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I. PENDAHULUAN

Pada saat ini sudah banyak pemeriksaan imunopatologik,
khususnya pemeriksaan imunohistokima, yang digunakan di bidang
kedokteran, baik pada pelayanan kesehatan maupun untuk penelitian
di bidang kedokteran. Pemeriksaan ini memerlukan laboratorium
yang relatif lebih lengkap dibanding dengan laboratorium untuk
pemeriksaan rutin histopatologik dan sitologik. Peralatan tamba-
han yang diperlukan pada pemeriksaan imunopatologik terutama
berkaitan dengan kebutuhan terhadap pemrosesan jaringan segar.
Selain itu laboratorium demikian memerlukan beberapa reagen vyang
memerlukan penyimpanan khusus dan mempunyai masa aktif vyang

terbatas.

Di bidang pelayanan kesehatan, pemeriksaan imunopatologik
banyak diperlukan untuk meningkatkan ketepatan diagnosis, evalua-
si, pemantauan dan prognosis yang tidak dapat dilakukan oleh
pemeriksaan rutin. Di bidang penelitian, pemeriksaan variabel
imunopatologik, baik pemeriksaan imunohistokimia maupun imunosi-
tokimia banyak diperlukan, terutama pada penelitian yang menggu-

nakan paradigma yang berkonsep imunopatologik.

Pemeriksaan imunopatologik ini antara lain, teknik pewarnaan
percksidase anti peroksidase, alkalinfosfatase anti alkalinfosfa—
tase dan Avidin Biotin Complex. Teknik perwarnaan terakhir ini
merupakan salah satu teknik pewarnaan untuk jaringan dan sel yang
dianggap paling peka. Teknik tersebut dikembangkan dari teknik
imunoperoksidase, dengan mengganti penggunaan label PAP, baik

dengan substrat DAB atau substrat AEC, dengan label suatu kom-
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pleks avidin-biotin. Pewarnaan ini banyak digunakan untuk pe-—
meriksaan petanda tumor, maka pada materi ini pewarnaan imu-—
noperoksidase dan ABC dikaitkan dengan penggunaannya untuk pewar-—

naan petanda tumor.

Di Indonesia perkembangan teknik laboratorium kesehatan
berkembang dengan pesat. Perkembangan teknik tersebut disebabkan
semakin meningkatnya tuntutan terhadap kualitas pelayanan keseha-
tan dan perkembangan konsep keilmuan yang digunakan dalam peneli-
tian selama ini. Pelaksanaan pendidikan pascasarjana dan semakin
besarnya perhatian pemerintah terhadap perkembangan penelitian di
Indonesia, semakin mendorong perkembangan laboratorium kesehatan,
khususnya laboratorium imunopatologik. Dengan semakin banyaknya
pemanfaatan konsep imunopatologik, maka pewarnaan sediaan histo-
patologik dan sitologik, semakin memerlukan teknik pemeriksaan

imunopatologik, seperti imunohistokimia dan imunositokimia.,

Pada saat ini teknik imunohistokimia dan imunositokimia ini
banyak digunakan, baik untuk mengungkap petanda kanker maupun
.mengungkap variabel lain, yang berkaitan dengan diagnosis dini,
evaluasi, pemantauan atau yang berkaitan dengan prognosis, dan
pemeriksaan variabel untuk pembuktian konsep dalam penelitian.
Kedua teknik ini berdasar pada ikatan spesifik antara antibodi
dengan antigennya. Keterikatannya diberikan indikator yang berupa

enzim dan substratnya, yang dapat bereaksi dan berubah warna.

Di Laboratorium Patologi Anatomik, perkembangan teknik baru
dalam pembuatan sediaan mikroskopik ini, banyak digunakan untuk
menegakkan diagnosis kanker atau untuk memecahkan kasus diagnosis
sukar vyang tidak dapat diselesaikan dengan pewarnaan rutin,

seperti hematoksilin eosin dan pewarnaan Papaniculacou. Hal demi-
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kian dimungkinkan mengingat keberadaan petanda yang mempunyai
nilai wuntuk meningkatkan kedinian dan ketepatan diagnosis serta
pPrognosis, dapat diwarnai cleh substrat yvang berubah warna oleh
reaksi enzimatik, dengan melalui ikatan antigen - antibedi vyang
spesifik. Pada kesempatan ini akan diketengahkan perihal pe-—
manfaatan teknik labotorium imynohistckimia dan imunositokimia

pada berbagai pemeriksaan variabel imunopatologitk.
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II.

BATASAN

: B

Femeriksaan imunopatoclogik

Femeriksaan imunecpatolegik merupakan pemeriksaan atas
variabel yang mencerminkan konsep imunopatoldgik, vang
selanjutnya disebut sebagal variabel imuncpatologik, d=ngan
menggunakan teknik pemerikssan yang berdasar pada ikatan

spesifik antigen antibodi.

FPemeriksaan imunohistologik
Femeriksaan imunchistologik merupakan pemeriksaan atas
variabel imunopatologik Jjaringan dengan menggunakan  teknik

pemeriksaan yang berdasar pada ikatan antigen antibodi.

Femeriksaan imunositologik
FPemeriksaan imunositologik merupakan pemeriksaan atas
variabel imunopatologik sel dengan menggunakan teknik

pemeriksaan yang berdasar pada ikatan antigen antibodi.
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ITI. PEMERIKSAAN IMUNGHISTOKIMIA& DAN IMUNOSITOKIMIA

Femeriksaan imunchistokimia dan pemeriksaan imunositokimia
merupakan pemeriksaan imunopatologik. Kedua pemeriksaan terseaut
merupakan pemeriksaan atas variabel yang mencerminkan konsep
imuncpatologik, yang selanjutnya disebut sebagai variabel imuno-—
patologik. Femeriksaan ini menggunakan teknik pewarnaan yang
berdasar pada ikatan spesifik antara antigen dan antibodi. Fer-—
kembangan teknik pemeriksaan ini mempunyal pengaruh timbal balik
dengan perkembangan yang terijadi pada imunologi dan patobiologi.
Selain teknik memerliukan kemajuan yang dicapali oleh perkembangan
imunologi dan patobiologi, teknik ini juga telah memicu perkem—
bangan kedus ilmu tersebut.

Femeriksaan imunohistokimia dan imunositokimia sangat poten-—
sial untuk memerikea antigen secara lokal di jaringan dan di sel.
Kedua pemeriksaan ini mempunyali kemampuan vang tinggi untuk
memisah, seleksi dan bersifat spesifik, bila dibanding dengan
pemeriksaan yang lain, seperti histokimia dan pemeriksaan rutin.
Hal ini disebabkan karena kedua teknik pewarnaan imunopatologik
tersebut berdasar pada ikatan spesifik antara antigen dengan
antibodinya. Karena itu pemeriksaan tersebut banyak dimanfaatkan
untuk meningkatkan kualitas diagnosis, memantauv dan evaluasi
hasil pengobatan serta memeriksa petanda yang bernilai sebagai

prognostikator.

Selain kelebihan yang dimiliki cleh teknik pewarnaan 1muno-—
hisfokimia dan imunositokimia, ternyata teknik pewarnaan tersebut
mempunyai beberapa penyulit. Untuk lebih memahami penyulit terse-—
but dan memikirkan cara untuk mengatasinya, maka perlue lebih

dahulu diketengahkan elemen penting yang terkait dengan pemerik-—
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saan térsebut. Kedua pemeriksaan tersebut memerlukan perubahan
elemen biologik yang bersifat mengganggu keseimbangan atau meru—
pakan perubahan sebagai usaha untuk mengembalikan keseimbangan.
Femeriksaan imunopatologik ini memeriukan perubanan elemen pato—
bioclogik. Elemen inilah yang dapat digunakan sebagail petanda.
Elemen patobiclogik yang dapat diperiksa dengan teknik pemerik-—
saan imunopatologik adalah elemen yvang bersifat imunogenik, atau
dapat dibuat imunogenik atau dapat dideteksi oleh antibodi terha—
dap elemen atau kompleks yang terbentuk dari elemen tersebut.
Dengan demikian maka adanya elemen demikian menjadi syarat pent-

ing untuk pemeriksaan imunchistokimia dan imunositokimia.

Imunogen merupahaﬁ molekul  yang mampu  untui merangsang
timbulnya respons imun, sedang antigen adalah molekul yang dapat
mengikat antibodinya secara spesifik. Dengan demikian maka semua
imunogen adalah éntigen, tetapi tidak semua antigen adalah imuno-—
gen (Goodman, 1991). Berdasar pada pengertian 1ini maka vyang
diperlukan cleh pemeriksaan imunopatologik tersebut adalah anti-—
gen, namun untuk membuat antibedinya maka antigen tersebut harus
mampu  menimbulkan respons imun untuk membuat antibodi. Molekul

vang bersifat demikian adalah imunogen.

Fada umumnya petanda yang'diperiksa dengan pemerisaan imuno—
histokimia atau imunositokimia adalah antigen. Antigen dapat ber-
bentuk mikroorganisma yang utuh, seperti virus, bakteri, fungsi
atau antigen yang merupakan bagian dari mikroorganisma. Antigen
ini tersebut dapat dibuat antibodinya dengan menyuntikkan pada
hewan, seperti kambing, domba, kelinci, atau kalkun. Kemambuan

untuk menghasilkan antibodi berbeda pada setiap spesies.
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Antigen ada vyang stabil dan ada pula yang labil. Antigen
stabil artinya antigen yang tidak cepat berubah sifat sedang
antigen vyang labil adalah antigen yang cepat berubah sifat.
Ferubahan sifat antigen ini dapat disebabkan oleh temperatur, pH,
dan lain sebagainya. Berbeda dengan antigen stabil, maka antigen
yang labil ini memerlukan renanganan khusus, antara lain harus
diproses dalam keadaan segar. fAntigen labil ini akan rusak padas
saat dilakukan pemrosesan dengan feknik parafin, karena itu
antigen demikian harus diproses dengan teknik pendinginan. Dengan
demikian maka pemrosesan antigen yang segar ini memer lukan perlia—
kuan khusus. Jaringan segar akan vang akan diperiksa secars
imunopatologik, segera setelah diambil dari tubuh, dgidinginkan
dan dapat dipotong dengaﬁ teknik potong beku atau dihancurkan
untuk dibuat homogenat. Sayatan beku diwarnai dengaﬁ teknik
imunohistokimia sedang homogenat diwarnai dengan teknik sitoki-

mia.

