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ABSTRAK

Latar Belakang:

Keganasan kepala leher merupakan keganasan yang keenam terbanyak pada semua kasus
keganasan di dunia dengan insiden yang lebih banyak pada negara berkembang. Dari
berbagai tipe histologik, karsinoma sel skuamosa merupakan keganasan yang terbanyak
pada saluran aerodigestif bagian atas. Groding histopatologi adalah salah satu faktor
prognostik pada karsinoma sel skuamosa kepala dan leher. Pada karsinoma sel skuamosa
terjadi deregulasi Cyclin D1, hal tersebut menyebabkan perubahan memendeknya fase G1
sehingga terjadi percepatan pertumbuhan sel. Overekspresi Cyclin D1 tidak hanya
berhubungan dengan terjadinya rekurensi tetapi juga berhubungan dengan stadium kanker,
metastase regional dan menurunkan angka survival secara keseluruhan.

Tujuan:
Mengetahui apakah peningkatan ekspresi Cyclin D1 mempunyai korelasi dengan grading
histopatologi pada karsinoma sel skuamosa kepala dan leher.

Bahan dan Metodologi:

Rancangan penelitian yang digunakan adalah observasional analitik dengan pendekatan
cross sectional. Sampel penelitian adalah blok parafin karsinoma sel skuamosa kepala dan
leher yang tersimpan di laboratorium Patologi Anatomi RSU Dr.Sutomo selama tahun 2006-
2007. Subyek penelitian tercatat dalam dokumen medis di rekam medis RSU Dr.Sutomo
Surabaya. Tiga puluh blok parafin akan dicat dengan hematoksilin eosin dan diperiksa
imunohistokimia dengan menggunakan monoklonal antibodi Cyclin D1 untuk melihat
grading dan ekspresi Cyclin D1. Gradasi intensitas dan jumlah sel yang tercat dinyatakan
secara semikuantitatif. Hasil yang didapat dianalisis dengan uji korelasi Spearman Rank-
Order Corelation Test dan koefisien kontingensi.

Hasil :

Dari 30 sampel karsinoma sel skuamosa kepala dan leher seluruhnya ekspresi Cyclin D1
didapatkan pada seluruh sample dengan ekspresi dan intensitas imunostaining yang
berbeda-beda. Dengan nilai cut off 5 % dari sampel yang diteliti menunjukkan ekspresi
Cyclin D1 yang positif sebesar 73,3%. Didapatkan 14(46,7%) sampel dengan groding
histopatologis well differentiated, 7(23,3%) moderately differerntiated dan 9 (30,0%) poorly
differentiated/ undifferentiated. Skor ekspresi Cyclin D1 terendah pada penelitian ini adalah
3 sebanyak dua (6,67%) sampel untuk grading histopatologis well differentiated dan skor
tertinggi adalah 14 sebanyak satu (3,33%) sampel. Hasil uji korelasi Spearman menunjukkan
ekspresi Cyclin D1 mempunyai korelasi yang signifikan dengan graoding histopatologi
karsinoma sel skuamosa kepala dan leher dengan nilai koefiseien korelasi sebesar 0,84.




Kesimpulan:
Terdapat korelasi yang bermakna antara ekspresi Cyclin D1 dengan groding histopatologi.

Hal ini berarti bahwa semakin kuat intensitas ekspresi Cycfin D1 maka semakin jelek derajad
diferensiasi sel.

Kata kunci:
Karsinoma sel skuamosa Kepala dan Leher, Cyclin D1




Correlation Between Cyclin D1 Expression with Histopatological Grading of
Head and Neck Squamous Cell Carcinoma

Humphrey Irwantono®, Sunarto Reksoprawiro®, Willy Sandhika**

*  Dept. of Surgery, Faculty of Medicine Airlangga University - Dr.Soetomo Hospital
Surabaya

** Dept. of Pathological Anatomy, Faculty of Medicine Airlangga University —
Dr.Soetomo Hospital Surabaya

ABSTRACT

Background:

Head and neck cancer was the sixth of all malignancies in worldwide, and mostly in the
developing country. Squamous cell carcinoma was the most histopathological type that
occurs in the upper aerodigestive tract. Histopathologcal grading is one of the prognostic
factor of head and neck squamous cell carcinoma. Previous study had been reported that
deregulation of Cyclin D1 could shorten G1 phase in cell cycle. Overexpression of Cyclin D1
can cause acceleration of cell growth. Overexpression of Cyclin D1 in head and neck
sgquamous cell carcinoma not only related with recurrence but also with cancer staging,
regional spreading and decrease overall survival rate.

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

Method:

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

Result:

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




Order Correlation Test and there is a significant correlation between overexpression with
histopathological grading of head and neck squamous cell carcinoma.

Conclusion :

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

Keyword:
Head and neck squamous cell carcinoma, Cyclin D1.
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Regulasi Cyclin Dependent Kinase pada siklus sel.
Pengendalian Siklus sel

Karsinoma Laring (T.4629/07) yang menunjukkan hasil ekspresi Cyclin D1
60% dengan intensitas Strong Positive dilihat dengan mikroskop Olympus

BX50 pada pembesaran 100 kali.

Karsinoma Nasofaring (T.5475/07) yang menunjukkan hasil ekspresi
Cyclin D1 60% dengan intensitas Strong Positive dan 10% dengan
intensitas Medium Positive dilihat dengan mikroskop Olympus BX50 pada

pembesaran 200 kali

Karsinoma Maksila (T.3886/06) yang menunjukkan hasil ekspresi Cyclin
D1 20% dengan intensitas Medium Positive dan 60% dengan intensitas
Low Positive dilihat dengan mikroskop Olympus BX50 pada pembesaran
200 kali.

Karsinoma Maksila (T.3886/06) yang menunjukkan hasil ekspresi Cyclin
D1 60% dengan intensitas Low Positive dan 20% dengan intensitas
Negative dilihat dengan mikroskop Olympus BX50 pada pembesaran 200
kali.

Karsinoma Lidah (T.6098/06) yang menunjukkan hasil ekspresi Cyclin D1
90% dengan intensitas Negative dilihat dengan mikroskop Olympus BX50
pada pembesaran 200 kali.

Grafik hubungan antara median skor ekspresi Cyclin D1 dengan grading

histopatologi karsinoma sel skuamosa kepala dan leher
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1.1 Latar Belakang

Keganasan kepala leher merupakan keganasan yang keenam terbanyak
pada semua kasus keganasan di dunia dengan insiden yang lebih banyak pada negara
berkembang. Dari berbagai tipe histologik, karsinoma sel skuamosa merupakan
keganasan yang terbanyak pada saluran aerodigestif bagian atas. Hampir separuh
dari penderita karsinoma sel skuamosa kepala dan leher sudah mengalami stadium
lanjut pada saat mereka pertama kali didiagnosis, dengan angka harapan hidup 5
tahun berkisar 10-40%. (Espat, 2003; Concus 2001) Penatalaksanaan karsinoma sel
skuamosa kepala dan leher meliputi pembedahan, radioterapi dan kemoterapi.
Secara umum prognosis penderita karsinoma sel skuamosa kepala dan leher kurang
baik, hal ini berhubungan dengan tidak terkontrolnya faktor lokoregional dan
terjadinya rekurensi tumor. Rendahnya angka harapan hidup penderita karsinoma
sel skuamosa kepala dan leher ini mendasari masih diperlukan_rwa pendekatan-
pendekatan baru dalam mendiagnosis dan menerapi karsinoma sel skuamosa kepala
dan leher. Masih diperlukan pemahaman yang lebih mendalam tentang proses di
tingkat seluler yang menyebabkan transformasi dan progresifitas karsinoma sel
skuamosa kepala dan leher sehingga didapatkan metoda diagnostik dan pengobatan
yang lebih efektif.

Penelitian terakhir menunjukan bahwa hampir semua sel kanker
menunjukkan adanya gangguan pengaturan fase G1 ke fase S pada siklus sel.
Gangguan pengaturan ini bisa disebabkan karena adanya mutasi (point mutation,
missense mutation, frame shape mutation ) maupun hiperaktivitas satu dari empat
gen yang mengatur fosforilasi pRb. Gen ini adalah Rb, CDK4, Cyclin D1 dan pl6.
(Kastan, 2001; Andreef,2003) Pada karsinoma sel skuamosa terjadi deregulasi Cyclin
D1. Berbagal penelitian menunjukkan adanya overekspresi Cyclin D1 pada 35%
sampai 64% karisnoma sel skuamosa kepala leher. Hal tersebut menyebabkan

perubahan memendeknya fase G1 sehingga terjadi percepatan pertumbuhan sel.




Biomarker jaringan mempunyai potensi yang menawarkan modalitas baru
dalam diagnosis dini, monitoring dan penatalaksanaan penderita karsinoma sel
skuamosa kepala dan leher. Biomarker jaringan memberikan informasi yang
diperlukan dalam memprediksi outcome klinis penderita-penderita karsinoma sel
skuamosa kepala dan leher .(Yu,2005; Thomas, 2005). Beberapa biomarker yang
merupakan faktor prognostik karsinoma sel skuamosa adalah p53, marker yang
berhubungan dengan Angiogenesis, Cyclin D1, Epidermal Growth Factor Receptor
dan Transforming Growth Foctor c, DNA Ploidy, marker proliferasi dan kinetik
seluler. Overekspresi Cyclin D1 berhubungan dengan terjadinya rekurens, stadium
kanker, metastase regional dan menurunkan angka survival secara keseluruhan.
Penelitian lain juga menunjukan adanya hubungan antara overekspresi Cyclin D1
dengan buruknya prognosis karsinoma sel skuamosa kepala dan leher.(Donellan,
1998; Jeannon 1998: Pinilla, 2004). Sebaliknya, Muller et al. dan Fortin et al. gagal
membuktikan hubungan antara overekspresi Cyclin D1 dengan outcome penderita-
penderita karsinoma sel skuamosa kepala dan leher.

Berdasarkan uraian diatas maka pada penelitian ini akan dicari bagaimana
hubungan overekspresi Cyclin D1 dengan grading histopatologis karsinoma sel

skuamosa kepala dan leher.

1.2 Rumusan Masalah

Apakah terdapat korelasi antara ekspresi Cyclin D1 dengan grading histopatologis

karsinoma sel skuamosa kepala dan leher?



BAB 2
TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN

2.1 Tujuan Penelitian
2.1.1 Tujuan Umum
Mengetahui ekspresi Cyclin D1 pada karsioma sel skuamosa kepala dan
leher.
2.1.2 Tujuan Khusus
2.1.2.1 Mengetahui perbedaan derajad ekspresi Cyclin DI pada berbagai
grading karsinoma sel skuamosa kepala leher.
2.1.2.2 Mengetahui korelasi antara ekspresi Cyclin D1 dan grading
histopatologis pada karsinoma sel skuamosa kepala dan leher.
2.2 Manfaat Penelitian
2.2.1 Manfaat teoritis
Pemeriksaan ekspresi Cyclin D1 dapat digunakan sebagai prediktor
molekuler dari outcome klinis penderita dengan karsinoma sel skuamosa

kepala dan leher.

2.2.2 Manfaat klinis
2.2.2.1 Derajad ekspresi Cyclin D1 dapat digunakan sebagai faktor
prognosis.
2.2.2.2 Dengan mengetahui adanya hubungan antara ekspresi Cyclin D1
dengan agresifitas karsinoma sel skuamosa kepala dan leher maka
akan mendorong penelitian lebih lanjut untuk penemuan obat anti
Cyclin D1 sebagai salah satu modalitas terapi pada keganasan

tersebut.




