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Abstrak

Latar belakang: Dalam beberapa tahun terakhir, Deoxyribonucleic Acid (DNA) tumor yang bersirkulasi (circulating tumour DNA/ctDNA) telah
muncul sebagai penanda berbasis darah yang spesifik dan sensitif untuk mendeteksi mutasi EGFR. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui keakuratan diagnostik ctDNA dalam mendeteksi mutasi gen EGFR pada kanker paru jenis adenokarsinoma.

Metode: Penelitian ini merupakan penelitian potong lintang. Subjeknya adalah pasien kanker paru jenis adenokarsinoma dari pemeriksaan
histopatologi atau sitologi dan diperiksa mutasi EGFR dari bahan biopsi jaringan dan ctDNA plasma sejak April 2018 s/d Februari 2019 di
beberapa rumah sakit di Kota Medan.

Hasil: Pada penelitian ini didapatkan sebanyak 100 data yang terdiri dari laki-laki 71 orang (71,0%) dan perempuan 29 orang (29,0%). Pada
penelitian ini juga didapatkan sebanyak 20 buah mutasi yang terdiri dari 19 kasus mutasi tunggal biopsi jaringan, 12 kasus (60,0%) delesi
ekson 19 (del ekson 19), 6 kasus (30,0%) mutasi ekson 21 L858R, 1 kasus (5,0%) mutasi ekson 21 L861Q dan 1 kasus (5,0%) mutasi ganda
del ekson 19 dan 21 L861Q. Dari pemeriksaan cairan biopsi ctDNA plasma ditemukan 15 kasus mutasi EGFR, 12 kasus (80,0%) del ekson
19 dan 3 kasus (20,0%) mutasi ekson 21 L858R. Keakuratan diagnostik ctDNA sebesar 83.0% dengan sensitivitas 45,0%, spesitivitas 92,5%,
Positive Predictive Value (PPV) 69,0% dan Negative Predictive Value (NPV) 87,0%.

Kesimpulan: Proporsi mutasi EGFR terbanyak berdasarkan jenis kelamin adalah perempuan dari biopsi jaringan atau ctDNA, frekuensi tersering mutasi
EGFR dari biopsi jaringan dan ctDNA pada mutasi tunggal dan ekson 19. (J Respir Indo. 2020; 40(3): 150-5)

Kata kunci: ctDNA, mutasi EGFR, liquid biopsy, kanker paru, adenokarsinoma paru.

Proportion of Mutation of Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR)
Genes from Tissue Biopsy and Liquid Biopsy ctDNA in Lung
Adenocarcinoma

Abstract

Backgrounds: In recent years, circulating tumor DNA (ctDNA) has emerged as a specific and sensitive blood-based biomarker to detect
EGFR mutations. This study aims to determine the diagnostic accuracy of ctDNA in detecting EGFR gene mutations in adenocarcinoma lung
cancer.

Methods: This study was a cross-sectional study with the subjects were adenocarcinoma lung cancer patients from histopathology or
cytology examination and examined EGFR mutations from plasma tissue biopsy and ctDNA specimens from April 2018 to February 2019 in
several hospitals in the Medan City.

Results: There were 100 data have been collected, with male were 71 subjects and female were 29 subjects. Found 20 mutations, single
mutations of tissue biopsy were 19 cases, del exon 19 were 12 cases, mutation in exon 21 (L858R) were 6 cases, mutation exon 21 (L861Q)
was 1 case, del exon 19 and 21 (L861Q double mutations) was 1 case. From plasma ctDNA examination EGFR mutations were found 15
cases, del exon 19 were 12 cases and del exon 21 (L858R) were 3 cases.

