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ABSTRACT

Nowadays, in industrialized countries, lung cancers the most frequent cancer in
men. Lung cancers also one of several malignancy in women. Lung cancer is one of
several lung disease that need to be handled and managed fast and appropriately.
Complicated skill and facility is needed in order to establish the diagnose of lung
cancer.

Advance improvement of technology allows us to use tumor marker to support the
diagnose of lung cancer earlier to determine the prognosis as well as to detect the
risk factor of malignancy.

Cytokeratin 19 belongs to intermediate filament as a all supporting structure so that
the shape of the cell becomes stable and the nucleus is still located in the proper
position. This cytokeratin 19 is axpressed in the respiratory tract epithel.

The aim of this study was determine expression of cytokeratin 19 in normal person,
high risk person and non small cell lung cancer patients.

The means expression of cytokeratin 19 in normal person, high risk person, adeno
ca patient and epidermoid ca patient is 16,6, 20,1, 35, 52,6 consicutively.
Coclusion: The expression of cytokeratin 19 in normal person was different
significantly from adeno ca and epidermpid ca patients.

Significant difference was also found between high risk patient and adeno ca,
epidermoid patient as well as between epidermoid ca patients and adeno ca
patients. There was no significant difference between normal group and high risk
patients.
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PENDAHULUAN

Kanker paru adalah salah satu jenis penyakit paru yang memerlukan
penanganan dan tindakan yang cepat dan terarah. Penegakkan diagnosa
memerlukan ketrampilan dan sarana yang tidak sederhana dan memerlukan
pendekatan multidisiplin. "2

Petanda ganas atau tumor marker merupakan substansi yang dapat
digunakan untuk mendeteksi perubahan-perubahan yang terjadi akibat kanker.
Dewasa ini banyak diteliti dan dikembangkan pemeriksaan petanda ganas ideal
yang dapat memberikan petunjuk tentang perkembangan kanker, baik ditingkat
ekstraseluler, seluler maupun molekuler.>?®

Manfaat yang paling penting petanda ganas ini adalah untuk mengkonfirmasi
kecurigaan terdapatnya kanker yang telah diduga sebelumnya bilamana
pemeriksaan sitologi atau histopatologi tidak ditemukan, memantau perjalanan
penyakit dan respon pengobatan atau pasca bedah.

Istilah petanda ganas yang dahulu dikenal dengan petanda tumor (tumor
marker) didefinisikan sebagai berbagai substansi yang disekresikan oleh sel kanker
atau sel jinak sebagai respon terhadap keganasan dan dapat dideteksi kadarnya
dalam cairan tubuh. Perubahan-perubahan yang terjadi akibat kanker dapat
dideteksi di tingkat ekstraseluler atau serologik, seluler dan molekuler. Petanda
ganas ini dapat dideteksi dan diukur kadarnya dengan metoda kimia, imunologi
maupun metode biologi molekuler. Dengan perkembangan ilmu pengetahuan dan
tehnologi laboratorium, memungkinkan deteksi perubahan-perubahan yang terjadi
pada kanker dapat dideteksi sampai tingkat molekuler, maka pengertian petanda
ganas saat ini lebih luas selain substansi-substansi ekstraseluler yang mencakup
molekul yang terdapat pada permukaan sel maupun intra sel yang dikenal dengan
istilah petanda molekuler atau biomarker keganasan.*®

Bila diperkirakan suatu tumor, metode yang sederhana dan efektif untuk
diagnosa kanker paru adalah sitologi sputum. Hasil sitologi sputum tergantung
banyak faktor meliputi kemampuan pasien untuk mengeluarkan sputum, ukuran
tumor, dekat atau tidaknya lokasi tumor kejalan napas utama, jenis histologi tumor,
perluasan tumor. Hasil yang kurang memuaskan dari sitologi sputum bila tumor
letaknya perifir, bertambah jelek bila ukuran tumor kurang dari 3 cm.?’

