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LAMPIRAN 1 

Cara pengambilan dan pemrosesan bah an pemeriksaan : 

1. Fiksasi 

Bahan sediaan jarlngan hasil operasUblopsi dimasukkan dalam larutan 

fiksasi. Larutan fiksasi yang digunakan ada/ah larutan 10% formalin. 

Jangka walctu fiksasi unluk bahan jaringan operasi 18 • 24 jam dan unluk 

jaringan biopsi 4 • 6 jam pada suhu kamar . Setelah difiksasi dilakukan 

potongao-potongan kecil pada jaringan yang akan diperlksa , dengan 

ukuran 1,5 x 1,5 em dan tebat maksima/ 5 mm . Selanjutnya 

dice/upkanldicucl ke dalam aquades selama 1 jam . Kemudlan dUakukan 

pemotongan. 

2. Pengolahan jaringanlpemrosesan jaringan 

Da/am pengolahan jaringan pada penelilian ini menggunakan alat 

automatic yailu autotechnicon Reichert Yung type HistokeNette 2000 

LangkatHangkah pada pemrosesan tersebut : 

2.1 Proses Dehidrasl 

Pada pro •• s ini digunakan alkohol dengan konsentrasi meningkat atau 

dar/ kadar rendah sampai kadar tinggi. Proses dehidrasl Inl dlmulai 

perendaman jarlngan dalam larutan alkohol 70% selama 2 jam , alkohol 

80% selama 2 jam, alkohol 96% selama 2 jam , alkohol 96% selama 1 

jam dan alkohol100% atau alkohol absolut selama 1 jam. 
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2.2 Proses Clearing (penjernihan) . Berguna unluk membual jaringan 

menjadi jernih dan Iransparan, dalam proses ini digunakan Xylol yang 

melipuli perendaman jaringan dalam larulan, alkohol dicampur dengan 

Xylol perbanding an 1 : 1 selama 1 jam dan larulan Xylol murni selama 2 

jam kemudian Xylollagi selama 2 jam. 

2.3 Proses Impregnasi, berguna untuk mengisi por~pori atau raongga 

dalam seVj.ringan dengan bahan yang keras agar jaringan dapal 

dipolong tip is tanpa mengalami kerusakan morfologis . Proses ini 

dilakukan dengan merend.m jaringan dalam parafin ca ir dengan suhu 

56 - 58 0 C selama 2 x 2 jam (2 parafin). 

2.4 Proses pengeraman alau Embedding 

Selelah diproses dalam aulolechnicon maka polongan-polongan 

jaringan harus diblok dengan bahan yang cukup keras agar jaringan 

dapal dipolong lip is (4 - 6) mikron lanpa menimbulkan kerusakan 

morfologls 

Bahan proses yang digunakan sama dengan bahan yang digunakan 

pada proses impregnasi yakni parafin solid yang die alrkan pada suhu 

56 - 580 C. Polongan mikrolome, selelah proses embedding, jaringan 

dipolong dengan lebal 4 - 6 mikron dengan, menggunakan mlkrolome 

Rolary Type AO -820 . Polongan jaringan dilelakkan pada gelas obyek 

yang sudah diolesi dengan polylisin sebagai bahan perekal. Selanjulnya 

hasil polongan yang lerdapal pada gelas obyek yang dimasukkan 
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dalam Inkubalor dengan suhu 56 - 58° C selama 1 - 2 jam . Kemudian 

dikeluarkanJdidinginkan selama kira-kira 15 sampai 30 menit unluk 

selanju1nya dilakukan dipparafinisasi dan rehldrasi. 

2.5 DipparafinisasVrehidrasVpewarnaan jaringan yang menggunakan 

Maye(s Hematoksilin-Eosin. 