Untuk pemeriksaan imunochistokimia dan imunositokimia terha-—
dap beberapa petanda yang telah tersedia dalam bentuk kit, rela-
ti¥ memudahkan pemeriksaan. Namun sering kali pada pemeriksaan
demikian belum dapat dibuat rutin, karena selain memerlukan
banyak jenis antibodi yang diperlukan untuk menegakkan diagnosis,
juga antibodi tersebut mempunyai masa aktif vyang terbatas.
Selain itu untuk pemeriksaan jaringan atau sel binatang., tidak
semua antibodi tersebut tersedia dalam bentuk kit vyang siap
dipesan, dan bila membuat antibedi sendiri juga memerlukan waktu
yang relatif lama. Keadaan tersebut merupakan kendala yang diha-—

dapi oleh pemeriksaan imunchistokimia dan imunositokimia.
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beberapa cara yang dapaat

pemeriksaan imunchistokimia

pilihlah jenis antibodi yang

yang tinggi. sehingga dapat

yang diperlukan

untuk menegakkan

dilakukan untuk mengurangi

dan imunositokimia, antara

mempunyal nilai diskriminan

mengurangl  Jjumlah antibodi

diagnosis, evaluasi,

memaniau dan menentukan prognosis;

pilin jemis antibodi yang

melihat frekuensi kasus yang

laboratorium tersebut beradas

simpanlan antibodi
tetapi jangan sampai bekus

usahakan

dengan baik,

mendapatkan antibodi dalam kemasan

banyak dibutuhkan, dengan

didapatkan di sentra, dimana
ditempat

yvang dingin,

kecil, se-

hingga tidak terlalu lama untuk menghabiskan;

sebaiknya pilih lebih dulu
dan
dapat dilakukan pemerikssan

dengan teknik parafin.
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III. PEMANFAAT PEMERIKSAAN IMUNOPATOLOGIE

Pemeriksaaan imunchistikimia dan imunositokimia telian banvyak
digunakan di bidang kedokteran, baik wuntuk meningkatkan kualitas
pelayanan kesehatan maupun untuk penelitian. Herikut ini akan
diketengahkan beberapa pemanfaatan pemer tksaan tersebut., t=rutama

pemeriksaan imunchistokimia di bidang kedokteran.
II1.1 Pemeriksaan carcinc embrycnic antigen (CEA)

farcino embrycnic antigen (CEA) merupakan suatu gliikoprotein
vang salah satu kompaonen berasal dari epitel endodermal embrio—
nik. CEA pertama kali ditemukan oleh Thompson dan Gold pada
penderita karsinoma kolon. Semula CEA dianggap spesifik untuk
karsinoma kolon, mengingat CEA ditemukan pada sekitar 974 pende-
rita kanker kolon. Belakangan diketahui, ternyata CE& ini juga
terdapat pada penyakit lain, baik pada tumor ganas maupun tumor

Jinak.

CEA tidak hanya diproduksi cleh sel tumor, tetapi pada
keadaan normal, CEA juga dibuat oleh epitel kolon dan CEA terse-—
but tidak masuk ke peredaran darah, tetapi segera disekresi ke
lumen usus. Bila terjadi kelainan pada mukosa kolon, seperti pada
karsinoma kolon, maka infiltrasi sel kanker vyang berasal dari sei
endodermal dengan berbagai derajat diferensiasi dan maturasi,
akan menyebabkan CEA& yang dihasilkan dapat masuk . ke peredaran
dafah. Dengan demikian pada penyakit tersebut kadar CEA di darah

menjadi tinggi.
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CEA merupakan petanda tumor, yang digunakan untuk memantau
berbagai proses perkembangan tumor ganas. Yang mempunyai nilai
adalah perubahan kadarnya. Atas pertimbangan tersebut maka pengu-—
kuran kadar CEA tidak dianjurkan untuk uiji Saring maupun diagno-—
sis kanker, tetapi kadar CEA ini dapat digunakan untuk 2valuasi

dan pemantauvan hasil pengobatan pada penderita kanker.

Seianjutnya akan disampaikan cara pemeriksaan imuncpatolo-
gik, yaitu pemeriksaan dengan teknik pewarnaan peroksidase anti
percksidase (FAF), untuk mendeteksi Carcing embrvonic antigen.
Karena teknik ini Sering digunakan pada pemeriksaan imunchistoki-—
mia maka reagen yang diperlukan sudah dapat diperolen dalam

bentuk kit.
III.1.1 Bahan dan prosedur pemeriksaan CEA

a. Bahan
1. Balok parafin Jaringan yang akan diperiksas
2. Irisan balok parafin, dengan irisan setipis mung-

kin, yaitu sekitar 3 - & ]

=

= Xilol untuk deparafinisasi, bahan ini diperlukan
untuk menghilangkan parafin yang menyelubungi
jaringang

4. Tris buffer salin (TES), suatu larutan penyangga

y&ng terdiri dari :

Trié & gram dalam 1 iiter salin.

Larutan penyangga ini mempunyai pH 7.6 dalam 0,05 M

HCL . dan pada pewarnaan FPAF digunakan untuk pencu-

cian.

Larutan penyangga ini bersifat isotonik dan dapat

diganti dengan bahan lain, misalnya =
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i. Phosphat Buffer Saline (FBS) pH 7.4.

2. Tris { hidroksi metil )} aminometan dengan Buffer
pH 7.6.

5. Dilakukan pembilasan preparat dengan metanol F6% 3

&. Campuran metanol dan hidrogen absolut 100 ml + HEGZ

'

i
L]
{ e

“ mia
Bahan ini digunakan untuk menghambat aktafitas
enzim perokcidase yang terdapat dalam jaringan.

7. Antibodi primer adalah antibeod: terhadap CeEA,
dibuat dari kelinci untuk manasia.

8. Antibodi sekunder: yaitu anti human globulin dari
kelinci. Antibodi ini dibuat untuk antibodi yang
berasal dari kelinci, vyang sesuai dengan asal
antibodi terhadap CEA.

Sebelum digunakan bahan tersebut diencerkan 1/30 -—
1/50 sebanyak 100 UIL.

9. Anti Horse Radish Feroxidase dari kelinci dan Horese
Fadish Feroxidase.

Bahan ini merupakan kompleks perocksidase anti

perbksidase yang telah diencerkan 16 kali.
10.Diamino benzidine (DAB), merupakan substrat untuk

iabel yang dapat diubah warnanya cleh enzim perok—

csidase. Hahan ini toksik dan karsinogenik.

Bahan terdiri atas :

3,3 diaminc benzidine &0 ml
Tris Buffer pH 7.6 100 ml
Ho0- yang tak diencerkan _ 40 ml

Subtrat ini cleh enzim peroksidase dapat berubah

menjadi berwarna coklat.
Perubaﬁan warna ini yang digunakan untuk mengetahuli

adanya ikatan yang terjadi antara antibodi dengan
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vang terdapat di jaringan.

Tkatan yvang terjadi akan menghasilkan suatu presi-—-
pitasi ditempat antigen berada, dan presipitat
tersebut berwarna coklat.

Warna pembanding (Counter Stzin)

Sehagai warna pemﬁanding dapat digunakan :

L. Hematoksilin

2. Hematoksilin egsin

3. Giem=a.

Warna pembanding ini digunakan urtuk mewarnai
Jeringan di sekitar presipitet, sehingga dengan

demikian dapat dikenal lokasi presipitat ter=sebut.

b. Alat yang diperlukan, adalah :

i.

L7

16,

LAPORAN PENELITIAN Peran Pemeriksaan Imunohistokimia...
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c. Frosedur pemeriksaan CEA
1. Deperafinisasi dengan uylcl selama 5 — 10 menits

£. irisan jaringan yang mengandung CEA dibilas seben—
tar dengan metanol F&%:

3. irisan diinkubasi dalam campuran metanol dan hidro-—
gen percksidase selama 30 menitg;

4. irisan jaringan tersebut dicuci dengan Tris Buffer
‘Saline sebanyak I kali, 10 menit setiap pencuciang
3. irisan jaringan diinkubasi dengan antibodi primer,
yaitu anti CEA, dalam cawan vang diberi - kertas
filter vyang dibasahi dengan air, agar lembab,

sekurang—kurangnya selama 30 menit;:

6. irisan jaringan dicuci dengan Tris Buffer Saline
selama 5 menit:

7. irisan jaringan diinkubasi dengan anti human imuno—
globulin dari kelinci, yaitu antibodi terhadap anti
CEA, yang merupakan antibeodi sekunder;

8. irisan jaringan dicuci dengan Tris Buffer Saline
sebanyak 3 kali, selama 10 menit setiap pencucian;

?. irisan diinkubasi dengan antiserum kelinci hutan

selama 30 menit;

2

10.irisan dicuci dengan Tris Buffer Saline sebanyak
kali, selama 10 menit setiap pencucians

1l.irisan diinkubasi dengan PAF selama 30 menits

12.irisan dicuci dengan Tris Buffer Saline sebanyak 2
kali, selama 10 menit setiap pencuciang

13.irisan diinkubasi dengan DAB selama 5 — 10 menits

14.irisan dicuci dengan Tris Buffer Saline sebanyak 3
kali, selama 10 menit setiap pencucians

15.selanjutnya irisan jaringan diwarnai dengan pewarna

pembanding. yaitu dengan hematokeilin atau HE.
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III1.1.2 Hasil pewarnaan CEA

Jaringan vyang mengandung CEA, pada pewarnaan percksidase
anti peroksidase zakan menunjukkan warna coklat. Warna ini terjadi
akibat adanya ikatan antibodi CEA dengan antigen CEA di Jaringsan
dan label yang berupa subtrat DAE. Substrat DAB oleh enzim perck—
sidase diubah menjadi bahan berwarna coklat. Freparat vang
berwarna coklat berarti pewarnaan CEA positif. Dengan teknik
pengujlian peroksidase anti peroksidase (PAF) demikian. dapat
dibuktikan keberadaan CEA di jaringan dengan menggunakan mikros—

kLop biasa atau mikroskop sinar.

iokasi presipitat CEA akan tampak lebih jelas dengan pembe-—
rian warna pembanding (Counter Stain: hematoksilin, atau hematok—
silin ecsin atau Giemsa. sehingga warna coklat tampak lebih

kaontras.

