilakukan untuk memastikan hasil studi ini antara lain: hasil
pemeriksaan genotip yang dilakukan dikonfirmasi dengan sekuensing, dan

menggunakan sumber germline untuk pemeriksaan genotip dari darah.

5.12 Implikasi Klinis

Hasil studi ini menunjukkan fenotip seseorang dapat diprediksi dengan
membandingkan MR DMP/DX pada jam ke-3 pasca konsumsi DMP 30 mg per oral
dosis tunggal. Implikasi klinis dari hasil studi ini adalah individualisasi dosis TAM
dapat dilakukan sebelum terapi TAM di mulai sehingga menghindarkan penderita
KPD dari dosis subterapeutik.

Universitas Indonesia






BAB 6
SIMPULAN DAN SARAN

6.1 SIMPULAN

l.

Persentase penderita KPD mencapai MTC Z-END dalam plasma dengan dosis
TAM 20 mg/hari pada saat steady state adalah 52,8%.

Tidak ditemukan hubungan antara genotip CYP2D6*10 (c.100C>T) dengan
pencapaian kadar Z-END dalam plasma pada saat steady state pada penderita
KPD di Indonesia.

Tidak ditemukan hubungan antara karakteristik demografik dengan pencapaian
kadar Z-END dalam plasma pada saat steady state pada penderita KPD di
Indonesia.

Tidak ditemukan hubungan antara karakteristik klinik dengan pencapaian
kadar Z-END dalam plasma pada saat steady state pada penderita KPD di
Indonesia.

Fenotip merupakan satu-satunya variabel yang berhubungan dengan
pencapaian kadar Z-END dalam plasma pada saat steady state pada penderita
KPD di Indonesia.

Fenotip dan genotip memberikan kontribusi sebesar 55,2% terhadap

pencapaian kadar Z-END dalam plasma.

6.2 SARAN

1.

Berdasarkan hasil studi ini hanya 52,8% penderita KPD mencapai MTC Z-END
dalam plasma dengan dosis TAM 20 mg/hari pada saat steady state. sehingga
masih diperlukan studi komparatif dengan desain yang baik untuk
membandingkan TAM 20 mg/hari dengan TAM 30 atau 40 mg/hari pada
subjek-subjek dengan kadar Z-END yang rendah. Tujuan dilakukannya TAM
dose escalation study adalah untuk melihat tercapai atau tidaknya MTC Z-END.
Data hasil studi ini dapat digunakan sebagai dasar studi lanjutan untuk melihat
hubungan antara MTC Z-END dengan respons terapi (disease free survival dan
progression free survival) pada penderita KPD di Indonesia.

Studi ini hanya melihat polimorfisme pada CYP2D6*10 (c.100C>T), sementara
sudah diketahui sebelumnya bahwa metabolisme TAM bersifat kompleks.
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Masih diperlukan penelitian untuk melihat peran polimorfisme genetik isoform
sitokrom P450 lain (CY3A4, CYP2C9, CYP2C19) dan glukuroniltransferase
terhadap kadar Z-END.

Pada studi ini terbukti fenotip merupakan satu-satunya variabel yang
berhubungan dengan pencapaian kadar Z-END dalam plasma saat steady state
pada penderita KPD di Indonesia. Phenotyping menggunakan DMP 30 mg/hari
perlu diterapkan pada penderita KPD di Indonesia sebelum memulai terapi
TAM, namun sebelum diterapkan penggunaannya diperlukan validasi eksterna
dengan melibatkan beberapa senter RS.Kanker di Indonesia.

Fenotip dan genotip memberikan kontribusi sebesar 55,2% terhadap pencapaian
kadar Z-END dalam plasma, sehingga belum cukup untuk menjelaskan adanya
variasi kadar Z-END antar individu. Masih diperlukan penelitian terhadap
faktor-faktor lain selain polimorfisme genetik CYP2D6*10 (c.100C>T), dan
fenotip terhadap pencapaian kadar Z-END
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RINGKASAN

LATAR BELAKANG

Kanker payudara (KPD) merupakan satu dari lima keganasan yang banyak
ditemukan di dunia, termasuk di Indonesia. Besarnya masalah yang dihadapi
menyebabkan diperlukan perhatian dalam penanganan KPD.

Tamoksifen (TAM) merupakan terapi hormonal yang digunakan saat ini pada
penderita KPD di Indonesia. TAM merupakan prodrug yang perlu diaktivasi
terutama oleh CYP2D6 menjadi Zusammen-endoksifen (Z-END). Pada
penggunaan TAM masih banyak penderita yang mengalami kekambuhan selama
terapi 5 tahun, dan salah satu faktor yang berperan dalam variasi respons terapi

adalah kadar Z-END.

Studi menunjukkan Z-END di atas minimal threshold concentration (MTC) 5,9
ng/mL mempunyai risiko 26% lebih rendah mengalami kekambuhan secara
bermakna dibandingkan dengan kelompok yang kadar Z-END di bawah 5,9 ng/mL.
Tinggi rendahnya kadar MTC Z-END antara lain dipengaruhi oleh polimorfisme
gen CYP2D6.

Studi menunjukkan adanya ketidaksesuaian (disconcordace) antara pengukuran
fenotip secara langsung (phenotyping) dan estimasi fenotip berdasarkan genotip.
Genotip hanya menunjukkan alel potensial yang membawa dampak klinis pada
respons terapi, namun tidak dapat memberikan gambaran aktivitas enzim CYP2D6
individu secara akurat. Penelitian in bertujan untuk menentukan hubungan antara
genotip dan fenotip CYP2D6 dengan pencapaian kadar MTC Z-END dalam plasma
pada saat steady state pada penderita KPD.

METODE

Studi ini menggunakan desain potong lintang, dengan pemilihan subjek secara
konsekutif dilakukan pada bulan Oktober 2017—-Februari 2018 di RS. Kanker
Dharmais, Jakarta, Indonesia. Sebanyak 125 orang penderita kanker payudara rawat
jalan yang menggunakan TAM 20 mg/hari minimal selama 4 bulan diikut sertakan
dalam penelitian ini. Kriteria eksklusi dari studi ini adalah kadar serum glutamic

pyruvic transaminase (SGPT) > 2,5 kali di atas batas normal.
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Sebanyak 125 sampel darah vena (whole blood) dengan volume 5 mL diperoleh dan
disimpan dalam tabung yang mengandung ethylenediaminetetraacetic acid
(EDTA) untuk pemeriksaan kadar Z-END dan genotyping. Data karakteristik dasar
dan klinik, interaksi obat potensial, dan drug adherence ikut dicatat dalam studi ini.
Adherence  TAM ditentukan menggunakan kuesioner Morisky Medication
Adherence Scale-8 (MMAS-8). Sampel darah untuk pemeriksaan genotip dan kadar
Z-END diambil 6-24 jam pasca konsumsi TAM. Fenotip subjek studi ditentukan
menggunakan MR DMP/DX yang diukur tiga jam pasca konsumsi DMP 30 mg per
oral. Analisis data dilakukan menggunakan uji Chi-square, uji Mann Whitney dan

regresi logistik ganda. Tingkat kemaknaan yang digunakan adalah p < 0,05.

HASIL

Karakteristik dasar subjek studi adalah sebagai berikut: sebagian besar subjek studi
119 orang (95.2%) nonlansia dengan rerata usia 44.5 + 7.4 tahun, IMT sebagian
besar subjek atau 50 orang (40.0%) adalah obesitas, sebagian besar subjek yaitu
110 orang (88,0%) tidak mengalami non-alcoholic fatty liver disease, sebanyak 75
orang (60%) tidak memiliki riwayat kemoterapi sebelumnya, dan sebanyak 54
orang (42,2%) memiliki adherence sedang. Persentase genotip terbanyak subjek
studi adalah homozigot mutan (T/T) adalah 28 subjek (48,0%). Hasil analisis
menunjukkan ada perbedaan kadar Z-END yang bermakna antara kelompok
genotip T/T dengan kelompok genotip C/C, dan C/T (p <0,001). Persentase fenotip
PM ditemukan sebesar 48,8% pada subjek studi dan non-PM sebesar 51,2 %. Kadar
Z-END pada fenotip non-PM sebesar 9,81 (7,36—14,59) dan PM yaitu sebesar 3,32
(2,51-4,66) ng/mL ( p< 0,001).

Hasil analisis regresi logistik menunjukkan ada hubungan bermakna secara statistik
antara fenotip dengan pencapaian kadar Z-END dalam plasma. Genotip tidak
berhubungan dengan pencapaian kadar Z-END plasma (p = 0,05), namun
dimasukkan dalam pemodelan akhir karena secara substansi mempunyai kontribusi
yang besar di dalam penentuan fenotip subjek studi. Genotip dan fenotip

mempunyai R square = 55,2%.

Probabilitas subjek dengan genotip non-T/T untuk mencapai kadar Z-END > 5,9
ng/mL adalah 45,6%, sementara fenotip non-PM sebesar 71,7%. Probabilitas
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subjek yang memiliki genotip non-T/T dan fenotip non-PM untuk mencapai kadar

Z-END > 5,9 ng/mL adalah 88,3%

PEMBAHASAN

Hasil studi ini menunjukkan hanya 52,8% subjek yang mencapai MTC Z-END (5,9
ng/mL). Studi yang dilakukan di Amsterdam menunjukkan sebanyak 78% pasien
mencapai kadar Z-END 5,9 ng/mL, sementara studi yang dilakukan di Polandia
menunjukkan sebanyak 40,1% pasien mempunyai kadar Z-END di atas 5,9 ng/mL.

