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ABSTRAK

Nama : Rosakawati
Program Studi : Ilmu Biomedik kekhususan Onkologi
Judul : Ekspresi Ki-67 sebagai petanda proliferasi pada

karsinoma sel basal tipe agresif dan non agresif

Tujuan Pemeriksaan:

Membuktikan bahwa KSB tipe agresif menunjukkan ekspresi Ki-67 lebih tinggi
dibandingkan dengan yang non-agresif,

Material dan Metode:

Pada penelitian ini didapatkan sampel sebanyak 46 blok parafin jaringan KSB tipe
agresif dan non-agresif di Instalasi Patologi Anatomi RS Kanker “Dharmais” yang
memenuhi kriteria inklusi mulai tahun 1995 — 2008 serta dapat dilacak rekam
mediknya untuk dapat diperiksakan ekspresi Ki-67 secara imunohistokimia..
Analisa data karakteristik pasien dari sampel tersebut dilakukan secara bivariat
berdasarkan kelompok umur, jenis kelamin, jenis histopatologi.

Hasit:

Rerata umur 61.30 £+ 11.97 tahun dengan median 61.50 tahun, pasien termuda
berurnur 24 tahun dan tertua 84 tahun. Berdasarkan kelompok umur didapatkan
hasil sebanyak 16 pasien ( 34,8%) berumur kurang dari 60 tahun dan 30 pasien (
65,2%) berumur lebih atau sama dengan 60 tahun. Pembagian berdasarkan jenis
kelamin dari 46 pasien, laki-laki berjumlah 14 (30,4%) dan perempuan 32
(69,6%). Ekspresi Ki-67 positif pada KSB sebanyak 29 (63%) dari 46 pasien dan
ekspresi negatif 17 (37%) dani 46 pasien, dengan pembagian pada tipe agresif
terdapat 23 (50%) dari 46 pasien dan tipe non agresif 12 (26%) dari 46. Ekspresi
Ki-67 negatif pada tipe agresif sebanyak 6 (13%) dari 46 pasien dan 5 (11%) dart
46 pasien tipe non-agresif. KSB tipe agresif menunjukkan ekspresi Ki-67 lebih
tinggi 79,3 1% dibandingkan dengan KSB tipe non agresif 70,59%.

Kesimpulan:

KSB tipe agresif menunjukkan ekspresi Ki-67 lebih tinggi 79,31% dibandingkan
dengan KSB tipe non agresif 70,59%. Hasil uji statistik diperoleh p value 0.097.
Ada perbedaan proporsi kejadian KSB antara yang negatif dengan positif. Dari
hasil analisis diperoleh OR 1.597, artinya KSB agresif mempunyai peluang 1.597
kali dibanding dengan KSB non agresif

Kata Kunci:
Karsinoma sel basal, agresif dan non agresif, proliferasi, imunohistokimia, Ki-67.
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ABSTRACT

Name : Rosakawati
Program Study : Biomedic Science (Major Oncology)
Title : Expression of Ki-67 as a proliverative marker in

Aggressive Basal Cell Carcinoma and Non-Aggressive

Purposed: To prove that aggressive type basal cel carcinoma shows Ki-67
expression higher than non aggressive type.

Method: In this study obtained samples of 46 paraffin blocks of Dharmais
Cancer Center that the criteria of inclusion from the year 1995-2008 to be
assessed Ki-67 expression in histochemistry. Patient characteristics of the data
analysis was performed by bivariate sample based on age groups, types of sex,
type of histopathology.

Result: Rerata age of 61.30 £ 11.97 years with a median of 61.50 years, Patient
24 years old the youngest and the oldest 84 years. Based on the results obtained
ages of 16 Patient (34.8%) aged less than 60 years and 30 Patient (65.2%) aged
more than or equal to 60 years. Distribution based on the type of sex from 46
Patient, 14 men (30.4%) and 32 women (69.6%). The results of expression of Ki-
67 negative on aggressive type of 6 (13%) of 46 patients and 5 (11%) of 46
patients with non-aggressive type. Aggressive type of BCC, Ki-67 expression is
higher by 79.31% compared to non-aggressive type of BCC 70.59%.

Conclusion:  Aggressive type of BCC, Ki-67 expression is higher by 79.31%
compared to non-aggressive type of BCC 70.59%. Results obtained by statistical
test p value of 0097. There is a difference between the proportion of negative
events with BCC positive. The results of analysis OR 1597, that means aggressive
BCC has chance BCC 1.597 times compared with non-aggressive.

Key words:
Basal cell carcinoma, aggressive and non-aggressive, proliferation,
immunohistochemistry, Ki-67
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BAB I
PENDAHULUAN

1.1. Latar belakang
Karsinoma sel basal (KSB) adalah keganasan sel tidak berkeratin

berasal dari sel basal di epidermis yang merupakan kanker kulit non
melanoma.! Pada umumnya terjadi pada usia di atas 60 tahun namun saat ini
didapati pada usia yang lebih muda.’

Karsinoma sel basal memiliki problem penting dalam kesehatan
masyarakat meskipun angka mortalitasnya rendah karena dapat menyebabkan
destruksi lokal. Insiden tahunan diperkirakan sekitar 45% dari semua
keganasan dan merupakan 70% dari keganasan kulit®® Ada perbedaan
insiden KSB baik secara geografis dan sukn bangsa’  Walaupun KSB
merupakan kanker kulit tersering pada ras berkulit putih namun pada kulit
gelap dan Asia-India adalah keganasan kulit tersering nomor dua. ® Data
Registrasi Rumah Sakit Kanker “Dharmais” pada tahun 2008 mendapatkan
bahwa dalam sepuluh tahun terakhir kanker kulit masuk dalam sepuluh
keganasan tersering.”

Seperti kanker yang lain, penyebab KSB bersifat multifaktorial. Faktor
risiko dari lingkungan yang paling sering mempengaruhi terjadinya KSB
adalah pajanan sinar ultraviolet (UV). Selain UV, sinar pengion juga
merupakan faktor risiko. Sementara itu bahan kimia yang bersifat sebagai
faktor risiko di antaranya adalah arsen dan nitrogen mustard. Salah satu faktor
genetik yang diduga berperan pada KSB adalah gen patched. Adapun lesi
kulit yang diduga sebagai faktor risiko KSB adalah skar dan nevus sebaseus.
34,10

Gambaran histopatologik KSB dibagi berdasarkan gambaran pola
pertumbuhan dan diferensiasi. Gambaran pola pertumbuhan terdiri atas

nodular, mikronodular, superfisial, infiltratif, morfeaformis dan tipe
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1.3, Hipotesis

Karsinoma sel basal tipe agresif menunjukkan ekspresi Ki-67 lebih tingg!

dibandingkan dengan tipe non agresif.

1.4. Tujuan Penelitian
1.4.1. Tujuan Umum

Membuktikan bahwa KSB tipe agresif menunjukkan ekspresi
Ki-67 lebih tinggi dibandingkan dengan yang non agresif.

1.4.2. Tujuan Khusus

1. Mengetahui berbagai gambaran histopatologi KSB di RS Kanker
“Dharmais” tahun 1995 — 2008.

2. Mendapatkan frekuensi KSB tipe agresif dan tipe non agresif di
RS Kanker “Dharmais” pada tahun 1995 — 2008.

3. Mendapatkan gambaran ekspresi Ki-67 pada KSB tipe agresif dan
non agresif di RS Kanker “Dharmais pada tahun 1995 - 2008.

4. Mendapatkan perbandingan masing masing ekspresi Ki-67 pada
KSB tipe agresif dan tipe non agresif di RS Kanker “Dharmais”
pada tahun 1995-2008.

1.5. Manfaat Riset

1. Dalam bidang akademik/ ilmuah, hasil penelitian ini diharapkan dapat
mengungkapkan peranan Ki-67 pada KSB baik tipe agresif dan non

agresif.

2. Dalam bidang pelayanan medis, dtharapkan temuan pada penelitian ini

dapat bermanfaat pada tatalaksana KSB baik tipe agresif dan non agresif.

3. Dalam bidang penelitian, diharapkan agar penelitian ini menjadi data
dasar bagi penelitian Ki-67 pada KSB selanjutnya dan membuka wawasan

mekanisme proliferast pada KSB.
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BAB II
TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Karsinoma Sel Basal

2.1.1 Definisi dan Epidemiologi

Karsinoma sel basal (KSB) merupakan keganasan sel tidak berkeratin
yang berasal dari sel basal di epidermis. ' Kriteria World Health Organization
{WHO) pada tahun 2006 menyatakan bahwa KSB adalah sekumpulan tumor
ganas kulit dengan karakteristik adanya sekumpulan sel basaloid (7sel

geminativum™) yang membuat struktur lobus, kolom, pita, atau kawat. '

Karsinoma sel basal merupakan jenis keganasan kulit non melanoma
yang paling banyak dijumpai. Insiden tahunan diperkirakan sekitar 45% dari

2310 Rarsinoma

semua keganasan dan merupakan 70% dari keganasan kulit.
sel basal merupakan keganasan yang kekerapannya terjadi pada orang kulit
putih. Sekitar 75-80% kasus baru pada kanker kulit di Amerika Serikat adalah
KSB. Diperkirakan 407 kasus per 100 ribu pria kulit putih per tahun dan 212
kasus per 100 ribu wanita kulit putih per tahun di Amerika. Benua Australia
mempunyai insiden tertinggi di dunia. Setiap tahunnya sekitar 726 dari

100.000 penduduk didiagnosis karsinoma sel basal.**"!

Walapun pada umumnya terjadi pada kulit terang, namun KSB pada
kulit hitam dan Asia —India merupakan keganasan kulit nomor dua tersering, ’
Penelitian dari Singapura menunjukkan ras cina dengan kulit lebih terang
memiliki insiden dua kali lebih tinggi dibandingkan ras dengan kulit lebih
gelap Melayu dan India. '’ Insiden KSB pada ras Hispanik juga lebih rendah

dibandingkan ras kulit putih non-Hispanik di Arizona, !

Karsinoma sel basal memiliki masalah penting dalam kesehatan

masyarakat meskipun angka mortalitasnya rendah. ' Pada umumnya terjadi
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pada usia di atas 60 tahun namun saat ini didapati pada usia yang lebih muda.

Pria lebih banyak ditemukan daripada wanita.”