Fada saat ini teknik imunoperoksidase sudah dikenal sebagai
suatu  metode vyang digunakan untuk menunjukkan bermacam—macam
antigen atau petanda tumor. Teknik imunopercksidase ada dua
macam, yaitu teknik peroksidase langsung dan teknik peroksidase
tidak langsung. Teknik peroksidase antipercksidase tidak langsung
merupakan suatu teknik pewarnaan yang mempunyai sensitifitas yang
tinggi untuk untuk memeriksa carcinc embrvonic antigen (CEA)
dalam Jjaringan pada irisan jaringan yang berasal dari balok
parafin. Spesifitas antibodi primer dan penggunaan kontrol meru-—

pakan koreksli interprestasi dari hasil pewarnaan.
Suatu pewarnaan tumor dengan menggunakan petanda CEA dapat

membantu diagnosis adenckarsinoma. Petanda CEA juga dapat membe—

dakan sel kanker dari metastasis karsinoma dengan mesoctelium yang
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reaktif, dan mesateliomaf Fada kedua sel terakhir, yvaitu mesote—
lium vyang reaktif dan mesotelioma, petanda CE4 tidak didapatkan

pada keduanva.

Suatu glikoprotein yang secara imunolegik mirip dengan CEA
dapat diisolasi dari mukosa kolon normal pada oarang dewasa.
Glikoprotein tersehut dengan pemeriksaan imuncfliuoresensi dapat
diketahui Ilokasinya, yaitu selain didapatkan pada mukosa orang
dewasa normal, juga didapatkan pada mukosa keolon normal dari anak
dan jaringan hemoroid. Nemun ada beberapa pemsriksaan imunohis—
tokimia atau imunositokimia yang tidak dapat menunjukkan petanda
CEA pada kolon normal. Hal ini mungkin karena rendahnya kadar di
mukosa  kolon, sehingga teknik percksidase dan imuncflucrensensi
tidak mampu mengenalnya atau mungklin disebabkan oleh perbedaan
spesifitas antibodi CEA yang menentukan sensitifitas teknik
imunositokimia. Selain itu jenis tekniknya juga sangat mempenga—

ruhi hasil pemeriksaan.

Wiley dan kawan — kawan hanya menemukan sekitar 51% tumor
kolon vyang menunjukkan CEA positif. Pemeriksaan ini dilakukan
dengan menggunakan suatu antibodi kelinci yang tak dimurnikan.
Heyderman dan kawan—kawan melaporkan bahwa sekitar 25 % karsinoma
prostat menunjukkan CEA yang positif. Variasi prosentase temuan
petanda CEA positif ini mungkin disebabkan oleh penggunaan anti-
bodi yang berbeda sumbernya. Walaupun teknik yang digunakan sama,
vaitu teknik imunoperoksidase, tetapi bila ada perbedaan akan
sumber antibodi, waktu fiksasi dan pemrosesannya, maka hasil

pemeriksaannya akan berbeda.
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Untuk membedakan antara hasil positif dan negatif harus Juga
dilakukan secara kwantitatif karena uji imunoperoksidase hanya
dapat mendeteksi CEA dengan konsentrasi 3 ugs/g atau lebih pada
spesimen  vyang difiksasi dengan formalin. Dengan demikian kadar
yang lebih rendah dari kadar tereebut akan sulit diketahui. Namun
demikian sejauvh ini pemeriksaan CEA dapat digunakan sebagai
parameter pemantauan proses keganasan. Metode peroksidase anti-
percksidase (FAF) sering digunakan karena relatif mudain, dan

cukup sensitif.

I11.2 FPemeriksaan Human Chorionic Gonadotropin (HCG) dan Alfa

Feta Frotein (AFF)

Kanker testis merupakan bentuk keganasan vang menyerang
laki—laki. Kanker testis mempunyai derajat keganasan yang tergo-
long tinggi dan frekuensi kanker ini sekitar 2% dari seluruh
tumor ganas yang menyerang laki-laki atau sekitar 20% dari selu-
ruh  tumor ganas tractus urogenitalis. Pada umumnya, penderita

kanker testis berumur sekitar 29 - 34 tahun.

Fada kanker testis dilakukan pemeriksaan hormon, seperti
hormon estrogen, progesteron dan testosteron. Namun menurut
Taylor, pada pemeriksaan hormon tersebut terdapat kesukaran untuk
menginterprestasikan hasilnya. Karena kendala tersebut, maka
selanjutnya digunakan pemeriksaan adanya Human Chorionic Gonado-
tropin (HCG) dan Alfa Feto Frotein {AFF). Pemeriksaan kedua
petanda vyang bersamaan berada di jaringan tumor testis ini akan
lebih menguntungkan bila dapat diperiksa secara bersama. Selain
pemeriksaan ini lebih cepat, lebih praktis dan lebih murah,

pemeriksaan ini mempunyai nilai diskriptif yang lebih baik di-—

ié
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-bandingkan bila dilakukan secara terpisah.

Ada beberapa macam teknik pemeriksaan untuk menentukan

adanya human choricnic ganadatropin (HCB) dan Alfa Feto Frotein

(AFF), vaitu :

i. Radic Immunc Assay (RKIA);:
2. Imunofluoresens

3. Imunositokimia.

Menurut Kitajima, dari ketiga cara tersebut pemeriksaan
imunositokimia merupakan cara yang paling ideal. Teknik pemerik-—
caan tersebut telah dirintis sejak tahun 1966, yaitu sejak ditem—

ukannya enzim sebagai bahan untuk melabel antibodi.

Teknik imunositokimia untuk human choricnic gonadectropin dan
alfa fetc protein ini ada tiga macam, yaitu :
i. metode langsungs;

2. metode tidak langsungs

3. metode enzim antibodi yang tidak dilabel.

Namun pada kali ini hanya dikemukakan penggunaan metode
imunoperocksidase tidak langsung, yang menggunakan pewarnaan ganda
untuk menentukan adanya Human Choricnic Goenadotropin (HCG) dan
Alfa Feto PFProtein (AFP) pada tumor testis. Diharapkan dengan
menggunakan metode tersebut, tumcr testis dapat diketahui sedini
mungkin dengan mengenali perubahan Human Choricnic &onadotropin

(HCG} dan Alfa Feto Protein (AFF).

-

LAPORAN PENELITIAN Peran Pemeriksaan Imunohistokimia... Suharto Taat Putra



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

ITI.2.1 Bahan dan prosedur pemeriksaan

Bahan dan prosedur pemeriksaan HCG dan AFT pérlu diketengah—

kan, agar teknik pemeriksaan ini dapat difahami dengan baik.

Walaupun pemeriksaan tersebut tidak dikerjakan sendiri, namun

bila memahami prosedur maka keslahan yang mungkin terjadi dapat

diprakirakan kesalahannya.

a. Hahan

1. Sediaan tumor testis

1. Jaringan tumor dari hasil pembedahan

-

i o=

4.

Bahan fiksasi, vaitu :

1. 9534 etanol atau

2. 10% larutan Buffer Formalin

Jaringan tumor difiksasi selama 24 jam.

Reagen untuk proses fiksasi, yaitu

Alkohol dengan berbagai konsentrasi yang diguna-—
kan untuk dehidrasi,

Xiiol yang digunakan untuk penjiernihan,

Farafin vyang digunakan untuk impregnasi dan
pembuatan balok parafing

Founting medium;

Balok parafin yang berisi jaringan memerlukan
pemotongan dengan menggunakan mikrotom dengan

ketebalan 4 f.

18
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2. Anti serum primer

ani HCG — a dari serum kelinci:
Serbuk AFP yang berasal dari tumor testis yang
diekstraksi dengan aceton.

Antibodi primer ini tidak dilabel

Anti serum sekunder

Anti - rabbit g globulin dari domba dilabel dengan

horseradish peroxidases

Bahan kontrol (kontrol positif)

i,

2

Anti HCG - a serum diikatkan pada HCG, sedang
anti AFP diikatkan pada AFP 3

Campuran antigen - antibodi tersebut diinkubasi
S?OC selama 1 jamg;

fApabila campuran tersebut tidak langsung diguna-—
kan maka harus disimpan pada suhu 4°9c dengan
waktu maksimal 5 hari:

Dicentrifuge;

Supernatannya diwarnai.

Reagen penunjang, seperti :

1.
2.

-

D

0,001 M Fhosphate Buffered Saline pH 7,2;:
4-Cl—Inapthol Fyroning:
2 M Glycine HCl1 Buffer pH 2,0.

b. Rlét yang diperlukan, adaliah :

gelas benda;

api bunsen;

kuas;

bak air yang dapat dihangatkan (water bath);
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9. pemegang balok parafin (holder)

6. alat untuk membuat balok parafin, yaitu :
dua lempengan besi berbentuk huruf Lgi

7. mikroskop sinars

8. open untuk menyimpan dalam subu hangat vyang dapat
diatur:

9. mikrotoms

i0.gelas penutup.
c. FProsedur peswarnaan
1. Sediaan vyang berasal dari irisan balck parafin yang

berisis jaringan tumor testis, diinkubasi dengan

anti HCG pada suhu kamar, selama 30 menit;

8

kemudian irisan balok parafin tersebut dilakukan
pencucian dengan 0,001 M Phosphate Buffered Saline
pH 7.2 . pencucian tersebut dimaksudkan untuk

menghilangkan sisa antibodi yang tidak terikat agar

tidak mengganggu hasil pewarnaans

i

irisan jaringan dibalck parafin diinkubasi dengan

anti - rabbit — g globulin pada suhu kamar selama

30 menits

4. kemudian ditambah dengan substrat 3,3 — diaminocben—
zidine (DAB). substrat ini yang akan berubahAwarna.
dan perubahan warna ini dijadikan label adanvya
ikatan antigen—antibodi;

3. selanjutnya irisan tersebut diinkubasi dalam 2 ™

Glycine HCL Buffer Saline pH 2,0 pada suhu kamar

selama 48 jam, sehingga kompleks anfigen — antibeodi

terurais

—

=1
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6. irisan tersebut dicuci dengan 0,001 ™ Phosphate
Buffered Saline dengan pH 7,2;

7. kemudian irisan ditambahkan anti AFF untuk mende-—
teksi adanya AFF pada suhu kamar selama 30 menitg;

8. irisan tersebut diinkubasi dengan anti — rabbit - g
globulin pada suhu kamar selama 30 menits;

7. selanjutnya irisan tersebut ditambah dengan sub-

strat 4 - Cl - Inaptheol.