Selain faktor genetik yang dipengaruhi oleh etnik, faktor lingkungan juga dapat
memengaruhi kadar Z-END dalam plasma. Variasi kadar Z-END antar subjek pada
studi ini salah satunya mungkin bisa disebabkan oleh terjadinya kolestasis akibat
asupan hormon estrogen dari penggunaan kontrasepsi hormonal atau dari sumber

lainnya seperti yang ditunjukkan studi hewan coba.

Hasil studi ini menunjukkan persentase genotip CYP2D6*10 (c.100C>T)
homozigot mutan (T/T) merupakan genotip yang terbanyak yaitu sebesar 48.0%,
diikuti heterozigot mutan (C/T) yaitu sebesar 29.6%, dan homozigot wild-type
(C/C) yaitu sebesar 22.4%. Hasil studi ini berbeda dengan studi di Filipina dan
Cina yang menunjukkan persentase fenotip terbanyak adalah C/T. Hasil studi kami
mengkonfirmasi walaupun sesama etnik Asia, prevalensi CYP2D6*10 (¢.100C>T)

berbeda antar etnik.

Berdasarkan hasil studi ini terlihat bahwa subjek yang memiliki genotip C/T tidak
mengubah kadar Z-END dalam plasma secara bermakna, sebaliknya pada subjek
dengan genotip T/T dapat mengubah kadar Z-END dalam plasma secara bermakna.
Studi yang dilakukan di Cina oleh Lei ef al. menunjukkan hasil yang sama dengan
hasil penelitian kami yaitu kadar genotip T/T memiliki kadar END secara bermakna
paling rendah dibandingkan kedua genotip lainnya. Walaupun ada perbedaan
presentasi data antara studi ini dengan studi Lei et al., hasil studi ini konsisten
dengan studi yang dilakukan oleh Lei et.al. bahwa kadar Z-END dalam plasma
akan berubah bila substitusi basa/mutasi terjadi pada kedua basa penyusun alel
CYP2D6*10 yang fungsional. Ada multipel faktor yang dapat memengaruhi kadar
Z-END dalam plasma selain genotip CYP2D6 antara lain penggunaan TAM
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bersama dengan obat lain seperti paroxetin/fluoksetin, rifampisin, dan adherence

juga dapat memengaruhi kadar Z-END.

Hasil studi kami menunjukkan adanya perbedaan yang bermakna secara statistik
terhadap median (25—-75%) kadar Z-END berdasarkan kelompok fenotip. Sebanyak
82,0% subjek dengan fenotip PM dan 14,1% subjek fenotip non-PM memiliki kadar
Z-END plasma di bawah MTC, dan terdapat hubungan bermakna secara statistik
antara fenotip dengan pencapaian kadar Z-END dalam plasma (p < 0,001).

Berdasarkan hipotesis fenotip PM dan genotip T/T seharusnya memiliki kadar Z-
END < 5,9 ng/mL, namun ditemukan ketidaksesuaian (disconcordance) antara
genotip dan fenotip terhadap kadar Z-END. Pada studi ini ditemukan subjek dengan
fenotip PM (18,0%) dan genotip T/T (23,3%) memiliki kadar Z-END > 5,9 ng/mL.
Fenotip tampaknya lebih besar kemampuannya untuk menjelaskan variasi kadar Z-
END antar individu. Hasil studi ini konsisten dengan studi terdahulu yang juga

menunjukkan ada ketidaksesuaian antara genotip dan fenotip.

Hasil studi kami menunjukkan ada hubungan antara fenotip dengan pencapaian
kadar Z-END dalam plasma. Genotip tidak berhubungan dengan pencapaian kadar
Z-END plasma, namun dimasukkan dalam pemodelan akhir karena secara substansi
mempunyai kontribusi yang besar di dalam penentuan fenotip subjek studi.
Ternyata genotip dan fenotip mampu menjelaskan variasi kadar Z-END sebesar
55,2% dalam pencapaian kadar Z-END dalam plasma. Fenotip merupakan satu-
satunya variabel yang berhubungan dengan pencapaian kadar Z-END, maka
berdasarkan hasil studi ini fenotip bisa digunakan sebelum memulai terapi dan

mudah untuk diaplikasikan pada penderita KPD di Indonesia.

Kekuatan penelitian kami adalah jumlah subjek yang cukup besar (125 orang),
penggunaan obat lain, adherence, dan adverse event yang terjadi ikut dilaporkan
pada studi ini, dan studi ini berhasil membuktikan bahwa fenotip lebih besar
perannya secara bermakna dalam memprediksi kadar Z-END dalam plasma,
sehingga dapat digunakan untuk memprediksi status metabolisme CYP2D6 sebagai

dasar penentuan dosis TAM.

Beberapa keterbatasan penelitian kami adalah: 1) desain yang digunakan cross-

sectional, yang tidak dapat menentukan adanya hubungan sebab akibat (temporal
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relationship) antara berbagai variabel terhadap kadar Z-END; 2) tidak dilakukan
randomisasi pada subjek studi menyebabkan dapat terjadi bias seleksi dan perancu
karena tidak terbaginya variabel-variabel yang tidak diteliti pada kedua kelompok;
3) pemeriksaan genotip CYP2D6*10 (c.100C>T) tidak dilakukan secara utuh dan
hanya dilakukan pada 1 alel dengan frekuensi yang tinggi di Asia yaitu
CYP2D6*10 (c.100C>T).

Hasil studi ini menunjukkan fenotip seseorang dapat diprediksi dengan
membandingkan MR DMP/DX pada jam ke-3 pasca konsumsi DMP 30 mg per oral
dosis tunggal. Implikasi klinis dari hasil studi ini adalah individualisasi dosis TAM
dapat dilakukan sebelum terapi TAM di mulai sehingga menghindarkan penderita
KPD dari dosis subterapeutik.

SIMPULAN DAN SARAN

Persentase penderita KPD mencapai MTC Z-END dalam plasma dengan dosis
TAM 20 mg/hari pada saat steady state adalah 52,8%. Fenotip merupakan satu-
satunya variabel berhubungan secara bermakna terhadap pencapaian kadar Z-END
dalam plasma pada saat steady state pada penderita KPD di Indonesia. Fenotip dan
genotip memberikan kontribusi sebesar 55,2% terhadap pencapaian kadar Z-END

dalam plasma.

Masih diperlukan penelitian lebih lanjut melihat hubungan MTC Z-END dengan
survival, dose escalation study adalah untuk melihat tercapai atau tidaknya MTC

Z-END, dan melihat peran polimorfisme genetik isoform sitokrom P450 lain

(CYP3A4, CYP2C9, CYP2C19) dan glukuroniltransferase terhadap kadar Z-END.
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SUMMARY

BACKGROUND
Breast cancer (BC) is one of the five most frequently found malignancies in the
world, including Indonesia. The size of the problem calls for attention to BC

management.

Tamoxifen (TAM) is the hormonal therapy currently used in BC patients in
Indonesia. Tamoxifen is a prodrug that needs to be activated particularly by
CYP2D6 into Zusammen-endoxifen (Z-END). There are still many patients on
TAM who have recurrences after 5 years of treatment and one of the factors that

plays a role in the variation in therapeutic response is the Z-END concentration.

Studies have shown that a Z-END concentration above the minimal threshold
concentration (MTC) of 5.9 ng/mL carries a 26% significantly lower risk for
recurrences than does a Z-END concentration below 5.9 ng/mL. The Z-END MTC
1s among others influenced by CYP2D6 gene polymorphism.

It has been shown that there is a disconcordance between direct phenotyping and
estimation of phenotype based on genotype. The genotype only shows the alleles
that potentially have clinical impact on the therapeutic response, but cannot
accurately depict the activity of individual CYP2D6 enzymes. The aim of the
present study was to determine any association of CYP2D6 genotype and
phenotype with attainment of steady-state plasma Z-END MTC in BC patients in

Indonesia, since to date there is no information on such association.

METHODS

This cross-sectional study, for which the subjects were recruited consecutively, was
conducted from October 2017 to February 2018 at the Dharmais Cancer Hospital,
Jakarta, Indonesia. A total of 125 ambulatory BC patients using TAM 20 mg/day
for at least 4 months were invited to participate in this study. The exclusion criterion
was a serum glutamic pyruvic transaminase (SGPT) concentration of > 2.5 times

above the normal limit.

A total of 125, 5-mL venous whole blood samples were obtained and stored in

tubes containing ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) for determination of Z-
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END concentrations and genotyping. Data on baseline and clinical characteristics,
potential drug interactions, and drug adherence were also recorded in this study.
TAM adherence was determined using the Morisky Medication Adherence Scale-
8 (MMAS-8) questionnaire. Blood samples for genotyping and Z-END
concentration were collected 6—24 hours after TAM consumption. The phenotype
of the subjects was determined using the DMP/DX MR, which was measured three
hours after oral consumption of 30 mg DMP. Data analysis was performed by
means of the chi-square test, the Mann-Whitney test and logistic regression. The

level of significance used was p <0.05.

RESULTS

The baseline characteristics of the study subjects were as follows: the majority of
subjects (119 subjects or 95.2%) were non-elderly with mean age of 44.5 + 7.4
years; the BMI of the majority of subjects (50 subjects or 40.0%) was in the obese
category. The majority of subjects (110 or 88.0%) did not have non-alcoholic fatty
liver disease, 75 subjects (60%) had no history of chemotherapy, and most of the
study subjects (54 or 42.2%) had moderate drug adherence.

