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ABSTRAK 

latar Belakang: 
Keganasan kepala leher merupakan keganasan yang keenam terbanyak pada semua kasus 
keganasan di dunia dengan insiden yang lebih banyak pada negara berkembang. Dari 
berbagai tipe histologik, karsinoma sel skuamosa merupakan keganasan yang terbanyak 
pada saluran aerodigestif bagian atas. Grading histopatologi adalah salah satu faktor 
prognostik pada karsinoma sel skuamosa kepala dan leher. Pada karsinoma sel skuamosa 
terjadi deregulasi Cyclin 01, hal tersebut menyebabkan perubahan memendeknya fase Gl 
sehingga terjadi percepatan pertumbuhan sel. Overekspresi Cyclin 01 tidak hanya 
berhubungan dengan terjadinya rekurensi tetapi juga berhubungan dengan stadium kanker, 
metastase regional dan menurunkan angka survival secara keseluruhan. 

Tujuan: 
Mengetahui apakah peningkatan ekspresi Cyclin 01 mempunyai korelasi dengan grading 

histopatologi pada karsinoma sel skuamosa kepala dan leher. 

Bahan dan Metodologi: 
Rancangan penelitian yang digunakan adalah observasional analitik dengan pendekatan 
cross sectional. Sampel penelitian adalah blok parafin karsinoma sel skuamosa kepala dan 
leher yang tersimpan di laboratorium Patologi Anatomi RSU Dr.Sutomo selama tahun 2006-
2007. Subyek penelitian tercatat dalam dokumen medis di rekam medis RSU Dr.Sutomo 
Surabaya. Tiga puluh blok parafin akan dicat dengan hematoksilin eosin dan diperiksa 
imunohistokimia dengan menggunakan monoklonal antibodi Cyclin 01 untuk melihat 
grading dan ekspresi Cyclin 01. Gradasi intensitas dan jumlah sel yang tercat dinyatakan 
secara semikuantitatif. Hasil yang didapat dianalisis dengan uji korelasi Spearman Rank­
Order Corelation Test dan koefisien kontingensi. 

Hasil: 
Dari 30 sampel karsinoma sel skuamosa kepala dan leher seluruhnya ekspresi Cyclin Dl 
didapatkan pada seluruh sample dengan ekspresi dan intensitas imunostaining yang 
berbeda-beda. Dengan nilai cut off 5 % dari sampel yang diteliti menunjukkan ekspresi 
Cyclin 01 yang positif sebesar 73,3%. Didapatkan 14(46,7%) sampel dengan grading 

histopatologis well differentiated, 7(23,3%) moderately differerntiated dan 9 (30,0%) poorly 
differentiated/ undifferentiated. Skor ekspresi Cyclin 01 terendah pada penelitian ini adalah 
3 sebanyak dua (6,67%) sampel untuk grading histopatologis well differentiated dan skor 
tertinggi adalah 14 sebanyak satu (3,33%) sampel. Hasil uji korelasi Spearman menunjukkan 
ekspresi Cyclin Dl mempunyai korelasi yang signifikan dengan grading histopatologi 
karsinoma sel skuamosa kepala dan leher dengan nilai koefiseien korelasi sebesar 0,84. 
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Kesimpulan: 
Terdapat korelasi yang bermakna antara ekspresi Cyclin 01 dengan grading histopatologi. 
Hal ini berarti bahwa semakin kuat intensitas ekspresi Cyclin 01 maka semakin jelek derajad 
d iferensiasi sel. 

Kata kunci: 
Karsinoma sel skuamosa Kepala dan Leher, Cyclin 01 
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ABSTRACT 

Background: 
Head and neck cancer was the sixth of all malignancies in worldwide, and mostly in the 
developing country. Squamous cell carcinoma was the most histopathological type that 
occurs in the upper aerodigestive tract. Histopathologcal grading is one of the prognostic 
factor of head and neck squamous cell carcinoma. Previous study had been reported that 
deregulation of Cyclin Dl could shorten Gl phase in cell cycle. Overexpression of Cyclin D1 
can cause acceleration of cell growth. Overexpression of Cyclin D1 in head and neck 
squamous cell carcinoma not only related with recurrence but also with cancer staging, 
regional spreading and decrease overall survival rate. 

Objective: 
To find weather the increasing expressions of Cyclin D1 have correlation with 
histopathological grading of head and neck squamous cell carcinoma . 

Method: 
The design of this study is case control. The samples are paraffin blocks of head and neck 
squamous cell carcinoma patients stored in Department of Pathology Dr.Soetomo Hospital 
in the period of 2006-2007. Subject are documented from medical document in the medical 
record Dr.Soetomo Hospital Surabaya. Thirty paraffin blocks will be stained with 
haematoxcyllin eosin and immunohistochemistry technique using monoclonal antibody 
Cyclin Dl to know the histopathological grading and Cyclin D1 expression. The grade of 
staining intensity and number of stained cell will be determined semiquantitatively 
respectively. The result will be analyzed statistically using Spearman Rank Order Correlation 
Test and Contingency Coeficient. 

Result: 
Cyclin D1 is expressed in all 30 samples of head and neck squamous cell carcinoma and with 

cut off point 5% only 73,3% samples have positive expression. Fourteen samples (46.7%) 
was well differentiated, 7(23.3%) moderately differentiated and 9 (30%) poorly or 
undifferentiated. The lowest score for expression Cyclin D1 was 3, found in 2 samples 
(6.67%) and stand for well differentiated. The highest score was 14 in one sample (3.3%) for 
undifferentiated carcinoma. The results were analyzed statistically using Spearman Rank 
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Order Correlation Test and there is a significant correlation between overexpression with 
histopathological grading of head and neck squamous cell carcinoma. 

Conclusion : 
There was a significant correlation between intensity of Cyclin D1 expression with 
histopathological grading that means the stronger expression of Cyclin d1 the poorer 
histopathological grading. 

Keyword: 
Head and neck squamous cell carcinoma, Cyclin Dl. 
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KATA PENGANTAR 
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Korelasi Ekspresi Cyclin D1 dengan Grading Histopatologi Karsinoma Sel Skuamosa Kepala 

dan Leher sebagai salah satu syarat dalam menyelesaikan program pendidikan dokter 

spesialis bidang studi ilmu bedah di Laboratorium llmu Bedah FK UNAIR/RSUD Dr Soetomo 

Surabaya. 

Laporan karya ilmiah akhir ini secara garis besar berisi latar belakang masalah, 

rumusan masalah, tujuan penelitian dan manfaat penelitian . Dibahas juga secara singkat 

landasan teori yang berkaitan dengan ekspresi Cyclin 01 pada karsinoma sel skuamosa 

kepala dan leher. Pada laporan ini juga dipaparkan tentang kerangka konseptual yang 

merupakan ringkasan dari konsep yang berhubungan dengan variabel-variabel yang diteliti 

beserta metodologi penelitiannya. 

Saya menyadari bahwa dalam penulisan laporan karya tulis ilmiah akhir ini masih 

jauh dari sempurna, untuk itu dengan rendah hati saya mengharapkan kritik dan saran agar 

laporan karya tulis ilmiah akhir ini menjadi lebih baik dan lebih sempurna. 

Akhir kata saya ucapkan terima kasih yang tulus dan tak terhingga kepada semua 
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Fakultas Kedokteran Universitas Airlangga Surabaya. 

2. Dekan Fakultas Kedokteran Universitas Airlangga Surabaya atas kesempatan yang 

diberikan kepada saya untuk mengikuti program pendidikan spesialis dalam bidang 

studi ilmu bedah di Fakultas Kedokteran Universitas Airlangga Surabaya 

3. Direktur Rumah Sakit Umum Daerah Dr. Soetomo Surabaya atas kesempatan yang 

diberikan kepada saya sehingga dapat bekerja sekaligus menimba ilmu di rumah 

sakit Dr. Soetomo Surabaya. 
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1.1 Latar Belakang 

BAB 1 

PENDAHULUAN 

Keganasan kepala leher merupakan keganasan yang keenam terbanyak 

pada semua kasus keganasan di dunia dengan insiden yang lebih banyak pada negara 

berkembang. Dari berbagai tipe histologik, karsinoma sel skuamosa merupakan 

keganasan yang terbanyak pada saluran aerodigestif bagian atas. Hampir separuh 

dari penderita karsinoma sel skuamosa kepala dan leher sudah mengalami stadium 

lanjut pada saat mereka pertama kali didiagnosis, dengan angka harapan hidup 5 

tahun berkisar 10-40%. (Espat, 2003; Concus 2001) Penatalaksanaan karsinoma sel 

skuamosa kepala dan leher- meliputi pembedahan, radioterapi dan kemoterapi. 

Secara umum prognosis penderita karsinoma sel skuamosa kepala dan leher kurang 

baik, hal ini berhubungan dengan tidak terkontrolnya faktor lokoregional dan 

terjadinya rekurensi tumor. Rendahnya angka harapan hidup penderita karsinoma 

sel skuamosa kepala dan leher ini mendasari masih diperlukannya pendekatan­

pendekatan baru dalam mendiagnosis dan menerapi karsinoma sel skuamosa kepala 

dan leher. Masih diperlukan pemahaman yang lebih mendalam tentang proses di 

tingkat seluler yang menyebabkan transformasi dan progresifitas karsinoma sel 

skuamosa kepala dan leher sehingga didapatkan metoda diagnostik dan pengobatan 

yang lebih efektif. 

Penelitian terakhir menunjukan bahwa hampir semua sel kanker 

menunjukkan adanya gangguan pengaturan fase G1 ke fase S pada siklus sel. 

Gangguan pengaturan ini bisa disebabkan karena adanya mutasi (point mutation, 

missense mutation, frame shape mutation ) maupun hiperaktivitas satu dari empat 

gen yang mengatur fosforilasi pRb. Gen ini adalah Rb, CDK4, Cyclin Dl dan p16. 

(Kastan, 2001; Andreef,2003) Pada karsinoma sel skuamosa terjadi deregulasi Cyclin 

D1. Berbagai penelitian menunjukkan adanya overekspresi Cyc/in D1 pada 35% 

sampai 64% karisnoma sel skuamosa kepala leher. Hal tersebut menyebabkan 

perubahan memendeknya fase G1 sehingga terjadi percepatan pertumbuhan sel. 
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Biomarker jaringan mempunyai potensi yang menawarkan modalitas baru 

dalam diagnosis dini, monitoring dan penatalaksanaan penderita karsinoma sel 

skuamosa kepala dan leher. Biomarker jaringan memberikan informasi yang 

diperlukan dalam memprediksi outcome klinis penderita-penderita karsinoma sel 

skuamosa kepala dan leher .(Yu,2005; Thomas, 2005). Beberapa biomarker yang 

merupakan faktor prognostik karsinoma sel skuamosa adalah p53, marker yang 

berhubungan dengan Angiogenesis, Cyclin 01, Epidermal Growth Factor Receptor 

dan Transforming Growth Factor a, DNA Ploidy, marker proliferasi dan kinetik 

seluler. Overekspresi Cyclin Dl berhubungan dengan terjadinya rekurens, stadium 

kanker, metastase regional dan menurunkan angka survival secara keseluruhan . 

Penelitian lain juga menunjukan adanya hubungan antara overekspresi Cyclin Dl 

dengan buruknya prognosis karsinoma sel skuamosa kepala dan leher.(Donellan, 

1998; Jeannon 1998; Pinilla, 2004). Sebaliknya, Muller et al. dan Fortin et al. gagal 

membuktikan hubungan antara overekspresi Cyclin Dl dengan outcome penderita­

penderita karsinoma sel skuamosa kepala dan leher. 

Berdasarkan uraian diatas maka pada penelitian ini akan dicari bagaimana 

hubungan overekspresi Cyclin Dl dengan grading histopatologis karsinoma sel 

skuamosa kepala dan leher. 

1.2 Rumusan Masalah 

Apakah terdapat korelasi antara ekspresi Cyclin 01 dengan grading histopatologis 

karsinoma sel skuamosa kepala dan leher? 
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BAB2 

TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN 

2.1 Tujuan Penelitian 

2.1.1 Tujuan Umum 

Mengetahui ekspresi Cyclin 01 pada karsioma sel skuamosa kepala dan 

leher. 

2.1.2 Tujuan Khusus 

2.1.2.1 Mengetahui perbedaan derajad ekspresi Cyclin 01 pada berbagai 

grading karsinoma sel skuamosa kepala leher. 

2.1.2 .2 Mengetahui korelasi antara ekspresi Cyclin 01 dan grading 

histopatologis pada karsinoma sel skuamosa kepala dan leher. 

2.2 Manfaat Penelitian 

2.2.1 Manfaat teoritis 

Pemeriksaan ekspresi Cyclin 01 dapat digunakan sebagai prediktor 

molekuler dari outcome klinis penderita dengan karsinoma sel skuamosa 

kepala dan leher. 

2.2.2 Manfaat klinis 

2.2.2.1 Derajad ekspresi Cyclin 01 dapat digunakan sebagai faktor 

prognosis. 

2.2.2.2 Dengan mengetahui adanya hubungan antara ekspresi Cyclin 01 

dengan agresifitas karsinoma sel skuamosa kepala dan leher maka 

akan mendorong penelitian lebih lanjut untuk penemuan obat anti 

Cyclin 01 sebagai salah satu modalitas terapi pada keganasan 

tersebut. 
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BAB3 

TINJAUAN KEPUSTAKAAN 

3.1 Karsinoma Sel Skuamosa Kepala dan Leher 

Lebih dari 90% dari seluruh keganasan di kepala dan leher adalah karsinoma sel 

skuamosa. Karsinoma sel skuamosa adalah tumor ganas yang berasal dari epitel 

mukosa. Karsinoma ini mempunyai perilaku biologis tergantung dari tempat tumor 

tersebut berasal. Setiap lokasi anatomis mempunyai pola penyebaran dan prognosis 

sendiri-sendiri. (Beenken, 2003) 

3.1.1 Epidemiologi 

Di Amerika Serikat, angka kejadian karsinoma sel skuamosa kepala dan 

leher adalah 4% dari seluruh keganasan -dengan perkiraan 17 kasus baru per 

100.000 penduduk setiap tahunnya. Rasio laki-laki dibandingkan perempuan lebih 

dari 2:1. Perbedaan rasio laki-laki dibanding perempuan lebih besar 4 sampai 5 

kali pada laki-laki pada tumor-tumor laring. Rasio ini berkurang dalam 20 tahun 

terakhir, kemungkinan disebabkan makin meningkatnya perempuan yang 

merokok. Karsinoma laring umumnya terjadi pada usia tua dengan puncaknya 

pada dekade 5 dan 6. Di bagian tertentu di India dan Asia Tenggara karsinoma sel 

skuamosa berkaitan dengan kebiasaan menginang dengan menggunakan 

campuran tembakau dan kapur sirih. Lebih dari 200.000 orang di seluruh dunia 

diperkirakan mempunyai kebiasaan ini. Resiko relatif untuk terjadinya kanker 2,8 

kali lebih tinggi pada orang tersebut dan hal ini akan meningkat lebih dari 10 kali 

jika orang tersebut merokok. Di Brazilia dan negara berkembang lainnya, 

karsinoma sel skuamosa kepala dan leher menempatl 35% dari seluruh 

keganasan. (Wein, 2005; Vokes, 1993) 

3.1.2 Etiologi 

Karsinoma sel skuamosa kepala dan leher pada umumnya berkaitan 

dengan penggunaan alkohol dan tembakau. Risiko terjadinya karsinoma ini 15 kali 

lebih besar pada orang yang merokok dan peminum alkohol. Pada karsinoma ini 

terjadi mutasi gen p53 yang berhubungan dengan kebiasaan merokok dan minum 
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alkohol. Lima belas persen dari pasien berhubungan dengan infeksi virus. Virus 

Epstein Barr merupakan penyebab berkembangnya karsinoma nasofaring. lnfeksi 

virus Human papilloma merupakan faktor lain pada karsinogenesis keganasan 

pad a traktus aerodigestivus atas. (Vokes,1993) 

Faktor risiko lingkungan penyebab karsinoma sel skuamosa kepala dan leher 

adalah uap cat, plastik, debu kayu, asbes dan uap bahan bakar gas. Penyakit 

refluks gastroesofageal saat ini dikatakan sebagai faktor risiko yang cukup 

bermakna pada karsinoma laring khususnya dua pertiga anterior pita suara. lritasi 

yang disebabkan susunan gigi yang tidak baik juga merupakan faktor risiko 

terjadinya karsinoma rongga mulut. (Vokes, 1993) 

3.1.3 Gambaran Klinis 

Karsinoma sel skuamosa biasanya dimulai dari lesi di permukaan dengan 

eritema dan sedikit peninggian . Lesi ini disebut eritroplasia. Eritroplasia dini 

biasanya asimtomatis dan dapat merupakan karsinoma in situ ataupun karsinoma 

invasif. Sepertiga dari lesi permukaan dapat merupakan bercak keputihan yang 

disebut lekoplakia. Hanya 10% dari lekoplakia yang merupakan karsinoma in situ 

atau karsinoma invasif. Tempat paling sering dari karsinoma sel skuamosa adalah 

pada dasar mulut, lidah, palatum mole, arkus faringeus anterior dan trigonum 

retromolar. Lesi yang terasa nyeri menunjukkan terjadinya invasi ke perineural. 

Ketika lesi sudah menjadi massa yang teraba maka akan timbul gejala sakit 

tenggorokan atau infeksi telinga. (Wein, 2005) 

Pada kasus lanjut, penyebaran ke kelenjar getah bening submadibula 

ipsilateral dan jugulodigastrikus sering dijumpai. Pasien biasanya mengeluh 

adanya benjolan di leher. Gejala lain timbul akibat metastasis jauh karsinoma 

tersebut ke tulang dan organ lainnya. 

Staging karsinoma sel skuamosa k~pala leher penting untuk , merencanakan 

serta menilai hasil pengobatan dan menentukan prognosis. Hal yang penting 

dalam menentukan staging adalah diskripsi yang tepat mengenai ukuran dan 

lokasi tumor, status kelenjar getah bening regional serta ada tidaknya metastasis 

jauh. Sistim TNM telah berperan banyak dalam standarisasi pelaporan hasil 

pengobatan kanker. Pada keganasan rongga mulut, orofaring, dan kelenjar liur 
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mayor, stage T berdasarkan ukuran tumor, sementara pada laring, hipofaring dan 

nasofaring, stage T berdasarkan pada keterlibatan ekstensi lokalnya . 