Seperti kanker yang lain, penyebab KSB bersifat multifaktor, yaitu
faktor lingkungan, genetik dan imunosupresi. Faktor risiko dari lingkungan
adalah sinar ultraviolet (UV), sinar pengion, bahan kimia (arsen dan nitrogen
mustard), dan virus (Human Papilloma Virus/ HPV). Faktor genetik yang
diduga berperan pada KSB di antaranya adalah gen patched (PTCH) dan p53.
Orang dengan imunosupresi seperti pasten yang menerima transplantasi organ
merupakan juga faktor risiko KSB. Adapun lesi kulit yang diduga sebagai

faktor risiko KSB adalah skar dan nevus, /161718

Di Indonesia menurut data Badan Registrasi Kanker Ikatan Ahli
Patologi Indonesia {(IAP1) tahun 1989 dart 1530 kasus kanker kulit, yang

terbanyak adalah kasus karsinoma sel basal yaitu 39,93 %. '°
2.1.2 Gambaran Klinis

Predileksi KSB 80% terutama pada wajah (pipt?, hidung, dahi, lipat

nasolabial, daerah periorbital) dan leher. '*'*

D1 Australia terdapat
peningkatan insiden KSB pada badan karena semakin banyak orang yang
berusaha menggelapkan kulit (tanning) dan mengenakan pakaian terbuka. *
Meskipun jarang dapat pula dijjumpai pada lengan, tangan, badan, tungkai,
kaki dan kepala. Beberapa lokasi yang tidak lazim pada KSB pernah ditemui

antara lain inguinal, aksila, cuping telinga, payudara, dan gluteus. *

Gambaran klintk KSB bervariasi, bergantung pada subtipe KSB yang
berbeda. Berikut beberapa gambaran klinis KSB yaitu -

1. Nodular-ulseratif, termasuk ulkus rodens
Merupakan jenis yang paling sering dijumpai. Lesi biasanya tampak
sebagai lesi tunggal. Paling sering mengenai wajah, terutama pipi, lipat

nasolabial, dahi dan tepi kelopak mata. Pada awalnya tampak papul atau nodul
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kecil, transparan seperti mutiara, berdiameter kurang dari 2 cm, dengan tepi
meninggi. Permukaannya tampak berkilat, sering dijumpai dengan adanya
telangiektasia, dan kadang-kadang dengan skuama yang halus atau krusta
tipis. Berwarna seperti mutiara. Kadang-kadang seperti kulit normal sampai
eritem yang pucat. Lesi membesar secara perlahan dan suatu saat bagian
tengah lesi menjadi cekung, memnggalkan tepi yang meninggi keras. Jika
terabaikan, lesi-lesi ini akan mengalami ulserasi (disebut ulkus rodens),
dengan dekstruksi jaringan sekitarnya. Keluhan pasien umumnya menyatakan

mudah berdarah, menimbulkan Iuka terbuka, nekrosis ( rodent ulcer). %'

Gambar 2.1. K8B Nodular : Morfologi klinis. Tampilan ini seperti mutiara, lesi nodular
memperlihatkan telangickiasia pada permukaan dan sekeliling yang tajam dengan garis tepi
yang halus. (Dikutip sesuai aslinya dan kepustakaan no.17),
2. Tipe Berpigmen

Gambaran klinisnya sulit dibedakan dengan keratosis seboroik, namun
hampir sama dengan yang tipe nodulo-ulseratif Bedanya pada jenis ini
berwarna coklat atau hitam berbintik-bintik atau homogen secara klinis dapat

menyerupai melanoma_ '

Gambar 2.2. KSB berpigmen (Dikutip sesuai aslinya dari kepustakaan no.17)
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3. Tipe Morfea atau fibrosing atau sklerosing

Sering juga disebut dengan KSB tipe infiltratif. Paling sukar di
diagnosis, cenderung berulang setelah terapi. Terlihat seperti suatu parut,
seperti lilin dikentalkan. Biasanya terjadi pada kepala dan leher, lesi tampak
sebagai plak sklerotik yang cekung, berwarna putih kekuningan dengan batas

tidak jelas. Pertumbuhan perifer diikuti oleh perluasan sklerosis di tengahnya.
1721

Gambar 2. 3. KSB morfea (Dikutip sesuai aslinya dari kepustakaan no. 17)
4, Tipe Superfisial

Lesi biasanya multipel, mengenai badan, daerah bahu, tumbuh seperti
bantalan, warna merah muda berkilauan, mudah berdarah. Secara kiinis
tampak sebagai plak fransparan, eritematosa sampai berpigmen terang,
berbentuk oval sampai ireguler dengan tepi berbatas tegas sedikit meninggi,
seperti benang atau kawat. Biasanya dihubungkan dengan ingesti arsenik

. T‘
kronis. 1!

Gambar 2.4. KSB tipe superfisial pada daerah punggung ( dikutip sesuai aslinya dari
kepustakaan no. 17}
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2.1.3 Gambaran histopatologi karsinoma sel basal

Menurut WHO, KSB secara histopatologik adalah sekumpulan sel
basaloid (sel germinativum) yang sitoplasmanya sedikit, besar basofilik tapi
tidak atipik. Kumpulan sel tumor dapat membentuk lobus, kolom, pita atau
tali. Mitosis jarang ditemukan. Seringkali disertai dengan gambaran palisade

perifer. Rongga retraksi musin dapat ditemukan. '

Pada umumnya secara histopatologi dibagi menjadi dua kriteria yaitu
berdasarkan pola pertumbuhan dan diferensiasi. Pola pertumbuhan lebih
sering dipakai karena dapat dihubungkan dengan infiltratif subklinis sehingga
mempengaruhi luas eksisi, tingkat invasi lokal yang lebih agresif dan
rekurensi. ** Klasifikasi berdasarkan pola pertumbuhan sangat bermanfaat
sejak adanya konsep tipe agresif dan non agresif KSB. Pembagian menurut
pola pertumbuhan terdiri atas nodular, mikronodular, superfistal, infiitratif,
morfeaformis dan tipe campuran. 2** Sementara itu pembagian menurut pola
diferensiasi dianggap sebagai bagian spektrum histopatologis KSB dan
berdampak pada diagnosis banding. **

Karsinoma sel basal tipe nodular (solid) digambarkan sebagai massa
sel-sel neoplastik berbentuk bulat dengan bagian tepi berbatas tegas, disertat
gambaran palisade perifer (sel tumor berjajar pada lapisan luar tepi massa).
Rongga retraksi musin (mucinous retraction spaces) sangat jelas ditemui. ¥
Berbagai wvarian histologis yang digolongkan pada tipe ini adalah

nodulokistik, dengan diferensiasi folikular, kista keratin, solid dan adenoid.
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Pada rongga retraksi sering dijumpai fibrosis di sekitar tumor yang tampak

sedikit miksoid dan padat. **

Gambar 2.7. Ilistologi tipe KSB superfisial (dikutip sesuai aslinya dari kepustakaan ne.23),

Histopatologi KSB tipe mfiltratif memiliki gambaran pulau tumor
dengan ukuran bervariasi ada yang besar dan kecil. Pulau tumor berbentuk
ireguler, bersudut (jagged), dan memanjang tajam (spiked) pada tepinya.
Palisade perifer dan rongga retraksi musin jarang atau tidak ditemukan.
Stroma tumor tampak lebih kolagenosa dibandingkan dengan miksoid. *
Karsinoma sel basal tipe infiltratif kadang menyerupai tipe KSB
morfeaformis sehingan entitas ini dijadikan satu tipe. ! Bentuk morfeaformis
akan tampak seperti pulau tumor berukuran kecil, memanjang disertai ujung
yang tajam atau bersudut sehingga menyerupai sekumpulan untaian
benang/kawat. Rongga retraksi musinosa jarang ditemukan. Jaringan sekitar

tumor dapat dikelilingi kolagen dan tampak sklerotik. **
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Gambar 2.8, Histologi tipe K$B infiltratif (dikutip sesuai aslinya dari kepustakaan no.24).
Tipe KSB campuran yaitu yang memiiiki pola lebih dari satu jenis
histopatologis. Pola campuran yang paling sering yaitu campuran antara
nodular dan mikronodular. ?* Tipe KSB yang termasuk agresif adalah tipe
superfisial, infiltratif, morfeaformis dan mikronodular. Tipe superfisial yang
dahulu digolongkan non agresif saat ini termasuk agresif karena terdapat
peningkatan rekurensi akibat eksisi yang tidak adekuat. Menurut Royal
College of Pathologist selain pembagian menurut pola pertumbuhan,
gambaran histopatologis KSB sebaiknya mencantumkan adanya tipe
diferensiasi ke arah skuamosa (tipe basoskuamosa), invasi perineural dan
batas eksisi dengan tumor bagian tept dan dasar. Hal ini penting dalam

penanganan lebih lanjut maupun prognosis KSB tersebut. *

2,1.4 Karsinogenesis

Peristiwa selular dan molekular yang berperan pada perkembangan
ultraviolet (UV) yang menginduksi kanker kulit merupakan peristiwa yang
sangat kompleks, Paling sedikit menyertakan dua jalur yang saling
berhubungan terhadap terjadinya keganasan kulit (Gambar 6). Jalur pertama
melibatkan sinar UV terhadap sel target (keratinosit) untuk terjadinya
transformasi neoplasma, sedangkan jalur lainnya melibatkan efek dari sinar

matahari terhadap sistem imun dari pejamu. *® Beberapa penelitian
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Di antara beberapa gen, ekspresi p2™VOP! diinduksi untuk
memperantarai cell ¢ycle arrest pada fase G1-S yang mengadakan perbaikan
kerusakan DNA. Sinar matahari juga dapat mempengaruhi apoptosis pada sel
berisi DNA rusak. Hal ini dapat terlihat bahwa sinar matahari yang
menginduksi apoptosis adalah p53 dependen®® Menariknya, beberapa
peneliti dapat memperlihatkan bahwa p53 dapat melakukan up-regulasi
protein bax dan down-regulasi protein Bel-2 yang menghasilkan apoptosis '
dan bahwa jalur Fas-ligand merupakan hal penting pada pajanan sinar

matahari yang menginduksi apoptosis. @7

Pada pajanan sinar matahann secara kronis dan terus menerus,
kesalahan dihubungkan dengan perbatkan DNA dan/atau replikasi
menghasilkan mutasj pada gen p53, terutama transisi C—T atau CC-TT
yvang dikenal sebagai UV-molecular signature. Mutasi p53 pada keratinosit
mungkin merupakan peristiwa inisiasi pada karsinogenesis kulit yang
disebabkan oleh pajanan sinar matahari, ** Oleh karena sel mengandung
mutasi p53 relatif lebih resisten terhadap apoptosis yang diindukst oleh
pajanan sinar matahari, maka hal itu menyebabkan pertumbuhan yang
abnormal. Ada kemungkinan sel yang termutasi melakukan ekspansi di sekitar
keratinosit normal, melakukan apoptosis, yang terlihat pada tampilan klon p53

mutasi pada lapisan epidermis. 2!

Pajanan kronis sinar matahari dapat menyebabkan mutasi pada alel
p53 danfatau gen lainnya yang tidak diketahui. Lebih lanjut, gen supresor
tumor lainnya yang dikenal dengan gen patched (PTCH) telah diimplikasikan
pada perkembangan KSB. 3 Gen patched yang ada pada manusia telah
ditemukan pada lokasi yang sama pada sindrom karsinoma sel basal nevoid

yaitu pada kromosom 9 pada 9q22.3.

Sindrom karsimnoma sel basal nevoid (SKSBN) vang juga disebut

sindrom nexus atau sindrom Gorhin adalah kelainan autosom dominan yang
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dapat ditemut pada usia muda yang kulitnya terpajan sinar matahari.
Penelitian pada pasien SKSBN memperlihatkan mereka memiliki mutasi baik
secara genomik maupun sporadik pada gen patched. Hal ini diperkirakan
bahwa mutasi ini dapat menyebabkan penyakit. Mutasi PTCH sporadik dapat
ditemukan pada KSB dibandingkan individu yang normal. Beberapa di
antaranya adalah UV-signature, yang lain karena perubahan C—T atau
CC—TT. Hastil ini menyimpulkan bahwa perubahan genetik pada gen PTCH

memiliki peranan penting dalam perkembangan KSB.