The highest genotype percentage of the study subjects was for the homozygous
mutant (T/T) of 28 subjects (48.0%). The results of the statistical analysis showed
a significant difference in Z-END concentration between the T/T versus the C/C
and C/T genotype groups (p < 0.001). The percentages of the PM and non-PM
phenotypes in the study subjects were 48.8% and 51.2%, respectively. The median
(min—max) Z-END concentrations in the PM and non-PM phenotypes were 3.32
(2.51-4.66) ng/mL and 9.81 (7.36—14.59), respectively (p < 0.001).

The results of logistic regression analysis showed a statistically significant
association between phenotype and attainment of plasma Z-END concentration.
Genotype was not associated with attainment of plasma Z-END concentration (p =
0.05), but was included in the final modeling, since it contributed substantially to
phenotype determination of the study subjects. Genotype and phenotype had an R
square of 55.2%.
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The probability of subjects with a non-T/T genotype attaining Z-END
concentrations of > 5.9 ng/mL was 45.6%, while that of subjects with the non-PM
phenotype was 71.7%. The probability of subjects with a non-T/T genotype and the
non-PM phenotype attaining Z-END concentrations of > 5.9 ng/mL was 88.3%.

DISCUSSION

The results of our study showed that only 52.8% subjects reached the Z-END MTC
of 5.9 ng/mL. A study conducted in Amsterdam found that 78% of patients attained
a Z-END concentration of 5.9 ng/mL, whereas a study in Poland showed that only
40.1% of patients had a Z-END concentration above 5.9 ng/mL.

In addition to genetic factors that are influenced by ethnicity, environmental factors
may also affect plasma Z-END concentration. The variation in Z-END
concentration between the subjects in this study may have been caused by
cholestasis as a result of estrogen input from the use of hormonal contraception or

from other sources, as shown in studies on experimental animals.

Our study results showed the percentage of the CYP2D6*10 (c.100C>T)
homozygous mutant (T/T) to be the highest at 48.0%, followed by the heterozygous
mutant (C/T) at 29.6% and the homozygous wild-type (C/C) at 22.4%. These results
differed from those of studies in the Philippines and China, where the highest
percentage was for the C/T genotype. Our study results confirm that the prevalences

of CYP2D6*10 (c.100C>T) differ between ethnic groups, although all are Asian.

Based on our study results, subjects with the C/T genotype apparently did not
significantly change the plasma Z-END concentration, in contrast with subjects
with the T/T genotype. The study conducted in China by Lei et al. showed similar
results, in that the T/T genotype had significantly the lowest END concentration as
compared with the other two genotypes. Although there are differences in the
presentation of the data between the present study and that of Lei et al., both showed
that the plasma Z-END concentration changes upon the occurrence of base
substitutions or mutations in both the bases composing the functional CYP2D6*10
alleles. There are multiple factors capable of affecting plasma Z-END concentration

in addition to CYP2D6 genotype, such as the use of TAM in conjunction with other
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drugs (e.g. paroxetine/fluoxetine, rifampicin), and drug adherence, that may

influence Z-END concentration.

The results of our study showed a statistically significant difference in the median
(25-75%) Z-END concentration between the phenotype groups. A total of 82.0%
of PM phenotype subjects and 14.1% of non-PM phenotype subjects had a plasma
Z-END concentration below the MTC and there was a statistically significant
association between phenotype and attainment of plasma Z-END concentration (p

<0.001).

Based on the hypothesis, the PM phenotype and the T/T genotype should have a
Z-END concentration of < 5.9 ng/mL, but there was disconcordance of genotype
and phenotype with Z-END concentration. In this study it was found that subjects
with the PM phenotype (18.0%) and the T/T genotype (23.3%) had a Z-END
concentration of > 5.9 ng/mL. Phenotype can apparently give a better explanation
for the variation in Z-END concentration between individuals. The results of this
study are consistent with those of previous studies, which also showed a

disconcordance between genotype and phenotype.

Our study results showed an association between phenotype and attainment of
plasma Z-END concentration. Genotype was not associated with attainment of
plasma Z-END concentration (p = 0.05), but was included in the final modeling
because it substantially contributes to the determination of phenotype in the study
subjects. Apparently genotype and phenotype were capable of explaining 55.2%
of the variation in the attainment of plasma Z-END concentration. Phenotype is the
sole variable that is associated with attainment of Z-END concentration, therefore
based on the results of this study phenotype may be used to determine TAM
therapeutic dose prior to starting treatment and can readily be applied to BC patients

in Indonesia.

The strengths of this study lie in the relatively large number of subjects (125
persons), in the reporting of the use of other drugs, drug adherence, and the
occurrence of adverse events, and in the proving that phenotype has a significantly
greater role in predicting plasma Z-END concentration, so that it may be used for

predicting the metabolic status of CYP2D6 as basis for determining the TAM dose.
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Three of the limitations of our study are: 1) the design of this study was cross-
sectional, which could not determine any cause-and-effect relationship (temporal
relationship) between the various variables and the Z-END concentration; 2) there
was no randomization of the study subjects, resulting in the possibility of selection
and confounding bias, due to the uneven distribution of the variables not under
investigation in the two groups; 3) the CYP2D6*10 (c.100C>T) genotyping was
not on the complete set of genotypes, and was only performed for one allele of high

frequency in Asia, i.e. CYP2D6*10 (c.100C>T).

The results of the present study shows that an individual’s phenotype may be
predicted from the DMP/DX MR value at 3 hours after consumption of a single oral
dose of 30 mg DMP. The clinical implication of these results is that
individualization of the TAM dose may be performed prior to starting TAM

therapy, thus preventing BC patients from receiving subtherapeutic doses.

CONCLUSIONS AND RECOMMENDATIONS

The percentage of patients with BC attaining plasma steady-state Z-END MTC with
a TAM dose of 20 mg/day is 52.8%. Phenotype is the sole variable significantly
associated with attainment of plasma steady-state Z-END concentration in BC
patients in Indonesia. Phenotype and genotype contribute to 55.2% of the

attainment of plasma Z-END concentration.

There is still a need for further studies on the association of Z-END MTC with
survival, for dose escalation studies to determine attainment of Z-END MTC, and
studies to determine the role of genetic polymorphism of other cytochrome P450
isoforms (CYP3A4, CYP2C9, CYP2C19) and of glucuronyltransferase on Z-END

concentration.
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1.Dr.dr. Denni Joko P.SpB(K),Onk

mmnﬁ. Cose. Cngt:rus anmwm:j Symexay 9 e ___Q Q

Lampiran 4. Formulir Identitas Subjek Tamoksifen
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FORMULIR IDENTITAS SUBJEK TAMOKSIFEN
Hari/Tanggal :

No Nama No.MR Telpon/HP Umur Tanggal ambil
darah

Lampiran 5. Formulir Informasi untuk Subjek Studi
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Formulir Informasi untuk Subjek Studi (informed concent)

INFORMASI UNTUK CALON SUBJEK

Kami, Tim peneliti dari Departemen Farmakologi dan Terapeutik, Program Doktor
Fakultas Kedokteran Universitas Indonesia, dan RS.Kanker Dharmais, Jakarta,
akan melakukan penelitian untuk mengetahui kemanjuran obat antikanker

tamoksifen pada penderita KPD.

KPD merupakan penyebab kematian tersering pada penderita kanker di dunia
termasuk di Indonesia. Tamoksifen merupakan obat antikanker yang dipakai
selama ini untuk mengobati KPD dengan reseptor hormon positif, namun
penggunaan tamoksifen masih banyak penderita KPD yang mengalami

kekambuhan selama terapi.

Ada banyak faktor yang dapat menyebabkan terjadinya kekembuhan antara lain
kadar Z-endoksifen (metabolit tamoksifen) dalam darah. Hingga saat ini belum
diketahui apakah kadar Z-endoksifen penderita KPD di Indonesia sudah mencapai
kadar minimal yang dibutuhkan untuk keberhasilan terapi.Selain itu diketahui ada
banyak faktor yang dapat mempengaruhi kadar Z-endoksifen antara lain adanya
perbedaan genetik enzim pemetabolisme dan fenotip (aktivitas enzim
pemetabolisme) yang aktivitasnya bervariasi antar individu dan etnik, dosis
tamoksifen yang tidak adekuat, kepatuhan minum obat, interaksi obat, dan lain-lain.
Oleh karena itu kami tertarik untuk meneliti apakah kadar Z-endoksifen pada
populasi Indonesia sudah mencapai kadar minimal yang diinginkan untuk
keberhasilan terapi dan meneliti faktor-faktor yang mempengaruhi kadar Z-
endoksifen dalam darah. Anda kami undang untuk ikut dalam penelitian ini karena

menderita KPD.

Untuk itulah kami mengundang partisipasi Anda dalam penelitian ini. Hasil
penelitian ini diharapkan dapat menjadi masukan untuk membuat panduan dalam
penyesuaian dosis tamoksifen pada penderita KPD yang memperoleh obat

antikanker di Indonesia.
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Bila Anda bersedia ikut dalam penelitian ini, Anda diminta menandatangani surat
persetujuan dan selanjutnya mengikuti prosedur penelitian ini. Anda diminta
minum 1 tablet tamoksifen (20 mg) 1 hari sebelum studi dimulai (pada waktu biasa
minum obat) dan datang ke lokasi penelitian pada waktu yang telah disepakati

sebelumnya dalam kondisi puasa (tidak sarapan dulu).