Status kelenjar getah bening regional serta ada tidaknya metastasis jauh 

merupakan faktor yang penting dalam menentukan reneana penanganan maupun 

evaluasi hasil pengobatan pada karsinoma sel skuamosa kepala leher. 

Penentuan sistim TNM dari Union lnternationale Contre le Cancer ( U/CC) 

untuk menentukan stadium pada keganasan kepala leher, yaitu : (Greene,2002) 

Stadium 0 =Tis NOMO 

Stadium I = T1 NO MO 

Stadium II = T2 NO MO 

Stadium Ill = T3NOMO, TlNlMO, T2N1MO, T3N1MO 

Stadium IV = T4NOMO, Tiap T, N2N3MO, Tiap T, Tiap N, Ml 

Untuk melukiskan luas invasi tumor primer (T), maka T diberi indeks angka 0,1,2, 

dan 3. Untuk keganasan rongga mulut T adalah: 

TO = tidak ditemukan tumor primer 

Tis = karsinoma in situ. 

T1 = tumor dengan diameter s 2 em 

T2 =tumor dengan diameter 2-4 em . 

T3 =tumor dengan diameter> 4 em. 

Untuk menggambarkan ada tidaknya metastase di kelenjar getah bening regional 

(N), dibuat klasifikasi sebagai berikut: 

Nx = kelenjar getah bening regional tak dapat ditentukan. 

NO = tidak didapatkan pembesaran kelenjar getah bening. 

Nl = metastase pada KGB regional,satu nodus, ipsilateral, diameters 3 em. 

N2a = metastase KGB regional, satu nodus, ipsilateral, diameter 3 < N s 6 em. 

N2b = metastase KGB regional, multiple nodus, ipsilateral, diameter< 6 em. 

N2e = metastase KGB regional, bilateral atau kontralateral, diameter< 6 em. 

N3 = metastase KGB, diameter> 6 em. 

Untuk menggambarkan ada atau tidaknya metastase jauh (M): 

Mx = adanya metastase jauh tak dapat ditentukan 

MO = tidak didapatkan metastase jauh. 

Ml =ada metastase jauh. 
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Grading histopatologis karsinoma sel skuamosa kepala leher. 

Karsinoma sel skuamosa kepala leher secara mikroskopik dibagi atas 2 jenis 

yaitu kornifikasi ( keratinizing ) dan nonkornifikasi ( nonkeratinizing ). Adanya 

kornifikasi menunjukkan derajad diferensiasi yang baik dan sebaliknya tidak 

adanya kornifikasi menunjukkan derajad diferensiasi yang jelek. (Vaughan, 2004) 

Derajad diferensiasi karsinoma sel skuamosa berdasarkan konsep Broders 

dibagi menjadi 4 subtipe yaitu diferensiasi baik (well differentiated), 

diferensiasi sedang (moderately differentiated), diferensiasi jelek (poorly 

differentiated), dan tidak terdiferensiasi (undifferentiated). Dikatakan 

undifferentiated bila asal sel tidak dapat diketahui. Mengetahui derajad 

diferensiasi sel adalah penting karena umumnya keganasan tumor sesuai dengan 

derajad diferensiasi sel. Makin jelek diferensiasi selnya, makin ganas karsinoma 

tersebut. (Vaughan, 2004) 

3.1.4 Prognosis karsinoma sel skuamosa kepala leher 

Smith BD (2004) menyatakan bahwa prognosis karsinoma sel skuamosa 

kepala dan leher ditentukan oleh beberapa faktor yang dapat dikelompokkan 

sebagai berikut: 

a. Faktor prognostik yang berhubungan dengan tumor primer (dimensi ukuran 

tumor, status margin tumor, grading histopatologis, invasi ke vaskuler dan 

invasi ke perineural). 

b. Faktor prognostik yang berhubungan dengan kelenjar getah bening leher, 

Uumlah kelenjar leher yang positif, ekstensi ekstra kapsular, lokasi kelenjar, 

dan ukuran kelenjar). 

c. Faktor prognostik yang berhubungan dengan demografi pasien (usia, jenis 

kelamin, ras, dan paparan terhadap tembakau dan alkohol). 

d. Faktor prognostik yang berhubungan dengan keadaan umum pasien (penyakit 

penyerta, status nutrisi dan anemia) 

e. Faktor prognostik molekuler (p53, marker yang berkaitan dengan 

angiogenesis, Cyclin 01, Epidermal Growth Factor Receptor dan Transforming 

Growth Factor a, DNA ploidi, marker proliferasi dan kinetik seluler). 
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3.2 Biologi sel 

Homeostasis jaringan terjadi karena adanya keseimbangan antara proliferasi sel 

dan kematian sel. Proliferasi sel yang berlebihan dan kegagalan eliminasi sel menjadi 

dasar dari semua penyakit hiperplasia dan neoplasia. 

Biologi pembelahan sel, diferensiasi dan apoptosis pada sel normal dan sel 

kanker tidak berbeda. Yang membedakan sel kanker dari sel normal adalah regulasinya 

yang mengalami penyimpangan. Sel kanker secara umum memiliki komplemen 

biomolekuler yang diperlukan untuk proliferasi, diferensiasi, kematian sel terprogram 

dan ekspresi fungsi spesifik seperti kebanyakan tipe sel. Kegagalan pengaturan fungsi­

fungsi tersebut akan menyebabkan perubahan fenotip dan keganasan. (William, 1997; 

Andreef, 2003} 

Ada empat fungsi seluler akan mengalami kegagalan regulasi pada neoplasma. 

Pertama, fungsi pembatasan proliferasi sel menjadi tidak efektif. Kedua, program 

diferensiasi sel mengalami penyimpangan. Diferensiasi sel tumor dapat terhenti pada 

stadium diferensiasi tertentu atau dapat terjadi diferensiasi ke tipe sel yang abnormal. 

Ketiga, kromosom dan organisasi genetik menjadi tidak stabil sehingga muncul varian 

sel dengan frekuensi tinggi. Beberapa varian sel dapat mempunyai mo~ilitas yang tinggi 

atau memproduksi enzim yang menyebabkan invasi dan metastasis. Keempat, terjadi 

gangguan apoptosis sel. (Andreef, 2003) 

3.2.1 Siklus Sel 

Siklus pembelahan sel dapat dibagi menjadi dua fase fungsional, fase S dan 

M, dan dua fase persiapan G1 dan G2 (gambar 1}. Fase S didefinisikan sebagai fase 

saat DNA mengalami replikasi. Untuk menyelesaikan fase S pada sel manusia 

diperlukan waktu sekitar antara 8 jam. Replikasi penuh kromosom akan 

menghasilkan dua anak nukleus pada saat proses mitosis selama fase M. Panjang 

fase M sekitar satu jam. Fase G1 mendahului fase S sedangkan fase G2 

mendahului fase M. Fase G1 dan G2 memerlukan sintesis unsur seluler yang 

diperlukan untuk mendukung fase berikutnya dan pada akhirnya untuk 

menyelesaikan pembelahan sel. Pada mamalia lama fase G2 sekitar dua jam. Fase 

Gl sangat bervariasi dan dapat berkisar antara enam jam sampai beberapa hari 

atau lebih. Pada sel manusia, variasi waktu fase G1 menentukan perbedaan waktu 
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siklus pembelahan sel pada tipe sel yang berbeda dan pada kondisi pertumbuhan 

sel yang berbeda pula. Sel yang menetap pada fase Gl untuk periode waktu yang 

panjang memasuki fase terpisah yang disebut fase GO. Meskipun metabolisme sel­

sel pada fase ini aktif akan tetapi sel-sel tersebut tidak aktif berproliferasi. Sel 

pada fase GO dapat kembali memasuki siklus pembelahan sel atau menetap pada 

fase GO untuk waktu yang tak terbatas. 

CydinBIC/ -

~~ ~ 
I I 
I 

( 

' Cyclin ' 
NCOK2 

Cvclin EICDK2 
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Gambar 1. Regulasi Cyclin Dependent Kinase pada siklus sel. Transisi dari satu fase 
ke fase berikutnya memerlukan transit ke sebuah cekpoin seperti titik 
restriksi (titik R) selama transisi GO/Gl ke fase S. Transit di titik tersebut 
dimediasi oleh aktifasi Cyclin Dependent Kinase(CDK) . Waktu aktifasi 
masing-masing CDK selama siklus sel ditunjukkan oleh panah. Aktifasi 
Cyclin D/ CDK4 dan -6 merupakan koinsiden dengan fosforilasi protein 
reinoblastoma tumor supressor (Rb) dan transit pada cekpoin R. 
(Dikutip dari Andreeff M, Goodrich DW, Pardee AB. Cell proliferation 
and differentiation. In Donald W, Raphael E, Pollock, editors. Holland 
Frei: Cancer Medicine. 6th ed. London: BC Decker Inc. 2003.p.129) 

3.2.2 Cyclin Dl dan Regulasi Siklus Sel 

Cyclin adalah kelompok protein yang memegang peranan penting dalam 

mengatur pembelahan sel. Cyclin adalah enzim yang merangsang sel, tahap demi 

tahap dari fase istirahat ke fase pembelahan sel. Pada fase GO eye/in berada dalam 

bentuk inaktif. Cyclin akan menjadi aktif jika berikatan dengan protein CDK (Cyclin 

Dependent Kinase). Kompleks Cyclin-CDK akan menstimulasi sel untuk mengalami 

mitosis. Untuk setiap tahapan siklus sel berbagai macam kompleks Cyclin-CDK 

yang berbeda memegang peranan. Oleh karena itu sepanjang siklus set, 

peningkatan dan penurunan konsentrasi kompleks Cyclin-CDK dapat terlihat 
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dalam pola tertentu karena aktifasi dan inaktifasi kompleks tersebut. 

(William,l997) 

Senyawa yang penting untuk kompleks Cyclin-CDK adalah pRB 

(retinoblastoma gene product) . Protein ini bekerja sebagai inhibitor universal 

siklus sel dan mencegah sel masuk ke dalam fase S. Cyclin tipe D memfosforilasi 

pRB sehingga pRB kehilangan aktifitasnya dalam menghambat siklus sel. 

Hilangnya gen pRB berhubungan dengan progresifitas tumor. (William,1997; 

Jean non 1998; Andreef, 2003) 

Ada banyak faktor yang dapat mempengaruhi siklus sel, baik yang bersifat 

proliferatif maupun yang bersifat anti-proliferatif. Faktor ekstraseluler seperti 

hormon, faktor pertumbuhan dan lingkungan dapat mempengaruhi sel. Demikian 

halnya aktifasi onkogen dan gen supresi tumor dalam sel akan berefek positif 

maupun negatif. Semua faktor tersebut mempunyai kesamaan dalam 

mempengaruhi siklus sel dengan cara mengaktifasi ataupun menginaktifasi Cyclin 

dan CDK. Sebagai contoh, epidermal growth factor adalah faktor proliferatif 

positif yang poten yang bekerja melalui pengaktifan Cyclin 01 . (William,1997; 

Jeannon 1998; Andreef, 2003) 

Ada banyak protein yang tergolong inhibitor CDK yang dapat menghambat 

aktifitas kompleks Cyclin-CDK sehingga menghentikan siklus sel. Ada dua golongan 

protein tersebut yaitu golongan Cip (Cyclin interacting protein) /Kip (Kinase 

inhibitory protein) dan golongan INK 4 (Inhibitor of Cyclin Dependent Kinase4). 

Yang termasuk golongan Cip adalah p21 (Cip1WAF1), p27 (Kip1) dan p57 

(Kip2). Prefiks 'p' menunjukkan senyawa protein dan angka adalah berat molekul 

dalam kilo Dalton. p21 adalah protein yang disandi pada lengan pendek 

kromosom 6 dan diaktifasi oleh p53, gen supresor tumor universal. Sarna halnya 

dengan penghambat siklus sel lainnya golongan Cip juga menginduksi terjadinya 

apoptosis. Ekspresi gen p53 dikenali pada kerusakan DNA dan protein p53 yang 

diproduksi kemudian akan berikatan dengan gen p21 yang bekerja mengaktifasi 

transkripsi protein p21. Protein p21 akan menghentikan siklus sel. Kaskade reaksi 

biokimia ini mempunyai nilai protektif yang besar yaitu dengan mencegah sel 

yang mengandung DNA yang mengalami mutasi untuk membelah. Hal ini 
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memungkinkan sel untuk memperbaiki dirinya sendiri. Jika hal ini tidak 

memungkinkan maka sel akan dihancurkan. (Jeannon, 1998) 

p27 (Kip1) disandikan oleh lengan pendek kromosom 12 dan merupakan 

inhibitor siklus sel yang kuat yang bekerja pada beberapa tempat pada siklus sel. 

p27 diaktifasi oleh inhibisi kontak dengan b-TGF (transforming growth factor 

beta). p27 berhubungan dengan Cyclin E-COK2, Cyclin A-COK2 dan Cyclin O-COK4 

yang menghambat aktifitas mereka pada fase istirahat Gl. Pemeriksaan PCR 

(Polymerase Chian Reaction) dan hibridisasi insitu menunjukan adanya mutasi 

pada lokus p27 di sel kanker. (Jeannon, 1998) 

Penelitian imunohistokimia terakhir menunjukkan ekspresi p27 

merupakan indikator faktor prognostik yang dapat diandalkan pada karsinoma 

kolorektal dan payudara. p57 (Kip2) nampaknya lebih mempunyai spesifisitas 

jaringan karena diidentifikasi pada kadar yang lebih tinggi di jaringan plasenta dan 

muskuloskeletal. p57 disandi pada kromosom 1 pada 11p15, sebuah regio yang 

sering mengalami delesi pada sel kanker. Mutasi pada lokus ini berhubungan 

dengan rabdomiosarkoma dan tumor Wilm. (Jean non, 1998) 

p16 (INK4A), p15 (INK4B), p18 (INK4c) dan p19 (INK4D) termasuk golongan 

inhibitor CDK. Protein-protein tersebut akan berikatan dengan enzim CDK4 dan 

menginaktifasi Cyclin B dan Cycln 01 sampai 03 sehingga sel beristirahat pada 

fase Gl. Protein-protein ini disandi oleh kromosom 9p21 dimana kehilangan dari 

heterozigositas adalah satu dari kebanyakan mutasi genetik sel kanker manusia. 

(Jeannon, 1998) 

Saling keterkaitan antara Cylin aktif dan CDK inhibitor selama siklus sel 

ditunjukkan pad a gambar 2. 
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Gambar 2. Pengendalian siklus sel sangat kompleks. Pada fase manapun di 
cekpoin tersebut bisa terjadi kegagalan yang akhirnya bisa menuju ke 
karsinogenesis. (Dikutip dari Jeannon JP, Wilson JA. Cyclins, cyclin­
dependent kinases, cyclin dependent kinase inhibitors and their role in 
head and neck cancer. Clin.Otolaryngol. 1998; 23: 421) 

Gen supresor tumor dan kanker 

Gen supresor tumor adalah gen yang disandi untuk menghasilkan faktor yang 

mengendalikan siklus sel dan mencegah terjadinya karsinogenesis. Kehilangan atau 

mutasi dari gen ini akan mengacaukan kendali siklus set. Banyak gen supresi tumor 

tetapi p53 adalah yang terpenting karena berperan pad a lebih dari separuh kanker yang 

ada. Hubungan antara p53 dan inhibitor CDK yang mengendalikan siklus sel sangat 

penting pada terjadinya kanker. Mutasi p53 dapat merupakan hasil dari berbagai 

macam faktor. Radiasi pengion merusak DNA melalui pembebasan radikal bebas. Virus 

menginduksi kaker melalui penyatuan protein virus ke dalam set. Protein virus HPV 

(Human Pappiloma Virus) VG akan berikatan dengan gen p53, sehingga menginaktifasi 

gen p53 setelah terjadinya infeksi virus tersebut. Karsinogen kimia seperti benzopyrene 

pada asap rokok mengakibatkan mutasi substitusi basa G menjadi T pada kanker paru, 

esofagus dan kanker kepala dan leher. Hal tersebut di atas merupakan hasil perubahan 

struktur gen supresi tumor sehingga menyebabkan gangguan fungsi supresinya. 

(William,1997; Jeannon 1998; Andreef, 2003) 
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3.3 Cyclin 01 dan karsinoma sel skuamosa kepala dan leher 

MJLJK 
PERPUSTAK AN 

UNIV ERS ITAS A! ~~ '· '-:r · 
( 
~·· 

Karsinogenesis terjadi akibat serangkaian mutasi geneti l<.yang menyebabkan 

pertumbuhan klon sel yang tidak teregulasi dan perkembangan lesi ganas tersebut 

kebanyakan monoklonal. Kerusakan kromosom akan mempengaruhi proses regulasi ini 

melalui transkripsi protein. Pada karsinoma sel skuamosa rongga mulut dan 

kebanyakan karsinoma sel skuamosa kepala dan leher timbul sebagai akibat perubahan 

di tingkat molekuler yang diinduksi oleh efek karsinogenik dari kebiasaan merokok, 

pengaruh lingkungan, dan infeksi virus. Akibat kerusakan genetik ini akan 

mempengaruhi beberapa kromosom dan gen. Akumulasi perubahan-perubahan genetik 

ini mengakibatkan timbulnya karsinoma yang secara klinis melalu i tahapan lesi praganas 

atau lesi yang berpotensial menjadi ganas. 

Dengan berkembangnya kemajuan teknologi kedokteran, khususnya teknologi 

DNA, pada karsinoma sel skuamosa kepala dan leher terjadi perubahan-perubahan 

kromosom tertentu, yaitu terjadi ketidakseimbangan alelik atau kehilangan 

heterozigositas. Beberapa protoonkogen yang berperanan pada tumorigenesis 

karsinoma sel skuamosa kepala dan leher adalah H-ras, EGFR, c-myc, PRAD-1, Her2/neu, 

hst 1 dan lnt 2, Bcl-2. 

PRAD-1 adalah gen yang terletak pada kromosom llql3. Pada karsinoma sel 

skuamosa kepala dan leher dilaporkan gen ini mengalami kehilangan heterozigositasnya 

dari 60% dan 50% pada karsinoma rongga mulut. Terjadinya kehilangan heterozigositas 

akan menyebabkan amplifikasi Cyclin 01. Sehingga terjadi disregulasi siklus sel yang 

akhirnya terjadi akselerasi siklus sel seperti yang terlah dijelaskan di atas. 

