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Keywords: glioma, ATRX, alpha- | Background: Gliomas are the most common malignancies of the central
thalassemia/mental retardation X- | nervous system. Current glioma diagnosis relies on an integrated approach
linked, IDH, IDH mutant combining morphological and molecular features. Several molecular
markers have been investigated to support glioma classification, including
isocitrate dehydrogenase (IDH) and alpha-thalassemia/mental retardation X-
linked (ATRX). IDH mutations are found in approximately 80% of gliomas,
and around 70% of IDH-mutant gliomas are reported to be associated with
ATRX mutations. Both IDH and ATRX alterations are involved in early
gliomagenesis and are therefore more frequently observed in low-grade
gliomas.

Objective: This study aimed to describe ATRX expression in low-grade
gliomas with IDH mutation.

Methods: This retrospective study included 16 patients with low-grade
glioma who underwent surgical resection at Dr. Sardjito Hospital. IDH
mutation status was examined using the polymerase chain reaction (PCR)
method. Histopathological diagnosis was established according to the WHO
Classification of Tumours of the Central Nervous System 2021. ATRX status
was assessed using immunohistochemical analysis. Clinical data, including
sex, age, and tumor location, were also collected.

Results: Among the 16 patients, 56.25% were male, 75% were younger than
50 years, and frontal lobe involvement was observed in 50% of cases. All
cases were classified as WHO grade 2 gliomas. Immunohistochemical
analysis demonstrated ATRX retained expression in 68.75% of cases, while
complete ATRX loss was observed in 31.25%. The predominance of ATRX
retained expression in this cohort differs from several previous studies
reporting higher frequencies of ATRX loss in low-grade gliomas. This
finding suggests that gliomagenesis in a substantial proportion of cases may
not involve the alternative lengthening of telomeres (ALT) pathway
associated with ATRX mutation, but may proceed through other telomere
maintenance mechanisms, reflecting molecular heterogeneity among IDH-
mutant low-grade gliomas.

Conclusion: ATRX retained expression was more prevalent than ATRX loss
in IDH-mutant low-grade gliomas in this study. These findings highlight the
molecular heterogeneity of low-grade gliomas and support the importance of
an integrated diagnostic approach. Further studies with larger sample sizes
are needed to clarify the prognostic significance of ATRX expression in
gliomas.
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PENDAHULUAN

Glioma adalah tumor otak primer yang diperkirakan berasal dari sel-sel neuroglial.
Atas dasar gambaran histologis, glioma secara tradisional diklasifikasikan sebagai tumor
astrositik, oligo dendroglial atau ependymal dan diklasifikasikan pada WHO grade 1
hingga 4 yang menunjukkan tingkat keganasan yang berbedal!. Low grade glioma
merupakan glioma grade 1 dan 2 sementara high grade glioma merupakan glioma derajat
3 dan 42. Glioma merupakan 80% keganasan primer di otak.Angka kejadian glioma
mencapai 81% dari seluruh keganasan di system saraf pusat3. Glioma memiliki angka
kejadian 6,61 kasus per 100.000 penduduk di dunia per tahun*. Sementara angka kejadian
rata-rata di Asia mencapai 6 kasus per 100.000 penduduk>.

Gen isocitrate dehydrogenase (IDH) 1 berlokasi dalam sitoplasma dan peroksisom,
sedangkan (/IDH)Z ditemukan dalam matriks mitokondria. Kedua enzim ini berfungsi
mengkatalisasi reaksi redoks yang mengubah isositrat menjadi a-ketoglutarate (a-KG)®°.
Adanya mutasi pada gen IDH1 dan IDHZ menyebabkan perubahan a-KG menjadi onko
metabolit R-2- hydroxyl glutarate (2-HG). Mutasi IDHI dan IDHZ sangat spesifik untuk
kodon tunggal: residu Argl32 pada di IDH1 dan residu Argl72 di IDHZ 7. Beberapa
keganasan yang melibatkan mutasi glioma antara lain chondrosarcoma, cholangio
carcinoma, keganasan pada prostat dan glioma®. Analisis mutasi genom pada glioma
mengidentifikasi mutasi IDH1/2 sebagai perubahan genetik awal dan sering pada
astrocytomas, oligo dendroglioma dan oligo astrocytomas, serta pada glioblastoma
sekunder 7.