Pada saat kunjungan Anda akan diwawancarai dan dilakukan pengukuran berat
badan, tinggi badan, indeks massa tubuh, lingkar pinggang, lingkar perut, rasio
lingkar pinggang/lingkar perut dan dilakukan pencatatan. Setelah pengukuran
selesai Anda diminta untuk minum 2/3 sendok makan (10 mL) obat batuk (DMP
30 mg) yang diminum dengan segelas air putih (= 200 mL) untuk melihat aktivitas
enzim hati yang memetabolisme obat tamoksifen. Dua jam setelah minum obat
maka Anda diperkenankan untuk sarapan dengan makanan yang disiapkan oleh
peneliti. Pada 3 jam setelah minum obat, makan akan dilakukan pengambilan darah
dari pembuluh darah di lengan Anda dengan menggunakan jarum suntik. Total
pengambilan darah sebanyak 1 kali sebanyak 15 mL (+ 1 sendok makan), yang akan
dipergunakan untuk pemeriksaan kadar Z-END, MR DMP/DX (9mL), gen
pemetabolisme tamoksifen CYP2D6 (3 mL), dan fungsi hati (3 mL) di mana
jumlah ini tidak membahayakan kesehatan Anda. Pengambilan darah biasanya
menimbulkan rasa nyeri yang ringan, dan terkadang bisa terjadi infeksi. Namun,
untuk mencegah terjadinya infeksi sebelum dan sesudah pengambilan darah akan
selalu dilakukan pembersihan dengan alkohol 70%. Bila terjadi infeksi dokter akan
memberikan antibiotik yang diperlukan secara cuma-cuma. Kadang-kadang di
sekitar tempat tusukan jarum akan timbul memar atau kulit yang berwarna biru, hal

ini tidak berbahaya dan biasaya sembuh sendiri dalam 4—7 hari.

Anda akan mendapatkan obat, pemeriksaan laboratorium, dan layanan pengawasan
dokter secara cuma-cuma. Selain itu Anda akan mendapat penggantian uang
transport sebesar Rp 80.000/hari dan makan siang diberikan jika pengambilan darah

berlangsung sampai siang.

Semua data kesehatan sebelum dan sesudah penelitian yang Anda berikan atau

didapatkan melalui pemeriksaan, akan dijaga kerahasiaannya. Selain dari tim
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peneliti dan Komite Etik Penelitian FKUI dan RS.Kanker Dharmais, tidak ada
pihak lain yang dapat mengetahui identitas Anda.

Anda bebas menolak ikut dalam penelitian ini atau bebas mengundurkan diri pada
setiap saat ketika penelitian sedang berjalan. Anda juga bebas menanyakan semua

hal yang belum jelas sehubungan dengan penelitian ini.

Bila Anda tidak mentaati instruksi yang diberikan oleh tim peneliti, Anda dapat

dikeluarkan dari penelitian ini setiap saat.

Penelitian ini telah mendapat persetujuan dari Komisi Etik Penelitian Kesehatan

Fakultas Kedokteran Universitas Indonesia dan RS.Kanker Dharmais.

Bila sewaktu-waktu Anda memerlukan penjelasan, Anda dapat menghubungi

dokter Yenny di nomor 08159661333.
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Lampiran 6. Formulir Persetujuan Setelah Penjelasan

PERSETUJUAN SETELAH PENJELASAN

Saya telah mendapat penjelasan mengenai penelitan tersebut di atas dan semua
pertanyaan saya telah dijawab oleh dokter tim peneliti. Saya juga telah diberi cukup
waktu untuk mempertimbangkan keikutsertaan saya dalam penelitian ini dan saya
mengerti bahwa bila masih memerlukan penjelasan, saya akan mendapat jawaban

dari Dr. Yenny.

Dengan menandatangani formulir ini, saya menyatakan setuju untuk ikut serta

dalam penelitian ini.

Tanda tangan subjek penelitian: Tanggal: .....ooooeniiiiiiiiiene

(Nama jelas: .......coovvviviiiiiiinninnnnn.. )
Nomor telpon/Hp e
Nomor RM Crrrereeee e e e —————aaeaeeeaanas
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Lampiran 7. Formulir Pengumpulan Data

Formulir D. Formulir Pengumpulan Data

Kode Responden | \ | |

No. Rekam medis | |

Tanggal ]

Petunjuk pengisian kuesioner
Harap mengisi jawaban di tempat yang ada titik-titik atau lingkari jawaban yang
menurut Anda paling tepat

I. Identitas Subjek

Nama L et e ettt et eeeeeeeereeeeeeeeieeeiteeeeeeeeeeeaaarrtraaaaaeeeiaaaatraaaaaaaeeans

Tempat/ tanggal lahir : .......ccccoooiiiiiiiiiee e, ,Usial oo, tahun

Alamat L e ettt ettt eeeeeereeeeeeeeaeeii————eeeeeeeeaaa———aataaeeeeaaatraraaaaaeeans
RT/RW: v, , Kelurahan .........c.cccoovvvennnnnnnnnn.
Kecamatan: ............ccuuveeee.

No. Telp/Hp ettt e teeerteeei—ee e teee—eeaa—eeaareeabee e e beeeasbeeennreeenreeennes

I1. Karakteristik subjek

1. Usia Anda saat terdiagnosis kanker payudara : ........... tahun

2. Apakah Anda masih memperoleh haid saat didiagnosis kanker?

1. Ya
2. Tidak
3. Kapan terakhir kalinya Anda memperoleh menstruasi? ............. tahun

4. Apakah Anda menggunakan kontrasepsi hormon atau terapi pengganti

hormon?
1. Ya
2. Tidak
5. Apakah Anda pernah menjalani operasi pengangkatan rahim atau indung
telur?
1. Tidak
2. Ya
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6. Waktu minum tamoksifen sehari-hari adalah: (tulis jam minum obat)
1. Selain malam (pagi — sore)
2. Malam

II1. Pengukuran antropometrik (diisi oleh Petugas)

Pengukuran 1 I;aSIl Rata-rata

Tinggi badan (m)

Berat badan (kg)

IMT (kg/m?)
1.<18,5
2.18,5-229
3.23-249
4.25-299
5.230

Lingkar pinggang (cm)

Lingkar pinggul (cm)

Waist/hip ratio

Catatan: dicatat sampai 1 angka dibelakang koma

Untuk pertanyaan nomor 7-34 tidak usah di jawab (diisi oleh petugas)
7. Status menopause Anda saat diobati dengan kanker payudara (diisi oleh
petugas)
1. Pramenopause
2. Pascamenopause

8. Lama mengkonsumsi tamoksifen: ............... bulan

9. Ukuran tumor (T) pada saat terdiagnosis?

1. <2cm
2. 2—5cm
3. >5cm

10. Apakah melekat ke kulit?
1. Tidak
2. Ya

11. Apakah melekat ke dinding dada?
1. Tidak
2. Ya

12. Keterlibatan kelenjar getah bening (N) pada saat terdiagnosis?
1. Ada
2. Tidak
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14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Jumlah kelenjar getah bening (N) yang terlibat saat terdiagnosis?
0

1-4

5-9

10-20

> 20

Nk

Nodus supraklavikular teraba?
1. Tidak
2. Ya

Apakah ada metastasis (M)?
1. Tidak

2. Ya

3. Tidak dapat ditentukan

Stadium KPD subjek studi :
Stadium 0

Stadium I

Stadium ITA

Stadium IIB

Stadium III A

Stadium III B

Stadium III C

Stadium lanjut

NN R L=

Pengelompokan stadium KPD subjek studi:
1. Stadium dini (0, I, ITA, IIB)

2. Stadium lanjut lokal (IIT A, B, C)

3. Stadium lanjut (IV)

Persentase reseptor estrogen (ER)  :................. %
Persentase reseptor progesteron (PgR): ................. %

Persentase Ki-67 e %

Grade HER-2 :..
1. grade 0

2. grade +1

3. grade +2

4. grade +3

Subtipe molekuler subjek

1. Luminal A

2. Luminal B (HER-2 negatif)
3. Luminal B (HER-2 positif)
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23. Tipe histologi tumor (diagnosis patologi anatomi)
1. Invasive lobular carcinoma (ILC)
2. Invasive ductal carcinoma (IDC)

3. Lainnya

24. Kanker payudara bilateral?
1. Tidak
2. Ya

25. Indikasi pemberian terapi tamoksifen:

1. Adjuvant
2. Neoadjuvant
3. Primer

26. Jenis terapi yang diberikan:
1. Hormon terapi (HT) saja

2. HT + radioterapi (RT)

3. RT

4. Kemoterapi (CT) + RT

5. CT+HT

6. CT + trastuzumab

7. CT ( tanpa trastuzumab pada HER-2+)

27. Urutan jenis terapi yang diberikan (beri nomor sesuai urutan waktu
pemberian terapi)
[1 Operasi
1 RT
1 ChT
L1HT
[ Trastuzumab

28. Obat-obat yang dikonsumsi saat pengumpulan data: .

29. Interaksi obat
1. Tidak ada
2. ada
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30.

31.

32.

33.

34.

35.

Kepatuhan minum obat (adherence)?
1. Kepatuhan rendah
2. Kepatuhan sedang
3. Kepatuhan timggi

nilai SGPT: ............... U/L
nilai SGOT: ................ U/L

Rasio SGOT/SGPT : ...ceeeven.

Genotip subjek:
1. C/C
2. C/T
3. T/T

Fenotip subjek:
1. EM/UM
2. M

3. PM

Kadar Z-END subjek: ................ ng/mL

219
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IV. Kepatuhan minum tamoksifen (adherence)

Petunjuk pengisian kuesioner:
Berilah tanda (V) pada kolom yang sesuai.