Conclusions: The highest proportion of EGFR mutations by sex were women from tissue biopsy or ctDNA, the most often frequency of EGFR
mutations from tissue biopsy and ctDNA in single mutations and exons19. (J Respir Indo. 2020; 40(3): 150-5)

Keywords: ctDNA; EGFR Mutation, liquid biopsy, lung cancer, lung adenocarcinoma
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PENDAHULUAN

Kanker paru merupakan penyebab utama
keganasan di dunia, mencapai hingga 13% dari
semua jenis kanker. Sebanyak 154.050 kematian
akibat kanker pada pasien laki-laki di Amerika
Serikat diakibatkan kanker paru dan diperkirakan
sekitar 234.030 kasus baru pada tahun 2018.%
Kejadian kanker paru di Indonesia diperkirakan
sebanyak 1362 kasus/100.000 penduduk dan
berada pada peringkat ke 8 di Asia Tenggara
sedangkan di Asia peringkat ke 23. Angka kejadian
kanker terbanyak pada laki-laki di Indonesia adalah
kanker paru yaitu sebesar 19,4/100.000 penduduk
dengan rerata kematian 10,9/100.000 penduduk
sedangkan kanker hati menduduki peringkat kedua
sebesar 12,4/100.000 penduuduk dengan rerata
kematian 7,6/100.000 penduduk. Angka kejadian
kanker terbanyak pada perempuan di Indonesia
adalah kanker payudara sebesar 42,1/100.000
penduduk dengan rerata kematian 17/100.000
penduduk kemudian diikuti dengan kanker leher
rahim sebesar 23.4/100.000 penduduk dengan
rerata kematian 13,9/100.000 penduduk.?

Diagnosis kanker paru dapat ditegakkan
berdasarkan pemeriksaan patologi seperti biopsi
jaringan yang masih dianggap sebagai baku emas
hingga saat ini. Diagnosis kanker menggunakan
biopsi jaringan juga memiliki banyak keterbatasan
misalnya deteksi kanker paru pada stage dini
ataupun dengan lesi residual masih belum
memberikan hasil yang memuaskan dan evaluasi
efikasi pengobatan serta prognosis kanker juga
masih terbatas.®

Penggunaan ctDNA sebagai serum penanda
hayati yang spesifik dan sensitif untuk mendeteksi
mutasi EGFR telah digunakan beberapa tahun
terakhir. Metode ctDNA merupakan salah satu
metode sampel alternatif untuk analisis mutasi gen
EGFR pada pasien yang tidak memenuhi syarat
pemeriksaan mutasi EGFR melalui biopsi jairngan.

METODE

Penelitian ini merupakan uji potong lintang
(cross sectional). Subjek penelitian ini adalah pasien
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kanker paru jenis adenokarsinoma dari hasil
pemeriksaan histopatologi dan atau sitologi serta
rutin diperiksa mutasi gen EGFR dari sampel
pemeriksaan melalui liquid biopsy ctDNA plasma.

Metode pengambilan sampel dengan cara
purposive sampling yaitu semua subjek yang
didapat dan memenuhi kriteria pemilihan yang
ditetapkan oleh peneliti  dimasukkan dalam
penelitian sampai besar subjek yang diperlukan
terpenuhi. Kriteria inklusi subjek penelitian ini adalah
pasien kanker paru jenis adenokarsinoma yang
belum pernah menggunakan obat penghambat
tirosin kinase. Data penelitan diambil secara
prospektif mulai April 2018 hingga Februari 2019
kemudian data dianalisis menggunakan uj
diagnostik statistik tabel 2x2.

Metode ekstraksi DNA pada penelitian dapat
dilakukan dari jaringan atau ctDNA. Ekstraksi DNA
dari jaringan dengan cara DNA genom diisolasi dari
tumor menggunakan OIlAamp kit mikro DNA
(Oiagen, Hilden, Jerman) sesuai protokol pabrik.
Untaian DNA dari setiap sampel dielusi dalam 50 pL
buffer AE yang sudah termasuk dalam kit. Metode
ekstraksi DNA dari ctDNA dilakukan dengan
menggunakan reagen OlAamp Circulating Nucleic
Acid Kit (Oiagen, Cat. 55114) dan alat OiaVac 24
Plus sebanyak 4 plasma yang digunakan setiap
pengerjaan.