Radiasi UV menyebabkan imunosupresi yang dapat menyebabkan
kanker kulit, Supresi imun dapat dihasilkan dari penurunan jumlah sel T, juga
dapat juga terjadi karena sel Langerhans yang rusak atau sel radang makrofag
yang masuk kedalam kulit setelah pajanan sinar UV. * Mekanisme lainnya
yaitu adanya pelepasan sitokin seperti 1L-10, TNF-¢ dan L1 yang dapat
mensupresi sistem imun dan mencegah respon sel T melakukan tugasnya.
Sitokin tersebut disekresikan oleh keratinosit setelah terjadinya kerusakan
oleh karena pajanan UV. * Sebagai tambahan, UV irradiation dapat merubah
skin chromophores menjadi agen yang dapat menimbulkan imunosupresif

seperti perubahan frans-urocanic acid menjadi cis-urocanic acid. *

Radiasi UV memiliki peran ganda pada perkembangan kanker kulit,
dengan menginduksi perubahan genettk  pada keratinosit sehingga
menimbulkan transformasi neoplasma dan dengan menekan respon imun

normal pada kulit.
2.2, Ki-67

Ki-67 merupakan penanda pertumbuhan tumor dan siklus sel
Antibodi Ki-67 dideskripsikan pertamakali oleh Johannes Gerdes dan kawan-
kawan pada tahun 1983. Gerdes memperkirakan Ki-67 dapat dipergunakan
sebagai suatu petanda untuk proliferasi sel. Lebih dari 10 tahun kemudian,

pewamaan imunohistokimia dengan Ki-67 berkembang pesat dan menjadi
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metode yang efisien untuk mengevaluasi fraksi pertumbuhan berbagai tipe

tumor sebab pola reaksi yang khas termasuk proliferasi sel. ****
2.2.1 Karakteristik Ki-67

Ki-67 merupakan protein inti sel non histon yang bersifat labil dengan
berat sekitar 395 kD, disandi oleh hampir sekitar 30.000 pasang basa pada gen
manusia dan sangat berhubungan erat dengan siklus sel. *>*® Protein Ki-67
mengalami fosforilasi dan defosforilas), strukturnya mudah pecah sehingga
secara tidak langsung menunjukkan bahwa ekspresinya diregulasi oleh jalur
proteolitik. Protein im berhubungan dengan dense fibrillarry component
(DFC) dari inti sel. Dense fibrillary component adalah salah satu dari 3 daerah
nti dalam nukleolus yang dilihat dibawah mikroskop elektron. Tiga daerah
inti ini terdiri atas berbagai macam protein inti yang berbeda yang diperlukan

untuk membuat ribosom. *°

Protein Ki-67 diekspresikan saat sel berproliferasi selama fase
pertengahan Gl, jumlahnya meningkat saat fase $ dan G2 dan mencapai
puncaknya pada fase M dalam satu siklus sel. Pada saat fase G1 antigen ini
terdapat di inti sel dan selama fase G2 terdapat di inti sel dan karioplasmik.
041 Protein ini dengan cepat dikatabolisme pada saat akhir fase M dan tidak
terdeteksi lagi saat sel istirahat (fase GO dan awal fase G1). Selama interfase
antigen inl terdapat dalam inti sel sedangkan saat mitosis protein ini terletak

1
pada permukaan kromosom. ‘=%

Ekspresi Ki-67 berkorelasi baik dengan
fraksi pertumbuhan pada beberapa model sistem dan tidak muncul pada saat
proses DNA repair. Oleh karena itu antigen ini dianggap sebagai marker
proliferasi sel bahkan pada kanker payudara yang invasif telah digunakan
sebagai indikator prognosis baik atau buruk dan juga berkorelasi dengan

respon klinis pengobatan kemoterapi. *

Hingga saat ini fungsi protein Ki-67 yang sesungguhnya masih belum
diketahui dengan pasti hanya diketahui bahwa protein ini sangat penting pada
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saat proses proliferasi sel terjadi. Bridger dkk, memprediksi peranannya dalam
pembentukan DNA berdasarkan lokasi protein ini di luar inti sel pada saat
awal fase G1. Protein Ki-67 juga diketahui mampu mengikat spesies DNA. ¥
MacCalhum dkk memprediksi bahwa Ki-67 mempunyal peran pembentuk
struktur dalam nukleolus berdasarkan kemampuan protein ini bernteraksi
secara lengkap dengan protem lain dan benkatan dengan DNA dan RNA.
Mereka juga menyatakan berdasarkan lokasi Ki-67 pada zona DFC yang
berhubungan dengan proses akhir RNA ribosomal menunjukkan bahwa
protein Ki-67 merupakan faktor esensial dalam sintesis nibosom selama
pembelahan sel. Hal ini didukung oleh peneliian bahwa ekspresi Ki-67
berhubungan dengan kecepatan sintesis protein yang merupakan fungsi

; £3
ribosom.

Gambar 2.10, Antigen Ki-67 yang diidentifikast oleh antibodi monoklonal (dikutip sesuai
aslinya dari kepustakaan no 39 }

2.2.2. Ki-67 sebagai indikator prognostik

Beberapa penelitian mengenat Ki-67 telah memperlihatkan evaluasi
fraksi pertumbuhan dengan Ki-67 tidak hanya penting untuk diagnostik tapi
juga memiliki nilai prognostik di berbagai keganasan pada manusia. ' Sejak
lebih dari satu dekade lalu telah banyak dilakukan penelitian yang menguji
kemampuan Ki-67 sebagai indikator prognostik. Telah terbukti dari berbagai
penelitian tersebut bahwa Ki-67 dapat digunakan sebagai indikator prognosis
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pada beberapa jenis keganasan. Kimura dkk menemukan bahwa ekspresi Ki-
67 yang tinggi pada batas terdalam lesi invasif mempunyai prognosis buruk. ¥
Palmquist dkk menyimpulkan bahwa kanker kolorektal dengan ekspresi Ki-67
rendah pada batas tepi luar lesi yang invasif mempunyai prognosis yang
buruk. *® Batinac dkk pada penelitiannya menyimpulkan bahwa nilai Ki-67
merefleksikan derajat keganasan dan dapat dipakal sebagai alat prognostik

pada neoplasma kulit, *7

Terdapat beberapa keadaan yang membatasi efektivitas penggunaan
Ki-67 sebagai indikator prognosis yaitu pada biopsi yang kecil. Ekspresi Ki-
67 bergantung pada nutrisi dan sel, maka pada massa tumor yang besar daerah
tengaht tumor sering memberi nilat fraksi pertumbuhan yang lebih kecil. Hal
ini terjadi karena daerah tengah tumor yang berukuran besar kurang mendapat
nutnisi maupun oksigenisasi disebabkan vaskularisasinya yang kurang baik.
Oleh karena itu pada biopsi yang kecil hasil Ki-67 tidak mencerminkan

kecepatan proliferasi tumor yang sebenarnya.
2.2.3 Ki-67 pada KSB

Healy dkk menelin ekspresi Ki-67 sebagai faktor prognostik pada KSB
menyatakan bahwa ekspresi Ki-67 pada KSB yang mengalami kekambuhan
berbeda dengan KSB yang tidak mengalami kekambuhan. ' Sejauh yang
diketahui, penelitian mengenai ekspresi Ki-67 sebagai petanda proliferasi
pada KSB di Indonesia belum banyak diteliti.

2.3. Imunohistokimia

Imunohistokimia (IHK) merupakan aplikasi teknik dan prinsip
imunologi untuk mempelajari sel dan jaringan. Teknik pemeriksaan THK
adalah pulasan khusus pada jaringan yang menggunakan prinsip reaksi
imunologi dengan melacak terdapatnya antigen tertentu dalam sel atau

jaringan, menggunakan antibodi spesifik terhadap antigen tersebut. Label
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yang dilekatkan pada molekul antibodi dikenal dua jenis yaitu teknik
imunofluoresensi, jika menggunakan label molekul yang berfluoresensi dan
teknik imunoenzim, jika menggunakan label molekul enzim. 48,49

Kelebihan teknik IHK ini dapat mendeteksi sel mutan yang sedikit
dengan latar belakang sel normal, rutin dikerjakan di rumah sakit,
laboratorium, cepat dan murah, sedangkan kerugiannya tidak dapat menilal
hasil secara kuantitatif, pembelahan sel yang mengekspresikan antibodi rektif
protein dapat terlihat tetapi kadar profein pada sel individu hanya dapat
diperkirakan, tidak dapat membedakan ekspresi karena amplifikasi gen atau
bukan disebabkan kelainan genetik. ***

Analisis Ki-67 pada tumor menggunakan teknik imunohistokimia,
Teknik ini memerlukan preparat histologik dari pasien yang didiagnosa
sebagai kanker. Pada sediaan tersebut akan diberikan suatu antibodi yang
bereaksi dengan molekul Ki-67, kemudian dengan pemberian reagen khusus
akan didapatkan perubszhan wama bila terjadi ikatan antara antigen dan
antibodi. Preparat histologik tersebut selanjuinya dilihat dibawah mikroskop

cahaya untuk melihat fraksi pertumbuhan selnya.
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BAB 111

METODOLOGI PENELITIAN

3.1. Desain Penelitian

Penelitian ini merupakan studi retrospektif mengenai ekspresi Ki-67
pada sampel jaringan pasien KSB tipe agresif dan non agresif. Ekspresi Ki-67

diperiksa dengan menggunakan metode imunohistokimia.
3.2. Lokasi Penelitian

Penelitian di  lakukan di Jlaboratorium Rumah Sakit Kanker
“Dharmais” di Bagian Patologi Anatomi. Penelifian ini telah disetujui oleh
komite etik RS. Kanker “Dharmais” No 028/PEP/04 /2010.

3.3. Populasi dan Sampel Penelitian

- Populasi penelitian adalah jaringan yang berasal dari hasil biopsi eksisi

dan reseksi jaringan massa tumor KSB tipe agresif dan non agresif.

- Sampel penelitian adalah blok parafin jaringan massa tumor KSB baik
tipe agresif dan non agresif yang memenuhi kritenia inklusi serta
memenuhi syarat untuk pemenksaan Ki-67 dengan metode

imunohistokimia.
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3.5. Kriteria Inklusi dan Eksklusi
3.5.1. Kriteria inklusi

1. Pasien KSB yang mempunyai sediaan blok parafin di Rumah Sakit
Kanker “Dharmais” tahun 1995 — 2008.
2. Dapat ditelusuri rekam medisnya.
Spesimen jaringan dar blok parafin mengandung sel tumor yang
cukup dan dalam keadaan batk dan dapat digunakan.,
3.5.2. Kriteria eksklusi

-1, Rekam medis tidak ada.
2. Blok parafin tidak dapat digunakan.
3. Spesimen jaringan tidak mengandung sel tumor yang cukup/

jaringan habis.

3.6. Besar Sampel

Perhitungan besar sampel minimal berdasarkan rumus untuk uji

hipotesis terhadap 2 proporsi :

(Z..an2PO +Z, \[P.O+ P:0: f

ni=n2=
(aPY
Keterangan :
n : besar sampel per kelompok
o : tingkat kemaknaan sebesar 5% = 0,05

Zo : Z skor untuk a sebesar 0,05 adalah 1,96

B : 5% - 20%, biasanya 20% = 0,2 ; 1-B = 0,8
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Zi.g . Zskoruntuk B sebesar 0,8 adalah 0,842
Py - ekspresi Ki67 pada agresif = 60%
5 P, - ekspresi Ki67 pada KSB non agresif = 40%
| AP perbedaan minimal yang secara klinis bermakna {ditentukan
oleh penelinl) = 30%
P : rata® dari Py dan P2 = 45%
0 :1-P=5%
Jadi jumlah sampel adalah 42 orang pasien karsinoma sel basal per
' kelompok.

i
] 1.
2.