Morisky medication adherence scale-§ (MMAS-8)

beberapa alasan selain lupa. Selama 2 minggu

tamoksifen?

terakhir, apakah Anda pernah tidak minum obat

No. Pertanyaan

1. Apakah Anda kadang-kadang lupa minum obat ()Tidak =1 | ()Ya=0
tamoksifen?

2. Seseorang kadang-kadang tidak minum obat karena ()Tidak =1 | ()Ya=0

3. Apakah Anda pernah menghentikan minum

tamoksifen tanpa memberitahu dokter karena Anda
merasa tidak enak bila mengkonsumsi tamoksifen?

()Tidak =1 | ()Ya=0

obatnya?

4, Ketika Anda berpergian atau meninggalkan rumabh,
apa kadang-kadang Anda pernah lupa tidak membawa

()Tidak =1 | ()Ya=0

5. Apakah Anda minum obat tamoksifen kemarin?

()Tidak =0 | ()Ya=1

tamoksifen?

6. Ketika Anda merasa kondisi Anda lebih baik apakah
Anda pernah menghentikan/tidak menggunakan

()Tidak =1 | ()Ya=0

tamoksifen yang didapat ini rumit/kompleks?

7. Minum obat setiap hari kadang membuat orang
merasa tidak nyaman. Apakah Anda merasa terapi

()Tidak =1 | ()Ya=0

8. Apakah Anda sering mengalami kesulitan mengingat
minum tamoksifen? ()A=4

A. Tidak pernah/jarang ()B=3
B. Sekali waktu ()Cc=2
C. Kadang-kadang ()D=1
D. Biasanya ()E=0
E. Sepanjang waktu Skor dibagi 4

Penilaian:

8 = kepatuhan tinggi

6—<8 = kepatuhan sedang

<6 = kepatuhan rendah
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V.1. Efek samping obat (depresi)
Petunjuk pengisian kuesioner:

Berilah tanda (V) pada kolom yang sesuai.

Zung’s self-rating depression scale

221

No Uraian Hanya | Kadang- | Cukup Hampir
sedikit kadang sering | sepanjang
waktu

1. | Saya merasa mental saya jatuh 1 2 3 4
dan sedih

2. | Pagi adalah saat dimana 4 3 2 1
perasaan saya paling baik

3. | Saya merasa ingin menangis 1 2 3 4

4. | Saya mengalami problem tidur 1 2 3 4
di malam hari

5. | Saya makan sebanyak biasa 4 3 2 1
saya lakukan

6. | Saya tetap dapat menikmati 4 3 2 1
seks

7. | Saya perhatikan berat badan 1 2 3 4
saya turun

8. | Saya punya masalah dalam 1 2 3 4
buang air besar

9. | Detak jantung saya lebih cepat 1 2 3 4
dari biasanya

10. | Saya lelah tanpa sebab 1 2 3 4

11. | Pikiran saya sejernih 4 3 2 1
sebagaimana biasanya

12. | Saya merasa mudah untuk 4 3 2 1
melakukan hal-hal yang dulu
biasa saya lakukan

13. | Saya merasa tidak tenang dan 1 2 3 4
tidak dapat berdiam diri
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14. | Saya merasa penuh harapan
akan masa depan

15. | Saya lebih mudah tersinggung
daripada biasanya

16. | Saya merasa mudah untuk
memutuskan sesuatu

17. | Saya merasa berguna dan
dibutuhkan

18. | Kehidupan saya baik-baik saja

19. | Saya merasa orang lain akan
lebih baik jika saya meninggal

20. | Saya masih menikmati hal-hal

yang dulu saya lakukan
Penilaian:
SDS Index <50 = tidak depresi

SDS Index 50 — 59 = depresi ringan
SDS Index 60 — 69 = depresi sedang
SDS Index >70 = depresi berat
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V.2. Efek samping obat (hot flashes)
Petunjuk pengisian kuesioner:

223

Pertanyaan di bawabh ini berkaitan dengan situasi sebelum terapi tamoksifen dimulai dan

situasi pada saat pengambilan darah dilakukan. Harap lingkari angka yang menurut Anda
paling cocok dengan situasi yang Anda rasakan.

0 = tidak ada
1 = ringan 3 = berat
2 = sedang 4 = sangat berat

Sebelum terapi

Selama terapi

(lingkari hari/minggu)

per hari/minggu

tamoksifen tamoksifen
1. | Apakah Anda mengalami hot flashes? Ya/tidak Ya/tidak
a. Berapa kali Anda mengalami kot flashes? ... kali ... kali

per hari/minggu

b. Rata-rata beratnya hot flashes yang
dirasakan

0

112

3

4

0

1

2

3

4

Apakah Anda mengalami gangguan suasana
perasaan (mood swing)?

0

112

3

4

0

1

2

3

4

Apakah Anda mengalami berkeringat berlebihan?

Apakah Anda mengalami gangguan tidur?

Apakah Anda mengalami gejala lain yang mungkin
berhubungan dengan terapi tamoksifen yang
diberikan?

Ya/tidak

Ya/tidak

Bila menjawab ya pada pertanyaan no.5, gejala lain
apa yang dirasakan?

Definisi hot flashes

Untuk mendeskripsikan beratnya hot flashes yang Anda rasakan, harap memilih salah

satu kategori Kot flashes yang ada di bawah ini (lingkari pilihan Anda).

Ringan
Lama : 5 menit
Gejala fisik : hangat, rasa tidak nyaman, wajah merah

Gejala emosional

Tindakan

: not expected

: tidak ada
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Sedan
Lama

Gejala fisik

Gejala emosional

pe€rasaan

lelah,

Tindakan

Berat
Lama

Gejala fisik

Gejala emosional

Tindakan

Sangat berat
Lama

Gejala fisik

Universitas Indonesia

: 15 menit
: kepala, leher, telinga atau seluruh tubuh terasa hangat, tegang,
otot kencang, kulit lembab, perubahan frekuensi dan irama
jantung (detak jantung meningkat/ terjadi perubahan irama
jantung), berkeringat, mulut kering.

: mudah tersinggung, tidak tenang, perasaan semua energi habis,

malu bila mengalami %ot flash di depan orang lain, merasa cepat

merasa terganggu
: membutuhkan penggunaan kipas angin, kadang terbangun
malam hari, merasa perlu untuk membuka baju/selimut, minum
air, membuka jendela bahkan saat cuaca dingin di luar,

menggunkan baju setipis mungkin.

: 20 menit
: rasa hangat seperti oven yang menyala, perubahan frekuensi
jantu atau ritme (kecepatan jantung meningkat/perubahan irama
jantung), merasa mau pingsan, sakit kepala, berkeringat
berlebihan, kelemahan, rasa gatal, sensasi tersengat pada kulit,
rasa berat pada dada

: rasa malu, gugup, punya perasaan serangan panik

: perlu menghentikan apa yang dikerjakan pada saat hot flashes
dirasakan, bangun malam hari dan membuka selimut, merasa
perlu membuka baju, membuka jendela, mempertahankan suhu
rumah pada temperatur yang lebih dingin, sering menggunakan

kipas angin.

: 45 menit
: rasa panas seperti mendidih, keringat bercucuran,

kesulitan bernapas, merasa mau pingsan, merasa pusing,



Gejala emosional

Tindakan

225

kaki dan/paha kram, perubahan kecepatan jantung atau
ritme (kecepatan jantung meningkat/perubahan irama jantung),

rasa sakit ringan pada perut.

: perasaan distres, keinginan untuk melarikan diri, kesulitan

melakukan

fungsi.

: sering terbangun pada malam hari, merasa perlu untuk

mengganti seprei dan baju tidur, merasa perlu untuk
mandi air dingin, merasa perlu untuk menaruh es di atas

kulit.
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Lampiran 8. Formulir Pengambilan Darah

Form. pengambilan darah

Nama

Umur

Tanggal:

No.RM :

SNo :

Waktu ambil darah :
Paraf Laboran :

Form. pengambilan darah

Nama :

Umur

Tanggal:

No.RM :

SNo :

Waktu ambil darah :
Paraf Laboran :

Form. pengambilan darah

Nama

Umur

Tanggal:

No.RM

SNo :

Waktu ambil darah :
Paraf Laboran :

Form. pengambilan darah

Nama :

Umur

Tanggal:

No.RM :

SNo :

Waktu ambil darah :
Paraf Laboran :

Form. pengambilan darah

Nama

Umur

Tanggal:

No.RM :

SNo :

Waktu ambil darah :
Paraf Laboran :

Form. pengambilan darah

Nama :

Umur

Tanggal:

No.RM :

SNo :

Waktu ambil darah :
Paraf Laboran :
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Lampiran 9. Case Report Form

CASE REPORT FORM SUBJEK STUDI TAMOKSIFEN

SN. | Inisial Usia | Tanggal
Nama (th) | Minum DMP Adverse drug reaction Tindakan
Dan ambil
darah

Universitas Indonesia



228

uEee)

LODS
/LdDS

uar)

z [ | uemp | dwa
ejeiay | awpey | Jepey | [Iquiy | wnuipy
npEAL

JeSEue

YoM

()

anuip

BUIEN]
Jeisiu]