Amplifikasi dengan therascreen EGFR
Plasma RGQ Kit dari Oiagen menggunakan prinsip
real time PCR ARMS dan Scorpion therascreen
EGFR Plasma RGQ PCR Kit terdiri dari 1 assay
kontrol dan 3 uji mutasi (T790M, delesi dan L858R).
Kadar positif kontrol (PC), negatif kontrol (NTC) dan
sampel plasma yang digunakan masing-masing
dalam setiap pemeriksaan adalah 5 yL. Alat yang
digunakan adalah Rotor-Gene QMDx dengan
software Rotor-Gene Q versi 2.3.

HASIL

Jumlah subjek pada penelitian ini adalah
sebanyak 100 subjek penelitian sejak April 2018
hingga Februari 2019. Usia termuda subjek
penelitian ini adalah 32 tahun sedangkan tertua 80
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tahun. Rata-rata usia subjek penelitian ini adalah
59,15 tahun dengan standar deviasi 8,95 tahun.
Distribusi penyebaran suku pada penelitian ini
adalah Toba 29 orang (29,0%), Karo 18 orang
(18,0%), Mandailing 13 orang (13,0%), Jawa 21
orang (21,0%), Cina 3 orang (3,0%) dan Minang 1
orang (1,0%). Sebanyak 38 orang (38,0%)
pekerjaan subjek penelitian ini adalah wiraswasta,
petani 24 orang (24,0%), PNS/ pegawai swasta 15
orang (15,0%), Ibu Rumah Tangga (IRT) 16 orang
(16,0%), buruh 3 orang (3,0%), guru 2 orang (2,0%),
pegawai showroom 1 orang (1,0%) dan tukang
becak 1 orang (1,0%).

Tabel 1. Distribusi umur, jenis kelamin, suku, pekerjaan indeks
brinkman dan status merokok subjek penelitian

Karakteristik N %
Umur (reratatSD) 59,15+8,95
<40 tahun 3 3,0
40-60 tahun 48 48,0
>60 tahun 49 49,0
Jenis Kelamin
Laki-laki 71 71,0
Perempuan 29 29,0
Suku
Toba 29 29,0
Karo 18 18,0
Mandailing 13 13,0
Aceh 14 14,0
Jawa 22 22,0
Cina 3 3,0
Minang 1 1,0
Pekerjaan
Wiraswasta 38 38,0
Petani 24 24,0
PNS/pegawai swasta 15 15,0
IRT 16 16,0
Buruh 3 3,0
Guru 2 2,0
Pegawai showroom 1 1,0
Tukang becak 1 1,0
Indeks Brinkman
Berat 62 62,0
Sedang 10 10,0
Ringan 0 0,0
Status Merokok
Merokok/Bekas 72 72,0
Tidak Merokok 28 28,0
Faktor Risiko
Perokok 72 72,0
Perokok pasif 15 15,0
Kayu Bakar 7 7,0
Pestisida 3 3,0
Kapur Tulis 1 1,0
Dupa/Obat Nyamuk Bakar 2 2,0

Pada penelitian ini didapatkan sebanyak 72
orang (72,0%) adalah perokok dengan Indeks
Brinkman (IB) berat 62 orang (62,0%), IB sedang 10
orang (10,0%), perokok pasif 15 orang (15,0%)
sedangkan bukan perokok 28 orang (28,0%).
Penelitian ini juga menilai faktor pajanan terhadap
subjek penelitian dan didapatkan hasil sebanyak 7
orang (7,0%) terdapat pajanan dengan asap kayu
bakar, pestisida 3 orang (3,0%), kapur tulis 1 orang
(1,0%) dan asap dupa serta obat nyamuk 2 orang
(2,0%). Distribusi umur, jenis kelamin, suku, 1B,
status merokok dan pekerjaan subjek penelitian ini
dapat dilihat pada Tabel 1.

