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ABSTRACT 

Backround : Cathepsin D is proteolityc enzyme that widely distributed in human cells. 
Previous study revealed the increasing expression of cathepsin D in breast cancer, 
endometrial cancer, brain cancer, and lung cancer. Cathepsin D plays an important role on 
metastatic and tumour growth by : increases degradation of matrix extracellular, stimulates 
angiogenesis, apoptosis inhibition, stimulates growth factors, and inactivates of growth 
inlnbitors. Cathepsin D was identified as an independent prognostic factor for metatasis of 
breast cancer. 

Objective : To find wether the increasing expression of cathepsin D could increase the 
metastatic risk in papillary thyroid carcinoma 

Method : The design of this study is case control. The samples are all paraffin block of 
papillary thyroid carcinoma patients stored in Department of Pathology Dr. Soetomo Hospital 
Surabaya, in the period o£2004-2007. Twenty paraffin blocks were devided into two group, 
ten samples with distant metastasis and ten samples without distant metastasis cases. 
Statistical analysis was based on the chi-square and four fold table to find odds ratio. Subject 
are documented from medical document in the medical record Dr. Soetomo Hospital 
Surabaya. All specimen were stained with immunohistochemistry technique using 
monoclonal catebepsin D antibody to know the cathepsin D expression. The grade of staining 
intensity and semiquantitative number of stained cells were determined as 0-3 and 0-4 
respectively. The score of cathepsin D expression was calculated as multiply the grade of 
staining intensity and semiquantitative number of stained cells. The datas was statitiscally 
analysed using chi-square and four fold table. 

Result : The frequency of papillary thyroid carcinoma in female was higher than male with 
ratio of 4 : 1, with mode of age was 41- 50 years old ( 50 % ). Fifty percent of distant 
metastatic cases occured in age group of 41-50 years old. Fifty percent of metastatic site was 
bone and 40 % was lung. All specimen showed positive cathepsin D imunostaining. The 
mean score of distant metastatic cases was 10,8 and the mean score of no distant metastasis 
cases was 7. Statistical analysis using Chi-square found that the increasing of cathepsin D 
expression had a correlation with distant metastatic evidence in papillary thyroid carcinoma 
(p=0,03). Four fold table analysis showed the result of 36 ( confident interval 95% : 3,242 -
356,8 ), showed that imunostaining with strong intensity (3+) in up to 60 %cells was a 
significant risk factor for distant metastasis in papillary tybroid carcinoma 

Conclusion : Cathepsin D expressed in all 20 samples of papillary thyroid carcinoma There 
was significant correlation between increasing of cathepsin D expression with distant 
metastasis in papillary thyroid carcinoma. Positive imunostaining with strong intensity ( 3+) 
in up to 60 % cells was a significant risk factor for distant metastasis in papillary tybroid 
carcinoma. 
Key words : Cathepsin D, papillary thyroid carcinoma, metastasis 
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BABl 

PENDAHULUAN 

1.1 Latar belakang Masalah 

Karsinoma tiroid mempakan keganasan yang menempati urutan ke-9 diantara 10 jenis 

keganasan terbanyak Cll_ Sela.ma tahtm 2002, diseluruh dunia ditemukan kasus bam 

karsi.noma tiroid mencapai 141.000 penderita, jumlah i.ni merupakan 1,3 % dari seluruh 

penderita kanker bam CZl_ Angka kejadian kanker tiroid di Amerika serikat berkisar 40 

penderita per 1 juta penduduk C2l. Sebagian besar karsinoma tiroid ( 98 % ) ialah tipe 

deferensiasi baik. Ada 2 tipe karsinoma tiroid berdeferensiasi baik, yaitu tipe papiler (75%), 

dan disusul tipe folikuler (15%). Frekuensi karsinoma tiroid berdeferensiasi baik lebih sering 

pada wanita daripada laki-laki, dengan perbandingan antara 2:1, sedangkan frekuensi untuk 

tipe anaplastik dan meduler tidak ada perbedaan antara wanita dan laki-laki.C3l. Insiden 

karsinoma tiroid pada anak kurang lebih 1,4% dari seluruh keganasan, umumnya adalah tipe 

papiler, dan 20 % didapatkan metastase ke pam. Kurang lebih 50 % nodul tiroid pada anak 

adalah kanker tiroidYl. Penderita dengan karsinoma tiroid tipe papiler biasanya memiliki 

prognosis baik dengan angka ketahanan hidup 10 tahtm sebesar 93% pada tipe papiler dan 

85% tipe folikuler C3l. Namtm demikian, kedua tipe karsinoma ini dapat menjadi agresifpada 

5-27 % penderita dan mengalami kekambuhan lokoregional, menyebabkan prognosis yang 

buruk dan kematian c3'
4l. Angka kekambul1an karsinoma tiroid tipe papiler mencapai 35% 

dalam kurun waktu 40 tahun C3l. Adanya metastasis pada karsinoma triroid ini, dapat 

meningkatkan angka kekambuhan, dan merupakan faktor yang memperburuk prognosis C3'
4l. 

Salah satu sifat terpenting dari sel kanker adalah kemampuan untuk infiltrasi ke dalam 

jaringan sekitarnya dan pembentukan metastasis. Proses teijadinya metastasis i.ni sangat 

kompleks yang melibatkan berbagai macam interaksi antara sel tumor dengan host. 
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Mekanisme yang sangat penting pada terjadinya metastasis adalah tumor growth, 

angiogenesis, adhesion cell, dan proteolisis.<5l Proteolisis terjadi karena kemampuan sel 

tumor meningkatkan produksi enzim protease. Enzim protease ini menyebabkan peningkatan 

degradasi matriks ekstraseluler dan membran basal, sehingga sel dengan mudah bermigrasi 

menembus stroma dan membran basal, juga menembus pembuluh darah tmtuk bermetastasis 

jauh (6l. Salah satu enzim proteolitik yang dikelurkan oleh sel kanker adalah cathepsin D. 

Peningkatan ekspresi enzim proteolitik pada sel kanker merupakan petunjuk adanya 

peningkatan agresifitas dari sel kanker (?, &l 

Berbagai sistem skoring telah dikembangkan untuk memprediksi prognosis penderita 

karsinoma tiroid tipe papiler. Salah satu sistem skoring yang dipakai adalah kriteria AMES 

yang merupakan singkatan dari age, metastasiss, extention, dan size Kriteria ini merupakan 

prediktor yang baik dalam menentukan resiko kekambuhan dan kematian pada karsinoma 

tiroid tipe papiler (9, IO) 

Beberapa tahun terakhir, banyak dilakukan penelitian biologi molekuler pada kanker 

tiroid. Penelitian-penelitian biologi molekuler tentang peran cathepsin D pada tiroid masil1 

sedikit. Penelitian ini dikembangkan untuk manjawab pertanyaan-pertanyaan dan kontroversi 

atas peran cathepsin D pada proses terjadinya metastase kanker tiroid dan hubtmgannya 

dengan prognosis. Pada penelitian Metaye ( 1995 ) memberikan kesimpulan bahwa terjadi 

peningkatan ekspresi cathepsin D pada karsinoma tiroid tipe papiler dibandingkan dengan sel 

tiroid normal. Ekspresi cathepsin D pada karsinoma tiroid juga berkorelasi dengan besarnya 

tumor, dimana didapatkan ekspresi cathepsin D yang tinggi pada pT4 dibandingkan dengan 

pT2 dan pT3, sedangkan tipe histologi sel kanker tidak berkorelasi dengan ekspresi cathepsin 

D. Tetapi penelitian Metaye ini tidak memberikan kesimpulan tentang peran cathepsin D 

pada kejadian metastasis dan hubungannya dengan prognosis(II J. Pada penelitian Holm 

(1 995 ) memberikan kesimpulan bahwa tidak terdapat hubtmgan yang signi:fikan antara 
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ekspresi cathepsin D dan kejadian metastasis kelenjar limfe dan metastasis jauh pada 

karsinoma tiroid tipe meduler. Tetapi penelitian Holm ini juga belum dapat memberikan 

kesimpulan tentang peran cathepsin D pada kejadian metastasis pada karsinoma tipe papiler 

dan hubungannya dengan prognosis ( 12)_ 

Berdasarkan uraian diatas maka pada penelitian ini akan dicari bagaimana korelasi 

ekspresi Cathepsin D dengan resiko teijadinya metastasis pada karsinoma tiroid tipe papiler. 

1.2 Rumusan masalah 

Apakah peningkatan derajat ekspresi cathepsin D dapat meningkatkan resiko 

teijadinya metastasis jauh pada karsinoma tiroid tipe papiler ? 

1.3 Tujuan penelitian 

1.3.1 Tujuan umum 

Mengetahui ekspresi Cathepsin D pada karsinoma tiroid tipe papiler. 

1.3.2 Tujuan khusus 

Mengetahui korelasi antara ekspresi Cathepsin D dengan karsinoma tiroid tipe 

papiler yang sudah te:r:jadi metastasis jauh . 

1.4 Manfaat penelitian 

1.4.1 Manfaat teoritis 

Pemeriksaan ekspresi Cathepsin D dapat digunakan sebagai parameter tmtuk 

menentukan derajat agresifitas karsinoma tiroid tipe papiler. 
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1.4.2 Manfaat klinis 

1. Derajat ekspresi Cathepsin D dapat digunakan sebagai faktor prognosis. 

2. Dengan mengetabui adanya korelasi antara ekspresi Cathepsin D dengan 

resiko terjadinya metastasis jauh pada karsinoma tiroid tipe papiler, maka 

dimungkinkan pemberian inhibitor Cathepsin D sebagai salab satu 

modalitas terapi tmtuk mengbambat proses metastasis pada keganasan 

terse but. 
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2.1 Karsinoma Tiroid 

BAB2 

TINJAUAN PUSTAKA 

Karsinoma tiroid mempakan keganasan endokrin yang paling banyak dijumpai (89%), 

dan mempakan 2 % dari selunib karsinoma pada manusia (!3). Karsinoma tiroid berasal dari 

sel folikel atau sel parafolikuler kelenjar tiroid (14
' 

15
). Angka kejadian tersebut lebih tinggi 

pada daerah gondok endemis, temtama tipe yang tidak berdiferensiasi. (15
). Kanker ini didapat 

pada segala usia dengan ptmcak pada usia muda (7-20 tahun) dan usia setengah baya (40-60 

talnm). Rasio angka kejadian pacta laki-laki dibanding wanita adalah 1 : 2,7, tetapi rasio 

kematiannya adalah 2 : 1. Deferensiasi pacta kanker tiroid lebih banyak didapatkan pacta 

wanita dibandingkan dengan laki-laki (3, 
15

). Karsinoma tiroid tipe papiler umumnya terjadi 

pada umur kurang dari 40 tahun, tipe folikuler umumnya terjadi pada umur lebih dari 40 

tahun, sedangkan tipe anaplastik umumnya terjadi diatas 60 tahtm. (J, 
15

) Angka mortalitas 

karsinoma tiroid adalah 6 % < 
1 3l. 

2.1.1 Etiologi Karsinoma Tiroid 

Penyebab pasti karsinoma tiroid sampai saat ini beltun diketahui dengan jelas, namun 

terdapat beberapa faktor predisposisi yang dapat meningkatkan resiko timbulnya karsinoma 

tiroid, antara lain : rangsangan ISH jangka panjang misalnya pacta defisiensi yodium, 

tonjolan tunggal tiroid, radiasi daerah leher, jenis kelamin dan umur, faktor genetik, dan 

penyakit tiroid yang mendasari ( IS). 

Defisiensi yodium menyebabkan hipotiroid dan terjafi peningkatan sekresi ISH serta 

kompensasi bempa pembesaran kelenjar tiroid. Pembesaran kelenjar tiroid yang awalnya 

difus, kemudian akan diikuti pembentukan nodul multipel. Rangsangan TSH jangka panjang 
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akan menyebabkan degenerasi keganasan. Di negara dimana diet yodiumnya rendah 

didapatkan peningkatan relatif karsinoma folikuler dan anaplastik (B, 
15

). 

Tonjolan ttmggal tiroid merupakan predisposisi terjadinya keganasan sebesar 9,97 -

30%. Keganasan pada nodul ttmggal tiroid 65 % adalah tipe papiler, dan 28,9 % merupakan 

tipe folikuler. Keganasan dengan tonjolan ganda tiroid 42,8 % berupa tipe papiler, dan 

57,2% berupa tipe fobkuler (17
). 

Paparan radiasi dengan dosis 1 Gy pada daerah leher saat usia anak-anak akan 

meningkatkan resiko teijadinya karsinoma tiroid sebesar 33 - 37 %,. (!3 , 
15

). Periode laten 

antara paparan dan saat diagnosis adalah an tara 5 - 40 tahun. T erdapat hubungan linier antara 

dosis paparan dengan resiko terj adinya karsinoma. Kecenderungan tmtuk teijadinya 

karsinoma tiroid lebih tinggi pada paparan radiasi saat usia kurang dari 5 tahun dibandingkan 

anak yang lebih tua, dan karsinoma yang timbul umumnya tipe papiler 05). Paparan radiasi ini 

diperkirakan dapat menyebabkan kerusakan DNA dari sel folikel tiroid yang selanjutnya bisa 

teijadi transformasi neoplasma. Perubahan sustman domain tyrosin kinase pada gen RET dan 

TRU ditemukan pada karsinoma tipe papiler. Perubahan ini terjadi 60-80 % setelah adanya 

paparan radiasi. Selain itu juga ditemukan bahwa mutasi gen RAS yang merupakan petanda 

a] d . . "d (13 15) aw pa a tumorogenes1s trrm ' . 

Insiden karsinoma tiroid pada laki-laki terns meningkat dengan bertambahnya usia, 

sedangkan pada wanita insiden meningkat cepat pada usia muda dan menjadi datar setelah 

usia 30 tahun. Adanya insiden yang lebih banyak pada wanita sering dihubtmgkan dengan 

adanya pengarull honnon reproduksi . Pengarull umur terhadap prognosis karsinoma 

berdeferensiasi baik telah jelas diketahui. Angka rekurensi dan mortabtas meningkat bila 

karsinoma tiroid ditemukan pada usia 40 - 50 tahun. Pada wanita peningkatan angka 

rekurensi dan mortalitas terjadi secara dramatis pada usia diatas 50 tahun. Perbedaan dengan 

kasus pada laki-laki ini disebabkan oleh penganu1 perubahan hormon yang teijadi saat 
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menopause. Pada kasus karsinoma tiroid berdeferensiasi baik yang terjadi pada wanita usia 

muda, tnnumnya tidak akan berubah menjadi tumor yang letal dengan bertambahnya usia.Ol. 

Faktor genetik, yaitu adanya mutasi gen yang berhubungan dengan karsinoma tiroid 

berdeferensiasi baik, belton diketahui secara pasti. Dua puluh persen karsinoma meduler 

dihubungkan dengan adanya MEN ( Multiple endocrine neoplasia ) tipe II. Beberapa 

publikasi juga mengemukakan adanya hubungan antara karsinoma tiroid tipe papiler dengan 

familial cancer seperti Gardner syndrome, Cowden 's syndrome, dan Carney complex C 
1 

). 

Pada penelitian didapatkan adanya hubtmgan antara penyakit Grave 's dengan 

karsinoma tiroid. Diduga reseptor antibodi tiroid dapat memacu perttunbuhan tumor, tetapi 

pemyataan ini masih kontroversial. Limfoma tiroid sering tetjadi pada penderita yang pemah 

menderita tiroiditis kronis limfositik ( tiroiditis Hashimoto )(3). 