3.4 Pemeriksaan Ekspresi Cyclin 01 dengan lmunohistokimia 

Cyclin 01 adalah protoonkogen (PRAD-1/CCND-1/ bcl-2) yang terletak pada 

kromosom llq13. Protein ini berukuran 36kD dengan ekspresi maksimum terjadi pada 

titik kritis pertengahan sampai akhir fase G1 siklus sel. Cyclin 01 termasuk dalam 

golongan protein cylin yang memegang peranan pada pertumbuhan sel melalui aktifasi 

oleh Cyclin Dependent Kinase (CDK) . Aktifitas Cyclin 01 bersama-sama CDK diperlukan 

untuk menyelesaikan fase G1 pada siklus sel normal mamalia. Kompleks Cyclin 01 dan 
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CDK4 atau CDK6 akan memfosforilasi protein retinoblastoma sehingga terjadi hambatan 

fungsi inhibitor pertumbuhan sel dan akhirnya mendorong sel masuk kedalam fase S. 

Pada jaringan normal, ekspresi Cyclin 01 terbatas pada zona proliferatif jaringan epitel 

dan tidak terdapat pada jaringan kelenjar getah bening, lien dan tonsil. 

Regulasi abnormal kromosom 11q13 akan menyebabkan overekspresi Cyclin 01. 

Beberapa regulasi yang abnormal itu adalah amplifikasi gen pada beberapa karsinoma, 

translokasi kromosom resiprokal pada limfoma sel Mantle dan inversi perisentrik 

kromosom 11 pada adenoma paratiroid. Lebih jauh Cyclin 01 akan menghambat fungsi 

inhibitor pertumbuhan sel oleh protein retinoblastoma. 

3.4.1 Penerapan dan Aplikasi 

Banyak neoplasma menunjukkan overekspresi Cyclin 01 pada pemeriksaan 

blok parafinnya antara lain karsinoma mamma, karsinoma sel skuamosa, limfoma 

sel Mantle, adenoma paratiroid dan karsinoma sel transisional pada buli-buli. 

Secara imunohistokimia protein inti Cyclin 01 didapatkan 75% limfoma sel Mantle 

dan tidak ditemukan pada sel B normal dan limfoma sel B lainnya. 

Pemeriksaan ekspresi Cyclin 01 menggunakan antibodi monoklonal mencit 

Anti Human Cyclin 01. Antibodi ini digunakan secara laboratoris untuk menilai 

kuantitatif Cyclin 01 pada sel normal dan sel kanker dengan menggunakan 

metode imunohistokimia. 

3.4.2 Reagen 

Reagen yang digunakan adalah N1619, yaitu Antibodi monoklonal mencit 

terhadap Human Cylin 01 dari OakoCytomation dengan kode klon:DCS-6. Anti 

Cyclin 01 tersedia dalam volume llml sebagai kultur jaringan supernatan dalam 

0,05 moi/L Tris-HCI dengan pH 7,6, mengandung protein penstabil dan 0,015 

moi/L natrium azida. Klon DCS-6 dengan isotop lgG2a, kappa. Produk ini telah 

dioptimalkan untuk penggunaan dengan sistem deteksi yang sangat sensitif 

DakoCytomation. 

14 

IR PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

TESIS Korelasi Ekspresi Cyclin ... Humphrey lrwantono



3.4.3 Persiapan 5pesimen 

Pemeriksaan anti Cyclin 01 dapat digunakan pada spesimen yang difiksasi 

formalin dan blok parafin. Prosedur deparafinisasi blok dengan pemanasan harus 

dikerjakan sebelum pengecatan imunohistokimia . Waktu dan temperatur sangat 

memegang peranan penting dalam pengecatan Cyc/in 01 . Untuk mendapatkan 

kembali jaringan dari blok parafin diperlukan pencelupan potongan jaringan ke 

dalam larutan bufer yang sudah dipanaskan sebelumnya bisa dengan waterbath 

(95-99°C}, steamer (95-99°C} atau pressure cooker (121 °C}. Larutan untuk 

mendapatkan kembali jaringan adalah larutan dengan pH tinggi (kode 53308) atau 

lOx konsentrat (Kode 53307) yang direkomendasikan untuk dipanaskan 20-40 

menit dengan waterbath dengan temperatur 95-99°C. Untuk mendapatkan hasil 

yang baik digunakan gelas objek yang disilanisasi (Kode 53003). 

3.4.4 Prosedur pengecatan 

Antibodi primer harus diberikan seperti yang dianjurkan pada petunjuk 

prosedur pengecatan termasuk dengan masing-masing sistem pendeteksi. 5emua 

langkah inkubasi dikerjakan pada suhu kamar. Waktu inkubasi yang dianjurkan 

untuk antibodi ini adalah sebagai berikut 

Tabell. Petunjuk prosedur pengecataan imunohistokimia 

Antibodi Primer Sistem Deteksi Kromogen 

30 menit K4063/K4065 30 menit DAB+ 10 menit 

30 menit K5007 30 menit DAB+ 10 menit 
N1619 

20 menit K5355 15/15 menit LPR 10 menit 

20 menit K5005 15/15 menit LPR 10 menit 

3.4.5 lnterpretasi Pengecatan 

Pola pengecatan seluler Cyclin 01 adalah inti sel. Jika sitoplasma tercat 

sedangkan inti sel tidak tercat maka pembacaan dianggap negatif. 

a. Jaringan normal 

Cyclin 01, imunoreaktifitas DCS-6 pada jaringan normal bervariasi dan 

lemah. Ekspresi normal dibagi menjadi jaringan positif heterogen (epitel 

skuamosa bertatah), jaringan negatif Uaringan limfoid, otot, ginjal, hati dan 
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kelenjar ekrin maupun apokrin), dan jaringan positif tersebar (jaringan 

kelenjar seperti payudara, gaster dan mukosa usus, endometrium, 

endocerviks, ovarium, tuba falopii, prostat dan testis) 

b. Jaringan abnormal 

Beberapa penelitian imunohistokimia yang telah dilakukan 

menunjukkan bahwa Cyclin 01 terekpresi berlebihan pada inti sel pada 

berbagai keganasan dengan berbagai macam histogenesis. Dari 212 tumor 

primer yang diteliti, karsinoma mamma, kolorektal, uterus, sarkoma jaringan 

lunak dan melanoma maligna 46% menunjukkan peningkatan sedang 

imunoreaktifitas Cyclin 01. Pada limfoma sel Mantle menunjukkan 

peningkatan ekspresi Cyclin 01 diatas 80% pada sumsum tulang. Pemeriksaan 

imunohistokimia Cyclin 01 bersama-sama dengan marker yang lain sangat 

berguna untuk mendiferensiasi berbagai neoplasma. 
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BAB4 

KERANGKA KONSEPTUAL DAN HIPOTESIS PENELITIAN 

4.1 Kerangka Konseptual 

Pengaruh lingkungan 
(tembakau, alkohol) 

dan lnfeksi virus 

'- c: J 
/ . 

. . . 
Overekspresi Cyclin Dl 

Akselerasi fase Gl J 
J ' / 

Sel terus membelah 

<> 
J 

KSSKl 

Keterangan: 

Subyek yang diteliti 

Faktor 
Prognostik 

l 

L 

Tumor Primer (ukuran, status l 
/ marginal, invasi perineural dan )j 
,c perivaskular) 

~ "--------------------J 

,. Kelenjar Getah Bening leher 
(Jumlah N positif, ukuran, 

lokasi, ekstensi ektrakapsular) 

Parameter Demografi (umur, 

jenis kelamin, ras, paparan 

tembakau dan alkohol 

KSSKL = Karsinoma Sel Skuamosa Kepala dan Leher 

4.2 Hipotesis Penelitian 

Terdapat korelasi antara ekspresi Cyclin Dl dan grading histopatologis pada karsinoma 

sel skuamosa kepala dan leher. 
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BABS 

METODE PENELITIAN 

5.1 Jenis dan Rancangan Penelitian 

Penelitian in i untuk mengetahui peningkatan ekspresi Cyclin 01 pada karsinoma 

sel skuamosa kepala leher, serta korelasi antara peningkatan ekspresi Cyclin 01 dengan 

berbagai grading histopatologi pada karsinoma sel skuamosa kepala leher. 

Pengamatan dilakukan dengan sesaat pada variabel-variabel yang peristiwanya 

telah terjadi. Rancangan penelitian yang digunakan adalah observasional analitik 

dengan pendekatan cross sectional. 

5.2 Populasi 

Populasi penelitian adalah semua blok parafin yang tersimpan di laboratorium Patologi 

Anatomi yang secara klinis dan histopatologis menunjukkan gambaran karsinoma sel 

skuamosa kepala leher. 

5.3. Sampling 

Sampel penelitian adalah blok parafin penderita yang telah dioperasi atau dibiopsi di 

RSUD Dr. Soetomo Surabaya selama periode 2006-2007 yang secara histopatologis 

menunjukkan karsinoma sel skuamosa kepala leher dengan berbagai derajad 

diferensiasi. 

5.3.1 Besar sampel 

Besarnya sampel ditentukan menurut perhitungan berdasarkan proporsi karena 

populasi tidak diketahui, dengan rumus sebagai berikut : 

n = ( Z.lf2a +Z11 )' +J 
0 5 l (l + r) 
, n(t -r) 

Z 1/2a 0,05 = 1,96 

Z B 0,20 = 0,842 

r= 0,5 

n = 29,05 dibulatkan menjadi 30 
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5.3.2 Pengambilan sampel 

Sampel dipilih secara systematic random sampling berdasarkan kriteria inklusi 

dan eksklusi kemudian diperiksa secara imunohistokimia ekspresi Cyclin 01. 

5.4 Kriteria Bahan Penelitian 

5.4.1 Kriteria inklusi 

5.4.1.1 Kasus primer 

5.4.1.2 Belum pernah radiasi dan kemoterapi preoperatif. 

Kemoterapi dan radiasi akan berpengaruh menyebabkan perubahan 

pada tingkat molekuler sel sehingga akan mempengaruhi siklus sel baik 

secara langsung maupun melalui perubahan/ mutasi genetik. 

5.4.1.3 Blok parafin karsinoma sel skuamosa kepala leher yang tersimpan 

dengan baik pada suhu kamar di laboratorium Patologi Anatomi 

FK.UNAIR. 

5.4.2 Kriteria eksklusi 

Didapatkan keganasan pada organ lain. 

5.5. Variabel Penelitian 

Pada penelitian ini variable penelitian yang diteliti adalah: 

5.5.1 Variabel independent : ekspresi Cyclin 01. 

5.5.2 Variabel dependent : grading histopatologis 

5.6 Definisi operasional 

5.6.1 Ekspresi Cyclin 01 

Merupakan ekspresi protein Cyclin 01, dimana ekspresinya dapat dilihat dengan 

menggunakan pemeriksaan imunohistokimia metode Labelled Avidin Biotin 

(LAB). 

Cara pengecatan : preparat setebal 3 mikron di-dewaxed dengan toluen dan 

direhidrasi secara bertahap dengan gradasi alkohol ke air. Dilakukan blok 

peroksidase endogen dengan H202 3%, antigen diketahui dengan bufer sitrat 

10mM (pH6,0), blokade biotin endogen dilakukan dengan menggunakan avidin-
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biotin blocking kit. lnkubasi antibodi primer dilakukan dengan menggunakan 

antibodi monoklonal Cyclin Dl mencit dengan dilusi 1:50, kemudian preparat 

dibilas dengan PBS. lnkubasi antibodi sekunder dilakukan dengan lgG biotin 

diikuti streptavidin-HRP. lnkubasi imunoreaktivitas dalam 3-amino-9-

ethy/carbazo/ dan setelah itu dilakukan pengecatan ulang dengan hematoksilin 

eosin. (lihat lampiran 1 dan 2). Kemudian dihitung berdasarkan prosentase sel 

tumor yang intinya tercat positif (berwarna coklat homogen) dari 100 sel tumor. 

Digunakan kontrol internal sebagai pembanding, dimana untuk kontrol positif 

digunakan warna eritrosit, dan untuk kontrol negatif digunakan sel jaringan 

limfoid. (Pin ilia, 2004) 

Ekspresi ini digolongkan menjadi 4 bagian yaitu (Lam,2005) 

• 0 : Bila pengecatan terhadap Cyclin 01 tidak tampak atau tampak kurang 

dari 5% pada rata-rata presentase dari 5 lapangan pandang yang dilakukan 

secara acak dengan pembesaran 200x. 

• 1+: Bila pengecatan terhadap Cyclin Dl tampak (positip), dengan presentase 

rata-rata area yang positip antara 5%-20% dari 5 lapangan pandang yang 

dilakukan secara acak dengan pembesaran 200x 

• 2+: Bila pengecatan terhadap Cyclin 01 tampak (positip), dengan presentase 

rata-rata area yang positip antara 20%-50% dari 5 lapangan pandang yang 

dilakukan secara acak dengan pembesaran 200x 

• 3+: Bila pengecatan terhadap Cyclin 01 tampak (positip), dengan presentase 

rata-rata area yang positip lebih dari 50% pada 5 lapangan pandang yang 

dilakukan secara acak dengan pembesaran 200x 

lntensitas immunostaining juga ditentukan secara semikuantitatif dengan nilai 

(Kouraklis, 2006): 

• 0 : negatif 

• 1+ : lemah 

• 2+ : sedang 

• 3+ : kuat 
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Cara penilaian skor dan imunoreaktifitas dengan mengalikan persentase sel 

positif dengan kekuatan intensitas. 

Contoh: 

Satu slide memberikan gambaran 

• 25% sel tumor dengan intensitas kuat (2x3=6) 

• 25% sel tumor intensitas lemah ( 2x1=2) 

• 50% tanpa imunoreaksi (OxO=O) 

Skornya adalah 6+2+0 =8 (Kouraklis, 2006). Pemeriksaan ini dilakukan di 

laboratorium Patologi Anatomi FK Unair Surabaya. 

Cara penilaian lain untuk ekspresi Cyclin Dl adalah: 

• Positif: Bila pengecatan terhadap Cyclin Dl lebih dari 5% dengan intensitas 

imunostaining kuat pada rata-rata presentase dari 5 lapangan pandang yang 

dilakukan secara acak dengan pembesaran 200x 

• Negatif: Bila pengecatan terhadap Cyclin Dl tidak tampak atau tampak 

kurang dari 5% dengan intensitas imunostaining kuat pada rata-rata 

presentase dari 5 lapangan pandang yang dilakukan secara acak dengan 

pembesaran 200x. 

Pada penilaian ini digunakan nilai cut off sebesar 5% untuk menentukan ekpresi 

Cyclin Dl, bila intensitas imunostaining sel yang tercat sedang atau lemah maka 

akan dikelompokkan menjadi negatif. (Pinilla, 2004) 

5.6.2 Grading histopatologi (Vaughan, 2004) 

Karsinoma sel skuamosa ditentukan gradenya menurut sistem Broder menjadi 

4 subtipe berdasarkan diferensiasi histologinya yaitu 

5.6.2.1 Well Differentiated 

5.6.2.2 Moderately Differentiated 

5.6.2.3 Poorly Differentiated 

5.6.2.4 Undifferentiated. 
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Tabel2. Grading histopatologis karsinoma sel skuamosa menurut sistem Broder 

Well 
Differentiated 

Diferensiasi >50% 
sitoplasmik mengalami 

keratin isasi 
Polimorfisme >75% 
inti sel Sel matur 
Jumlah Tunggal (0-1) 

Moderatelly 
Differentiated 
20-50% 
mengalami 
keratinisasi 
50-75% 
Sel matur 
Sedang (2-3) 

Poorly 
Differentiated 
5-20% 
mengalami 
keratinisasi 

25-50% 
Sel matur 
Banyak (4-5) 

Undifferentiated 

<5% mengalami 
keratinisasi 

<25% 
Sel matur 
Sangat banyak 

mitosis (>5) 

Dikutip dari Starska K, Kulig A. Tumor front grading in prediction of survival and lymph 
node metastase in patients with laryngeal carcinoma. Advances in medical sciences, 
2006,51:201. 

Pada penelitian ini akan diteliti intensitas ekspresi Cyclin D1 secara imunohistokimia 

pada berbagai derajad diferensiasi karsinoma sel skuamosa kepala leher . 

Pemeriksaan histopatologi ini dilakukan di lnstalasi Patologi Anatomi RSUD Dr. 

Soetomo Surabaya. 

5.7 Kerangka Operasional 

Kriteria 

lnklusi 

Kriteria 

Eksklusi 

5.8 Lokasi dan Waktu Penelitian 

5.8.1 Lokasi 

Pemeriksaan 
lmunohistokimia 

Pemeriksaan 

Histopatologis 

Ekspresi 

Cyclin Dl 

Grading 

Histopatolog 

Analisis 

Korelasi 

Dilakukan di poli Bedah Kepala Leher dan laboratorium Patologi Anatomi RSUD Dr. 

Soetomo. 
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5.8.2 Waktu penelitian S U R A • - ---- ---------Selama 3 bulan sejak pengumpulan sampel sampai analisa data. 

5.9 Tahap Penelitian 

•Penentuan sampel dilakukan berdasarkan data DMK penderita Karsinoma Sel 
Skuamos Kepala Leher 

•Seleksi sampel sesuai kriteria inklusi dan eksklusi 

•Pengumpulan blok parafin di laboratorium Patologi Anatomi sesuai data yang 
didapat dari tahapan sebelumnya 

•Kuantifikasi. ekspresi Cyclin 01 

•Pengumpulan data 

•Analisis data 
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5.10 Analisa Data 

Untuk menganalisa korelasi antara ekspresi Cyclin 01 dan grading histopatologis 

digunakan uji analisa Spearman rank-order correlation dan koefisien kontingensi. 
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BAB6 

HASIL PENELITIAN DAN ANALISIS DATA 

6.1 Karakteristik Sampel Penelitian 

Sampel diambil secara systematic random sampling pada seluruh blok parafin 

beserta catatan medik penderita karsinoma sel skuamosa kepala dan leher di RSUD 

Dr.Soetomo Surabaya bulan Januari 2006- Desember 2007. Sampel yang memenuhi syarat 

terkumpul sebanyak 30 buah blok parafin. 