BAB 3
TINJAUAN KEPUSTAKAAN

3.1 Karsinoma Sel Skuamosa Kepala dan Leher
Lebih dari 90% dari seluruh keganasan di kepala dan leher adalah karsinoma sel
skuamosa. Karsinoma sel skuamosa adalah tumor ganas yang berasal dari epitel
mukosa. Karsinoma ini mempunyai perilaku biologis tergantung dari tempat tumor
tersebut berasal. Setiap lokasi anatomis mempunyai pola penyebaran dan prognosis

sendiri-sendiri. (Beenken, 2003)

3.1.1 Epidemiologi

Di Amerika Serikat, angka kejadian karsinoma sel skuamosa kepala dan
leher adalah 4% dari seluruh keganasan dengan perkiraan 17 kasus baru per
100.000 penduduk setiap tahunnya. Rasio laki-laki dibandingkan perempuan lebih
dari 2:1. Perbedaan rasio laki-laki dibanding perempuan lebih besar 4 sampai 5
kali pada laki-laki pada tumor-tumor laring. Rasio ini berkurang dalam 20 tahun
terakhir, kemungkinan disebabkan makin meningkatnya perempuan yang
merokok. Karsinoma laring umumnya terjadi pada usia tua dengan puncaknya
pada dekade 5 dan 6. Di bagian tertentu di India dan Asia Tenggara karsinoma sel
skuamosa berkaitan dengan kebiasaan menginang dengan menggunakan
campuran tembakau dan kapur sirih. Lebih dari 200.000 orang di seluruh dunia
diperkirakan mempunyai kebiasaan ini. Resiko relatif untuk terjadinya kanker 2,8
kali lebih tinggi pada orang tersebut dan hal ini akan meningkat lebih dari 10 kali
jilka orang tersebut merokok. Di Brazilia dan negara berkembang lainnya,
karsinoma sel skuamosa kepala dan leher menempatl 35% dari seluruh

keganasan. (Wein, 2005; Vokes, 1993)

3.1.2 Etiologi
Karsinoma sel skuamosa kepala dan leher pada umumnya berkaitan
dengan penggunaan alkohol dan tembakau. Risiko terjadinya karsinoma ini 15 kali
lebih besar pada orang yang merokok dan peminum alkohol. Pada karsinoma ini

terjadi mutasi gen p53 yang berhubungan dengan kebiasaan merokok dan minum
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alkohol. Lima belas persen dari pasien berhubungan dengan infeksi virus. Virus
Epstein Barr merupakan penyebab berkembangnya karsinoma nasofaring. Infeksi
virus Human papilloma merupakan faktor lain pada karsinogenesis keganasan
pada traktus aerodigestivus atas. (Vokes, 1993)

Faktor risiko lingkungan penyebab karsinoma sel skuamosa kepala dan leher
adalah uap cat, plastik, debu kayu, asbes dan uap bahan bakar gas. Penyakit
refluks gastroesofageal saat ini dikatakan sebagai faktor risiko yang cukup
bermakna pada karsinoma laring khususnya dua pertiga anterior pita suara. Iritasi
yang disebabkan susunan gigi yang tidak baik juga merupakan faktor risiko

terjadinya karsinoma rongga mulut. (Vokes, 1993)

3.1.3 Gambaran Klinis

Karsinoma sel skuamosa biasanya dimulai dari lesi di permukaan dengan
eritema dan sedikit peninggian. Lesi ini disebut eritroplasia. Eritroplasia dini
biasanya asimtomatis dan dapat merupakan karsinoma in situ ataupun karsinoma
invasif. Sepertiga dari lesi permukaan dapat merupakan bercak keputihan yang
disebut lekoplakia. Hanya 10% dari lekoplakia yang merupakan karsinoma in situ
atau karsinoma invasif. Tempat paling sering dari karsinoma sel skuamosa adalah
pada dasar mulut, lidah, palatum mole, arkus faringeus anterior dan trigonum
retromolar. Lesi yang terasa nyeri menunjukkan terjadinya invasi ke perineural.
Ketika lesi sudah menjadi massa yang teraba maka akan timbul gejala sakit
tenggorokan atau infeksi telinga. (Wein, 2005)

Pada kasus lanjut, penyebaran ke kelenjar getah bening submadibula
ipsilateral dan jugulodigastrikus sering dijumpal. Pasien biasanya mengeluh
adanya benjolan di leher. Gejala lain timbul akibat metastasis jauh karsinoma
tersebut ke tulang dan organ lainnya.

Staging karsinoma sel skuamosa kepala leher penting untuk , merencanakan
serta menilai hasil pengobatan dan menentukan prognosis. Hal yang penting
dalam menentukan stoging adalah diskripsi yang tepat mengenai ukuran dan
lokasi tumor, status kelenjar getah bening regional serta ada tidaknya metastasis
jauh. Sistim TNM telah berperan banyak dalam standarisasi pelaporan hasil

pengobatan kanker. Pada keganasan rongga mulut, orofaring, dan kelenjar liur
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mayaor, stage T berdasarkan ukuran tumor, sementara pada laring, hipofaring dan
nasofaring, stoge T berdasarkan pada keterlibatan ekstensi lokalnya.

Status kelenjar getah bening regional serta ada tidaknya metastasis jauh
merupakan faktor yang penting dalam menentukan rencana penanganan maupun
evaluasl hasil pengobatan pada karsinoma sel skuamosa kepala leher.

Penentuan sistim TNM dari Union Internationale Contre le Cancer { UICC)
untuk menentukan stadium pada keganasan kepala leher, yaitu : (Greene,2002)
Stadium 0 =Tis NOMO
Stadium | =TI1 NO MO
Stadium Il =T2 NO MO
Stadium Il = T3NOMO, TINIMO, T2ZN1IMO, T3N1IMO
Stadium IV = TANOMO, Tiap T, N2N3MO, Tiap T, Tiap N, M1
Untuk melukiskan luas invasi tumor primer (T), maka T diberi indeks angka 0,1,2,
dan 3. Untuk keganasan rongga mulut T adalah:
TO = tidak ditemukan tumor primer
Tis = karsinoma in situ.
T1 =tumor dengan diameter <2 cm
T2 =tumor dengan diameter 2-4 cm.
T3 =tumor dengan diameter > 4 cm.
Untuk menggambarkan ada tidaknya metastase di kelenjar getah bening regional
(N), dibuat klasifikasi sebagai berikut :
Nx = kelenjar getah bening regional tak dapat ditentukan.
NO = tidak didapatkan pembesaran kelenjar getah bening.
N1 = metastase pada KGB regional,satu nodus, ipsilateral, diameter < 3 cm.
N2a = metastase KGB regional, satu nodus, ipsilateral, diameter 3 <N <6 cm.
N2b = metastase KGB regional, multiple nodus, ipsilateral, diameter < 6 cm.
N2c = metastase KGB regional, bilateral atau kontralateral, diameter < 6 cm.
N3 = metastase KGB, diameter > 6 cm.
Untuk menggambarkan ada atau tidaknya metastase jauh (M) :
Mx = adanya metastase jauh tak dapat ditentukan
MO = tidak didapatkan metastase jauh.

M1 = ada metastase jauh.




Grading histopatologis karsinoma sel skuamosa kepala leher.

Karsinoma sel skuamosa kepala leher secara mikroskopik dibagi atas 2 jenis
yaitu kornifikasi ( keratinizing ) dan nonkornifikasi { nonkeratinizing ). Adanya
kornifikasi menunjukkan derajad diferensiasi yang baik dan sebaliknya tidak
adanya kornifikasi menunjukkan derajad diferensiasi yang jelek. (Vaughan, 2004)

Derajad diferensiasi karsinoma sel skuamosa berdasarkan konsep Broders
dibagi menjadi 4 subtipe vaitu diferensiasi baik (well differentiated),
diferensiasi sedang (moderately differentiated), diferensiasi jelek (poorly
differentiated), dan tidak terdiferensiasi (undifferentioted). Dikatakan
undifferentiated bila asal sel tidak dapat diketahui. Mengetahui derajad
diferensiasi sel adalah penting karena umumnya keganasan tumor sesuai dengan
derajad diferensiasi sel. Makin jelek diferensiasi selnya, makin ganas karsinoma

tersebut. (Vaughan, 2004)

3.1.4 Prognosis karsinoma sel skuamosa kepala leher
Smith BD (2004) menyatakan bahwa prognosis karsinoma sel skuamosa
kepala dan leher ditentukan oleh beberapa faktor yang dapat dikelompokkan
sebagai berikut:

a. Faktor prognostik yang berhubungan dengan tumor primer (dimensi ukuran
tumor, status margin tumor, groding histopatologis, invasi ke vaskuler dan
invasi ke perineural).

b. Faktor prognostik yang berhubungan dengan kelenjar getah bening leher,
(jumlah kelenjar leher yang positif, ekstensi ekstra kapsular, lokasi kelenjar,
dan ukuran kelenjar).

c. Faktor prognostik yang berhubungan dengan demografi pasien (usia, jenis
kelamin, ras, dan paparan terhadap tembakau dan alkohol).

d. Faktor prognostik yang berhubungan dengan keadaan umum pasien (penyakit
penyerta, status nutrisi dan anemia)

e. Faktor prognostik molekuler (p53, marker yang berkaitan dengan
angiogenesis, Cyclin D1, Epidermal Growth Factor Receptor dan Transforming

Growth Factor o, DNA ploidi, marker proliferasi dan kinetik seluler).




3.2 Biologi sel

Homeostasis jaringan terjadi karena adanya keseimbangan antara proliferasi sel
dan kematian sel. Proliferasi sel yang berlebihan dan kegagalan eliminasi sel menjadi
dasar dari semua penyakit hiperplasia dan neoplasia.

Biologi pembelahan sel, diferensiasi dan apoptosis pada sel normal dan sel
kanker tidak berbeda. Yang membedakan sel kanker dari sel normal adalah regulasinya
yang mengalami penyimpangan. Sel kanker secara umum memiliki komplemen
biomolekuler yang diperlukan untuk proliferasi, diferensiasi, kematian sel terprogram
dan ekspresi fungsi spesifik seperti kebanyakan tipe sel. Kegagalan pengaturan fungsi-
fungsi tersebut akan menyebabkan perubahan fenotip dan keganasan. (William, 1997;
Andreef, 2003)

Ada empat fungsi seluler akan mengalami kegagalan regulasi pada neoplasma.
Pertama, fungsi pembatasan proliferasi sel menjadi tidak efektif. Kedua, program
diferensiasi sel mengalami penyimpangan. Diferensiasi sel tumor dapat terhenti pada
stadium diferensiasi tertentu atau dapat terjadi diferensiasi ke tipe sel yang abnormal.
Ketiga, kromosom dan organisasi genetik menjadi tidak stabil sehingga muncul varian
sel dengan frekuensi tinggi. Beberapa varian sel dapat mempunyai motilitas yang tinggi
atau memproduksi enzim yang menyebabkan invasi dan metastasis. Keempat, terjadi

gangguan apoptosis sel. (Andreef, 2003)

3.2.1 Siklus Sel

Siklus pembelahan sel dapat dibagi menjadi dua fase fungsional, fase S dan
M, dan dua fase persiapan G1 dan G2 (gambar 1). Fase S didefinisikan sebagai fase
saat DNA mengalami replikasi. Untuk menyelesaikan fase S pada sel manusia
diperlukan waktu sekitar antara 8 jam. Replikasi penuh kromosom akan
menghasilkan dua anak nukleus pada saat proses mitosis selama fase M. Panjang
fase M sekitar satu jam. Fase G1 mendahului fase S sedangkan fase G2
mendahului fase M. Fase G1 dan G2 memerlukan sintesis unsur seluler yang
diperlukan untuk mendukung fase berikutnya dan pada akhirnya untuk
menyelesaikan pembelahan sel. Pada mamalia lama fase G2 sekitar dua jam. Fase
G1 sangat bervariasi dan dapat berkisar antara enam jam sampai beberapa hari

atau lebih. Pada sel manusia, variasi waktu fase G1 menentukan perbedaan waktu
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siklus pembelahan sel pada tipe sel yang berbeda dan pada kondisi pertumbuhan
sel yang berbeda pula. Sel yang menetap pada fase G1 untuk periode waktu yang
panjang memasuki fase terpisah yang disebut fase GO. Meskipun metabolisme sel-
sel pada fase ini aktif akan tetapi sel-sel tersebut tidak aktif berproliferasi. Sel
pada fase GO dapat kembali memasuki siklus pembelahan sel atau menetap pada

fase GO untuk waktu yang tak terbatas.

Cydin B'ICDK1 . -

Growth
factors
Rb
\ |
Cyclin Cychin
ACDK2 D/CDK4 6

S RoP_

Cyclin E/XCDK2

Gambar 1. Regulasi Cyclin Dependent Kinase pada siklus sel. Transisi dari satu fase
ke fase berikutnya memerlukan transit ke sebuah cekpoin seperti titik
restriksi (titik R) selama transisi GO/G1 ke fase S. Transit di titik tersebut
dimediasi oleh aktifasi Cyclin Dependent Kinase(CDK). Waktu aktifasi
masing-masing COK selama siklus sel ditunjukkan oleh panah. Aktifasi
Cyclin D/ CDK4 dan -6 merupakan koinsiden dengan fosforilasi protein
reinoblastoma tumor supressor (Rb) dan transit pada cekpoin R.
(Dikutip dari Andreeff M, Goodrich DW, Pardee AB. Cell proliferation
and differentiation. In Donald W, Raphael E, Pollock, editors. Holland
Frei: Cancer Medicine. 6™ ed. London: BC Decker Inc. 2003.p.129)

3.2.2 Cyclin D1 dan Regulasi Siklus Sel

Cyclin adalah kelompok protein yang memegang peranan penting dalam
mengatur pembelahan sel. Cyclin adalah enzim yang merangsang sel, tahap demi
tahap dari fase istirahat ke fase pembelahan sel. Pada fase GO cyclin berada dalam
bentuk inaktif. Cyclin akan menjadi aktif jika berikatan dengan protein CDK (Cyclin
Dependent Kinase). Kompleks Cyclin-COK akan menstimulasi sel untuk mengalami
mitosis. Untuk setiap tahapan siklus sel berbagai macam kompleks Cyclin-CDK
yang berbeda memegang peranan. Oleh karena itu sepanjang siklus sel,
peningkatan dan penurunan konsentrasi kompleks Cyclin-CDK dapat terlihat
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dalam pola tertentu karena aktifasi dan inaktifasi kompleks tersebut.
(William,1997)

Senyawa yang penting untuk kompleks Cyclin-CDK adalah pRB
(retinoblastoma gene product). Protein ini bekerja sebagai inhibitor universal
siklus sel dan mencegah sel masuk ke dalam fase S. Cyclin tipe D memfosforilasi
pRB sehingga pRB kehilangan aktifitasnya dalam menghambat siklus sel.
Hilangnya gen pRB berhubungan dengan progresifitas tumor. (William,1997;
Jeannon 1998; Andreef, 2003)

Ada banyak faktor yang dapat mempengaruhi siklus sel, baik yang bersifat
proliferatif maupun yang bersifat anti-proliferatif. Faktor ekstraseluler seperti
hormon, faktor pertumbuhan dan lingkungan dapat mempengaruhi sel. Demikian
halnya aktifasi onkogen dan gen supresi tumor dalam sel akan berefek positif
maupun negatif. Semua faktor tersebut mempunyai kesamaan dalam
mempengaruhi siklus sel dengan cara mengaktifasi ataupun menginaktifasi Cyclin
dan CDK. Sebagai contoh, epidermal growth factor adalah faktor proliferatif
positif yang poten yang bekerja melalui pengaktifan Cyclin D1. (William,1997;
Jeannon 1998; Andreef, 2003)

Ada banyak protein yang tergolong inhibitor CDK yang dapat menghambat
aktifitas kompleks Cyclin-CDK sehingga menghentikan siklus sel. Ada dua golongan
protein tersebut yaitu golongan Cip (Cyclin interacting protein) [Kip (Kinase
inhibitory protein) dan golongan INK 4 (Inhibitor of Cyclin Dependent Kinase4).

