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Abstract

Tongue sqguamous cell carcinoma. @ relatively drequent malignaney in the oral cavity, has a great
tendency to metastasizé 1o regional-lymph nodes thar worsens the prognosis=of the discase. The anti
metastasis gene NM25_encodes a 17 KIF evtoplasiue and nuclearsproteins, has shewn controversy
behapior. as metasiatie suppressor in human'cancer, An observational studyusiite immunohistochemical
staning methed with LSAB (~) technique'was conducted’en 41 parafiim block specimens to show the
relatiopship between significance of the expression of NM23 protein as a“marker for cancer metastasis
and the staging, cancer grading and the pesitive regional, head and neck™lymph nodes. Statistical
significance of difference was evaluatedwsing Chi sgquarestest {p=0.01). The result showed that there was
an inverse relationship between/expresstornyof NM23 protein and the cancer grading as well as frequency
of the pesitive recional head'and neck lymph nodesssupporting the roidsof NM23 as metastasis
suppresser-factor that mayv be useful for predicting 1ongue squamous cell carcinomametastasis.
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Pendahuluan Steeg et al tahun 1988 sebagal gen penekan
inetastasis kanker pada pwrine melanoma

Mctastasis ke kelemjar gefah bening celbines =¥ Sampai saat ini telah dapat
merupakan faktor vang -pating penting diisolasipsebanyak lima gen NM23 pada
dalam menentukan prognosis penderita manusia, vaitu NM23-H1 sampai NM25-
karsinoma kepala dan leher termasuk H5." Gen NM23-H1 dan NM23-H2 vang
karsinoma rongga mulut. Karsinoma fidah 88% homolog terdapat pada Kromosom
mempunval  isidensi  bermetastasis ke 17g21-22.3. gen NM23-H3 dan NM23-H4
kelenjar getah bening lebih besar dari vang tidak homolog terdapat pada
kgrsinoma pada bagian rongga mulut kromosom 16q13 dan 16p13.3 serta gen
lainnya, karena banyaknya anyaman NM23-HS5 pada kromosom S5q23-31.°

iimfatik dan struktur anatominya, dengan

L , - S Protei < i 1
insidensi antara 15 % sampai 75 % rotein produk gen NM23 dikenal dengan

_ , beragam scbutan seperti AWD (abnormal
hﬂerganlung pada perluasap k'fmker primer. wing disc; vang ditemukan pada lalat
Gen NM23 pertama kali dilaporkan oleh Drosophila. faktor [ (inhibitor diferensiasi)
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dan faktor PuF (faktor transkripsi pada gen
c-myc), termasuk dalam suatu keluarga
besar protein dengan berat molekul 16-20
kD vyang mempunyai aktifitas NDPK
fnucleoside diphosphate  kinase), yaitu
enzim yang terdapat pada hampir semua
bagian sel yang berfungsi mengkatalisis
fosforilasi  5°  triphosphate  necleoside
(NTF)y menjadi 5 diphosphate nucleoside
melalui mekanisme bolak balik dengan
perantaraan enzim fosforilasi oksidatif

berenersi tinggi.® Enzim NDPK berperan
pada proses transduksi sinyal dari membran
sel ke inti sel melalui jalur aktifasi protein
G dan P21 serta berfungsi pada pembelahan

sel dan mempertahankan _béntuk sel.?
Protein produk gen NM23 mempunyai
implikasi dalam proliferasi dan difcrensiasi

sel serta terjadinya kanker. B Fungsi
keberadaan gen < NM23 . dan " produk
proteinnya pada kanker manusia masih
menunjukkan kontroversi, beberapa laporan
menunjukkan. * terdapat kaitan  antasa
tingginya ekspresi gen NM23 dan produk
proteinnya’ dengan " rendahnya  potensi
metastasis. kanker, sedangkan laporan [ain
menunjukkany hasiloSebaliknya. Sebab itu
penting artinya untuk menentukan ekspresi
protein gen NM23 sebagai petanda untuk
metastasis’. penyakit okanker, khususnya
karsinoma sel skuamosa lidah.

Tujuan  dari penelitian i adalah
untuk mempelajari ekspresi protein produk
gen NM23 pada karsinomassel skitamosa
lidah derigati metode pulasan
imunohistokimia  padaipjaringan (yang
dipendam dalam blok parafin.