Tabel 3. Karakteristik sampel penelitian 

Well 
Differentiated 

n=14 
Umur 57,3 ± 11,4 
Jenis Kelamin 

Laki-laki 11(42,3) 
Perempuan 3(75,0) 

Grading 

Moderately 
Differentiated 

n=7 

54,3±11,1 

7(26,9) 
0(0,0) 

Poorly/ 
Undifferentiated 

n=9 

4,4±15,4 

8(30,8) 
1(25,0) 

Total 
n=30 

53,3±12,9 

26(86,7) 
4(13,3) 

Tabel4. Distribusi jenis kelamin dan umur pada karsinoma sel skuamosa kepala dan leher 

Jenis Kelamin 
Umur (tahun) 

Laki-laki (%) Perempuan (%) 
Jumlah (%) 

0-9 0 (0.00} 0 (0.00) 0 (0.00) 

10-19 0 (0.00) 0 (0.00) 0 (0.00) 

20-29 1 (3.3) 0 (0.00) 1 (3.3) 

30-39 1 (3.3) 1 (3.3) 2 (6.7) 

40-49 8 (26.7) 2 (6.7) 10 (33.3) 

50-59 6 (20.00) 1 (3.3) 7 (23.3) 

60-69 6 (20.00) 0 (0.00} 6 (20.00) 

>70 4 (13.3) 0 (0.00) 4 (13.3) 

Jumlah (%) 26 (86.7) 4 (13.3) 30 (100.00) 

Jenis kelamin terbanyak pada penderita karsinoma sel skuamosa kepala leher yang 

menjadi subyek penelitian ini adalah laki-laki, sebanyak 26 orang (86,67%). Umur penderita 
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pada penelitian ini antara 26 tahun sampai dengan 79 tahun, dengan rata-rata 53 tahun. 

Kelompok yang terbanyak adalah pada umur 40-49 tahun yaitu 10 orang (33,3% ). 

Tabel 5. Diagnosis klinis dan grading histopatologis penderita karsinoma sel skuamosa 

kepala leher 

Grading Histopatologi 

No 
Diagnosis Well Moderately Poorly/ 

Total(%) 
Klinis Differentiated Differentiated U n d iffe re nti a ted 

(%) (%) (%) 
1 Ca Gingiva 4 (100,0) 4 (100,0) 
2 Ca Laring 6 (50,0) 5 (41,7) 1 (8,3) 12 (100,0) 
3 Ca Lidah 3 (75,0) 1 (25,0) 4 (100,0) 
4 Ca Maksila 1 (100,0) 1 (100,0) 
5 Ca Nasal 3 (100,0) 3 (100,0) 
6 Ca Nasofaring 1 (20,0) 4 (80,0) 5 (100,0) 
7 Ca Tonsil 1 (100,0) 1 (100,0) 

Total(%) 14 (46.7) 7 (23.3) 9 (30.0) 30 (100.0) 

Diagnosis klinis yang terbanyak pada penelitian ini adalah karsinoma laring yaitu 12 

orang dengan diferensiasi yang tersebar pada semua grading histopatologis. Empat sampel 

karsinoma gingiva, empat sampel karsinoma lidah dan satu sampel karsinoma maksila 

sebagian besar menunjukkan diferensiasi baik. Berbeda dengan lima sampel karsinoma 

nasofaring, tiga karsinoma nasal dan satu karsinoma tonsil yang menunjukkan diferensiasi 

yang buruk. 

6.2. Hasil Pemeriksaan lmununohistokimia Ekspresi Cyclin Dl pada Karsinoma Sel 

Skuamosa Kepala dan Leher. 

Hasil pemeriksaan ekspresi Cyclin 01 dikelompokkan berdasar skor yang didapat dari 

penjumlahan hasil perkalian persentase ekspresi Cyclin 01 pada sel karsinoma sel skuamosa 

kepala dan leher pada setiap intensitas imunoreaktif dengan skala terendah nol dan skala 

tertinggi 15. Pada penelitian ini tidak didapatkan hasil negatif pada ekspresi Cyclin 01 . Skor 

ekspresi Cyclin 01 terendah pada penelitian ini adalah tiga sebanyak dua (6,67%) sampel 

untuk grading histopatologis well differentiated dan skor tertinggi adalah 14 sebanyak satu 

(3,33%) sampel dengan grading histopatologis undifferentiated. Untuk grading 

histopatologis well diferentiated pada penelitian ini mempunyai rentang skor terendah tiga 
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dan tertinggi delapan. Sedangkan untuk grading histopatologis moderately differentiated 

mempunyai rentang skor enam sampai dengan 11 dan untuk poorly/ undifferentiated 

rentang skornya adalah 10 sampai dengan 14. (lihat lampiran 4) 

Tabel 6. Skor pemeriksaan imunohistokimia Cyclin 01 dan grading histopatologi karsinoma 

sel skuamosa kepala dan leher. 

Grading histopatologi 
Skor Well Moderately Poorly/ Jumlah (%) 

Differentia ted (%) Differentiated (%) Undifeentiated (%) 
0 
1 
2 
3 2 {6.67) 2 {6.67) 
4 
5 - 5 {16.67) 5 {16.67) 
6 3 {10.00) 1 {3.33) 4 {13.33) 
7 2 {6.67) 2 {6.67) 4 {13.33) 
8 2 {6.67) 1 {3 .33) 3 {10.00) 
9 
10 1 {3 .33) 2 {6.67) 3 {10.00) 
11 2 (6.67) 3 {10.00) 5 {16.67) 
12 2 {6.67) 2 {6 .67) 
13 1 {3.33) 1 {3.33) 
14 1 {3.33) 1 {3 .33) 
15 

14 {46.67) 7 {23.33) 9 {30.00) 30 {100.00) 

Gambar-gambar berikut adalah contoh pemeriksaan ekspresi Cyclin 01 pada berbagai jenis 

karsinoma sel skuamosa kepala dan leher pada grading histopatologis yang berbeda dengan 

intensitas imnunoreaktifyang berbeda-beda pula. 
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Gambar 3. Karsinoma Laring (T.4629/07) yang menunjukkan hasil ekspresi Cyclin 01 60% 

dengan intensitas Strong Positive dilihat dengan mikroskop Olympus BXSO pada 

pembesaran 100 kali. 

·······-··············--·. -·····-~- ....................................................... , 

J 

Gam bar 4. Karsinoma Nasofaring (T.S475/07) yang menunjukkan hasil ekspresi Cyclin 01 

60% dengan intensitas Strong Positive dan 10% dengan intensitas Medium 

Positive dilihat dengan mikroskop Olympus BXSO pada pembesaran 200 kali. 
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Gam bar 5. Karsinoma 'Maksila (T.3886/06} yang menunjukkan hasil ekspresi Cyclin 01 20% 