Yang termasuk golongan Cip adalah p21 (CiplWAF1), p27 (Kipl) dan p57
(Kip2). Prefiks ‘p’ menunjukkan senyawa protein dan angka adalah berat molekul
dalam kilo Dalton. p21 adalah protein yang disandi pada lengan pendek
kromosom 6 dan diaktifasi oleh p53, gen supresor tumor universal. Sama halnya
dengan penghambat siklus sel lainnya golongan Cip juga menginduksi terjadinya
apoptosis. Ekspresi gen p53 dikenali pada kerusakan DNA dan protein p53 yang
diproduksi kemudian akan berikatan dengan gen p21 yang bekerja mengaktifasi
transkripsi protein p21. Protein p21 akan menghentikan siklus sel. Kaskade reaksi
bickimia ini mempunyai nilai protektif yang besar yaitu dengan mencegah sel

yang mengandung DNA yang mengalami mutasi untuk membelah. Hal ini
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memungkinkan sel untuk memperbaiki dirinya sendiri. Jika hal ini tidak
memungkinkan maka sel akan dihancurkan. (Jeannon, 1998)

p27 (Kipl) disandikan oleh lengan pendek kromosom 12 dan merupakan
inhibitor siklus sel yang kuat yang bekerja pada beberapa tempat pada siklus sel.
p27 diaktifasi oleh inhibisi kontak dengan b-TGF (troensforming growth factor
beta). p27 berhubungan dengan Cyclin E-CDK2, Cyclin A-CDK2 dan Cyclin D-CDK4
yang menghambat aktifitas mereka pada fase istirahat G1. Pemeriksaan PCR
(Polymerase Chian Reaction) dan hibridisasi insitu menunjukan adanya mutasi
pada lokus p27 di sel kanker. (Jeannon, 1998)

Penelitian imunohistokimia terakhir menunjukkan ekspresi p27
merupakan indikator faktor prognostik yang dapat diandalkan pada karsinoma
kolorektal dan payudara. p57 (Kip2) nampaknya lebih mempunyai spesifisitas
jaringan karena diidentifikasi pada kadar yang lebih tinggi di jaringan plasenta dan
muskuloskeletal. p57 disandi pada kromosom 1 pada 11p15, sebuah regio yang
sering mengalami delesi pada sel kanker. Mutasi pada lokus ini berhubungan
dengan rabdomiosarkoma dan tumor Wilm. (Jeannon, 1998)

pl6 (INK4A), p15 (INK4B), p18 {INK4c) dan p19 (INK4D) termasuk golongan
inhibitor CDK. Protein-protein tersebut akan berikatan dengan enzim CDK4 dan
menginaktifasi Cyclin B dan Cycln D1 sampai D3 sehingga sel beristirahat pada
fase G1. Protein-protein ini disandi oleh kromosom 9p21 dimana kehilangan dari
heterozigositas adalah satu dari kebanyakan mutasi genetik sel kanker manusia.
{leannon, 1998)

Saling keterkaitan antara Cylin aktif dan CDK inhibitor selama siklus sel

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

Gen supresor tumor dan kanker

Gen supresor tumor adalah gen yang disandi untuk menghasilkan faktor yang
mengendalikan siklus sel dan mencegah terjadinya karsinogenesis. Kehilangan atau
mutasi dari gen ini akan mengacaukan kendali siklus sel. Banyak gen supresi tumor
tetapi p53 adalah yang terpenting karena berperan pada lebih dari separuh kanker yang
ada. Hubungan antara p53 dan inhibitor CDK yang mengendalikan siklus sel sangat
penting pada terjadinya kanker. Mutasi p53 dapat merupakan hasil dari berbagai
macam faktor. Radiasi pengion merusak DNA melalui pembebasan radikal bebas. Virus
menginduksi kaker melalui penyatuan protein virus ke dalam sel. Protein virus HPV
(Human Pappiloma Virus) V6 akan berikatan dengan gen p53, sehingga menginaktifasi
gen p53 setelah terjadinya infeksi virus tersebut. Karsinogen kimia seperti benzopyrene
pada asap rokok mengakibatkan mutasi substitusi basa G menjadi T pada kanker paru,
esofagus dan kanker kepala dan leher. Hal tersebut di atas merupakan hasil perubahan
struktur gen supresi tumor sehingga menyebabkan gangguan fungsi supresinya.

(William,1997; Jeannon 1998; Andreef, 2003)
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Karsinogenesis terjadi akibat serangkaian mutasi genetik yang menyebabkan
pertumbuhan klon sel yang tidak teregulasi dan perkembangan lesi ganas tersebut
kebanyakan monoklonal. Kerusakan kromosom akan mempengaruhi proses regulasi ini
melalui transkripsi protein. Pada karsinoma sel skuamosa rongga mulut dan
kebanyakan karsinoma sel skuamosa kepala dan leher timbul sebagai akibat perubahan
di tingkat molekuler yang diinduksi oleh efek karsinogenik dari kebiasaan merokok,
pengaruh lingkungan, dan infeksi wirus. Akibat kerusakan genetik ini akan
mempengaruhi beberapa kromosom dan gen. Akumulasi perubahan-perubahan genetik
ini mengakibatkan timbulnya karsinoma yang secara klinis melalui tahapan lesi praganas

atau lesi yang berpotensial menjadi ganas.

Dengan berkembangnya kemajuan teknologi kedokteran, khususnya teknologi
DNA, pada karsinoma sel skuamosa kepala dan leher terjadi perubahan-perubahan
kromosom tertentu, vyaitu terjadi ketidakseimbangan alelik atau kehilangan
heterozigositas. Beberapa protoonkogen vyang berperanan pada tumorigenesis
karsinoma sel skuamosa kepala dan leher adalah H-ras, EGFR, c-myc, PRAD-1, Her2/neu,

hst 1 dan Int 2, Bcl-2.

PRAD-1 adalah gen yang terletak pada kromosom 11q13. Pada karsinoma sel
skuamosa kepala dan leher dilaporkan gen ini mengalami kehilangan heterozigositasnya
dari 60% dan 50% pada karsinoma rongga mulut. Terjadinya kehilangan heterozigositas
akan menyebabkan amplifikasi Cyclin D1. Sehingga terjadi disregulasi siklus sel yang

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

Pemeriksaan Ekspresi Cyclin D1 dengan Imunochistokimia

Cyclin D1 adalah protoonkogen (PRAD-1/CCND-1/ bcl-2) yang terletak pada
kromosom 11q13. Protein ini berukuran 36kD dengan ekspresi maksimum terjadi pada
titik kritis pertengahan sampai akhir fase G1 siklus sel. Cyclin D1 termasuk dalam
golongan protein cylin yang memegang peranan pada pertumbuhan sel melalui aktifasi
oleh Cyclin Dependent Kinase (CDK) . Aktifitas Cyclin D1 bersama-sama CDK diperlukan
untuk menyelesaikan fase G1 pada siklus sel normal mamalia. Kompleks Cyclin D1 dan

13




CDK4 atau CDK6 akan memfosforilasi protein retinoblastoma sehingga terjadi hambatan
fungsi inhibitor pertumbuhan sel dan akhirnya mendorong sel masuk kedalam fase 5.
Pada jaringan normal, ekspresi Cyclin D1 terbatas pada zona proliferatif jaringan epitel
dan tidak terdapat pada jaringan kelenjar getah bening, lien dan tonsil.

Regulasi abnormal kromosom 11g13 akan menyebabkan overekspresi Cyclin D1.
Beberapa regulasi yang abnormal itu adalah amplifikasi gen pada beberapa karsinoma,
translokasi kromosom resiprokal pada limfoma sel Mantle dan inversi perisentrik
kromosom 11 pada adenoma paratiroid. Lebih jauh Cyclin DI akan menghambat fungsi

inhibitor pertumbuhan sel oleh protein retinoblastoma.

3.4.1 Penerapan dan Aplikasi

Banyak neoplasma menunjukkan overekspresi Cyclin D1 pada pemeriksaan
blok parafinnya antara lain karsinoma mamma, karsinoma sel skuamosa, limfoma
sel Mantle, adenoma paratiroid dan karsinoma sel transisional pada buli-buli.
Secara imunohistokimia protein inti Cyclin D1 didapatkan 75% limfoma sel Mantle
dan tidak ditemukan pada sel B normal dan limfoma sel B lainnya.

Pemeriksaan ekspresi Cyclin D1 menggunakan antibodi monoklonal mencit
Anti Human Cyclin D1. Antibodi ini digunakan secara laboratoris untuk menilai
kuantitatif Cyclin D1 pada sel normal dan sel kanker dengan menggunakan

metode imunohistokimia.

3.4.2 Reagen
Reagen yang digunakan adalah N1619, yaitu Antibodi monoklonal mencit
terhadap Human Cylin D1 dari DokoCytomation dengan kode klon:DCS-6. Anti
Cyclin D1 tersedia dalam volume 11ml sebagai kultur jaringan supernatan dalam
0,05 mol/L Tris-HC| dengan pH 7,6, mengandung protein penstabil dan 0,015
mol/L natrium azida. Klon DCS-6 dengan isotop |gG2a, kappa. Produk ini telah
dioptimalkan untuk penggunaan dengan sistem deteksi yang sangat sensitif

DakoCytomation.
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3.4.3 Persiapan Spesimen

Pemeriksaan anti Cyclin D1 dapat digunakan pada spesimen yang difiksasi
formalin dan blok parafin. Prosedur deparafinisasi blok dengan pemanasan harus
dikerjakan sebelum pengecatan imunohistokimia. Waktu dan temperatur sangat
memegang peranan penting dalam pengecatan Cyclin DI1. Untuk mendapatkan
kembali jaringan dari blok parafin diperlukan pencelupan potongan jaringan ke
dalam larutan bufer yang sudah dipanaskan sebelumnya bisa dengan waterbath
(95-99°C), steamer (95-99°C) atau pressure cooker (121°C). Larutan untuk
mendapatkan kembali jaringan adalah larutan dengan pH tinggi (kode 53308) atau
10x konsentrat (Kode 53307) yang direkomendasikan untuk dipanaskan 20-40
menit dengan waterbath dengan temperatur 95-99°C. Untuk mendapatkan hasil

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

3.4.4 Prosedur pengecatan
Antibodi primer harus diberikan seperti yang dianjurkan pada petunjuk
prosedur pengecatan termasuk dengan masing-masing sistem pendeteksi. Semua
langkah inkubasi dikerjakan pada suhu kamar. Waktu inkubasi yang dianjurkan
untuk antibodi ini adalah sebagai berikut

Tabel 1. Petunjuk prosedur pengecataan imunohistokimia

Antibodi Primer Sistern Deteksi Kromogen
30 menit K4063/K4065 30 menit DAB+ 10 menit
30 menit K5007 30 menit DAB + 10 menit
N1619
20 menit K5355 15/15 menit LPR 10 menit
20 menit K5005 15/15 menit LPR 10 menit

3.4.5 Interpretasi Pengecatan
Pola pengecatan seluler Cyclin D1 adalah inti sel. Jika sitoplasma tercat
sedangkan intl sel tidak tercat maka pembacaan dianggap negatif.
a. Jaringan normal
Cyclin D1, imunoreaktifitas DCS-6 pada jaringan normal bervariasi dan
lemah. Ekspresi normal dibagi menjadi jaringan positif heterogen (epitel
skuamosa bertatah), jaringan negatif (jaringan limfoid, otot, ginjal, hati dan
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kelenjar ekrin maupun apokrin), dan jaringan positif tersebar (jaringan
kelenjar seperti payudara, gaster dan mukosa usus, endometrium,
endocerviks, ovarium, tuba falopii, prostat dan testis)
b. Jaringan abnormal

Beberapa penelitian imunohistokimia vyang telah dilakukan
menunjukkan bahwa Cyclin D1 terekpresi berlebihan pada inti sel pada
berbagai keganasan dengan berbagai macam histogenesis. Dari 212 tumor
primer yang diteliti, karsinoma mamma, kolorektal, uterus, sarkoma jaringan
lunak dan melanoma maligna 46% menunjukkan peningkatan sedang
imunoreaktifitas Cyclin D1. Pada limfoma sel Mantle menunjukkan
peningkatan ekspresi Cyclin D1 diatas 80% pada sumsum tulang. Pemeriksaan
imunohistokimia Cyclin D1 bersama-sama dengan marker yang lain sangat

berguna untuk mendiferensiasi berbagai neoplasma.
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BAB 4

KERANGKA KONSEPTUAL DAN HIPOTESIS PENELITIAN

4.1  Kerangka Konseptual

Pengaruh lingkungan

(tembakau, alkohol) L Groding Histopatologi J
dan Infeksi virus o
J ; /
2 o | / Tumor Primer (ukuran, status
N $ v - marginaf,::;::ls::;:rural dan
Kromosom 11g13 i > o J
N } : Faktor
f e V— Prognostik
L Overekspresi Cyclin D1 ) il |
e, \—/
Akselerasi fase G1 P05 - Kelenjar Getah Bening Leher
; 4 Jumlah N positif, ukuran,
- & - g I & {
.. lokasi, ekstensi ektrakapsular)
Sel terus membelah .
S Parameter Demografi (umur,
KSSKL jenis kelamin, ras, paparan
. tembakau dan alkohol ,
< J

Keterangan:

I Subyek yang diteliti

KSSKL = Karsinoma Sel Skuamosa Kepala dan Leher

4.2 Hipotesis Penelitian

Terdapat korelasi antara ekspresi Cyclin D1 dan grading histopatologis pada karsinoma

sel skuamosa kepala dan leher.
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BAB 5

METODE PENELITIAN

5.1 lenis dan Rancangan Penelitian

Penelitian ini untuk mengetahui peningkatan ekspresi Cyclin D1 pada karsinoma
sel skuamosa kepala leher, serta korelasi antara peningkatan ekspresi Cyclin D1 dengan
berbagai grading histopatologi pada karsinoma sel skuamosa kepala leher.