Hasil pewarnaan dilihat dengan menggurakan mikroskop sinar.

Sediaan

jaringan tumor testis yang mengandung Human Choricnic

Gonadotropin (HCG) dan Alfa Feto Protein (AFP) akan tampak seba-

gai berikut :

T

Sitcplasma sel yang mengandung Human Charionic Gonadotra—
pin (HCG) tampak berwarna coklat:

Misal : pada sitoplasma sel dari svncytictraphobiastic
giant akan berwarna coklat;

Sitoplasma sel yang mengandung AFF berwarna birus

Misal : pada sitoplasma mikrositik dan myxamataus celis

akan berwarna biru.

Selain sediaan yang diperiksa, diperlukan sediaan untuk

kontrol

=

positif. Pada sediaan kontrol positif tampak :
sitoplasma syncytiotrophablastic giant cells berwarna
coklat;

sitoplasma mikrositik dan myxamatous cells berwarna biru.
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Human Choerionic Gonadatropin (HCG) merupakan glikoprotein
yang disekresi oleh sel syncytictrophohlastic dari plasenta
normal. Glikoprotein tersebut mempunyai BM 30.000. Fraksi ' dan
& globulin dari Human Choricnic Ganadotrapin (HCG), merupakan

glikoprotein yang dikenal sebagai petanda tumor.

Alfa Feto Protein (AFP)} adalah protein yang térbanyak dalam
fetus manusia, dan merupakan fraksi "1 glebulin yang mempunyai HM
740.000. Setelah lahir, kadar alfa feto protein (AFF) akan turun,
da bila setelah lahir kadar alfa feto protein masih didapatkan
dalam kadar vyang tinggi atau meningkat, maka kadar ini dapat

dijadikan sebagai petanda tumor.

Untuk menentukan adanya human choricnic gonadotropin (HCG)
dan alfa fota protein (AFF) pada tumor testis dapat dilakukan
suatu pemeriksaan yang menggunakan metode imunoperioksidase tidak
langsung dengan Pewarnaan ganda, seperti yang prosedurnya telah

disampaikan terdahulu.

Seiain metode imunoperoksidase, ada metode lain yang dapat
digunakan untuk mengenali lokalisasi human choricnic ganadotrapin
(HCG) atau alfa feto protein (AFP). metode tersebut adalah metode
Radia Immunc Assay (RIA) atau dengan menggunakan metode imu-
nofluoresensi. HMetode imunofluoresensi ini menggunakan label
bahan vyang dapat memberikan pendaran atau fluoresensi. Bahan

tersebut antara lain rhodamin dan fluoresinisocianat (FITC).

Dibanding dengan teknik imunoperoksidase, kedua teknik
alternatif, yaitu teknik imunofuorensensi dan radio immuno ASSAY ,
memerliukan peralatan yang relatif mahal dan khusus untuk Radio

Immuna Assay (RIA), meskipun metode ini sensitif dan specifik,
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famun karena metode ini menggunakan suatu bahan radio aktif vyang
sangat berbahaya bagi manusia, maka pelaksanaannya cukup rumit
dan memerlukan Persiapan tambahan. Pianjurkan RIA hanya dilakukan
cleh peneliti atau teknisi yang telah terdidik dan trampil serta
telah memahami betul bahaya dan cara pencegahan dan cara mengata—

=1 bahaya radiocaktif.

Hengingat‘hal tersebut diatas, maka perlua dikembangkan suatu
metode pemeriksaan yvang lebih‘sederhana, realtif murah dan tidak
berbahaya bagi manusia, seperti metode imunuperiksiaase. Metode
imunoperoksidase merupakan suatu metode gabungan antara metode

imunoflucresensi dan metode Enzyme Linked Sarbent Assay (ELISA).

Metode imunoperoksidase tidak langsung dengan pewarnazan
ganda, seperti pada pewarnaan vang digunakan untuk PeEWarnaan HCG
dan AFF, digunakan dua bahan Pewarna yang berbeda dan dusa anti-
bodi, vyaitu antibodi primer yvang tidak dilabel dan antibodi se—
kunder yang dilabel {(perokesidase). Femeriksaan demikian akan
sangat efektif wuntuk memeriksa petanda vyang ditemukan secara
bersama dalam satu kanker, sehingga dengan pemeriksaan yang
kombinasi akan lebih meningkatkan keakuratan pemeriksaan terse-—

but.

Hosman dkk berpendapat bahwa Human Chorionic Gonadeotraopin
{(HCG) dan Alfa Feto FProtein (AFF) kadang—kala didapatkan dalam
sel vyang sama. Dan ini dapat dilihat dengan pewarnaan ganda
metode Immunoperoksidase. Fada tumor testis dapat ditemukan dua
antigen, vyaitu Human Chorionic Gonadotropin (HCG) dan Alfa Feto
Frotein (aFP). Pemeriksaan keduanya dengan sekali pemeriksaan
dapat dilakukan dengan menggunakan teknik pemeriksaan imunoperok—

sidase tidak langsung dengan PEwarnaan ganda. Serum primer yvang
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mengandung anti HCG dan anti AFF, dapat berikatan dengan HCG atau

AFF.

Human chorionic gonadotropin (HCG) vang ada pada jaringan
tumor testis dapat berkaitan dengan antibodi primer yang mengan-—
dung anti HCG sehingga terbentuk suatu ikatan HCG — anti HCG.
Kemudian ditambahkan antibodi sekunder yang telah dilabel (perok—
cidase}, maka terbentuklah ikatan HCG - anti HCG berlabel. Eila
ditambahkan substrat akan bereaksi dengan enzim peroksidase
sehingga menimbulkan warna. Kemudian ditambahkan serum yang
mengandung anti AFF, maka AFF yang ada pada jaringan tumor testis
juga akan berikatan dengan anti AFP, vyang akan membentuk ikatan
AFF  — anti AFP, seperti hal yang terjadi pada HCG. Setelah ter—
bentuk ikatan AFP - anti AFF, kemudian ditambahkan suatu antibodi
sekunder yang dilabel dengan peroksidase, sehingga terbentuk
ikatan AFF — anti AFP beriabel. Penambahan ini inipun akan menim-—
bulkan warna yang berbeda dengan warna pertama. Perbedaan ini
disebabkan oleh perbedaan substrat vang diberikan. Dengan demiki-—
an maka antigen HCG dan &FF secara bersama pada satu sediaan,

keduanya telah diwarnai dengan warna yang berbeda.

Fada tumor testis diketahui terdapat peningkatan kandungan
human chorionic gonadotropin (HCG) dan alfa feto protein (AFP)
yang dapat dijadikan sebagai petanda adanya keganasan. HMetode
imunoperoksidase tidak langsung dengan teknik PeEwarnaan ganda,
yang didasarkan pada reaksi antigen — antibodi dapat digunakan
untuk mendeteksi adanya human chorionic gonadotropin (HCG) dan
alfa feto protein (AFF) pada jaringan. Dengan demikian maka
metode imunoperoksidase tidak langsung dengan pewarnaan ganda

dapat dipakai sebagali pemeriksaan adanya tumor testis.
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Dengan demikian jelas kiranya, bahwa metode immunoperoksi-—
dase tidak langsung dengan pewarnaan ganda dapat digunakan untuk
mengetahui lokalisasi dari antigen yang berada secara bersama
dalam suatu sediaan. Hal tersebut telah dicontohkan pada pemerik-—
saan Human Chorionic Ganadotrapin (HCG) dan Aifa Feto Frotein

(AFF) pada tumor testis.

III.3 FPemeriksaan imunochistokimia pada Limfoma Maligna

Limfoma HMaligna adalah nama dari tumor kelenjar getah ben-—
ing. Keganasan kelenjar getah bening ini semula dikenal dengan
nama Limfoma atau Limfosarkoma. Penyakit ini pertama kali dila-
porkan oleh Thomas Hogkin pada 183Z2. Selanjutnya ecleh 5ill Roth
pada tahun 1871, diperkenalkan istilah Limfoma Maligna. Akhirnya
istilah tersebut vyang digunakan sebagai nama kanker tersebut

secatra luas di Amerika Serikat.

Sesuai dengan perkembangan ilmu pengetahuan dan teknologi
pada saat ini, maka dewasa ini teknik peroksidase anti peroksi-—
dase dapat digunakan untuk mendeteksi berbagai macam penyakit
seperti halnya penyakit Limfoma Maligna. Teknik imunoperoksidase
ini dapat digunakan untuk mendeteksi Limfoma Maligna. baik yang
berasal dari loimfosit 7 maupun limfosit B. Selanjutnya akan
diuraikan pemeriksaan limfoma maligna dari limfesit B dengan

menggunakan teknik perwarnaan peroksidase anti peroksidase (FAF).

Teknik Imunoperoksidase adalah suatu teknik pengganti dari
teknik imunofluoresensi vyang mempunyai banyak kelemahan dan
kendala. Teknik percksidase anti percksidase tersebut menggunakan

substrat dan enzim peroksidase sebagai label. Perubahan warna
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yang terjadi,yang digunakan untuk mengetahui keberadaan antigen

yang diperiksa.

Teknik Imunoperoksidase dikelompoknya menjadi 2 kelompok,

yvaitu :

1. Cara yaﬁg menggunakan Horse Radish Feroksidase
{(HRF)dalam ikatan konjugat, vaitu -
1, tii Imunopercksidace langsung
2. Uii Imunoperoksidase tak lansung

3. Teknik Avidin - Eiotin

2. Cara Yang menggunakan Horse Radish Peroksidase tidak
dalam ikatan konjugat, yaitu :

Uji Peroksidase Anti Peroksidase
ITII.3.1 Bahan dan prosedur kerja

a. Bahan

1. Biopsi kelenjar getah bening
EBbiopsi kelenjar getah bening berasal dari seorang
penderita yang diduga mempunyai kasus Limfoma
Malignag
sebagai kelompok kontroil digunakan jaringan kelen-
jar getah bening yang berasal dari penderita yang
mempunyai kelenjar getah bening yang hiperplasia
reaktif.