Oleh karena hasil dari sitologi sputum dipengaruhi oleh banyak faktor maka
dengan menggunakan antibodi yang tertuju pada satu antigen tertentu atau antigen
monoklonal yaitu pemeriksaan sitokeratin 19 dengan metode imunohistokimia dapat
digunakan untuk mendeteksi kanker paru jenis karsinoma bukan sel kecil.®

Sitokeratin dan intermediat filamen terdapat dalam berbagai sel normal dan
jaringan patologis. Ekspresi dari sitokeratin adalah spesifik untuk jaringan yang
berbeda. Sitokeratin 19 dapat diekspresikan oleh epitel sel seperti percabangan
bronkus dan ekspresinya berlebihan dalam kanker paru. Sitokeratin merupakan
bagian dari sitoskeleton, sehingga beberapa fragmen dapat dilepaskan oleh sel
yang hancur atau tumor yang nekrosis.

Imunohistokimia adalah gabungan antara diagnosis histopatologi dengan
diagnosis imunokimia yaitu diagnosis yang melibatkan reaksi antigen antibodi
membentuk antigen antibodi kompleks.” #2324



BAHAN DAN CARA KERJA

Penelitian ini merupakan suatu studi observasional analitik dengan

pendekatan cross sectional. Bahan pemeriksaan adalah sampel bilasan bronkus
penderita tumor paru yang dirawat di RSU Dr. Saiful Anwar Malang.

Prosedur Pemeriksaan Imunohistokimia

Spesimen di sentrifuse dengan kecepatan 5000 rpm

Ambil sampel + 20 ul, teteskan pada gelas obyek, buat bentuk bulatan kecil
Hapusan ditetesi methanol lalu didiamkan 1 hari dengan tujuan fixasi sampai
preparat benar-benar kering.

Cuci preparat dengan PBS 3 kali masing-masing 5 menit.

Blocking preparat dengan BSA 0,1% dan triton 0,25% selama 20 menit,
kemudian cuci dengan PBS 3 kali masing-masing 5 menit.

Inkubasi dengan AB primer semalam (anti sitokeratin 19) 1:500 semalam
(24jam), suhu 4 derajat celcius.

Inkubasi suhu ruang 2 jam, kemudian cuci dengan PBS

Inkubasi dengan AB sekunder berlabel enzim selama 20 menit

Rendam preparat dengan Substrat buffer selama 20 menit.

Staining preparat dengan DAB selama 20 menit, akan memberikan warna
coklat bila berikatan.

Rendam preparat dalam aquadest selama 3-5 menit, keringkan

Amati dengan mikroskop binolokuler menggunakan pembesaran 40 dan 100
kali

HASIL PENELITIAN

Tabel 1. Karakteristik Pasien Menurut Umur

Umur Jumlah %
Kurang dari 30 2 5
30-39 7 17,5
40-49 8 20
50-59 12 30
60-69 7 17,5
Lebih dari 69 4 10

Tabel 2. Karakteristik Pasien Menurut Jenis Kelamin

Jenis kelamin Jumlah %
Laki-laki 28 70
Perempuan 12 30




Tabel 3. Karakteristik Pasien Menurut Hasil Sitologi

Klas Jumlah %
Il 17 42
11 4 10
(V) Epidermoid Ca 12 25
(V) Adeno Ca 7 17,5
Descriptives
EKSPRESI
95% Confidence Interval for
Mean
il ean Std. Deviation | Std. Error | Lower Bound | Upper Bound | Minimur | Maximurm
NORMAL 3| 168667 70946 40961 - 9573 34,2906 3,00 2300
FAKTOR RESIKO 18 | 201111 38540 a7a 18,1747 220476 14,00 27 oo
ADEND CA 7| 35,0000 32660 12344 31,5795 38,0205 30,00 39,00
EPIDERMOID CA 12 | 52 FBEE7 5 5487 156018 491412 56,1921 43,00 5900
Tatal 40 | 32,2250 15,3564 24281 3 37 1362 4,00 59,00
Multiple Comparisons
Dependent variable: EKSPRES]
Tukey HSD
Mean
Difference 85% Confidence Interval
{1} KELOMPOK {1 KELOMPOK, {l-J) Std. Errar Sig. Lower Bound | Upper Bound
MORMAL FARKTOR REESIKD -3,4444 28674 G630 -11,1670 4.2781
ADEMND CA, -18,3333 31729 .oaa -25,87589 -2.,7878
EFIDERMOID CA -36,0000* 2.9680 00a -43,9936 -25,0064
FAKTOR RESIKO  MORMAL 3,4444 28674 B30 -4,2781 11,1670
ADENC CA -4, 83859 2,0481 aaa -204050 -9.3728
EFIDERMOID CA, -32,2556" 1,7136 .0aa -37.1707 -27.9404
ADEMD A, MORMAL 18,3333% 31729 .oaa 9.7878 25,8789
FAKTOR RESIKD 14 ,8889* 2.0481 00a 99,3728 20,4050
EFIDERMOID CA, -17,6667* 2,1868 00a -23,59563 -11.,7771
EFIDERMOID CA  MNORMAL 36,0000 2,9680 aaa 25,0084 43,9936
FARKTOR REESIKD 32,5556" 1,7136 .oaa 27,9404 37,1707
ADEMND A, 17 ,BEBET 21868 .oaa 11,7771 2355963