Mutasi gen IDH, sering dijumpai bersama kode lesi kromosom 1p/19q, dan mutasi
alphathalassemia/mental retardation( ATRX). Status kodelesi 1p/19q eksklusif terhadap
mutasi ATRX dan P53 pada glioma dengan IDH mutant8. Tumor oligodendrial memiliki
mutasi IDH dan kodelesi kromosom 1p/19q. Adanya kodelesi tersebut berhubungan
dengan prognosis yang baik dibandingkan tumor tanpa delesi kromosom juga
menunjukkan aktivitas telomerase yang abnormal akibat adanya mutasi telomerase
reverse transcriptase (TERT) promoter. Sebaliknya pada tumor astrositik tidak didapatkan
mutasi TERT promoter, Tumor astrositik mempertahankan struktur telomer melalui
proses alternative lengthening of telomeres®.

Alpha-thalassemia/mental retardation X-linked (ATRX) merupakan gen yang
berperan dalam remodeling kromatin pada replikasi DNA, stabilitas telomer, transkripsi

gen pada pembelahan sel. Gen ATRX mengakibatkan pemanjangan telomer yang dapat
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membantu chromatin remodelling. Mutasi germline pada gen ATRX dapat menyebabkan
gangguan neuro developmental berat disertai gangguan kognitif. Mutasi somatik
berhubungan dengan keganasan melalui jalur alternative lengthening of telomer
pathway10 .

Mutasi gen ATRX terjadi pada kromosom Xq210.1. Metode pemeriksaan
imunohistokimia merupakan pemeriksaan yang reliabel untuk mengetahui adanya mutasi
ATRX. Tumor dengan mutasi gen ATRX menunjukkan ekspresi yang negatif pada level
protein, sementara sel glial, neuron, sel radang, dan endotel normal menunjukkan
ekspresi yang positif. Mutasi pada gen ATRX sangat berhubungan dengan fenotipe tumor
astrositik yang memiliki profil mutasi gen TP53 dan mutasi IDH 11. Sementara itu terdapat
referensi lain pula yang menyampaikan mengenai intepretasi imunohistokimia ATRX
yaitu hanya pewarnaan inti yang dipertimbangkan untuk evaluasi. Kasus dengan lebih
dari 10% sel tumor positif dinilai sebagai positif. Sel endotel, neuron kortikal dan sel
inflamasi umumnya positif dan berfungsi sebagai kontrol positif internal. Kasus dengan
sel tumor negatif di mana sel pembuluh darah dan neuron tidak diwarnai tidak dievaluasi
dan tidak dipertimbangkan untuk evaluasi statistik lebih lanjut. Pada kasus dengan reaksi
pewarnaan yang tidak homogen, area dengan pewarnaan tertinggi diberi skor!213

Mutasi gen ATRX dijumpai pada hampir 90% glioma difus dengan /DH mutant 13 dan
jarang dijumpai pada glioma IDH wild type karena mutasi IDH wild type lebih sering
bersama dengan mutasi TERT dan TP 5312, Mutasi ATRX banyak dijumpai pada glioma
derajat rendah (lowgrade) karena terjadi pada awal gliomagenesis 1415, Oleh karena itu
penelitian ini bertujuan untuk mengetahui gambaran mutasi ATRX melalui pemeriksaan
imunohistokimia (ekspresi ATRX) pada low grade glioma.

Meskipun mutasi ATRX dilaporkan sering dijumpai pada glioma derajat rendah
dengan IDH mutant, berbagai penelitian menunjukkan hasil yang bervariasi terkait
proporsi ekspresi ATRX loss dan retained, yang mencerminkan heterogenitas biologis
jalur gliomagenesis. Selain itu, data mengenai profil molekuler glioma, khususnya
hubungan antara mutasi IDH dan ekspresi ATRX, masih terbatas pada populasi Indonesia.
Padahal, pendekatan diagnosis terintegrasi berbasis morfologi dan marker molekuler
sebagaimana direkomendasikan dalam WHO Classification of Tumours of the Central
Nervous System 2021 menuntut pemahaman yang lebih kontekstual terhadap
karakteristik molekuler pada berbagai populasi. Oleh karena itu, penelitian ini dilakukan

untuk memberikan gambaran ekspresi ATRX pada low grade glioma dengan IDH mutant
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di populasi lokal, sebagai bagian dari upaya memperkaya data molekuler glioma dan

mendukung penerapan diagnosis terintegrasi secara lebih komprehensif.

METODE

Penelitian ini merupakan studi retrospektif deskriptif eksploratif yang bertujuan
untuk menggambarkan ekspresi alpha-thalassemia/mental retardation X-linked (ATRX)
pada low grade glioma dengan IDH mutant sebagai bagian dari pendekatan diagnosis
terintegrasi. Penelitian menggunakan 16 sampel jaringan tumor dari pasien glioma yang
menjalani tindakan pembedahan di RSUP Dr. Sardjito, Yogyakarta, pada periode 2017-
2021. Sampel dipilih menggunakan total sampling berdasarkan ketersediaan jaringan dan
data molekuler yang lengkap.