3. Kit pemenksaan imunohistokimia untuk mendeteksi protein Ki-67

4

3.7. Cara kerja

3.7.1, Teknik pengambilan sampel

Semua sediaan parafin blok janngan KSB yang ada di Instalasi

Patologi Anatomi RS Kanker "Dharmais™ dari tahun 1995 sampar dengan
tahun 2008 didata dan dilihat kelengkapan diagnosis pada rekam medis.

3.7.2. Bahan penelitian

Rekam medis pasien

Blok parafin jaringan KSB.

menggunakan mouse monoclonal antibody (Biocare Medical).
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3.7.2.1. Persiapan reagen

1.

2 e

Gelas objek dilapisi dengan 3-amino propyliri ethoxy silane
(APES).

Pembuatan reagen Phosphat Buffer Saline (PBS).

Pembuatan reagen TRIS.

Pembuatan reagen asam siirat.

Pembuatan reagen H202 0,5% dalam metanol.

Pembuatan reagen Normal Horse Serum (NHS).

Kit pemeriksaan imunochistokimia untuk mendeteks: protein Ki-67

menggunakan.

3.7.2.2. Prosedur Laboratorinm

Pulasan imunohistokimia

Pulasan imunohistokimia dilakukan dengan metode avidin-biotin peroxidase
complex (ABC).

Tahap-tahap pulasan imunohistokimia :

a) Blok parafin dipotong dengan mikrotom setebal 3-5 mikron,

diletakan pada gelas objek yang telah dilapisi APES dan dibiarkan

1 malam.

b) Dilakukan deparafinisas: dengan menggunakan larutan xylol T - III

masing-masing 5 menit.

¢} Rehidrasi spesimen dilakukan dengan memakai Alkohol absolut,

alkohol 96%, alkohol 80%, alkohol 70%, masing-masing 4 mentt.

d) Lalu dicuct di air mengalir selama 5 menit.

e} Selanjutnya dilakukan blocking peroksidase endogen dengan H.O»

0.5% dalam metanel.

f) Cuci kembali di air mengalir selama 5 menit.
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pada sediaan KSB atau negatif bila tidak terlihat inti sel berwarna kecoklatan
setelah proses pulasan. Kasus positif dihitung secara semikuantitatif
berdasarkan persentase inti sel yang terpulas pada satu kelompokan sel terdirt
dari minimal 500 sel menggunakan pembesaran 400 kali. Tahap pertama
yang dilakukan adalah menentukan lapangan pandang sediaan yang akan
dihitung, yaitu seluruh lapangan pandang dinilai apakah ada inti sel yang
terpulas. Daerah massa tumor yang memiliki infi sel terpulas dibandingkan
dengan seluruh lapangan pandang yang ada. Ditetapkan daerah penghitungan
yaitu pada daerah yang memiliki jumlah sel dengan inti terpulas dan sel
dengan inti tidak terpulas. Penghitungan dimulai dengan menggunakan
lapangan pandang besar 10 okuler dan 40 objektif Penghitungan selesal
apabila sel telah dihitung minimal 500 sel. Contoh penghitungan sebagai
berikut ; Lapang pandang 1 dimana ada 25 sel yang inti terpulas terpulas dari
74 sel yang ada ; lapang pandang 2: 28 sel dengan inti terpulas diantara 92;
sel dengan inti tidak terpulas ; lapang pandang 3: 29 sel dengan inti terpulas
diantara 98 sel dengan inti tidak terpulas; lapang pandang 4: 31 sel dengan inti
terpulas diantara 101 sel inti tidak terpulas; lapang pandang 5: 32 sel dengan
inti terpulas diantara 93 sel dengan inti tidak terpulas; lapang pandang 6: 29
sel inti terpulas diantara 56 sel inti tidak terpulas. Maka jumlah total sel positif
adalah jumlah sel dengan inti terpulas pada lapang pandang 1+2+3+4+5+6
{25+28+29+31+4324+29) = 174 sel dengan int terpulas berwama coklat
didalam 514 sel tumor yang dihitung, berartt nilai persentasenya adalah
174/514 x 100 = 33,8%. Hasil ekspresi Ki-67 negatif (-) bila tidak ada reaksi
tmunohistokimia, positif (+) bila terdapat reaksi imunohistokimia berupa
wama kecoklatan yang terlihat secara mikroskopis pada intt sel, positif satu
(+1) bila hasil pewamaan positif 10% atau kurang dan posistif dua (+2) bila

hasil pewamaan positiflebih dan 10% darni total hitung minimal 500 sel.
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3.9. Analisis data

Data dikumpulkan dalam satu tabel induk kemudian diolah dengan

menggunakan program statistik SPSS versi 16. Dilakukan pemeriksaan

ekspresi Ki-67. Untuk melihat petbandingan ekspresi Xi-67 pada KSB tipe

agresif dengan tipe non agresif, digunakan uji Chi Square. Uji statistik

dinyatakan bermakna bila nilai p < 0.05.

3.10. Definisi Operasional

a.

Karsinoma sel basal : secara histopatologi adalah sekumpulan sel
basaloid (sel germinativum) yang sitoplasmanya sedikit, inti besar
basofilik tapi tidak atipik. Kumpulan sel tumor dapat membentuk
lobus, kolom, pita dan tali. Mitosis jarang ditemukan. Seringkali
disertai dengan gambaran palisade penfer. Rongga retraksi musin
dapat ditemukan.

Karsinoma sel basal tipe agresif adalah KSB vyang secara
histopatologis jenisnya superfisial, mikronodular, infiltratif dan tipe
campuran, Karsinoma sel basal tipe non agresif adalah KSB yang
secara histopatologis jenisnya nodular,

Karsinoma sel basal tipe superfisial adalah gambaran banyak fokus
kecil massa tumor yang memanjang dari epidermis dan atau adneksa
ke arah dermis. Pulau-pulau tumor i berukuran kecil kadang
menyerupai bulbus rambut yang rudimenter. Pada bagian tepi dapat
diternukan palisade penfer dengan tepi massa berbatas tegas dan
membulat. Walaupun jarang beberapa fokus kecil massa tumor dapat
tampak terlepas hubungannya dengan epidermis. Rongga retraksi
musin sering dijumpai fibrosa sekitar tumor tampak sedikit miksoid
dan padat.

Karsinoma sel basal tipe mikronodular adalah menyerupai tipe

nodular, namun ukurannya lebih kecil, dan disejajarkan dengan bulbus
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folikel rambut. Dapat juga ditemui rongga retraksi musin, namun tidak
sejelas tipe nodular.

. Karsinoma sel basal tipe morfeaformis atau infiltratif yaitu seperti
pulau turnor berukuran kecil, memanjang disertai ujung yang tajam
atau bersudut sehingga menyerupai sekumpulan untaian benang/
kawat. Rongga retraksi musinosa jarang ditemukan. Jaringan sekitar
tumor dapat dikelilingi kolagen dan tampak sklerotik.

Karsinoma sel basal tipe modular adalah massa sel-sel neoplastik
berbentuk bulat dengan bagtan tepi berbatas tegas, disertai gambaran
palisade perifer (sel tumor berjajar pada lapisan luar tepi massa).
Rongga retraksi musin sangat jelas ditemui.

. Karsinoma sel basal tipe campuran adalah KSB yang dapat ditemukan
lebih dari satu gambaran histopatologis di atas.

. Faktor prognosis adalah pengkajian terhadap suatu risiko terhadap
suatu kejadian ( kekambuhan lokal, metastasis jauh, kematian akibat
penyakit).

Faktor prediksi adalah pengkajian terhadap suatu keberhasilan respon
terapi (kemoterapi, terapi endokrin, radioterapi).

Imunchistokimia adalah pemernksaan pulasan khusus pada jaringan
yang menggunakan prnsip reaksi imunologik yaitu reaksi antigen
antibodi.

. Ki-67 : merupakan protein inti sel non histon vang bersifat labil
dengan berat sekitar 395kD.

Ekspresi Ki-67 negatif (-) bila tidak ada reaksi imunohistokimia
berupa warna kecoklatan pada inti sel.

. Ekspresi Ki-67 positif (+) adalah nilai semikuantitatif hasil pulasan
imunohistokimia jika hasil pewarnaan positif yaitu inti sel terpulas

berwamna kecoklatan vang terlihat secara mikroskopik.
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n. Ekspresi Ki-67 positif 1 (+) adalah apabila nilai semikuantitatif hasil
pulasan imunochistokimia jika hasil pewarnaan inti terpulas 10% atau
kurang dari perhitungan 500 sel.

o. Ekspresi Ki-67 positif 2 {++) adalah nilai semikuatitatif hasil pulasan
imunohistokimia jika hasil pewamaan inti terpulas lebih dari 10% dari

perhitungan 500 sel.

3.11. Alur Penelitian

Pencarian kasus KSB dari Rekam Medik

l

Pamiliban blok parafin

Pemilihan gambaran histopatologi KSB agresif dan non-agresif

Pomulasan IHK dengan antibodi primer Ki-67

Analisis hasil pemeriksaan

Gambar 3. 1. Alur penelitian
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BAB IV

HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

4.1, Karakteristik Subyek Penelitian

Pada penelitian ini didapatkan sampel sebanyak 46 blok parafin
jaringan KSB tipe agresif dan non agresif di Instalasi Patologi Anatomi RS
Kanker “Dharmais™ yang memenuh kriteria inkiust mulat tahun 1995 - 2008,
analisa data karakteristik pasien dan sampel tersebut dilakukan secara bivariat

berdasarkan kelompok umur, jenis kelamin, jenis histopatologi.

Tabel 4.1. Karakteristik umum 46 pasien KSB di RS. Kanker
“Dharmais” tahun 1995 - 2008

KARAKTERISTIK n Yo

1. Rerata umur (tahun)

Mean 61,37+ 11,97
Mudian 61,5
Range 24 -84

2. Kelompok umur
<60 th 16 34,78
260 th 30 65,22
3. Jenis kelamin
Laki-laki 14 30,43

Perempuan 32 69,57

Rerata umur 61.30 & 11.97 tahun dengan median 61.50 tahun, pasien
termuda berumur 24 tahun dan tertua 84 tahun. Hal inr tidak jauh berbeda
dengan penelitian KSB di Rumah Sakit Umum Pusat Nastonal Dr Cipto
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datang lebih banyak berusia lanjut sehingga KSB telah diderita cukup lama

atau kasus sudah lanjut.?

Tabel 4. 2. Karakteristik jenis histopatologi pada 46 pasien KSB di
RS Kanker “Dharmais™ tahun 1995 — 2008

Jenis Histopatologik n Y
Agresif 29 63,04
O campuran 13 28,26
a infiliratif 8 17,39
o mikronodular 3 6,52
g morfea 3 6,52
o superfisial 2 4,35
Non-agresif 17

o nodular 17 36.96
TOTAL 46 100

4.3. Hasil Pulasan Imunchistokimia Ki-67

Penilaian hasil ekspres: protein Ki-67dilakukan secara semikuantitatif
yaitu dengan cara menilar int1 sel yang terpulas berwarna coklat, selanjutnya
sel dihitung diantara sekurangnya 500 sel. Dikatakan positif satu (+) apabila
diantara 500 sel yang dihitung tersebut terdapat kurang dari [0% sel dengan
inti terpulas. Dikatakan positif dua (++) apabila lebih dari 10% inti sel
terpulas. Kontrol positif dilakukan pulasan Ki-67 pada kasus Limfoma
Malignum non Hodgkin,*® dan untuk kontrol negatif adalah kasus KSB yang
tidak diberikan antibodi primernya,
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Gambar 4. 1. A. Pulasan Ki-67 positif di inti sel B. Makrofag

Pada penelitian mi dart seluruh kasus KSB didapatkan ekspresi Ki-67
positif pada 35 dari 46 (76.09%) sampel yaitu pada tipe agresif sebanyak 23
(65,71%) sampel dan tipe non agresif pada 12 (34,29%) sampel. Sedangkan
11 dari 46 (23.91%) sampel inti sel tidak terpulas atau ekspresi Ki-67 negatif,
yaitu pada tipe agresif 6 (13.04%) sampel dan pada tipe non agresif 5
(10.87%) sampel.