*. The mean difference is significant at the .05 level.




Grafik 1: Ekspresi sitokeratin 19 pada pasien normal, resiko tinggi, Adeno ca dan Epidermoid ca
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Grafik (2): Ekspresi sitokeratin 9 pada pasien normal, resiko tinggi, kanker paru bukan
karsinoma sel kecil
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Grafik (3): Ekspresi sitokeratin 9 antar stadium kanker
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Gambaran sel dengan metode imunohistokimia

Berdasarkan pembacaan dengan melihat warna yang timbul, maka secara
subyektif terdapat 3 kualitas warna yaitu coklat muda (+1), coklat (+2), coklat gelap
(+3). Warna coklat (+2) dan coklat gelap (+3) didapatkan pada sel Adeno Carsinoma
dan Epidermoiad Carsinoma. Sedangkan coklat muda (+1) terdapat pada penderita
normal dan resiko tinggi. Hal ini menunjukkan tidak terdapat perbedaan ekspresi
sitokeratin 19 pada pasien normal dengan resiko tinggi. Penilaian warna ini
berdasarkan pada subyektifitas peneliti dalam mengamati warna sel yang timbul.
Warna coklat muda menunjukkan ekspresi sitokeratin yang sedikit, warna coklat dan
coklat gelap menunjukkan ekspresi sitokeratin 19 yang sangat meningkat.
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PEMBAHASAN

Setelah dilakukan preparasi kemudian dilakukan pewarnaan dengan metode
imunohistokimia sehingga didapatkan sel-sel yang berwarna. Sel-sel yang terwarnai
tersebut mengekspresikan sitokeratin yang terdapat dalam membran sel yang
kemudian dilakukan penghitungan dalam 10 lapangan pandang. Sampel yang dapat
dikumpulkan selama 6 bulan sebanyak 40 spesimen bilasan bronkus. Dari 40
spesimen terdiri dari 28 pasien laki-laki dan 22 pasien wanita hal ini disebabkan
karena laki-laki lebih banyak merokok dibandingkan dengan perempuan dimana
usia rata-rata yang paling banyak antara 50-59 tahun sebanyak 30 % hal ini
berhubungan dengan lama merokok dan banyaknya rokok yang dihisap perharinya.

Penderita yang datang untuk berobat terbanyak dengan keluhan batuk
disertai penurunan berat badan serta satu penderita dengan keluhan benjolan di
supraclavicula dan satu penderita dengan keluhan sulit menelan. Sampel yang
didiagnosa normal sebanyak 3 orang, resiko tinggi sebanyak 21 orang dengan
riwayat perokok paling banyak hal ini disebabkan karena rokok mengandung bahan
karsinogen yang menyebabkan timbulnya kanker paru disusul dengan pneumonia
lebih dari 1 bulan serta post TB paru lebih dari 10 tahun yang lalu. Untuk penderita
kanker paru sebanyak 19 sampel yang terdiri dari 12 penderita dengan Epidermoid
Carsinoma serta 7 penderita dengan Adeno Carsinoma.

Hal ini sesuai dengan laporan dari beberapa rumah sakit dimana insiden
kanker paru jenis Epidermoid Carsinoma lebih banyak dibandingkan dengan Adeno
Carsinoma.

Diagnosa dari kanker paru jenis karsinoma bukan sel kecil ditegakkan dari
histologi PA: sputum, cairan pleura, FNAB, washing, brushing dari bagian Patologi



Anatomi sebagai Gold Standar ( baku emas). Penderita kanker paru terbanyak
pada stadium IIB sebanyak 6 orang diikuti stadium IlIA, IlIB, IV.