2. Metanol dengan kFandungan Ho0o 0,4.

<. Serum angsa narmal.

4. Antisera anti kelinci.

26
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Protein serum anti kelinci.
Feroksidase aAnti Feroksidase.

Fewarna yang terdiri dari :

1. F—amino 9 - etil karbasol, yang digunakan
pengecatan sitoplasma:;

2. hematoksilin untuk pPewarnaan inti.

Jelly giiserin sebagai bahén Mountings;

Albuming

10.Fhosphate Buffer Saline {FES).

b. Alat yang diperlukan, adalah :

7.
8.

Q.

gelas bendaj

api bunsen:

kuas;

bak air yang dapat dihangatkan (water bath);
pemegang balok parafin (hoider)

alat untuk membuat balok parafin, yaitu =
dua lempengan besi berbentuk huruf L;
mikroskop sinar;:

open untuk menyimpan dalam suhu hangat vyang
diatur;

mikrotom;

id.gelas penutup.
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€. Prosedur pewarnaan

1. Irisan jaringan dari balok parafin dilakukan depa—
rafinisasi;

2. kemudian irisan jaringan tersebut direndam‘ dalam
H202 G,6% dalam metanol selama 20 menits;

3. irisan tersebut direndam dalam serum angsa normal
1/20 selama 10 menits;

4. selanjutnya irisan tersebut ditambah dengan antis-—
era untuk manusia yang dibuat dari kelinci, selama

60 menit;

N

irisan ditambah dengan serum anti kelinci dari

protein serum anti kelinci 1/20, selama 30 menitg;

6. lalu dicuci dengan phosphat buffer saline (FES)
selama 5 menitg;

/. irisan tersebut ditambah dengan Feroksidase @nti
Peroksidase selama 30 menits

8. irisan dicuci dengan PBS selama 15 menit;

9. irisan diberi substrat 3 amino 9 etil karbasol,
selama 30 — &0 menit;

10.irisan dicuci dengan PES selama 5 menits;

li.irisan tersebut diberi warna pembanding dengan
hematoksiling

12.selanjutnya irisan yang telah dicuci dan dijernih—

kan diberi media Mounting.

Hasil pewarnaan diperiksa dengan menggunakan mikroskop
cahaya. Pemeriksaan dengan teknik peroksidase anti peroksidase
(FAP) ini dikatakan pPositif bila ditemukan warna coklat. Warna
tersebut digunakan sebagai tanda adanya bahan antigenik intrase-—

luler vyang sesuai dengan antibodi yang digunakan dalam pemerik-—
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saan. Bahan antigenik intraseluler tersebut pada sediaan preparat
dari biopsi jaringan limfoma maligna difus yang berasal dari

limfosit B tampak berwarna caoklat atau coklat kemerahan.

Akan tetapi bila tidak berwarna coklat atau coklat kemerahan
bukan berarti tidak ada keganasan limfoma maligna. Hal ini karena
keganasan limfoma maligna yvang difus yang berasal dari limfosit
T, ditandai oleh adanya bentukan roset. Tanda tersebut tidak
memberikan warna merah pada pewarnaan peroksidase antiperoksidase

(PAFP) .

Irisan jaringan vyang berisi limfosit kecil, dengan inti
bergaris. tengah & - 8 ¥, berbentuk bulat, dapat berlekuk atau
bercelah dalam, dengan kromatin yang tersebar secara acak dan
sitoplasma limfosit kecil ini amat sedikit. Limfosit T dan lim-
fosit B secara normal tidak dapat dibedakan secara morfologi
dengan mikroskop cahaya biasa, tapi dalam pelbagi keadaan dapat

diketahui morfologi limfosit B dan limfosit T yang neoplastik.

Ferbedaan yang paling nyata antara limfosit E dan limfosit T
adalah adanya imunoglobulin permukaan di membran limfosit B dan
petanda tersebut tidak ditemukan pada limfosit T. Selama proses
pendewasaan, jenis imunogleobulin permukaan di membran limfosit
tersebut berubah dan perubahan ini merupakan petanda adanvya
diferensiasi limfosit vang bersangkutan. Fada umumnya imuncglobu-—
lin permukaan di membran limfosit adalah ig M dan Ig D, keduanya
dapat secara bersamaan terdapat di permukaan limfosit.

Penentuan imunoglobulin permubkaan di membran limfosit pada
umumnya sukar. Hal  ini karena pengaruh variasi sensitifitas

antisera yang digunakan amat besar. Variasi sensitifitas ini agak
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tertolong oleh tersedianya antisera yang baku di  pasaran, baik

secara terpisah atau dalam bentuk +ii.

Teknik pewarnaan imunohistokimia atau  imunositokimia vang
sudah pernah digunatan dalam studi limfoma, antara lain pemerik-—
saan  =ecara homogenat atau dengan menganakan larutan limfosit
dari eritrosit

yenyg diperiksa dengan indikator pembentukan rosat

s

4tau dmunofluorecensi. Pemneriksazn demibion dapat menimbulkan
masalah, vyaitu terutama sebagai a! ihat pemsriksaan sediaan yang
berasal dari larutan Jimfosit atau homogenat. Fada sedizan yang
diambil dari sa thgan tumor yang dibuat homgenat atac dalam

Al

taratan =2l, yang akan mengalami kesulitan untuk mendapatkan sel

g tahan hidup cukup lama dalam larutan, sehingga pada pemer—
ikgsaan larutan sel tersebut banyak dijumpazi sel vyang telah
rusak. Selain itu sediaan yang dibuat dari bentuk homogenat atau

larutan akan timbul masalah topografi dan asal sel vang diperik-

sa, tidak dapat dilacak.

Femeriksaan dengan teknik imunoflucresensi juga mempunyai
keterbatasan. karena pada pemotongan dingin irisan lebih tebal
dibanding dengan teknik paraftin, sehingga pemakaian mikroskop
imunofluoresensi akan mengalami kesulitan untuk membedakan antara
limfosit dan monosit. Selain itu mikroskop fluoresensi dan alat
potong dengan pendinginan atau cryvostate lebih mahal dibanding
dengan pemeriksaan yang menggunakan mikroskop sinar. Namun pada
keadaan tertentu, pemeriksaan dengan teknik dingin tidak mungkin
dihindari, manakala antigen yang diperiksa merupakan antigen yang

tidak stabil.

Pada pemeriksaan limfoma maligna Non—-Hodgkin, pemeriksaan

imunohistokimia dengan teknik peroksidase anti peroksidase dapat

30
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menghinda?i kesulitan tersebut. Femeriksaan tersebut lehih prak-—
tis, secara morfologik, lokasi antigen dapat diketahui, dan biaya

yang diperlukan lebih murah.

Femeriksaan peroksidase anti peroksidase (FaAF) yang diguna-—
kan pada pemeriksaan limfoma ini menggunakan tiga reagen utamas,
yaitu :

1. Antibodi primer yang bersifat spesifik terhadap antigen

yang akan ditentukan;

Z. Antibodi sekunder atay antibodi renchubung  yang dapat

mengikat antibodi primer dan kompleks FAF, hal ini dise-
babkan keduanya dibuat dari spesies hewan yang samag

3. Kompleks Peroksidase anti peroksidase (FAF).

Seperti periksaan Feroksidase terdahuiu, maka enzim percoksi-
dase denga6 penambahan subsfrat yang mengandung bahan kromogen,
akan menimbulkan warna coklat atau coklat kermerahan. Dengan
demikian maka Pemeriksaan peroksidase anti peroksidase (FAFP)
dapat digunakan untuk mendeteksi limfosit B dari keganasan limfo-
ma HMaligna Non—Hodgkin yang difus. Namun demikian pemeriksaan
tersebut akan menjadi lebih baik, bila ditunjang dengan pemerik—

Saan yang lain, yvaitu :

1. aktifitas esterase non spesifik, dan

<. pewarnaan acid fosfatase, ¥ang pada sediaan tampak difus.

i imi harto Taat Putra
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IIT.4 Pemeriksaan Lisozim pada FPenyakit Hati Kronik

Pemeriksaan imunositokimia untuk menetapkan lokasi imuncgen
baik di sel Mmaupun di jaringan semakin banyak digunakan. FPerkem—
bqngan teknik pewarnaan imunositokimia ini sejalan dengan Eerkem—
bangan imunologi. Femeriksaan imuncsitokimia pada hepatosit
berdasarkan pada reaksi antigen di hepatosit dengan antibodinya.
Karena pemeriksaan ini menggunakan label yang berdasar pada
perubahan substrat diamino bensidin (DAEB) maka pemeriksaan terse—

but juga dikenal sebagai pemeriksaan imunoperoksidase.

Pemeriksaan imunoperoksidase Mmerupakan pemeriksaan yang
menggunakan enzim percksidase serum kuda atau horseradish perayi—
dase (HRP) dan diaming benzidine {DAR) sebagai substrat, serta
memakai antibodi, baik antibodi primer maupun sekunder. Pemerik—
Saan imunopercksidase tersebut banyak digunakan untuk pemeriksaan
sediaan jaringan dan sél, termasuk hepatosit. FPeningkatan aktifi-—
tas enzim lisocsim Pada penyakit hati kronik dapat pula diperikea
dengan pewarnaan imunoperoksidase. Aktifitas enzim lisosim pada
penyakit hati  kronik ini dapat "diperiksa dengan menggunakan
pemeriksaan imunoperaksidase, baik secara tidak langsung atau

secara langsung. Femeriksaan ini bermanfaat untuk :
1. membantu menegakkan diagnosis penyakit hati kronik;
2. memberi alternativf pemeriksaan laboratorium dalam menegak

kan diagnosis penyakit kronil .

Seperti telah diuraikan terdahulu, pemeriksaan imunoperoxi—

dase merupakan pemeriksaan yang berdasar pada suatu reaksi
antigen - antibodi, Yang menggunakan horseradish pPeragxidase en-—
Zyme. Pada pemeriksaan penyakit hati Eronik, dapat menggunakan

ey
wtdl
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beberapa teknik pemeriksaan imunaperoksidase, antara lain :
1. Teknik antibodi yang berlabel Peroksidase, yaitu :

&. Teknik antibodi Eerlabel peroksidase yang langsung
Teknik antibodi berlabel percksidase yang langsung
merupakan teknigk ¥ang imunoperoksidaase yang paling
sederhana.