Status mutasi IDH ditentukan menggunakan metode polymerase chain reaction
(PCR). Diagnosis histopatologis ditetapkan berdasarkan WHO Classification of Tumours of
the Central Nervous System 2021. Evaluasi mutasi ATRX dilakukan secara tidak langsung
melalui pemeriksaan imunohistokimia ATRX pada preparat jaringan tumor.

Pada evaluasi imunohistokimia ATRX, hanya pewarnaan inti sel tumor yang
dipertimbangkan untuk penilaian. Kasus dengan lebih dari 10% sel tumor menunjukkan
pewarnaan inti positif dinilai sebagai ATRX retained, sedangkan hilangnya pewarnaan inti
sel tumor dinilai sebagai ATRX loss. Sel endotel, neuron kortikal, dan sel inflamasi yang
menunjukkan pewarnaan inti positif digunakan sebagai kontrol positif internal. Kasus
dengan tidak adanya pewarnaan baik pada sel tumor maupun kontrol internal tidak
dievaluasi lebih lanjut dan tidak dimasukkan dalam analisis statistik. Pada preparat
dengan pewarnaan yang tidak homogen, area dengan intensitas pewarnaan tertinggi
digunakan sebagai dasar penilaiani2.

Interpretasi  hasil imunohistokimia dilakukan secara deskriptif untuk
menggambarkan distribusi ekspresi ATRX pada low grade glioma dengan IDH mutant.
Mengingat jumlah sampel yang terbatas, analisis statistik inferensial tidak dilakukan, dan
hasil penelitian ini dimaksudkan sebagai gambaran awal mengenai profil ekspresi ATRX

pada populasi lokal.
HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil penelitian menunjukkan dari 16 pasien, 9 pasien (56,25%) berjenis kelamin

laki-laki dan 7 pasien (43,75%) berjenis kelamin perempuan. Sampel penelitian
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didominasi pasien berusia kurang dari 50 tahun, yaitu sebanyak 12 pasien (75%) dengan
rerata usia 37,18 tahun. Pada sebagian besar pasien, lobus yang terlibat merupakan lobus
frontalis (50%). Diagnosis histopatologi terbanyak terdapat pada astrocytoma (68,75%).

Pada hasil pemeriksaan imunohistokimia ATRX pada penelitian ini didapatkan
sebanyak 68,75% pasien memiliki ekspresi ATRX retained dan sebanyak 31,25% pasien
memiliki ekspresi ATRX loss (lihat, tabel 1 dan gambar 1). Ekspresi ATRX yang loss pada
pemeriksaan imunohistokimia berarti bahwa terdapat mutasi ATRX. Sebaliknya, pada
glioma dengan ATRX retained, ekspresi protein ATRX masih terjaga dan menunjukkan
tidak ditemukannya mutasi ATRX pada level protein.

Pada pemeriksaan imunohistokimia, ekspresi ATRX digunakan sebagai penanda
tidak langsung adanya mutasi gen ATRX. Ekspresi ATRX loss menunjukkan hilangnya
ekspresi protein ATRX dan mengindikasikan adanya mutasi ATRX, sedangkan ATRX
retained menunjukkan ekspresi protein ATRX yang masih terjaga dan mengindikasikan
tidak ditemukannya mutasi ATRX pada level protein. Oleh karena itu, temuan ATRX
retained pada glioma tidak meniadakan keberadaan glioma, melainkan mencerminkan
variasi jalur molekuler yang terlibat dalam proses gliomagenesis.

Tabel 1. Karakteristik sampel penelitian

Variabel Jumlah Persentase (%) Rerata

Jenis kelamin

Laki-laki 9 56,25
Perempuan 7 43,75
Usia (tahun) 37,18
>50 4 25
<50 12 75
Lobus yang terlibat

Frontal 8 50
Temporal 7 43,75
Parietal 5 31,25
Brainstem 2 12,5
Morfologi Histopatologi

Astrocytoma, WHO grade 2 11 68,75
Oligodendroglioma, WHO grade 2 5 31,25
Ekspresi ATRX

ATRX loss 5 31,25
ATRX retained 11 68,75
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Gambar 1. Ekspresi ATRX pada low grade glioma. (A) Diffuse astrocytoma WHO grade 2,
(B) ATRX loss, (C) Oligodendroglioma WHO grade 2, (D) ATRX retained .(Seluruhnya perbesaran
400x).