Semua data tersebut ditampilkan dalam tabel deskripsi rerata masing-
masing kelompok subyek penelitian, sehingga dapat diketahui karakteristik masing-
masing kelompok subyek penelitian.

Dari tabel ekspresi sitokeratin 19 pada pasien normal dan pasien kanker paru
jenis karsinoma bukan sel kecil kemudian dilakukan analisa metode Anova dengan
multipel komparasi Tukey untuk menentukan apakah terdapat perbedaan rerata
masing-masing variabel.

Dari tabel diskripsi sampel penelitian tampak bahwa rata-rata sel yang
terwarnai untuk pasien normal 16,66, untuk pasien resiko tinggi adalah 20,11, untuk
pasien kanker paru jenis Adeno Ca adalah 35,0, sedangkan untuk pasien kanker
paru jenis Epidermoid Ca adalah 52,66 dengan tingkat kepercayaan 95% atau
signifikansi 5% (p < 0,05).

Test Homogenitas of variances, tes ini bertujuan untuk menguji berlaku
tidaknya asumsi untuk Anova yaitu apakah kelompok sampel mempunyai varians
yang sama. Terlihat bahwa Levene test hitung adalah 1,927 dengan nilai probabiltas
0,331. Dasar pengambilan keputusan adalah : jika probabilitas > 0,05 maka Ho
diterima, sedangkan jika probabilitas < 0,05 maka Ho ditolak. Oleh karena
probabilitas (p) > 0,05 maka Ho diterima atau keempat kelompok sampel
mempunyai varians yang sama.

Pada uji Anova terlihat F hitung 133,03 dengan probabilitas 0,000. Karena
probabilitas (p) < 0,05 maka HO ditolak atau rata-rata jumlah sel terwarnai/ ekspresi
sitokeratin 19 memang berbeda nyata. Pada tabel multipel komparasi dengan uiji
Tukey didapatkan antara pasien normal dengan pasien resiko tinggi nilai
probabilitasnya adalah 0,630. Karena probabilitasnya > 0,05 maka HO diterima, yang
berarti tidak ada perbedaan rata-rata ekspresi sitokeratin yang bermakna antara
pasien normal dengan pasien resiko tinggi. Antara pasien normal dengan NSSLC/
Adeno Carcinoma nilai probabilitasnya adalah 0,000. Karena probabilitasnya <0,05
maka HO ditolak, yang berarti terdapat perbedaan rata-rata ekspresi sitokeratin
antara pasien normal dengan pasien kanker paru jenis Adeno Ca. Antara pasien
resiko tinggi dengan Adeno Ca, probabilitasnya adalah 0,000 jadi terdapat
perbedaan yang bermakna. Begitu pula antara pasien Adeno Ca dengan
Epidermoid Ca probabilitasnya adalah 0,000 yang berarti <0,05. Jadi terdapat
perbedaan rata-rata ekspresi sitokeratin yang bermakna. Ekspresi sitokeratin 19
yang paling tinggi terdapat pada kelompok pasien dengan kanker paru jenis
Epidermoid Ca.

Dalam tes Homogenus Subset dicari grup/subset atau kelompok mana saja
yang mempunyai perbedaan rata-rata yang tidak signifikan. Pada subset 1 tampak
kelompok normal dan resiko tinggi yang berarti bahwa ekspresi sitokeratin 19 pada
kelompok normal dengan kelompok resiko tinggi tidak ada perbedaan yang
signifikan. Pada subset 2 hanya tampak kelompok pasien dengan Adena Ca saja
yang berarti ekspresi sitokeratin 19 pada kelompok pasien dengan Adeno Ca
berbeda dengan kelompok pasien lain. Pada subset 3 hanya tampak kelompok
pasien dengan Epidermoid Ca yang berarti kelompok pasien dengan Epidermoid Ca
berbeda bermakna dengan dengan kelompok pasien normal, pasien resiko tinggi,
pasien dengan Adeno Ca.