Pengamatan dilakukan dengan sesaat pada variabel-variabel yang peristiwanya
telah terjadi. Rancangan penelitian yang digunakan adalah observasional analitik
dengan pendekatan cross sectional.

5.2 Populasi
Populasi penelitian adalah semua blok parafin yang tersimpan di laboratorium Patologi
Anatomi yang secara klinis dan histopatologis menunjukkan gambaran karsinoma sel
skuamosa kepala leher.

5.3. Sampling
Sampel penelitian adalah blok parafin penderita yang telah dioperasi atau dibiopsi di
RSUD Dr. Soetomo Surabaya selama periode 2006-2007 yang secara histopatologis
menunjukkan karsinoma sel skuamosa kepala leher dengan berbagal derajad
diferensiasi.
5.3.1 Besar sampel

Besarnya sampel ditentukan menurut perhitungan berdasarkan proporsi karena

populasi tidak diketahui, dengan rumus sebagai berikut :
2
.z”l'zﬂ + Zﬁ

05 Ind! f:j

n= +3

Z1/2a0,05=1,96
ZB0,20=0,842
r=05

o[ 196+0842
05 (0D

n = 29,05 dibulatkan menjadi 30



5.3.2 Pengambilan sampel
Sampel dipilih secara systematic random sampling berdasarkan kriteria inklusi

dan eksklusi kemudian diperiksa secara imunohistokimia ekspresi Cyclin D1.

5.4 Kriteria Bahan Penelitian
5.4.1 Kriteria inklusi
5.4.1.1 Kasus primer
5.4.1.2 Belum pernah radiasi dan kemoterapi preoperatif.
Kemoterapi dan radiasi akan berpengaruh menyebabkan perubahan
pada tingkat molekuler sel sehingga akan mempengaruhi siklus sel baik
secara langsung maupun melalui perubahan/ mutasi genetik.
5.4.1.3 Blok parafin karsinoma sel skuamosa kepala leher vyang tersimpan
dengan baik pada suhu kamar di laboratorium Patologi Anatomi
FK.UNAIR.
5.4.2 Kriteria eksklusi

Didapatkan keganasan pada organ lain.

5.5. Variabel Penelitian
Pada penelitian ini variable penelitian yang diteliti adalah:
5.5.1 Variabel independent : ekspresi Cyclin D1.
5.5.2 Variabel dependent : grading histopatologis

5.6 Definisi operasional
5.6.1 Ekspresi Cyclin D1
Merupakan ekspresi protein Cyclin D1, dimana ekspresinya dapat dilihat dengan
menggunakan pemeriksaan imunohistokimia metode Lobelled Avidin Biotin
(LAB).
Cara pengecatan: preparat setebal 3 mikron di-dewaxed dengan toluen dan
direhidrasi secara bertahap dengan gradasi alkohol ke air. Dilakukan blok
peroksidase endogen dengan H;0; 3%, antigen diketahui dengan bufer sitrat

10mM (pHE,0), blokade biotin endogen dilakukan dengan menggunakan avidin-
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biotin blocking kit. Inkubasi antibodi primer dilakukan dengan menggunakan
antibodi monoklonal Cyclin D1 mencit dengan dilusi 1:50, kemudian preparat
dibilas dengan PBS. Inkubasi antibodi sekunder dilakukan dengan IgG biotin
diikuti streptavidin-HRP. Inkubasi imunoreaktivitas dalam 3-amino-9-
ethylcarbazol dan setelah itu dilakukan pengecatan ulang dengan hematoksilin
eosin. (lihat lampiran 1 dan 2). Kemudian dihitung berdasarkan prosentase sel
tumor yang intinya tercat positif (berwarna coklat homogen) dari 100 sel tumor.
Digunakan kontrol internal sebagai pembanding, dimana untuk kontrol positif
digunakan warna eritrosit, dan untuk kontrol negatif digunakan sel jaringan

limfoid. (Pinilla, 2004)

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

* 0 : Bila pengecatan terhadap Cyclin D1 tidak tampak atau tampak kurang
dari 5% pada rata-rata presentase dari 5 lapangan pandang yang dilakukan
secara acak dengan pembesaran 200x.

e 1+: Bila pengecatan terhadap Cyclin D1 tampak (positip), dengan presentase
rata-rata area yang positip antara 5%-20% dari 5 lapangan pandang yang
dilakukan secara acak dengan pembesaran 200x

* 2+ :Bila pengecatan terhadap Cyclin D1 tampak (positip), dengan presentase
rata-rata area yang positip antara 20%-50% dari 5 lapangan pandang yang
dilakukan secara acak dengan pembesaran 200x

e 3+ : Bila pengecatan terhadap Cyclin D1 tampak (positip), dengan presentase
rata-rata area yang positip lebih dari 50% pada 5 lapangan pandang yang
dilakukan secara acak dengan pembesaran 200x

Intensitas immunostaining juga ditentukan secara semikuantitatif dengan nilai

(Kouraklis, 2006):

* 0 :negatif
e 1+ :lemah
e 2+ :sedang

o 3+ :kuat
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Cara penilaian skor dan imunoreaktifitas dengan mengalikan persentase sel
positif dengan kekuatan intensitas.

Contoh:

Satu slide memberikan gambaran

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

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

e 50% tanpa imunoreaksi (Ox0=0)

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

laboratorium Patologi Anatomi FK Unair Surabaya.

Cara penilaian lain untuk ekspresi Cyclin D1 adalah:

e Positif: Bila pengecatan terhadap Cyclin D1 lebih dari 5% dengan intensitas
imunostaining kuat pada rata-rata presentase dari 5 lapangan pandang yang
dilakukan secara acak dengan pembesaran 200x

e MNegatif: Bila pengecatan terhadap Cyclin D1 tidak tampak atau tampak
kurang dari 5% dengan intensitas imunostaining kuat pada rata-rata
presentase dari 5 lapangan pandang yang dilakukan secara acak dengan
pembesaran 200x,

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

Cyclin D1, bila intensitas imunostaining sel yang tercat sedang atau lemah maka

akan dikelompokkan menjadi negatif. (Pinilla, 2004)

5.6.2 Grading histopatologi (Vaughan, 2004)
Karsinoma sel skuamosa ditentukan gradenya menurut sistem Broder menjadi
4 subtipe berdasarkan diferensiasi histologinya yaitu
5.6.2.1 Well Differentiated
5.6.2.2 Moderately Differentiated
5.6.2.3 Poorly Differentiated
5.6.2.4 Undifferentiated.
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Tabel 2. Grading histopatologis karsinoma sel skuamosa menurut sistem Broder

well Moderatelly Poorly Undifferentiated
Differentiated  Differentiated  Differentiated
Diferensiasi >50% 20-50% 5-20% <5% mengalami
sitoplasmik mengalami mengalami mengalami keratinisasi
keratinisasi keratinisasi keratinisasi
Polimorfisme  >75% 50-75% 25-50% <25%
inti sel Sel matur Sel matur Sel matur Sel matur
Jumlah Tunggal (0-1)  Sedang (2-3) Banyak (4-5) Sangat banyak
mitosis (>5)

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

Pada penelitian ini akan diteliti intensitas ekspresi Cyclin D1 secara imunohistokimia
pada berbagai derajad diferensiasi  karsinoma sel skuamosa kepala leher .
Pemeriksaan histopatologi ini dilakukan di Instalasi Patologi Anatomi RSUD Dr.

Soetomo Surabaya.

5.7 Kerangka Operasional

Pﬂﬂulﬂf_fx' - N, Pemeriksaan -

Imunohistokimia

/

Ekspresi
in D1 3
e Analisis

Ko
s, Grading o
Histopatolog

Pemeriksaan
Histopatologis

Kriteria Kriteria
Inklusi Eksklusi

5.8 Lokasi dan Waktu Penelitian
5.8.1 Lokasi
Dilakukan di poli Bedah Kepala Leher dan laboratorium Patologi Anatomi RSUD Dr.

Soetomo.
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5.8.2 Waktu penelitian

R
—MILIK “

AKAAN

Selama 3 bulan sejak pengumpulan sampel sampai analisa data.

Penelusuran
Pustaka
Penyusunan
Proposal

Penelusuran
DMK
Pengecatan
Preparat
Analisis Data
Penyusunan
Karya Akhir

Okt Nop Des Jan Feb

2007 2007 2007 2008 2008 2007

5.9  Tahap Penelitian

.\

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

=5eleksi sampel sesuai kriteria inklusi dan eksklusi

)

«Pengumpulan blok parafin di laboratorium Patologi Anatomi sesuai data yang i
didapat dari tahapan sebelumnya I

r

K|

“sPemeriksaan histopatologi untuk menentukan Grading )
*Pemeriksaan ekspresi Cyclin D1 secara mikroskopis dengan pewarnaan !
imunohistokimia F

sKuantifikasi ekspresi Cyclin D1

«

sPengumpulan data

*Analisis data

€&



5.10 Analisa Data
Untuk menganalisa korelasi antara ekspresi Cyclin D1 dan grading histopatologis

digunakan uji analisa Spearman rank-order correlation dan koefisien kontingensi.
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BAB 6
HASIL PENELITIAN DAN ANALISIS DATA

6.1 Karakteristik Sampel Penelitian

Sampel diambil secara systematic random sampling pada seluruh blok parafin
beserta catatan medik penderita karsinoma sel skuamosa kepala dan leher di RSUD
Dr.Soetomo Surabaya bulan Januari 2006 — Desember 2007. Sampel yang memenuhi syarat

terkumpul sebanyak 30 buah blok parafin.

Tabel 3. Karakteristik sampel penelitian

Grading
Well Moderately Poorly/ Total
Differentiated Differentiated  Undifferentiated n=30

n=14 n=7 n=9
Umur 573+114 54,3+411,1 4,4+15.4 53,3+4129
Jenis Kelamin
- Laki-laki 11(42,3) 7(26,9) 8(30,8) 26(86,7)
- Perempuan 3(75,0) 0(0,0) 1(25,0) 4(13,3)

Tabel 4. Distribusi jenis kelamin dan umur pada karsinoma sel skuamosa kepala dan leher

Jenis Kelamin

irur fmn] Laki-laki (%) Perempuan (%) Jumish it

0-9 0 (000) 0 (000 0 (0.00)
10-19 0 {0.00) 0 (0.00) 0 (0.00)
20-29 1 (3.3) 0 (0.00) 1 (3.3)
30-39 1 (3.3) 1 (3.3) 2 (6.7)
40-49 8  (267) 2 (6.7) 10 (33.3)
50-59 6  (20.00) 1 (3.3) 7 (233)
60-69 6 (20.00) 0 (0.00) 6  (20.00)
>70 4 (133 0 (0.00) 4 (133
Jumlah (%) 26 (86.7) 4 (13.3) 30 (100.00)

Jenis kelamin terbanyak pada penderita karsinoma sel skuamosa kepala leher yang

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

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

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

kepala leher
Grading Histopatologi

Diagnosis Well Moderately Poorly/

L Klinis Differentiated  Differentiated  Undifferentiated L
(%) (%) (%)

1 CaGingiva 4 {100,0) 4  (100,0)
2 Calaring B {50,0) 5 (41,7) 1 (8,3) 12 (100,0)
3 Calidah 3 (75,0 1 (25,0) 4  (100,0)
4 Ca Maksila 1 (100,0) 1 (100,0)
5 CaNasal 3 (100,0) 3  (100,0)
6 Ca Nasofaring 1 (20,0) 4 (80,00 5  (100,0)
7 CaTonsil B ) 1 (100,00 1  (100,0)

Total (%) 14 (467) 7 (233) 9 (30.0) 30 (100.0)

Diagnosis klinis yang terbanyak pada penelitian ini adalah karsinoma laring yaitu 12
orang dengan diferensiasi yang tersebar pada semua grading histopatologis. Empat sampel
karsinoma gingiva, empat sampel karsinoma lidah dan satu sampel karsinoma maksila
sebagian besar menunjukkan diferensiasi baik. Berbeda dengan lima sampel karsinoma
nasofaring, tiga karsinoma nasal dan satu karsinoma tonsil yang menunjukkan diferensiasi

yang buruk.