Pada penelitian ini glioma derajat rendah (low grade glioma) dengan IDH mutant
lebih banyak dijumpai pada laki-laki (56,25%) dan usia muda yaitu kurang dari 50 tahun
(75%). Kabat et al. menyampaikan adanya beberapa pendapat mengenai faktor-faktor
yang mempengaruhi glioma lebih banyak dijumpai pada pria antara lain, terdapat efek
perlindungan relatif terhadap perempuan dibandingkan dengan laki-laki, terutama
selama masa pramenopause, serta terdapat studi eksperimental yang menyatakan bahwa
modulator reseptor estrogen menghambat proliferasi glioma dan memicu kematian sel
tumor!é. Selain itu, banyaknya pasien glioma dengan mutasi IDH lebih banyak dijumpai
pada usia muda (kurang dari 50 tahun) dapat disebabkan bahwa mutasi IDH sering terjadi
pada tahap awal gliomagenesis dan terlibat dalam pertumbuhan tumor?’.

Sebagian besar pasien pada penelitian ini melibatkan lobus frontalis yaitu sebanyak
50%. Menurut referansi, sebagian besar glioma melibatkan lobus frontalis. Glioma dengan
mutasi IDH terutama melibatkan lobus frontal. Penyebab mengenai adanya lokasi

preferensial tersebut masih belum jelas. Namun terdapat pendapat bahwa sel glioma
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dengan mutasi IDH berasal dari zona subventrikuler yang merupakan area germinal
terluas. Sementara glioma dengan IDH wild type cenderung lebih infiltratif dan dapat
terjadi pada semua lobus cerebril8,

Sebagian besar low grade glioma dengan IDH mutant pada penelitian ini merupakan
Astrositoma WHO grade 2. Mutasi gen IDH, sering dijumpai bersama kode lesi kromosom
1p/19q, dan mutasi alpha thalassemia/mental retardation (ATRX). Status kodelesi 1p/19q
eksklusif terhadap mutasi ATRX dan P53 pada glioma dengan IDH mutant8. Tumor
oligodendrial memiliki mutasi IDH dan kode lesi kromosom 1p/19q. Sebaliknya pada
tumor astrositik tidak didapatkan mutasi TERT promoter, Tumor astrositik
mempertahankan struktur telomer melalui proses alternative lengthening of telomeres.
Pada tumor astrositik hal tersebut tampaknya dicapai dengan mutasi gen alpha
thalassemia/mental retardation (ATRX).

Bila ditinjau secara deskriptif, ekspresi ATRX pada penelitian ini menunjukkan
variasi pada dua subtipe morfologi utama low grade glioma, yaitu astrositoma dan
oligodendroglioma WHO grade 2. Secara biologis, mutasi ATRX lebih sering berasosiasi
dengan fenotipe astrositik yang juga memiliki mutasi IDH dan TP53, sedangkan
oligodendroglioma umumnya memiliki kodelesi kromosom 1p/19q dan mempertahankan
ekspresi ATRX. Meskipun penelitian ini tidak melakukan analisis statistik inferensial
karena keterbatasan jumlah sampel, temuan ATRX retained yang dominan dapat
mencerminkan heterogenitas jalur molekuler pada low grade glioma dengan IDH mutant
di populasi penelitian ini.

Pada pemeriksaan imunohistokimia, ekspresi ATRX digunakan untuk menilai
keterlibatan mutasi gen ATRX. Beberapa penelitian menyampaikan referansi penilaian
dapat menilai ekspresi ATRX untuk menilai mutasi ATRX. Untuk evaluasi pemeriksaan
imunohistokimia ATRX, hanya pewarnaan inti yang dipertimbangkan untuk evaluasi.
Kasus dengan lebih dari 10% sel tumor positif dinilai sebagai positif. Sel endotel, neuron
kortikal dan sel inflamasi umumnya positif dan berfungsi sebagai control positif internal.
Kasus dengan sel tumor negatif di mana sel pembuluh darah dan neuron tidak diwarnai
tidak dievaluasi dan tidak dipertimbangkan untuk evaluasi statistik lebih lanjut. Pada
kasus dengan reaksi pewarnaan yang tidak homogen, area dengan pewarnaan tertinggi
diberi skor1213,

Pada penelitian ini ekspresi ATRX retained lebih banyak dijumpai pada low grade

glioma dengan IDH mutant yaitu sebanyak 68,75%. Pada pemeriksaan imunohistokimia,
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mutasi ATRX akan terlihat sebagai ATRX loss dan sebaliknya, ATRX retained menunjukkan
tidak adanya mutasi ATRX. Meskipun mutasi ATRX terlibat pada proses awal glioma
genesis dan banyak dijumpai pada low grade glioma, hasil pada penelitian ini
menunjukkan bahwa tidak semua low grade glioma memiliki ekspresi ATRX. Hal tersebut
berarti bahwa mutasi ATRX tidak selalu terjadi pada low grade glioma.