Antara pasien normal dengan pasien resiko tinggi tidak terdapat perbedaan
ekspresi sitokeratin 19 yang bermakna, hal ini dapat disebabkan oleh karena jumlah
sampel penderita normal yang sedikit dan dapat juga disebabkan oleh karena pada
penderita resiko tinggi belum didapatkan adanya sel kanker. Akan tetapi rata-rata
sel yang terwarnai lebih banyak pada penderita dengan resiko tinggi yang
menunjukkan kecenderungan peningkatan dari ekspresi sitokeratin 19.

Pada Epidermoid Ca ekspresi sitokeratin 19 lebih tinggi dibandingkan dengan
Adeno Ca hal ini disebabkan karena pada Epidermoid Ca terjadi peningkatan
produksi keratin, sedangkan pada Adeno Ca strukturnya kelenjar dan memproduksi
lebih banyak mukus. Tampak jelas seperti yang digambarkan dalam grafik 1.

Hasil penelitian yang hampir sama dilakukan oleh Ruay-sheng Lai, Hon Ki
Su, Jan Yeong Lu dalam CYFRA 21-1 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay.
Evualuation as aTumor Marker in Non-small Cell Lung Cancer pada penelitian dari
164 serum penderita kanker paru jenis karsinoma bukan sel kecil yang dilakukan
dengan menggunakan metode Elisa menunjukkan kenaikan jumlah sitokeratin 19
yang meningkat sangat signifikan dan lebih meningkat lagi pada jenis epidermoid
karsinoma dibandingkan dengan adeno karsinoma.?

Pada tabel multipel komparasi dengan uji Tukey tampak bahwa antara pasien
normal dengan pasien kanker paru karsinoma bukan sel berbeda secara signifikan,
begitu juga pasien dengan resiko tinggi kanker paru berbeda signifikan dengan
penderita kanker paru jenis karsinoma bukan sel kecil. Sedangkan pasien normal
tidak berbeda dengan penderita resiko tinggi kanker paru.

Pada tes Homogenus Subset, pada subset 2 hanya tampak kelompok
kanker paru yang berarti kelompok kanker paru berbeda secara signifikan dengan
kelompok normal dan resiko tinggi.

Pada kanker paru ( Epidermoid Ca dan Adeno Ca) terjadi proliferasi sel yang
tidak terkendali sehingga produksi sitokeratin juga meningkat untuk pembentukan
kerangka sel yang mengakibatkan ekspresinya meningkat.

Hasil penelitian yang dilakukan oleh Lusio Trevasani dan Stefano Putinati
dalam Cytokeratin Tumor Marker Levels in Bronchial Washing in Diagnosis of Lung
Cancer juga mendapatkan bahwa kadar sitokeratin 19 juga meningkat pada pasien
dengan Epidermoid Carsinoma.?*

Pada tabel multipel komparasi dengan uji Tukey pada kelompok kanker
dengan staging terlihat bahwa tidak ada perbedaan ekspresi sitokeratin 19 yang
bermakna antara kelompok pasien stadium IIB, [[IA+IIIB, serta stadium V.

Pada homogenus subset juga tampak tidak adanya perbedaan yang
signifikan antara kelompok stadium 1I1B, Juga IlIA+11IB, dan stadium IV. Tampak jelas
seperti yang digambarkan dalam grafik 2.

Hasil penelitian yang dilakukan oleh Bram Wieskops, Christien Demangeat
dalam Cyfra 21-1 as a Biologic Marker of Non Small Cell Lung Cancer. Evaluation of
sensitivity and specificity mendapatkan bahwa kadar sitokeratin yang semakin
meningkat sesuai dengan stadium kanker dimana ekspresi yang paling tinggi
didapatkan pada stadium IV. (3

Pada penelitian ini tidak tampak perbedaan yang signifikan dari ekspresi
sitokeratin 19 antara stadium IIB,lIIA+1l1IB dan stadium IV mungkin disebabkan oleh
jumlah sampel yang terlalu sedikit.

Penggunaan antibodi monoklonal dan poliklonal banyak diterapkan untuk
mendiagnosis berbagai jenis tumor. Imunohistokimia adalah gabungan antara



diagnosis histopatologi dengan diagnosis imunokimia yang melibatkan reaksi
antigen antibodi.