dengan intensitas Medium Positive dan 60% dengan intensitas Low Positive 

dilihat dengan mikroskop Olympus BXSO pad a pembesaran 200 kali. 

~~~···~·~1 

! 

Gambar 6. Karsinoma Maksila (T.3886/06) yang menunjukkan hasil ekspresi Cyclin 01 60% 

dengan intensitas Low Positive dan 20% dengan intensitas Negative dilihat 

dengan mikroskop Olympus BXSO pada pembesaran 200 kali. 
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Gam bar 7. Karsinoma Lidah (T.6098/06) yang menunjukkan hasil ekspresi Cycfin Dl 90010 

dengan intensitas Negative dilihat dengan mikroskop Olympus BXSO pada 

pembesaran 200 kali. 

6.3 Analisis hasil penelitian 

Hasil uji korelasi Spearman menunjukkan ekspresi Cyclin Dl mempunyai korelasi yang 

signifikan dengan grading histopatologi karsinoma sel skuamosa kepala dan leher dengan 

nilai koefiseien korelasi sebesar 0,84 (lihat lampiran 5). Hal ini berarti bahwa semakin kuat 

intensitas ekspresi Cyclin Dl maka semakin jelek derajad diferensiasi sel (gambar 8). 

Tabel 7. Uji Korelasi Spearman eskpresi Cyclin Dl dengan grading histopatologi karsinoma 

sel skuamosa kepala dan leher 

Spearman's rho Grading 

Ekspresi 
Cycfin Dl 

Corelation Coefficient 
Sig. (2- tailed) 
N 
Corelation Coefficient 
Sig. (2- tailed) 
N 

** Correlation is significant at the O.Ollevel (2-tailed) 

Grading Ekspresi 
Cycfin Dl 

1.000 0.840** 
0.000 

30 30 
0.840** 1.000 

0.000 
30 30 
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Ekspresi Cyclin 01 

14 +------------------------------------<r------1 

12 +-----------------------------------~~----~ 

11 

6 +-----........, 

4 

2 +-------------------------------------------~ 

Well Differentiated Moderately differentiated Poorly/ Undifferentiated 

Gambar 8 Grafik hubungan antara median skor ekspresi Cyclin 01 dengan grading 

histopatologi karsinoma sel skuamosa kepala dan leher. 

Dengan menggunakan penilaian ekspresi menu rut Pin ilia, 2004 maka dapat dibuat tabulasi 

silang dari hasil penelitian ini. 

Tabel8. Tabulasi silang ekspresi Cycfin 01 dengan nilai cut off5% dengan grading 

histopatologi karsinoma sel skuamosa kepala dan leher 

EksQresi Cylin D1 
Positif Negatif 

Well Differentiated 9 5 
(%) (64.3) (37.5) 

Grading Moderately Differentiated 4 3 
Histopatologi (%) {57.1) {42.9) 

Poorly/ undiferentiated 9 0 
(%) (100) (0,0) 

Total 22 8 
{%) (73.3) (26,7) 

Total 

14 
(100.0) 

7 
(100.0) 

9 
(100.0) 

30 
{100,0) 
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Dari hasil uji koefisien kontingensi berdasarkan tabulasi silang diatas didapatkan hasil 

koefisien kontingensi sebesar 0,091. Hal ini berarti bahwa tidak ada korelasi yang bermakna 

antara ekspresi Cyclin 01 dengan derajad diferensiasi sel pada a 0,01. (Jampiran 3) 

Tabel 9. Uji Korelasi koefisien kontigensi eskpresi Cyclin 01 dengan nilai cut off 5% dengan 

grading histopatologi karsinoma sel skuamosa kepala dan leher 

Value Approx. Sig. 

Nominal by Nominal Contingency Coefficient .371 .091 

N of Valid Cases 30 
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7.1 Gamba ran umum hasil penelitian 

BAB 7 

PEMBAHASAN 

Pada penelitian ini diperiksa 30 blok parafin karsinoma sel skuamosa kepala leher 

dengan berbagai derajad diferensiasi yaitu well differentiated, moderately 

differentiated, poorly differentiated I undifferentiated, masing-masing sebanyak 14 

(46,7%), 7(23,3%) dan 9 (30,0%). Usia terbanyak yaitu kelompok rentang usia 40-49 

tahun ( 33,3%) yang sesuai dengan kepustakaan bahwa insiden karsinoma sel skuamosa 

kepala leher lebih banyak pada usia 40 tahun ke atas dengan puncaknya pada dekade 

kelima dan keenam. Dari jenis kelamin, karsinoma sel skuamosa kepala leher 

didapatkan lebih banyak pada laki-laki ( 70%) dari pada wanita ( 30% ) dan hal ini sesuai 

dengan kepustakaaA bahwa laki-laki lebih banyak menderita keganasan di kepala leher 

dibanding wanita. Rasio laki-laki dibandingkan perempuan lebih dari 2:1. Perbedaan 

rasio laki-laki dibanding perempuan lebih besar 4 sampai 5 kali pada laki-laki pada 

tumor-tumor laring. Rasio ini berkurang dalam 20 tahun terakhir, kemungkinan 

disebabkan makin meningkatnya perempuan yang merokok.( Wein, 2005; Vokes, 1993). 

Karsinoma sel skuamosa adalah jenis kanker terbanyak yang ditemukan pada 

keganasan rongga mulut. Seperti pada karsinoma sel skuamosa lainnya keganasan 

rongga mulut berdasarkan perubahan intra epitelialnya dapat digolongkan ke dalam 

tingkatan ringan, sedang dan berat. Karsinoma yang invasif mempunyai derajad 

diferensiasi baik, sedang dan buruk. Meskipun pemeriksaan derajad diferensiasi pada 

karsinoma sel skuamous sangat subjektif tetapi hampir kebanyakan ahli patologi 

menggunakan cara ini. Sistem yang digunakan secara luas dalam penentuan derajad 

diferensiasi mencakup tiga kategori: (l)derajad diferensiasi baik, bila tumor tersebut 

terdiri dari sekumpulan besar sel-sel skuamosa dan sering kali terdapat fokus-fokus 

keratin yang berbentuk seperti mutiara, (2) derajad diferensiasi sedang, bila tumor 

terdiri dari sekumpulan sel-sel skuamosa yang lebih kecil dengan sel-sel yang pleomorfis 

dan aktifitas mitosis sedang, dan (3) derajad diferensiasi buruk, bila tumor terdiri dari 

sel-sel yang anaplastik dengan gambaran pleomorfisme dan mitosis yang prominen. 

Batas tumor pada derajad diferensiasi buruk biasanya tidak tegas dan menunjukkan 

invasi ke stroma. (Tawfik, 2007). Alternatif lain yang digunakan adalah dengan 
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menggunakan sistem Broders seperti yang telah dijelaskan pada bab tinjauan pustaka . 

(Reichrart, 2006}. 

Dari 30 sampel yang diteliti, pada karsinoma rongga mulut, termasuk di dalamnya 

karsinoma lidah 4(100%} dan karsinoma gingiva 3(75%} menunjukkan derajad 

diferensasi baik (tabel 5}. Hal ini sesuai dengan yang dikemukakan oleh Tawfik (2007} 

yang menyebutkan bahwa memang sebagian besar karsinoma di rongga mulut 

menunjukkan derajad diferensiasi yang baik. Sedangkan untuk karsinoma laring dan 

hipofaring, Gale (2007} menyatakan sebagian besar karsinoma laring mempunyai 

derajad diferensiasi baik sampai sedang dan karsinoma di hipofaring mempunyai 

derajad diferensiasi sedang sampai buruk. Variasi derajad diferensiasi sering kali 

didapatkan dalam satu tumor, tetapi dalam penentuan derajad diferensiasi harus 

didasarkan pada daerah yang mempunyai diferensiasi terburuk. Pada penelitian ini 
-

didapatkan karsinoma laring berdiferensiasi baik 6(50%), sedang (41,7%) dan buruk 1 

(8,3%). 

Karsinoma sino nasal adalah tumor yang terletak di vestibulum nasi dan sinus-sinus 

paranasalis. Kasinoma ini dapat berasal dari berbagai jenis sel. Karsinoma sel skuamosa 

adalah yang paling sering didapatkan dan biasanya mempunyai derajad diferensiasi 

buruk dan tidak berdiferensiasi (undifferentiated} . Karsinoma sino nasal yang tidak 

berdiferensiasi mempunyai derajad keganasan yang tinggi. Dari namanya menunjukkan 

bahwa tumor ini tidak menunjukkan gambaran epitel skuamosa. Pada pemeriksaan 

histopatologi hanya didapatkan sel-sel yang anaplastik dengan rasio inti sel yang lebih 

besar dan aktifitas mitosis yang tinggi.(Tawfik,2007) Pada penelitian ini didapatkan 3 

(100%) kasus karsinoma sinonasal dan semuanya mempunyai diferensiasi yang buruk 

atau tidak berdiferensiasi. 

Karsinoma nasofaring adalah karsinoma sel skuamosa yang sering terjadi pada usia 

dekade keempat sampai dengan dekade keenam. Karsinoma ini mempunyai tiga varian 

yaitu: (1) Keratinizing, karsinoma sel skuamosa konvensional, (2) Non keratinizing, 

karsinoma sel skuamosa yang berdiferensiasi, dan (3)Non keratinizing, karsinoma sel 

skuamosa yang tidak berdiferensiasi. Enam puluh persen bentuk karsinoma nasofaring 

adalah bentuk Non Keratinizing, karsinoma sel skuamosa yang tidak berdiferensiasi. 
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(Tawfik,2007) Pada penelitian ini didapatkan 4(80%) kasus karsinoma nasofaring dengan 

derajad diferensiasi buruk/ tidak berdiferensiasi dan 1 (20%) berdiferensiasi sedang. 

Derajad diferensiasi karsinoma sel skuamosa sebagai faktor prognostik 

kebermaknaannya masih merupakan kontroversi. Beberapa penelitian menunjukkan 

bahwa derajad diferensiasi mempunyai pengaruh yang cukup bermakna pada 

prognosis, sedangkan pendapat lain tidak sepenuhnya setuju pada pengamatan ini. 

(Chiesa,1999). 

7.2 Korelasi antara Ekspresi Cyclin 01 dengan grading histopatologi karsinoma sel 

skuamosa kepala dan leher. 

Berdasarkan hasil pemeriksaan imunohistokimia, ekspresi Cyclin 01 secara 

semikuantitatif didapatkan ekspresi Cyclin 01 pada seluruh penderita karsinoma sel 

skuamosa kepala dan leher dengan ekspresi dan intensitas imunostaining yang berbeda­

beda sesuai dengan derajad diferensiasinya. Dengan menggunakan nilai cut off 5% 

maka dari sampel yang diteliti menunjukan hasil ekspresi Cyclin 01 yang positif sebesar 

73,3% sementara penelitian lain menunjukkan hasil 35% sampai 64%. (Donellan, 1998). 

Pada jaringan normal antibodi DCS-6 yang digunakan untuk memeriksa ekspresi 

Cyclin 01 akan melabel sel-sel fibroblas, endotel, epitel dari regio kepala dan leher, 

epidermis, folikel rambut, serviks, vagina, rektum dan sel epitel transisional buli-buli 

secara heterogen. Sel dendrit dilaporkan menunjukkan imunoreaktifitas baik di inti sel 

maupun pada sitoplasma. Secara umum, semua jaringan epitel normal akan 

menunjukkan ekspresi yang rendah terhadap antibodi Cyclin 01 dan terbatas pada zona 

proliferasi. Jaringan normal yang menunjukkan hasil negatif pada pemeriksaan Cyclin 01 

adalah otot, ginjal, liver, kelenjar ekrin dan apokrin adneksa kulit. Jaringan limfoid 

normal tidak akan terlabel oleh antibodi ini. 

Pada penelitian ini untuk karsinoma sel skuamosa yang berdiferensiasi baik sebagian 

besar menunjukkan intensitas imunoreaktifitas rendah dan negatif sedangkan untuk 

derajad diferensiasi buruk menunjukkan imunoreaktifitas sedang sampai kuat. (lihat 

lampiran 3). Dari hasil pemeriksaan pada penelitian ini dapat disimpulkan bahwa pada 

derajad diferensiasi yang buruk intensitas imunostaining akan semakin kuat. 
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Beberapa penelitian imunohistokimia yang telah dilakukan menunjukkan bahwa 

anti Cyclin 01 terekspresi berlebihan pada inti sel pada berbagai keganasan dengan 

berbagai macam histogenesis. Dari 212 tumor primer yang pernah diteliti termasuk di 

dalamnya limfoma sel Mantle, adenoma paratiroid dan karsinoma lainnya seperti 

karsinoma payudara, karsinoma sel skuamousa, karsinoma ovarium dan karsinoma sel 

transisional buli-buli menunjukkan peningkatan imunoreaktifitas Cyclin 01. Pada 

limfoma sel Mantle ekspresi Cyclin 01 meningkat diatas 80% pada sumsum tulang dan 

ekspresi ini tidak ditemukan pada sel B normal dan limfoma sel B lainnya. Pemeriksaan 

imunohistokimia Cyclin 01 bersama-sama dengan marker yang lain sangat berguna 

untuk mendiferensiasi berbagai neoplasma. (Leong, 1999) 

Pemeriksaan imunohistokimia pada penelitian ini menunjukkan korelasi yang 

bermakna antara ekspresi Cyclin 01 dengan grading histopatologi karsinoma sel 

skuamosa kepala dan leher dengan nilai koefiseien korelasi sebesar 0,84. Secara jelas 

korelasi ini dapat dilihat pada grafik hubungan antara median skor ekspresi Cyclin 01 

dengan grading histopatologi karsinoma sel skuamosa kepala dan leher (gambar 8). Dari 

grafik tersebut terlihat jelas bahwa semakin kuat ekspresi Cyclin 01 maka semakin jelek 

derajad diferensiasi sel. 

Dengan uji koefisien kontingensi tidak didapatkan korelasi antara ekspresi Cyclin 

01 dengan derajad diferensiasi sel dengan nilai koefisien kontingensi sebesar 0,091 pada 

a 0,05. Perhitungan ini menunjukkan hasil yang berbeda dengan koefisien korelasi 

Spearman. Hal ini dapat disebabkan karena pada uji koefisien kontingensi digunakan 

data nilai cut off 5% untuk ekspresi Cyclin 01 yang dikategorikan menjadi positif dan 

negatif. Sedangkan uji korelasi Spearman menggunakan data skoring seperti pada 

lampiran 4. Penilaian ekspresi Cyclin 01 menjadi dua ketegori ini memberikan hasil uji 

statistik yang berbeda karena bila dibandingkan dengan cara skoring perbedaaan 

ekspresi dan intensitas imunostaining antar kelompok grading histopatologi menjadi 

semakin lebih nyata. 

Ekspresi berlebihan Cyclin 01 akan mengakibatkan siklus pembelahan sel kanker 

menjadi lebih cepat dan singkat karena Cyclin 01 sangat memegang peranan penting 

dalam mengendalikan siklus sel pada transisi dari fase Gl ke fase S siklus sel. Aktifitasi 

Cyclin 01 bersama-sama CDK akan segera menyelesaikan fase Gl pada siklus sel. 

Kompleks Cyclin 01 dan CDK4 atau CDKG akan memfosforilasi protein retinoblastoma 
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sehingga menghambat fungsi inhibitor pertumbuhan sel dan akhirnya mendorong sel 

masuk kedalam fase S dan seterusnya percepatan dalam mitosis sel kanker. Percepatan 

fase Gl ini menyebabkan sel tidak masuk ke dalam fase GO, di mana pada fase ini sel 

akan tumbuh menjadi sel yang dewasa dan mengalami diferensiasi. Mitosis yang 

prominen ini yang menyebabkan derajad diferensiasi menjadi buruk karena salah satu 

penentu dari grading histopatologi adalah gambaran aktifitas mitosis sel-sel kanker. 

Semakin prominen aktifitas mitosis semakin buruk derajad diferensiasi suatu kanker. 

(Angadi et al. 2007) 

Ada beberapa hal yang dapat mempengaruhi hasil pemeriksaan imunohistokimia 

antara lain adalah proses preparasi jaringan sampai pengecatan imunohistokimia yang 

kurang sempurna. Pemeriksaan imunohistokimia adalah salah satu prosedur 

pemeriksaan histopatologi untuk mendeteksi adanya antigen tertentu pada potongan 

jaringan. Dasar pemeriksaan ini adalah -adanya reaksi antigen antibodi dengan 

menggunakan antibodi yang sudah diberi label. 

Preparasi jaringan memegang peranan penting dalam pemeriksaan 

imunohistokimia ini. Proses preparasi jaringan meliputi : fiksasi jaringan, dehidrasi, 

pembuatan parafin blok, pemotongan jaringan dengan mikrotom, deparafinisasi, 

antigen retrieval, dan pengecatan imunohistokimia. Kesalahan salah satu dari langkah ini 

akan memberikan hasil pemeriksaan yang kurang baik. 

Fiksasi yang kurang adekuat akan menyebabkan interprestasi yang salah pada 

pengecatan. Sebagai contoh adalah terjadinya elusi, yaitu proses perpindahan reseptor 

protein yang berasal dari inti sel larut ke dalam sitoplasma. Pada keadaan ini antigen 

dapat terdeteksi di dalam sitoplasma sehingga pembacaan pewarnaan akan 

menghasilkan positif palsu. Yang pada kenyataannya antigen tersebut seharusnya 

berada terlokalisir di dalam inti sel. (Farmilio, 2006) 

Fiksasi jaringan dengan segera dan adekuat sangat esensial untuk 

mempertahankan morfologi jaringan. Dalam proses fiksasi jaringan masih banyak faktor 

yang mempengaruhi kualitas dari fiksasi itu, meliputi : pH, suhu, daya tembus cairan 

fiksasi, volume cairan fiksasi, konsentrasi cairan fiksasi dan lamanya proses fiksasi. 

Fiksasi yang tidak adekuat atau terlalu lama akan menurunkan kemampuan antigen 

dalam mengikat antibodi. Fiksasi atau pengawetan jaringan bertujuan untuk 
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menghentikan dengan segera proses biokimia yang terjadi didalam sel. Jaringan yang 

masih segar dari opersi harus segera dimasukkan ke bahan fiksasi, keterlambatan fiksasi 

jaringan akan menyebabkan dekomposisi jaringan sehingga merusak morfologi jaringan 