Tabel 4. 3. Ekspresi Ki67 pada 46 pasien KSB agresif di RS, Kanker
“Dharmais” tahun 1995 - 2008

KSB AGRESIF %
POSITIF + 10 3448
POSITIFEF ++ 13 44 83
NEGATIF G 20,69
TOTAL 19 100

Ekspresi Ki-67 pada KSB tipe agresif baik positif + maupun positif ++ adalah
sebesar 23 (79,31%) sampel, namun terdapat sampel yang tidak menunjukkan

ekspresi Ki-67 yaitu pada 6 (20,69%]) sampel.
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kekambuhan. '* Pada penelitian ini tidak terdapat pembagian jenis

histopatologi KSB.

Pemeriksaan ekspresi Ki-67 pada keganasan di gaster oleh Czyzewska
dkk, didapatkan adanya hubungan yang kuat antara ekspresi Ki-67 dengan
derajat keganasan tinggi. °' Penelitian Ki-67 oleh Ben-Izhak dkk pada
Melanoma Malignum di rektum mendapatkan bahwa ekspresi yang rendah
dari Ki-67 merupakan faktor prognosis yang baik, dimana pasien
mempunyal harapan hidup lebih tinggi, dibandingkan dengan pasien dengan
ekspresi Ki-67 yang tinggi, dengan cut-off point 40%. >* Pada penelitian meta-
analisis terhadap kanker payudara stadium dini didapatkan bahwa nilai
posittvitas Ki-67 memberi arti adanya risiko yang tinggi untuk relaps sehingga
pasien memiliki harapan hidup yang rendah. °’ Ekspresi Ki-67 sebagai faktor
prediksi pada karsinoma sel skuamosa stadium I terhadap kekambuhan
locoregional pada pembedahan. Aktifitas proliferasi yang tinggi dihubungkan
dengan ristko kekambuhan setelah pembedahan itu sendiri. Pada penelitian ini
disimpulkan bahwa tingkat ekspresi Ki-67 merupakan petanda biomolekuler
yang sangat potensial untuk memprediksi kekambuhan pada pengobatan
dengan pembedahan pada stadium I karsinoma sel skuamosa di lidah. *®
Penelitian Ozlem dkk sebagai faktor prognostik dimana ekspresi Ki-67 pada
26 sampel KSB yang dibagi menjadi 1[4 sampel KSB yang mengalami
kekambuhan setelah 3,7 tahun setelah pengobatan, dan 12 sampel yang tidak
mengalami kekambuhan selama kurun waktu 4,4 tahun. Ozlem mendapatkan
adanya ekspresi Ki-67 pada KSB yang mengalami kekambuhan dibandingkan
dengan yang tidak tidak mengalami kekambuhan. Hasil ini menyimpulkan
bahwa ekspresi Ki-67 tinggi pada KSB yang mengalami kekambuhan
dibandingkan dengan yang tidak mengalami kekambuhan. ** Adapun Baum
dkk, * meneliti ekspresi Ki-67 pada KSB dengan pola pertumbuhan yaitu
tipe nodular, superfisial dan fibrosing sebanyak 62 kasus. Pada penelitian ini

didapatkan ekspresi positif pada tipe nodular berkisar 7 sampai 67%,
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sementara ekspresi Ki-67 lebih rendah pada tipe superfisial berkisar 18
sampai 49% dan fibrosing berkisar 4 sampai 33%. Lebih lanjut lagi Baum
menyatakan bahwa fakta mengenai KSB yang merupakan tumor dengan
pertumbuhan yang lambat, sehingga nilai ekspresi Ki-67 yang tinggi sudah
mengindikasikan adanya suatu kurun waktu pertumbuhan dari siklus sel

tumor tersebut. %

Penelitian Tan dkk '® menggunakan sediaan blok parafin dari jaringan
kanker payudara dengan antibodi monoklonal Ki-67 yang diambil dari tikus
{(DAKO, 1:70). Ditemukan ekspresi protein Ki-67 negatif 28.6% sampel dan
ekspresi positif 71.4%. Berlainan dengan Lee dkk® meneliti ekspresi protein
Ki-67 pada kanker paru karsinoma bukan sel kecil pada 38 pasien yang
mendapatkan 18 (47,37%) menunjukkan ekspresi Ki-67 dengan tingkat
kepositifan tinggi dan 20 (52,63%) pasien dengan kepositifan rendah. Pada
penelitian Lee ini ekspresi Ki-67 dibagi atas positif tinggi bila ekspresi Ki-67
didapat sebanyak 10% dan positif rendah bila ekspresi kurang dari 10% {cutt-
off point 10%;).

Merujuk pada hasil dari berbagai penelitian sebelumnya terhadap Ki-
67, maka dari hasil penelitian ini dimana didapatkan adanya ekspresi yang
positif pada KSB tipe non agresif sementara Ki-67 tidak terekspresi pada KSB
tipe agresif, maka dapat dikatakan bahwa perlu adanya pemertksaan lanjutan
terhadap Ki-67 terhadap jenis histologik KSB tipe nodular yang secara
histopatologis tidak memiliki sifat pertumbuhan agresif. Kekambuhan pada
KSB ada hubungannya dengan invasi ireguler ke jaringan, atau transformasi
menjadi tipe yang lebih agresif. Pada KSB tipe non agresif dengan ekspresi
Ki-67 positif dapat dikatakan memiliki potensi untuk transformasi menjadi
tipe agresif, maka untuk mengetahui hal ini dipandang perlu untuk dilakukan

penelitian lebih lanjut.
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Diketahui pula bahwa KSB tipe agresif yang membutuhkan tindakan
pengobatan berupa pembedahan dengan batas sayatan yang lebih luas
dibandingkan dengan KSB tipe non agresif. ***’ Mengingat hal tersebut maka
dari penelitian ini dan juga dari beberapa penelitian lainnya, apabila didapat
jenis histologik agresif dengan lokasi massa tumor disekitar kelopak mata,
perlu dipertimbangkan atau dianjurkan untuk dilakukan pemeriksaan lanjutan
pemeriksaan Ki-67 ini. Apabila kasus KSB tipe agresif secara histologik yang
temyata memberi ekspresi Ki-67 negatif, maka tindakan yang diberikan
tidak merupakan pemberian terapi yang berlebih. Oleh karena pada kasus
KSB tipe agresif disekitar daerah kelopak mata untuk mendapatkan batas
sayatan yang bersih kadang kala harus disertai dengan pengangkatan bola

mata, untuk hal inipun perlu penelitian lebih lanjut,

Terdapat beberapa keadaan yang membatasi efektifitas pengukuran
Ki-67, hasil ekspresi negatif pada penelitian ini dapat dipengaruhi beberapa
hal yaitu jumiah dan daerah sampel massa tumor. Ketepatan pemotongan
sediaan pada sediaan operasi, pabila pemotongan jaringan mengenai bagian
tengah tumor maka sering memberikan ekspresi Ki-67 yang rendah bahkan
negatif. Hal ini oleh karena bagian tersebut sering nekrosis akibat kekurangan
nutrisi, atau oksigemisast maupun vaskularisasi yang kurang baik. Pada
penelitian ini sampel yang digunakan selain berasal dari jaringan eksisi (87%)

dan sebagian dari jaringan biopsi (13%).
4.4  Sebaran ekspresi Ki-67 berdasarkan jenis kelamin

Dari 14 pasien laki-laki sebanyak 11 (23.91%) pasien menunjukkan
ekspresi Ki-67 positif dan 3 (6.52%) pasien ekspresi negatif. Dari 32 pasien
perempuan, 24 diantaranya (52.17%) menunjukkan ekspresi positif dan 8
(17.39%) eksprest Ki-67 negatif Dengan uji cht square menunjukkan
hubungan Ki-67 dengan jents kelarmn menunjukkan tidak bermakna (p 1.00).
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BABYV

KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan

5.1.1. Terbukti bahwa KSB tipe agresif menunjukkan ekspresi Ki-67 lebth

5.1.3.

tinggi 79,31% dibandingkan dengan KSB tipe non agresif 70,59%.
Hasil uji statistik diperoleh p value 0.097 maka dapat disimpulkan
bahwa ada perbedaan proporsi kejadian KSB antara yang negatif
dengan positif. Dari hasil analisis diperoleh OR 1.597, artinya KSB
agresif mempunyai peluang 1.597 kali dibanding dengan KSB non
agresif

Diperoleh gambaran histopatologi KSB di RS Kanker “Dharmais™
tahun 1995 — 2008° sebagai berikut didapat 46 sampel KSB dengan
gambaran tipe agresif 29 (63.04%) kasus dan tipe non agresif 17
(36.96%). kasus.

Pada tahun 1995 — 2008 terdapat KSB tipe agresif 29 kasus terdiri
atas KSB tipe campuran 28.26%, tipe nfiltratif 17.39%, mikronodular
dan morfea masing masing 6.52% dan tipe superfisial 4.35%. KSB
tipe non agresif (nodular) sebanyak 17 sampel 36,96%.

5.1.4. Mendapatkan gambaran ekspresi Ki-67 pada KSB tipe agresif dan non

agresif di RS Kanker “Dharmats pada tahun 1995 — 2008 sebagai
berikut KSB tipe agresif menunjukkan ekspresi Ki-67 positif 79,31%
ekspresi Ki-67 negatif 20,69%. Ekspresi positif pada KSB tipe non
agresif 70,59%, ekspresi negatif 29,41% .