6.2. Hasil Pemeriksaan Imununohistokimia Ekspresi Cyclin DI pada Karsinoma Sel
Skuamosa Kepala dan Leher.

Hasil pemeriksaan ekspresi Cyclin D1 dikelompokkan berdasar skor yang didapat dari
penjumlahan hasil perkalian persentase ekspresi Cyclin D1 pada sel karsinoma sel skuamosa
kepala dan leher pada setiap intensitas imunoreaktif dengan skala terendah nol dan skala
tertinggi 15. Pada penelitian ini tidak didapatkan hasil negatif pada ekspresi Cyclin D1. Skor
ekspresi Cyclin D1 terendah pada penelitian ini adalah tiga sebanyak dua (6,67%) sampel
untuk groding histopatologis well differentiated dan skor tertinggi adalah 14 sebanyak satu
(3.33%) sampel dengan groding histopatologis undifferentiated. Untuk grading

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

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

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

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

sel skuamosa kepala dan leher.

Grading histopatologi
Skor Well Moderately Poorly/ Jumlah (%)
Differentiated (%) Differentiated (%) Undifeentiated (%)

0
1
2
3 2 (6.67) 2 (6.67)
4
5 5 (16.67) 5  (16.67)
6 3 {10.00) 1 (3.33) 4 (13.33)
7 2 (6.67) 2 (6.67) 4 (13.33)
8 2 (6.67) 1 (3.33) 3 (10.00)
9
10 1 (3.33) 2 (6.67) 3 (10.00)
1 2 (6.67) 3 (10.00) 5 (16.67)
12 2 {6.67) 2 (6.67)
13 1 (3.33) 1 (3.33)
14 1 (3.33) 1 (3.33)
15

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

Gambar-gambar berikut adalah contoh pemeriksaan ekspresi Cyclin D1 pada berbagai jenis

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

intensitas imnunoreaktif yang berbeda-beda pula.
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Gambar 3. Karsinoma Laring (T.4629/07) yang menunjukkan hasil ekspresi Cyclin D1 60%
dengan intensitas Strong Positive dilihat dengan mikroskop Olympus BX50 pada
pembesaran 100 kali.

|
|
|
|
|
|
|
i

Gambar 4. Karsinoma Nasofaring (7.5475/07) yang menunjukkan hasil ekspresi Cyclin D1
60% dengan intensitas Strong Positive dan 10% dengan intensitas Medium
Positive dilihat dengan mikroskop Olympus BX50 pada pembesaran 200 kali.
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Gambar 5. Karsinoma Maksila (T.3886/06) yang menunjukkan hasil ekspresi Cyclin D1 20%
dengan intensitas Medium Positive dan 60% dengan intensitas Low Positive
dilihat dengan mikroskop Olympus BX50 pada pembesaran 200 kali.

Gambar 6. Karsinoma Maksila (T.3886/06) yang menunjukkan hasil ekspresi Cyclin D1 60%
dengan intensitas Low Positive dan 20% dengan intensitas Negative dilihat
dengan mikroskop Olympus BXS0 pada pembesaran 200 kali.
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Gambar 7. Karsinoma Lidah (T.6098/06) yang menunjukkan hasil ekspresi Cyclin D1 90%
dengan intensitas Negative dilihat dengan mikroskop Olympus BX50 pada
pembesaran 200 kali.

6.3 Analisis hasil penelitian

Hasil uji korelasi Spearman menunjukkan ekspresi Cyclin D1 mempunyai korelasi yang
signifikan dengan grading histopatologi karsinoma sel skuamosa kepala dan leher dengan
nilai koefiseien korelasi sebesar 0,84 (lihat lampiran 5). Hal ini berarti bahwa semakin kuat

intensitas ekspresi Cyclin D1 maka semakin jelek derajad diferensiasi sel (gambar 8).

Tabel 7. Uji Korelasi Spearman eskpresi Cyclin D1 dengan grading histopatologi karsinoma

sel skuamosa kepala dan leher

Grading Ekspresi

Cyclin D1
Spearman’s rho Grading Corelation Coefficient 1.000 0.840**
Sig. (2- tailed) . 0.000
N 30 30
Ekspresi Corelation Coefficient 0.840** 1.000
Cyclin D1 Sig. (2- tailed) 0.000 .
N 30 30

** Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed)
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Gambar 8 Grafik hubungan antara median skor ekspresi Cyclin D1 dengan graoding

histopatologi karsinoma sel skuamosa kepala dan leher.

Dengan menggunakan penilaian ekspresi menurut Pinilla, 2004 maka dapat dibuat tabulasi

silang dari hasil penelitian ini.

Tabel 8. Tabulasi silang ekspresi Cyclin D1 dengan nilai cut off 5% dengan grading

histopatologi karsinoma sel skuamosa kepala dan leher

Ekspresi Cylin D1

Positif Negatif tor
Well Differentiated 9 - 14
(%) (64.3) (37.5) (100.0)
Grading Moderately Differentiated 4 3 7
Histopatologi (%) (57.1) (42.9) (100.0)
Poorly/ undiferentiated 9 0 9
(%) (100) (0,0) (100.0)
Total 22 8 30
(%) (73.3) (26,7) (100,0)
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Dari hasil uji koefisien kontingensi berdasarkan tabulasi silang diatas didapatkan hasil
koefisien kontingensi sebesar 0,091. Hal ini berarti bahwa tidak ada korelasi yang bermakna

antara ekspresi Cyclin D1 dengan derajad diferensiasi sel pada « 0,01. (lampiran 3)

Tabel 9. Uji Korelasi koefisien kontigensi eskpresi Cyclin D1 dengan nilai cut off 5% dengan

grading histopatologi karsinoma sel skuamosa kepala dan leher

Value Approx. Sig.

Nominal by Nominal Contingency Coefficient 371 091

N of Valid Cases 30
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BAB7
PEMBAHASAN

7.1 Gambaran umum hasil penelitian

Pada penelitian ini diperiksa 30 blok parafin karsinoma sel skuamosa kepala leher
dengan berbagai derajad diferensiasi yaitu well differentioted, moderately
differentiated, poorly differentiated / undifferentioted, masing-masing sebanyak 14
(46,7%), 7(23,3%) dan 9 (30,0%). Usia terbanyak yaitu kelompok rentang usia 40-49
tahun ( 33,3%) yang sesuai dengan kepustakaan bahwa insiden karsinoma sel skuamosa
kepala leher lebih banyak pada usia 40 tahun ke atas dengan puncaknya pada dekade
kelima dan keenam. Dari jenis kelamin, karsinoma sel skuamosa kepala leher
didapatkan lebih banyak pada laki-laki { 70%) dari pada wanita ( 30% ) dan hal ini sesuai
dengan kepustakaan bahwa laki-laki lebih banyak menderita keganasan di kepala leher
dibanding wanita. Rasio laki-laki dibandingkan perempuan lebih dari 2:1. Perbedaan
rasio laki-laki dibanding perempuan lebih besar 4 sampai 5 kali pada laki-laki pada
tumor-tumor laring. Rasio ini berkurang dalam 20 tahun terakhir, kemungkinan

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

Karsinoma sel skuamosa adalah jenis kanker terbanyak yang ditemukan pada
keganasan rongga mulut. Seperti pada karsinoma sel skuamosa lainnya keganasan
rongga mulut berdasarkan perubahan intra epitelialnya dapat digolongkan ke dalam
tingkatan ringan, sedang dan berat. Karsinoma yang invasif mempunyai derajad
diferensiasi baik, sedang dan buruk. Meskipun pemeriksaan derajad diferensiasi pada
karsinoma sel skuamous sangat subjektif tetapi hampir kebanyakan ahli patologi
menggunakan cara ini. Sistem yang digunakan secara luas dalam penentuan derajad
diferensiasi mencakup tiga kategori: (1)derajad diferensiasi baik, bila tumor tersebut
terdiri dari sekumpulan besar sel-sel skuamosa dan sering kali terdapat fokus-fokus
keratin yang berbentuk seperti mutiara, (2) derajad diferensiasi sedang, bila tumor
terdiri dari sekumpulan sel-sel skuamosa yang lebih kecil dengan sel-sel yang pleomorfis
dan aktifitas mitosis sedang, dan (3) derajad diferensiasi buruk, bila tumor terdiri dari
sel-sel yang anaplastik dengan gambaran pleomorfisme dan mitosis yang prominen.
Batas tumor pada derajad diferensiasi buruk biasanya tidak tegas dan menunjukkan

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

(Reichrart, 2006).

Dari 30 sampel yang diteliti, pada karsinoma rongga mulut, termasuk di dalamnya
karsinoma lidah 4(100%) dan karsinoma gingiva 3(75%) menunjukkan derajad
diferensasi baik (tabel 5). Hal ini sesuai dengan yang dikemukakan oleh Tawfik (2007)
yang menyebutkan bahwa memang sebagian besar karsinoma di rongga mulut
menunjukkan derajad diferensiasi yang baik. Sedangkan untuk karsinoma laring dan
hipofaring, Gale (2007) menyatakan sebagian besar karsinoma laring mempunyai
derajad diferensiasi baik sampai sedang dan karsinoma di hipofaring mempunyai
derajad diferensiasi sedang sampai buruk. Variasi derajad diferensiasi sering kali
didapatkan dalam satu tumor, tetapi dalam penentuan derajad diferensiasi harus
didasarkan pada daerah yang mempunyai diferensiasi terburuk. Pada penelitian ini
didapatkan karsinoma laring berdiferensiasi baik 6{50%), sedang (41,7%) dan buruk 1
(8,3%).

Karsinoma sino nasal adalah tumor yang terletak di vestibulum nasi dan sinus-sinus
paranasalis. Kasinoma ini dapat berasal dari berbagai jenis sel. Karsinoma sel skuamosa
adalah yang paling sering didapatkan dan biasanya mempunyai derajad diferensiasi
buruk dan tidak berdiferensiasi (undifferentiated). Karsinoma sino nasal yang tidak
berdiferensiasi mempunyai derajad keganasan yang tinggi. Dari namanya menunjukkan
bahwa tumor ini tidak menunjukkan gambaran epitel skuamosa. Pada pemeriksaan
histopatologi hanya didapatkan sel-sel yang anaplastik dengan rasio inti sel yang lebih
besar dan aktifitas mitosis yang tinggi.(Tawfik,2007) Pada penelitian ini didapatkan 3
(100%) kasus karsinoma sinonasal dan semuanya mempunyai diferensiasi yang buruk

atau tidak berdiferensiasi.

Karsinoma nasofaring adalah karsinoma sel skuamosa yang sering terjadi pada usia
dekade keempat sampai dengan dekade keenam. Karsinoma ini mempunyai tiga varian
yaitu: (1) Keratinizing, karsinoma sel skuamosa konvensional, (2) Non keratinizing,
karsinoma sel skuamosa yang berdiferensiasi, dan (3)Non keratinizing, karsinoma sel
skuamosa yang tidak berdiferensiasi. Enam puluh persen bentuk karsinoma nasofaring

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

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

Derajad diferensiasi karsinoma sel skuamosa sebagai faktor prognostik
kebermaknaannya masih merupakan kontroversi. Beberapa penelitian menunjukkan
bahwa derajad diferensiasi mempunyai pengaruh yang cukup bermakna pada
prognosis, sedangkan pendapat lain tidak sepenuhnya setuju pada pengamatan ini.

(Chiesa,1999).

7.2 Korelasi antara Ekspresi Cyclin D1 dengan grading histopatologi karsinoma sel

skuamosa kepala dan leher.

Berdasarkan hasil pemeriksaan imunohistokimia, ekspresi Cyclin D1 secara
semikuantitatif didapatkan ekspresi Cyclin D1 pada seluruh penderita karsinoma sel
skuamosa kepala dan leher dengan ekspresi dan intensitas imunostaining yang berbeda-
beda sesuai dengan derajad diferensiasinya. Dengan menggunakan nilai cut off 5%
maka dari sampel yang diteliti menunjukan hasil ekspresi Cyclin D1 yang positif sebesar
73,3% sementara penelitian lain menunjukkan hasil 35% sampai 64%. (Donellan, 1998).

Pada jaringan normal antibodi DC5-6 yang digunakan untuk memeriksa ekspresi
Cyclin D1 akan melabel sel-sel fibroblas, endotel, epitel dari regio kepala dan leher,
epidermis, folikel rambut, serviks, vagina, rektum dan sel epitel transisional buli-buli
secara heterogen. Sel dendrit dilaporkan menunjukkan imunoreaktifitas baik di inti sel
maupun pada sitoplasma. Secara umum, semua jaringan epitel normal akan
menunjukkan ekspresi yang rendah terhadap antibodi Cyclin D1 dan terbatas pada zona
proliferasi. Jaringan normal yang menunjukkan hasil negatif pada pemeriksaan Cyclin D1
adalah otot, ginjal, liver, kelenjar ekrin dan apokrin adneksa kulit. Jaringan limfoid
normal tidak akan terlabel oleh antibodi ini.