2.1.2 Klasifikasi Karsinoma Tiroid 

Karsinoma tiroid dibagi menjadi tiga kategori yaitu CI
4

): 

I . Diferensiasi baik: tipe papiler dan tipe folikuler 

2. Berdiferensiasijelek I anaplastik (tipe sel spindel dan sel raksasa) 

3. Meduler 

a. Karsinoma PapiJer 

Karsinoma papiler merupakan jenis karsinoma tiroid terbanyak, yaitu sekitar 60-80% 

dari seluruh karsinoma tiroid C
14

' 
16

). Karsinoma tiroid tipe papiler ini merupakan 65,8 % dari 

keganasan tiroid dengan nodul tunggal 07). Tipe ini dapat mengenai semua usia dan 

tampaknya merupakan satu-sattmya tipe karsinoma tiroid pada anak, terutama dengan riwayat 

radiasi daerah leher. Angka kejadian terbanyak terjadi pada usia antara 40-49 tahun (21)_ 

Ttunor ini lebih sering menyebar melalui aliran limfe (50%) dan jarang menyebar melalui 

pembuluh darah (5%) (J)_ 
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Secara makroskopis tumor ini berbatas tegas, 90% tidak berkapsul, padat tetapi 

kadang-kadang kistik, kalsifikasi atau osifikasi. Delapan persen kasus multisentris, dan 

seringkali mengenai kedua lobus (3). 

Secara mikroskopis didapatkan bentukan papil-papil, yaitu stroma fibrovaskuler yang 

dilapisi epitel anaplastik. Sel dengan bentukan " orphan Annie eyes" pada intinya, atau 

disebut juga ground glass. Gambaran pseudo inclusion atau intranuclear grooves, yaitu 

invaginasi sitoplasma sehingga tampak sel dengan cektmgan pada sisinya. Diagnosa 

ditegakkan dari gambaran inti sel tersebut, walaupun gambaran papil tidak didapatkan. Ciri 

khas lain yang dapat memastikan tipe papiler adalah adanya psammoma bodies, yaitu 

kalsifikasijaringan ikat yang terletak diujung papil. Terdapat beberapa variasi karsinoma tipe 

papiler yaitu : encapsulated variant, follicular variant, tall cell variant, diffuse sclerosing 

variant, dan hyalinizing trabecular tumor C
3J. Prognosis karsinoma tiroid tipe papiler ini 

cukup baik, day a tahan hidup 10 tahun mencapai 90%, dengan angka kekambuhan 10 - 20 %, 

dan metastase jauh 10 - 15% C 
3 

). 

b. Karsinoma Folikuler 

Karsinoma folikuler timbul pada kelompok usia yang lebih tua, paling sering pada 

wanita dengan usia antara 50 sampai 59 tahtm, dan banyak timbul di daerah endemik dimana 

teijadi defisiensi yodium. Tipe ini jarang terjadi pada usia kurang dari 30 tahtm. Angka 

kejadiannya lebih jarang dari karsinoma papiler, yaitu 10 sampai 20% dari seluruh karsinoma 

tiroid. Karsinoma folikuler terjadi karena mutasi RASfamily dari onkogen (I S). 

Secara makroskopis tipe ini berupa suatu nodul tiroid tunggal dan berkapsul. Secara 

mikroskopis, adanya invasi hunor pada kapsul, pembuluh darah dan pembuluh limfe 

merupakan faktor ktmci untuk membedakan karsinoma folikuler dari adenoma folikuler. 

Karsinoma folikuler mempunyai varian yaitu karsinoma sel hurtle ( 3% ). Metastasis hunor 

terutama melalui pembulub darah ke paru-paru atau tulang (20-30%) dan jarang menyebar ke 
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kelenjar getah bening (
17

'
19

'
21

). Secara keseluruhan penderita dengan karsinoma folikuler 

memiliki daya tahan hidup 5 tahun sebesar 70% (3). 

c. Karsinoma Ana plastik 

Karsinoma anaplastik didapatkan pada 10-15% karsinoma tiroid. Jenis karsinoma ini 

lebih sering teijadi pada usia tua ( sekitar 65 tahun) dan wanita lebih dominan C3, 14). Hampir 

50% penderita memptmyai riwayat multinoduler goiter, sedangkan 20 - 30 % karena 

mengalarni transformasi dideferentiated carcinoma seperti karsinoma tipe papiler (1 6). Tumor 

bersifat sangat agresif dan memiliki potensi metastasis yang tinggi, baik hematogen mauptm 

limfogen. Tumor ini sangat cepat membesar sampai memenuhi leher, infiltrasi ke jaringan 

otot dan jaringan leher yang lain menyebabkan sesak nafas, suara hilang, batuk, dan stlkar 

menelan. Dikatakan bahwa karsinoma anaplastik disebabkan karena hilangnya gen supresor 

p53. (3) 

Secara morfologi, karsinoma anaplastik terdiri dari sel anaplastik meliputi : sel giant 

pleiomorfik besar, sel spindle dengan gambaran sarkomatosa, sel campuran, dan sel kecil. 

Pemeriksaan mikroskopis, kadang- kadang ditempat tertentu terdapat gambaran karsinoma 

tipe folikuler atau tipe papiler, memmjukkan bahwa asal mulanya karsinoma anaplastik 

berasal dari tumor tersebut. Daya tahan 5 tahun untuk penderita ini tidak lebih dari 5% Cl
4

). 

d. Karsinoma Meduler 

Karsinoma meduler berasal dari sel parafolikuler ( C cell ) tiroid yang mensekresi 

kalsitonin, merupakan 5-10% dari karsinoma tiroid c1
'
3

). Karsinoma ini dapat mempakan 

bagian dari penyakit neoplasia endokrin multipel ( Ml!-!V ) tipe II, sebagai penyakit familial 

yang bukan neoplasia endokrin multipel, atau sporadis ( 80 %) en. Karsinoma meduler yang 

familial biasanya bilateral (90%) dan multifokal, sedangkan yang sporadik biasanya 

unifokal(1 ,3). Gambaran makroskopis bempa jaringan lunak berwama pucat abu-abu sampai 

kemerahan. Secara mikroskopis memmjukkan sel ganas poligonal sampai bentuk spindle , 
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atau trabekular. Juga terdapat pembentukan folikel-folikel dengan pembentukan jaringan 

amiloid yang berasal dari jaringan stroma. Kalsitonin bisa dilihat pada sitoplasma atau pada 

bahan amiloid. Pada kasus familial sering bisa dilihat adanya multicentric C cell hiperplasia 

dalam parenkirn tiroid . Selain kalsitonin, karsinoma meduler juga mensekresi somatostatin, 

serotonin, dan vasoactive intestinal p eptide ( VIP ) . Metastasis dapat teijadi secara 

hematogen ke paru, hati , dan tulang, mauptm l.imfogen. Pada umumnya prognosis karsinorna 

ini terletak antara karsinoma tipe papiler dan anaplastik CI4). 

2.1.3 Metastasis Karsinoma Tiroid Papiler 

Karsinoma tiroid tipe papiler umumnya bermetastasis melaui kelenjar getah bening 

leher ( 50 % ), dan 10 % rnengalami metastasis jauh ( paru, tulang dan saraf pusat ). Adanya 

metastasis jauh ini menyebabkan angka barapan bidup 1 tal1tm, hanya 50 %. Empat puluh 

sampai tujuh puluh persen penderita karsinoma tipe papiler yang tirnbul pada umur lebih dari 

40 tahun, ditemukan penyebaran ke kelenjar getah bening di leher. Sedangkan pada anak 

dibawal1 umur 15 tahun dengan karsinoma tipe papiler, hampir 90 % terdapat metastasis di 

kelenjar getah bening daerah leher c3 l_ 

Secara umum, penyebaran dari daerah isthmus tiroid akan ke atas menuju kelenjar 

pre laryngeal (Delphian), dan kebawah menuju kelenjar mediastintm1. Bagian sentral dan 

bawal1 dari masing-masing lobus lateral tiroid akan menyebar ke bawah menuju kelenjar 

trakeoesofageal sepanjang peijalanan nervus rekuren. Pada bagian superior dan posterior dari 

lobus tiroid penyebaran akan menuju daerah kelenjar retrofaring, dengan konsekuensi terjadi 

metastasis daerah mediatintllll dan basis kranii. Semua aliran limfe tersebut diatas disebut 

kompartemen sentral dan merupakan zone aliran linllatik primer dari kelenjar tiroid. Selain 

itu terdapat zone aliran limfatik sekunder, yaitu sepanjang jugularis interna, dan daerah 

trigonum posterior ( gambar 1) (3, 
18

• 
19 l_ 
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Pada penelitian klinis didapatkan bahwa metastasis melalui kelenjar limfe dari 

karsinoma tiroid tipe papiler terjadi pertama kali pada kelenjar paratrakeal, tanpa 

memperdulikan letak tumor primer. Pada stadium awal, metastasis melalui kelenjar limfe ini 

lebih sering terjadi pada leher bagian bawah, dan pada stadium lanjut barn te:rjadi metastasis 

ke leher bagian atas dan submandibula. Diperkirakan hal ini terjadi akibat adanya sumbatan 

limfatik karena peningkatan ukuran tumor primer, juga akibat sumbatan limfatik karena 

metastasis pada kelenjar pretrakeal dan paratrakeal (3). 

Berdasarkan ekstensinya, karsinoma tiroid tipe papiler dibagi menjadi occult 

(diameter < 1 em), intratiroid ( diameter > 1 em masih terbatas di dalam kelenjar ), dan 

ekstratirod (menembus kapsul tiroid dan menginvasi struktur sekitar seperti laring, trakea, 

esofagus ). Umumnya karsinoma tipe papiler yang invasif mempunyai sifat yang lebih 

agresif Ekstensi ekstratiroid ini sangat menentukan angka rekurensi dan prognosis. Angka 

kematian pada kasus kasus intratiroid adalah 3 %, sedangkan kematian pada kasus 

ekstratiroid adalah 16 %. Kasus ekstratiroid sering didapatkan pada penderita dengan usia 

lebih dari 40 tahun. Angka rekurensi setelah subtotal tiroidektomi adalah 30 % setelah 30 

tahun, dibandingkan dengan 26 % setelah total atau near total tiroidektom.i. Pada penelitian 

Mazzaferi dan Jhiang ( 1994) memberikan kesimpulan bahwa faktor resiko teijadinya 

rekurensi dan mortalitas dipenganlhi oleh : ukuran tmnor ( > 4-5 em ), jenis kelamin ( laki

laki lebih agresif dibandingkan wanita ), adanya invasi kapsul atau pembuluh darah dan 

limfe, multisentris, dan ditemukannya metastase (3). 

Faktor utama yang menurunkan ketahanan hidup penderita adalah ditemukannya 

metastasis jauh, yang teijadi pada sekitar 10 - 15% penderita karsinoma papiler. Hal tersebut 

berhubungan dengan kejadian invasi tumor pada pembuluh darah intra maupun ekstratiroid 

(2-14%). Sebagaimana dilaporkan oleh Gardner dkk bahwa 40% penderita dengan invasi 

pada pembuluh darah ekstratiroid, dan 26,1% pad a penderita dengan invasi pembuluh darah 
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intratiroid mengalami metastasis jauh, sedangkan pada penderita tanpa invasi tumor pada 

pembulub darab banya 4% terjaru metastasisjau.b. <19,2°) 

Gambar 1 : Zone aliran limfatik primer ( kompartemen sentral ) dan sektmder dari kelenjar 

tiroid ( Diambil dari Roy B, Kenneth D. Cancer of the thyroid gland. In : Harrison LB, 

Session RB, Hong WK, editors. Head and neck cancer, A Multidisciplinary approach. 2nd ed. 

Philadelphia: Lippincott Williams & Wilkins; 2004.p.721. P) 

2.1.4 Stadium Karsinoma Tiroid 

Saat ini, sistem lUltuk mengklasi:fikasi tumor ganas padat yang paling banyak 

digtmakan adalah sistem TNM. Secara umum sistem ini menentukan stadium tumor ganas 

berdasarkan ukuran dan derajat invasi tumor, penyebaran ke kelenjar getab bening, dan 

metastasis jaub. Pada karsinoma tiroid, sistem ini juga memperhittmgkan jenis histologi 

tumor dan usia penderita tmtuk menentukan stadiumnya ( IO). 

Klasifikasi karsinoma tiroid berdasarkan sistem TNM adalab sebagai berikut (ZI): 

T: tumor primer 

TO : tidak ada tumor 

Tl :tumor < lcm, terbatas dalam kelenjar tiroid 

T2 : tumor > lcm, tetapi < 4cm, terbatas dalam kelenjar tiroid 
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T3 : twnor > 4cm, terbatas dalam kelenjar tiroid 
MILl K 

U 
PERP USTAr<. \,1 

NIV ER. SlTAS ~'-I 
S K. T 4 : hllllor twnbuh keluar kapsul tiroid 

N: metastasis kelenjar getah bening 

Nla : metastasis kelenjar getah bening leher ipsilateral 

Nl b : metastasis kelenjar getah bening leher bilateral/ kontralateral/ mediastinum 

M: metastasis jauh 

MO : tidak ada metastasis jauh 

Ml: adametastasisjauh 

a. Tipe papiler atau folikuler 

Usia < 45th usia> 45th 

Stadium I tiap T, tiap N, MO Tl NOMO 

Stadilllll II tiap T, tiap N, Ml T2,3 NOMO 

T4NOMO 
Stadilllll III 

tiap T Nla MO 

tiap T Nlb MO 
Stadium IV 

tiap T tiap N Ml 

b. Tipe meduler 

Stadium I Tl NO MO 

Stadium II T2,3,4 NO MO 

Stadium III tiap T Nl MO 

Stadium IV tiap T tiap N Ml 

c. Tipe anaplastik: selalu stadium IV 
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2.2 Pertumbuhan infiltratif dan pembentukan metastasis sel kanker 

Salah satu sifat terpenting dari sel kanker adalah kemampuan melakukan infiJtrasi 

kedalam jaringan sekitamya. Karena kemampuan infiltrasi ini, sel-sel kanker dapat 

menembus matriks ekstraseluler dan membran basal sehingga dapat menyebabkan 

pertumbuhan kedalam organ didekatnya. Sel kanker juga dapat menembus kedalam saluran 

limfe dan pembuluh daral1 yang selanjutnya dapat terjadi metastasis ke organ lain. Metastasis 

adalah kemampuan sel tumor tmtuk berpindah ke tempat yang jauh dari tmnor primer dan 

tumbuh ditempat organ yang dituju. Proses metastasis ini sangat penting karena menandakan 

suatu prognosis yang buruk. Kemampuan invasi dan metastasis dari sel kanker ini disebabkan 

karena perubahan sifat sel ganas, yaitu pembahan biokimia permukaan sel, pertambahan 

motihtas, kemampuan mengaluarkan enzim proteolitik, merangsang pembentukan pembuluh 

daral1 baru (angiogenesis), dan berkurangnya adhesi sel tmnor satu dengan lainnya_cs, 6• 
7
) 

Kosep dasar dari langkah-langkah terjadinya metastasis, pertama adalah terjadinya 

proses terlepasnya adhesi sel kanker dari kelompoknya ( detachment ). Sel-sel dalam jaringan 

normal berhubtmgan erat satu sama lain, molekul-nolekul adhesi sangat berperan penting 

pada hubtmgan ini. Molekul adhesi yang terpenting adalah E-cadherine (glikoprotein 

transmembran) dan integtrin. Dari penelitian akhir-akhir ini temyata bahwa sel kanker yang 

infiltratif kehilangan ekspresi E-cadherine-nya, sehingga hubungan antar sel-sel tumor 

terlepas cs, 6' 
7

) 