‘ousg

NAAISMOIWYV L IANLS MACdNSs HVIAVAd NVIIHINVONId LMV

yele ue[iquedudd npyeAy Jnuuo '] uendwe|

Universitas Indonesia



229

LO/LdDS

qere(

dNd

WH

donuy

sany|

dp/uodja,

WHON

anuin

BLUBN

ONS

ugyisyowe], yolqng 1seymidesay Jnuo, *| | uendwe|

uagisyowe | yalqng isemydeyay “uioy

Universitas Indonesia



230

Lampiran 9. Case Report Form

Lampiran 10. Bukti Submit Jurnal
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Tamoxifen (TAM) is a frequently used hormonal drug for patients with breast
cancer. It is a prodrug that needs to be activated by cytochrome P450 2D6
(CYP2D6) into endoxifen (END). The purpose of the present study was to
determine the association of the CYP2D6*10 (c.100C>T) genotype with attainment
of the plasma steady state Z-END minimal threshold concentration (MTC) in
patients with breast cancer in Indonesia. A cross-sectional study was performed in
125 ambulatory patients with breast cancer consuming TAM at 20 mg/day for at
least 4 months. The frequency distribution of CYP2D6*10 (c.100C>T) genotypes
(C/C: wild type; C/T: heterozygous mutant; T/T: homozygous mutant) was detected
using polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-
RFLP), the results of which were subsequently confirmed by sequencing. The
genotypes were categorized into plasma Z-END concentrations of <5.9 ng/mL and
>5.9 ng/mL, which were measured using ultra performance liquid chromatography
tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS). Percentages of C/C, CT, and T/T
genotypes were 22.4%, 29.6%, and 48.8%, respectively. The median (25-75%) Z-
END concentrations in C/C, C/T, and T/T genotypes were 9.58 (0.7-6.0), 9.86
(0.7-26.6), and 3.76 (0.9-26.6) ng/m, respectively. Statistical analysis showed a
significant difference in median Z-END concentration between patients with T/T
genotype and those with C/C or C/T genotypes (p<0.001). There was a significant
association between CYP2D6*10 (c.100C>T) genotypes and attainment of plasma
steady state Z-END MTC (p<0.001).

Keywords: CYP2D6*10 (c.100C>T), tamoxifen, Z-endoxifen, steady state

concentration, Indonesian population.

GRAPHICAL ABSTRACT
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This study demonstrated that there was a significant association between

CYP2D6*10 (¢.100C>T) genotypes and attainment of plasma steady state Z-END

MTC (p<0.001) in Indonesian breast cancer patients receiving tamoxifen.

125 ambulatory patients with breast
cancer consuming TAM at 20
mg/day for at least 4 months

Distribution of CYP2D6*10
(c.100C>T) genotypes (C/C: wild
type; C/T: heterozygous mutant; T/T:
homozygous mutant) were detected
using polymerase chain reaction-
restriction fragment length
polymorphism (PCR-RFLP), which
were subsequently confirmed by
sequencing.

The genotypes were
categorized into T/T and
non-T/T (C/C-C/T)

Plasma Z-endoxifen concentrations
were measured using ultra
performance liquid chromatography
tandem mass spectrometry

Plasma Z-endoxifen was
categorized into < 5.9
ng/mL and >5.9 ng/mL.

125 patients with breast
cancer were analyzed

INTRODUCTION
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Tamoxifen (TAM) is a drug currently used in the hormonal therapy of patients with
estrogen receptor-positive breast cancer[1-2], including in Indonesia [3].
Tamoxifen is a prodrug that needs to be converted into its active metabolite
Zusammen-endoxifen (Z-END), particularly by cytochrome P450 2D6 (CYP2D6)
[4]. There are still many patients on TAM who have recurrences after 5 years of
treatment [5]. One of the factors that plays a causative role in these recurrences is
the Z-END concentration that shows a wide variation between individuals [6].
Madlensky et al., (2011) [5] showed that a Z-END concentration above the minimal
threshold concentration (MTC) of 5.9 ng/mL carries a 26% significantly lower risk
for recurrences than does a Z-END concentration below 5.9 ng/mL. Based on these
study results the Z-END concentration is a potential indirect marker for predicting
the therapeutic response to TAM. The Z-END MTC is among others influenced by
CYP2D6 gene polymorphism that may alter its function and/or the resulting
amounts of gene products. CYP2D6*10 is the allele that is frequently found in
Asian ethnic groups (28.9-58.5%) [7-9]. The CYP2D6*10 allele results from the
substitution c.100C>T in exon 1, causing the substitution of proline 34 into serine
(Pro34Ser), which leads to an unstable enzyme of low activity [10].

A meta-analysis aimed at evaluating the effects of CYP2D6*10 polymorphism
(c.100 C>T, rs1065852) on the clinical outcomes of BC patients of Asian ethnicity,
who received TAM adjuvant therapy, showed a significant relationship between the
genotype *10/*10 (T/T) and disease-free survival and recurrences [11]. On the
other hand, there are as yet no data from Indonesia.

The study by Hennig et al. (2015) [12] showed that the CYP2D6 genotype
polymorphisms can explain only 27% of steady-state Z-END concentrations and
supports the opinion that direct measurement of plasma steady-state Z-END
concentration is better as the basis of individualizing of doses. The present study
aimed to determine the association between CYP2D6*10 (c.100C>T) and
attainment of plasma steady-state Z-END MTC in patients with breast cancer in

Indonesia receiving TAM at a dose of 20 mg/day.

MATERIALS AND METHODS
Study design and subjects
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This cross-sectional study, for which the subjects were recruited consecutively, was
conducted from October 2017 to February 2018 at the Dharmais National Cancer
Center Hospital, Jakarta, Indonesia. A total of 125 ambulatory patients with breast
cancer using TAM at 20 mg/day for at least 4 months were invited for participation
in this study. The exclusion criterion in this study was serum glutamic pyruvic

transaminase (SGPT) concentration of > 2.5 times above the normal limit.

Clinical blood chemistry

A total of 5-mL venous whole blood samples were obtained and stored in tubes
containing ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) for determination of Z-END
concentrations and genotyping. Data on baseline demographic and clinical
characteristics and potential drug interactions were also recorded in this study.
Blood samples for determination of genotype and Z-END concentration were

collected 624 hours after consumption of TAM.

Determination of CYP2D6*10 genotype (c.100C>T)

DNA extraction and primer sequences

DNA extraction from 2 mL whole blood samples containing EDTA was
performed using the QIAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN). The primer
sequences used in this study were according to the method of Bagheri et al.

(2015) [13], with as forward (F) primer 5'-TCAACACAGCAGGTTCA-3’ and
reverse (R) primer 5-CTGTGGTTTCACCCACC-3" and the method of
Modaresi-nejad et al. (2015) [14] with the following forward and reverse primers,
ie. 5'-GTCAACACAGCAGGTTCACTCAC-3" and 5'-
GTATAAATGCCCTTCTCCAGGAAGT-3', respectively.

Restriction fragment length polymorphism

Genotyping of the CYP2D6*10 allele (100C>T); (rs no.1065853) was performed
using polymerase chain reaction restriction fragment length polymorphism (PCR-
RFLP) based on the method of Bagheri ef al. (2015) [13]. PCR amplification was
performed with DNA 4 uL, nuclease-free water 6 uL, Hotstar Taq master mix 12.5
uL, and forward and reverse primers 1.25 uL each. The PCR reaction conditions

used were as follows: initial denaturation at 95 °C for 15 minutes for a total of one
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cycle, followed by 30 cycles of denaturation at 95 °C for 30 seconds, annealing at
56 °C for 30 seconds, extension at 72° C for 30 seconds, and final extension at 72°
C. Visualization of the PCR digestion products was by means of electrophoresis

using 2.5% agarose gel at 100 V for 35 minutes.

Gene sequencing of CYP2D6%10 (c.100C>T)

Gene sequencing of CYP2D6*10 was performed for 3 samples, representing the
wild-type CYP2D6 (C/C), homozygous mutant (T/T), and heterozygous mutant
(C/T) genotypes, respectively, for confirmation of the PCR RFLP results and of the
mutation types occurring in the analyzed CYP2D6 gene area.

The sequencing was done in the Department of Research and Development,
Dharmais National Cancer Center Hospital, using a Genetic Analyzer 3500
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). The sequencing results were
subsequently analyzed using the SeqScape software and compared with the
CYP2D6 reference gene sequences at GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov>genbank) under accession number M33388.

Measurement of Z-END concentration

The quantification of plasma Z-END concentration was performed using ultra-
performance liquid chromatography/tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS).
The plasma samples were prepared by adding aliquots of 40 pL of bisoprolol
internal standard solution of 800 ng/mL to 400 pL of plasma samples in 2 mL
microcentrifuge tubes, after which 600 pL 0.1% formic acid in acetonitrile was
added to each of the tubes. Then the samples were vigorously mixed for 30 seconds
and centrifuged at 14000 rpm at room temperature for 5 minutes. Aliquots of the
organic phase were transferred into 10 ml glass tubes and evaporated under nitrogen
at 55°C. The residues were resuspended in 300 pL aliquots of 0.1% formic acid in
acetonitrile, then the samples were transferred into 2 mL vials and injected onto the
UPLC column.

The UPLC-MS/MS assay was performed using Waters Aquity® UPLC Sample
Manager coupled to a Waters TQ Detector. Quantification was performed using
QuanLynx as implemented in the MassLynx software. Analytes were separated on

an Agilent Poroshell 120 EC-C18 (2.7um) 2.1 mm x 50 mm column at a flow-rate

Universitas Indonesia



238

of 0.3 ml per minute on isocratic phase of acetonitrile and 0.1% formic acid (40:60).
The run time of Z-END in the plasma sample was approximately 1.26—1.32
minutes. The multiple reaction monitoring transitions was set at 374.25 > 58.11
(m/z) for Z-END. The calibration curves were linear (R? > 0.990) over the range of
0.5 — 50 ng/mL with the lower and upper limits of quantification of Z-END
validated at 0.5 ng/mL and 50 ng/mL, respectively.