Pada penelitian ini didapatkan dari 100 subjek
penelitian, sebanyak 20 orang (20,0%) memiliki
hasil mutasi positif dari biopsi jaringan sedangkan
80 orang (80,0%) negatif. Mutasi yang tersering
didapat dari biopsi jaringan tersebut adalah 12
orang (12,0%) delesi ekson 19, 6 orang (6,0%)
mutasi ekson 21 L858R, 1 orang (1,0%) mutasi
ekson 21 L861Q, 1 orang (1,0%) mutasi campuran
delesi ekson 19 dan mutasi ekson 21 L861Q serta
tidak ada subjek penelitian yang mengalami mutasi
di ekson 18 dan 20.

Tabel 2. Distribusi mutasi dari biopsi jaringan dan liquid biopsy
ctDNA liquid biopsy ctDNA

Hasil mutasi

Jenis mutasi — -
Positif Negatif

Biopsi jaringan
Delesi ekson 19

20 (20,0%) 80 (80,0%)
12 (12,0%)

Mutasi ekson 21 L858R 6 (6,0%)
Mutasi ekson 21 L861Q 1(1,0%)
Mutasi campuran (delesi

ekson 19 dan mutasi 1 (1,0%)
ekson 21 L861Q)

Mutasi ekson 18 dan 20 0 (0,0%)

Liquid biopsy ctDNA 15 (15,0%)
Delesi ekson 19 12 (12,0%)
Mutasi ekson 21 L858R 3 (3,0%)
Mutasi ekson 18 dan 20 0 (0,0%)

85 (85,0%)
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Dari pemeriksaan liquid biopsy ctDNA
terhadap 100 subjek penelitian ini didapatkan hasil
sebanyak 15 orang (15,0%) positif sedangkan 85
orang (85,0%) negatif. Distribusi mutasi yang
didapat dari pemeriksaan liquid biopsy ctDNA yang
didapat dari penelitian ini adalah sebanyak 12 orang
(12,0%) mutasi delesi ekson 19, 3 orang (3,0%)
mutasi ekson 21 L858R dan tidak ada subjek
penelitian yang mengalami mutasi pada ekson 18
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dan 20. Distribusi penyebaran mutasi dari biopsi
jaringan dan liquid biopsy ctDNA pada penelitian ini
dapat dilihat pada Tabel 2.

Pada penelitian ini juga dinilai distribusi
mutasi dari biopsi jaringan dan liquid biopsy ctDNA
terhadap jenis kelamin subjek penelitian. Sebanyak
20 orang (20,0%) yang memiliki hasil mutasi positif
dari biopsi jaringan didapatkan laki-laki 8 orang
(40,0%) dan perempuan 12 orang (60,05). Dari 15
orang (15,0%) yang memiliki hasil mutasi positif dari
liquid biopsy ctDNA didapatkan laki-laki 8 orang
(8,0%) dan perempuan 7 orang (7,0%). Pada
penelitian ini terhadap pasien yang memiliki hasil
mutasi negatif dari biopsi jaringan dan liquid biopsy
ctDNA juga dilakukan perhitungan statistik
berdasarkan distribusi jenis kelamin. Sebanyak 80
orang (80,0) subjek penelitian yang memiliki hasil
mutasi negatif dari biopsi jaringan didapatkan laki-

laki 63 orang (63%) dan perempuan 17 orang (17%).

Sebanyak 85 orang (85,0) subjek penelitian yang
memiliki hasil mutasi negatif dari liquid biopsy
didapatkan laki-laki 63 orang (63,0%) dan
perempuan 22 orang (22%). Distribusi mutasi
berdasarkan jenis kelamin pada penelitian ini dapat
dilihat pada Tabel 3.