Selanjutnya, agar dapat menembus matriks ekstraseluler (ECM = extra cellular 

matrix) yang berada di sekitar sel kanker, maka sel krulker hams melekat pada matriks 

ekstraseluler. Hal ini dimtmgkinkan karena sel kanker memptmyai reseptor terhadap laminin 

danfibronektin yang ekspresinya lebih banyak daripada sel normal . Laminin danfibronektin 

mempakan komponen dari matriks ekstraseluler. Sel kanker juga mengekspresikan integrin, 

yang berft.mgsi sebagai reseptor fibronektin, collagen , dan vitronektin ( komponen lain 
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matriks extraseluler ). Setelah sel kanker melekat pada matriks ekstraseluler, maka sel tmnor 

akan menciptakan jalan tmtuk migrasi. Sel-sel kanker harus menghancurkan matriks 

ekstraseluler dengan cara mengeluarkan enzim ptoteolitik. Enzim proteolitik yang terpenting 

adalah matrix metalloproteinase ( MMP), urokinase plasminogen activator( uPA), dan 

cathepsin D. Ekspresi yang tinggi dari enzim-enzim proteolitik ini dapat memberi 

probabilitas kejadian metastasis yang tinggi dari kanker tersebut. Setelah sel kanker 

menghancurkan matriks ekstra seluler dan membran basal pembuluh darah, maka tahap 

selanjutnya adalah sel kanker masuk kedalam pembulub limfe dan pembulub darab , untuk itu 

diperlukan peningkatan gerakan sel kanker (motilitas). Sel kanker mengeluarkan autocrine 

motility factor yang dapat meningkatkan motilitas sel kanker. Beberapa baban lain seperti 

complement derived materials, collagen peptides, formyl peptides, dan bahan lain dari 

jaringan ikat dapat berfungsi sebagai chemoattractans yang dapat meningkatkan motilitas sel 

kanker. Sel kanker yang ada dan bertahan didalam sirkulasi akbirnya sampai ke tempat organ 

yang dituju. Hal ini dimtmgkinkan karena adanya interaksi antara sel kanker dengan endotbel 

pembuluh darab dari jaringan yang akan menjadi tempat perttunbuhan metastasisnya. Sel 

kanker akan mengeluarkan molekul adbesi yang mempakan reseptor pada endotel pembuluh 

daral1. Salah satu molekul adhesi yang banyak dikenal adalah CD44 cs, 6' 
7

). 

Perjalanan tal1apan metastase sel kanker tidaklal1 mudab, sel kanker hams bertaban 

dan menghindar dari sistirn pertal1anan humoral dan seluler dari host yang bertugas 

mengeliminasi sel kanker. Pertabanan seluler diantaranya dilakukan oleh sel makrofag, 

cy totoxic limfosit (CTL), dan natural killer cell ( NK cell ). Tubuli juga membuat inhibitor 

terhadap tumor growth factor, inhibitor angiogenesis, dan inhibitor protease yang bertujuan 

tmtuk menghambat pertumbuhan sel kanker. Kurang lebih hanya 0,01 % sel kanker yang 

masih bertahan di dalam pembuluh darah yang pada akhirnya akan berkembang menjadi 

metastasis jauh.(gambar 2) (5,22). 
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Gambar 2. Langkah-langkah metastase sel kanker dan peran cathepsin f) ( Oiamb\1 dari Pai 

Sl, Lin YY, Macaes B, Hung CF. Gene tberdpy, prospect of RNA inteerference therapy. may 

2007 (cited 2007 Jun 6). Available from URL:HYPERLINK 

lt1rtww.nature. com/gt/joumallv 13ln6/imagetl3302694fa.html. ) 

2.2.1 L~'Oj'OIIfill protease 

Lysosome bernsal dar1 babasa Yunani yang artinya "digest!lbody". Lyso .. mme adalah 

salah satu organel dari sel yang mempunyai fungsi untuk mendegradasi berbagai macam 

makromolekul protein melalui proses autophagocytosis ( dari sitoplasma ). endocytosis ( dari 

ekstraseluler ), atau melaJn.i jalur sekresi. J,yso.mme juga berperan dalam protein sel "tum 

over", pelepasan endocytosed n-utrients, inak.iivasi organisme patogen. repair membran 

plasma, dan proses loading dari antigen ke molekul major histocompatibility complex 

(MHC) cla.<ts IlL Lysosom(;~ terdapat pada semua sel man usia kecuali sel darah merab (2:\.,2
4
,25}_ 
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Degradasi protein oleh lysosome diperankan oleh berbagai enzim protease yang 

terdapat didalamnya. Terdapat 4 klas utama dari enzim protease yang terdapat didalam 

lysosome, yaitu serine protease ( uP A = urokinase plasminogen activator, Cathepsin G ), 

MMPs ( matrix metalloproteinase ), cystein protease ( Cathepsin B, C, K, L, 0, S, V, W) dan 

aspartic protease ( Cathepsin D, danE). Cathepsin D adalah protease yang utama pada grup 

ini (6l. Perbedaan subklas dari cathepsin ini terdapat pada letak dari jenis asam amino yang 

aktif. Selain bekerja mendegradasi protein intra seluler, enzim protease juga disekresi ke 

ekstraseluler, dan berperan dalam degradasi matriks ekstraselular, menginduksi pertumbuhan 

invasif fibroblas, dan menginduksi apoptosis <23.24
•
25l. 

Hampir semua lysosomal protease ini memptmyai peran dalam degradasi membran 

basal. Dengan aktifitas ini sel kanker dapat menembus stroma, matriks ekstraseluler, 

membran basal, dan endotel pembuluh darah untuk bermetastasis jauh <25 l. 

2.2.2 Cathepsin D 

Cathepsin D ( EC 3.4.23.5) adalah lysosomal acid hydrolase, suatu enzim protease 

golongan aspartic peptidase yang terdapat dalam lysosome. Cathepsin D disintesa di rough 

endoplasmic reticulum sebagai prepro-enzym yang inaktif. Pada manusia, gen cathepsin D 

terdiri dari 9 exon yang berada pada kromosom llpl5 . Regulasi transkripsi cathepsin D 

dilakukan oleh faktor c-myc. Pada proses maturasi, pepro-enzim ini mendapat penambahan 

mannose-6 phosphate (M6P) dengan bantuan enZlill N-acetylglucosaminyl 

phosphotransferase dan N-acethylglycoaminylphosphat glycosidase sehingga terbentuk 

procathepsin D dengan berat molekul 52 kDa (kilo Dalton ). Struktur ini terdiri dari 392 

asam amino. Procathepsin D ini selanjutnya mengalami translasi dan transportasi menuju 

lysosome. Dalam suasana asam procathepsin D mengalami pemecahan peptida ( proses 

autoproteolisis oleh cystein lysosomal protease ) membentuk cathepsin D dengan berat 
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molekul 44 kDa ( terdlri dari 348 asam amino). t:Othepsin D ini akhinya dlpecah menjadi 2 

bagian, yaitu heavy chain ( 31 kDa) dan light chain (14 kDa). Ketiga bentuk cathepA·in D {44 

kDa, 31 kDa, dan 14 kDa) mi mempunyai kemampuau yang sama dalam degradasi protein. 

Cathepsin D mempunyai strul\ur bilobus, yang masing-masing lobusnya mengandung active 

site aspartic acid residu (Asp32 dauAsp215) dan grup karbohidrat tuuggaL (Ganlbar 3) 

Gambar 3. Struktur molekul dan skematik: molekul cathepsin D ( Diambil dari Fusek M, Dual 

Role of Cathepsin D : Ligand and Protease_, Biomed J, 2005, 149(1 ):2 ) 

Aspartat 1ni menempati posisi sekaligus mengaktifkan molekul air, kemudian 

menglridrolisa ( degradasi ) ika1ml substrat peptida menjadi asam amino yang lebih kecil 

(gambar 4 ps)_ Enzim protease yang lain dari golongan aspartic prote.ase adalah pepsin dan 

renin. (22.24•25) 

+ 

peptide water acid 

Gambar 4. Skema reaksi hidrolisa ikatan peptida oleh peran katalisator enzim protease 

cathepsin D ( Diambil dati: Protein degradation, Neuromuscular disease, Washington Univ. 

2007 (cited 2007 jtm). Available from URL:HYPERUNK 

http://www.neuro. ww;tl.edJ.t!!neuromusc.·ular /mother/degrade.htm&ll) 
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Cathepsin D mempunyai kemampuan untuk: mendegradasi berbagai macam substrat 

protein seperti : myosin, actin, proteoglycans, fibronectin, laminin, dan kolagen tipe IV 

(kolagen membran basal). Hasil degradasi protein ekstraseluler ini menghasilkan asam amino 

yang dapat digunakan tmtuk bahan makanan dan suplai asam amino dari sel kanker itu 

sendiri. Pada percobaan in vitro, di dalam sel kanker payudara ditemukan adanya vesikel 

asam intraseluler (LA Vs) dengan diameter 5 )..1.111 . Vesikel ini berisi cathepsin D dengan 

jumlah banyak dan bahan-bahan fagositosis ekstraseluler seperti latex bead dan matriks 

ektraseluler sehingga tampak sebagai large heterophagosome. Aktifitas fagositosis dengan 

vesikellarge heterophagosome ini tidak terdapat pada sel normal, tetapi hanya terdapat pada 

sel yang khusus ber:fungsi fagositosis yaitu sel makrofag dan netrofil polynuclear. 

Kemampuan heterofagositosis material ekstraseluler dan digesti oleh cathepsin D ini 

menjelaskan mengapa sel kanker dengan peningkatan ekspresi cathepsin D mempunyai 

kemampuan tinggi tmtuk melakukan invasi dan metastasisc25
). Seperti halnya lysosomal 

protease yang lain, cathepsin D bekerja optimal pada pH asam (pH: 4,5 - 5). Suasana asam 

ini juga diperlukan dalam proses auto activation dari procathepsin D. Selain mempunyai 

ft.mgsi sebagai enzim protease, Cathepsin D juga memptmyai peran non enzimatik, yairu 

cellular protein turnover, antigen processing, proses inflamasi, aktivasi prekusor pro 

cathepsin D, aktivasi prohormon lain, dan menginduksi apoptosisc23
). Tidak seperti lysosomal 

protease yang lain, cathepsin D tidak mempunyai tissue inhibitor endogen. Cathepsin D dan 

prekusomya yaitu pro Cathepsin D lebih banyak diproduksi oleh sel kanker dari pada sel 

normal (23,24,25) 

Peningkatan ekspresi dari Cathepsin D pada beberapa solid tumor merupakan 

indikator resiko tinggi terjadinya invasi dan metastasis (25
). Pada karsinoma payudara terjadi 

peningkatan ekspresi cathepsin D sebesar 2 -50 kali lipat dibandingkan dengan sel payudara 

normal. Peningkatan ekspresi cathepsin D ( lebih dari 70 pmol/mg protein ) pada karsinoma 
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payudara dengan kelenjar getah bening negatif, mempunyai resiko teijadinya metastase 7-10 

kali lipat. Pada kanker payudara dengan ER (estrogen reseptor) positif, teijadi peningkatan 

initiation transcription mRNA cathepsin D oleh stimulasi estrogen ( regulasi estrogen ) dan 

growth factor. Cathepsin D dapat digunakan sebagai faktor prognostik independen pada 

kanker payudara, kanker endometrium, dan kanker otak C
24

• 
26

). Fukuda (2005) dalam 

penelitiannya menyatakan bahwa kadar serum cathepsin D pada penderita high grade glioma 

sangat meningkat dibandingkan dengan low grade glioma. Data ini memberikan kesimpulan 

bahwa cathepsin D pada keganasan banyak disekresikan ke ektraseluler dan merupakan 

indikator potensial dari agresifitas tumor C26
). 

Cathepsin D mempunyai kemampuan tmtuk melakukan inaktivasi, menghancurkan, 

dan menghambat sekresi IGF-binding protein 3, suatu molekul yang berfungsi sebagai 

secreted growth inhibitor ( penghambat pertumbuhan sel kanker ). Cathepsin D juga 

mempunyai kemarnpuan untuk rnelakukan aktivasi beberapa growth factor dan sitokin yang 

berada di matriks ekstraseluler ( ECM ), seperti pro TGF/3 yang berfungsi melakukan 

fasilitasi terhadap invasi sel kanker, dan fibroblast growth factor ( FGF) yang rnernpunyai 

aktivitas sebagai growth factor dan stimulasi angiogenesis (27
). Selain itu Cathepsin D 

rnempunyai kemampuan untuk melakukan aktivasi procathepsin B, cathepsin B, dan pro 

urokinase plasminogen activators. Berchem ( 2002 ) dalam penelitiannya rnenyatakan bahwa 

peningkatan ekspresi cathepsin D menyebabkan penurunan proses apoptosis sarnpai 80 %, 

hal ini memberikan kesempatan sel tumor tetap tumbuh dan berkernbang c27
). Peningkatan 

ekspresi cathepsin D pada solid tumor akan rnempercepat proses metastasis, rnernpercepat 

proliferasi sel kanker primer dan metastasis, meningkatkan resiko rekurensi, dan 

memperpendek disease free survivaf25
• 

26
• 

27
). 

Konsekuensi dari peningkatan cathepsin D pada sel kanker adalah peningkatan dari 

procarthepsin D. Pada sel kanker te:rjadi perubahan penurunan akurnulasi mature cathepsin D 
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(34 kDA) dan peningkatan produksi proenzim baik intraseluler maupun ke ekstraseluler, hal 

ini menyebabkan teijadinya peningkatan sekresi cathepsin D di intraseluler maupun 

ekstraseluler. Procathepsin D mengalami autoaktivasi di intraseluler maupun ekstraseluler 

bila dalam suasana asam ( pH 5,5 ). Autoaktivasi ekstraseluler ini dimungkinkan oleh karena 

suasana ekstraseluler pada sel kanker bersifat asam. Suasana asam ini diciptakan oleh sel 

kanker karena kemampuannya melepas proton ke lingkungan ekstraseluler melalui produksi 

asam laktat dan pompa ltiATPase di membran plasma C 
26

· 
27 

)_ 

Procatahepsin D selain sebagai prekusor dari cathepsin D, juga berperan sebagai 

autocrine mitogen, yaitu mampu berinteraksi dengan reseptor membran sel di sekitar sel 

kanker untuk merangsang growth factor, sehingga mempunyai potensi proliferasi yang lebih 

tinggi. Procathepsin D juga berperan dalam pembentukan metastasis sel kanker. Sifat 

mitogenik procathepsin D ini disebabkan karena : aktifitas proteolitik saat ekspose dengan 

suasana asam, adanya sacharidic moieties ( phosphorilated ), adanya struktur primer yang 

berinteraksi dengan molekul terlarut dan tidak terlarut ( membrane bounded ), juga oleh 

karena mekanisme yang belum diketahui c 24 
)_ Pada kanker payudara didapatkan peningkatan 

procathepsin D yang signifikan dalam serum penderita. Peningkatan procathepsin D juga 

didapatkan pada kanker otak, pam, timid, gaster, liver, pankreas, prostat, buli-buli, dan lain-

1 . ( 24,25, 26 ) am . 

Procathepsin D tidak hanya berfungsi sebagai prekusor dari enzun hidrolitik 

cathepsin D, tetapi juga berinteraksi dengan molekul-molekul lain yang mempunyai efek 

mitogenik. Interaksi ini merupakann bagian dari fungsi fisiologis procathepsin D. 