Gambaran hasil pewarnaan dengan metode imunohistokimia menunjukkan
adanya ikatan sitokeratin 19 dengan antisitokeratin 19. Kualitas warna yang
ditampilkan menunjukkan seberapa tinggi kadar sitokeratin 19 dalam sitoplasma sel.

Berdasarkan pembacaan dengan melihat warna yang timbul, maka secara
subyektif terdapat 3 kualitas warna yaitu coklat muda (+1), coklat (+2), coklat gelap
(+3). Warna coklat (+2) dan coklat gelap (+3) didapatkan pada sel Adeno Carsinoma
dan Epidermoiad Carsinoma. Sedangkan coklat muda (+1) terdapat pada penderita
normal dan resiko tinggi. Hal ini menunjukkan tidak terdapat perbedaan ekspresi
sitokeratin 19 pada pasien normal dengan resiko tinggi. Penilaian warna ini
berdasarkan pada subyektifitas peneliti dalam mengamati warna sel yang timbul.
Warna coklat muda menunjukkan ekspresi sitokeratin yang sedikit, warna coklat dan
coklat gelap menunjukkan ekspresi sitokeratin 19 yang sangat meningkat.

Pada sel yang normal tampak ukuran sel sama, sitoplasma coklat muda
dengan inti berwarna biru. Pada sel dengan Adeno Ca tampak inti sel berbentuk
bulat besar berwarna biru dengan sitoplasma berwarna kecoklatan. Pada
Epidermoid Ca tampak sel-sel ganas berinti besar dengan warna biru dengan
sitoplasma coklat gelap, inti sel pleimorpik (bentuk inti tidak sama), tampak inti sel
hiperkromatik.

Sebagai pembanding/ golden standar dipakai hasil pemeriksaan sitologi
dengan pengecatan Hematoksilin Eosin dimana pada penderita normal didapatkan
sel klas Il yaitu sel-sel normal sedangkan penderita dengan keganasan didapatkan
sel-sel klas IV dan klas V. Pada Adeno Carsinoma didapatkan sel-sel epitel silindrik
ganas, batas antar sel tidak tegas inti bulat besar, nucleoli nyata, dinding inti tebal,
sitoplasma bervacuolisasi. Sedangkan pada Epidermoid Carsinoma sel-sel ganas
berinti besar, pleimorpik, hiperkromatik, rasio nukleus sitoplasma meningkat.
Tampak jelas terlihat dari hasil pemeriksaan mikroskop dengan pembesaran 400
dan 1000.

Pembacaan dengan melihat warna yang timbul dengan metode
imunohistokimia ini perlu dilakukan evaluasi kembali karena akan menentukan
keakuratan data yang diperoleh.

KESIMPULAN

1. Terdapat perbedaan yang bermakna ekspresi sitokeratin 19 antara pasien resiko
tinggi kanker paru dengan penderita kanker paru jenis karsinoma bukan sel kecil.

2. Terdapat perbedaan yang bermakna ekspresi sitokeratin 19 antara kelompok
pasien Epidermoid Ca dengan pasien Adeno Ca

3. Tidak terdapat perbedaan yang bermakna ekspresi sitokeratin 19 antara
kelompok stadium kanker paru.

4. Ekspresi sitokeratin 19 paling tinggi didapatkan pada kelompok pasien dengan
epidermoid Carsinoma diikuti dengan kelompok pasien Adeno Carsinoma,
kelompok resiko tinggi dan kelompok normal.



SARAN

Teknik pemeriksaan dengan metode imunohistokimia ini dapat digunakan
sebagai pemeriksaan penunjang untuk membantu menegakkan diagnosis adanya
kanker paru .

Hasil metode imunohistokimia ini akan lebih akurat bila sampel yang
digunakan dalam penelitian jumlahnya lebih banyak.

Karena merupakan penelitian awal diperlukan dukungan teman sejawat
Laboratorium Biomedik dan teman sejawat di ruangan dalam kelanjutan dari
penelitian ini untuk memperoleh hasil yang lebih  baik dalam membantu
perkembangan diagnostik dini kanker paru dan dalam menegakkan diagnosis
kanker paru.

Pembacaan dengan melihat warna yang timbul dengan metode
imunohistokimia ini perlu dilakukan evaluasi kembali karena akan menentukan
keakuratan data yang diperoleh.
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