1 Xylol I 5 menrt 

2 Xylol II 5 menrt 

3 Xylol III 5 menrt 

4 Alkohol absolu1 I 2 menrt 

5 Alkohol absolul II 2 menrt 

6 ftJkohol absolut III 2 menrt 

7 Air mengalir 5 menit 

8 H.EIrlemaloksilin 5 menit 

9 Air mengalir 10 menit 

10 Alkohol asam 2-3 celup 

11 Air mengalir 5 menrt 

12 Lrtium karbonal 2 menrt 

13 Air mengalir 5 menit 

14 Eosin 1 menit 

15 Alkohol absolu11 2 menrt 

16 Alkohol absolu111 2 menrt 

17 Alkohol absolu1 III 2 menrt 

18 Xylol I 5 menrt 

19 Xylol II 5 menit 

20 Xylol III 5 menit 

21 Tulup cover gelas dengan menggunakan enlelan 
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J. Pewamaan Immunohistokimia 

Ag.r d'p.1 dil.kuk.n pengee.lan deng.n anlibodi, jaringan harus 

lerbebas dari parafin. Jaringan dimasukkan dalam Xylol selama 3 x 15 

menH . Kemudian dimasukk an ke dalam alkohol 100% selam a 2 x 2 menH 

unluk melarulkan Xylol , dan dilakukan rehidrasl dengan alkohol 98% 

selama 2 x 2 menH kemudian alkohol 80% selama 5 men~ . Kemudian 

dimasukkan dalam aquades , sediaan selanjulnya dibHas dengan PBS 

(Phosphal Buffered Saline) . Selanjulnya sediaan slap dilakukan 

pemeriksaan hislokimla . Oalam penel~ian ini menggunakan antibodi 

monoklonal Er - 05 Anli Human Code No. M7047 dar! daeopalh. 

I 

I 

I 

I 

I 
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LAMPIRAN 3 

Pemeriksaan Immunohistokimia dengan melode avidin biotin complec 

1. Persiapan jaringan. 

Sediaan yang diwarnai dapal berasal dari sediaan segar dan sediaan blok 

parafin. Kedua jenis se diaan m emerlukan persiapan perlakuan yang 

berbeda . 

a Fiksasi 

Pilihan larulan fik.a.i dan penalalak.anaan jaringan unluk melode avidin 

biolin complec mengikuli krneria yang sama yang diadapla sl dari 

lekhnik immunihi.loklmia konven. ional. Unluk jaringan kanker payudara , 

larutan fiksasi yang dipilih adalah buffer formalin 10%. 

h. Larulan penyanggah (buffer) 

Antibodi baik yang dilempeli biotin maupun tidak dan nourochrome yang 

dilabeli avidin dilarulkan dalam 0,01 M , phosphal buffered sa line (PBS) 

dalam pH 7,6 alau dalam 0,05 M. Tris buffered .aline (TRS) pH 7,6 

yang berisi 0,02% bovin serum albumin dan 0,01 sodium azide . 

Peroksida.i yang dilabel dengan avidin dan avidin biolin complex 

dilarutkan dalam larutan penyanggah yang sama lanpa azide . 

IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

TESIS PENGARUH PEMERIKSAAN METODEMICROWAVE ... SUPENI



73 

c. Prosedur penanganan polongan jaringan sebelum pewarnaan 

immunohistokimia. 

l Polongan jartngan segar yang belum dinksasi 

1. Jaringan dikeringkan selama 30 menit, pada suhu kamar. 

2. Kemudian difiksasi seeukupnya . 

3. Dimasukkan dalam air 

4. Bila perlu dapat dilakukan dengan pengebtokan peroksidase 

endogen. 