Peningkatan ekspresi procathepsin D dapat merangsang pertumbuhan sel parental dan sel-sel 

disekitarnya, ini akan memacu pertumbuhan set dan mempercepat teijadinya metastase<24
). 

Peningkatan ekspresi cathepsin D pada sel kanker ini disebabkan karena adanya overekspresi 

gen cathepsin D dan adanya proses perubahan pada prekusor protein akibat mutasi < 
24

). 
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2.2.3 Cathepsin D pada kelenjar tiroid 

Dari pemeriksaan immunogold labeling, didapatkan bahwa konsentrasi aktivitas 

partikel cathepsin D pada sel tiroid normal dan sel karsinoma tiroid tipe papiler adalah. pada 

lysosome atau phagosome. Hal ini memmjukkan bahwa lokalisasi cathepsin D tidak bembah 

selama transformasi keganasan pada sel tiroid < 
29 

)_ Pada sel tiroid normal, TSH dapat 

menginduksi sintesis dan sekresi cathepsin D didalam cairan ekstraseluler, tetapi peran TSH 

lebih kecil di intraseluler. Bentuk cathepsin D yang dominan di dalam kelenjar tiroid adalah 

31-kDa. Pada penehtian Metaye ( 1993 ) didapatkan bahwa kadar Cathepsin D pada 

karsinoma tiroid lebih tinggi daripada kelenjar tiroid normal. Kadar Cathepsin D pada 

karsinoma tiroid juga berkorelasi dengan besarnya tumor, dimana didapatkan kadar yang 

tinggi pada pT4 dibandingkan dengan pT2 dan pT3, tetapi tidak berkorelasi dengan tipe 

histologi sel kankel11
). Penehtian ini memberikan kesimpulan bahwa cathepsin D dapat 

digunakan sebagai faktor prognosis berdasarkan ukuran ( size ) tumor, tetapi tidak dapat 

menjelaskan peran cathepsin D hublmgannya dengan kejadian metastasis pada karsinoma 

tiroid tipe papiler (II)_ Tidak seperti pada karsinoma payudara, pada karsinoma tiroid 

didapatkan hanya sedikit reseptor estrogen. Metaye ( 1991 ) membuktikan bahwa 

peningkatan cathepsin D pada karsinoma tiroid tidak dipengaruhi oleh hormon estrogen, 

tetapi murni sebagai tanda aktivitas protease selama proses invasi dari karsinoma tiroid < 
30 

) _ 

Pada penehtian Holm ( 1995 ) memberikan kesimpulan bahwa tidak terdapat hubungan yang 

signifikan antara ekspresi cathepsin D dan kejadian metastasis kelenjar hmfe dan metastasis 

jauh pada karsinoma tiroid tipe meduler. Tetapi penehtian Holm ini juga tidak memberikan 

kesimpulan tentang peran cathepsin D pada kejadian metastasis pada karsinoma tipe papiler 

dan hubungannya dengan prognosis ( t
2

). 
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2.2.4 Aplikasi klinis cathepsill D 

Cathepsin D berhubungan erat dengan terjadinya metastasis pada karsinoma 

payudara. Cathepsin D dapat digunakan sebagai parameter prognosis pada karsinoma 

payudara (J 
1
' 

31
). Fukuda ( 2005 ) menyatakan bahwa cathepsin D merupakan indikator yang 

potensial untuk menentukan agresi:fitas dan prognosis dari glioma C 
26

). Peningkatan cathepsin 

D juga didapatkan pada ka:nker endometrium, paru, gaster, liver, pankreas, prostat, buli-buli, 

dan lain-lain( 24
' 

25 J_ 

Saat ini banyak dikembangkan penelitian untu.k menghambat pertumbuhan dan 

metastasis sel .ka:nker, diantaranya adalah proteinase inhibitor. Pepstatin A suatu inhibitor 

spesi:fi.k dari aspartic protease, sering digunakan untu.k puri:fi.kasi cathepsin D dan penelitian-

penelitian tmtuk mengetahui fungsi cathepsin D dalam sistim in vitro (32
• 

33
). Pepstatin A 

adalah inhibitor yang sangat efektifterhadap cathepsin D dan pepsin. Pepstatin A ditemukan 

oleh Profesor H. Umezawa dari institute of microbial chemistry Tokyo Jepang, dan 

diprodu.ksi oleh Banyu pharmaceutical Co. Tokyo Jepang. Pepstatin A didapatkan dari hasil 

kultur :filtrat dari berbagai maca:m spesies actynomicetes dari golongan streptomyces. 

Pepsatatin A adalah molekul non toksik berupa pentapeptida yang terdiri dari dua molekul y-

NH , dua molekul fJ-OH, dan lima cabang 3- atau 4- rantai samping karbon aliphatic. 

Pentapeptida dari Pepstatin A ini bekeija dengan cara rantai samping aliphatic mengikat 

semua hydrophobic active site, dan satu atau dua molekul OH akan membentu.k ikatan 

hidrogen dengan mole.kul COOH dari cathepsin D. Ikatan menyebabkan teijadinya inhibisi 

terhadap akti:fitas proteolitik dari cathepsin D. Penemuan pepstatin A awalnya digunakan 

untuk inhibitor pepsin pada pengobatan ulkus peptik Efektifitas pemberian Pepstatin A pada 

terapi ka:nker masih dala:m penelitian c33
• 

34
). Bahan lain yang mempunyai efek inhibitor 

terhadap cathepsin D adalah gara:m dengan konsentrasi tinggi, vitamin A, 3-phenylpyruvic 
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acid, dithiothreitol, dan indolyl-3-pyruvic. Bahan-bahan ini tidak mempunyai spesifisitas dan 

efektifitas yang tinggi terhadap cathepsin D , bila dibandingkan dengan pepstatin A(1°,35l. 

2.2.5 Deteksi ekspresi cathepsin D dengan pemeriksaan imunohistokimia 

Pemeriksaan imunohistokimia adalah pemeriksaan imtmologi dengan menggunakan 

antibodi untuk mendeteksi antigen tertentu di dalam jaringan. Preparasi jaringan untuk 

pemeriksaan imunohistokimia harus melalui beberapa tahapan, yaitu : fiksasi jaringan, 

pembuatan blok parafin (paraffin embedding ), pemotongan (sectioning ) dengan mikrotom, 

preparasi slide, antigen retrieval, dan pengecatan imunohistokimia.c 36
, 

37 l 

Fiksasi jaringan dilakukan dengan tujuan menghentikan dengan cepat proses biokimia 

yang teijadi dalam jaringan, sehingga dapat mempertahankan arsitektur jaringan dan antigen. 

Formalin ( 10% aqueous formaldehyde solution ) mempakan bahan yang sangat efektif 

untuk proses ini.C 38
' 

39 
) 

Pembuatan blok parafin bemyuan agar jaringan yang sudah terfiksasi lebih mudah 

untuk dipotong dengan mikrotom. Tahap awal dilak:uk:an dehidrasi jaringan dengan alkohol, 

kemudian pemberian xylene solution, selanjutnya dimasukkan kedalam parafin hangat. Saat 

parafin mendingin, akan terbentuk blok parafin. Bahan jaringan yang sudah terfiksir blok 

parafin dapat mempertahankan arsitektur jaringan dalam waktu yang iak terbatas. 

Penyimpanan blok parafin dilakukan dengan memasukkan blok parafin kedalam kotak 

penyimpanan pada suhu kamar. Penyimpanan yang kurang baik akan menyebabkan parafin 

meleleh dan merusak arsitektur dan antigenjaringan. C 
38

' 
39 

l 

Pemotongan blok parafin menggunakan mikrotom, dengan ketebalan 4-5 mikrometer 

(1 mikrometer = 111000 mm). Potonganjaringan ini diletakkan di slide dengan proses floated 

poly-L-lysine ( PPL ), dan pengeringan dengan inkubator. Sebelum dilakukan pengecatan 

imunohistokimia, preparat slide hams dilakukan deparafinisasi ( membuang parafin ) dan 
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pemberian antigen retrieval. Deparafinisasi dilakukan dengan pemberian xy lene, ethanol 

95% dan ethanol 100 %, deparafinisasi yang tidak komplit akan menyebabkan basil 

pengecatan yang kurang baik. Pemberian antigen retrieval bertujuan menghilangkan 

methylene bridge yang terbentuk pada saat fiksasi formalin. Methylene bridge ini berupa 

cross link protein yang dapat menutupi antigen. Diharapkan dengan pemberian antigen 

retrieval ini semua antigen dapat teridentifikasi dengan pengecatan imunohistokimia. Ada 

dua metode antigen retrieval, yaitu : heat mediated ( heat induced epitope retrieval = HIER) 

dan metode enzimatik (proteolitik trypsin, pronase, atau pepsin i 40
• 

41
)_ 

Prinsip dasar pengecatan imunohistokimia adalah tejadinya reaksi kompleks antara 

antigen dengan antibodi yang telah diberi label. Labelisasi antibodi dilakukan dengan 

menggunakan aktifitas enzim dan akan menghasilkan warna setelah pemberian chromogen 

(marker substance) C 
41

•
42 

)_ 

Ada 2 metode pengecatan imunohistokima, yaitu metode langsung (direct) , dan 

metode tidak langsung ( indirect ) . Metode langsung hanya menggunakan satu antibodi. 

Proses pengecatan lebih cepat, tetapi kurang sensitif karena mempunyai sinyal amplifikasi 

yang kecil. Metode tidak langsung menggunakan dua antibodi ( primer dan sekunder ). 

Antibodi primer melekat langsung dengan antigen, sedangkan antibodi sekunder yang sudah 

dilakukan labelisasi enzimatik, akan melekat pada antibodi primer. Untuk mendapatkan 

sinyal amplifikasi yang kuat, digunakan beberapa tehnik yaitu : Avidin-biotin complex (ABC), 

Labelled streptavidin biotin ( LSAB ), HRP Polymer, dan Tyramide signal enhancing (TSE ). 

Sinyal amplifik:asi ini te:Ijadi pada antibodi sekunder. Untuk menghasilkan warna digunakan 

chromogen (marker substance) yang akan bereaksi dengan avidin-biotin complex. Beberapa 

chromogen yang bisa digunakan antara lain adalah : Horseradish peroxidase ( HRP ), 

. . (40 41 42 ) Alkalme phosphatase ( AP ), dan Glucose oxidase ( gambar 5 ). ' · 
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ABC complex 

• • 

ABC Method 

• Mnker Substance 

X Avidine Biotin 

A""'- "'""'""" 
Gam bar 5 : Skema reaksi antigen - antibodi Avidin Biotin Complex ( ABC ) untuk 

mendeteksi adanya antigen. ( Diambil dari : Handbook lmmunochemical staining 

methode - Dakocytomation.( cited 2007 jun. ) Available from : URL:HYPERLINK 

http:,'lwww.neurop.ruhr-uni-bochum. de/pub/meleklimmunohistochemicha/9/ostaining) 

Perneriksaan irnunobistol..'ilnia untuk mendeteksi cathepsin D pada peuelitian ini 

menggunakan metode tidak langsung, amplifikasi sinyal dengan aviditt-biotin complex 

(ABC}, dan pewamaan chromogen dengan horseradish peroxidase ( HRP ). Reaksi antigen

antibodi yang terjadi akan menyebabkan pembahan wama kecoklatan (gambar 6)(41>. 
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Gambar 6 : T ahap-tahap pemeriksaan imunohistokimia metode tidak langsung : l) 

pemberian antibodi primer ( akan melekat dengan antigen), 2) pemberian amibodi seh'1mder 

yang sudah dilakukaulabelisasi ( biotinylated conjugate), 3) amplifikasi siuyal dengan reaksi 

avidin-biotin, 4) pemberian substrat chromogen, sehingga menimbu.lkan perubahan warna. 

(Diambil dari : Vectastain ABC method. ( cited 2007 jun ) . Available from 

: URL:HYPERLINK : hlip:l~vww.reactolab.ch/Vector/ABC%20Meihod.htm ) 

Pemeriksaan imunohistokimia cathepsin D menggunak:an monoclonal tikus anti 

manusia ( Dako Co. Ltd, Kyoto Japan ), cathepsin D positif hila terwamai pada sitoplasma. 

Pemeriksaan menggunakan mikros.kop cahaya dengan pembesaran 400 x. Pemeriksaan 

cathepsin D menggtmakau koutrol posirif sediaan dari lmsil operasi karsinoma payudara 

dengan ER / PR positif, dan sebagai kontrol negatif digunakan jaringan adenoma tiro1d yang 

tidak diwamai anti cathepsin D.< 43
} 
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BAB3 

KERANGKA KONSEPTUAL 

3.1 Kerangka Konseptual 

Pertumbuhan 
sel kanker tiroid 

tipe papiler 

Sekresi Procathepsin D 
meningkat 

f atHepsinD ( protf!9litik') · 
· n1:eningkat · 

Degradasi matrix ekstra seluler 
Degradasi membran basal 

meningkat 

Invasi sel kanker ke jaringan sekitar 
lnvasi sel kanker ke pembuluh darah 
lnvasi sel kanker ke pembuluh limfe 

Ekstensi tumor 

Usia 

Ukuran tumor 

Subyek yang diteliti 
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Stimulasi angiogenesis 
Stimulasi growth factor 

Inaktivasi inhibitor growth factor 
Inhibisi apoptosis 
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3.2 Hipotesis 

Peningkatan ekspresi cathepsin D akan meyebabkan peningkatan resiko terjadinya metastasis 

jauh pada karsinoma tiroid tipe papiler. 
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BAB4 

METODE PENELITIAN 

4.1 Jenis dan Rancangan Penelitian 

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui korelasi ekspresi cathepsin D dengan 

resiko te:rjadinya metastasis jaub pada karsinoma tiroid tipe papiler. Pengamatan 

dilakukan sesaat pada variabel-variabel yang peristiwanya telah terjadi. Rancangan 

penelitian yang digunakan adalah observasional analitik dengan pendekatan case 

control. 

4.2 Populasi, Sampel, Besar Sampel, Teknik Pengambilan Sampel, Kriteria Inklusi 

dan Eksklusi 

4.2.1 Populasi 

Populasi penelitian adalah semua blok parafin penderita karsinoma tiroid 

tipe papiler yang tersimpan di Laboratorium Patologi Anatomi yang secara 

histopatologis menunjukkan gambaran karsinoma tiroid tipe papiler. 

4.2.2 Sampel 

Sampel penelitian adalah blok parafin penderita karsinoma tiroid tipe 

papiler yang telab dioperasi di RSUD Dr.Soetomo Surabaya yang secara 

histopatologis menunj ukkan gambaran karsinoma tiroid tipe papiler. 