Pada penelitian ini untuk karsinoma sel skuamosa yang berdiferensiasi baik sebagian
besar menunjukkan intensitas imunoreaktifitas rendah dan negatif sedangkan untuk
derajad diferensiasi buruk menunjukkan imunoreaktifitas sedang sampai kuat. (lihat
lampiran 3). Dari hasil pemeriksaan pada penelitian ini dapat disimpulkan bahwa pada

derajad diferensiasi yang buruk intensitas imunostaining akan semakin kuat.
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Beberapa penelitian imunohistokimia yang telah dilakukan menunjukkan bahwa
anti Cyclin D1 terekspresi berlebihan pada inti sel pada berbagai keganasan dengan
berbagai macam histogenesis. Dari 212 tumor primer yang pernah diteliti termasuk di
dalamnya limfoma sel Mantle, adenoma paratiroid dan karsinoma lainnya seperti
karsinoma payudara, karsinoma sel skuamousa, karsinoma ovarium dan karsinoma sel
transisional buli-buli menunjukkan peningkatan imunoreaktifitas Cyclin D1. Pada
limfoma sel Mantle ekspresi Cyclin D1 meningkat diatas 80% pada sumsum tulang dan
ekspresi ini tidak ditemukan pada sel B normal dan limfoma sel B lainnya. Pemeriksaan
imunohistokimia Cyclin D1 bersama-sama dengan marker yang lain sangat berguna
untuk mendiferensiasi berbagai neoplasma. (Leong, 1999)

Pemeriksaan imunohistokimia pada penelitian ini menunjukkan korelasi yang
bermakna antara ekspresi Cyclin D1 dengan grading histopatologi karsinoma sel
skuamosa kepala dan leher dengan nilai koefiseien korelasi sebesar 0,84. Secara jelas
korelasi ini dapat dilihat pada grafik hubungan antara median skor ekspresi Cyclin D1
dengan grading histopatologi karsinoma sel skuamosa kepala dan leher (gambar 8). Dari
grafik tersebut terlihat jelas bahwa semakin kuat ekspresi Cyclin D1 maka semakin jelek
derajad diferensiasi sel.

Dengan uji koefisien kontingensi tidak didapatkan korelasi antara ekspresi Cyclin
D1 dengan derajad diferensiasi sel dengan nilai koefisien kontingensi sebesar 0,091 pada
o 0,05. Perhitungan ini menunjukkan hasil yang berbeda dengan koefisien korelasi
Spearman. Hal ini dapat disebabkan karena pada uji koefisien kontingensi digunakan
data nilai cut off 5% untuk ekspresi Cyclin D1 yang dikategorikan menjadi positif dan
negatif. Sedangkan uji korelasi Spearman menggunakan data skoring seperti pada
lampiran 4. Penilaian ekspresi Cyclin D1 menjadi dua ketegori ini memberikan hasil uji
statistik yang berbeda karena bila dibandingkan dengan cara skoring perbedaaan
ekspresi dan intensitas imunostaining antar kelompok grading histopatologi menjadi
semakin lebih nyata.

Ekspresi berlebihan Cyclin D1 akan mengakibatkan siklus pembelahan sel kanker
menjadi lebih cepat dan singkat karena Cyclin D1 sangat memegang peranan penting
dalam mengendalikan siklus sel pada transisi dari fase G1 ke fase S siklus sel. Aktifitasi
Cyclin D1 bersama-sama CDK akan segera menyelesaikan fase G1 pada siklus sel.

Kompleks Cyclin D1 dan CDK4 atau CDK6 akan memfosforilasi protein retinoblastoma
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sehingga menghambat fungsi inhibitor pertumbuhan sel dan akhirnya mendorong sel
masuk kedalam fase S dan seterusnya percepatan dalam mitosis sel kanker. Percepatan
fase G1 ini menyebabkan sel tidak masuk ke dalam fase GO, di mana pada fase ini sel
akan tumbuh menjadi sel yang dewasa dan mengalami diferensiasi. Mitosis yang
prominen ini yang menyebabkan derajad diferensiasi menjadi buruk karena salah satu
penentu dari grading histopatologi adalah gambaran aktifitas mitosis sel-sel kanker.
Semakin prominen aktifitas mitosis semakin buruk derajad diferensiasi suatu kanker.
{Angadi et al. 2007)

Ada beberapa hal yang dapat mempengaruhi hasil pemeriksaan imunohistokimia
antara lain adalah proses preparasi jaringan sampai pengecatan imunohistokimia yang
kurang sempurna. Pemeriksaan imunohistokimia adalah salah satu prosedur
pemeriksaan histopatologi untuk mendeteksi adanya antigen tertentu pada potongan
jaringan. Dasar pemeriksaan ini adalah adanya reaksi antigen antibodi dengan
menggunakan antibodi yang sudah diberi label,

Preparasi jaringan memegang peranan penting dalam pemeriksaan
imunohistokimia ini. Proses preparasi jaringan meliputi : fiksasi jaringan, dehidrasi,
pembuatan parafin blok, pemotongan jaringan dengan mikrotom, deparafinisasi,
antigen retrieval, dan pengecatan imunohistokimia. Kesalahan salah satu dari langkah ini

akan memberikan hasil pemeriksaan yang kurang baik.

Fiksasi yang kurang adekuat akan menyebabkan interprestasi yang salah pada
pengecatan. Sebagai contoh adalah terjadinya elusi, yaitu proses perpindahan reseptor
protein yang berasal dari inti sel larut ke dalam sitoplasma. Pada keadaan ini antigen
dapat terdeteksi di dalam sitoplasma sehingga pembacaan pewarnaan akan
menghasilkan positif palsu. Yang pada kenyataannya antigen tersebut seharusnya

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

Fiksasi jaringan dengan segera dan adekuat sangat esensial untuk
mempertahankan morfologi jaringan. Dalam proses fiksasi jaringan masih banyak faktor
yang mempengaruhi kualitas dari fiksasi itu, meliputi : pH, suhu, daya tembus cairan
fiksasi, volume cairan fiksasi, konsentrasi cairan fiksasi dan lamanya proses fiksasi.
Fiksasi yang tidak adekuat atau terlalu lama akan menurunkan kemampuan antigen

dalam mengikat antibodi. Fiksasi atau pengawetan jaringan bertujuan untuk
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menghentikan dengan segera proses biokimia yang terjadi didalam sel. Jaringan yang
masih segar dari opersi harus segera dimasukkan ke bahan fiksasi, keterlambatan fiksasi
jaringan akan menyebabkan dekompaosisi jaringan sehingga merusak morfologi jaringan
dan antigen sel. Selain itu fiksasi jaringan juga berfungsi untuk menambah afinitas
protoplasma terhadap pewarnaan, dan mempertahankan sel dari larutan hipotonis dan

hipertonis. (Farmilio, 2006)

Fiksasi formalin umumnya lebih baik dalam mempertahankan antigen
dibandingkan dengan bahan fiksasi yang lain.  Cairan fiksasi yang digunakan di Instalasi
Patologi Anatomi RSUD Dr.Soetomo selama ini adalah larutan formalin buffer yang
terdiri atas formaldehid 38-40%, air suling, sodium hidrogen fosfat dan disodium
hidrogen fosfat. Waktu optimum fiksasi menggunakan formalin tergantung ukuran blok
jaringan dan jenis jaringan. Fiksasi antara 18 sampai 24 jam cukup optimal untuk
mempertahankan jaringan. Fiksasi yang terlalu singkat menyebabkan timbulnya
perubahan warna ditepi Jaringan dan tidak ada sinyal warna ditengah jaringan. Fiksasi
yang terlalu lama akan menyebabkan penutupan seluruh epitop antigen sehingga
antigen tidak terdeteksi dengan antibodi, walaupun menggunakan tehnik antigen
retrieval.

Setelah dilakukan fiksasi, perlu dilakukan dehidrasi. Dehidrasi bertujuan
membuang air dan menggantinya dengan larutan organik. Dehidrasi dilakukan dengan
memasukkan jaringan kedalam alkohol dengan beberapa kosentrasi. Alkohol bersifat
hidrofobik, sehingga dapat menyerap cairan di dalam jaringan tanpa merusak struktur
jaringan. Proses dehidrasi yang tidak adekuat dapat menyebabkan denaturasi protein
oleh air, sehingga akan merusak struktur jaringan. (Farmilio, 2006)

Blok parafin merupakan salah satu cara pengawetan jaringan dimana kita dapat
memperoleh jaringan untuk bahan pemeriksaan histopatologi yang ukurannya lebih
besar, dapat bertahan lama, antigen yang terkandung dalam jaringan dapat
diselamatkan, dan penyimpanannya relatif mudah. Pembuatan blok parafin juga
bertujuan agar pemotongan jaringan dengan mikrotom menjadi lebih mudah. Beberapa
antigen tertentu tidak dapat bertahan dengan proses fiksasi dan pembuatan parafin
blok. Dalam hal ini dapat digunakan tehnik potong beku (frozen section ) untuk
pengecatan imunohistokimia. Pemeriksaan potong beku lebih baik dalam

mempertahankan fungsi enzim dan antigen jaringan dibandingkan dengan pembuatan
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parafin blok. Kerugian dari tehnik potong beku adalah : morfologi jaringan yang kurang
baik, resolusi yang buruk pada pembesaran yang tinggi dari mikroskop, dibutuhkan
penyimpanan yang khusus, tehnik pemotongan yang lebih sulit dan lebih tebal dengan
mikrotom karena kristal es tidak terpotong, dan keterbatasan preparat untuk disimpan
lebih lama. (Farmilio, 2006)

Deparafinisasi dilakukan setelah pemotongan jaringan. Deparafinisasi bertujuan
untuk membuang seluruh parafin yang ada pada jaringan. Deparafinisasi yang kurang
baik akan menghasilkan pengecatan yang kurang baik.

Inkubasi pengecatan imnohistokimia ini memerlukan waktu satu malam, inkubasi
ini memberikan kesempatan seluruh antigen dapat berikatan dengan antibodi.
Pemberian peroksidase | H;0; ) bertujuan menekan aktivitas peroksidase endogen,
dengan demikian akan mengurangi pewarnaan pada latar belakang jaringan. Kwalitas
peroksidase yang kurang baik akan menyebabkan hasil pewarnaan menjadi kurang
sempurna. Pemilihan bahan chromogen untuk memberikan perubahan warna harus
sesuai dengan label enzym yang dipakai. Pada penelitian ini dipakai enzym Horseradish
peroksidase ( HRP ) dan substrat diominobenzidine ( DAB ), karena bahan ini
memberikan intensitas pewamaan yang baik dan permanen. Kerugian dari bahan
chromogen ini adalah adanya aktivitas peroksidase endogen menyebabkan hasil
pewarnaan manjadi false positif. Tehnik pengecatan imunohistokomia pada penelitian
ini menggunakan metode tidak langsung, yang lebih baik dalam mengidentifikasi antigen

dibandingkan dengan metode langsung. (Farmilio, 2006)

Dari pembahasan mengenai proses peaparasi jaringan sampai pengecatan,
terlihat bahwa banyak sekali faktor-faktor yang dapat menyebabkan hasil pengecatan
imunohistokimia menjadi kurang sempurna. Untuk mendapatkan hasil pengecatan
imunohistokimia yang baik maka diperlukan bahan preparat jaringan yang baik, bahan-
bahan pengecatan yang baik, standarisasi kerja, dan tenaga yang terampil dan khusus

dibidang ini.
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7.3 Manfaat pemeriksaan Cyclin D1 dalam penentuan prognostik penderita karsinoma sel

skuamosa kepala dan leher.

Cyclin D1, atau yang yang dikenal juga dengan PRAD1, adalah protoonkogen yang
terletak pada kromosom 11q13 yang berfungsi untuk mengendalikan siklus sel pada
fase G1. Pada respon mitogen ekstraseluler, kadar Cyclin D1 meningkat dan bersama
sama CDK akan memediatori fase G1 melalui fosforilasi pRb. Overekspresi Cyclin D1
akan memperpendek fase G1 dan menurunkan ketergantungan prolifersi sel terhadap
mitogen. Zwijsen et al. (1996) menyatakan bahwa overekspresi Cyclin D1 pada sel epitel
kasinoma payudara akan mengalami pengurangan memasuki fase GO pada kondisi
growth factor yang terbatas sehingga hasil akhirnya terjadi akselerasi pertumbuhan sel.
Penelitian lainnya mengatakan bahwa deregulasi Cyclin D1 akan meningkatkan
agresifitas secara keseluruhan pada beberapa kanker tertentu dengan cara desensitisasi

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

Pada karsinoma sel skuamosa kepala dan leher, deregulasi Cyclin D1 telah diukur
dengan berbagai macam metode. Pada tingkat protein, beberapa penelitian telah
menilai ekspresi Cyclin D1 dengan pemeriksaan imunochistokimia. Pada tingkat DNA
dengan menggunakan teknik sitogenetik, analisa Southern blot, PCR dan FISH telah

digunakan untuk mengukur amplifikasi gen Cyclin D1. (Alavi et al. 1999)

Meskipun secara pasti Cyclin D1 sebagai faktor prognostik belum dikatakan
signifikan, tetapi beberapa bukti telah menunjukkan hubungan antara overekspresi
Cyclin D1 dengan prognostik yang buruk. Pada pasien-pasien yang secara klinis tidak
didapatkan kelenjar leher yang positif, ekspresi Cyclin D1 pada tumor primer
mempunyal risiko empat kali lebih besar ditemukannya kelenjar yang positif pada
pemeriksaan histopatologi kelenjar getah bening leher yang dilakukan RND. (Cappacio
et al. 2000). Bova et al. (1999) menyatakan bahwa overekspresi Cycin D1 dapat
meramalkan jeleknya interval bebas penyakit dan survival secara keseluruhan pada 148
pasien karsinoma lidah stadium | sampai IV yang dilakukan operasi (42 pasien
mendapatkan radioterapi post operatif). Sama halnya, Michalides et al. (1997)
mengemukakan bahwa overekspresi Cyclin D1 berhubungan dengan memendeknya
interval bebas penyakit pada 115 pasien karsinoma sel skuamosa kepala dan leher yang

dioperasi (73 pasien mendapatkan radioterapi post operatif). Pignataro et al. (1998)
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menyatakan bahwa overekspresi Cyclin D1 akan meningkatkan risiko kekambuhan dua
kali lipat pada 149 pasien karsinoma laring stadium | sampai IV yang dilakukan operasi
(63 pasien mendapatkan radioterapi post operatif). Setidaknya masih ada lima
penelitian lain yang mendapatkan pada pengamatan kohort dari 45 sampai 95 pasien
menunjukkan hubungan antara deregulasi Cyclin D1 dengan jeleknya prognosis
karsinoma sel skuamosa kepala dan leher. (Nogueira, 1998; Kyomoto, 1997; Bellacosa,
1996; Meridith, 1995; Lazar, 1998) Akhirnya, Yoo et al. (2000) mengemukakan bahwa
overekspresi Cyclin D1 pada 60 pasien karsinoma laring T1 dan T2NO yang hanya
dilakukan eksternal radiasi pada penelitan kasus kontrol mempunyai risiko untuk

mengalami rekurensi lokal yang lebih besar.