Tabel 3. Distribusi mutasi berdasarkan jenis kelamin

Jenis mutasi Jenis kelamin Total
Laki-laki Perempuan

Biopsi jaringan

Positif 8 (8,0%) 12 (12,0%) 20 (20,0%)

Negatif 63 (63,0%) 17 (17,0%) 80 (80,0%)
Liquid biopsy ctDNA

Positif 8 (8,0%) 7 (7,0%) 15 (15,0%)

Negatif 63 (63,0%) 22 (22,0%) 85 (85,0%)

Penelitian ini juga menilai sensitivitas dan
spesitifitas mutasi melalui ctDNA dan jaringan. Pada
penelitian ini didapatkan hasil penggunaan ctDNA
untuk mendeteksi mutasi EGFR memiliki tingkat
sensitivitas 45,0% dan spesitivitas 92,5% yang
berarti dari seluruh pasien dengan mutasi EGFR
positif maka alat ctDNA hanya mampu mendeteksi
sebesar 45% kasus sedangkan 55% kasus akan
dideteksi sebagai mutasi EGFR negatif. Nilai
prediksi positif ctDNA adalah 60,0% yang berarti
dari seluruh pasien yang terdeteksi mutasi EGFR
positif dari ctDNA hanya 60% kasus yang benar-
benar mutasi EGFR positif pada saat sampel
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jaringan diperiksa sehingga penggunaan ctDNA
masih memerlukan penelitian lebih lanjut untuk
digunakan sebagai standar pemeriksaan mutasi
EGFR. Nilai akurasi diagnostik plasma ctDNA pada
penelitian ini dapat dilihat pada Tabel 4.

Tabel 4. Tabel akurasi diagnostik plasma ctDNA

. Hasil
Mutasi ctDNA Positif Negatif Total
Positif 9 6 15
Negatif 11 74 85
Total 20 80 100
Sensitivitas=45,0% PPV=60,0%
Spesifisitas=92,5% NPV=87,0%

PEMBAHASAN

Subjek penelitian ini terdiri dari 71 orang
(71,0%) laki-laki dan 29 orang (29,0%) perempuan.
Penelitian ini sesuai dengan data kanker paru di
Indonesia berdasarkan penelitian Syahruddin dari
1874 sampel penelitian didapatkan laki-laki 61,0%,
perempuan 39% tetapi frekuensi mutasi EGFR lebih
tinggi pada perempuan (52,9%) daripada laki-laki
(39,1%). Penelitian kanker paru dari beberapa
negara juga didapatkan prevalens kanker paru
pada jenis kelamin laki-laki lebih  tinggi
dibandingkan perempuan dan sesuai dengan data
insidens kanker paru di United Stated of America
(USA) tahun 2018.4°

Proporsi hasil mutasi biopsi jaringan yang
didapat pada penelitian ini adalah 20,0%. Hasil
penelitian ini berbeda dengan penelitian Syahruddin
dkk dengan menggunakan sampel sitologi
didapatkan frekuensi mutasi EGFR keseluruhan
adalah 44,5% (95%: Koffisien Interval: 42,09-46,71).
Sebanyak 57,1% dan 29,0% pasien dengan mutasi
EGFR positif memiliki mutasi yang sensitif terhadap
Tyrosine Kinase Inhibitors (TKI) insersi ekson 19,
delesi ekson L858R dan mutasi yang tidak umum
yaitu G719X, T790M dan insersi ekson 20.
Sebanyak 29,0% pasien mengalami mutasi
campuran EGFR yang umum dan tidak umum yaitu
G719X, T790M dan L861Q. Penelitian yang
dilakukan oleh Elhidsi dkk menyatakan bahwa
mutasi EGFR positif pada pasien adenokarsinoma
paru usia muda sebanyak 46 orang (70,8%) dan
tidak ada mutasi (wild type) sebanyak 19 orang
(29,2%). Mutasi EGFR positif pada
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adenokarsinoma paru pada usia tua sebanyak 78
orang (51,6%) dan wild type sebanyak 77 orang
(48,4%) dan terbanyak adalah pada delesi ekson
19.5