4.2.3 Besar Sampel 

Besarnya sampel ditentukan menurut perhitungan berdasarkan proporsL 

karena populasi tidak diketahui, dengan rumus sebagai berikut c 44 
) : 

30 

IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

TESIS KORELASI EKSPRESI CATHEPSIN D ... LESAP HERU FAROLAN



n 
{ Za ..J 2.P2( 1 - P2 ) + zp ..J P1.( 1 - P1 ) + P2 .( 1 - P2) } 2 

( PI- p2) 

P1 - P2 = Perbedaan resiko diantara dua kelompok 

P1 = Proporsi peningkatan ekspresi catepsin D pada kelompok kasus = 

0,64 

P2 = Proporsi peningkatan ekspresi catahepsin D pada kelompok kontrol 

= 0,15 

Za 0,05 = 1,96 

zp o,2o = o,842 

{ 1,96 ..J 2.0,15 ( 1 - 0,15 ) + 0,842 ..J 0,64.( 1 - 0,64) + 0,15 ( 1 - 0,15 ) } 2 

n= 

n = 
{ 1,49 } 2 

( 0,49 ) 2 

( 0,64 - 0,15 ) 2 

n 9,2 dibulatkan menjadi 10 

Jadi besar sampel adalah 10 untuk masing masing kelompok, yaitu 10 sampel 

karsinoma tiroid tipe papiler yang mengalami metastasis jaLth, dan 10 sampel 

karsinoma tiroid tipe papiler yang tidak mengalami metastasis jauh. 
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4.2.4 Pengambilan Sampel 

Sampel diambil seeara purposive sampling, berdasarkan kriteria inklusi dan 

eksklusi, yaitu sampel untuk kelompok kasus dan sampel tmtuk kelompok 

kontroL 

4.2.5 Kriteria Inklusi 

4.2 .5.1 Kelompok kasus 

1. Hasil pemeriksaan histopatologi menunjukkan karsinoma tiroid 

tipe papiler 

2. Ukuran tumor 2 - 4 em ( T 2 - 3 ) 

3. Ditemukan metastasisjauh ( M 1 ) 

4. Tersedia lengk:ap blok parafin dan rekam medis penderita 

4.2 .5.2 Kelompok kontro1 

1. Hasil pemeriksaan histopatologi menunjukkan karsinoma tiroid 

tipe papiler 

2. Ukuran tumor 2-4 em ( T 2 - 3 ) 

3. Tidak ditemukan metastasis jauh ( M 0) 

4 . Tersedia lengk:ap blok parafin dan rekam medik penderita 

4.2.6 Kriteria Eksklusi 

Penderita yang telah mendapat terapi radiasi dan atau kemoterapi sebelum 

operast. 

4.3 Variabel Penelitian 

Pada penelitian ini variabe1 penelitian yang diteliti adalah: 

1. V ariabel independen: ekspresi cathepsin D. 

2. V ariabel dependen: metastasis jauh. 
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4.4 Definisi Operasional Variabel Penelitian 

4.4.1 Ekspresi Cathepsin D 

Merupakan ekspresi cathepsin D pada sel karsinoma tiroid tipe papiler. 

Penghitungan atau skoring dilakukan berdasarkan prosentase sel tumor yang 

sitoplasmanya tercat positif ( berwarna coklat homogen ) dari 1 00 sel tumor dan 

intensitas immtmostaining. Skala prosentase tumor positif dinilai secara 

semikuantitatif : 0 ( 0%- 4% ), 1 ( 5 %- 24 % ), 2 ( 25%- 49% ), 3 ( 50%-

74%) dan 4 ( 75%- 100% ). Intensitas immunostaining ditentukan dengan nilai 

0 (negatif ), 1 + ( lemah ), 2+ ( positif sedang ), 3+ ( positif kuat ). Bila dalam 

satu slide terdapat intensitas yang heterogen, maka setiap komponen dinilai 

secara tersendiri kemudian dijumlahkan seluruhnya. Untuk mendapatkan nilai 

skor maka dilakukan dengan mengalikan prosentase sel yang tercat positip 

dengan kekuatan intensitas. Misalnya dalam satu slide didapatkan 25 % sel 

tumor dengan intensitas kuat ( 2 x 3+ = 6 ) , 7 5 % sel tumor tanpa imunoreaksi 

(3 x 0 = 0 ), maka skornya adalah 6 + 0 = 6. Skala penelitian adalah interval. 

4.4.2 Metastasis jauh 

Didapatkannya anak sebar karsinoma tiroid tipe papiler pada organ lain 

(metastase jauh). Dinilai positif bila ditemukan anak sebar karsinoma tiroid 

papiler dan negatif bila tidak ditemukan anak sebar karsinoma tiroid papiler, 

dengan skala nominal. 
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4.5 Kerangka Operasional 

Ca tiroid papiler 
bermetastasis jauh 
( Kasus) 

Ca tiroid Papiler 
tidak bennetastasis 
jauh 
( Kontrol) 

4.6 Lokasi dan Waktu Penelitian 

4.6.1 Lokasi Penelitian 

imunohistokimia 

Catheosin D 

imunohistokimi 
Catheosin D 

Bagian/SMF Ilmu Bedah dan Bagian/SMF Patologi Anatomi Fakultas 

Kedokteran Universitas Airlangga/RSU Dr Soetomo Surabaya. 

4.6.2 Waktu Penelitian 

Selama 6 bulan mulai bulan Juli 2007 sampai November 2007 

4. 7 Jadwal Penelitian 

Juli Agustus September Oktober Oktober November 

Penelusuran Pustaka 

Penyusunan Proposal 

Penelusuran DMK 

Pengecatan Preparat 

Analisis Data 

Penyusunan Karya 

Akhir 

2007 2007 2007 2007 2007 2007 
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4.8 Tahap Penelitian 

Tahap I 

Tahap II 

Tahap III 

Tahap IV I 

Tahap V 

Tahap VI 

Tahap VII 

Tahap VIII 

Penentuan sample dilakukan berdasarkan review 
DMK tahun 2000 - 2007, semua penderita karsinoma 
tiroid dengan hasil P A menunjukkan tipe papiler. 

+ 
Seleksi sampel sesuai kriteria inklusi dan eksklusi 

dengan purposive sampling, dibagi 2 kelompok yaitu 
kelompok metastasis jauh ( kasus ) dan kelompok 

tidak bermetastasis jaub ( kontrol ) 

, 
Pengumpulan blok parafin di laboratorium Patologi 

Anatomi sesuai data yang didapat dari DMK 

,, 
Pengecatan sediaan dengan Hematoxyllin eosin 

~ 
Pemeriksaan ekspresi cathepsin D secara mikroskopis 

dengan pewamaan menggtmakan imunohistokimia 

Skoring ekspresi cathepsin D 

Pengumpulan data 

Analisis data 
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4.9 Analisis Data 

Untuk mengetahui korelasi antara ekspresi cathepsin D dengan resiko terjadinya 

metastasis jauh dilakukan uji Chi-square, oleh karena skor ekspresi cathepsin D mempakan 

skala interval sedangkan metastasis jauh adalah skala nominal. Untuk rnengetahui apakah 

cathepsin D mempakan faktor resiko untuk terjadinya metastasis jauh, maka digunakan four 

fold table ( tabel2 X 2) untuk mencari OR (odds ratio). 

4.10 Biaya Penelitian 

1. Alat tulis 

2. Biaya penelusuran kepustakaan 

3. Penyusunan proposal dan hasil penelitian 

4. Biaya Konsultaksi statistik 

5. Biaya perneriksaan imunohistokimia 

6. Biaya tak terduga 

Total 
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Rp. 1.000.000,
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Rp. 4.500.000,
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BAB5 

HASIL PENELITIAN 

5.1 Karakteristik Sampel Penelitian 

Jenis kelamin terbanyak pada penelitian ini adal.ah wanita, yaitu sebanyak 16 orang 

( 80 % ), sedangkan laki-laki sebanyak 4 orang ( 20 % ). 

Umur penderita pada penelitian ini adalah berkisar antara umur 21 tahun sampai 

dengan umur 67 tahun. Kelompok yang terbanyak adalah pada umur 41 - 50 tahun (50 

%). Pada jenis kelamin laki-laki terbanyak pada kelompok umur 61 - 70 tahun (15%), 

sedangkan pada jenis kelamin perempuan terbanyak pada kelompok mnur 41-50 tahun 

(45%). 

Tabel 5.1.1 Distribusi jenis kelamin dan umur penderita karsinoma tiroid tipe 

papiler 

Umur (tabun) Jenis Kelamin Jumlah (%) 

Laki-laki (%) Perempuan(%) 

1-10 0 0 0 

ll-20 0 0 0 

21-30 0 1 (5) 1 (5) 

31-40 0 2 (10) 2 (10) 

41-50 1 ( 5 ) 9 ( 45) 10 (50) 

51-60 0 1 ( 5 ) 1 ( 5 ) 

61-70 3 ( 15) 3 ( 15) 6 ( 30) 

> 70 0 0 0 

Jumlah 4 ( 20) 16 ( 80) 20 ( 100) 
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Pada penderita yang terjadi metastasis jauh, terbanyak pada kelompok usia 40 - 50 

tahtm ( 50 % ). Pada jenis kelamin kali-laki, metastasis jauh terbanyak pada kelompok 

umur 61 - 70 tahtm ( 20 % ), sedangkan tmtuk jenis kelamin perempuan terbanyak pada 

kelompok usia 41 - 50 tahun ( 40% ) 

Tabel 5.1.2 Distribusi kejadian metastasis jauh menurut umur dan jenis kelamin 

penderita karsinoma tiroid tipe papiler 

Umur (tahun) 

1-10 

11-20 

21-30 

31-40 

41-50 

51-60 

61-70 

> 70 

Jum1ah 

Metastasis Jauh (n = 10) 

Laki-laki (%) Perempuan(%) 

0 0 

0 0 

0 0 

0 0 

1 ( 10) 4 ( 40) 

0 1 ( 10) 

2 ( 20) 2 ( 20) 

0 0 

3 ( 30) 7 ( 70) 

Jumlah(%) 

0 

0 

0 

0 

5 ( 50) 

1 ( I 0 ) 

4 ( 40) 

0 

10 ( 100) 

Metastasis jauh yang terbanyak pada penelitian ini adalah metastasis ke tulang 

yaitu 5 penderita (50%). Metastasis ke tulang ini berupa metastasis ke kalvaria ( 3 

penderita ), metastasis ke tuiang belakang ( I penderita ), dan metastasis ke sternum ( 1 

penderita ). Metastasis jauh ke paru teljadi pada 4 penderita ( 40%), sedangkan metastasis 

ke hepar teJjadi pada 1 penderita ( 10 % ). 
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Tabel 5.1.3 Distribusi lokasi metastasis jauh penderita karsinoma tiroid tipe 

papiler 

Lokasi metastasis Frekuensi Prosentase ( % ) 

Tulang 5 50 

Pam 4 40 

Hepar 1 10 

Total 10 100 

Varian dari karsinoma tiroid tipe papiler pada penelitian ini terbanyak adalah 

papiler murni, yaitu 15 kasus ( 7 5 % ), disusul dengan varian folikuler sebanyak 5 kasus 

(25 %). 

Tabel 5.1.4 Distribusi varian karsinoma tiroid tipe papiler 

Varian 

Papiler murni 

Varian folikuler 

Total 

Frekuensi 

15 

5 

20 

39 

Prosentase ( % ) 

75 

25 

100 

IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

TESIS KORELASI EKSPRESI CATHEPSIN D ... LESAP HERU FAROLAN



Hasil pemeriksaan imunobistokimia Cathepsin D 

Gambar 1. Kontrol negatif: adenoma tiroid ( Imunohistokimia, 20(}-.>i) 

Gambar 2. Kontrol posit:if: Karsinoma payudara dengan estrogen reseptor 

positif. Ekspresi cathepsin D tercat positif pada 100 % sei 

dengan intensitas kuat (3+) ( Imunohistokimia, 200x ) 
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Gam bar 3. Karsinoma timid tipe papiler bermetastasis jauh dengan ek:spresi 

cathepsin D, sel tercat positif 80 % dengan intensitas kua.t (3 +} 

( Imunohistokimia 200x) 

Gambar 4. Karsinoma timid tipe papiler bennetastasis jauh dengan ekspresi 

calhepsin D, sel tercat positif 70% dengan intensitas kuat (3 +) 

( Imunohistokimia 200x) 
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Gam bar 5. Karsinoma tiroid tipe papiler bennetastasis jauh dengan ekspres.i 

cathepsin D, sel tercat positif 60% dengan intensitas sedang (2+) 

( lmunohistokimia 200x) 

Gambar 6. Karsinoma tiroid tipe papiler tidak bennetastasis jaull dengan 

ak.spresi cathepsin D, sel tercat positif 50 % dengan intensitas 

kuat ( 3 + ) ( Imunoh:istokimia 200x) 
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Gam bar 7. Karsinoma tiroid tipe papiler tidak bermetastasis jauh dengan 

ekspresi cathepsin D, sel tercat positif 40 % dengan intensitas 

kuat ( 3 + ) ( Imunohistokimia 200x ) 

Gambar 8 . . Karsinoma tiroid tipe papiler tidak bermetastasis jauh dengan 

ekspresi cathepsin D, sel tercat positif 10 % dengan intensitas 

kuat ( 3 + ) ( Imunohistokimia 200x ) 
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5.2 Analisis Hasil Penelitian 

Dari selumh sampel penelitian ( n = 20 ), didapatkan semua kasus (100%) 

mempunyai ekspresi cathepsin D. Delapan kasus ( 40 % ) tercat pada 50-74% sel dengan 

intensitas kuat ( 3+ ), 6 kasus ( 30 %) tercat pada 75 - 100% sel dengan intensitas !mat 

(3+), dan 5 kasus ( 25%) tercat pada 25-49% sel dengan intensitas kuat ( 3+). 

Tabel 5.2.1 Korelasi antara ekspresi cathepsin D dengan metastasis jaub pada 

karsinoma tiroid tipe papiler 

Skor Ekspresi Metastasis jauh 

Cathepsin D Positif (%) Negatif (%) Total (%) 

12 7 ( 35) 1 ( 5) 8 ( 40) 

9 2 ( 10) 3 ( 15) 5 ( 25) 

6 1 ( 5 ) 4 ( 20) 5 ( 25) 

4 0 1 ( 5) 1 ( 5 ) 

3 0 1 ( 5 ) 1 ( 5) 

0 0 0 0 

Total 10 (50) 10 (50) 20(100) 

Rata-rata skor ekspresi cathepsin D pada penderita yang mengalami metastasis jauh 

adalah 10.8, dibandingkan dengan ekspresi cathepsin D pada penderita yang tidak 

mengalami metastasis jauh dengan nilai skor rata-rata 7. Dari hasil uji statistik 

menggunakan chi-square didapatkan nilai p = 0,03 yang berarti terdapat korelasi yang 

bermakna antara ekspresi cathepsin D dengan kejadian metastasis pada karsinoma tiroid 

tipe papiler. 
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Tabel 5.2.2. Distribusi kejadian metastasis jaub berdasarkan prosentase sel yang 

tercat positif dengan intensitas kuat (3+) terhadap cathepsin D pada 

karsinoma tiroid tipe papiler 

Prosentase Sel Metastasis Jumlah 

Tercat positif dengan (%) 

lntensitas kuat (3+) Metastasis jauh (%) Tidak Metastasis jauh (%) 

0-4 0 0 0 

5-24 0 1 ( 5 ) 1 ( 5 ) 

25-49 0 5 ( 25) 5 ( 25) 

50-74 5 ( 25) 3 ( 15) 8 ( 40) 

75 - 100 5 ( 25) 1 ( 5) 6 ( 30) 

Total 10 (50 ) 10 (50) 20 (100) 

Pada kasus dengan metastasis jauh, 5 penderita ( 25%) didapatkan 50 - 74% sel 

yang tercat positif dengan intensitas kuat ( 3+ ), dan 5 penderita ( 25 %) didapatkan 75 -

100 % sel yang tercat positif dengan intensitas kuat ( 3+ ). Pada kasus yang tidak 

bennetastasis jauh , 3 penderita ( 15 % ) didapatkan 50 - 7 4 % sel yang tercat positif 

dengan intensitas kuat ( 3+ ), dan hanya I penderita ( 5%) didapatkan 75 - 100% sel yang 

tercat positif dengan intensitas kuat ( 3+ ). 