Penelitian-penelitian di atas membuktikan bahwa deregulasi Cyclin D1
mempunyai nilai prognostik yang penting dalam menilai interval bebas penyakit dan
survival secara keseluruhan pada karsinoma sel skuamosa kepala dan leher yang

dilakukan operasi dengan atau tanpa adjuvan radiasi.

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

skuamosa kepala dan leher.

Berdasarkan penelitian-penelitian yang menyatakan bahwa pada kanker terjadi
kegagalan sel dalam meregulasi siklusnya maka berkembang suatu pemikiran bahwa
dalam mengobati kanker selain pendekatan yang sudah ada, maka perlu dicari suatu
agen/ obat anti kanker yang berkerja pada regulasi siklus sel. Terapi ini ditujukan
langsung kepada Cyclin Dependent Kinase. Pada kanker terjadi pemendekan fase G1-5
dan terjadi amplifikasi gen Cyclin D1 pada karsinoma sel skuamosa, payudara, esofagus,
buli-buli dan paru. Cyclin D2 dan D3 juga mengalami overekspresi pada baberapa
karsinoma kolorektal. Cyclin D ini sangat berubungan dengan kinase-kinase CDK4 dan
CDK6 yang juga mengalami overekspresi pada beberapa kanker. Mutasi atau delesi CDK4
dan CDK6 inhibitor INK4 ditemukan pada familial melanoma, kanker traktus biliari,
esofagus, kepala dan leher, kanker paru non small cell, dan karsinoma ovarium. Inaktifasi

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

overekspresi pada beberapa karsinoma payudara dan leukemia.

Sejak 30 tahun terakhir, banyak penelitian yang berusaha mengendalikan dan
meregulasi siklus sel mulai pada sel jamur sampai akhirnya berkembang ke sel manusia.
Dari penemuan-penemuan ini, intervensi farmakologi terhadap siklus sel menjadi topik
yang menarik dalam membuat strategi melawan kanker karena kebanyakan sel kanker
menunjukkan penyimpangan dalam siklus selnya. Kunci utama siklus sel adalah protein
Retinoblastoma (pRb) yang akan terfosforilasi oleh CDK. CDK sendiri diaktifasi oleh
berbagai macam Cyclin dan secara alami akan diinaktivasi oleh Inhibitor of Cyclin
Dependent Kinase (INK) dan Kinase inhibitory protein (Kip). Maka dari itu penelitian
peran CDK dalam proliferasi sel kanker mengalami perkembangan dan sangat menarik
perhatian dalam dekade terakhir. Beberapa CDK inhibitor saat ini telah diteliti dan
dievaluasi melalui uji-uji klinis, termasuk golongan ini adalah flovopiridol, UCN-01 (7-
hydroxystaurosporine), R-roscovitine (CYC202, seliciclib), BMS-387032, Ro31-7453, dan
E7D70. Saat ini penelitian kiinis difokuskan pada kegunaan obat-obat tersebut sebagai

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

Aktifasi faktor-faktor yang menghambat CDK seperti p15(INK4) atau p27(Kip1) dan
inhibisi CDK merupakan cara yang potensial untuk menghambat jalur proliferasi sel yang
berlebihan pada sel-sel kanker. Dengan kata lain inhibisi Cyclin D1, Cyclin E, dan CDK
khususnya CDK4 dan CDKE& dapat menjadi sasaran terapi untuk menghambat

pertumbuhan kanker.
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BABB

KESIMPULAN DAN SARAN

KESIMPULAN

Ekspresi Cyclin D1 didapatkan pada semua karsinoma sel skuamosa kepala leher yang
diteliti dengan ekspresi dan intensitas imunostaining yang berbeda-beda sesuai dengan
derajad diferensiasinya.

Dengan nilai cut off 5% dari karsinoma sel skuamosa kepala leher yang diteliti
menunjukkan ekspresi Cyclin D1 yang positif sebesar 73,3%.

Terdapat korelasi yang bermakna antara ekspresi Cyclin D1 dengan grading histopatologi
pada karsinoma sel skuamosa kepala leher. Semakin jelek derajat diferensiasi sel, makin

kuat ekspresi Cyclin D1.

SARAN

Diharapkan adanya penelitian prospektif lebih lanjut mengenai Cyclin D1 sebagai salah
satu faktor prognostik karsinoma sel skuamosa kepala leher dengan faktor-faktor lain
yang mempengaruhi prognostik penderita karsinoma sel skuamosa kepala dan leher,
misalnya dengan terjadinya metastasis ke kelenjar getah bening leher dan sebagainya.
Dengan didapatkannya ekspresi Cyclin D1 pada karsinoma sel skuamosa kepala leher,
maka diharapkan dapat mendorong penelitian-penelitian lebih lanjut tentang
penggunaan inhibitor CDK sebagai salah satu modalitas terapi pada keganasan ini.
Diharapkan adanya penelitian lebih lanjut tentang ekspresi Cyclin D1 pada berbagai jenis

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

Meyer untuk menentukan grading karsinoma sel skuamosa

1. Spesimen hasil operasi segera difiksasi dalam larutan bufer formalin (kurang dari 1 jam)
dan segera dikirim ke laboratorium PA.,
2. Jaringan dipotong untuk difiksasi dengan ketebalan 0,5-1 cm agar penetrasi fiksatif
merata dan sempurna
3. Proses fiksasi
# Jaringan dimasukkan ke dalam cairan fiksatif minimal 5-10 kali volume jaringan

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

s Formaldehid 37-40% 100ml
* Aguades 900ml
* Natrium Fosfat Monobasik agr

* Natrium Fostat dibasik (Anhidrous) 6,5gr
minimal selama 6-36 jam.
e Kemudian jaringan ditiriskan dengan diletakkan pada kertas merang (tissue) atau
dibilas dengan air kran.
4. Proses dehidrasi, clearing, dan infiltrasi parafin.
* pengolahan jaringan yang sudah difiksasi sempurna untuk dibuat blok parafin
dilakukan secara manual dengan cara memasukkan jaringan yang telah difiksasi
tersebut ke dalam larutan alkohol 70% selama 30 menit, alkohol 70% selama 30
menit, alkohol 80% selama 30 menit, , alkohol 96% selama 30 menit, alkohol 96%
selama 30 menit, alkohol 100% selama 30 menit, alkohol 100% selama 30 menit,
dan alkohol 100% selama 30 menit.
e Kemudian dilakukan clearing dengan menggunakan xylol 1 selama 30 menit dan
xylol 2 selama 30 menit.
* Jaringan dimasukkan ke dalam parafin cair kemudian diinkubator/ dimasukkan
kedalam oven dengan suhu 55°C-57°C mulai jam 18.00-06.00.
5. Pembuatan blok parafin (embedded block)
6. Pemotongan blok parafin dengan mikrotom 3-5 mikron dan ditempelkan pada gelas
objek.

7. Sediaan dicelup dalam larutan xylol bak | selama 5 menit
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B. Pindahkan dalam larutan xylol bak Il selama 5 menit dan ke dalam larutan xylol bak |11,
selama 5 menit

9. Masukkan dalam alkohol 96% bak | dan Il masing-masing 2 menit, kemudian ke dalam
alkohol 80% selama 2 menit

10. Cuci dalam air mengalir selama t 10 menit

11. Masukkan dalam larutan meyer hematoksilin selama 15 menit

12. Cuci kembali dengan air mengalir selama 20 menit

13. Dimasukkan bak eosin 1% selama 1 menit

14, Dimasukkan dalam alkohol 80% selama 2 menit kemudian alkohol 90% bak Il dan IlI
masing-masing 2 menit

15. Terakhir dimasukkan dalam xylol bak |, II, dan Ill masing-masing 5 menit

16. Ditutup dengan cover glass

17. Pembacaan




Lampiran 2. Cara pemeriksaan imunohistokimia untuk medeteksi Cyclin D1

1. Slide ditempatkan dalam rak pengecatan dan dilakukan dewax (deparanifikasi) dengan
xylol sebanyak 3 kali, masing-masing selama 3 menit.

2. Hidrasi dengan:

a. Alkohol absolut 100% selama 3 menit
b. Alkohol 96% selama 3 menit
c. Alkohol 70% selama 3 menit

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

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

5. Dilakukan blok peroksidase endogen dengan H,0; 3%. Bilas dengan buffer sitrat 10mM,
pH 6,0.

6. Dilakukan blokade biotin Endogen dengan menggunakan Avidin-Biotin blocking kit (Dako
Corp.), inkubasi selama 5 sampai 10 menit, dicuci dengan Tris HCl buffer pH 7,6 sebanyak
2 kali, masing-masing selama 3 menit.

7. Ditetesi primary antibody menggunakan antibodi monoklonal Cyclin D1 mencit (Dako
Cytomation) dengan dilusi 1:50, inkubasi selama 1 jam, dibilas dengan Phosphate
Buffered Saline sebanyak 2 kali, masing-masing selama 3 menit.

8. Ditetesi IgG Biotin diikuti Streptavidin-HRP, inkubasi selama 30 menit, dicuci dengan
buffer sitrat pH 6,0 sebanyak 2 kali, masing-masing selama 3 menit.

9. Inkubasi dalam 3-amino-9-ethylcorbazol selama 5 sampai 10 menit, dicuci dengan
agquades sebanyak 2 kali, masing-masing selama 3 menit.

10. Dilakukan counterstain dengan Meyer Hematoxyllin sebanyak 2 kali, masing-masing
selama 5 menit, dicuci oguodest, kemudian dilanjutkan ke air mengalir sebanyak 2 kali,
masing-masing selama 5 menit.

11. Ekspresi Cyclin D1 tampak sebagai warna merah di daerah sitoplasma sel.

12. Sediaan diinterprestasikan oleh ahli imunohistokimia dan peneliti yang sebelumnya
telah dibimbing oleh senior ahli imunohistokimia

13. Dilakukan pemeriksaan sebanyak 5 lapangan pandang dengan pembesaran 400x dan
dihitung secara semi kwantitatif berapa persen jumlah inti sel yang menunjukkan
ekspresi protein Cyclin D1 serta intensitasnya yang tampak pada setiap lapangan

pandang.
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PENELITIAN IMUNOHISTOKIMIA

A drIGNATIUS HUMPHREY (CYCLIN D1)

NO.| NOPA | BLOK | DIFF — PEME‘R'KSM'L” HC - KETERANGAN
174620007 |V D 50 10 30 |Folo
2T 44407 [l MD : 50 10 30 |-

3[T 222806 |V ) - 80 20 20 |-

4[T.5177/06 il MD 5 60 . a0 |Folo

5T 4728/06 IV MD 20 50 0 1-

6T 3495/07 |- PD 20 60 10 T

71T 1242/07 |i UD 40 50 0 1-

8[T 3084/07 |I UD 70 20 10 |Folo

9[T 5475/07 1[I UD 50 70 10 20 |Foto
70T 5080/07 |l UD 70 10 p 20 |Foto
11|T.5081/07 |1 UD 70 20 : 10 [Foto
12|T 5076/06 |Vl WD 50 10 - 20 -
13|T.3866/06 |1 WD . 20 80 20 |Foto
14T 3923/06 |1 WD : 10 80 0 -
15(T 2178/06 |1 WD : 30 70 0 |Folo
16]T.1162/06 |IV WD s 40 40 20 |-
17T 3462/07 |1V WD - 20 50 20 |-
18|T.3778/07 |SVC 1 |WD 20 20 7 80 |-
19[T 46107 |IV WD 20 20 . 50 |-
20(T.056/07 [V WD 40 10 : 50 |Foto
21[T 4329007 il WD 20 20 - 20 |Folo
22T 1507/07 il WD 20 20 10 50 |Foto
23[T 433107 I WD 20 20 10 50 |-
24|T 2798/07 Il WD 10 - - 90 |-
25/ 6098/06 |ill WD 10 : : 90 |-
26(T.4728/07 Il MD 30 50 10 0 |-
27|T 3726/07 |l MD 20 30 20 30 |-
28T 766/07 I UD 50 30 0 - =
29[ 5081/07 I UD 50 T E = "
30[T 4279/07 |0 UD 70 20 0 1- :