dan antigen sel. Selain itu fiksasi jaringan juga berfungsi untuk menambah afinitas 

protoplasma terhadap pewarnaan, dan mempertahankan sel dari larutan hipotonis dan 

hipertonis. (Farmilio, 2006) 

Fiksasi formalin umumnya lebih baik dalam mempertahankan antigen 

dibandingkan dengan bahan fiksasi yang lain . Cairan fiksasi yang digunakan di lnstalasi 

Patologi Anatomi RSUD Dr.Soetomo selama ini adalah larutan formalin buffer yang 

terdiri atas formaldehid 38-40%, air suling, sodium hidrogen fosfat dan disodium 

hidrogen fosfat. Waktu optimum fiksasi menggunakan formalin tergantung ukuran blok 

jaringan dan jenis jaringan. Fiksasi antara 18 sampai 24 jam cukup optimal untuk 

mempertahankan jaringan. Fiksasi yang terlalu singkat menyebabkan timbulnya 

perubahan warna ditepi jaringan dan tidak ada sinyal warna ditengah jaringan. Fiksasi 

yang terlalu lama akan menyebabkan penutupan seluruh epitop antigen sehingga 

antigen tidak terdeteksi dengan antibodi, walaupun menggunakan tehnik antigen 

retrieval. 

Setelah dilakukan fiksasi, perlu dilakukan dehidrasi. Dehidrasi bertujuan 

membuang air dan menggantinya dengan larutan organik. Dehidrasi dilakukan dengan 

memasukkan jaringan kedalam alkohol dengan beberapa kosentrasi. Alkohol bersifat 

hidrofobik, sehingga dapat menyerap cairan di dalam jaringan tanpa merusak struktur 

jaringan. Proses dehidrasi yang tidak adekuat dapat menyebabkan denaturasi protein 

oleh air, sehingga akan merusak struktur jaringan. (Farmilio, 2006) 

Blok parafin merupakan salah satu cara pengawetan jaringan dimana kita dapat 

memperoleh jaringan untuk bahan pemeriksaan histopatologi yang ukurannya lebih 

besar, dapat bertahan lama, antigen yang terkandung dalam jaringan dapat 

diselamatkan, dan penyimpanannya relatif - mudah. Pembuatan blok parafin juga 

bertujuan agar pemotongan jaringan dengan mikrotom menjadi lebih mudah. Beberapa 

antigen tertentu tidak dapat bertahan dengan proses fiksasi dan pembuatan parafin 

blok. Dalam hal ini dapat digunakan tehnik potong beku (frozen section ) untuk 

pengecatan imunohistokimia. Pemeriksaan potong beku lebih baik dalam 

mempertahankan fungsi enzim dan antigen jaringan dibandingkan dengan pembuatan 
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parafin blok. Kerugian dari tehnik potong beku adalah : morfologi jaringan yang kurang 

baik, resolusi yang buruk pada pembesaran yang tinggi dari mikroskop, dibutuhkan 

penyimpanan yang khusus, tehnik pemotongan yang lebih sulit dan lebih tebal dengan 

mikrotom karena kristal es tidak terpotong, dan keterbatasan preparat untuk disimpan 

lebih lama. (Farmilio, 2006) 

Deparafinisasi dilakukan setelah pemotongan jaringan. Deparafinisasi bertujuan 

untuk membuang seluruh parafin yang ada pada jaringan. Deparafinisasi yang kurang 

baik akan menghasilkan pengecatan yang kurang baik. 

lnkubasi pengecatan imnohistokimia ini memerlukan waktu satu malam, inkubasi 

ini memberikan kesempatan seluruh antigen dapat berikatan dengan antibodi. 

Pemberian peroksidase ( H202 ) bertujuan menekan aktivitas peroksidase endogen, 

dengan demikian akan mengurangi pewarnaan pada latar belakang jaringan. Kwalitas 

peroksidase yang kurang baik akan menyebabkan hasil pewarnaan menjadi kurang 

sempurna. Pemilihan bahan chromogen untuk memberikan perubahan warna harus 

sesuai dengan label enzym yang dipakai. Pada penelitian ini dipakai enzym Horseradish 

peroksidase ( HRP ) dan substrat diaminobenzidine ( DAB ), karena bahan ini 

memberikan intensitas pewarnaan yang baik dan permanen. Kerugian dari bahan 

chromogen ini adalah adanya aktivitas peroksidase endogen menyebabkan hasil 

pewarnaan manjadi false positif. Tehnik pengecatan imunohistokomia pada penelitian 

ini menggunakan metode tidak langsung, yang lebih baik dalam mengidentifikasi antigen 

dibandingkan dengan metode langsung. (Farmilio, 2006) 

Dari pembahasan mengenai proses peaparasi jaringan sampai pengecatan, 

terlihat bahwa banyak sekali faktor-faktor yang dapat menyebabkan hasil pengecatan 

imunohistokimia menjadi kurang sempurna. Untuk mendapatkan hasil pengecatan 

imunohistokimia yang baik maka diperlukan bahan preparat jaringan yang baik, bahan­

bahan pengecatan yang baik, standarisasi kerja, dan tenaga yang terampil dan khusus 

dibidang ini. 
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7.3 Man fa at pemeriksaan Cyclin Dl dalam penentuan prognostik penderita karsinoma sel 

skuamosa kepala dan leher. 

Cyclin 01, atau yang yang dikenal juga dengan PRAD1, adalah protoonkogen yang 

terletak pada kromosom llq13 yang berfungsi untuk mengendalikan siklus sel pada 

fase Gl. Pada respon mitogen ekstraseluler, kadar Cyclin 01 meningkat dan bersama 

sama CDK akan memediatori fase G1 melalui fosforilasi pRb. Overekspresi Cyclin 01 

akan memperpendek fase G1 dan menurunkan ketergantungan prolifersi sel terhadap 

mitogen. Zwijsen et al. (1996) menyatakan bahwa overekspresi Cyclin 01 pada sel epitel 

kasinoma payudara akan mengalami pengurangan memasuki fase GO pada kondisi 

growth factor yang terbatas sehingga hasil akhirnya terjadi akselerasi pertumbuhan sel. 

Penelitian lainnya mengatakan bahwa deregulasi Cyclin 01 akan meningkatkan 

agresifitas secara keseluruhan pada beberapa kanker tertentu dengan cara desensitisasi 

proliferasi sel terhadap signal-signal inhibitor.( Zwijsen et al. 1996) 

Pada karsinoma sel skuamosa kepala dan leher, deregulasi Cyclin 01 telah diukur 

dengan berbagai macam metode. Pada tingkat protein, beberapa penelitian telah 

menilai ekspresi Cyclin 01 dengan pemeriksaan imunohistokimia. Pada tingkat DNA 

dengan menggunakan teknik sitogenetik, analisa Southern blot, PCR dan FISH telah 

digunakan untuk mengukur amplifikasi gen Cyclin 01 . (Alavi et al. 1999) 

Meskipun secara pasti Cyclin 01 sebagai faktor prognostik belum dikatakan 

signifikan, tetapi beberapa bukti telah menunjukkan hubungan antara overekspresi 

Cyclin 01 dengan prognostik yang buruk. Pada pasien-pasien yang secara klinis tidak 

didapatkan kelenjar leher yang positif, ekspresi Cyclin 01 pada tumor primer 

mempunyai risiko empat kali lebih besar ditemukannya kelenjar yang positif pada 

pemeriksaan histopatologi kelenjar getah bening leher yang dilakukan RND. (Cappacio 

et al. 2000). Bova et al. (1999) menyatakan bahwa overekspresi Cycin Dl dapat 

meramalkan jeleknya interval bebas penyakitdan survival secara keseluruhan pada 148 

pasien karsinoma lidah stadium I sampai IV yang dilakukan operasi (42 pasien 

mendapatkan radioterapi post operatif). Sarna halnya, Michalides et al. (1997) 

mengemukakan bahwa overekspresi Cyclin 01 berhubungan dengan memendeknya 

interval bebas penyakit pada 115 pasien karsinoma sel skuamosa kepala dan leher yang 

dioperasi (73 pasien mendapatkan radioterapi post operatif). Pignataro et al. (1998) 
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menyatakan bahwa overekspresi Cyclin 01 akan mer:l ingkatkan risiko kekambuhan dua 

kali lipat pada 149 pasien karsinoma laring stadium I sampai IV yang dilakukan operasi 

(63 pasien mendapatkan radioterapi post operatif) . Setidaknya masih ada lima 

penelitian lain yang mendapatkan pada pengamatan kohort dari 45 sampai 95 pasien 

menunjukkan hubungan antara deregulasi Cyclin 01 dengan jeleknya prognosis 

karsinoma sel skuamosa kepala dan leher. (Nogueira, 1998; Kyomoto, 1997; Bellacosa, 

1996; Meridith, 1995; Lazar, 1998) Akhirnya, Yoo et al. (2000) mengemukakan bahwa 

overekspresi Cyclin 01 pada 60 pasien karsinoma laring T1 dan T2NO yang hanya 

dilakukan eksternal radiasi pada penelitan kasus kontrol mempunyai risiko untuk 

mengalami rekurensi lokal yang lebih besar. 

Penelitian-penelitian di atas membuktikan bahwa deregulasi Cyclin 01 

mempunyai nilai prognostik yang penting dalam menilai interval bebas penyakit dan 
-

survival secara keseluruhan pada karsinoma sel skuamosa kepala dan leher yang 

dilakukan operasi dengan atau tanpa adjuvan radiasi. 

7.4 Cyclin Dependent Kinase Inhibitor (CDK inhibitor) untuk pengobatan karsinoma sel 

skuamosa kepala dan leher. 

Berdasarkan penelitian-penelitian yang menyatakan bahwa pada kanker terjadi 

kegagalan sel dalam meregulasi siklusnya maka berkembang suatu pemikiran bahwa 

dalam mengobati kanker selain pendekatan yang sudah ada, maka perlu dicari suatu 

agen/ obat anti kanker yang berkerja pada regulasi siklus sel. Terapi ini ditujukan 

langsung kepada Cyclin Dependent Kinase. Pada kanker terjadi pemendekan fase G1-S 

dan terjadi amplifikasi gen Cyclin 01 pada karsinoma sel skuamosa, payudara, esofagus, 

buli-buli dan paru . Cyclin 02 dan 03 juga mengalami overekspresi pada baberapa 

karsinoma kolorektal. Cyclin D ini sangat berubungan dengan kinase-kinase CDK4 dan 

CDKG yang juga mengalami overekspresi pad a beberapa kanker. Mutasi atau delesi CDK4 

dan CDKG inhibitor INK4 ditemukan pada familial melanoma, kanker traktus biliari, 

esofagus, kepala dan leher, kanker paru non small cell, dan karsinoma ovarium. lnaktifasi 

mutasi CDK4 inhibitor modulator p15,p16 dan p18 juga telah diamati secara luas pada 
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berbagai jenis kanker pada manusia. Cyclin E juga mengalami amplifikasi dan 

overekspresi pada beberapa karsinoma payudara dan leukemia. 

Sejak 30 tahun terakhir, banyak penelitian yang berusaha mengendalikan dan 

meregulasi siklus set mulai pada set jamur sampai akhirnya berkembang ke set manusia. 

Dari penemuan-penemuan ini, intervensi farmakologi terhadap siklus set menjadi topik 

yang menarik dalam membuat strategi melawan kanker karena kebanyakan set kanker 

menunjukkan penyimpangan dalam siklus selnya. Kunci utama siklus sel adalah protein 

Retinoblastoma (pRb) yang akan terfosforilasi oleh CDK. CDK sendiri diaktifasi oleh 

berbagai macam Cyclin dan secara alami akan diinaktivasi oleh Inhibitor of Cyclin 

Dependent Kinase (INK) dan Kinase inhibitory protein (Kip) . Maka dari itu penelitian 

peran CDK dalam proliferasi sel kanker mengalami perkembangan dan sangat menarik 

perhatian dalam dekade terakhir. Beberapa CDK inhibitor saat ini telah diteliti dan 

dievaluasi melalui uji-uji klinis, termasuk golongan ini adalah flavopiridol, UCN-01 (7-

hydroxystaurosporine), R-roscovitine {CYC202, seliciclib), BMS-387032, Ro31-7453, dan 

£7070. Saat ini penelitian klinis difokuskan pada kegunaan obat-obat tersebut sebagai 

obat kombinasi dengan berbagai macam obat sitotoksik lainnya. (Sridhar, 2007) 

Aktifasi faktor-faktor yang menghambat CDK seperti p1S(INK4) atau p27(Kipl) dan 

inhibisi CDK merupakan cara yang potensial untuk menghambat jalur proliferasi sel yang 

berlebihan pada sel-sel kanker. Dengan kata lain inhibisi Cyclin 01, Cyclin E, dan CDK 

khususnya CDK4 dan CDK6 dapat menjadi sasaran terapi untuk menghambat 

pertumbuhan kanker. 
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• 

BAB8 

KESIMPULAN DAN SARAN 

KESIMPULAN 

• Ekspresi Cyclin 01 didapatkan pada semua karsinoma sel skuamosa kepala leher yang 

diteliti dengan ekspresi dan intensitas imunostaining yang berbeda-beda sesuai dengan 

derajad diferensiasinya. 

• Dengan nilai cut off 5% dari karsinoma sel skuamosa kepala leher yang diteliti 

menunjukkan ekspresi Cyclin 01 yang positif sebesar 73,3%. 

• Terdapat korelasi yang bermakna antara ekspresi Cyclin 01 dengan grading histopatologi 

pada karsinoma sel skuamosa kepala leher. Semakin jelek derajat diferensiasi sel, makin 

kuat ekspresi Cyclin 01. 

SARAN 

• Diharapkan adanya penelitian prospektif lebih lanjut mengenai Cyclin 01 sebagai salah 

satu faktor prognostik karsinoma sel skuamosa kepala leher dengan faktor-faktor lain 

yang mempengaruhi prognostik penderita karsinoma sel skuamosa kepala dan leher, 

misalnya dengan terjadinya metastasis ke kelenjar getah bening leher dan sebagainya. 

• Dengan didapatkannya ekspresi Cyclin 01 pada karsinoma sel skuamosa kepala leher, 

maka diharapkan dapat mendorong penelitian-penelitian lebih lanjut tentang 

penggunaan inhibitor CDK sebagai salah satu modalitas terapi pada keganasan ini. 

• Diharapkan adanya penelitian lebih lanjut tentang ekspresi Cyclin 01 pada berbagai jenis 

keganasan lainnya seperti pada keganasan kolorektal, payudara, prostat dan lain-lain. 
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Lampiran 1. Cara pemeriksaan histopatologis dengan pengecatan Hematoksilin Eosin cara 

Meyer untuk menentukan grading karsinoma sel skuamosa 

1. Spesimen hasil operasi segera difiksasi dalam larutan bufer formalin (kurang dari 1 jam) 

dan segera dikirim ke laboratorium PA. 

2. Jaringan dipotong untuk difiksasi dengan ketebalan 0,5-1 em agar penetrasi fiksatif 

merata dan sempurna 

3. Proses fiksasi 

• Jaringan dimasukkan ke dalam cairan fiksatif minimal 5-10 kali volume jaringan 

dengan larutan formalin netral bufer 10%, dengan komposisi sebagai berikut: 

• Formaldehid 37-40% lOOm! 

• Aquades 900ml 

• Natrium Fosfat Monobasik 4gr 

• Natrium Fostat dibasik (Anhidrous) 6,5gr 

minimal selama 6-36 jam. 

• Kemudian jaringan ditiriskan dengan diletakkan pada kertas merang (tissue) atau 

dibilas dengan air kran. 

4. Proses dehidrasi, clearing, dan infiltrasi parafin. 

• pengolahan jaringan yang sudah difiksasi sempurna untuk dibuat blok parafin 

dilakukan secara manual dengan cara memasukkan jaringan yang telah difiksasi 

tersebut ke dalam larutan alkohol 70% selama 30 menit, alkohol 70% selama 30 

menit, alkohol 80% selama 30 menit, , alkohol 96% selama 30 menit, alkohol 96% 

selama 30 menit, alkohol 100% selama 30 menit, alkohol100% selama 30 menit, 

dan alkohollOO% selama 30 menit. 

• Kemudian dilakukan clearing dengan menggunakan xyloll selama 30 menit dan 

xylol2 selama 30 menit. 

• Jaringan dimasukkan ke dalam parafin cair kemudian diinkubator/ dimasukkan 

kedalam oven dengan suhu 55°C-57°C mulai jam 18.00-06.00. 

5. Pembuatan blok parafin (embedded block) 

6. Pemotongan blok parafin dengan mikrotom 3-5 mikron dan ditempelkan pada gelas 

objek. 

7. Sediaan dicelup dalam larutan xylol bak I selama 5 menit 
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8. Pindahkan dalam larutan xylol bak II selama 5 menit dan ke dalam larutan xylol bak Ill, 

selama 5 menit 

9. Masukkan dalam alkohol 96% bak I dan II masing-masing 2 menit, kemudian ke dalam 

alkohol80% selama 2 menit 

10. Cuci dalam air mengalir selama ± 10 men it 

11. Masukkan dalam larutan meyer hematoksilin selama 15 menit 

12. Cuci kembali dengan air mengalir selama 20 menit 

13. Dimasukkan bak eosin 1% selama 1 menit 

14. Dimasukkan dalam alkohol 80% selama 2 menit kemudian alkohol 90% bak II dan Ill 

masing-masing 2 menit 

15. Terakhir dimasukkan dalam xylol bak I, 11, dan Ill masing-masing 5 men it 

16. Ditutup dengan cover glass 

17. Pembacaan 
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Lampiran 2. Cara pemeriksaan imunohistokimia untuk medeteksi Cyclin Dl 

1. Slide ditempatkan dalam rak pengecatan dan dilakukan dewax (deparanifikasi) dengan 

xylol sebanyak 3 kali, masing-masing selama 3 menit. 

2. Hidrasi dengan: 

a. Alkohol absolut 100% selama 3 menit 

b. Alkohol96% selama 3 menit 

c. Alkohol 70% selama 3 menit 

3. Cuci dengan Tris HCI buffer pH 7,6 sebanyak 2 kali, masing-masing selama 3 menit. 

4. Dilakukan tahap mikrowave selama 10 menit dengan buffer sitrat pH 6. 

5. Dilakukan blok peroksidase endogen dengan H20 2 3%. Bilas dengan buffer sitrat 10mM, 