Bahan dan Cara Kerja

Sebanyak 41 jaringan blok parafin
karsinoma sel skuamosa lidah yang
diperoleh dari Bagian Patologi Anatomi
Fakultas Kedokteran Universitas
Padjadjaran/RS Perjan dr Hasan Sadikin
Bandung antara tahun 1990-2000 melalui
teknik purposive sampiing berdasarkan
kriteria kelengkapan dan kelaikan jaringan
blok parafin maupun kelengkapan formulir
rujukan ke bagian Patologi Anatomi diikut
sertakan dalam penelitian ini. Dari blok
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parafin yang representatif kemudian dibuat
tiga sediaan baru, satu sediaan untuk
pulasan hematoksilin eosin, yaitu untuk
penilaian ulang diagnosis histopatologis,
satu sediaan untuk pulasan
imunchistokimia terhadap protein  gen
NM23 serta satu sediaan untuk konirol
negatif. Data perluasan anatomi kanker
primer {TNM) dan positifitas kelenjar getah
bening regional kepala dan leher yang
diperoleh dari data rekam medis. Stadium
kanker diklasifikasikan berdasarkan sistem
TNM dari American Joint Committee on

Cancer/AJCC” , dan gradasi karsinoma sel
skuamosa lidah dibagi menjadi gradasi |
(berdiferensiasi baik), gradasi 1
(berdiferensiasi sedang) dan gradasi Il
(berdiferensiasi  buruk)  menggunakan
klasifikasi diferensiasi histologis dari World

HealthOrganisation/ WHO .

Ekspresi’ protein gen NM23 pada
jaringan karsinoma _sel’ skuamosa lidah
dievaluasi melalui pulasan imunohistokimia
dengan metode labeled strepiavidine biotin
plus (LSAB®, plusy(DakoCorp. Denmark).
Blok parafin tiaprsampel dipotongsdengan
Ketebalan.4 mikron ditempatkan pada sifane
slides |, kemudiaan dilakukan deparafinisasi
dalam! Jarutan xvlerme, Prosedur  antigen
retrieval s dilakukan ~melalui™ pemanasan
preparat di daiam oven niicrewave dengan

suliu-60"C selama 20 menit dalam medium
buffer AIC|, 4%, Untuk menghilangkan
peroksidase . endogen, ‘sediaan direndam
dalam H. 05 3% sclama 5 menit. Antibodi

primecmonoklonalt NM23-H1  (NM301
Santa  Cruz  Biotech.  Inc,CAUSA)
diencerkan 1:50 dan sediaan diinkubasikan

pada  suhu 37°Cr selama 60 menit.
Kemudian wsediaan  diinkubasikan dalam
biotn lubelled swine anti rabbit Ig antibody
dengan pengenceran 1:300 selama 45 menit
pada suhu kamar. Tahap selanjutnya,
sediaan diinkubasikan dalam streptavidin
dengan pengenceran 1:500 selama 30 menit
pada suhu  kamar dan  akhirnya
diaplikasikan 0,05% DAB(3.3"
diaminobenzidine tetrachloride) dengan
pulasan pembanding (counter siaining)
hematoksilin Mayer. Kontrol positif adalah
jaringan karsinoma payudara dan kontrol
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negatif adalah  dengan  mensubstitusi
antibodi primer dengan larutan phosphate
buffer saline/PBS. Evaluasi ekspresi protein
NM23 dilakukan secara semikuantitatif
dengan penilaian sebagai berikut, yaitu
ekspresi negatif (0%)., jika tidak ada sel
jaringan karsinoma sel skuamosa lidah yang
imunopositif; ekspresi fokal (+1), jika
kurang dari 20% sel jaringan karsinoma sel
skuamosa lidah yang imunopositif; ekspresi
heterogen (+2), jika 20-50% sel karsinoma
sel skuamosa lidah yang imunopositif dan
ekspresi difus (+3), jika lebih dari 50% se
karsinoma sel skuamosa lidah
imunopositif. Persentase sel ka
imunoreaktifitas positi
mikroskop caha
200x dari sely
skuamosa lid
Data yan
statistik ¢
<0,01.

Hasi

gen aNivI23
kars amosa ah} tera
secard ama pada sitoplasma
dan g i8€] (Gambar .