Surabaya, 18 Februari 2006

Ketua Divisi Imunohistokimia Departemen Patologi Anatomi
FK Unair/ RSU Dr.Soetomo Surabaya

LAB A

1. PrcProfiDriuliatrkided A.dn. MS,SpPA(K),FIAC
SURABAYA
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Lampiran 4. Sampel Penelitian Korelasi Ekspresi Cyclin D1 Dengan Grading Histopatologi Karsinoma Sel Skuamosa Kepala Dan Leher

Umur ) ) Pemeriksaan Imunohistokimia Cyclin D1
No | Gender (thn) No.DMK No.PA Diagnosis Groding Kuat | Sedang | Lemah | Negatif Skor
%) | () | (%) | (%)

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

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

3 | Laki-laki 57 10593274 | T.2228/06 | Ca Lidah Moderately Diff. - &0 20 20 (3x2)H2x1)+{1x0) 7

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

5 | Laki-laki 42 | 10632731 | T.4728/06 | Ca lLaring Moderately Diff. 40 50 - 10 {2x3)+(2x2)+{1x0) 10

6 | Laki-laki 65 10714354 | T.3485/07 | Ca Masal Poorly DIff, 20 60 10 10 {13} +{322)+( 1x1)+(0x0) 10

7 | Laki-laki 30 10491760 | T.1242/07 | Ca Nasal Undifferentiated 40 50 - 10 {2x3)+{2x2)+( 1x0) 10

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

9 | Laki-laki 71 10760861 | T.5475/07 | Ca Nasofaring | Undifferentiated 60 pli] 1o 20 (33 )+ 1x2)H 1x1}+{ 1x0) 12
10 | Laki-laki 40 10757804 | T.5080/07 | Ca Masofaring | Undifferentiated j0 10 - 20 (3n3)+{1x2)+H 1x0) 11
11 | Laki-laki L 10757081 | T.5081/07 | Ca Masofaring | Undifferentiated 70 20 - 10 (3x3)+{1x2)+ 1x0) 11
12 | Laki-laki 55 10638285 | T.5076/06 | Ca Laring Well Diff. 50 10 - 40 (2x3)+{1x2)+{ 2x0) 8
13 | Laki-laki 46 10606454 | T.3886/06 | Ca Maksila Well Diff. - 20 60 20 (1x2)+{3x1 )+ 1x0) 5
14 | Laki-laki 57 10623118 | T.3923/06 | Ca Gingiva Well Diff. - 10 80 10 (1x2)+H3x1)+(1x0) 5
15 | Laki-laki 58 10586608 | T.2178/06 | Ca Laring Well Diff. - 30 70 - (2x2}+3x1) 7
16 | Laki-laki 79 - T.1162/07 | Ca Gingiva Well Diff. - 40 40 20 (2x2)+H2x1)+{1x0) 6
17 | Laki-laki 57 - T.3462/07 | Ca Gingiva Well Diff. - 20 60 20 (1x2)+3x1)+{1x0) 5
18 | Wanita 43 10733541 | T.3778/07 | Ca Lidah Well Diff. 20 20 - 60 (1x3)+{1x2)+{3x0) 5
19 | Wanita 37 10679235 | T.461/07 | Ca ldah Well Diff, 20 20 - 60 {1x3)#{1x2)+(3x0) 5
20 | Laki-laki 65 10667892 | T.056/07 | CalLaring Well Diff. 40 10 - 50 (3x3)+{2x1) B
21 | Laki-laki 41 10733808 | T.4329/07 | Ca Laring Well Diff. 20 40 - 40 (1x3)+{2x2)+(2x0) 7
22 | Laki-laki 65 10672824 | T.1507/07 | Ca Laring Wel| Diff. 20 20 10 50 (133 )+ 1x2)+{ 1x1)+{ 20} 6 |
23 | Laki-laki 71 10740606 | T.4331/07 | CaGingiva Well Diff. 20 20 | 10 50 {1x3)+{ 1x2)+H 1x1)H 2%0) 6
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Umur Pemeriksaan Imunohistokimia Cyclin D1
No | Gender (thn) No.DMK No.PA Diagnosis Grading Kuat | Sedang | Lemah | Negatif
(%) (%) (%) (%) Skor
24 | Laki-laki 63 10595244 | T.2798/07 | Ca Laring Well Diff. 10 - - a0 {1x3)+3x0) [ 3
25 | Wanita 59 10662862 | T.6098/06 | Ca Lidah Well Diff. 10 - - S0 {1x3)+3x0) 3
26 | Lakilaki | 42 | 10632731 | T.4728/07 | ca laring Moderately Diff. | 30 50 10 10 | (2x3)+2x2)+{1x1)#{1x0) 11
27 | Laki-laki 64 10620828 | T.3726/07 | Ca Laring Moderately DIff, 20 30 20 30 (1x3)H 2x2 )+ 1x1 |+ 2x0) 3]
28 | Wanita 46 10655252 | T.766/07 | Ca Tonsil Undifferentiated &0 20 10 0 (33|22} +{1x1) 14
29 | lakidaki | 44 | 10757081 | T.5081/07 | Ca Nasofaring | Undifferentiated | 60 w0 | o | o | (a3M22) 13
30 | Laki-iaki 61 10684563 | T.4279/07 | Ca Laring Undifferentiated 70 20 10 0 (3x3)H1x2)+{1x1) 12|
20 | Laki-laki 65 10667892 | T.056/07 | Ca Laring Well Diff. 40 10 - 50 (23] +H{1x2)+{2xD) 8
21 | Laki-laki 41 10733808 | T.4329/07 | Ca Laring Well Diff. 20 40 - 40 (1x3)}H2x2}+ 2x0) 7
22 | Laki-laki B5 10672824 | T.1507/07 | Ca Laring Well Diff. 20 20 10 50 {1x3)+{1x2)+{ 1x1)+{ 2x0) 6
Keterangan:

Ekspresi ini digolongkan menjadi 4 bagian yaitu (Lam,2005)
0 : Bila pengecatan terhadap Cyclin D1 tidak tampak atau tampak positip kurang dari 5% pada rata-rata presentase dari 5 lapangan pandang yang dilakukan secara

Intensitas immunostaining juga ditentukan secara semikuantitatif dengan nilai (Kouraklis, 2006):

acak dengan pembesaran 200x.

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

2+ : Bila pengecatan terhadap Cyclin D1 tampak (positip), dengan presentase rata-rata area yang positip antara 20%-50% dari 5 lapangan pandang yang dilakukan
secara acak dengan pembesaran 200x

3+ : Bila pengecatan terhadap Cyclin 01 tampak (positip), dengan presentase rata-rata area yang positip lebih dari 50% pada 5 lapangan pandang yvang dilakukan
secara acak dengan pembesaran 200x

0 : negatif
1+ : lemah
24 :sedang

A+ : kuat

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

Statistics
UMUR Cyclin D1
N Valid 30 30
Missing 0 0
Mean 536333 8.1000
Median 57.0000 7.5000
Std. Deviation 12,9495 30212
Minimum 26.00 3.00
Maxirmum 79.00 14.00
SEX
Cumulative
Frequency | Percent [ Valid Percent Percent
Valid  Laki-laki 26 86.7 B6.7 BB.7
Perempuan 4 133 13.3 100.0
Total 30 100.0 100.0
PA
Cumulative
_ Frequency | Percent | Valid Percent Percent
Valid Ca Gingiva 4 133 13.3 133
Ca Laring 12 40.0 40.0 533
Ca Lidah 4 13.3 13.3 66.7
Ca Maksila 1 33 33 70.0
Ca Nasal 3 10.0 10.0 80.0
Ca Masofaring 5 16.7 16.7 86.7
Ca Tonsil 1 33 33 100.0
Total 30 100.0 100.0
Grading
Cumulative
Frequency | Percent | Valid Percent Percent
ali diff 14 46,7 46.7 457
Moderatelly diff 7 233 233 70.0
poorly/undiff g 30.0 30.0 100.0
Total 30 100.0 100.0




Cyclin D1

Cumulative
Frequency | Percent | Valid Percent Percent
Valid 3.00 2 6.7 6.7 6.7
5.00 5 16.7 16.7 233
6.00 4 133 13.3 w7
7.00 4 133 133 500
B.00 3 10.0 10.0 60.0
10.00 3 10.0 10.0 0.0
11.00 5 16.7 16.7 887
12.00 2 6.7 6.7 893.3
13.00 1 3.3 33 86.7
14.00 1 33 3.3 100.0
Total 30 100.0 100.0
PA * Grading Crosstabulation
Grading
Moderatelly
Well-diff diff pooryfundifi Total
[PA  CaGingiva Count 4 3
%% within PA 100.0% 100.0%
Ca Laring Coum L] 5 1 12
% within PA 50.0% 41.7% 8.3% 100.0%
Ca Lidah Count 3 1 4
% within PA 75.0% 25.0% 100.0%
Ca Maksila Count 1 1
% within PA 100.0% 100.0%
Ca Nasal Count 3 3
% within PA 100.0% 100.0%
Ca Nasofaring Count 1 4 5
% within PA 20.0% 80.0% 100.0%
Ca Tonsil Count 1 1
% within PA 100.0% 100.0%
Total Count 14 7 9 30
% within PA 46.7% 23.3% 30.0% 100.0%
SEX ® Grading Crosstabulation
Grading
Maoderatelly
i Well-diff diff | poorly/undiff Total
SEX Laki-laki Count 11 7 8 26
% within SEX 42.3% 26.9% 30.8% 100.0%
Perempuan Count 3 1 4
% within SEX 75.0% 25.0% 100.0%
Total Count 14 T 9 30
% within SEX 46.7% 23.3% 30.0% 100.0%
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Descriptives

UMUR
M Mean Std. Deviation | Std. Emror | Minimum | Maximum
Well-diff 14 57.2857 11.4114 3.0498 37.00 79.00
Moderatelly diff T 54 2857 11.1313 42072 42.00 71.00
poorlyfundiff 8 47 4444 15.3785 51265 26.00 71.00
Total 30 53.6333 12.8485 2.3642 26.00 79.00
Descriptives
Gradi Statistic
in D1 ] Mean 5.6428
Median 5.5000
Std. Deviation 1.5495
Minimum 3.00
Maximum B.00
Moderatelly diff Mean B.5714
Median B.0000
Std. Deviation 20702
Minimum 6.00
Maximum 11.00
poorhyfundiff Mean 11.5556
Median 11.0000
Std. Deviation 1.3333
Minimum 10.00
Maximum 14.00
Nonparametric Correlations
Correlations
Gradin Cyclin D1 UMUR
Spearman's rho _ Grading Cumhﬁunm“—ﬁgﬁ £ 840 -273
Sig. (2-1ailed) ; J0oo 44
N a0 30 30
Cyclin D1 Correlation Coefficient B840 1.000 - 175
Sig. (2-tailed) .000 ; 354
N 30 30 30
UMUR Correlation Coefficient =273 =175 1.000
Sig. (2-tailed) 144 354 )
N a0 30 a0

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




Descriptives

» SEX Statistic
Cyclin D1 Laki-laki Mean B.3077
Median B8.0000
Std. Deviation 27085
Minimum 3.00
Maximum 13.00
Perempuan  Mean 6.7500
Median 5.0000
Std. Daviation 4.9244
Minimurn 3.00
Maximurm 14.00
NPar Tests
Mann-Whitney Test
Ranks
SEX N Mean Rank | Sum of Ranks
Cyclin D1 Laki-laki 28 16.29 423 50
Perempuan 4 10.38 41.50
Total 30
Test Statistics®
Cyclin D1
Mann-Whitney U 31.500
Wilcoxon W 41,500
Z -1.261
Asymp. Sig. (2-tailed) 207
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig )] 2200

&. Not corrected for ties.
b. Grouping Variable: SEX




Crosstabs

Case Processing Summary

Cases
Valid Missing Total
- _ N Percent N Percent N Percent
Grading " Cyclin_D1 30 100.0% 0 0% 30 100.0%
Grading * Cyclin_D1 Crosstabulation
Count
Cyclin_D1
. - ad Total
Grading  well diff 5 9 14
mod diff 3 4 7
poorfundiff 0 9 ]
Total g 22 30
Chi-Equare Tests
Asymp. Sig.
- Value df {2-sided)
Pearson Chi-Square 47972 2 091
Likelihood Ratio 6.985 2 030
Linear-by-Linear
Association 2998 1 083
N of Valid Cases 30
a. 3 cells (50.0%) have expected count less than 5. The
minimum expected count is 1.87.
Symmetric Measures
Asymp.
_ Value Std. Errof” | Approx. T | Approx. Sig.
Nominal by Nominal _ Contingency Coefficient AT .091
Interval by Interval Pearson's R 322 A27 1.797 .083¢
Ordinal by Ordinal Spearman Correlation 305 RES 1.696 01
N of Valid Cases 3o

8. Not assuming the null hypothesis.
b. Using the asympiotic standard error assuming the null hypothesis,
C. Based on normal approximation.
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