Secara ringkas, pemeriksaan dengan teknik antibodi
beriabel peroksidase sacara langsung, padea dasarnvya
dilakukan dengan mereaksikan antibodi yang berlabel
pPercksidase dengan antibodi. Ikatan terjadi secara
spesifik antara antiboedi dengan antigen. Enzim perok-—
sidase mengubah substrat DAaEB sehingga. Enzim berwarna
coklat. Warna coklat ini hanya £erdapat pada kompleks
vang berikatan dengan antibodi yang berlabel tersebut,
sedang antibodi yang tidak terikat akan larut pada
saat pencucian. -

Dengan demikian bila ada warna tersebut, maka sediaan
Yang diperiksa mempunyai antigen yang sesuai dengan

antibosi yang dilabel tersebut.

b. Teknik imunoperoksidase tidak langsung

Teknik imunoperoksidase tidak langsung, pada sediaaﬁ
yang mengandung antigen yang akan ditentukan, ditambah
dengan antibodi primer yang tidak dilabel, sehingga
terjadi ikatan antibodi primer dengan antigen.
Kemudian diberikan antibodi sekunder, yaitu Anti Gamma
Globulin terhadap Antibodi pPrimer, antibodi sekunder
ini diberi konjugat Peroksidase.

Metode ini lebih sensitif dan spesifik'bila dibanding—

dengan teknik isngsung.

‘ i imi O Taat Putra
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2. Teknik antibodi yang tidak dilabel peroxidase
Teknik antibodi yang tidak dilabel peroxidase menggunakan
enzim peroksidase tidak dalam bentuk anngat tetapi
dalam bentuk itatan imonologik, yaitu kompleks imun.
Szlah satu dari metode ini adalah teknik FPeraxidase Anti
Feroksidase {(FAF).
FPada dasarnva teknik Peroxidase Anti Fercoxidase (FAF)
menggunakan antibodi primer yang spesifik terhadap anti-—
g=n di sel atau jaringan, molekul tersebut akan mengada—
kan ikatan imunologik.
Kemudian ikatan tersebut gitambahkan antibodi sekunder
dengan kompleks peroksidase antiperoksidase dan DAE.
Hal ini dimaksudkan agar sediaan tersebut dapat terlihat

pada pemeriksaan mikroskop sinar.

Seperti telah diuraikan, bahwa pada pemeriksaan imunoperok—
sidase, baik yang teknik antibodi berlabel maupun teknik antibodi
tanpa label, keduanya memakai konjugat enzim peroksidase yang
berasal dari serum kuda. Enzim demikian disebut sebagaili Horse-
radish Fercrsidase Enzyme yang dapat memecah substrat Diaminc

Benzidine (DAB), vang memberikan warna coklat.

Frinsip teknik antibodi yang dilabel dengan percksidase cara
tidak langsung pada lisozim di Jaringan hati =

Lisczim yang terdapat pada jaringan hati merupakan antigen .

yang akan diperiksa dengan mengikatkan dengan antibodi

primer yang spesifik terhadap antigen tersebut.

Eemudian tambahkan antibodi sekunder, agar bisa terlihat

dengan pemeriksaan mikroskop sinar maka antibodi sekunder

vang ditambahkan perliu diberi kFonjugat enzim peroksidase
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yang mampu memecah substrat Diemina Benzidine (DAE).

s
35
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II1.4.1 Bahan dan prosedur pemeriksaan

Eahan

i. Bahan fiuxsasi,
Formalin buffer 10%;

2. Xilol untuk deparafinisasi;

3. Alkohol dari konsentrasi tinggl ke rendah
untuk hidrasi;

4. Alkohol dari konsentrasi rendah ke tinggi
untuk dehidrasi;

3. FPerekat jaringan,
Gelating

&. Antibodi primer :
Antisera kelinci terhadap lisozim, yaitu antibodi
yang spesifik terhadap lisozimg;

7. Antibodi sekunder :
Antisera terhadap Gamma Globulin kelinci, vaitu
Antisera dari kambing terhadap imuncglobulin kelin-
ci, vyang dilabel dengan Horse Radish Peroxsidase
Enzyme;

8. Substrat kromogen
Diamino Benzidine (DAB):

7. Phosphat Buffer Saline (FES) pH 7,4g0,2

Sodium Chiorida 8 a
Sodium Phosphat, Dibasic Anhydrous 115 6
Fotasium Chloride 0.2 g
Fotasium Fhosphat : 0.2 g

Monobasic Anhydrous

Aguadest : i L

e
S |
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10.Counter Stain @

Meyer Hematoxylin,

Ammonia Water : Ammonium Hydroxide

Aguadest
1i.Founting medium :

Permanent Aquecus Mounting Medium.

b. Alat

i. Mikroskop sinars;

Z. Rotary mikrorom;

3. Waterbaths

4. Inkubator;

2. Tempat pengecatan:

7. Timer;

B. Belas henda {Jbyek glass):
7. Belas penutup (Cover glass);

10.Pipet serolaogik;

c. Cara keria

1. Sediaan irisan balok parafin yang berisi
hati kronik, dilakukan deparafinisasi dengan

gunakan xilol, deparafinisasi ini untuk menghilang—

kan parafing

2. sediaan tersebut dilakukan proses
etil alkcheol dari konseatrasi tinggi ke konsentrasi

rendah, maksud hidrasi untuk memberitan

medium minyak dengan mendium air;

LAPORAN PENELITIAN Peran Pemeriksaan Imunohistokimia...
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hidrasi

1,4 mi.

250 ml.
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3. Cuci dengan PBES;

4. sediaan diberi antibodi primer yang specifik terha-—
dap lisozim ¢ antigén Js kemudian diinkubasikan
selama Z0 meﬁit;

3. sediaan dicuci dengan FBS selama 1 menits;

4. tambahkan antibodi sskunder yang berkonjugat,
déngan menginkubasikan selama 20 menits

7. cuci dengan FES selama 1 menit:

8. sediaan ditambah dengan substrat diamino benzidine
(DAB}, dan diinkubasilkan selama 20 menit;

7. cuci dengan PES selama 1 menit;

l0.sedisan diwarnai dengan pewarna pembanding, wveitu
Hematoksilin dari Mever, selama 5 menits

1l.cuci dengan air kran atau air mengalirg

1Z2.berikan ammonia air selama 10 detik, atau sampai
warna berubah meniadi ke bitruan;

13.cuci dengan air kran atau air mengalir;

l4.kemudian dilakukan dehidrasi dengan menggunakan
etil alkechol dari konsentrasi rendah ke konsentrasi
tinggi;

15.dilakukan ciearing dengan xilols

lé6.sediaan yang masih basah di mounting;

17.pemeriksaan sediaan dengan menggunakan mikroskop

sinar.

Kenaikkan jumlah aktivitas lisczim yang diproduksi cleh sel
intralobular merupakan tanda Frimary Biliary Cirrhasis (FEC) dan
hepatitis kronik. Salah satu cara untuk mengetahui aktifitas
enzim tersebut pada hepatitis kronik, dengan menggunakan teknik

imunoperoksidase secara tidak langsung.
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Fada pemeriksaan ini menggunakan antibodi primer, yaitu
antibodi berasal dari kelinci yang spesifik terhadap lisozim
manusia, sehingga terjadi ikatan antigen dengan antibodi primer .,
Kemudian antibodi primer vyang mengikat lisozim, diikat coleh
antibodi sskunder yang telah diberi konjugat peraoksidase. Untuk
mengetahui adanva lisozim di jaringan hati, sediaan tersebut
ditambahkan dengan eubstrat yang merupakan suatu  indikator,
Substrat tersebut adalah diaminc benzidine tetra {(DEE) . vang éleh

peroksidase diubah menjadi beruban cokiat.

Frinsip dari imunchistokimia dengan teknik antibodi vang di
label dengan peroksidase secara tidak langsung, vang diﬁuﬁakan
untuk diagnosis Priméry Billiary Cirrhosis dan Chranic Hepatitis,
adalah sebagai berikut :

1. Lisozim yang terdapat pada jaringan merupakan antigen
vang akan diperiksa yang diikat ocleh antibodi primer yang
spesifik terhadap lisozim tersebut.

2. Antibodi primer yang mengikat lizosim diikat oleh anti-
bodi sekunder yang mempunyai konjugat percksidase.

3. Substrat akan diubah oleh peroksidase sehingga berwarna
coklat, warna ini vyang digunakan sebagai indikator pemer—

iksaan adanya lisczim di jaringan hati.

Sediaan jaringan hati vang bereaksi positf, dengan mikroskop
sinar menunjukkan warna cokiat. Warna coklat ini terdapat di
sitoplasma, sedang warna biru terdapat di inti pada semua sediaan

yang diperiksa, baik yang positif maupun yang negatif.
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ITI.53 Pemeriksaan Imunohistokimia pada Karsinoma Prostat

Karéinoma prostat adalah salah satu bentuk keganasan vang
sering terjadi pada pria. FPenyebab karsinoma prostat beium jELas,
tetapli sampai prognosis kanker ini jelek. Seperti halnya padsz
keganasan vyang lain, pada karsinoma proﬁtat mempunyai petanda
tumor ;  vyaitu hormen human chorionic ganadatrapin (HCB). Fada
keadaan normal hormmn‘ini didapatkan pada kehamilan. Fetanda
tumor HCG ini tidak spesifik untuk kanker prostat, sebab hoarmon
ini dapat dijumpai pada kenker lain. Lengan deaikian makas pemer—
1ksaan HCG di jaringan akan iehbih mempunyai arti untuk diagrosis
daripada pemeriksaan di darzah. Sebab pemerikszan di jaringan atau

di sel dapat secara langsung diketahui lokasi hormon tersshut.

Ada beberapa metode yang dapal dilakukan untuk menentukan
HCG di jaringan, yaitu :

1. imunopercksidase secara langsung atau tidak langsungs
<« radio immunc assay {RIA);
S. imunoflucresensij;

4. avidin biotin complex (ABC).