Gambar 1. Imunopositifitas ekspresi protein
gen NM23 pada karsinoma sel skuamosa
lidah

A.  Sel-sel karsinoma menunjukkan
imunopositifitas  kuat terhadap protein
NM23 (Pembesaran 100 x)
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Persentase ekspresi protein gen
NM23 pada karsinoma sel skuamosa lidah
lebih dominan pada ekspresi fokal dan
negatif, masing-masing sebanyak 31,7%.
Sedangkan persentase ekspresi difus
sebanyak 14,6% dan ekspresi heterogen
sebanyak 22% (Tabel 1).

Positifitas  kelenjar getah bening
regional kepala dan leher pada karsinoma
sel skuamosa lidah ditemukan sebanyak 21
kasus (51.3%). yaitu sebanyak 2 Kkasus
(4,9%) pada ekspresi protein gen NM23
heterogen, 9 kasus (22%) pada ekspresi
fokal, 10 kasus (24,4%) pada ekspresi
eoatif serta tidak ditemukan pada ekspresi
2 5. (Tabel 1).
adrat menunjukkan adanya
gan antara ekspresi
pada karsinoma sel
gradasi kanker dan
bening regional
n stadium tidak
(p>0,01).

terhadap

B.  Imunopositifitas  kuat
protein NM23 terutama pada sitoplasma
dan inti sel karsinoma (Pembesaran 200 x)
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Tabel 1. Hubungan ekspresi protein gen NM23 pada karsinoma sel skuamosa lidah
dengan stadium, gradasi dan positifitas kelenjar getah bening regional kepala dan leher

Protein . ; _ Positifitas KGB
terkait Ekspresi Frekuensi Stadium (p>0,01) | Gradasi (p<0,01) regional
kanker (%) kepala dan leher
(p=<0.01)
1o lm ||l I [ 1 | Positif | Negatif
Difus 6(14,6%) |2 3 | 0 6 0 0 0 6
NM23 | Heterogen 9 (22%) |1 3 4 1 6 3 0 2 7
Fokal 13(31,7%) 3 7 3 9 4
Negatif 13(31,7% 0 4 9 10 3
Jumlah 12 21 20
getah bening regional
Pembahasan 3 kanker kepala dan

Perk
progtesi
berkait
geneti C ekut aktifasi on
seluler § ‘ an
Gen uatu ge
men tas peneka
metas dan spresi
menunjt elasi  terbalildy deng
potengiy metastatilyg'pada sejundlah ‘al
manu an  gen D3
komple roses meta
oleh b dan bertolak De
beberapa ifan _pa
Protein ge
peningkatan 4"
bila dibang
sekitarnya®
disebabkan oleh aK
karsinogenesis karena
kanker akan menginduk

ekspresi gen NM23.* Dengan berlanjut
proses atau tahapan karsinogenesis, maka
akan terjadi penurunan ekspresi gen
NM23." Peran anti metastasis gen NM23
dapat berasal dari terjadinya disregulasi

proses apoptosis pada jaringan kanker. 1
Gradasi kanker merupakan gambaran

histopatologis yang menunjukkan derajat

diferensiasi  kanker dan  menentukan

prognosis penyakit‘b Terabanya atau
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qtor metastasis (N)

ing tersebut. ¥

Penelitian kkan  adanya
2 resi protein
gen NM23 d anker dan
pOsi (& ng regional
epala glitian  ini
menaiigikkan ; sinoma sel
skiramosa lidah an ekspresi
pr@tein gen N erogen dan
fo ternyata memptnyat gratlasi kanker
n@utelatif lebih B ngkan dari
a sel skua idah yang
kkan eksp 23 negatif.

pula pad atan terhadap
m Wr getah bening
&pe leher, yang

elkuensi positifitas
o onal kepala dan
tinggi pada karsinoma
1ciah yang menunjukkan

negatif. Maka dapat
bahwa penurunan  ekspresi
protem gen NM23 pada karsinoma sel
skuamosa lidah secara empiris terbukti
memperburuk  gradasi  kanker  dan
meningkatkan positifitas kelenjar getah
bening regional kepala dan leher, yang
secara  klinis  merupakan  indikator
terjadinya metastasis ke kelenjar getah
bening. Dengan demikian, maka protein
gen NM23 diduga kuat merupakan faktor
penekan metastasis yang dapat digunakan
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