Statistical analysis

Descriptive analysis was performed on all collected variables. The data distribution
was tested with the Kolmogorov-Smirnov test. The percentage of the CYP2D6*10
genotype (c.100C>T) was presented in the form of a histogram. The Kruskal-Wallis
test was used to find differences in median concentrations between the three
genotypes, followed by the post-hoc Mann-Whitney test for finding the group
yielding a significant difference. The chi-square test was used to determine the
relationship between the CYP2D6*10 genotype and the attainment of Z-END
MTC. The results were presented as an odds ratio (OR), 95% confidence interval

(95%CI), and p value. The limit of statistical significance used was p<0.05.

Ethical clearance

This study was conducted in accordance with the requirements of the Helsinki
Declaration and obtained approval of the Health Research Ethics Committee,
Faculty of Medicine, Universitas Indonesia under registration number
613/UN2.F1/ETIK/2017 and the Ethics Committee, Dharmais National Cancer
Center Hospital under registration number 054/KEPK/VIII/2017.

RESULTS
Baseline data on characteristics of the study subjects consisting of age, BMI, time
point of TAM consumption, duration of TAM consumption, drug interactions, and

SGPT concentration, can be seen in Table 1.
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Table 1. Distribution of baseline characteristics of study subjects (n = 125)

Baseline Characteristic Mean + SD n (%)
- Age (years) 445+74
< 60 years 119 (95.2)
> 60 years 6 (4.8)
- BMI (kg/m?) 24.5+3.9
Underweight 5(4.0)
Normal weight 41 (32.8)
Overweight 29 (23.2)
Obese 50 (40.0)

- Duration of TAM consumption (months) [median (min—-max)] 16 (4-90)
- Time point of TAM consumption

Not at night 44 (35.2)
At night 81 (64.8)
- BC stage
Early stage 72 (57.6)
Locally advanced stage 44 (35.2)
Advanced stage 9(7.2)
- CYP2D6 drug interaction
Yes 1(0.8)
No 124 (99.2)
-SGPT concentration (U/L)[median (min—max)] 17.0 (6.0-56)
Normal 99 (79.2)
High 26 (20.8)
Legend:

Body mass index (BMI): underweight (BMI < 18), normal weight (BMI = 18.5-22.9), overweight
(BMI = 23.0-24.9), obesity (BMI > 25); time point of TAM consumption: at night (19.00-24.00
WIB), not at night (01.00—<19.00 WIB); BC stage (BC stage determined at initial diagnosis, early
stage: 0, I, ITA, and IIB; locally advanced stage (IIIA,B,C; ); advanced stage (IV); CYP2D6 drug
interaction: yes = present (if TAM is administered in combination with other drugs that are also
metabolized by CYP2D6), no = absent (if TAM is administered in combination with other drugs
that are also metabolized by CYP2D6); SGPT concentration: normal (0-32 U/L), high (> 32 U/L).

The resulting PCR product (amplicon) was 433 bp in size. The genotype was
determined based on the bp size of the DNA fragments formed after digestion by
HpHI. The patterns resulting after gel electrophoresis were as follows: homozygous
wild-type (C/C =362 bp + 71 bp), heterozygous mutants (C/T= 362 bp, 262 bp,
100 bp, 71 bp), and homozygous mutants (T/T= 262 bp, 100 bp, 71 bp) (Figure 1.).
Of the total of 125 subjects, 120 were successfully genotyped using the primers of
Bagheri et al, (2015) [13], but of the remaining 5 subjects no PCR products were
found using above primers.

For confirmation of the PCR-RFLP results, 3 subjects were selected at random,
representing the genotypes C/C, C/T, and T/T. The sequenced samples were
subjects number 9 (homozygous mutant genotype), number 3 (heterozygous mutant
genotype), and number 41 (homozygous wild-type genotype) who had previously
been analyzed with the PCR-RFLP method (Figure 2.).
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The mutation point was located at base number 270 in the PCR sequencing product
(433 bp). At base no. 270, the homozygous mutant (T/T) showed the base T, the
heterozygous mutant (C/T) showed the bases C or T (marked as Y), and the
homozygous wild-type (C/C) showed the base C (Figure 2.). The sequencing results
were compared with the reference sequence of the CYP2D6 gene at GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov>genbank) under accession number M33388.

The genotyping results of the 120 subjects showed that the homozygous mutant
(T/T) comprised 23 subjects (19.2%), the heterozygous mutant (C/T) 37 subjects
(30.8%), and the homozygous wild-type genotype 60 subjects (50%).

The 5 samples yielding negative PCR products with the primers of Bagheri ef al.,
(2015) [13] were subsequently subjected to PCR using the primers of Moderasi-
Nejad et al., (2015) [14]. The resulting PCR products were 503 bp in size and were
then sequenced. The sequencing results of the 5 samples can be seen in Figure 3.
On the basis of the sequencing results it may be concluded that the genotype of the
five samples were homozygous wild-type, as can be seen from the presence of base
C at base no. 271 in the PCR product (503 bp).

The highest frequency of the CYP2D6*10 (c.100C>T) genotypes in the 125 study
subjects was for the homozygous mutant /T/T (48.0%).

The median (25-75%) Z-END concentrations of each genotype were as follows:
genotype C/C = 9.58 (0.7-6.0) ng/mL, C/T = 9.86 (0.7-26.6) ng/mL, and T/T =
3.76 (0.9-26.6) ng/mL. The results of the analysis with the Kruskal Wallis test
showed a statistically significant difference between the three genotypes (p<0.001)
(Figure 4.). The post-hoc analysis with the Mann Whitney test showed a difference
between genotype T/T on the one hand and genotypes C/C and C/T on the other
(p<0.001).

Based on the results in Figure 4, the CYP2D6*10 genotypes was categorized as
T/T and non-T/T (C/C and C/T).

The Chi-square analysis showed that there was a significant difference between
genotype and attainment of plasma steady state Z-END MTC (OR=0.076;95%
Confidence Interval 0.032-0.179; p<0.001).

DISCUSSION
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The aim of this study was to determine the percentages in the Indonesian population
of the CYP2D6*10 (c.100C>T) genotypes in the steady state in patients with breast
cancer who received TAM at 20 mg/day. The results of this study showed the
following percentages for the CYP2D6*10 (c.100C>T) genotypes: the homozygous
mutant (T/T) was the most frequent genotype with 48.0%, followed by the
heterozygous mutant (C/T) with 29.6%, and the homozygous wild-type genotype
(C/C) with 22.4%. In contrast with these study results, the highest proportion of
the genotype in the Philippines and China was for C/T with a proportion of 56%
[10] and 43%, respectively [15]. Our study confirms that among Asians, the
prevalence of CYP2D6*10 (c.100C>T) differs between ethnic groups. The BC
subjects in Indonesia need further attention, since in contrast with both above-
mentioned studies, in Indonesia the highest proportion of BC patients receiving
TAM is of the genotype T/T (48%).

This study showed that the median (25-75%) Z-END concentrations for genotypes
C/C, C/T, and T/T were 9.58 (0.7-6.0) ng/mL, 9.86 (0.7-26.6) ng/mL, and 3.76
(0.9-26.6) ng/mL, respectively. The median plasma Z-END concentration for
genotype T/T was significantly the lowest as compared with the two other
genotypes (p<0.001). From the results of this study it is apparent that subjects with
genotype C/T did not significantly change the plasma Z-END concentration,
whereas the subjects with genotype T/T did significantly change the plasma Z-END
concentration.

There were not many studies that compare the END concentrations based on
CYP2D6*10 (c.100C>T) genotype. The Chinese study of Lei et al., (2016) [15]
showed results that are similar to ours, in that genotype T/T had significantly the
lowest END concentration as compared with the other two genotypes. In our study,
the median Z-END concentration for genotype T/T was 3.76 (0.9-26.6) ng/mL,
whereas in the study of Lei ef al., (2016) [15] the mean + SD Z-END concentration
was 10.72 £ 4.00 ng/mL. Although there are differences in the presentation of the
data between the present study and that of Lei et al., (2016) [15], the results of the
present study are consistent with those of Lei et al., (2016) [15] who showed that
the plasma Z-END concentration changes upon the occurrence of base substitutions

or mutations in both the bases composing the functional CYP2D6*10 alleles.
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The study conducted by Kiyotani et al., (2010)[16] in Japan aimed to find the
relationship between the CYP2D6*10 genotype and END concentrations. The
median END concentrations for wt/wt (wild-type/wild-type), wt/V (wild-
type/variant), and V/V (variant/variant) were 35.4 ng/mL, 27.2 ng/mL, and 15.5
ng/mL, respectively. Consistent with our study results, Kiyotani et al., (2010) [16]
also found a significant difference in END concentrations, the lowest concentration
being for genotype V/V (p = 0.0000043).

The study conducted by Love et al., (2013) [17] in the Philippines and Vietnam on
BC subjects receiving TAM adjuvant therapy was also for the purpose of
determining the relationship between CYP2D6 genotype and END concentrations.
Their study showed that the mean £ SD END concentration for the normally
functioning alleles (*1, *2) was 48.2 + 39.7 ng/mL, for the alleles with decreased
function (heterozygous *10, *41) 39.3 + 26.6 ng/mL, and for the alleles with poor
activity (homozygous *10, *41, and one or more nonfunctional null alleles) 25.0 +
22.3 ng/mL. Their study showed significant differences in END concentrations, the
lowest being for the alleles with poor activity or the nonfunctional alleles
(p<0.0001).