Untuk mengetahui seberapa besar resiko terjadinya metastasis, maka data yang 

diperoleh diolah dengan menggunakan tabel 2 X 2 (Four fold table ) dan didapatkan basil 

odd ratio sebesar 36,00 ( dengan confident interva/95%: 2,72; 476,30 ). Hasil odd ratio 

ini mernberikan kesimpulan bahwa bi1a sel yang tercat positif > 60 % dengan intensitas 

lmat ( +3) akan merupakan faktor resiko yang bermakna untuk terjadinya metastasisjauh. 
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BAB6 

PEMBAHASAN 

6.1 Gambaran umum basil penelitian 

Pada penelitian ini diperiksa 20 blok parafin karsinoma tiroid tipe papiler, dibagi 2 

kelompok, yaitu 10 sampel yang men gal ami metastasis jauh dan 10 sampel yang tidak 

mengalami metastasis jauh. Usia terbanyak pada sampel penelitian ini adalah kelompok 

rentang usia 41 - 50 tahlm ( 50 %), hal ini sesuai dengan kepustakaan bahwa insiden 

karsinoma tiroid tipe papiler lebih banyak pada usia yang lebih muda yaitu 30 - 50 tahun, 

sedangkan lmtuk ripe folikuler lebih banyak dadapatkan pada usia yang lebih tua C 21 
)_ Usia 

kelompok penderita yang mengalami metastase jauh adalah antara 41 - 50 tahun ( 50 % ), 

hal ini sesuai dengan kepustakaan bal1wa 40 - 70% karsinoma tiroid mengalami metastase 

jauh pada usia lebih dari 40 tahun (3
). Karsinoma tiroid tipe papiler 90 % bermetastasis 

melalui pembuluh limfe, hanya sekitar 10 % yang mengalami metastasis melalui pembuluh 

darah . Insiden metastasis jauh pada karsinoma tiroid tipe papiler kurang lebih 10- 15 %, 

dan illtemukannya metastasis jauh ini akan memperburuk prognosis (3
) Menurut Gardner 

(2000), 40 % kasus yang ditemukan adanya invasi pembuluh darah ekstratiroid, akan 

mengalami metastasis jauh, sedangkan bila tidak ditemukan invasi tumor pada pembulu.h 

darah, hanya 4% yang mengalarni metastasis jauh. Hal ini memberikan kesimpulan bahwa 

metastasis jauh pada karsinoma tiroid sebagian besar melalui hematogenC 19 
'

20 
)_ 

Dari jems kelanrin, wanita didapatkan sebesar 80 %, sedangkan pada laki-laki 

sebesar 20%. Dari kepustakaan didapatkan bal1wa insiden karsinoma tiroid tipe papiler 

lebih banyak pada wanita daripada laki-laki. Rasia berdasarkan jenis kelamin ini 

tergantung pada mnur. Untuk kasus karsinoma tiroid usia kurang dari 19 tahtm, rasio 

wanita dan laki-laki adalah 3,2 : 1, untuk usia 20 - 45 talmn rasio wanita dan laki-laki 
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adalah 3,6 : 1, sedangkan untuk usia diatas 45 talmn rasio wanita dan laki-laki adalah 2,8 : 

1. Adanya perbedaan insiden ini dihubtmgkan dengan adanya pengaruh harmon reproduksi 

( estrogen ) pada wanita.(3). Angka rehtrensi dan mortalitas pada penderita laki-laki akan 

meningkat bila kasus karsinoma tiroid ditemukan pada usia 40 - 50 tahun, sedangkan pada 

wanita angka rekurensi dan mortalitas meningkat secara dramatis setelah usia diatas 50 

tahtm. Perbedaan angka rekurensi dan mortalitas ini disebabkan karena pada wanita teijadi 

perubahan hormonal pada saat menopause <3>. 

Pada kasus dengan metastasis didapatkan 50 % terjadi metastasis ke tulang, dan 40 

% teijadi metastasis ke paru. Dari kepustakaan didapatkan bahwa karsinoma tiroid 

sebagian besar ( 71 % ) akan bermetastasis j auh ke paru. Dari selumh metastasis paru ini 

hampir 90 % kasus merupakan metastasis tunggal di paru, sedangkan 10% merupakan 

metastasis ganda yaitu selain ke pam juga ke tulang dan lain-lain. Metastasis ke tulang 

merupakan 20 % kasus dari metastasis jauh karsinoma tiroid tipe papiler, usia teijadi.nya 

metastasis berkisar antara usia 40- 60 tahun, dan 75 % mempakan kasus metastasis 

tunggal di tulang. Lokasi metastasis jauh ke tulang adalah : kosta ( 33,3 % ), kalvaria 

(23 ,8%), vertebra (19% ), pelvis (14,3%), klavikula ( 9,5%), humerus ( 4,7% ), dan femur 

( 4,7 % ). Metastasis ke tulang ini ummnnya memberikan respon yang baik dengan terapi 

ablasi I 13 1 radioaktif dengan dosis 90 - 880 millicurrie. Kasus metastasis jauh karsinoma 

tiroid tipe papiler yang jarang teijadi tetapi pernah dilaporkan adalah metastasis ke 

mediastinmn ( 10 % ), hepar ( 1 % ), sarafpusat (3%), kulit ( 1 %), payudara ( 1 % ), dan 

ginjal I adrenal ( 1 % ). Penderita yang mengalami metastasis ke saraf pusat teijadi secara 

hematogen, ini dibuktikan dengan ditemukannya invasi pembuluh daral1 pada pemeriksaan 

patologi. Kasus metastasis ke saraf pusat ini juga mengalami metastasis ke paru atau tulang 

karena kedua organ tersebut mempakan lokasi tersering pada metastasis karsinoma tiroid 

tipe papiler<44
•
45>. 
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Pada penelitian ini didapatkan 3 kasus metastasis jauh ke tulang kalvaria. Dari 

kepustakaan disebutkan bahwa metastasis ke kalvaria jarang terjadi, dan bila terjadi 

tunumnya pada karsinoma tiroid tipe folikuler. Lesi metastasis pada kalvaria ini sifatnya 

hipervaskuler dan osteolitik. Periode terjadinya metastasis jauh ke ttuang kalvaria ini 

umumnya terjadi setelah 23 tahun sejak karsinoma tiroid ditemukan, walauptm pemah 

dilaporkan terjadinya metastasis setelah 2 tahun ditemukan karsinoma tiroid tipe 

papilerc44
'
45

l. Perbedaan dari kepustakaan ini disebabkan pada penelitian ini sampel yang 

diambil adalah penderita yang masih bisa dilakukan operasi, sedangkan kasus yang tidak 

dioperasi tidak dimasukkan kedalam populasi penelitian. 

Pada penelitian ini didapatkan 2 varian karsinoma tiroid tipe papiler, yaitu papiler 

mumi I klasik 15 kasus ( 25% ), dan varian folikuler 5 kasus ( 75% ). Dari kepustakaan 

disebutkan bahwa 50 % karsinoma tiroid tipe papiler mempunyai varian folikuler, 

sedangkan untuk papiler mumi adalah 2 0 %. Varian lain yang lebih j arang dari karsinorna 

tiroid tipe papiler adalah : encapsulated tumour ( 10% ), hyalinizing trabecular tumour 

(2%), diffuse sclerosis ( 2% ) , cribiform-morular ( 2 % ), tall cell I collumnar cell ( 8% ), 

dan hiirthle ( oxyphylic) cell papillary carcinoma ( 6%) C 
3 

l_ Pada penelitian Khan ( 1998 ) 

didapatkan sebaliknya, yaitu varian klasik sebesar 57 %, varian folikuler sebesar 20 %, 

varian tall I collumner 8 %, oxyphil6%, diffuse sclerosing 3%, dan dedifferentiated 6% C47
l. 

Gambaran mikroskopik dari varian folikuler karsinoma tiroid tipe papiler memmjukkan 

arsitektur folikuler tetapi memplmyai karakteristik inti sel seperti karsinoma tipe papiler 

klasik. Dari kedua tipe ini tidak didapatkan perbedaan pol a agresifitas dan prognosis .. 

Hyalinizing trabecular tumour memptmyai karakteristik dengan ditemukannya elongated 

spindle-shaped cells, gambaran hyaline sitoplasma, dan stromal hyaline fibrosis. Varian 

diffuse sclerosis mempunyai karakteristik adanya squamous metaplasia, dan banyak 

ditemukarumya psammoma bodies. Varian cribiform-morular memptmyai karakteristik 
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dengan ditemukanya bentuk campuran cribiform, folikuler, papiler, trabekuler, solid, 

dengan beberapa area morular atau squamoid. Varian tall cell mempunyai karakteristik 

gambaran sel dengan perbandingan tinggi : lebar adalah lebih dari 3 : 1 dengan arsitektur 

papiler kompleks dan fokal nekrosis. Varian collumnar hampir sama dengan gambaran 

varian tall cell, tetapi jumlab sel lebih padat dengan gambaran pseudostratifikasi. Varian 

hiirthle (oxyphylic) cell memptmyai karakteristik dengan ditemukannya inti se1 yang lebih 

p1eomorfik, lebih besar dan hiperkromatik (3)_ 

Varian folikuler, encapsulated tumour, hyalinizing trabecular tumour, diffuse 

sclerosis, dan cribiform-morular mempunyai pola agresifitas dan prognosis yang sama 

dengan varian papiler klasik I murni. Sedangkan varian tall cell, collumnar cell, dan 

hiirthle cell papillary carcinoma mempunyai sifat yang lebih agresif dengan prognosis 

yang lebih buruk < 
3 

)_ 

Pada penelitian ini ditemukan 1 penderita karsinoma tiroid dengan usia 21 tahun 

dan tidak ditemukan metastasis jauh. Dari kepustakaan didapatkan bahwa penderita 

karsinoma tiroid berdeferensiasi baik yang terjadi pada usia muda umumnya adalah tipe 

papiler dan mempunyai prognosis yang sangat baik, dengan daya tahan hidup 10 tahun 

sebesar 100% < 
3 

)_ 

6.2 Korelasi antara ekspresi cathepsin D dengan resiko terjadinya metastasis pada 

karsinoma tiroid tipe papiler. 

Pada penelitian ini 20 penderita ( 100 % ) memberikan basil positif pada 

pemeriksaan imunohistokimia cathepsin D. Peningkatan ekspresi cathepsin D pada sel 

kanker ini disebabkan karena adanya peningkatan ekspresi gen cathepsin D dan adanya 

proses pembahan pada prekusor protein akibat mutasi < 
24

). Dari basil uji chi-square 

didapatkan basil p=0,03 yang artinya terdapat korelasi yang bermakna antara ekspresi 
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cathepsin D dengan teijadinya metastasis pada karsinoma tiroid tipe papiler. Dengan 

menggtmakan tabel2X2 (Four fold table) didapatkan hasil odd ratio sebesar 36,00 (range 

2,72; 476,30 dengan confident interva/95% ). Hasil odd ratio ini memberikan kesimpulan 

bahwa bila sel yang tercat positif > 60 % dengan intensitas kuat ( +3 ) merupakan faktor 

resiko yang sangat bermakna untuk terjadinya te:rjadinya metastasis jauh. 

Penelitian Kraimps ( 1995 ) pada 32 sampel karsinoma tiroid (semua tipe), 

menyatakan bahwa seluruh sampel (100%) memberikan hasil yang positif terrhadap 

pemeriksaan cathepsin D. Penelitian Kraimps ini juga menyatakan bahwa terdapat 

peningkatan ekspresi cathepsin D bila dibandingkan dengan jaringan tiroid normal, dan 

tidak ada perbedaan yang bermakna terhadap tipe histologi. Terdapat perbedaan ekspresi 

cathepsin D berdasarkan ukuran karsinoma tiroid yaitu cathepsin D terekspresi lebih tinggi 

pada T4 dibandingkan dngan Tl , T2 atau T3 Peningkatan ekspresi cathepsin D ini 

dihubtmgkan dengan transformasi neoplasma pada karsinoma tiroid dan memberikan 

potensial prognosis berdasarkan ukuran tumor. Penelitian Kraimps ini menggunakan 

preparat bam dari hasil operasi dengan metode imunoradiometric assay menggunakan 2 

monoklonal antibodi dan tehnikfrozen section (liquid nitrogen). (ll ) 

Pada penelitian Metaye ( 1993 ) memberikan kesimpulan bahwa tidak ada 

perbedaan ekspresi reseptor estrogen pada karsinoma tiroid dengan jaringan tiroid normal, 

hal ini memberikan kesimpulan bahwa pada jaringan tiroid aktifitas cathepsin D tidak 

diregtuasi oleh hormon estrogen tetapi merupakan petunjuk adanya peningkatan aktifitas 

enzim protease selarna proses invasi dan metastasis. Pada karsinoma payudara dengan 

ekspresi reseptor estrogen yang tinggi akan memperbmuk prognosis, sebab rangsangan 

hormon estrogen dan growth factor akan menyebabkan peningkatan inisiasi transkripsi 

mRNA dari cathepsin D c 30 l_ 
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Pada penelitian lain dari Metaye ( 1997 ), juga membuktikan bahwa terdapat 

ekspresi cathepsin D pada 35 sampel ( 100 %) dari semua tipe karsinoma riroid. Terdapat 

peningkatan yang signifikan dari ekspresi cathepsin D pada semua tipe karsinoma tiroid 

bila dibandingkan dengan adenoma tiroid dan jaringan tiroid normal. Bentuk aktif dari 

cathep sin D yang terbanyak pada karsinoma tiroid adalah 31 kDa, terutama pada tipe 

papiler. Dominannya bentuk 31 kDa ini memberikan kesimpulan bahwa tidak hanya 

sekresi yang meningkat tetapi potensi aktifitas cathepsin D juga meningkat, sebab bentuk 

31 kDa ini mempakan iso.form yang paling aktif diantara bentuk cathepsin D yang lain < 29 
)_ 

Holm ( 1995 ) melakukan pelitian terhadap ekspresi cathepsin D pada karsinoma 

tiroid tipe meduler. Metode imtmohistokimia yang digunakan sama dengan penelitian 

karya akhir ini, yaitu menggunakan metode avidin biotin peroxidase complex ( ABC ). Dari 

pemeriksaan terhadap 44 sampel karsinoma tiroid ripe meduler didapatkan 14 kasus (32%) 

posirif terhadap cathepsin D, sedangkan 17 kasus ( 47%) metastasis kelenjar getah bening 

juga positifterhadap cathepsin D. Kesimpulan dari penelirian Holm ini adalah tidak adanya 

korelasi yang signifikan antara ekspresi cathepsin D dengan potensi metastasis kelenjar 

getah bening, potensi metastasis jaub, dan angka survival pada karsinoma tiroid ripe 

meduler. Penelitian Holm ini menggtmakan sampel blok parafin karsinoma tiroid tipe 

meduler yang tersimpan antara tahun 1961 sampai tahun 1992 < 12 
)_ Hasil penelirian Holm 

ini tidak sesuai dengan basil penelirian Metaye ( 1995 ) dan Kraimps (1 995), kemungkinan 

disebabkan perbedaan lama penyimpanan blok parafin. Penelitian Kraimps dan Metaye 

menggtmakan jaringan bam, sedangkan Holm menggtmakan blok parafin yang sudah 

tersimpan antara 3 - 34 tahun. 