Il Polongan dengan pengeraman parafin (blok parafin) 

1. Dipparafinisasi dengan Xylol 

2. Rehidrasi bertahap dalam alkohol sampai ke air mumi 

3. Bila pertu, dihilangkan pigmen me""uri 

4. Bila perlu, dilakukan pengeblokan peroksidase endogen 

d Pengeblokan peroksidase endogen 

1. Sediaan dibert 10% H 202 selama 5 menn o 

2. Cuci dalam air mengalir selama 5 menit 

3. Cuei dalam air mumi selama 3 me nil 

4. Pindahkan ke dalam larutan buffer (PBS alau TRS) selama 5 menil 
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ill Melode pewarnaan Avidin Biolin (Iidak langsung) Fluoresensi dan 

Peroksidase 

I. PBS (TBS) selama 5 menrt 

2. Serum normal (dari sp esies yang sarna sebagai anlibodi lerlabel 

biolin selama 15 menrt 

3. Dilarutkan cepat dengan anti serum primer , selama 30 menit 

sampai 2jam pada suhu kamar, at au semalam pada suhu 4 0 C, 

4. Bilas dengan PBS alau TRS , 3 kali, masing-masing 5 menrt. 

5. Anlibodi sekunder dilabel dengan biolin , selama 30 menrt, pa da 

5uhu kamar. 

6. Bilas sepertl pada langkah nomor 4. 

Untuk Fluor.sensi dilanjutkan : 

7. Fluorescein isolhicyanale (FITC) alau lelramelhyl cholamine 

isolhiocynale (TRITC) dilabel dengan avidin, sela ma 30 menrt 

pada suhu kamar 

8. Bilas seperti langkah nomor 4 

9. Diberi subslral kromogen 

Unluk peroksidase dilanjutkan : 

7. Diberi peroksidase lerlabel avidin, 30 menrt pada suhu kamar 

8. Bilas seperti langkah nomor 4. 

9. Diberi subslral kromogen 

10. Mounting dengan media yang sesuai 
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IV. Melod. pewarnaan lidak langsung Avidin - Blolin Complex sepenl 

halnya pada melod. avidin I.rlabel (unluk peroksidase) hingga 

langkah nomor 6, kemudian dilanJulkan sebagai berikul : 

7. Persia pan Avidin - Biolin Complex, selama 30 menH, pada suhu 

kamar . campurkan 10 mikro liter bio tinylated peroksidase dalam 

1 ml buffer (vector veclastain alau gunakan strap avidin 

biolinylaled peroksid.se complex 1 : 200 (amersham). 

8. Masukkan dalam PBSfTBS, 3 kali , masing-masing 5 menH 

9. Bert subslral kromogen 

10. Mounling dengan bahan yang sesuai 

V. Pembualan Media : 

a. PBS (phosphal Buffered Saline) 

NaCI 87,5 gr 

KH2PO, 

Na,HPO ,2H20 

1,92 gr 

15,33 gr 

Maslng-masing dilarulkan dalam aquades . Dari maslng masing 

larulan dicampurkan dan dHambahkan dengan aquades sampai 

800 ml, kemudlan diaduk-aduk sampai rala selanjulnya dHambah 

aquades sampai 1000 ml. 
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Kelerangan : 

PBS ini mempunyai kekualan 10 kali, jadi kalau mambual PBS 

siap pakai harus dieneerkan dulu 10 kali ya~u 100 mllarutan PBS 

yang mempunyai kekualan 10 kali dilambah 900 ml aqua des 

b. Tris Buffer 

Tris 1,21 gr d~ambah 170 ml aquades, lalu d~ambah HCI 1 N 

sampai pH 7,6. Selelah pH 7,6 dilambah aquades lagi meneapai 

200 ml. 

Cara membual HCll N : 

1,25 ml HCI 25% dilambah 6,75 ml aquades kemudian diaduk 

sampai rala alau larut . 

c. Larutan DAB (Diamino Benzidine) 

llablel DAB sama dengan 10 mg DAB 

llablel DAB d~ambah 10 mllarutan Iris pH 7,6 kemudian diaduk 

sampai larut, lalu d~ambah 10 mikro liler H ,0 , 30% 

d Larutan PBS + 1 % BSA 

BSA yang lersedla adalah 20% BSA sama dengan 200 grol per 

I~er BSA. Jadi membual BSA 1 % sebanyak 10 ml adalah 

X; 10/20;0 ,5 

X; 0,5 
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Jadi BSA 20% diambil 0,5 ml dHambah dengan 9,5 ml PBS sama 

dengan 10 ml PBS 1% . Untuk anlibodi sekunder dan strepavidin 

dieneerlcan dengan PBS + 1 % BSA. 