Banyaknya ekspresi ATRX retained pada penelitian ini dapat disebabkan antara lain
pada perjalanan gliomagenesis yang berbeda. Proses pertumbuhan glioma dengan ATRX
retained (tanpa mutasi ATRX) tidak melalui jalur alternative lengthening telomeres (ALT)
yang melibatkan mutasi ATRX, namun melibatkan aktivasi telomerase melalui mekanisme
lainnya dengan melibatkan mutasi gen lainnya antara lain telomerase reverse
transcriptase (TERT). Sel-sel kanker secara khas memperoleh kemampuan tak terbatas
untuk membelah dengan mempertahankan panjang telomer melalui ekspresi telomerase
berkepanjangan, atau tanpa adanya telomerase, yaitu dengan alternative lengthening
telomerase (ALT).

Mutasi ATRX hanya terlibat pada mekanisme ALT sedangkan pada mekanisme yang
melibatkan telomerase, tidak dijumpai keterlibatan mutasi ATRX. Mutasi ATRX tidak
dijumpai pada semua low grade glioma, namun tergantung dari keterlibatan mekanisme
alternative lengthening telomerase (ALT) pada proses gliomagenesis2. Pada penelitian ini
lebih banyak dijumpai ATRX retained maka berarti bahwa sebagian besar sampel pada
penelitian ini tidak melibatkan mutasi ATRX dan tidak melalui mekanisme ALT pada
proses gliomagenesis.

Hasil penelitian ini menunjukkan proporsi ATRX retained yang lebih tinggi
dibandingkan beberapa laporan sebelumnya yang menyebutkan dominasi ATRX loss pada
low grade glioma. Perbedaan ini menguatkan konsep bahwa gliomagenesis merupakan
proses yang heterogen dan tidak selalu mengikuti satu jalur molekuler tunggal. Dengan
demikian, meskipun mutasi ATRX sering dilaporkan terjadi pada tahap awal
gliomagenesis, hasil penelitian ini menunjukkan bahwa sebagian low grade glioma dengan
IDH mutant dapat berkembang tanpa keterlibatan mutasi ATRX dan tanpa aktivasi jalur
alternative lengthening of telomeres (ALT).

Penelitian ini memiliki beberapa keterbatasan, antara lain jumlah sampel yang
relatif kecil dan desain penelitian retrospektif yang bersifat deskriptif, sehingga tidak
memungkinkan dilakukan analisis statistik inferensial maupun penilaian hubungan

kausal. Selain itu, pemeriksaan molekuler lanjutan seperti kodelesi kromosom 1p/19q
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dan mutasi TERT promoter tidak dievaluasi secara langsung dalam penelitian ini. Oleh
karena itu, hasil penelitian ini harus diinterpretasikan sebagai gambaran awal profil

ekspresi ATRX pada low grade glioma dengan IDH mutant di populasi lokal

PENUTUP

Penelitian ini menunjukkan bahwa pada low grade glioma dengan IDH mutant
dijumpai ekspresi ATRX loss maupun ATRX retained, dengan ATRX retained sebagai
ekspresi yang lebih dominan. Temuan ini mengindikasikan bahwa mutasi ATRX tidak
selalu terjadi pada low grade glioma dengan IDH mutant, dan mencerminkan adanya
heterogenitas biologis dalam jalur gliomagenesis, khususnya terkait mekanisme
pemeliharaan telomer. Dominannya ekspresi ATRX retained pada penelitian ini
menunjukkan bahwa sebagian kasus kemungkinan berkembang melalui jalur selain
alternative lengthening of telomeres (ALT) yang berkaitan dengan mutasi ATRX. Oleh
karena itu, status ATRX tidak dapat dipandang sebagai marker molekuler tunggal,
melainkan perlu diinterpretasikan bersama gambaran morfologi dan marker molekuler
lain dalam kerangka diagnosis terintegrasi. Mengingat desain penelitian yang bersifat
retrospektif dan jumlah sampel yang terbatas, penelitian lanjutan dengan ukuran sampel
yang lebih besar serta evaluasi marker molekuler tambahan diperlukan untuk
memperjelas hubungan antara ekspresi ATRX, jalur molekuler gliomagenesis, dan

implikasi prognostik pada glioma.
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