5.1.5. Mendapatkan perbandingan ekspresi Ki-67 pada masing masing KSB

tipe agresif dan tipe non agresif yaitu ekspresi Ki-67 positif pada KSB
tipe agresif lebih tinggi dibandigkan dengan eksprest Ki-67 yang
negatif yaitu 79,31% dengan 20,69%. Sementara pada KSB tipe non
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' TIPE KSB Ki-67 Ki-67 |PERSENTASE
NO | NO.PA J UMUR | SEX Agresif Non TOTAL | TOTAL {pos(+)jml %
e B e IR B Aggif (+) - =) {total
1 850167 60 P NODULAR <i0%
2 95-0011 ) P SUPERFISIAL 255 850 255/805 26%
3 950077 65 P |MIKRONODULAR Neg
4 95-0187 72 P SUPERFISIAL <10%
5 95-0291 42 P |MIKRONODULAR <10%
[ 950682 59 L CAMPURAN <10%
7 960402 64 P CAMPURAN <10%
[ 96-0460 80 P CAMPLURAN <10%
9 01-1186 57 L CAMPURAN 373 185 37558 67%
10 01-0872 54 L NFILTRATIF 109 485 4097594 70%
1 010529 54 L INFILTRATIF <10%
12 02-0064 69 P CAMPURAN <10%
13 02-053t 52 P INFILTRATIF neg
14 02-0790 6D P CAMPURAN <10%
i5 02.1355 74 L CAMPURAN 141 410 1411551 26%
16 D2-1213 49 P NODULAR 545/592 92%
17 02-1376 B84 L NODULAR <10%
18 031229 64 P NODULAR <10%
19 03-1089 46 L MORFEA 3 164 374531 0%
20 03-1051 63 P NODULAR <10%
21 030602 24 P CAMPURAN <10%
22 04-1112 54 P NODULAR <10%
23 04-0018 60 P CAMPURAM <10%
24 04-0018 60 P CAMPURAN <10%
25 04.01018 53 P NODULAR Neg
26 04-01018 83 P NODULAR Neg
27 04-1725 47 L INFILTRATIF Neg
28 04-1788 73 P MORFEA Neg
29 D4-0699 44 L NODULAR Neg
3D 05-D680 73 P INFILTRATIF <10%
M 05-0143 60 L MORFEA 267 340 267/607 43%
32 05-0063 84 P CAMPURAN Neg
33 06.0678 66 P NODULAR Neg
34 05-0610 63 P NODULAR 386 200 3B6/686 56%
35 06-1651 75 P INFILTRATIF 256 270 256/526 49%
36 06-1713 69 L CAMPURAN 125 450 1251575 22%
37 06-1749 60 P INFILTRATIF Neg
38 06-0101 65 P |MIKRONODULAR <10%
39 07-2489 51 L INFILTRATIF 149 435 149/584 26%
40 07-0622 67 P NODULAR 130 426 130/556 23%
4% 08-2961 77 p CAMPURAN 286 317 296/613 48%
42 08-02704 70 P NODULAR 241 350 2411591 41%
43 08-02513 65 P NODULAR <10%
44 0801336 44 L NODULAR Neg
45 08-02214 78 L NODULAR <10%
46 08-00470 83 P NODULAR 185 657 155/842 22%
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UMUR1

Cumulative
Frequency Percent | Valid Percent Percent
Valid <30 1 22 22 22
4049 6 13.0 130 152
50-59 9 198 19.6 348
B0-69 19 413 41.3 76.1
70-79 8 174 17.4 93,5
>=80 3 6.5 6.5 100.0
Total 48 1000 100.0
UMUR2
Cumulative
Frequency | Percent | Valid Percent Percent
Valid <80 186 34.8 34.8 348§
>=60 30 65.2 65.2 100.0
Total 46 100.0 100.0
Jenis Kelamin Responden
Cumulative
Frequency | Percent | Valid Percent Percent
Valid Laki-laki 14 304 30.4 30.4
Perempuan 32 69.6 69.6 100.0
Total 46 1000 100.0
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Histopatologi

Curnulative
Frequency | Percent | Valid Percent Pemrcent
Valid  nodular 17 37.0 37.0 37|
superfisial 2 43 4.3 413
mkironodular 3 6.5 6.5 47 .8”
campuran 13 283 28.3 761
infiltratif 8 174 17.4 835
morfea 3 6.5 6.5 100.07
Total 48 100.0 100.0
Hasll
Cumulative
Frequency Percent | Valid Percent Percent
Valid  negatif 11 239 239 239
posiif + 20 438 43.5 67.4
positif ++ 15 328 328 100.0
Total 46 100.0 1000
KsB1
Cumulative
Frequency Percent | Valid Percent Percent
Valid NON AGRESIF 17 370 370 370
AGRESIF 29 63.0 630 160.0
Total 46 100.0 100.0
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HASIL2

Cumulative
Frequency Percent Valid Percent Percent
’Valid NEGATIF 11 239 23.9 239
POSITIF as 76.1 76.1 100.0
Total 46 100.0 100.0

KSB1 * HAS!L2 Crosstabulation

HASILZ
NEGATIF | posiTiF | Total
JKSBi  NON AGRESIF  Count ] 12 17
% within KSB1 29.4% 70.6% 100.0%
AGRESIF Count B 23 29
% within KSB1 20.7% 79.3% 100.0%
’Tota! Count 11 35 46
% within KSB1 23.9% 76.1% 100.0%
Chi-Square Tests
Asymp. Sig. {(2- | Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Value df sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square 448° 1 503
Continuity Comection” 097 1 756
Likelihood Ratio 441 1 307
Fisher's Exact Test 722 373
Linear-by-Linear Association 438 1 508
N of Valid Cases 46

a. 1 cels (25.0%) have expected countless than 5. The minimum expected count is 4.07.

b. Computed only for a 2x2 table
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Risk Estimate

95% Confidence Interval
Value Lower Upper
uOdds Ratio for KSB1 {NON 1.597 403 B.329u
IAGRESIF / AGRESIF}
Forcohort HASILZ = 1422 510 3.961
NEGATIF
Forcohort HASIL2 = 880 622 1.274
POSITIF
N of Valid Cases 46
Group Statistics
KSB1 N Mean Std. Deviation | Std. Error Mean
[Ekspresi positif NON AGRESIF 4 235,50 110,082 55.048
AGRESIF 10 234.20 98.504 31.150§
Independent Samples Test
Levene's Test for
Equality of Vanances t-test for Equality of Means
95% Confidence
Interval of the
Difference
Sig. (2- Mean Std. Error
F Sig. 1 df tailed) Difference | Difference Lower Upper
Ekspresi Equal .023 882 022 12 883 1.300 60.083 | -129.566 | 132.16¢
positif variances
assumed
Equal 021 5.056 964 1.300 53249 | 1680744 163.34
variances
not
assumed
Group Statistics
KSB1 N Mean Std. Deviation | Std. Error Mean
Ekspresi negatf NON AGRESIF 4 43325 157.906 78.953
AGRESIF 10 37020 147.529 46.653
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1]

Independent Samples Test

Levene's Testfor
Equality of Varances t-test for Equality of Means
95% Confidence
interval of the
Difference
Sig. (2- Mean Std. Emor
F Sig. t df tailed) Difference | Difference Lower Upper
Ekspresi Equal .006 939 710 12 492 63.050 88.854 | -130.546 | 25664
negatif variances
assumed
Equal 688 5247 521 63.050 91.706 | -169.384 | 295.48
variances
not
assumed
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Draft Artikel Majalah Kedokteran Indonesia

Ekspresi Ki-67 sebagai Petanda Proliferasi pada Karsinoma Sel Basal Tipe Agresif
dan Non Agresif di RS Kanker ”Dharmais™
Aida S.D Dahlan’, Evlina Suzanna™*, Rosakawati

** Instalasi Patologi Anatomi Rumah Sakil Kanker “"Dharmais”

Abstrak: Karsinoma sel basal memiliki problem penting dalam keschatan masyarakat meskipun
angka mortalitasnya rendah. Sccara umum kasus KSB banyak tidak tercalat. namun insiden
tahunan diperkimkan sekitar 45% dari scmua keganasan dan menupakan 70% dari keganasan kulit.
Sebagian besar lokasi KSB di dacrah wajah, destruksi lokal lersebut dapat mengakibatkan sel
tumor menginfiltrasi basal kranial dan pada akhimya menyebabkan penurunan kualitas hidup
penderita. Protein Ki-67 merupakan salah satu petanda proliferasi. Diketahui dalam beberapa
penclitian bahwa Ki-67 berperan dalam keganasan di antaranya @ keganasan endometrium,
pavudara, paru dan timus. Penclitian ini merupakan penelitian retrospekiif mengenai ckspresi Ki-
67 pada sampel jaringan pasien KSB tipe agresif dan non agresif. Ekspresi Ki67 diperiksa dengan
menggunakan metode Bnunohistokimia, Pada penelitian ini didapatkan sampel scbanyak 46 blok
parafin jaringan KSB tipe agresif dan non-agresif’ di Instalasi Patologi Anatomi RS Kanker
“Dharmais” yang memenuhi kriteria inklusi muodai tahun 1995 — 2008 serta dapat dilacak rekam
mediknya untuk dapat diperiksakan ckspresi Ki-67 secara imunohistokimia.. Analisa data
karakteristik pasicn dari sampel terscbut dilakukan secara bivarial berdasarkan kelompok umur,
jenis kelamin, jenis histopatologi, Rerata umur 61,30 + 11,97 tahun dengan median 61.50 tahun,
pasien termuda berumur 24 tahun dan teriua 84 tahun. Berdasarkan kelompok umur didapatkan
hasil sebanyak 16 pasien ( 34,8%) berumur kurang dari 60 tahun dan 30 pasien ( 63,2%) berumur
tebih altau sama dengan 60 tahun. Pembagian berdasarkan jenis kelamin dan 46 pasien, laki-laki
berjumlah 14 (30,4%) dan peremipuan 32 (69,6%). KSB tipe agresif menunjukkan ckspresi Ki-67
lebih  tinggi 79.31% dibandingkan dengan KSB tipe non agresif 70,59%. Hasil uji statistik
diperolch p valuc 0.097. Ada perbedaan proporsi kejadian KSB antara yang negatif dengan positil.
Dari hasil analisis diperolch OR 1,397, artinya KSB agresif mempunyai peluang 1.597 kali
dibanding dengan KSB non agresif

Abstract: Basal cell car ccinoma (BCC) has a significant problem in public health despite the Iow
mortality figurcs. In general cases of BCC docs not appear much, but the annual incidence is
estimated that around 43% of all cancer and 75% of skin neoplasm. Most locationa BCCs of the
face arca, the local destruction causes the cells tumour infiltrate basal of cranial and ultimately
result in reduction of patienis qualities of life. Ki-67 protein is a proliferation marker, Known in
some research that Ki-67 plays a role in cancer such as endometrial, breast and thymus. This
research is a retrospectlive review of Ki-67 expression in the samples of basal cell carcinoma
Paticnt Type of aggressive and non aggressive, Kio7 expression examined by using the method
[mmunohistochemistry. In this study obtained samples of 46 paraffin blocks of Dharmais Cancer
Center that the criteria of inclusion from the year 1995-2008 to be assessed Ki-67 expression in
histochemistry. Patient chamctleristics of the data analysis was performed by bivariate sample
based on age groups. lypes of scx, type of histopathology. Remta age of 61.30 % 11.97 years with a
median of 61.50 years, Patient 24 years old the youngest and the oldest 84 years. Based on the
results obtained ages of 16 Paticnt (34.8%) aged lcss than 60 years and 30 Patical (65.2%) aged
more than or equal 1o 60 years. Distribution based on the type of sex from 46 Palticnt, 14 men
(30.4%) and 32 women (6Y.6%). Aggressive type of BCC, Ki-67 expression is higher by 79.31%
compared to non-aggressive type of BCC 70.59%. Resulls obtaincd by statistical test p value of
0097, There is a difference between the proportion of negative evenis with BCC positive, The
results of analysis OR 1597, thal means aggressive BCC has chance BCC 1.597 times compared
with non-aggressive.
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Pendahuluan

Karsinoma scl basal (KSB)
adalah keganasan sel tidak berkcratin
vang berasal dari sel basal di epidermis,
" merupakan tipe kanker kulit non
melanoma. Pada umumnya terjadi pada
usia diatas 60 tahun namun saat ini
didapati pada wsia yang lebih muda.