Caranya : 

Ambil 9,75 ml PBS kemudian dHambah 0,25 ml BSA 1% maka 

sama dengan PBS + BSA 1%. 

e. Larutan PBS + 0,5% BSA 

BSA 1% yang tersedia diambil 5 ml dHambah 5 ml PBS maka 

sama dengan 10 ml BSA 0,5% 

Keterangan : 

Untuk mengencerlcan anlibodi dengan PBS + BSA 0,5% 

Caranya : 

Ambil 9,75 ml PBS + 0,25 ml BSA 0,5% sama dengan PBS + 

BSAO,5% 

[ Larutan Bloking 

Ambil80 mt metanol dHambah 0,8 ml H ,0,3% 

Keterangan : 

Untuk membuat H,O, 3% adalah kila ambil 9 ml aquades lalu 

dHambah 1 ml H 202 30%. 

g. Larutan Pepsin 

Caranya : 
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20 ml pepsin dnambah 49 50 mikro Iner aquades dilarutkan dulu, 

baru dnambah 1 N HC!. 

Membual larutan HCI 1 N sebanyak 10 m!. 1,25 ml HCI 25% 

dnambah 8,75 ml aquades dicampur ,ampai larut . 

h. Larutan Buffer Snral 

Caranya : 

Celnc acid dnambah 2,1 gr 
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Lempira" 5 

Data hasll pemeriksaan estrogen reseplor kelompok kontrol (non mlkrowave) dan perlakuan 

(mikrowave ) 

No Sediaiiln Kontrol (tanpa mikrowave) Perlakuan (mikrowave) 

1 50 68 
2 45 64 
3 46 68 
• 56 78 
5 65 78 
6 45 65 
7 65 81 
8 56 76 
9 43 68 
10 48 67 
11 50 76 
12 56 77 
13 46 71 
14 54 75 
15 « 68 
16 46 74 
17 49 62 
18 40 66 
19 45 63 
20 64 86 
21 46 69 
22 54 71 
23 53 68 
24 46 62 
25 53 71 
26 42 67 
27 52 81 
28 61 74 
29 68 79 
30 53 72 
31 48 62 
32 53 72 
33 42 81 
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Lampiran 6 

U'ji Nonaalit .. untw. lontrol (tW!pa aUroyo.) 

~~t di~lributi on - No~l lIeen: 51. ~S 

Standard Deviat i on: 1.01 

Absolute 

.1269 4 

Cases: J) 

lI o~t e~treme differences 

Positive 

. 12694 

Neg.stive 

- .09061 

'; -5 Z 

.1292 

Z-Tailed P 

.662 2 

Ujl NonulHu untw P-rlaluan (sUro'u v . ) 

Test distribution - NOrmdl IIean: 70.94 

Standard Deviation: 6,18 

Abso l ute 

,10431 

Number of 
Variab~ 

_."" I . I 

Ros t extreme differences 

posi t ive 

. 104 31 

Negative 

-.05958 

2-tail 
pairs Corr Sig Mean 

33 .798 .000 

.. _, ...... _""",." 

Paired Differences 

K-S Z Z-Tailed P 

.5992 .8653 

SO SE of Mean 

.' ''''M'' ''.' ' _ 

5H545 7.071 1.231 

70.9394 8.378 1.1 10 

... ... ,"""''''' , "'" , 

Mean SD SE .rMean • t-\laue df 2-tail Sig 

• • "to. ,_to .. " '" . "tt"""',, 

4.3015 .758 • -25.78 32 .000 

95% CI (-21.028, -17 .944) 
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