pH 6,0. 

6. Dilakukan blokade biotin Endogen dengan menggunakan Avidin-Biotin blocking kit (Dako 

Corp.), inkubasi selama 5 sampai 10 menit, dicuci dengan Tris HCI buffer pH 7,6 sebanyak 

2 kali, masing-masing selama 3 menit. 

7. Ditetesi primary antibody menggunakan antibodi monoklonal Cyclin Dl mencit (Dako 

Cytomation) dengan dilusi 1:50, inkubasi selama 1 jam, dibilas dengan Phosphate 

Buffered Saline sebanyak 2 kali, masing-masing selama 3 me nit. 

8. Ditetesi lgG Biotin diikuti Streptavidin-HRP, inkubasi selama 30 menit, dicuci dengan 

buffer sitrat pH 6,0 sebanyak 2 kali, masing-masing selama 3 menit. 

9. lnkubasi dalam 3-amino-9-ethylcarbazol selama 5 sampai 10 menit, dicuci dengan 

aquades sebanyak 2 kali, masing-masing selama 3 menit. 

10. Dilakukan counterstain dengan Meyer Hematoxyllin sebanyak 2 kali, masing-masing 

selama 5 menit, dicuci aquadest, kemudian dilanjutkan ke air mengalir sebanyak 2 kali, 

masing-masing selama 5 menit. 

11. Ekspresi Cyclin Dl tampak sebagai warna merah di daerah sitoplasma sel. 

12. Sediaan diinterprestasikan oleh ahli imunohistokimia dan peneliti yang sebelumnya 

telah dibimbing oleh senior ahli imunohistokimia 

13. Dilakukan pemeriksaan sebanyak 5 lapangan pandang dengan pembesaran 400x dan 

dihitung secara semi kwantitatif berapa persen jumlah inti sel yang menunjukkan 

ekspresi protein Cyclin Dl serta intensitasnya yang tampak pada setiap lapangan 

pandang. 
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Lampiran 3. PENELITIAN IMUNOHISTOKIMIA 
dr.IGNATIUS HUMPHREY (CYCLIN 01) 

NO. NO.PA BLOK DIFF 
PEMERIKSAAN IHC 

s M L 
1 T.4629/07 v MD 60 10 
2 T.444/07 Ill MD - 60 10 
3 T.2228/06 VII MD - 60 20 
4 T.5177/06 II MD - 60 -
5 T.4728/06 IV MD 40 50 
6 T.3495/07 - PD 20 60 10 
7 T.1242/07 II UD 40 50 
8 T.3084/07 II UD 70 20 
9 T.5475/07 II UD 60 10 10 

10 T.5080/07 II UD 70 10 -
11 T.5081/07 I UD 70 20 -
12 T.5076/06 VII WD 50 10 -
13 T.3886/06 I WD - 20 60 
14 T.3923/06 I WD - 10 80 
15 T.2178/06 I WD - 30 70 
16 T.1162/06 IV WD - 40 40 
17 T.3462/07 IV WD - 20 60 
18 T.3778/07 svc 1 WD 20 20 -
19 T.461/07 IV WD 20 20 -
20 T.056/07 IV WD 40 10 -
21 T.4329/07 II WD 20 40 -
22 T.1507/07 II WD 20 20 10 
23 T.4331/07 I WD 20 20 10 
24 T.2798/07 Ill WD 10 - -
25 T.6098/06 Ill WD 10 - -
26 T.4728/07 II MD 30 50 10 
27 T.3726/07 Ill MD 20 30 20 
28 T.766/07 I UD 60 30 10 
29 T.5081/07 I UD 60 40 -
30 T.4279/07 II UD 70 20 10 

Surabaya, 18 Februari 2006 

Ketua Divisi lmunohistokimia Departemen Patologi Anatomi 
FK Unair/ RSU Dr.So~~mo Surabaya 

IVISI !MUN _ · .· l' KI IA 

Jl. PrcJ'rof.lDr~atP~dOd A.,d .,MS,SpPA(K),FIAC 
SURABAYA 

-
-
-

N 
KETERANGAN 

30 Foto 
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10 Foto 
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20 -
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40 Foto 
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-
-
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Lampiran 4. Sampel Penelitian Korelasi Ekspresi Cyclln 01 Dengan Grading Histopatologi Karsinoma Sel Skuamosa Kepala Dan Leher 

Umur Pemeriksaan lmunohistokimia Cyclin Dl 
No Gender 

(thn) 
No.DMK No.PA Diagnosis Grading Kuat Sedang Lemah Negatif 

(%) (%) (%) (%) 
Skor 

1 Laki-laki 71 10735640 T.4629/07 Ca Laring Moderately Diff. 60 10 - 30 (3x3)+(2x1) 11 

2 Laki-laki 57 10556777 T.444/07 Ca Laring Moderately Diff. - 60 10 30 (3x2)+(2x1)+(2x0) 7 

3 Laki-laki 57 10593274 T.2228/06 Ca Lidah Moderately Diff. - 60 20 20 (3x2)+(2x1)+(1x0) 7 

4 Laki-laki 47 10759141 T.5177/06 Ca Nasofaring Moderately Diff. - 60 - 40 {3x2)+(1x0) 6 

5 Laki-laki 42 10632731 T.4728/06 Ca Laring Moderately Diff. 40 so - 10 (2x3)+(2x2)+(1x0) 10 

6 Laki-laki 65 10714354 T.3495/07 Ca Nasal Poorly Diff. 20 60 10 10 (1x3)+(3x2)+(1x1)+(0x0) 10 

7 Laki-laki 30 10491760 T.1242/07 Ca Nasal Undifferentiated 40 so - 10 (2x3)+(2x2)+( 1x0) 10 

8 Laki-laki 26 10712495 T.3084/07 Ca Nasal Undifferentiated 70 20 - 10 {3x3)+(1x2)+(1x0) 11 

9 Laki-laki 71 10760861 T.S475/07 Ca Nasofaring Undifferentiated 60 10 10 20 {3x3)+(1x2)+(1x1)+(1x0) 12 

10 Laki-laki 40 10757804 T.SOS0/07 Ca Nasofaring Undifferentiated 70 10 - 20 {3x3)+(1x2)+(1x0) 11 

11 Laki-laki 44 10757081 T.S081/07 Ca Nasofaring Undifferentiated 70 20 - 10 {3x3)+(1x2)+( 1x0) 11 

12 Laki-laki 55 10638285 T.5076/06 Ca Laring Well Diff. so 10 - 40 (2x3)+(1x2)+(2x0) 8 

13 Laki-laki 46 106064S4 T.3886/06 Ca Maksila Well Diff. - 20 60 20 (1x2)+(3x1)+(1x0) s 
14 Laki-laki 57 10623118 T.3923/06 Ca Gingiva Well Diff. - 10 80 10 (1x2)+(3x1)+(1x0) s 
1S Laki-laki 58 10589608 T.2178/06 Ca Laring Well Diff. - 30 70 - (2x2)+(3x1) 7 

16 Laki-laki 79 - T.1162/07 Ca Gingiva Well Diff. - 40 40 20 (2x2)+(2x1)+(1x0) 6 

17 Laki-laki 57 - T.3462/07 Ca Gingiva Well Diff. - 20 60 20 (1x2)+(3x1)+(1x0) s 
18 Wan ita 49 10733541 T.3778/07 Ca Lidah Well Diff. 20 20 - 60 (1x3)+(1x2)+(3x0) s 
19 Wan ita 37 10679235 T.461/07 Ca Lidah Well Diff. 20 20 - 60 (1x3)+(1x2)+(3x0) 5 

20 Laki-laki 65 10667892 T.056/07 Ca Laring Well Diff. 40 10 - 50 (3x3)+(2x1) 8 

21 Laki-laki 41 10733808 T.4329/07 Ca Laring Well Diff. 20 40 - 40 (1x3)+(2x2)+(2x0) 7 

22 Laki-laki 65 10672824 T.1507/07 Ca Laring Well Diff. 20 20 10 so (1x3)+(1x2)+(1x1)+(2x0) 6 

23 Laki-laki 71 10740606 T.4331/07 Ca Gingiva Well Diff. 20 20 10 so (1x3)+(1x2)+(1x1)+(2xO) 6 
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Umur 
Pemeriksaan lmunohistokimia Cyclin 01 

No Gender 
(thn) 

No.DMK No.PA Diagnosis Grading Kuat Sedang lemah Negatif 
(%) (%) (%) (%) Skor 

24 laki-laki 63 10595244 T.2798/07 Ca laring Well Diff. 10 - - 90 (1x3)+(3xO) 3 

25 Wan ita 59 10662862 T.6098/06 Ca lidah Well Diff. 10 - - 90 (1x3)+(3xO) 3 

26 laki-laki 42 10632731 T.4728/07 Ca laring Moderately Diff. 30 so 10 10 (2x3)+(2x2)+(1x1)+(1x0) 11 

27 laki-laki 64 10620828 T.3726/07 Ca laring Moderately Diff. 20 30 20 30 (1x3)+(2x2)+(1x1)+(2x0) 8 

28 Wan ita 46 10655252 T.766/07 Ca Tonsil Undifferentiated 60 30 10 0 {3x3)+(2x2)+(1x1) 14 

29 laki-laki 44 10757081 T.S081/07 Ca Nasofaring Undifferentiated 60 40 0 0 (3x3)+(2x2) 13 

30 laki-laki 61 10684563 T.4279/07 Ca laring Undifferentiated 70 20 10 0 {3x3)+(1x2)+(1x1) 12 

20 laki-laki 65 10667892 T.056/07 Ca laring Well Diff. 40 10 - 50 {2x3)+(1x2)+(2xO) 8 

21 laki-laki 41 10733808 T.4329/07 Ca Laring Well Diff. 20 40 - 40 (lx3)+(2x2)+(2x0) 7 

22 laki-laki 65 10672824 T.1507/07 Ca laring Well Diff. 20 20 10 50 (lx3)+(1x2)+(1x1)+(2x0) 6 
-----

Keterangan; 
Ekspresi ini digolongkan menjadi 4 bagian yaitu {lam,2005) 
• 0: Bila pengecatan terhadap Cyc/in 01 tidak tampak atau tampak positip kurang dari 5% pada rata-rata presentase dari 5 lapangan pandang yang dilakukan secara 

acak dengan pembesaran 200x. 
• 1+: Bila pengecatan terhadap Cyclin 01 tampak (positip), dengan presentase rata-rata area yang positip antara 5%-20% dari 5 lapangan pandang yang dilakukan 

secara acak dengan pembesaran 200x 
• 2+ : Bila pengecatan terhadap Cyclin 01 tampak (positip), dengan presentase rata-rata area yang positip antara 20%-50% dari 5 lapangan pandang yang dilakukan 

secara acak dengan pembesaran 200x 
• 3+ : Bila pengecatan terhadap Cyc/in 01 tampak (positip), dengan presentase rata-rata area yang positip lebih dari SO"A. pada 5 lapangan pandang yang dilakukan 

secara acak dengan pembesaran 200x 
lntensitas immunostaining juga ditentukan secara semikuantitatif dengan nilai (Kouraklis, 2006): 
• 0 : negatif 
• 1+ : lemah 
• 2+ : sedang 

• 3+ : kuat 

Cara penilaian skor dan imunoreaktifitas dengan mengalikan persentase sel posit if dengan kekuatan intensitas. 
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Lampiran 5. Hasil Analisis Statistik 

Statistics 

UMUR Cyclin 01 
N Valid 30 30 

Missing 0 0 

Mean 53.6333 8.1000 

Median 57.0000 7.5000 

Std. Deviation 12.9495 3.0212 

Minimum 26.00 3.00 

Maximum 79.00 14.00 

SEX 

Cumulative 
Frequency Percent Valid Percent Percent 

Valid Laki-laki 26 86.7 86.7 86.7 

Perempuan 4 13.3 13.3 100.0 

Total 30 100.0 100.0 

PA 

Cumulative 
Frequency Percent Valid Percent Percent 

Valid Ca Gingiva 4 13.3 13.3 13.3 
Ca Laring 12 40.0 40.0 53.3 
Ca Lidah 4 13.3 13.3 66.7 
Ca Maksifa 1 3.3 3.3 70.0 
Ca Nasal 3 10.0 10.0 80.0 
Ca Nasofaring 5 16.7 16.7 96.7 
Ca Tonsil 1 3.3 3.3 100.0 
Total 30 100.0 100.0 

Grading 

Cumulative 
Frequency Percent Valid Percent Percent 

Valid Well-diff 14 46.7 46.7 46.7 
Moderatelly diff 7 23.3 23.3 70.0 
poorly/undiff 9 30.0 30.0 100.0 
Total 30 100.0 100.0 
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Cyclin 01 

Cumulative 
Frequency Percent Valid Percent Percent 

Valid 3.00 2 6.7 6.7 6.7 

5.00 5 16.7 16.7 23.3 

6.00 4 13.3 13.3 36.7 

7.00 4 13.3 13.3 50.0 

8.00 3 10.0 10.0 60.0 

10.00 3 10.0 10.0 70.0 

11 .00 5 16.7 16.7 86.7 

12.00 2 6.7 6.7 93.3 

13.00 1 3.3 3.3 96.7 

14.00 1 3.3 3.3 100.0 

Total 30 100.0 100.0 

PA * Grading Crosstabulation 

Grading 

Moderatelly 
-

Well-diff diff poorly/undiff Total 
PA Ca Gingiva Count 4 4 

%within PA 100.0% 100.0% 
Ca Laring Count 6 5 1 12 

%within PA 50.0% 41 .7% 8.3% 100.0% 
Ca Lidah CQunt 3 1 4 

%within PA 75.0% 25.0% 100.0% 
Ca Maksila Count 1 1 

%within PA 100.0% 100.0% 

Ca Nasal Count 3 3 
%within PA 100.0% 100.0% 

Ca Nasofaring Count 1 4 5 
%within PA 20.0% 80.0% 100.0% 

ca Tonsil Count 1 1 
%within PA 100.0% 100.0% 

Total Count 14 7 9 30 

%within PA 46.7% 23.3% 30.0% 100.0% 

SEX * Grading Crosstabulation 

Gradii'IQ_ 

Moderatelly 
Well-diff diff poorly/undiff Total 

SEX Laki-laki Count 11 7 8 26 

%within SEX 42.3% 26.9% 30.8% 100.0% 

Perempuan Count 3 1 4 

%within SEX 75.0% 25.0% 100.0% 

Total Count 14 7 9 30 

%within SEX 46.7% 23.3% 30.0% 100.0% 
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Descriptives 

UMUR 

N Mean Std. Deviation Std. Error Minimum Maximum 
Well-diff 14 57.2857 11 .4114 3.0498 37.00 79.00 
Moderatelly diff 7 54.2857 11.1313 4.2072 42.00 71 .00 
poorly/undiff 9 47.4444 15.3795 5.1265 26.00 71 .00 

Total 30 53.6333 12.9495 2.3642 26.00 79.00 

Descriptives 

Grading Statistic 
Cyclin D1 Well-diff Mean 5.6429 

Median 5.5000 

Std. Deviation 1.5495 

Minimum 3.00 

Maximum 8.00 

Moderatelly diff Mean 8.5714 
Median 8.0000 

- Std. Deviation 2.0702 
Minimum 6.00 

Maximum 11 .00 
poorly/undiff Mean 11.5556 

Median 11 .0000 
Std. Deviation 1.3333 
Minimum 10.00 
Maximum 14.00 

Nonparametric Correlations 

Correlations 

Grading Cyclin D1 UMUR 
Spearman's rho Grading Correlation Coefficient 1.000 .840* -.273 

Sig. (2-tailed) .000 .144 
N 30 30 30 

Cyclin D1 Correlation Coefficient .840* 1.000 -.175 
Sig. (2-tailed) .000 .354 
N 30 30 30 

UMUR Correlation Coefficient -.273 -.175 1.000 
Sig. (2-tailed) .144 .354 
N 30 30 30 

**. Correlation is significant at the .01 level (2-tailed). 
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Descriptive& 

SEX Statistic 
Cyclin D1 Laki-laki Mean 8.3077 

Median 8.0000 

Std. Deviation 2.7095 

Minimum 3.00 

Maximum 13.00 

Perempuan Mean 6.7500 
Median 5.0000 
Std. Deviation 4.9244 

Minimum 3.00 

Maximum 14.00 

NPar Tests 

Mann-Whitney Test 

Ranks 

SEX N Mean Rank Sum of Ranks 
Cyclin D1 Laki-laki 26 16.29 423.50 

Perempuan 4 10.38 41 .50 
Total 30 

Test Statisticsb 

Cyclin D1 
Mann-Whitney U 31 .500 
WilcoxonW 41 .500 
z -1 .261 
Asymp. Sig. (2-tailed) .207 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .2208 

a. Not corrected for ties. 

b. Grouping Variable: SEX 
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Crosstabs 

Case Processing Summary 

Cases 

Valid Missing 

N I Percent N I 
Grading * Cyclin_D1 3o 1 100.0% o I 

Grading * Cyclin_D1 Crosstabulation 

Count 

Cyclin 01 

- + Total 
Grading well diff 5 9 14 

mod diff 3 4 7 
poor/undiff 0 9 9 

Total 8 22 30 

Chi-Square Tests 

Asymp. Sig. 
Value df (2-sided) 

Pearson Chi-Square 4.797a 2 .091 
Likelihood Ratio 6.985 2 .030 
Linear-by-Linear 

2.998 1 .083 Association 

N of Valid Cases 30 

a. 3 cells (50.0%) have expected count less than 5. The 
minimum expected count is 1.87. 

Symmetric Measures 

Value 
Nominal by Nominal Contingency Coefficient .371 
Interval by Interval Pearson's R .322 
Ordinal by Ordinal Spearman Correlation .305 
N of Valid Cases 30 

a. Not assuming the null hypothesis. 

Percent 
.0% 

Asymp. 
Std. Error' 

.127 

.141 

b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis. 

c. Based on normal approximation. 

Total 

N I Percent 

3o 1 100.0% 

Approx. f Approx. Sig. 
.091 

1.797 .083° 

1.696 .101° 
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There .. no-.""'" to--..y o1 1111 p!'OitJct. ~. poollw ond I'IO(IOIM -lh~d be""'_..., will patiaft~mono. lur.xpoctod 
-.tog Is oblolved whlcll an101 be o><plalnecf by,.,. .... In -...ry pn>eodlnl ond • pn>bloln wlln tho onlbody lo IUipodod, contoct our Tocllnk:al SeMcaa. 

~ ... ,..,....., 
PI!J!!In ........ Tho ...,ody con be.- lor lab._,. p-oddod-..-.. fbcod ln -·-of-wlln haol<n<tJcod opllope rWtowl Is 
roqlinld. Op-- re obtolnad w11n Dolto Tqot Ratt- - · ~pH, .- SJ308, Of 10 rnmoiiL Trio~. t mmoM. EOTA. pH 9.0. Tho~"*"""" 
Dolto TOfVOI Rott- Solltlon, ,_ S17110ond 10rnmolll_,._, pH 6.0 o< .-.-of--~ KWW.found -.:~Yo ofh opli>pa. Tho-.o 
-. """'*!not dly autdtftlg Ina-ant or CUing lno -ng lmnu.rooc:y1ocllomk:all1llir'*lg p<O<IIdln. t.IWw lno -..y of lno- onlbody ond nog- c:onrd 
hOI ,_ -- In Ina oo:ial 1J1o1rjng proc:odln, H lo """"'mended 0>- lnaoo roegento lmmocti.WV belolo uoo, Of dlklte In Doko Anlbody Oluerot, .- soeoe. 
P- ond._e.. -lh~dba run ~willpdaot opoc:in1on. 

Frpzan IICigr4 !!!d col D!W!IIII!gr4: Tho onlbody eon be - ID< lob._,. oc-. il'azen oedlono. olt1ough Ina libeling hOI boon ropol1ed to bo '""""· ond tho 
morphology._. doflnedlhon on pold110C:tora (5~ Tho antbody Is oloo -.-tor eel prop ... ons (5, 8> _,.,._ ... 
lliiAII; --- Anl-tt.lr!ls1 0yt11n 01. c:o<1e Wt!l!l, mov ba-ole-. ronuo of 1:21).1 :40 "'-> opplod on 1o1m-. p.,.,., __ ooc:llono of 
hlmon momnwy r:orc:lnoma Ullng 2IJ .,.,._-apt1ope -In Dolto TOfVO! R..,_-. ~pH, c:o<1e 633011, erd 30- lnabotlon ol room 
1ll<roponin otth tho potmory anlbody. Oplmtl condl- mov Vlrf dapanllng on ope<:lma1 ond PfOParo&on - · n1 """'*! ba - by ooc:h indiYtdulllab..-y. 
Tho 10commondad 11011- c:onln>l II Dolto -lg02a • .-XOII43, -to h-,_lgO "'"""'*"'on Mine plimlly anlbody. 

~Dolto I..SM~-t/HRP k~ c:o<le KD67V, end Dolto ~"'+/HRPidts. ,_ K4004nl KAOOII, oro-ad. For_, -end col,_-., 
1tte DoltoAPIW'Idt.c:o<leK0670, 1so_,_.....wonc~ogonouo~llltlnngloa-. Folowlttepn><:adt.ra---h-YI-klt. 

~Tho onlbody lo -.Jtod lor lmm~toll1llir'*lg Ullng ali>molod plotlorms (2). --Celllab- by tho onlbody dllploy oi1Jda• ~ potlom. 

Nqrmlll- Tho onlbody ---...v-normoj- (1 , 5~- c:olt(3), ............ oflno- erd nod< owglon. epidonntl, ..... - . CONtx, 
..... ""'"" ond.,.- ~~~- ofltte Ll1nrf tad (5). ~ c:olt-- raportod., lhow both- ond c:ylopltomlc: IJ1olrjng by ... rrlliJc6f (2). In 
gann1, nonmol ~- fOYOollow-- ofc,dn 01 .-c:tod 0> .,..,._......zone (5> 

(10~) M71tiSIEFG/JFCit5.05.06 p. 1/4 
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Nofmll C')dn 01 ._...- indullo ....-. ""*'-1'. Mr, oca1no erd _, .. glendo oflno- (5). Nonnli ~hold -in<Uitng 11mii, oploon Ond ljmph ,_ 
.. not-bylne...,ody(2.5~-.-lab.-ngo1Bc:oltlnlne-ondll""-~c:oltlnhmantlomnohoe"->-(1). 

AIHpm!! ._Tho llr'lilbody- 11111V.,.,.. of mente col~- (1~ Aa:ordlrGII> on_, op011on (2), poo1t1w labaang of C')dn Ot In ol wol doc:unontod 