Karsinoma sel basal memiliki
problem penting dalam  keschatan
masvarakat meskipun angka
mortalitasnya rendah. Secara umum
kasus KSB banyak tidak tercatat, namun
insiden tahunan diperkirakan sekitar
45% dari semua keganasan dan
merupakan 70% dari keganasan kulit. &
" Ada perbedaan insiden KSB baik
secara geografis dan suku bangsa. 7
Walaupun KSB merupakan kanker kulit
tersering pada ras berkulit putih namun
pada kulit gelap dan Asia-India adalah
keganasan kulit tersering nomor dua, ®
Data Registrasi Rumah Sakit Kanker
“*Dharmais” pada tahun 2008 didapatkan
bahwa dalam sepuluh tahun terakhir
kanker kulit masuk dalam scpuluh
keganasan terscring.®”

Faktor risiko vang
mempengaruhi tcrjadinya KSB sccara
umum adalah pajanan sinar matahari
secbagaimana halnyva keganasan kulit
lainnya. Risiko menjadi meningkat
untuk terkena keganasan ini adalah
pajanan sinar matahari s¢jak kanak-
kanak dan remaja. Sclain itu terdapat
pula faktor fisik, seperti kulit tipe 1,
rambut pirang atau merah, mata biru
atau hijau, 19

Karsinoma sel basal
menurut gambaran histopatologi dibagi
berdasarkan gambaran pola
pertumbuhan dan diferensiast,
klasifikasi berdasarkan pola
pertumbuban terdin  atas  nodular,
mikronodular, superfisial, infiltratif,
morfcaformis dan tipe campuran.
Karsinoma scl basal tipc infiltratif
kadang  menyverupai KSB  tipe
morfcformis schingga kedua tipe imi

dijadikan satu. Bentuk nodular tipe
adalah non-agresif sedangkan
superfisial, infiltratif, morfcaformis dan
mikronodular termasuk  dalam  tipe
agresif. Kanker ini jarang sckali
bermetastasis.,  frckuensi  mctastasis
rendah  yaitu <0.1%, namun sangat
ditakuti oleh karena kemampuannva
untuk destruksi lokal. Sebagian besar
lokasi KSB di dacrah wajah. destruksi
lokal tcrsebut dapat mengakibatkan sel
tumor menginfiltrasi basal kranial dan
pada akhirnya menycbabkan ?enurunan
kualitas hidup penderita. ©'*"’

Protcin Ki-67 merupakan salah
satu petanda proliferast (proliferation
marker) vang dilepaskan sel-sel yang
membelah secara aktif dan memberi
petunjuk tentang aktivitas pertumbuhan
dan progresivitas tumor sehingga dapat
menentukan prognosis dan scbagai dasar
terapi yang lebih tepat. Deteksi Ki-67
dilakukan pada sampel jaringan biopsi
tumor dengan teknik imunohistokimia.
Diketahui dalam beberapa penclitian
bahwa Ki-67 berperan dalam keganasan
di antaranya ° keganasan cndometrium,
pavudara, paru dan timus. ¥ Dalam
penelitian terhadap Ki-67, Dowsett dkk,
meneliti ckspresi Ki-67 pada kanker
payudara primer dengan pengobatan
cndokrin, ditcmukan bahwa ckspresi Ki-
67 vang tinggi setelah terapi endokrin
sclama dva minggu berhubungan
rendahnya recurrence-free survival, ()

Diperlukan  suatu  petanda
biologi molekuler scbagai prognosis
kemampuan invasif dan destruksi KSB.
Penelitian ini untuk melihat agresivitas
KSB tipe agresif yang disebabkan oleh
proliferasi yang bertambah.

diembedding dalam  parafin.
Tervata nidak ada hubungan antara
ckspresi Ki-67 dan invasif pada
thymoma, hal ini mengindikasikan
bahwa invasif mirip non invasif dalam
hal aktivitas prolifcrasi.®
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Ribetro-Silva  dalam  laporan
kasusnyva, menyatakan bahwa dengan
indeks label Ki-67 angka prolifcrasi
karsinoma sebanyak 15% dan Ki-67
bukan  pctanda  prognosis  pada
karsinoma endometrium.®
Diperlukan suatu penanda baik secara
klinis maupun histopatologi scbagai

prognosis  kemampuan invasif dan
destrukst karsinoma scl basal.
Penelitian im

Metode Penelitian

Penclitian ini merupakan studi
kohort retrospektif mengenai  ekspresi
Ki-67 pada sampel jaringan pasien KSB
tipe agresif dan non agresif. Ekspresi
Ki67 diperiksa dengan mcnggunakan
mctode Imunohistokimia. Penelitian di
lakukan di laboratorium Rumah Sakit
Kanker “Dharmais™ di Bagian Patologi
Anatomi, Penclitian ini telah disctujui
olch komite etik RS. Kanker
“Dharmais” No 028/PEP/04 /2010.

Populasi  penelitian  adalah
janngan yang berasal dan hasil biopsi
cksisi dan reseksi jaringan massa tumor
KSB tipc agresif dan non agresif.
Sampecl penelitian adalah blok parafin
jaringan massa tumor KSB baik tipe
agresif dan non agresif yang digunakan
untuk  pemeriksaan Ki-67 dengan
metode imunohistokimia,

Semua sedizan parafin blok

jaringan KSB vang ada di Instalasi
Patologi  Amatomi RS  Kanker
"Dharmais™ dari tahun 1995 sampai
dengan tahun 2008 didata dan dilihat
kelengkapan diagnosis pada rckam
medis.
Persiapan reagen : Gelas objeck dilapisi
dengan 3-amino propyltri ethoxy silane
(APES). Pembuatan rcagen Phosphat
Buffer Saline (PBS). Pembuatan reagen
TRIS. Pembuatan reagen asam sitrat.
Pembuatan rcasen H202 0,5% dalam
metanol. Pembuatan rcagen Normal
Horse Serum (NHS). Kit pemenksaan
imunohistokimia untuk  mendeteksi
protein Ki-67.

fad

Tahapan pulasan imunohistokimia
Blok parafin dipotong dengan mikrotom
sctebal 3-3 mikron, diletakan pada gelas
objek vyang telah dilapisi APES dan
dibiarkan 1 malam. Dilakukan
deparafinisasi dengan mcnggunakan
xylol I — HI masing-masing 3 menit.
Rehidrasi spesimen dilakukan dengan
memakai Alkohol absolut, alkohol 96%,
alkohol 80%, alkohol 70%, masing-
masing 4 menit. Lalu dicuci di air
mengalir sclama 3 menit. Selanjutnya
dilakukan blocking endogen peroksida
{mcthanol+H,0») selama 10 menit, Cuci
kembali di air mengalir sclama 5 menit.
Sedian dicelupkan dengan rcagen asam
citrat, masukkan dalam mikrowave.
Setclah dingin, cuci dengan reagen PBS.
Dilingkari dengan pen khusus dan
ditetesi dengan reagen NHS. Kemudian
ditctcsi  dengan  rcagen  antibodi,
dibiarkan | malam. Cuci dengan reagen
PBS. Tetcsi dengan reagen Biotinviated.
Cuci dengan rcagen PBS. Tetcsi dengan
Swreptavidin. Cuci dengan reagen PBS.
Tetesi rcagen DAB. Cuci dengan air
mengalir. Celupkan ke dalam larutan
hematoxyHin, Cuci dengan air mengalir
air mengalir. Celupkan dalam larutan
alkohol asam, Cuci dengan air mengalir.
Celupkan ke dalam Lithium Carbonat.
Cuci air mengalir dalam air mengalir.
Lalu dilakukan dchidrasi dengan alkohol
80%, alkohol 96%, alkohol absolut,
masing-masing 5 mcnit. Clearing
decngan Xvlol I — Il — HI. Mounting
dengan perekat, /abelling.

Hasil dan Pembahasan

Karakteristik Subyek Penelitian

Pada penclitian ini didapatkan sampel
sebanyak 46 blokparafin jaringan KSB
tipe agresif dan non-agresif di Instalasi
Patologi  Anatomi RS  Kanker
“Dharmais” yang memenuhi kriteria
inklusi mulai tahun 1995 — 2008 serta
dapat dilacak rckam mediknya untuk
dapat dipcriksakan ckspresi Ki-67 secara
imunohistokimia.. Analisa  data
karakteristik pasicn dari sampel tersebut
dilakukan sccara bivanat berdasarkan
kelompok umur, jenis kelamin, jenis
histopatologi.
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Rerata umur 6130 = 11.97
tahun dengan median 61.50 tahun,
pasien termuda berumur 24 tahun dan
tertua 84 tahun. Berdasarkan kelompok
umur didapatkan hasil scbanyak 16
pasien ( 34,8%) berumur kurang dar 60
tahun dan 30 pasien { 65,2%) berumur
lebith atau sama dengan 60 tahun.
Pcmbagian berdasarkan jenis kelamin
dari 46 pasien, laki-laki berjumlah 14
(30,4%) dan perempuan 32 (69.6%).
karakteristik histopatologi 46 pasien
KSB
Diagnosis berdasarkan jenis
histopatologis  sesuai  pemeriksaan
patologt anatomi dari 46 sampel pasien
pada penehitian ini didapatkan tipe
agresif 39 (63%) pasicn dan tipe non
agresif 17 (37%) pasien.

Hasil Pulasan Imunohistokimia Ki-67

Penilaian hasil ekspresi protcin
Ki-67dilakukan sccara semikuantitatif
vaitu dengan cara menilai inti scl yang
terpulas berwama coklat,  selanjutnya
scl dihitung diantara sckurangnya 500
sel. Dikatakan positif satu (+) apabila
diantara 500 sel yang dihitung tersebut
terdapat kurang dari 10% scl dengan intt
terpulas. Dikatakan positif dua (++)
apabila lebih dari 10% inti sel terpulas.
Kontrol positif dilakukan pulasan Ki-67
pada kasus Limfoma Malignum non
Hodgkin,” dan untuk kontrol ncgatif
adalah kasus KSB vang tidak diberikan
antibodi primernya.

Pada penelitian im dari seluruh
kasus KSB didapatkan ckspresi Ki-67
positif pada 35 dari 46 (76.09%) sampel
vaitu pada tipe agresif sebanyak 23
(65,71%) sampcl dan tipe non agresif
pada [2 (34.29%) sampcl. Scdangkan
11 dari 46 (23.91%) sampel inti sel tidak
terpulas atau ckspresi Ki-67 ncgatif,
vaitu pada tipc agresif 6 (13.04%)
sampel dan pada tipe non agresif 5
(10.87%) sampel,

Sementara pada KSB  non
agresif didapatkan 12 (70,59%) sampel
menunjukkan ekspresi Ki-67 positif |,
dan hanya 5 (29,41%) sampel dengan
ckspresi Ki-67 negatif. Besamya jumlah
sampel dengan ckspresi Ki-67 positf
dibandingkan dengan ckspresi Ki-67

yang negatif pada kasus KSB tipe non
agresif juga dapat discbabkan karcna
tidak didapatkan jumlah sampel yang
sesuai dengan penghitungan sampel,
pada KSB jenis non agresif ini hanya 17
{36,69%) sampel. Namun demikian dari
hasil yang didapat menunjukkan bahwa
KSB dengan gambaran histopatologik
digolongkan sebagai tipc agresif tidak
seluruhnya menunjukkan cirl agresif
berdasarkan hasil pemeriksaan
biomolckuler Ki-67. Sebaliknya KSB
vang digolongkan sebagai tipe non
agresif secara histopatologik sebagian
besar memiliki ciri pertumbuhan agresif
mclalui pemeriksaan Ki-67 ini vaitu
70,69%. Dan penelitian ini  dapat
diketahui bahwa gambaran
histopatologik  saja  belum  cukup
memberi informasi tentang perilaku
KSB  dalam  perjalanan  klisnis
scbagaimana yang dimaksud.'* Telah
dilakukan berbagai penelitian terhadap
Ki-67 pada berbagat organ, baik scbagai
faktor prognosis maupun secbagai faktor
prediksi. Diantara penelitian tersebut
adalah penclitian Ki-67 pada KSB
scbagat faktor prognostik, didapatkan
bahwa ckspresi Ki-67 lebih tinggi pada
KSB vyang mengalami kekambuhan
dibandingkan dengan vang tidak
mengalami  kckambuhan. "  Pada
penclitian ini tidak terdapat pembagian
jenis histopatologi KSB.