Wang dkk mendapatkan hasil proporsi mutasi
ctDNA hanya 17 orang (12,6%) dari 134 pasien
dengan metode ARMS.” Penelitian yang dilakukan
oleh Wang dkk memiliki metode yang sama dan
hasil hampir identik dengan penelitian ini. Douillard
dkk  menggunakan  metode yang  sama
mendapatkan hasil 105 pasien (16,1%) dari 652
sampel penelitan memiliki mutasi dari ctDNA.®
Huang dkk dengan metode Denaturing High
Performance Liquid Chromatography (DHPLC)
terhadap 822 sampel didapatkan sebanyak 270
pasien (32,1%) terdeteksi mutasi dari CtDNA.°
Penelitian yang dilakukan oleh Oktaviyanti dan Sari
dkk di Indonesia didapatkan hasil mutasi EGFR
sebesar 34,0%.1011

Proporsi mutasi EGFR dari ctDNA pada
penelitian ini didapatkan 15 pasien (15,0%)
menggunakan metode teknologi Real Time
Polymerase Chain Reaction (PCR) Scorpion-
Amplified Refractory Mutatuion System (ARMS)
dengan reagen therascreen. Hasil penelitian ini
mirip dengan penelitian yang dilakukan oleh Reck
dkk dengan menggunakan beberapa alat deteksi
ctDNA pada 291 orang Jepang didapatkan hasil
mutasi sebanyak 37 pasien (13,0%) sedangkan
pada etnis Eropa didapatkan 82 mutasi dari ctDNA
903 pasien (8,4%) lebih rendah lebih rendah
daripada yang didapatkan pada penelitian ini.
Perbedaan hasil yang didapat tersebut dapat
disebabkan karena perbedaan angka mutasi EGFR
etnis Eropa berbeda dengan Asia yaitu 14,1% dan
38,49.1213

Penelitian Ariola dkk  di Spanyol
mendapatkan hasil sensitivitas 45,5%, spesitivitas
96,7%, PPV 71,4% dan NPV 90,7%. Hasil positif
palsu didefinisikan sebagai mutasi EGFR positif
dalam plasma dan negatif dalam sampel tumor
pada 4 orang pasien (2,8%). Ariola dkk
menyimpulkan ctDNA dapat digunakan ketika
jaringan tumor tidak tersedia tetapi memiliki
keterbatasan pengujian mutasi EGFR dalam

154

pengaturan  dunia  Klinisi ~ sehingga  perlu
penambahan informasi mengenai hasil sumbang
yang diamati. Stadarisasi dan laboran yang terlatih
untuk melakukan karakterisasi molekuler pasien
Kanker Paru pada Karsinoma Bukan Sel Kecil
(KPKBSK) sangat diperlukan selain berbagai
macam teknik pengujian yang tersedia dan
perbedaan tingkat sensitivitas teknik penguijian.'*
Hasil  sensitivitas (45,0%), spesitivitas
(92,5%), PPV (60,00 dan NPV (87%) dari
penelitian kami hampir sama dengan hasil uang
didapat pada penelitian Ariolla dkk. perbedaan alat
deteksi CtDNA yang digunakan dapat
mempengaruhi sensitivitas dan spesitivitas yang
dihasilkan mulai dari pra analitik seperti metode
ekstraksi DNA dan analitik realtime PCR, NGS
digital PCR. Perbedaan ini disebabkan karena
setiap metode dan alat memiliki pendekatan
berbeda dalam mendeteksi mutasi EGFR pada
ctDNA dan terdapat beberapa metode yang hanya
dapat mendeteksi mutasi yang telah diketahui serta
tidak dapat mendeteksi mutasi yang langka.>16

KESIMPULAN

Nilai akurasi, sensitivitas, spesifisitas, PPV, dan
NPV pemeriksaan ctDNA secara berturut-turut adalah
83,0%, 45,0%, 92,5%, 60,0%, dan 87,0%. Biopsi
jaringan merupakan pilihan utama pada pasien
kanker paru untuk mendeteksi mutasi EGFR.
Pengunaan plasma ctDNA sebagai standar
pemeriksaan mutasi EGFR masih memerlukan
penelitian lanjut.
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