Teknik avidin biotin complex (ABC) ini merupakan teknik yang
dikembangkan dari teknik imunopercksidase. Teknik dianggap lebih
peka dibanding dengan teknik imunaperoksidase yang konvensional.
II1.53.1 Bahan dan prosedur pemeriksaan

a. EBahan

-

1. Sedisan aspirat berasal dari prostat;

2. Bahan fiksasi, yaitu linolin

o
£440
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Fhosphat Buffer Saline (FBS) pH 7.4

R/ NaC1l il RN L PSR - .. | qr
NaZHPDA cibvssvniteanemnsessees s 10,7 gr
NaHZPO4 Teeiciiieciiieneiee. 3,9 gr
Agquadest sEmsmsensn s enunennnes LOOO ¢

Hidrogen Feroksidase (H202) O,3% dalam metanoi

fAnti HCG (Antibedi monok ional)

Serum swine narmal 3%

Biotinylated antibody

Larutan AEC (komplek AR)

343 Diaminobenzidine (DAE) =ebagai Eromogen.

10.Hematoksilin

1i.

Alkohcl asam

1Z.Amania air

i3.Alkohol 95% sampal alkohol absolut

14 .Penjernihan dengan xiloi

15.

Mounting medium dengan Gliserol gelatin.

Alat

8.
F=

10.

Mikroskop sinar;

Rotary mikrnrnm, bila aspiratnya berupa jaringan:
atau cukup dihapuskan bila aspiratnya jaringan yang
telah hancur;

Waterbath;

Inkubator;

Tempat pewarnaan;

Timers;

Gelas benda (Ghbvek glass);

Gelas penutup (Cover glass):

Fipet sercleogiks

4]
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C. Frosedur pemeriksaan

i. Persiapan

1. Phosphat Buffer Saline (FBES) pH 7.4
R/ HaCl R L L g T P S - o]
NEZHPOA « osivnam e as v sl ee s 10,7 g
NaHZPO4 o iininneseeen s 3,9 g

Aquadest ..c.cseiisean nw 1000 ml

2. Hematoksilin

R/ Eristal Hematciksilin i e T i a
Amonium/potasium alum saswnms=s 100 g
Asam merkuri merah sscsescacnsssns 2,3 g

fAilkohol absolut ..... T e 909 ml

Aquadest ... .iieeiieaeena.. 1000 m1
3. Alkohol asam
R/ Alkoheol 70% WA R W e e e 99 ml

HC1 W W e me e e e e R L 1 mi

4. Amonia air

I
I
2

R/ NH40H SR e e 9 w8 R . mil

Aquadest “etusssmnasxanssaansss 1000 mi

2. Larutan DAE
R/ 10 cc larutan AB (3 mg/ml dalam FBS)

&. Larutan ABC {kompleks AR)
avidin dalam PBS R R T R R S NS 1 ;. a’/mil

Biotin herlabel peroksidase dalam PBS 2,5 g/ml
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2. FPewarnaan

10,

11.
B2

D -

i4,

15.
162

17.
18

19

LAPORAN PENELITIAN Peran Pemeriksaan Imunohistokimia...

ﬁspirét dihapuskan pada gelas bendaj;

segera difiksasi dengan fixatif, selama 14 merit;
celupkan sediaan kedalam H207? Ca3%. 30 menitg;

cuci dengan FRS, 20 menitg

rendam dalam serum swine normal 3%, 20 menit;
tambahkan anti HC&, biarkan, 30 menit;

cuci dengan PES, 2 kali 5 menit;

tambahkan larutan antibodi yang diberi biotin,
selama 30 menitg

cuci dengan PES, selama 2 x S menitg

tambahkan larutan kompleks AE, selama 30 - &0
menit;

cuci dengan FES, 2 x 5 menits:

tambahkan larutan DAE, 5 menit;

cuci dengan air mengalir, 5 menit;

diwarnai dengan Pewarna pembanding, yvaitu hematok-—
silin dari Meyer, selama imenit;

cuci dengan air mengalir:

dilakukan diferensiasi dengan alkohol asam, sampai
sediaan agak pucat;

cuci dengan air mengalir sampai sediaan ke biruang
celupkan dalam amonia éir sampali sedian tampak biru
gelap;

sediaan dicuci dengan air mengalirg

dilakukan dehidrasi dengan menggunakan alkohol
mulai 93% sampai alkohol absclutg

penjernihan dengan xilol;

diberi mounting medium'dengan gliserol gelatin.

47
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Sediaan vyang telah diwarnai diperiksa dengan mengqunakan
mikroskop sinar. Sediaan vang positif, terlihat sitoplasma =el
berwarna coklat dan inti berwarna ungu. Adanya warna ini menun—
jukkan bahwa di sel atau jaringan tersebut terdapat HCG. Sejak
lima puluh tahun yang lalu, human choricnic gonadotropin (HCGS
mulai dikenal sebagai petanda fumor. HCE merupakan hormon gliko-—
protein dengan BM 30.000, vang disusun oleh 15 - 2074 karbohidat,
yang terdiri dari galaktosa dan asam sialat. HCG memiliki banvak
kemiripan dengan Luteinising Hormane (LH) yang Jjuge merupakan
hormon glikeoprotein dan memiliki struktur ° dan a. Hanya ada satu
perbedaan vyaitu HCG mempunyal gugus ekstra CO0H di terminal
struktur 8. Karena kemiripan ini sering terjadi reaksi silang
antara anti HCG dengan LH. Reaksi silang ini jaran atau tidak
terjadi bila pemeriksaan menggunakan anti = HCG. Menurut Ridarf
(1985), pada electrofarensis serum HCG normal merupakan fraksi =
dan g glcbulin. Sedangkan HCG vang didapatkan sebagai petanda

)

tumor merupakan fraksi 2 dan a globulin.

HCE di jaringan dapat diperiksa dengan metode Percksidace
Anti Feroksidase (FAF). Menurut Handoyo (1987), sekitar 7o%
peroksidase pada ikatan FaP nilang pada saat pencdcian. Hal ini
akan sangat mempengaruhi kepekaan pemeriksaan. Karena itu penggu-—
naan metode avidin biotin peroxidase complex (ABC) akan Jauh

lebih peka.

Avidin sebenarnya merupakan derivat putih telur dengan BM
67.000 -~ 48.000 dalton. Sedang biotin adalah vitamin H vyang
didapatkan pada kuning telur. Avidin mempunyai 4 tempat ikatan
vang luar biasa terhadap Biotin. Selain ita avidin dapat mengikat
molekul seperti antibeodi, enzim, lektin, dan sebagainya. Froses

Eonjugasi dengan biotin disebut biotinisasi. Fada teknik ini
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digunakan percksidase sebagai konjugat. Biotin peroksidase dapat

dibuat dari satu moiekul perocksidase yang dilabsl oleh beberapa

molekul biotin. Dengan demikian maka molekul peroksidase tersebut

akan diliputi ocleh molekul biotin. Harena molekui

bigtin cangat

kecil, maka molekul biotin ini tidak mengubai baik sifat fisik,

kimia maupun kemampuan enzimatik perokeidase,

Kompleks avidin biotin peroksidase dapat dibuat dengan cara

menginkubasi sejumlahn avidin dan biotin peroksidase di tabung

reaksi reaksi. Avidin bereaksi dengan biotin peroksidase dengan

membentuk ikatan khusus paca binding site. Dengen

perbandingan

avidin dan biotin peroksidase sedemikian rupa  sshingga tidak

semua binding site pada molekul avidin terisi oleh

sidase. Binding site yang masih ada pada molekul

bictin perok-

avidin yang

tidak mengikat biotin percksidase, akan ditempati molekul bictin

yang dikcnjugaﬁi dengan antibodi sekunder. Ikatan Avidin - Biotin

Jauh lebih stabil dibanding dengan ikatan Feroksidase Anti Ferok-

sidase. Oleh karena ity metode ABC jauh lebikh peka dari padsa

metode FAF. FPada penelitian terbukti bahwa ABC dapat mendeteksi

antigen dalam jumlah Ye&ng sangat kecil yang tidak dapat dideteksi

oieh ‘metode FPaF. Dengan demikian maka pemeriksaan HCG dengan

menggunakan teknik ARC merupakan teknik vang relatih lebih peka

dibanding-dengan teknik imunopercksidase yang ada.
gat HCE tidak harya dijumpai pada kanker prostat,

Saan HCG tidak spesifik untuk kanker prostat.
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IIlI.&6 Pemeriksaan Imunoperoksidase pada Kanker Payudara

Sebelum membicarakan pemeriksaan imunoperroksidase pada
kenker payudara, akan diketengahkan lebih dahulu perihal kanker
payudara. Hal ini diperlukan agar dapat dimengerti dasar pemerik-

saan petanda tumor dengan menggunakan imunoperoksidase.

II1.6.1 Kanker payudara

Kanker payudara merupakan keganasan yang banyak menyebabkan
kematian pada wanita. Secara umum angka kematian kanker ini di
Indonesia cukup tinggi, yaitu menempati urutan ke tiga di rumah
sakit swasta atau menempati urutan angka kematian ke &6 di rumah
sakit umum. Meningkatnya angka kematian kanker dapat disebabkan
oleh beberapa hal, antara lain :

1. pasien datang terlambat;

2. sarana diagnosis yang terbatas;

3. pengobatan yang masih perlu ditingkatkan.

Berbagai faktor resiko terkena kanker payudara, antara lain

édalah :
a. Umur
Wanita diatas 30 tahun mempunyai kemungkinan yang besar
untuk mendapatkan kanker payudara dan resiko akan bertam-—
bah setelah post menopause.
b. Riwayat keluarga
Wanita vyang mempunyai keluarga vyang menderita kanker

mempunyai resiko yang lebih tinggi untuk menderita kanker

payudara.
€. Riwayat menderita kanker

Wanita yang menderita kanker ditempat lain akan mempunyai
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resiko untuk menderita kanker payudara lebih besar.
Status pernikahan

Wanita vyang tidak menikah mempunyai resiko lebih besar
untuk menderita kanker payudara.

Umur saat mempunyai anak pertama

Wanita vyang melahirkan anak pertama pada umur 35 tahun,
mempunyai resiko lebih tinggi wuntuk menderita kanker
payudara.

Kelainan pada payudara

Wanita yang menderita kista atau sering mengalami infeksi
pada payudara, akan lebih mudah menderita kanker payuda—
ra.