Cathepsin D mempunyai peran fisiologis yaitu degradasi protein intraseluler. Selain 

itu juga berperan dalam proses turn over sel, repair membran plasma, inaktivasi organisme 

patogen, aktivasi procathepsin D ( autoaktivasi ), dan proses loading dari antigen ke 
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molekul MHC. Peningkatan ekspresi cathepsin D ini mempunyai banyak peran dalam 

pertumbuhan sel neoplasma, yaitu : meningkatkan degradasi matriks ekstraseluler, 

merangsang angiogenesis, menginduksi pertwnbuhan invasif dari fibroblas, dan 

menghambat apoptosis sel tmnor C 
23

• 
24

• 
25 

)_ 

Hasil degradasi protein ini digunakan untuk suplai asam amino sel kanker itu 

sendiri . Peningkatan kemampuan degradasi protein pada sel kanker dibuktikan dengan 

ditemukannya vesikel asam intraseluler ( LA Vs ), dimana aktifitas heterofagosom ini tidak 

ditemukan pada sel normal . Selain itu peningkatan kemampuan degradasi protein juga 

dibuktikan dengan ditemukannya peningkatan sekresi cathepsin D ke ekstraseluler, 

sehingga kemampuan melakukan degradasi matriks ekstraseluler meningkat c 25 
) __ 

Cathepsin D memptmyai kemampuan untuk inaktivasi IGF-binding protein 3, suatu 

molekul yeng berfi.mgsi menghambat pertmnbuhan sel kanker ( growth inhibitor). 

Cathepsin D juga mempunyai kemampuan untuk melakukan aktivasi beberapa growth 

factor dan sitokin yang berada di matriks ekstraseluler ( ECM ), seperti pro TGF/3 yang 

berftmgsi melakukan fasilitasi terhadap invasi sel kanker, dan fibroblast growth factor 

(FGF) yang mempunyai aktivitas sebagai growth f actor dan stimulasi angiogenesis (27
). 

Selain itu Cathepsin D memptmyai kemampuan tmtuk melakukan aktivasi procathep sin B, 

cathepsin B, dan pro urokinase plasminogen activators. Berchem (2002) dalam 

penelitiannya menyatakan bahwa peningkatan ekspresi cathepsin D menyebabkan 

penunman proses apoptosis sampai 80 %, hal ini memberikan kesempatan sel tumor tetap 

tumbuh dan berkembang (27
). Peningkatan ekspresi cathepsin D pada solid tmnor akan 

mempercepat proses metastasis, mempercepat proliferasi sel kanker primer dan metastasis, 

meningkatkan resiko rekurensi, dan memperpendek disease free survival C 
25

• 
26

• 
27 

)_ 

Procatahepsin D selain sebagai prekusor dari cathepsin D, juga berperan sebagai 

autocrine mitogen, yaitu mampu berinteraksi dengan reseptor membran sel di sekitar sel 
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kanker tmtuk merangsang growth factor, sehingga memptmyai potensi proliferasi yang 

lebih tinggi . Procathepsin D juga berperan dalam pembentukan metastasis sel kanker. Sifat 

mitogenik procathepsin D ini disebabkan karena : aktifitas proteolitik saat ekspose dengan 

suasana asam, adanya sacharidic moieties (phosphorilated ), adanya struktur primer yang 

berinteraksi dengan molekul terlamt dan tidak terlamt ( membrane bounded ), juga oleh 

karen a mekanisme yang belum diketahui C 24
• 

25
• 
26 l. 

Beberapa kanker ganas solid yang sudah terbukti terdapat peningkatan ekspresi 

cathepsin D adalah : kanker kulit (melanoma), paru, gaster, kolon, ginjal, payudara, 

ovarium, kandtmg kemih , pankreas, syaraf, dan kanker hati. Pada keganasan, cathepsin D 

berperan dalam proses metastasis dengan cara degradasi matriks ekstraseluler, 

menginduksi angiogenesis, dan menghambat apoptosis, aktivasi growth factor, dan 

inaktivasi growth inhibitor. Pada kanker payudara peningkatan ekspresi cathepsin D dapat 

dijadikan faktor prognostik independen ( II )_ 

6.3. Peran fiksasi jaringan dan prosedur teknik dalam pemeriksaan 

imunohistokimia cathepsin D 

Pemeriksaan imunobistokimia 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 c 36
-
37 l_ 

Preparasi jaringan memegang peranan penting dalam pemeriksaan imtmohistokimia 

ini. Proses preparasi jaringan meliputi : fiksasi jaringan, debidrasi , pembuatan parafin blok, 

pemotongan jaringan dengan mikrotom, deparafinisasi, antigen retrieval, dan pengecatan 

imtmohistokimia. Kesalahan salah satu dari langkah ini akan memberikan hasil 

pemeriksaan yang kurang baik. 
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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 menghentikan dengan segera 

proses biokimia yang terjadi didalam sel. Jaringan yang masih segar dari opersi hams 

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 C 
36

' 
37 

)_ 

Fiksasi formalin umumnya lebih baik dalam mempertahankan antigen dibandingkan 

dengan bahan fiksasi yang lain. Cairan fiksasi yang digtmakan di lnstalasi Patologi 

Anatomi RSUD Dr.Soetomo selama ini adalah lamtan formalin buffer yang terdiri atas 

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

Waktu optimum fiksasi menggtmakan formalin tergantung ukuran blok jaringan dan jenis 

jaringan. Fiksasi antara 18 sampai 24 jam cukup optimal untuk mempertahankanjaringan. 

Fiksasi yang terlalu singkat menyebabkan timbulnya perubahan warna ditepi jaringan dan 

tidak ada smyal warna ditengah jaringan. Fiksasi yang terlalu lama akan menyebabkan 

penutupan seluruh epitop antigen sehingga antigen tidak terdeteksi dengan antibodi, 

walaupun menggtmakan tehnik antigen retrieval. Penggtmaan formalin untuk fiksasi hams 

berhati-hati, sebab formalln dapat menimbulkan reaksi alergi dikulit yang !mat (dermatitis 

kontak ), dan bersifat karsmogenik. Iritasi nasal. kornea, dan paru juga bisa teijadi akibat 

rangsangan gas formalin c 36
' 

37
' 

38 
)_ 
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Fiksasi menggunakan formalin dapat mengakihatkan terjadinya pemhahan kimia 

pada antigen yang ada dalam jaringan. Pemhahan kimia yang teijadi dinamakan cross-link, 

yaitu hempa jembatan metilen ( methylene bridge ) antara formalin dan antigen. Adanya 

cross-link ini mengakihatkan antigen tertutup sehingga tidak terdeteksi oleh antihodi, hal 

ini menyebabkan pengecatan atau pemeriksaan imunohistokimia akan memherikan hasil 

yang kurang sempurna dan menimhulkan kesalahan dalam interpretasi hasil 

pemeriksaanC37
'
38 

). 

Teknik antigen retrieval digunakan untuk menghilangkan cross link ini sehingga 

antigen dapat terhuka dan mempermudah penetrasi antihodi. Tehnik antigen retrieval ini 

dapat mengemhalikan imtmoreaktifitas dari antigen jaringan dengan cara hydro/isis cross

link methylene bridge yang terhentuk saat fiksasi formalin.Tehnik antigen retrieval yang 

dikenal dengan teknik Antigen Retrieval Immunohistochemistry (AR-IHC), mempunyai 

heherapa metode yaitu: Heat induced epitope retrieval ( HIER ), dan Proteolytic induced 

epitope retrieve/ (PIER). Metode HIER adalah metode pemanasan microwave ( pemanasan 

suhu tinggi l20°C) atau pressure techniques menggtmakan pressure cooker dalam cairan 

retrieval ( Tris I EDTA atau citra/ buffer). Metode PIER menggunakan enzim proteolitik 

(proteinase k, trypsin, chymotrypsin, pepsin , atau pronase ). Kemgian tehnik PIER ini 

adalah enzim dapat memsak epitop antigen dan morfologi jaringan, selain itu metode ini 

memhutuhkan waktu inkuhasi dan ketepatan konsentrasi enzim. Komhinasi tehnik PIER 

dan HIER dapat digunakan sehagai altematif hila semua metode antigen retrieval gagal 

mengemhalikan imunoreaktifitas antigen. Proses antigen retrieval cukup dilakukan selama 

20 menit. Proses yang terlalu singkat akan menghasilkan pengecatan yang lemah, 

sedangkan hila terlalu lama akan menyehahkan pemhahan warna non spesifik dari latar 

helakang potongan jaringan. Pada penelitian ini digunakan tehnik antigen retrieval metode 

55 

IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

TESIS KORELASI EKSPRESI CATHEPSIN D ... LESAP HERU FAROLAN



HIER karena relatif lebih singkat, dan tidak merusak antigen dan morfologi 

jaringan(39,40,41 )_ 

Setelah dilak.ukan 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 memsak struktur 

jaringan. Proses dehidrasi yang tidak adekuat dapat menyebabkan denaturasi protein oleh 

air, sehingga ak.an merusak struktur jaringan C36' 37 )_ 

Blok parafin mempakan 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 digtmakan 

tehnik potong belm ( frozen section ) tmtuk pengecatan imunohistokimia. Pemeriksaan 

potong beku lebih baik dalam mempertahankan fungsi enzim dan antigen jaringan 

dibandingkan dengan pembuatan parafin blok. Kemgian 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 C 40, 
41 ) . 

Deparafinisasi dilakukan setelah pemotongan jaringan. Deparafinisasi bertujuan 

untuk membuang sehmlh parafin yang ada pada jaringan. Deparafinisasi yang kurang baik 

akan menghasilkan pengecatan yang kurang baik C 
38, 40 )_ 
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Terdapat 2 tebnik pengecatan untuk pemeriksaan imunohistokimia, yaitu metode 

langstmg ( direct method ) dan metode tidak langstmg ( indirect method ). Metode 

langstmg menggunakan satu macrun antibodi yang sudah dilakukan labelisasi tmtuk 

mendeteksi suatu antigen. Proses metode langsung ini tidak membutuhkan waktu yang 

lama, tetapi tidak sensitif karena hanya memberikan sinyal amplifikasi yang kecil. Saat ini 

metode langstmg sudah banyak ditinggalkan seiring dengan dikembangkannya rnetode 

tidak langsung. Metode tidak langsung adalah tehnik pengecatan irnunohistokimia yang 

menggunakan dua antibodi, yaitu antibosi primer dan sekunder. Antibodi primer adalah 

antibodi yang tidak dilabelisasi, dan akan melekat lagstmg dengan antigen, sedangkan 

antibodi sekunder adalah antibodi yang sudah dilabelisasi, dan akan melekat pada antibodi 

primer. Dengan tebnik labelisasi enzimatik dan pemberian substrat chromogen, akan 

memberikan pembahan warna. Metode tidak langsung ini lebih sensitif dalam mendeteksi 

antigen karena mempunyai sinyal amplifikasi yang kuat akibat reaksi antigen dengan 

antibodi. Antibodi sekunder dapat dilakukan labelisasi menggtmakan f luorescent dye 

(FITC, rhodamin, atau Texas red), tehnik ini disebut indirect immunofluorescent method. 

Labelisasi antibodi sektmder juga bisa dilakukan dengan pemberian enzim peroksidase, 

alkaline phophate, atau glukose oksidase sehingga disebut sebagai tehnik indirect 

immunoenzyme method. Pada beberapa jaringan terdapat biotin endogen yru1g dapat 

menyebabkan timbulnya ikatan kompleks avidin - biotin, sehingga menyebabkan 

pembahan warna pada latar belakang preparat. Untuk mengatasi hal ini dapat diberikan 

dual endogenous enzyme block, yang akan menutup aktifitas enzim yang tidak 

diperlukanc39
' 

40
' 

41 l_ 

Inkubasi 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 
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akan mengurangi pewarnaan pada latar belakang jaringan. Kwalitas peroksidase yang 

kurang baik akan menyebabkan basil pewarnaan menjadi kurang sempuma. Pemilihan 

bahan chromogen tmtuk memberikan perubahan wama 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 menggtmakan metode tidak langslmg, 

yang lebih baik dalam mengidentifikasi antigen dibandingkan dengan metode 

langslmg(39,40, 41 )_ 

Pemeriksaaan imunohistokimia pada umumnya juga dapat diJakukan pada sediaan 

yang didapat dengan cara biopsi aspirasi jarum halus ( fine needle aspiration biopsy ). 

Pengecatan ini dapat dilakukan bila perubahan wama yang terjadi terdapat pada inti sel 

atau sitoplasma. Saggiorato ( 2005 ) melakukan pemeriksaan immunohistokimia tmtuk 

ekspresi galectin-3, HBME-1 , dan cytokeratin-19 pada folikuler neoplasma tiroid yang 

diambil dengan cara biopsi aspirasi jarum halus (FNAB). Dari analisis statistik penelitian 

Saggiorato ini didapatkan bahwa pemeriksaan imunohistokimia pada preparat biopsi 

aspirasi jarum halus mempunyai sensitifitas 92 % dan spesifisitas 94% untuk membedakan 

adenoma folikuler dan karsinoma folikuler <
48). Pada pengecatan imunohistokirnia 

cathepsin D terjadi perubahan warna kecoklatan pada sitoplasma. Bila dari biopsi aspirasi 

jarum halus didapatkan sellebih dari 100 maka penilaian skor bisa dilakukan untuk menilai 

prosentase sel yang tercat dan intensitasnya. Dengan adanya penilaian ekspresi cathepsin D 

pra operasi maka diharapkan dapat ditentukan prognosis karsinoma tiroid tipe papiler, 

dengan demikian total tiroidektomi diperlukan bila ekspresi cathepsin D tinggi walauplm 

prognosis faktor AMES baik. 
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Dari pembahasan mengenai proses peaparasi jaringan sampai pengecatan, terlihat 

bahwa banyak sekali faktor-faktor yang dapat menyebabkan hasil pengecatan 

imunohistokimia menjadi kurang sempuma. Untuk hasil pengecatan 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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BAB7 

RINGKASAN 

Telah dilakukan penelitian korelasi ekspresi cathepsin D dengan resiko terjadinya 

metastasis pada karsinoma tiroid tipe papiler. Hipotesis yang akan duji pada penelitian ini 

adalah apakah peningkatan ekspresi cathepsin D akan menyebabkan peningkatan resiko 

terjadinya metastasis. Penelitian ini dilakukan pada bulan Jub 2007 hingga November 

2007 di bagian Ilmu Bedah dan bagian Patologi anatomi Rumah Sakit Umum Daerah Dr. 

Soetomo. Surabaya. 

Penelitian ini menggtmakan rancangan penelitian observasional analitik dengan 

pendekatan case control. Jumlah sampel yang digtmakan adalah 20, dibagi menjadi 2 

kelompok yaitu 10 sam pel kasus karsinoma tiroid tipe papiler yang mengalami metastasis 

jauh dan 1 0 sampel kasus karsinoma tiroid yang tidak mengalami metastasis jauh. Seluruh 

sampel dilakukan pengecatan itmmohistokirnia untuk melihat ekspresi cathepsin D. Data 

yang diperoleh dilakukan uji astatistik menggtmakan uji chi-square tmhlk melihat adanya 

korelasi antara ekspresi cathepsin D dengan kejadian metastasis, dan data juga diolal1 

dengan tabel 2 X 2 ( four fold table ) untuk mengetahui apakah peningkatan ekspresi 

cathepsin D mempakan faktor resiko unhtk teijadinya metastasis jauh pada karsinoma 

tiroid tipe papiler ( odd ratio ). 