ca-. of...,.. toll ljmphoma. ond not In olhor ljmphorno .,._,hoe boon -.od ..,., ..... anlbody. In "*""dll cardnomo, 2u48 caM~ ..,._d ..-rolo O<lin>ng 
....- of C')dn 01 (1). ~ of C')dn 01 - found In 73/173 ._In b.- - - by lno ribody (3). C'ycln 01 ,_ .... boon roportod 
--In l*dnom•oflttehaad ondnod<.ll.rog . ..... --· .., __ ond In p .. IYj!aldodonornoo(4, 5). 
Alnong h lk:ll norWiodgldn'oiymphornlO (NHL) orlv menlo eel iyn'4>11orn• .. lobolod by h -ody. Al-lymphorn• lhow no laboang by h lll'llbody. "'"'apt vor; 
,.,. c:.n of kol clvorklymphocylc: loUt-. hoifyc:ol-emlo. ~ ljmph>ma erd oome c:aoaa ofplaoma eel neoploorno (2). 

I'RA~II 

........ 
P0<1 c1agnootc: In - · 
Monocii:INI ..,._. ~ CydJn 01 , c::k:ne QCS..6, eM ~ pcM.r 111 ~ en lrMV'I~. l 'ricorps m~e -. t,wlphotnel • caltAe• ~ mtn...._. et 
~Lrllnm.n.ntpnllquopourl'tclontltlc:otdolo ~doloc,dna 01danolol """"*" du- otleo c:onco!$c:olcnc:1oux (3. 4) L1 __ _ 
l'opp<M our lot-ob1oruo 61'- d'Lrl ponol d'oni<:Oil><. L'ln~ deolre.Jboto dol1 6110 """"""'"dono 1o eon...., do,._ c1n1quo w patl .. ort dol outroo 
exarnena dl_,odcri per un profsslkwwl certti . 

~ ... ,....,... 
PRAO.t , BCt.-1. CCND-1 (2. 5). 

R.....,iotoxpllc:ooi>n 
La <:ytll-. 01 OIILrlO ~do 36 kDo (6), - per lo g6ne CCNDt (8Cl-~ lill61U' lo ctmn"""'" 11q13 (7). lei cydlnao par1idpant ... r6g<*'lon doo trwl-.o 
ann los- phOIOI w cydo -·on o'.-nlot an oc:tvont leo k- eydlneM6pondonl (COK). ). lei c,dneo do tjpo o oe txent ot oc:tventlo COK4 ot 1o 
CDKS, qul61our a.- pholpl'oar,4ont lour cl>lo an ..... lo pn>1i1na Rb des.-... L'--dolo <:ytll-. 01 d6pond d'Lrl-., do aol..,c;e, ot _.. aJ 
can dolo phMO 01 pr6ax:e awnt 1o <:yt11-. E. Plr oUie do ootto-- oa:rue. 1e C')dne 01-1o pr~ w c:'jtlo .,.,._ v.slo phMO S. La C')dno 0 
piKA 6gol.,_, -una - lndtpan- des CDK. oil og1t .... an 111nt quo ~ -lomol. olnsi lo cydlna 01 ost non ..u..- I~ dono lo 
progrooolon ell cydo .....-. m• 6g*mont danolo """->c:o e-re (7). 

La- (11 :14) (q13 : q:l2), ""'anomollo-ob- lots do~-· •-w man- ot pw1olo ou """'d'olkol n6op- t t,rnphocyln B. 
~ • lo flb<lopoollon ulo1c:hromooome 14 du loaJO CCN01 ot dlnllll6qJanc:e oc:c:OI6mlc:e doo ~-. c:e quito i'odl.lt per uno..,_......, do ill C')dno 

RMctlffcu'nl 
Ani<Oipl,_ do -IOUifo<ma ....... ...._ont do a.AJre ooiUok'a~ CXJr1lro w Tr11/Hd 0,05 mdiL. 6 7,2 do pH, CXJntanant 15 mmoWL do NoN, 

IOI!iol.;~ (5).llillll!l.;lg02a. k-. 
CqqtJiq! !gQdl liq!l!l · vo~rr61quotio ...... 11oc:on do 1'6dw111an. 

............. 
Cyclne 01 tunlllne recomblnenta de~ btlle (5~ 

ljlic:l1lclti 
u.. do -do tjpo w..- do 1o C')dne 01 -- rec:ornblnonte. ronlc:orplmatqUO """ otio ur>quo de 36 kDo qu1 c:orToop<nd • It c:yc:tne 0 1. Auc:Lno reoc:tM16 
col ... Ml< lao <:ytll-.l 02 ou OJiunol,.. recomb- n'o .,, - (5> 
L'.....,.. SOS-PAGE dMim~ ~ Wlh r~a et del ....... de ~M• CII!Ualrn cydW'Ie 0 1 pollitNe. a monW 111e re.don . ~ prolillne de 36 kOa 
qui c:omopord •• c:y<lno 01 (5> 
Comme le monh le ..,sfer1 de type Wedem, hnlctlfl)5 r~11es protlttnn ~lvalen- •t• c:ydlne D chez k!l IOIA"k (6, 8) e l te rat (6). 

'"""'""',. ol'amplol 
1 . POU'..-.....~. 

2.Coj)O>CLitc""lantdol'- do SO<bn (NoN,). unj)O>CLitc:t*nlquo-bdquo H6totpur. """"""""'*-" c1u piOCUt. blon "''l no ooltpoo do,.. comma­
- · lozkle do aociUn peutreagirii'IO< lol!Jyll....,.. onplornb oton Wvnl pOU'Iolm« dosdipoto-to><pto""d.-, me- . Lo,. do 16tlmlrwlondu prvoll1. 
lats.' oM.r reeu ilot po~~ 4Mtwf tout1t IKX:l.ll"'IJIItlon C!'azidel mttelsk dwtS le i.lyw.IWie. 
3. Cotnrno pou"1oiA-bl~dongeAU><6~ . ...,. p,....., o'lmpooe. 

4, - ""-ant do protoc:lon oppropr16 """-· c:ortod """' ......... otlt poou. 
5. Ln d.Jtorw non uiiAes dc:Jtwnt 6hlltlmln6es conformilment au:x ~,., ltali<A • hx:IIIMs e1 ~ 

Co~rwtlon 
Sb::kll" enh 2 M 8 •c. Ne p• ullblr lfriltl dlte dill ~ IU' .. ftlc:m.. Din& le CN oU tea r61ctif18CI'rt ~ SOUl cfMJhS c:ondlklns que celel Jpkfl6es, les 
c:ardkM-fh- p• r..-u-. I n'e>dolt poo do f9\e portaAior p<U lndq.Jor I'- do c:e prvoll1. P• eorwOquenl.l• ~ dolwnt- opllr61 --1110<: IH- ell pot1ant. En <:111 do- impr6Yuo qui ne _. poo 6n Ol<PI<!u&• pw do<_...., do pnxMno do lab- ot .., • .., 
prd:lleme IYet .. proct.jt est tl.IIP8CM'. c:anllctez noc Services T~. 

PriperMion. rid.nl•n 
Cgya•tn ptrWDrw · L'1nlcotp1 pet« th utiiU pour rnerquer dla ~de tt..11 lrc:iJial en p.,.tllne, bi• eu formc1. La Jri"lltternent des tiMla par l'eltanlon dl 
l'llpli>po p•lo-011 roqulo. Dol -• op..,_ oor< ob1on.JO"""" Dolto Torgot R- - · • pH ........ axle SJJOe. ou en tornpon Tno 10 rnmoiiL 1 mmo/ll 
EDT A. 6 , ,0 do pH. Lao sdutlono .-,~oo, Dolto Torgol Ratrtowl Sodon, ,_ 51700, ou Lrl lornpon- 10 rnmdll, 6 6,0 do pH. ou lo ~des-.,. per lo 
p,_ K d6Noentl6pitope. l.oo.,.,._ do...,. no_.. poo IOdwr ~ lthltemontou 1o pnddtn d'~ ~.-,to. A 
rnoino ...... -do r..-.,.- ot w r:ormllo n6gatl1-" 1116- donolo pndcluro d'lm~. I os! roc:omrnandoO do- r:etr6oc:tllsf<* awnt""" 
omptot, oudoiM-dontiDolto-.ctyoa..lcoclosoetlll. lel,.,_poolll>et n6golllclc:Mntlhopllr61-"""' l'6cllon_,wpotent. 

re._ Q3DCWte et prFtgrlmw ,...,. · L'IWllcor1tl peut ..-. ..-.. pcu mwqu• lM COl4"S ~- nries p• r~tone. bhtn ~·• lltt *ll6gnllll que le ~ 
- pllof-ortlornorphologle rnoinodHrie que surleocoupoo lnQroooon....- (5). L'antla>rJ>o oot~tblon odoplo """pr6peralono ~elret (6, 8• 

PfOCMkn rlhwnLhlln'le"1 .... 
adliD.;- lobJM Antl.alman Cyttn 01, axle 1<7155, pout 6h '*" eme 1 : 2IJ et 1 : 40 po<r oppllc:otlon u dol coupoo- an por8111no, fbcM eu fOrmol 
do l*dnorno rnomrnolrw '-'""*' por ~do 1'6pit>pa lnclAtw par lo- pondon1 20 mhJtal dono Dolto Tqot Retrtowl - · 6 pH ........ ,_ 53308, 
pondon1 30 mi..,... dir'ci>aSon • tomp...,. am- woc: r..-.,. p-. Los ardlano oplmlllaa- vw1w 101on l'khanllon otlt ,.._do pr6pordon. o1 
_....,. -.nln6aa par c11oquo lab- portl,.._, Lo-n6goet roqulo est Doko MouoolgG2a. axle X0943. dlu6 61o""""" ~ d'lgG do IOU11 quo r..-.,. prinllro. 

Jltdllllill.; Dolto LSAB N+M~P kit, c:odo KD679, ot Dolto EnV1IIon "'+/HRP kits, c:odol K4004 ot K4006, - roquls. Pour lao <- an c:ong61ot"" ot ~ 
- · Dol<o APMP kit, axle K0611l, 101 uno ollorr-. - silo """""~~" endog'no pllro>tydoolq,. est 6 - · SUVra lo proc:idl.<o '"'*"' """' le ijt do --·· A!!bn!lalgo · L'ant=po est bien odoplo ou ~ lmmuno~ llKpleiK-Io>rmos ol.iomal- (2). ,_ 
LM eeiJel: rnerq&Mes p•r rentlcorps pr...,tllnt un mocHIIe de m•Cf.leoe nuct6elnl. 

(10246&402) M7155~FGIJFCI1 5.05De p. 1/. 
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IJwa!!!I!!W!!! " l:OI'IIc:ups-do~-.....----(1, 5), 1oo----(3),1oo .......... dolo*-111'*'COU.doltpdormo, cloo 
folaAoo pleu><, w col do IUIINI. w vogln, w Ndlm, ot loo 6ptNIILmo- $llljSIMno- (5~ 1o1M .....,.ni ..... dot-~ ........ ontun 
- -. Ill c:y1oplanlquo • c:.t onlcalpl (2~ En ""'*" loo-. ..,.._""""""" mon1rwt....,--- dolo ct<*- 01 qui solmi1161a zone 
P-(5~ 

Loo-•<Y<*- 01 ,.,. .. """"""' -- rnutdol,lo roln,lofolo ·-~-· __ do .. ,_ (5). l.ol--~-. ponnl """'"'''" 
~. Ia 1111o, otloo gongiON ~no 10n1poo"'"""" !WI..-rpo(2. 5~ Cepondon1, un-m- dol ~ph>cftn B doni lot am~. ot cloo 
,..,.. ep011dquomon1 pooll\lollllnlo r6glon du..,... 0111616 ob- (1~ 

IJwa Ml!!!!!!M · l:.,.COfPI • """"' 1a CM do lymphomo •- w mon- .. 19 (1~ Solon un _. (2). un-poo111 do Ia c:ydlno 01 a Mt obllnu"'"" 
l11111co1Jrt donobJsloo .__-do~phomo •-'*' ....-. otn'a poepul- pourloo -*"liPOOdo ljmphcmot. 21 cao do_,..........,. 
.. ..aornprM«oo4uno---ou-doloct<*-01(1~LN--dolo~01aiM-dono13cado-'*'-...,....P• 
lonllcolps.u113(3~LN~doloct<*-01aiM~ob-a.lao'""*-dololhtotwaJU, $lpoo.mon.wloio, dol-'-. dola-• 
.... -do lop-..,..ofdo(~. ~ 
Porml loolymphomao non hodgldnons • t,mphocyloo B (NHI.), -I• ~pho!MI*- '*' ..- 10n1 m.,.. pot llllloo<ps. Tauo loa outeolymphomao no 
....-- IUCU\ m- pw lonlcorpo 6 lnuplan do - ,... cas do - lympho- c:ll!oNquos • ~phoc-jtas B. do 1-• ttcholoucocytos, do 
lymp- ~phoplaanoc:ytllltH ot do cortlino caa do n6oploornoo .-.-,... (2). 

DEUTSCH z----ZllfV~ IOr~tonuctu>gon. 

--Artll-ltJmon Oldln 01, Clono DCS-8,1ot lOr don lmmt.nrjlodl..,.._, Goi><Ouch b..,.t Cor ~&J>«malldert ""'~homeund lotn<lzlch 
IDrdlo ---~vanCydln 01 bel---R-bzw.-dlr(3, ~). lllo-ldontllzlen.ngwlrddortlldlo rrlt 
elnom AnlkOipef-l'onot emollonon R_,. unlo<Qltzl Ola _,_ mua unlof Be!Od<olchllgulg dor - Anomnoso dol Pdenten und 1m ~xt wollerer 
dlog.-scherVw1111nn riJn:ll- 111111ronon Paldogon orfalvon. 
Synorowme Boalchn.._, doe Antlgorw 
PRAI>-1 , BCL-1, CCN0-1 (2. 5~ 

z._,m.-.,. und Etlolllrung 
Cydln 01 lot otn 36 k~ (6). des"'"' dlom ad' dlom Clnmoorom 11q13 lokllllwlon <len CCNOI !Ba.-1) k_, wild (7). cyctno rr1nr1 an dlr R.ol!an do< 
Obefvango -n don--~ bolollgt und ..- dortll V~ m11 don ~'*GillOn- (COl<) und 111ran AlrtYiorung. Cydlne vom 
IHyp blndon In COK4 und CDK8111d--· COK~ und COK6-., flholl>hooytlonoob- ..,..., des Rll-.,..,,_ (Rb~ Die £oopnoallon 
van Cydln 011ot~ und~lndlrtuoonG~-Oidln E. l'nAnor:t&Monaalne~tellotCyr:llri 01 rH~ 
In rH ~ oin. OorOber hlneullrlnn Cydln 0.., ~gllo T.....rutp~-- Oomt kanmt C'jr:ln 01 rkl1t ru- Role bel do< 
Prcgr....., dortll don ZolzytrU oaodom ourto beim z.tlwllclooUn ""(7). 

Ole (11:14) (ql3; q32) r..-..on. o1ne l'lllulg bel ...,._t,mphomen und go1agon11r:to bel......,~,,..,- Anromolle. jux1llposllonle don 
CCNOI-I..awo on elno lmm~lgorrdo SelfJIIlZIIIIdom OWomooom 1~ on und!OIIdamHoi!ll Clooroxpreallanvan C'jr:ln 01 ouo In 
o • ..,.,.. R.-.genz 
Cor m..-o ~-~ IOallgor Form Ill ZolllrlAU1Ioor>Wod gelolort, ..,....gogon 0.05 mol4 Tr111HC1. pH-Wort 7,2 dilljliert und an!Nit115 onnooM NoN,. 

l!luD; DCS-6 (5~ llillllitl; lgG2a, ~ 
~· stoheProrUdoolke1!. --n Rakombi.,.,... hum.,.. Oldln 01~"'1oln volar Ungo (5) • . ,._, 
Boim - van r.k- ..........., Cydln 01 morldort do< ~&!>« alne oinzlga 36 kDa-8ondo, dlo - Cydln 0~ on1oprlcht Es konnto koine 
--m11 "'kombinonlom .....,_, Cyr:ln 00-odw 03-l'ro1oln baobor:hlet- (5) 
Dll 50S-I'AQ6.Anolyaa von ZWior:loon dem Anllkorpoc und E>rhlk1on ... Ofdin D1.poatvon ZallirHn orliU(IIon lmrnunpr6zlpllotlln zoigt- Reokton mH einom 36 kOo­
Pnohoin, doo Cydln 01 onllpr1cht (5). 

\Me onhono:IYon -~ wkonn1doc Anllo:OrperclooCydln ~- Pratoin bo1Maus (6, B)und Rotlo(S~ 

HI,.,._._ ..... VonicNwnalnahn.., 
1. Filf~ Fachpenonll. 

2. Olean Pracbr1-- (NoN,~ elne In,.,._ Fonn- dwniar:loo v-....ng_ Bel don In- Pro<lJkt vo·-- ll<onzoMIIonon konn 
~. obwotol r*=l1t Ill gotlllld\ -zlort. mH In~- lltoi odor""""' roogwan und u Blr1Jng von hocha"'''oRvon­
Arnllo:toeNoganDnn. NochdlrE.-gung,...mH-W-~-.um~m-. 

J . \Mo bel.._, auo blologiochen- gowmnonon Pn>dJic1on moooon die --.ungogemlllln ~ elngohellen .....ton. 
4. En11prechendo Sr:toutzldokl.ong nogen, uno Augon-und _,zu YIIITIIeidon. 

5. Nlo::h1v..-oto LAoulg lo1 .,.,.._,d Michon, bundo-lk:loen 11111 l1utlid1en Rlchilrlen 2IJ en1ootgon. 

Lag., ... 
Bel 2-a ·ctagem. tolchlnao:to dom.U----Vor11hdaun-. Sellon ct. R_.ztenuntorlndlran Badingungen •don bolchriabenon 
·---. oo m-. -van-ver1lzlert-. Es gib1 kalne- Arhllltpurl<lotfllr dlo m~ _,-ProdtM1K Es 
- doher die Poollv- und Naglll1uonboole ~II mH don ~ ~ -. Wem ......-.. Ver11rtoung loaoboo:hlet .. Ill. "'*"" dUn:h 
~ In don Lob,_ riclol er1dlrt - k..., und - Vordochl IIJ1 oin - mit dlom Antlk&J>« bestehl, lot bl11a Kon111r1 rrlt.,_., tecmiochan 
K..-llt oulzu1ehmen. 

ProbamrorHr.hung 
Pl!l!llf!ISIDI1I' Do< Anllo:Orpor"""' Q- rio Mor1rJorurG van per1lft11Wl[lllbetlotoon, 110rm-hlrrlologllr:hen Schnltton gonutzt - · Elno Vortoohan....-.g do<­
mitlol1zeln<Lrzlortw Eplto:opdom-.rura lot -dorld\. Op1lnWo R..--n orzl<lt mH Dako Twgot Relrtovll -· pH 9.9, ~. SJ308, odor rrl1 10 rnmolll 
Tr11-1'.-. 1 rnmdJI EOTA. pH 9,0 0.0:0 Twgot Rotrtovll - · pH 6,1, ~. 51700, 10 mmo:* ~. pH 6,0, odor die Vorto .. onrlung dor - mit 
P.- K. 11lhrll domgegenOto<or zur Zlorstllrq doo Ejol1o:opo. Wltvond do< -~ odor - dlr llr:ll -- lmm<rnZylochamiochen 
Flrt>oprozoodol- rH ........,._ nk:11t -non. Sdongo rrlt- elgorokhan T........, ~~~-dol- AnlkOrpon und doc Nagol!vk- rkhl 
lllo::hervetlol ill. ootrd .......-. - R_.-.ten --ootonuch"" wnllmen odor dlo Vwrlllrroung mil Dako ""*'«ty Oluo!<, ~. 50809. worzunehmen. 
Es - dlo P-und Nogoolvkonhlon glelchzollg mit don Portlonlonprobon mtVolht-
C3l!!dlnctfl!!l bl!! l1!!r+wRcbe Prloplt· Cor -Orper llr dlo ~ - ~-- wom die ~ Bertctolon zufolgo 
&d\wtldlorauolelundllnewenigofdeloiertoMotpho:ologle-lllbelpntlnolr~ o Sr:tntlon(5~ 0o<AntlkOrperoignotlir:hroudogutfllrZiipr1lpalola(6 , 8~ 

Flirl>opn>ad ... 

~- - .. - Cydln Dt. COdo-l.l". M7155, 1rom broi olnemV~-1:2D-1:~ ~-. wonn oolllrlcrmolnllder1e. 
pom!t~ Schnl1ll dol m.-ld>en Mammoko,_ genutzt otrd und wonn :20 11nJton [eng dla __,. ~11\Jng mit Dako Twgot RUiovll 
Solution, pH 9.9. ~- S330a, gelllgl von 30 lotnuton - m11 dlom pr1mlrwl AnlkOipef bel Rourntrompern.r, IUchgolllrt wild. Ole oplmllon Bodlngungon 
- .. jo rwcn Probe und- dor -oroltll1o und -n von jodom 11.-...l..olocr-ml- Die wnpfCIWle Nogolvlr-111 Ooko­
lgG2a. ~- XO!MJ. d8oauf-ml.l1nl~ •dorprimlreAnfk&J>«--. 

(102488-002) IA71551EFG/JFCI15.05.05 p. 31~ 

Dako Denmark AIS I Produkttonsvej 42 I DK·2600 OlostnJp I Denmark I Tal. +45 44 85 95 00 I Fox +45 44 85 95 95 I CVR No. 33 21 13 17 

~ Folgondo Kits-..........., Dako I..SAB"'++HRF4<Jt, eort.Nr. K0671l und Dako Em/1-"'+IHRP-. C-. K-4004 und KGJ&. Felt bel 
_._ und ~ion-mil......,._ P.-...... -.1on.- d• Oaio:o N>MP Kit, Code-Nr. K0670, alne gule """"'"'""'· Es 111-
V-mlolgon, doolndon~dolgonu1ztlnK11110rdla~--· 

Aut!m""""nt· Do< Anilo:&pl< 111 gut llr d• ~- Ftrtoan _, Nutzu>g ....,..,._rtw Ple1tlomlen gooigno1 (2). 

~-O.II<:h don Anlk&J>« rnorkleoto Zolon zeigan aln nuo:tlrel Flrbem.-. 

~: Oor~-----(1, 5). E-(3~ ~van KopJ.undNad<~~ . ...-li. Zetvtx. 
Voglno. RroicUn-. Obotgorogoop~t>o~an dor-- (5~ Es k ....... gazoig1-- -ICha ~ riJn:h- Anllo:Oiper- olne Flrbq dol Zell<erns 
ols.., dol Z',loplumoo- (2~ 1m .o~g--.trtt In mrmllam EpitllolgowetJe a1ne gowlngo- van Cyclin 01 ad', rh ld dlo Woc:t1......,....,. begrenztllt 
(5). 

ZU don gooundln Oldln 0~-~ goto&an _..., Nllnn und Laber wolo dla- und ~ ...._ (5). a....~ Clewot>o, ... r..-. O.WZ und L~. wild"""' Anll<l!r)>e< n1c:1rt mar1dert (2. 5~ filr"Gallan wunte alno sch-~do<~ von Tanollon und _..rtrrr:no pooilve 
Zolondo<--(1). 
1\nqJWM Clnlbt· OW AnlkOrper mwk- 111119 Fill- ~1(1). Elnom F~len zulolge (2) 'MJide mil- An11k(lrper olne polllve 
lollrtrte<mg dortll cydln 01 In gut b~ Ftlen van-~- richt~ In lndoren lymphcm1\!lon orreicht. Bel don K,.... bzw. RakUnkor.rlnomon zeig1en 
211q Alh alne miDigo odorstorke Elrpreollonvon C'jclln 01 (1). Elne Ob~on von C'jclln 01 wurdo In 731173--~ rwch ..,.,.I<N>g mH 
_....,.,._ --(J~ OWObor hln.,.k __ C'jr:ln D~ roudo in._,..,., 1m KopJ.und Nockenbereich, sowloln Lunge, l..,.., Spelowrlln, 

HoombloMundbel---.-n-(~.5). 

Von don N<n-Hodglrln-l.'lft'Pioon*o (NHl) doe a.z.l1\!ll - ru: rio ~· rUch don Anlk&J>« maoldert. Bel alan lndoren lymphomon lr1t k­
lollrtrte<mg riJn:h don AnllkOfper u. ouBer bel sol-< -..n Fllen von c:toromctoar ~ L.eU<hle vom ~. -~. tymph_.azy1aron 
lymphomonundm..c:toonFtlenvan~an (2~ 
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Exp-.tltlon of aymboW Li,.nda elM .ymbolnl ErliiutaM1g der Symboh 

c.....,...,.., 2...r-c TI"1*Mifllmltldon .. ~canr 

[]ill R""'-nc.du~ 
......... _ 

Fabrttant - Zwltntf'CT.,....~ -
ll'l'o'fhcllgnotlk~ ... ...... .... 

[ID t»>pot6!HnHc: .. MIIII .. OIIIc (LOT I Co.dul.t ·-.........,. __ 
Ch~nung 

C.niUI:InWuciGM tor un 

"""' [jJ c..,.,..,M•Innvct~ons ~ 
.__. . ........ 
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