Umur menstruasi pertama

Wanita vyang menstruasi pertama pada usia yang sangat

muda, mempunyai resiko tinggi wuntuk menderita kanker

payudara.

Fenyinaran

Wanita yang sering mendapat penyinaran yang mengenai
payudara, akan mempunyai resiko menderita kanker payudara
yang lebih tinggi.

Obesitas

Wanita vyang kegemukan akan mempunyai resiko mendapatkan

kanker payudara vyang lebih tinggi.

jJinak payudara yang dapat meningkatkan resiko kanker

Payudara, antara lain :

1.

Fibra cystic disease, yang sering diderita oleh wanita
berumur 30 - 45 tahun. Kelainan ini berkaitan dengan
ganguan keseimbangan hormonal.

Fibroadenama, yang dijumpai pada wanita muda dan diduga

oleh tinggi kepekaan jaringan payudara terhadap hormon
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estrogen.

3. Fat necrosis, merupakan kerusakan lemak pada payudara
akibat trauma.

4. Mammary Duct Ectopia, merupakan pelebaran saluran air
susu dibelakang papila.

5. Mastitis, yang merupakan keradangan di jaringan payudara

yang dapat terjadi pada semua umur.

I111.6.2 Petanda tumor Carcincgembryonic Antigen (CEA)

Carcinoembryanic antigen (CEA) merupakan petanda tumor,
karena bahan ini akan meningkat kadarnya pada penderita kanker.
Secara normal bahan ini disintesis oleh sel embryonal. CEA juga
merupakan suatu glikoprotein dengan berat molekul 200.000. Perta—
ma kali CEA ditemukan oleh Gold dan Thomson pada penderita kanker
kolon, karena itu pada awalnya CEA dianggap spesifik untuk karsi-—
noma kolon. Pada berbagai pemeriksaan kemudian diketahui ternya-
ta CEA ini juga terdapat pada karsinoma payudara. Kadar CEA pada
orang dewasa normal kurang dari 2,5 ng/ml darah. Pada kanker
kadar ini meningkat. Dengan demikian maka CEA digunakan sebagai

petanda kanker pada payudara.

IIT1.6.3 Metoda Imunoperoksidase

Teknik imunopercksidase carcinoembrycnic antigen (CEA)
digunakan untuk menggantikan pemeriksaan imunofluoresensi. Teknik
imunoflouresensi ini mempunya&i banyak kendala, antara lain memer-—
lukan mikroskop khusus, preparat tidak permanen sehingga sulit

untuk disimpan lama karena kadar fluoresensinya menurun., selain
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itu teknik imunofluoresensi sering menimbulkan otnflouresensi,
teknik ini memerlukan jaringan segar, dan morfolagi yang didapat
jelek. Dengan ditemukan pemeriksaan imunoperoksidase, maka kenda-

la pemeriksaaan tersebut dapat dikurangi.

Metode imunoperoksidase sudah dimulai sejak tahun 1966, dan
metoder ini mempunyai beberapa keuntungan, ~antara lain dapat
menggunakan mikroskop sinar, preparat tetapi permanen sehingga

dapat disimpan, dapat menggunakan preparat parafin, dan morfologi

yang didapat lebih bagus.
III.6.4 Bahan dan prosedur kerja

a. Rahan

Bahan vyang digunakan untuk Pemeriksaan petanda tumor

CEA pada kanker Payudara, adalah :

1. Jaringan hasil biopsi atau operasi tumor payudara
2. xilol,

3. alkohol absolut, alkohol 95 £y
- bahan maunting,

HC1 0,2% dalam metanaol (blocking agent),

o TR

antibodi primer untuk CEA, diperoleh dari kelinci

yang diberi antigen sebelumny,

7. antibodi kontrol, diperoleh dari serum kelinci
normal,

8. antibodi sekunder, yaitu anti T globulin kelinci
yang diperoleh dari serum angsa,

9. kompleks Peroksidase Anti Peroksidase (PAP) ,

substrat H202 3% dan kromogen Diamino benzinidin

tetrahidroclcrid (DAB) ,
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10.Tris Buffer pH 7,6

ll.perekat jaringan yaitu gliserin atau albumin

12.warna pembanding Hematoksilin dari Mayer,

13.alkohol asam yang terdiri dari alkahol 70 %99 ml
dan HC1 paket 1 ml,

14, amonium aif yang berisi amonium hidroksida 2 ml dan

air suling 1000 ml.
b. Alat

1. Mikroskop sinar;

2. Mikrorom putar;

3. Waterbath;

4. Inkubator;

3. Tempat pewarnaan Can pencuciang
7. Pencatat wak tug;

B. Gelas benda (Obyeik glass);

9. Belas penutup (Cover glass)
10.Fipet serologik;

1l.Kertas saring;

12.gelas ukur 1000 m1.

: €. Prosedur Pemeriksaan
1. Persiapan

Fersiapan jaringan ini ada dua hal vyang harus
dilakukan, yaitu pemberian label dan fiksasi.
1. Fiksasi jaringan dengan formaldehid 4% dalam

NaCl 0,15 molar selama 2 - g Jam,
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2. pemberian label dilakukan untuk menghindari agar

tidak tertukar dengan sediaan lain.

Mengingat CEA merupakan petanda vang tidak rusak
oleh pemrosesan jaringan, maka sediaan dapat di-
proses dengan menggunakan teknik parafin. Teknik

tersebut sebagai berikut :

1. dehidrasi dengan alkchol dari konsentrasi rendah
ke konsentrasi tinggi selama 3 x 2 menits;

2. penjernihan dengan xilol, selama 3 x 2 menit;

3. impregnasi, vyaitu proses untuk mengusahakan
menghomogenkan sediaan, yang dilakukan dengan
memasukkan jaringan ke dalam parafin cair pada
suhu 56 - 58 © C, selama 3 x 2 jam;

4. pengeblokan jaringan dengan menggunakan parafin,
yang dicetak sesuai dengan kebutuhang

5. setelah terbentuk balok parafin, selanjutnya
dilakukan pemotongan balok parafin yang berisi
jaringan dengan menggunakan mikrotom putar,
dengan ketebalan antara 4 - & M.

6. Irisan balok parafin yang berisi jaringan dile-

katkan pada gelas benda.
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2. Pewarnaan CEA dengan Teknik PAP

1. Jaringan parafin yang telah dilekatkan pada

gelas benda, dituangi larutan tripsin O,1 %

dengan pH 7,8 pada suhu 37°C selama 20 - 25

| menit;

2. cuci dengan Tris buffer yang mengalir,

| 3. percksidase endogen dirusak aktifitasnya dengan
mencelupkan ke larutan HCl 0,2 % dalam metanol
pada suhu kamar, selama 30 menit;

4. cuci dengan Tris buffer;

9. bila terdapat latar belakang yang tidak spesi-
fik, dapat dihilangkan dengan menggunakan serum

| angsa normal (1 : 5), pada suhu kamar, selama 10
menits;

6. cuci dengan Tris buffer;

7. bila terdapat reaksi silang antigen yang tidak
spesifik dapat dihilangkan dengan menggunakan

asam perklorat;

8. cuci lagi dengan Tris buffer,

?. inkubasi dengan antibodi primer, yaitu anti CEA
dari serum kelinci, pada suhu kamar, selama 30
menit;

10.cuci dengan Tris buffer;

ll.inkubasi dengan antibodi sekunder, yaitu anti =
globulin kelinci dari serum angsa, pada suhu
kamar, selama 30 menit;

12.cuci dengan Tris buffer;

13.inkubasi dengan kompleks PAP, pada suhu kamar,
selama 30;

14.cuci dengan Tris buffer;
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15.berikan substrat yang mengandung kromogen, pada
suhu kamar, selama 5 — 10 menitg

l6.cuci dengan Tris buffer;

17.berikan warna pembanding, vyaitu hematoksilin
dari Mayer;

i8.dehidrasi dengan :

1. alkohol 95 %, selama 2 x 2 menit:

2. alkohol absolut, selama 3 x 2 menit;
19.penjernihan dengan xilecl, selama 3 x 2 menit,
20.dilskukan mounting dengan canada balsamg
21.sediaan siap untuk dilihat dengan mikroskop

sinar.

Fada keadaan normal carcinaembryanic antigen atau CEA dapat
ditemukan di kolon. Pada penderitaa kanker, termasuk kanker
pPayudara, kadarnya CEA meningkat. Untuk mendeteksi CEA ini dapat
menggunakan teknik Peroksidase Anti Peroksidase (PAP). Selanjut-
nya untuk memeriksa keganasan, selain diperlukan pemeriksaan
histopatologi, maka juga diperlukan pewarnaan khusus dari petanda
tumor, seperti berbagai macam produksi sel, antara lain enzim dan

hormon, atau antigen sel kanker.

Walaupun pemeriksaan sel kanker sudah lama dilakukan, vyaitu
sejak Coons merintis suatu pemeriksaan dengan metode imunofl-
uoresens pada tahun 1941, tapi karena berbagai kendala vyang
dihadapi, maka teknik pemeriksaan tersebut tidak berkembang
dengan pesat. Dengan diperkenalkannya metoda lain, vyaitu imu-
noperoksidase kendala tersebut dapat diatasi. Dasar pemikirannya
sederhana, yaitu mengubah label vyang memberi pendaran ke bentuk
label vyang berupa perubahan warna yang dapat dilihat dengan

mikroskop sinar.
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Teknik ParP yang menggunakan Jaringan sebagai bahan pemerik-—
saan, sering dijumpai adanya peroksidase endogen yang dapat

mengganggu pemeriksaan. Untuk menghilangkan gangguan ini dapat

dilakukan penambahan larutan HC1 0,2 % dalam metanol. Hasil akhir

dung CEA. Warna tersebut ditiﬁbul oleh perubahan substrat DaR
aleh enzim Peroksidase. Metode Feroksidase Anti FPeroksidase (FAF)
banyak digunakan untuk pemeriksaan carcinoembrvonic antigen (CEA)

Pada ranker Payudara, karena metoda ini lebih praktis dan relatif

lebih mudah dilaksanakan dibanding dengan metode imunoflouresen~
si. Selain ity pemeriksaan ini mempunyai spesifisitas vang lebih

tinggi dari metode histopatalogik rutin.
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