Hasil penelitian menunjukkan usia terbanyak adalah pada kelompok 41 - 50 tahun 

( 50 % ). Jenis kelamin wanita lebih banyak daripada laki-laki dengan rasio 4: 1. Pada kasus 

dengan metastasis, 50 % terjadi pada kelompok usia 41 - 50 tahtm, sedangkan unhtk 

kelompok umur 61 - 70 tahun, kejadian metastasis sebesar 40%. Jenis varian terbanyak 

dari karsinoma tiroid adalah varian klasik I murni ( 75% ). Selanjutnya adalah varian 

folikuler ( 25% ).Lokasi metastasis terbanyak adalah ke tulang (50%), selanjutnya ke paru 
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( 40 % ), dan ke hepar ( 10 % ). Varian karsinoma tiroid yang terbanyak pada penelitian ini 

75% bempa papiler murni I klasik, sedangkan varian folikuler sebesar 25 %. Dari 

pemeriksaan inumobistokimia didapatkan seluruh preparat (100 %) memmjukkan basil 

ekspresi cathepsin D yang positif Nilai skor rata-rata untuk ekspresi cathepsin D pada 

kasus yang mengalami metastasis adalah 10,8, sedangkan nilai skor rata-rata untuk 

ekspresi cathepsin D pada kasus yang tidak mengalami metastasis adalab 7. Dari uji 

statistik menggunakan chi-square, didapatkan hasil p=0,03 yang memmjukkan adanya 

korelasi yang bermakna antara ekspresi cathepsin D dengan terjadinya metastasis pada 

karsinoma tiroid tipe papiler. Dengan menggunakan tabel 2X2 ( f our fold table ) 

didapatkan babwa bila sel yang tercat positif > 60 % dengan intensitas lcuat ( + 3 ) 

mempakan faktor resiko yang bermakna untuk terjadinya metastasis jauh pada karsinoma 

tiroid tipe papiler. 
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KESIMPULAN 

BAB8 

KESIMPULAN DAN SARAN 

• Ekspresi cathepsin D didapatkan pada karsinoma tiroid tipr papiler 

• Terdapat korelasi yang bermakna antara ekspresi cathepsin D dengan 

terjadinya metastasis jauh pada karsinoma tiroid tipe papiler. 

• Pad a sel yang tercat positif > 60 % dengan intensitas kuat ( + 3 ) dengan 

cathepsin D, merupakan faktor resiko yang bermakna untuk terjadinya 

metastasis jauh. 

SARAN 

• Ekspresi cathepsin D dapat digtmakan tmtuk menentukan prognosis pada 

karsinoma tiroid tipe papiler. Peningkatan ekspresi cathepsin D akan 

menyebabkan peningkatan resiko terjadinya metastasis jauh. 

• Diharapkan adanya penelitian ekspresi cathepsin D pada karsinoma tiroid tipe 

papiler dengan preparat yang didapatkan dengan cara biopsi aspirasi jarum 

hal us. 

• Diharapkan adanya penelitian lebih lanjut mengenai terapi penghambat 

cathepsin D terhadap pengaruhnya pada pertmnbuhan karsinoma tiroid tipe 

papiler. 
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Lampiran 1 

TEKNIK PENGECATAN HEMATOKSILJN EOSIN CARA MEYER 

1. Sediaan dicelup dalam larutan xi/of bak I selama 5 menit. 

2. Pindahkan dalam larutan xilol bak II selama 5 menit dan ke dalam larutan xilol bak lll, 

selama 5 menit. 

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

alkohol 80% selama 2 menit. 

4. Cuci dalam air mengalir selama ± 10 men it. 

5. Masukkan dalam larutan meyer hematoksilin selama 15 menit. 

6. Cuci kembali dengan air mengalir selama 20 menit. 

7. Dimasukan bak eosin I % selama 1 menit. 

8. Dimasukkan da1am a1kohol 80% selama 2 menit kemudian alkohol 96% bak II dan III 

masing-masing 2 menit. 

9. Terakhir dimasukkan dalam xi/of bak I, II, dan III masing-masing 5 menit 

10. Ditutup dengan entelan dan cover glass. 

(Prosedur tetap pembuatan histopatologi instalasi patologi anatomi FK Unair, 

Surabaya, 1997) 
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Lampiran 2 

TEKNIK PULASAN IMUNOHISTOKIMIA DENGAN ANTIBODI MOUSE 

MONOCLONAL CATHEPSIN D DARI SEDIAAN PARAFIN BLOK 

1. Blok parafin dipotong setebal 4 mikron dan di tempelkan pada poly lysine coated-slides. 

2. Di1akukan deparafinisasi , dengan xylol sebanyak 3 kali masing-masing 5 menit. 

3. Dilakukan rehidrasi dengan : alkohol absolut 100% selama 5 men it, alkohol 96% selama 

5 menit, alkohol 70% selama 5 menit. - cuci dengan TRIS 2 kali selama 3 menit 

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

5. Dicuci dengan TRIS 2 kali selama 3 menit 

6. Dilakukan blocking dengan dual endogenous en::yme block (kit ) pada suhu ruang 

7. Dicuci dengan TRIS 2 kali selama 3 menit 

8. Inkubasi dengan antibodi primer pada suhu 2-8° C selama satu malam. 

9. Dicuci dengan TRIS 2 kali selama 3 menit 

10. Inkubasi dengan biotiny lated secondary antibody pada suhu ruang selama 30 menit. 

11 . Dicuci dengan TRIS 2 kali selama 3 menit 

12. Ditetesi larutan peroksidase DAB ( chromogen DAB) pada suhu ruang selama 5 - 10 

men it 

I 3. Cuci dengan aquadest 2 kali selama 3 menit 

14. Counter stain dengan meyer hematoxylin selama 5 menit 

15. Dehidrasi dengan alkohol 80% selama 5 menit, alkohol 95% selama 5 menit, alkohol 

absolut selarna 5 menit 

I 6. Clearing 3 kali dengan xy lol. 

17. Mounting dengan entelan. 
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Data penelitian : Ekspresi Cathepsin D 
da karsinoma tiroid tine oaoil 

No Name Gender Umur 

1 Solichah p 67 

2 Kamilah p 45 

3 Yanah p 53 

4 Anifah p 46 

5 Chusnul chotimah p 42 

6 Saima p 43 

7 M. Thoyib L 69 

8 Marui em Q 67 

9 Satiman L 67 

10 Sutarji L 48 

11 Katemi p 63 

12 A tun p 49 

13 Mukhayaroh p 46 

14 Karomah p 36 

15 Sri Hartatik p so 

16 Kip Sugiarti p 21 

17 Sainten p so 

18 Supar p 64 

19 Munawaroh p 34 

20 Supiah p 41 

Reg TgiOp No PA 

10227961 30-3-2005 1 . 1349/05 

10435601 25-4-2005 T. 1749/05 

10477041 15-9-2005 T. 4257/05 

10643219 28-9-2006 T. 5056/06 

10507054 25-6-2007 T. 3618/07 

10631348 19-1-2007 T. 375/07 

10703535 3-7-2007 T. 3792/07 

10740924 1-10-2007 T. 5686/07 

10739189 30-8-2007 T. 5028/07 

10634214 6-9-2006 T. 4629/06 

10556520 14-2-2006 T.806/06 

106338 12 9- I I-2006 1 .5752/06 

10472331 10-S-2005 T. 20I 8/05 

10572054 28-4-2006 T. 2224/06 

10693758 26-2-2007 1 . I 131 /07 

10618176 I 0-10-06 1.5262/06 

10648930 13-10-06 1.5343/06 

10641449 17-10-06 1 .5397/06 

10587341 26-6-06 1.3287/06 

10586995 4-5-06 1.2349/06 --

lntensitas %set 
<I> ekspresi tercat 

(em) T N M STD cath D positif Skor 

2xl,8 2 + + ( paru) IV Strong (3) 80 ( 4) 12 
+ Strong (3) 80 ( 4) 

3,5x2,3 2 + _( frontall IV 12 
+ Strong (3) 80 ( 4) 

2.5x0,8 2 + (frontal) IV 12 
+ Medium(2) 

O,Sx3 2 + (axilla) IV 60 ( 3) 6 i 

+ Strong (3) ' 

1,5x3 2 + (paru,Hepar) IV 80 ( 4) 12 
+ Strong (3) 

2xi ,S 3 +(frontal) IV 75 ( 4) 12 
+ Strong (3) 

3xi 2 + ( paru) IV 80 ( 4) 12 
+ +(Vth I -2 , Strong (3) 

l ,Sxl ,S 2 costa) IV 70 ( 3) I2 
+ Strong (3) 

3x 1,5 2 + ( paru) IV 60 ( 3) 9 
+ Strong (3) 

3x3 2 +(sternum) IV 70 ( 3 ) 9 

3xi,S 2 - - II Medium(2) 40 ( 2) 4 
Strong (3) 

2xi 2 - - II 40 ( 2) 6 
Strong (3) 

2,5x2 2 - - II 50 ( 3 ) 9 
Strong (3) 

1,2x2 ,S 2 - - II 40 ( 2) 6 
Strong (3) 

3x2,S 2 - - II 25 ( 2) 6 
Strong (3) 

3xO,S 2 - - I I 80 ( 4) 12 
Strong (3) 

4x4 3 - - II 30 ( 2) 6 
Strong (3) 

2,5x2 2 - - II I 0 ( 1 ) 3 
Strong (3) 

2,Sx2 2 - - II 50 ( 3 ) 9 
Strong (3) 

0,5x2 2 - - II 50 ( 3 ) 9 
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Lampiran 4 

NPar Tests 

Descriptive Statistics 

N l Mean j Std. Deviation i Minimum j Maximum 
Metastasis 20 i 1,50 1 ,513 i 1 i 2 
Skor 20 1 8,90 1 3,059 1 3 j 12 

Chi-Square Test 

Frequencies 

Metastasis 

Observed N Expected N j Residual 
Meta stat is 10 10,0 i ,0 
tidak metastasis 

10 i 10,0 ! ,0 
Total 20 i 

Skor 

Observed N I Expected N I Residual 
3 1 i 4 ,0 ! -3,0 
4 1 I 4.o 1 -3,0 
6 5 j 

4.0 I 1,0 
9 51 4,0 1,0 
12 a / 4.0 I 4,0 
Total 20 i 

Test Statistics 

Metastasis Skor 
Chi- ,000 9,000 
Square(a,b) 
Of 1 4 
Asymp. Sig. 1,000 ,031 

a 0 cells (,0%) have expected frequencies less than 5. The minimum expected cell frequency is 10,0. 
b 5 cells (100,0%) have expected frequencies less than 5. The minimum expected cell frequency is 4,0. 
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Lampiran 5 

Observed Contingency Table 

Confidence Level: I 95 
% 

Chi-Square Tests 

Type of Test jchi Square I d.f. I p-value ' 

jPearson Uncorrected II 9.899 
11

1 r 0.002 

J Yates Corrected II 7.273 ,, 1 ,, 0.007 

J Mantel-Haenszel if 9.404 II 1 II 0.002 

Fisher Exact Test 

Type of comparison (Alternate Hypothesis) I p-value I 
Two-tailed (to test if the Odds Ratio is significantly dtfferent from 1): I 

If you don't know which Fisher Exact p-value to use, use this one. II o.oo5 
This is the p-value produced by SAS, SPSS, R, and other software. 

I Left-tailed (to test if the Odds Ratio is significantly less than 1): II 1.ooo I 
J Right-tailed (to test if the Odds Ratio is significantly greater than 1): II o.oo3 I 

Two-tailed p-value calculated as described in Rosner's book: F -' 
(2 times whichever is smallest: left-tail, right-tail, or 0.5) I o.oos 

1 
It tends to agree closely with Yates Chi-Square p-value. l 

Probability of getting exactly the observed table: 11 0_003 ! 
(This is not really a p-value; don't use this as a significance test.) 

Verification of computational accuracy: 11 1_000000000001 1 

(This number should be very close to 1.0; the closer, the better.) 1 
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Quantities derived from a 2-by-2 table 

Quantities Derived from the 2-by-2 Contingency Table I ~ II 95% Cont. Interval 

jodds Ratio (OR)= (alb)l(cld); II 36.ooo II 3.242 II 356.844 I 

!Relative Risk (RR) = (a/rl)l(clr2); ~ jj 1.769 f&9s3! 
!Kappa II o.7oo Jl 0.283 II 0.860 I 
Overall Fraction Correct= (a+d)lt; (often referred to simply as ,11 0 _850-~1 0_641 [r;l 0_930 -,

1

_ 

"Accuracy") 11 ............. I' ' 

IMis-classification Rate,= 1 -Overall Fraction Correct; II 0.150 II 0.070 II 0.359 , 

Sensitivity= aiel ; (use exact Binomial confidence intervals instead ~~ 0_800 ~~ 0_591 ~~ 0_880 I 

of these) II "·""" II ...... w. II "·""" 
Specificity= dlc2; (use exact Binomial confidence intervals instead ~~ 0_900 ~~ 0_691 ~~ 0_980 of these) I' u.uvv ,, v . v-. I I' v.~v 
Positive Predictive Value (PPV) = a/rl; (use exact Binomial ~~ 0_889 ~~ 0_657 II 0_978 , 
confidence intervals instead of these) 11 " ·""w 11 v....... j 

Negative Predictive Value (NPV) = dlr2; (use exact Binomial ~~ 0_818 ~~ 0_629 ~~ 0_891 I 

confidence intervals instead ofthese) 11 "·" ·" I' " ·"'w 11 v.vw • 

~Difference in Proportions= alr1 - clr2; II 0.101 II 0.286 !J o.868 

1 

j# Needed to Treat= 1 I Difference in Proportions; II 1.414 II 1.151 ;I 3.502 

jAbsolute Risk Reduction (ARR) = clr2 - a/rl; <more info> II -0.707 II -0.868 !1 -0.286 

jRelative Risk Reduction (RRR) = ARR/(clr2); <more info> II -3.889 II -7.953 1J -0.769 

jPositive Likelihood Ratio (+LR) =Sensitivity I (1 -Specificity); II 8.ooo II 1.916 ll 43.742 

!Negative Likelihood Ratio (-LR) = (1 -Sensitivity) I Specificity; II 0.222 II 0.123 11 0.591 

Diagnostic Odds Ratio= (Sensitivityl(l-Sensitivity))I((1-
Specificity)ISpecificity); II 36.000 F !l 356.844 

.-E-rr_o_r O- dd_s_R_a-ti_o_=_(_S-en-s-itt-.v-it-yi-(1---Se_n_s-itt-.v-ity- )-)1-(S-pe- ci_fi_ci-.ty-1(-1---~:

1
. 1 

0
_
646 

i.l 
0

.
150 

Specificity)); I' v.~~ 
IYouden's J =Sensitivity+ Specificity- 1; II 0.700 II 0.283 r 0.860 

r-N-um- b-er_N_e_e_d-ed_t_o_D_i-agn- o-se_(_N_ND_)_=_l_ I_(_S_en- s-iti-.v-ity- --(-1 ----~~ 
1

_
429 
~~ 

1
_
163 

..• 1 
3

_
537 

1

1 

Specificity))= 1 I (Youden's J); <more info> I' · ·~'" I' '·'"" 
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jAdjusted Contingency Coefficient; !I 0.814 II 0.387 I 0.925 

It 
Phi Coefficient(= Cramer's Phi, and = Cohen's w Index, for 2x2 0.704 II 0.284 1 0.864 
table); I I 

Yule's Q = (a*d-b*c)/(a*d+b*c) = (OR- 1) I (OR + 1); <more 
!I II 0.946 0.528 'l 0.994 info> 

Equitable Threat Score= (a-e)/(a+b+c-e), where e = rl *cllt; <more il 
;I 0.538 0 .165 1 0.754 

info> · 
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