The studies of Lei ef al., (2013) [15] Kiyotani et al., (2016) [16] and Love ef al.,
(2013)[17] were all conducted on Asian subjects, but showed differences in study
results. The differences in Z-END concentrations may have been due to differences
in ethnicity, resulting in CYP2D6*10 polymorphism. Another difference is that the
three studies measured total END concentrations (comprising E- and Z-END
isomers), whereas it is well-recognized that the E-END isomer is a weak agonist
with an affinity of < 1% in ER as compared with the Z-END isomer [18]. The
present study conducted on Indonesian BC subjects specifically measured the Z-
END concentration. The study of Kiyotani et al., (2016) [16] measured
CYP2D6*10 in both alleles, while the study conducted by Love et al., (2013) [17]
investigated not only *10, but also several other alleles. On the other hand, the
present study and that of Lei et al., (2016) [15] measured mutations in one allele
only, namely CYP2D6*10 (c.100C>T). Apart from the differences between the
existing studies, consistent with the previous studies, the present study also showed

differences in END concentrations between the three genotypes.
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Bivariate analysis found a statistically significant relationship between genotype
and attainment of Z-END concentration (p<0.001), but genotype cannot be used as
the sole criterion in looking at the relationship between genotype and attainment of
plasma Z-END concentration. There are multiple factors capable of affecting
plasma Z-END concentration, in addition to CYP2D6 genotype, such as the use of
TAM in combination with other drugs (e.g. paroxetine/fluoxetine [19,20],
rifampicin [21], and drug adherence [22] that may influence Z-END concentration.
In the present study, other drugs consumed at the time of data collection were also
recorded. Since the formation of END is mainly through CYP2D6, the use of TAM
in combination with selective serotonin receptor inhibitors (SSRI), which are
CYP2D6 inhibitors, may result in inhibition of TAM metabolism and decrease the
formation of plasma END [19, 23, 24].

The results of the present study showed that one subject (number 24) received the
antidepressant sertraline at a dose of 50 mg once daily. In this subject the genotype
was T/T and the plasma Z-END concentration 3.05 ng/mL. Up to date, there is still
contradictory evidence whether or not the use of SSRI may influence TAM
efficacy.

The Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium (CPIC) Guideline for
CYP2D6 and Tamoxifen Therapy [25] currently recommends to avoid the use of
TAM in conjunction with moderate and strong CYP2D6 inhibitors in patients
treated with TAM. In intermediate metabolizers of CYP2D6 (CYP2D6 IM), weak
CYP2D6 inhibitors are also contra-indicated.

From the results of the present study it is apparent that the median Z-END
concentration of genotype T/T of 3.76 ng/mL was below the Z-END MTC as set
forth in the study of Madlensky et al., (2011) [5]. To date it is unclear whether or
not this Z-END MTC can affect TAM efficacy in BC patients in Indonesia, and
how much is the target plasma Z-END concentration in the Indonesian population.
Further studies are needed in this connection.

Several studies indicate that BC patients who have Z-END concentrations of <5.9
ng/mL are at increased risk of recurrent BC [5, 26]. In connection with the target
Z-END concentration, several studies escalated the TAM doses using as reference

the CYP2D6 genotype or blood END concentrations. In subjects with decreased
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activity i.e. the poor metabolizers (PM) or intermediate metabolizers (IM), the
increase in the dose of 20 mg to 40 mg indicates increases in END concentrations
without increasing the side effects [27-30]. Martinez de Duenas et al., (2014) [31]
increased the TAM doses from 20 mg to 40-60 mg in PM patients and could
increase the END concentrations 2 to 3 times, comparable to those in excessive
metabolizers (EM), but one subject (who used the TAM dose of 40 mg/day)
dropped out of the study because of uterine hemorrhage from hyperplasia of
endometrial polyps. In contrast with the study of Martinez de Duenas et al., (2016)
[31] who used the CYP2D6 genotype as reference for increasing the doses, the
study conducted by Fox et al., (2016) [32] supported the use of increased doses
solely on the basis of plasma END concentrations without the need for performing
CYP2D6 genotype assays.

The choice of germline sources for CYP2D6 genotyping may affect genotype
frequency. In patients with BC it is known that there is chromosomal instability
from deletion of alleles in chromosome 22q13, where the CYP2D6 gene is located
[33]. The use of formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) breast tumor tissues as
germline material for the CYP2D6 genotype may result in misinterpretation of the
data, due to the loss of heterozygosity at the CYP2D6 locus of the sample, so
causing a deviation from the Hardy-Weinberg principle [34]. In the present study,
the germline material was obtained from the blood, so that it is expected to cause
no bias in the determination of the CYP2D6*10 genotypes.

The Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium (CPIC) Guideline for
CYP2D6 and Tamoxifen Therapy [25] currently recommends that in
postmenopausal women with the CYP2D6 IM phenotype and the CYP2D6*10/*10
or CYP2D6*10/ alleles with decreased functioning, the use of alternative hormonal
therapy (e.g. aromatase inhibitors/Al) should be considered, while in
premenopausal women Al should be used in conjunction with suppression of
ovarian function. In CYP2D6 IM, when Al is contra-indicated, the administration
of TAM at a dose of 40 mg/day should be considered, which is the highest dose
approved by the FDA and is known to increase END concentrations without

increase in toxicity [25, 27].
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The investigation of the CYP2D6*10 (c.100C>T) genotypes in this study also has
its limitation, since ideally the study of genotypes should be performed on the whole
CYP2D6 gene so that all existing variants may be known [4]. However, due to
limited funds for this study the determination of genotypes could only be performed
for one allele of high frequency in Asia, namely CYP2D6*10 (c.100C>T). There
are several ways in which the results of this study may be confirmed, such as
sequencing.

Apart from above-mentioned limitation, this study has as a plus point in the
relatively large number of subjects (125 individuals). It is hoped that the results of
this cross-sectional study may be used as baseline data for further and more
conclusive studies.

This study only looked at polymorphisms of CYP2D6*10 (c.100C>T), while it has
previously been known that the metabolism of TAM is complex. There is a need
for studies to determine the role of genetic polymorphism of other P450
cytochromes  isoforms (CYP3A4, CYP2C9, CYP2C19) and of

glucuronyltransferases on Z-END concentration.

CONCLUSION
There was a significant association between CYP2D6*10 (c.100C>T) and
attainment of plasma steady-state Z-END MTC in Indonesian breast cancer patients

receiving TAM at a dose of 20 mg/day.

LIST OF ABBREVIATIONS

BC : breast cancer

C/C : wild type

C/T : heterozygous mutant

CYP2D6 : cytochrome P450 2D6
EDTA : ethylanediaminetetraacetic acid
END : endoxifen

IM : intermediate metabolizer

MTC : minimal threshold concentration
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PCR-RFLP : polymerase chain reaction restriction fragment length polymorphism
PM : poor metabolizer

Pro34Ser : proline 34 into serine

SGPT : serum glutamic pyruvic transaminase

TAM : tamoxifen

T/T : homozygous mutant

UPLC-MS/MS : ultra performance liquid chromatography tandem mass
spectrometry

Z-END : zusammen endoxifen
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Figure 1. PCR RFLP Results for the CYP2D6*10 Gene (c.100C>T)
by means of Hphl

The results of electrophoresis on 2.5% agarose (100 V, 35 minutes) stained with

8% ethidium bromide. The sample in lane 1 is the homozygous wild-type C/C
genotype (362 bp and 71 bp), the sample in lane 2 is the heterozygous mutant C/T
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(362 bp, 262 bp, 100 bp, 71 bp), and the sample in lane 3 is the homozygous mutant
T/T (262 bp, 100 bp, 71 bp). M is a 50 bp marker.

GOCTOCACOCTACKEACCAGOCCCCCTGCCACTOC .y Reference soquence

L M » H Q A ’ c H
GOCTOGCACGCTACTEACCAGGCCCCCTGCCACTOC |
lGGCTGC»CGCT CFFsccacoCcCccccTOoCCACTOC

+ Homorygous mutant (T/T)

ACCAGGCCCCCTOGCCACTGC
sCCAagGCCCCCTOCCACTGC

GGCTGCACGCTACH
BECTGCACGETAC

F Hoterozygous mutant (C/T)

ACCADGCCCCCTOCCACTOC
GOCTGCACGCTAC sCCagoCCCCCTRCCACTOC

A

Figure 2. Sequencing results of three samples with
different CYP2D6*10 genotypes

GOCTOGCACGCTA
+ Homozygous wild-type (C/C)

The PCR sequencing result was 433 bp in size. The mutation point was located at
base number 270. The homozygous mutant (T/T) had the base T, the heterozygous
mutant (C/T) had the bases C or T (Y), and the homozygous wild-type (C/C) had
the base C.
CAACGCTGGRCTGCACGCTAC

RCCAGGCCCCCTGCCACTGC — Reference sequence

Q R W ~ ”~ R : P | 4 G P L P L

CAACGCTGGGCTGCACGCTACCCACCAGGCCCCCTGCCACTGC > Subject26
CAACGCTGGOCTGCACGCTAC ACCAGGCCCCCTGCCACTGC>Subject33
CAACGCTGGGCTGCACGCTAC ACCAGGCCCCCTGCCACTGC >SubjectS2
CAACGCTGOGGCTGCACGCTAC ACCAGGCCCCCTGCCACTGC—>Subject103
CAACGCTGOACTGCACGCTAC CCAGGCCCCCTGCCACTGC>Subject 115

Figure 3. Sequencing results of five ngative PCR samples
The PCR sequencing results were 503 bp in size using the primers of Moderasi-

nejad et al.14. Subjects No. 26, 33, 52 103, and 119 had base C at the position of

base No. 271 of the PCR product.
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Figure 4. Median Z-END concentration of CYP2D6*10 genotypes
$ Mann Whitney test: C/C vs. T/T (p<0.001); *C/T vs. T/T (p<0.001)
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