Pemeriksaan  ckspresi  Ki-67
pada keganasan di gaster oleh
Czyzewska dkk, didapatkan adanya
hubungan yang kuat antara ekspresi Ki-
67 dengan derajat keganasan tinggi. **
Penelitian Ki-67 olch Ben-Izhak dkk
pada Melanoma Malignum di rcktum
mendapatkan  bahwa  ckspresi  vang
rendah dan Ki-67 merupakan faktor
prognosis yang baik, dimana pasien
mempunyai harapan hidup Icbih tinggi,
dibandingkan dengan pasien dengan
ekspresi Ki-67 yang tinggi, dengan cut-
off point 40%. >° Pada penelitian meta-
analisis terhadap kanker payudara
stadium dint didapatkan bahwa nilai
positivitas Ki-67 membeni arti adanya
nsiko yang tinggi untuk relaps sehingga
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pasien mcmiliki harapan hidup yang
rendah. *” Ekspresi Ki-67 scbagai faktor
prediksi pada karsinoma sel skuamosa
stadium | terhadap kckambuhan
locoregional pada pembedahan.
Aktifitas  proliferasi  yang  tinggi
dihubungkan dengan risiko kekambuhan
setelah pcmbedaban itu sendiri. Pada
penclitian ini disimpulkan bahwa tingkat
ckspresi  Ki-67 merupakan petanda
biomolekuler yang sangat potensial
untuk memprediksi kckambuhan pada
pengobatan dengan pembedahan pada
stadivm I karsinoma sel skuvamosa di
lidah. ** Penclitian Ozlem dkk scbagai
faktor prognostik dimana ckspresi Ki-67
pada 26 sampel KSB yang dibagi
menjadi 14 sampel KSB  yang
mengalami  kekambuhan  setelah 3.7
tahun sctclah pengobatan, dan 12
sampel vang tidak  mengalami
kckambuhan selama kurun waktu 4,4
tahun. Ozlem mendapatkan adanya
ckspresi Ki-67 pada KSB vyang
mengalami  kekambuhan dibandingkan
dengan yang tidak tidak mengalami
kckambuhan. Hasil ini menyimpulkan
bahwa ckspresi Ki-67 tinggi pada KSB
yang mengalami kekambuhan
dibandingkan dengan yang tidak
mengalami  kekambuhan. **  Adapun
Baum dkk, *° meneliti ckspresi Ki-67
pada KSB dengan pola pertumbuhan
vaitu tipc nodular, superfisial dan
fibrosing scbanyak 62 kasus. Pada
penelitian i1 didapatkan ckspresi positif
pada tipe nodular berkisar 7 sampai
67%, sementara ckspresi Ki-67 lebih
rendah pada tipe superfisial berkisar 18
sampai 49% dan fibrosing berkisar 4
sampai 33%. Lcbih lanjut lagi Baum
menyatakan bahwa fakta mengenai KSB
vang  merupakan tumor  dengan
pertumbuhan yang lambat, schingga
nilai ckspresi Ki-67 yang tinggi sudah
mengindikasikan adanya swatu kumin
waktu pertumbuhan dari siklus sel tumor
tersebut, *°

Penelitian Tan dkk ¥
menggunakan scdiaan blok parafin dar
jaringan kanker payudara dengan
antibodi monoklonal Ki-67 yang diambil
dari tikus (DAKO, 1:70). Ditemukan

ekspresi protein Ki-67 negatif 28.6%
sampel dan ckspresi positif 71.4%.
Berlainan dengan Lee dkk™ meneliti
ekspresi protein Ki-67 pada kanker paru
karsinoma bukan sel keeil pada 38
pasien yang mendapatkan 18 (47,37%)
menunjukkan eksprest Ki-67 dengan
tingkat kepositifan tinggi dan 20
(52,63%) pasicn dengan kepositifan
rendah. Pada penelitian Lec ini ekspresi
Ki-67 dibagi atas positif tinggi bila
ekspresi Ki-67 didapat scbanvak 10%
dan positif rendah bila ekspresi kurang
dari 10% (cutt-off point 10%).

Merujuk pada hasil  dari
berbagai penelitian sebelumnya terhadap
Ki-67, maka dari hasil penelitian ini
dimana didapatkan adanya ckspresi yang
positif pada KSB tipc non agresif
sementara Ki-67 tidak terekspresi pada
KSB tipe agresif, maka dapat dikatakan
bahwa perlt adanya pemeriksaan
fanjutan tcrhadap Ki-67 terhadap jcnis
histologik KSB tipe nodular yang secara
histopatologis tidak memiliki  sifat
pertumbuhan agresif. Kekambuhan pada
KSB ada hubungannva dengan invasi
ireguler ke jaringan, atau transformasi
menjadi tipe yang lecbih agresif. Pada
KSB tipc non agresif dengan ekspresi
Ki-67 positif dapat dikatakan memiliki
potensi untuk transformasi menjadi tipe
agrcsif, maka untuk mengetahui  hal ini
dipandang perlu  untwk  dilakukan
penclitian lebih lanjut.

Diketahui pula bahwa KSB tipe
agresif yang membutuhkan tindakan
pengobatan berupa pembedahan dengan
batas  sayatan vang Icbih  luas
dibandingkan dengan KSB tipc non
agresif. **>’ Mengingat hal tersebut
maka dari penelitian ini dan juga dari
beberapa penelitian lainnya, apabila
didapat jcnis histologik agresif dengan
lokasi massa tumor disekitar kelopak
mata, perlt dipcrtimbangkan atau
dianjurkan untuk dilakukan pemeriksaan
lanjutan pemeriksaan Ki-67 ini. Apabila
kasus KSB tipc agresif secara histologik
vang tcrnyata membert ckspresi Ki-67
negatif, maka tindakan yang diberikan
tidak merupakan pemberian terapi vang
berlebth. Oleh karena pada kasus KSB
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tipe agresif disckitar dacrah kelopak
mata untuk mendapatkan batas sayatan
vang bersih kadang kala harus disertal
dengan pengangkatan bola mata, untuk
hal inipun perlu penelitian lebih lanjut.

Terdapat beberapa keadaan yang
membatasi efektifitas pengukuran Ki-67,
hasil ekspresi negatif pada penelitian ini
dapat dipcngaruhi beberapa hal yaitu
jumlah dan dacrah sampel massa tumor.
Kctepatan pcemotongan sediaan pada
sediaan operasi, pabila pemotongan
jaringan mengenai bagian tengah tumor
maka sering memberikan ckspresi Ki-67
vang rendah bahkan negatif. Hal ini olch
karcna bagian tersebut scring nekrosis
akibat  kckurangan  nutrisi,  atau
oksigenisasi maupun vaskularisasi yang
kurang baik. Pada penclitian ini sampel
vang digunakan seclain berasal dari
jaringan cksisi (87%) dan sebagian dari
jaringan biopsi (13%).
Sebaran ekpresi Ki-67 berdasarkan
jenis kelamin
Ekspresi  Ki-67 berdasarkan  jenis
kelamin, dari 14 pasien laki-laki
sebanyak 11 (78.6%) pasien ekspresi Ki-
67 positif dan 3 (21.4%) pasien ckspresi
Ki-67 ncgatif. Dua puluh cmpat pasien
perempuan (75%) ekspresi positif dan
scbanyak 8 (25%) pasien pcrempuan
negatif. Hubungan jenis  kelamin
dengan ckspresi Ki-67 menunjukkan
tidak berbeda bermakna (p 1.00), namun
melihat kepustakaan mengatakan laki-
laki lebih banyak daripada perempuan,
sesuai dengan penelitian i yaitu
sebanyak 11 (78.6%) pasicn laki-laki.
Sebaran ekpresi Ki-67 berdasarkan
umur

Umur dalam penelitian ini
dibagi menjadi dua kelompok yaitu <60
tahun dan >60 tahun. Pada tabel
dibawah terlihat kelompok umur kurang
dari 60 tahun  pada Ki-67 positf
scbanyak 25 (83.3%) pasien, sementara
pada keclompok umur  >60 tahun
sebanyak 10 (62.5%). Ekpsresi Ki-67
negatif pada kelompok umur <60 tahun
scbanyak 5 (16.7%) dan kelompok
umur >60 tahun didapatkan scbanyak 3
(37.3%). Jika melihat uji statistik
didapatkan hasilnya tidak bermakna (p

1.00), namun menurut kepustakaan
didapatkan bahwa kcjadian KSB pada
umur diatas 60 tahun @ dan sesuai
dengan hasil penelitian yaitu sebanyak
83.3%.

KESIMPULAN

Terbukti bahwa KSB tipe agresif
menunjukkan ekspresi Ki-67 lebih tinggi
79,31% dibandingkan dengan KSB tipe
non agresif 70,59%.  Hasil uji
statistik diperoleh p valve 0.097 maka
dapat disimpulkan bahwa ada
perbedaan proporsi kejadian KSB antara
vang negatif  dengan  positif.  Dari
hasil analisis diperolch OR  1.397,
artinya KSB  agresif mempunyai
peluang 1.597 kali dibanding dengan
KSB non agresif

Terbukti bahwa KSB tipc agresif
menunjukkan ekspresi Ki-67 lebih tinggi
79,31% dibandingkan dengan KSB tipe
non agresif 70,59%. Hasil uji statistik
diperoleh p value 0.097 maka dapat
disimpulkan  bahwa ada perbedaan
proporsi kcjadian KSB antara yang
negatif dengan  positif.  Dari  hasil
analisis dipcroleh OR 1.597, artinya
KSB agresif mempunyai peluang
1.597 kali dibanding dengan KSB non
agresif.

Pada tahun 1995 - 2008 terdapat KSB
tipe agresif 29 kasus terdin atas KSB
tipe campuran 28.26%, tipe infiltratif
17.39%, mikronodular dan morfea
masing masing 6.32% dan tipe
superfisial 4.35%. KSB tipe non
agresif {nodular) scbanyak 17 sampel
36,96%,

Mendapatkan gambaran ckspresi Ki-67
pada KSB tipc agresif dan non  agresif

di RS Kanker “Dharmais pada tahun
1995 - 2008 scbagai berikut KSB tipe
agresif menunjukkan ekspresi  Ki-67
positif 79,31% cksprest Ki-67 negatif
20.69%. Ekspresi positif pada KSB tipe
non  agresif 70,59%, cksprest negatif
29,41%.

Mendapatkan perbandingan ekspresi Ki-
67 pada masing masing KSB tipc agresif
dan tipe non agresif yaitu ekspresi Ki-67
positif pada KSB tipe agresif lebih

tinggi dibandingkan dengan ckspresi Ki-
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67 vang negatif vaitu 79,31% dengan
20,69%. Sementara pada KSB tipe non
agresif juga menunjukkan ckspresi Ki-
67 positif yang lebih tinggi
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